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1-1) 受容体とは 

 生物が生きていくためには，生体内・生体外の環境に適応しなければならない．

細胞増殖，細胞死，分化，生体防御といった様々な生命現象は，環境からのシグ

ナルを受容し，それに反応するシグナル伝達経路により生じる．基本的にシグナ

ル伝達は，シグナル分子が細胞膜，細胞質中の受容体に結合，活性化することで

核へとシグナルが伝わり，核内の転写因子により特定の遺伝子が転写調節され

るという流れである．シグナル伝達経路は，お互いに他のシグナル伝達経路と関

連し合いながら (クロストーク) ネットワークを形成し，細胞の情報伝達を制御

することで生体内の恒常性を維持している．これらシグナル伝達経路に異常が

生じることで，がんや免疫疾患などの多くの病気が引き起こされる [1-2]． 

 受容体はシグナル伝達に関わるタンパク質であり，ホルモンや化学物質など

のシグナル分子をリガンドとして特異的に結合し，細胞応答を開始させる．基本

的に 1 つの受容体は 1 つのリガンドのみと結合し，リガンドごとに異なる受容

体が存在しており，細胞の種類によって受容体の分布も大きく異なる．受容体は

大きく分けて，細胞膜に存在する膜貫通受容体と，細胞質及び核内に存在する核

内受容体の 2 種類がある． 

 

1-1-1) 膜貫通受容体 

 受容体の多くは膜貫通受容体であり，細胞膜の脂質二重層を通過できない親

水性のリガンドと結合する．膜貫通受容体は細胞外シグナル分子が結合すると

活性化され，細胞内シグナル分子 (セカンドメッセンジャー) を用いて核内へシ

グナルを伝達する．構造と機能により，G タンパク質共役型受容体，イオンチャ

ネル型受容体，酵素連結型受容体に分類される． 

 G タンパク質共役型受容体は 7 回膜貫通型受容体とも呼ばれ，三量体の G タ

ンパク質を介して細胞内にシグナルを伝達する．リガンドが結合すると受容体

は構造変化し，結合した GDPを GTPと交換することで Gタンパク質を活性化，

サブユニットを解離することで下流のシグナル伝達カスケードを活性化する 

[3]． 

 イオンチャネル型受容体は，リガンドが結合することにより構造変化が起こ

り，特定のイオンが通り抜けられるようになることで膜電位が変化する．特定の

イオンのみを通過させるイオンチャネル型受容体，複数のイオンを通過させる

イオンチャネル型受容体が存在する． 

酵素連結型受容体は，細胞内ドメインに酵素活性を有する，もしくは酵素活性

を有する別のタンパク質が結合している受容体である．リガンドが結合するこ

とでプロテインキナーゼなどが活性化することで細胞内にシグナルを伝達する． 
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1-1-2) 核内受容体 

 核内受容体は細胞質または核内に存在する受容体であり，細胞膜を透過する

ことのできる疎水性のリガンドと結合する．リガンドが結合することにより活

性化し，核内で特定の DNA 配列を認識，結合することで転写因子として働き，

転写の活性または抑制を行う．代表的なものとして，ステロイドホルモン受容体

や甲状腺ホルモン受容体が挙げられる． 

 核内受容体の一般的な構造を Fig. 1-1-2A に示した．N 末端に AF-1 (Activation 

function-1) ドメインがあり，リガンド非依存的な転写活性化能を有する．中央部

の DNA 結合ドメイン (DNA binding domain; DBD) は，2 つの Zn フィンガーが

存在し，ホルモン応答配列 (Hormone response element; HRE) などの特定の DNA

配列と結合する．C 末端側にリガンド結合ドメイン (Ligand binding domain; LBD) 

があり，リガンド結合やコアクチベーターとの相互作用に関与している．リガン

ド結合ドメインの C 末端に存在する-helix は AF-2 と呼ばれており，結合ポケ

ットへのリガンド結合により構造変化し，受容体の活性調節に関わる．DBD と

LBD はヒンジ領域によりつながっており，受容体に構造的な柔軟性を与える [4-

5]． 

 

 

 

 

 

  

・構成的転写促進 

・リン酸化部位 

・DNA 認識 ・リガンド結合 

・コアクチベーター結合 

・二量体化 

・核移行シグナル 

Fig. 1-1-2 核内受容体の構造と活性化 

(A) 核内受容体の模式図．文献[4-5]より一部改変． 

A 
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リガンド非存在下において核内受容体は，熱ショックタンパク質もしくはイ

ムノフィリンシャペロンと複合体を形成した状態で細胞質中に存在するか，核

内で HRE と構成的に結合しコリプレッサーと抑制複合体を形成する．前者の場

合は，リガンドが結合することにより分子シャペロンと解離，核内に移行し，

HRE と結合及びコアクチベーターと複合体を形成することで標的遺伝子の転写

を調節する (Fig. 1-1-2B)．後者の場合は，リガンドが結合することによりコリプ

レッサーと解離し，コアクチベーターと複合体を形成することで標的遺伝子の

転写を調節する．このような複合体構成の変化は，リガンド結合による AF-2 の

構造変化により引き起こされる．また，核内受容体は通常ホモダイマーもしくは

ヘテロダイマーを形成して転写調節を行う [6-9]． 

 

 

 

 

 

  

Fig. 1-1-2 核内受容体の構造と活性化 

(B) ステロイドホルモン受容体の活性化機構．文献[9]より抜粋． 

B 
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1-2) 芳香族炭化水素受容体 (Aryl hydrocarbon receptor; AhR) 

 AhR は bHLH-PAS (Basic helix-loop-helix-Per-ARNT-Sim) ファミリーに属して

おり，受容体型転写因子としての役割を果たす [10-11]．AhR はアミノ酸配列が

解明されるまで，作用様式から核内受容体であるステロイドホルモン受容体フ

ァミリーのメンバーであると考えられていた．cDNA クローニングによる構造解

析により，AhR はステロイドホルモン受容体との類似性を示さないことが明ら

かとなった [12-13]．リガンドとなる化合物も多く存在し，構造も含め他の受容

体と大きく異なる点が存在する． 

 ヒト AhR は 848 アミノ酸からなるタンパク質であり，いくつかの機能性ドメ

インで構成されている．Fig. 1-2A はヒト AhR の模式図を示している [14]．bHLH 

(Basic helix-loop-helix) ドメインは AhR の N 末端領域に存在し，DNA を認識，

結合する塩基性の basic 領域と二量体形成に関与する helix-loop-helix 領域から構

成される．bHLH ドメインには，核局在化シグナル (Nuclear localization signal; 

NLS) と核外移行シグナル (Nuclear export signal; NES) が存在している．PAS 

(Per-ARNT-Sim) ドメインは AhR の中央部にあり，PAS-A および PAS-B ドメイ

ンで構成されている．PAS-A ドメインはタンパク質-タンパク質相互作用の機能

を有しており，bHLH ドメインと共に ARNT (AhR nuclear translocator) とのヘテ

ロダイマー形成に関与している．PAS-B ドメインはリガンド結合部位である．転

写活性化ドメイン (Transactivation domain; TAD) は AhR の C末端領域に存在し，

glutamine の豊富な領域 (Q-rich) が含まれている [15-19]． 

 

 

  

A 

Fig. 1-2 AhR の構造と活性化 

(A) AhR の模式図．文献[14]より抜粋． 
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 AhR は多くの多環芳香族炭化水素化合物 (Polycyclic aromatic hydrocarbon 

compound; PAH) をリガンドとして結合し，食品や環境物質に対する生体異物の

応答に重要な役割を果たす．代表的なリガンドとして，2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-

p-dioxin (TCDD)，-naphthoflavone (-NF)，3-methylcholanthrene (3-MC) などの外

因性リガンドが挙げられる [20-21]．食品由来のリガンドとしては，緑茶に含ま

れる lutein や，ブロッコリーなどのアブラナ科の植物に含まれる indole-3-carbinol

などが知られている [22-23]．AhR は長い間内在性リガンドが不明であり，オー

ファン受容体とされてきた．現在では，niacin を生合成する際の中間体である

kynurenine や尿中に排泄される indirubin などの tryptophan 代謝産物が AhR の内

因性リガンドとして報告されている [24-25]．Fig. 1-2B は AhR のリガンドの一

部を示している． 

 

 

  

2, 3, 7, 8-

Tetrachlorodibenzo-p-dioxin  

(TCDD) 

β-Naphthoflavone 

(β-NF) 

3-Methylcholanthrene  

(3-MC) 

Lutein 

Kynurenine Indole-3-carbinol Indirubin 

Fig. 1-2 AhR の構造と活性化 

(B) AhR のリガンドの例．文献[20-25]より抜粋． 

B 
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リガンド非存在下において AhR は，分子シャペロン heat shock protein 90 

(HSP90)，hepatitis B virus X-associated protein 2 (XAP2)，コシャペロン p23 と複合

体を形成して細胞質に存在する [26-30]．HSP90 は真核細胞の細胞質で最も発現

しているタンパク質であり，300 以上のクライアントタンパク質の機能を調節す

る [31-32]．HSP90 は AhR の bHLH ドメイン及び PAS-B ドメインに結合する 

[33-35]． 

リガンドが AhR に結合すると，AhR は分子シャペロン複合体とともに核内へ

移行する．核移行後，AhR は分子シャペロン複合体から解離し，bHLH ドメイン

及び PAS-A ドメインを介して ARNT とヘテロダイマーを形成する．このヘテロ

ダイマーの bHLH ドメインは，異物応答配列 (Xenobiotic response element; XRE) 

に結合する．これにより転写の活性化が起こり，薬物代謝酵素 cytochrome P450 

1A1 (CYP1A1) などが誘導される [36-37]．Fig. 1-2C は AhR の活性化機構を示し

ている． 

 

 

 

  

C 

Fig. 1-2 AhR の構造と活性化 

(C) AhR の活性化機構．文献[20, 36]より一部改変． 
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CYP1A1 などの P450 は，リガンドとして細胞に入った低分子有機化合物を酸

化的に修飾し，誘導される解毒酵素と共に働くことで体外へ排出させる解毒反

応が起こる．しかし，代謝過程で化学的に反応性の高い代謝物に活性化すること

もある．これにより生成した化学的に反応性の高い代謝物が DNA に共有結合し

て遺伝子損傷を起こし，発がんの原因となるなど，毒性発現に関与する側面もあ

る [38-39]．また，TCDD などのダイオキシン類は代謝されずに体内に蓄積され

る．これにより，ホルモンなどの代謝に変化が生じ生理的機能が撹乱されると考

えられている [40]．一方で，AhR 欠損マウスにおいて肝血管系に異常が生じる

ことや，AhR が T 細胞の分化を制御しておりリガンドに応じて Th17 細胞また

は制御性 T 細胞への分化が誘導されることなど，正常な細胞の発達や免疫調節

における AhR の生理機能が示唆されている [41-44]．また，炎症やがんにおいて

は tryptophan 代謝が亢進し，その代謝産物であり内在性リガンドである

kynurenine により AhR が活性化され制御性 T 細胞を生成することが報告されて

いる [45]．これまで，ダイオキシン類による AhR の活性化機構の多くは解明さ

れてきた．しかし，AhR のリガンドや生理機能は非常に多く，リガンドの認識

や構造変化，反応機構に関して未だ未解明な部分が多い． 

  

Akita University



- 9 - 

 

 

 

 

第 2 章 

 

ヒト全長 AhR の 

発現・精製と生化学的性質 

 

 

 
  

Akita University



- 10 - 

 

2-1) 緒言 

 これまで，AhR のリガンドは TCDD をはじめとするダイオキシン類や 3-MC

といった毒性を示すものが主に報告されており，それらのリガンドによる AhR

の活性化機構の多くは解明されてきた．さらに近年では，TCDD の前処理によ

り，マウスにおいて prostaglandin E2 (PGE2) の産生を促進し，デキストラン硫酸

ナトリウム (DSS) によって誘導された潰瘍性大腸炎の炎症反応を抑制するこ

とが報告された (Fig. 2-1) [46]．また，AhR の活性化により，ヒト肺繊維芽細胞

における煙草の煙から肺を保護する作用が報告されている [47]．これらの報告

から，AhR 経路の活性化に伴う消化管・気道粘膜の障害保護作用が示唆されて

いる．また，AhR が NK 細胞による IL-10 産生に関与する補因子であることも報

告されている [48]．AhR の活性化による薬物代謝酵素の誘導やそれに伴う毒性

発現だけでなく，抗炎症作用や免疫系への関与などの新たな知見が得られてき

ている． 

このような知見は，そのほとんどが in vivo における研究結果によるものであ

り，in vitro における研究報告は少なく生化学的知見に乏しい．その原因として，

AhR の発現，精製が極めて困難であることが挙げられる．真核生物の転写因子

の誘導には，大腸菌を用いた高発現系が機能しない場合がある．また，AhR の

TAD 中に存在する Q-rich 領域は大腸菌に対して毒性がある．Baculovirus を用い

た全長 AhR の発現はわずかに報告されているが，大腸菌を用いた全長 AhR の発

現は全く報告されていない [49-50]．したがって，当研究室ではこれまで bHLH

ドメインや PAS ドメインなどの AhR のドメインを使用して in vitro での研究を

行ってきた [33-35]．しかし，AhR に多型が存在するマウスにおいて TAD の違

いが TCDD 感受性の違いに影響していること，ヒト AhR において Q-rich 領域が

転写活性化において重要であることが報告されている [51-52]．したがって，

TAD を含むヒト全長 AhR を用いた in vitro の研究は，AhR の生化学的知見を得

るにあたって価値のあるものだと考えられる． 

 本研究では，ヒト全長 AhR の発現及び精製方法を確立するとともに，生化学

的性質の解析を目的にしている． 
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Fig. 2-1 TCDD 前処理による PGE2 産生の促進と潰瘍性大腸炎の炎症抑制 

文献[46]より抜粋．  
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2-2) 実験方法 

リコンビナントタンパク質はすべて human のものを用いた． 

2-2-1) ヒト全長 AhR の発現・精製 

pGEX-5X-3 vector を用いて，GST 融合 AhR の発現系を構築した． 

2-2-1-1) 遺伝子組み換え AhR の発現 vector の構築 

1. PCR によりヒト全長 AhR の配列を増幅させた．下記の cDNA 及び primer を

用いた． 

cDNA：HeLa 細胞 

Forward primer：5’-GTCGACATGAACAGCAGCAGCGCCAAC-3’ 

Reverse primer：5’-GCGGCCGCTTACAGGAATCCACTGGATGTCAAA-3’ 

2. pGEX-5X-3 vector の Sal I-Not I 部位に増幅した配列を組み込んだ． 

3. 低温で GST の除去を行うため，PrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit (タカラバイ

オ) を用いて Factor Xa Protease 認識配列を PreScission Protease 認識配列 

(LEVLFQGP) に置換した． 

下記の primer を用いて 3 回の PCR 反応を順に行った． 

1 回目 

Forward primer：5’-AACCTTTATTTTCAAGGTCGTGGGATCCCCAGG-3’  

Reverse primer：5’-TTGAAAATAAAGGTTTTCGATCAGATCCGATTT-3’ 

2 回目 

Forward primer：5’-TCCTTGAAGTCCTTTTTCAAGGTCGTGGGATCC-3’ 

Reverse primer：5’-AAAGGACTTCAAGGATCAGATCCGATTTTGGAG-3’ 

3 回目 

Forward primer：5’-CAAGGTCCCGGGATCCCCAGGAATTCC-3’ 

Reverse primer：5’-GATCCCGGGACCTTGAAAAAGGACTT-3’ 

4. DNA sequencer を用いて配列を確認した． 

 

2-2-1-2) ヒト全長 AhR の不溶性画分発現と精製 (抗体作成用) 

1. 構築した vector を発現用大腸菌 OverExpress C41 (DE3) pLysS (Lucigen)に形質

転換した． 

2. Ampicillin (終濃度 100 g/ml) を添加した LB 培地で 37°C，250 rpm，overnight

培養した． 

3. 培養した大腸菌を 100 倍量の LB培地 (終濃度 100 g/ml の ampicillin を含む) 

に添加し，OD600が 0.6 になるまで 37°C，250 rpm で培養した． 

4. 培養後，IPTG を終濃度 1.0 mM になるように添加し，37°C，250 rpm，3 hr 培

養した． 

5. 培養後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して大腸菌を回収し，10 mM Tris-
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HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

6. 回収した大腸菌を超音波破砕した後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して

沈殿を回収した． 

7. 沈殿を 1.0 M arginine/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

8. 脱塩カラム Bio-Gel P-6DG Gel (Bio-Rad) を用いて arginine を除去した． 

9. GST-AhR を含む懸濁液を digestion buffer (150 mM NaCl/1 mM EDTA/1 mM 

DTT/50 mM Tris–HCl buffer pH 7.0) に添加し，懸濁液 1 ml に対して 90 units

の PreScission Protease を添加した．Digestion 反応は 4°C，5 rpm，16 hr 行っ

た． 

10. Digestion 後，SDS-PAGE (7%) で電気泳動し，AhR のバンド部分を切り出し

た． 

11. MODEL BE-883 (BIO CRAFT) を用いて切り出したゲルから AhR を溶出した． 

 

2-2-1-3) ヒト全長 AhR の可溶性画分発現と精製 (タンパク質解析用) 

 可溶性画分での発現を目的に低温で発現誘導を行った． 

1. 構築した vector を発現用大腸菌 OverExpress C41 (DE3) pLysS (Lucigen)に形質

転換した． 

2. Ampicillin (終濃度 100 g/ml) を添加した LB 培地で 37°C，250 rpm，overnight

培養した． 

3. 培養した大腸菌を 100 倍量の LB培地 (終濃度 100 g/ml の ampicillin を含む) 

に添加し，OD600が 0.5 になるまで 37°C，250 rpm で培養した． 

4. 培養後，10°C，30 min インキュベートした後， IPTG を終濃度 1.0 mM にな

るように添加し，10°C，250 rpm，48 hr 培養した． 

5. 培養後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して大腸菌を回収し，10 mM Tris-

HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

6. 回収した大腸菌を超音波破砕した後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して

上清を回収した． 

7. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4で平衡化したQ-Sepharose columnに上清を加え，

pass 画分を回収した． 

8. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で平衡化した Glutathione Sepharose 4B column に

Q-Sepharose column の pass 画分を加えた． 

9. 0.5 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した． 

10. 20 mM glutathione/50 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 で溶出した． 

11. Ultrafiltration (100 kDa cut) を行った． 

12. GST-AhR を digestion buffer (150 mM NaCl/1 mM EDTA/ 1 mM DTT/50 mM Tris–

HCl buffer pH 7.0) に添加し，GST-AhR 250g に対して 50 units の PreScission 
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Protease を添加した．Digestion 反応は 4°C，5 rpm，16 hr 行った． 

 

2-2-2) HSP90，XAP2，p23 の精製 

 以下のタンパク質は当研究室において以前構築されたものを用いた． 

2-2-2-1) HSP90 の精製 

Vector：pCold I 

Competent cell：BL21 (DE3) 

制限酵素：BamH I-Xba I 

Forward primer：5’-GGATCCATGCCTGAGGAAACCCAGAC-3’ 

Reverse primer：5’-TCTAGATTAGTCTACTTCTTCCATGCGTGA-3’ 

 HSP90はN末端に 6xHisが付加したHisタグ融合タンパク質として発現した． 

1. Ampicillin (終濃度 100 g/ml) を添加した LB 培地で 37°C，250 rpm，overnight

培養した． 

2. 培養した大腸菌を 100 倍量の LB培地 (終濃度 100 g/ml の ampicillin を含む) 

に添加し，OD600が 0.5 になるまで 37°C，250 rpm で培養した． 

3. 培養後，15°C，30 min インキュベートした後， IPTG を終濃度 0.5 mM にな

るように添加し，15°C，250 rpm，24 hr 培養した． 

4. 培養後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して大腸菌を回収し，10 mM Tris-

HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

5. 回収した大腸菌を超音波破砕した後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して

上清を回収した． 

6. 上清に等量の Ni-NTA column apply buffer (40 mM imidazole/10 mM Tris-HCl pH 

7.4) を混合し，Ni-NTA column 平衡化 buffer (20 mM imidazole/0.3 M NaCl/10 

mM Tris-HCl pH 7.4) で平衡化した Ni-NTA column に加えた． 

7. Ni-NTA column wash buffer (50 mM imidazole / 0.3 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer 

pH 7.4) で洗浄した． 

8. Ni-NTA column elution buffer (0.1~0.5 M imidazole/0.3 M NaCl/10 mM Tris-HCl 

buffer pH 7.4) で溶出した． 

9. SDS-PAGE で精製確認後 HSP90 rich fraction を回収し，0.3M NaCl/10 mM Tris-

HCl buffer pH 7.4 で平衡化した Q-Sepharose column に加えた． 

10. 0.3 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した． 

11. 0.3~0.6 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer pH7.4 で溶出した． 

12. SDS-PAGE で精製確認後 HSP90 rich fraction を回収し，ultrafiltration (100 kDa 

cut) を行った． 

 

2-2-2-2) XAP2 の精製 
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Vector：pET21a 

Competent cell：BL21 (DE3) arctic 

制限酵素：Nde I-EcoR I 

Forward primer：5’-CATATGGCGGATATCATCGCAAG-3’ 

Reverse primer：5’-GAATTCTCAATGGGAGAAGATCCCC-3’ 

1. Ampicillin (終濃度 100 g/ml) を添加した LB 培地で 37°C，250 rpm，overnight

培養した． 

2. 培養した大腸菌を 100 倍量の LB培地 (終濃度 100 g/ml の ampicillin を含む) 

に添加し，OD600が 0.5 になるまで 37°C，250 rpm で培養した． 

3. 培養後，10°C，30 min インキュベートした後， IPTG を終濃度 0.5 mM にな

るように添加し，10°C，250 rpm，24 hr 培養した． 

4. 培養後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して大腸菌を回収し，10 mM Tris-

HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

5. 回収した大腸菌を超音波破砕した後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して

上清を回収した． 

6. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で平衡化した Heparin column に上清を加えた． 

7. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した． 

8. 0~0.5 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で溶出した． 

9. SDS-PAGE で精製確認後 XAP2 rich fraction を回収し，10 mM Tris-HCl buffer 

pH 7.4 で overnight 透析した． 

10. 10mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で平衡化した Q-Sepharose column に加えた． 

11. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した． 

12. 0~0.6 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で溶出した． 

13. SDS-PAGE で精製確認後 XAP2 rich fraction を回収し，ultrafiltration (30 kDa cut) 

を行った． 

 

2-2-2-3) p23 の精製 

Vector：pET21a 

Competent cell：BL21 (DE3) pLysS 

制限酵素：Nde I-EcoR I 

Forward primer：5’-CATATGCAGCCTGCTTCTCCAAAGTG-3’ 

Reverse primer：5’-GAATTCTTACTCCAGATCTGGCATTTTT-3’ 

1. Ampicillin (終濃度 100 g/ml)，chloramphenicol (終濃度 30 g/ml) を添加した

LB 培地で 37°C，250 rpm，overnight 培養した． 

2. 培養した大腸菌を 100 倍量の LB 培地 (終濃度 100 g/ml の ampicillin，終濃

度 30 g/ml の chloramphenicol を含む) に添加し，OD600 が 0.6 になるまで
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37°C，250 rpm で培養した． 

3. 培養後，IPTG を終濃度 0.5 mM になるように添加し，37°C，250 rpm，3 hr 培

養した． 

4. 培養後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して大腸菌を回収し，10 mM Tris-

HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

5. 回収した大腸菌を超音波破砕した後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して

上清を回収した． 

6. 10mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で平衡化した Q-Sepharose column に加えた． 

7. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した． 

8. 0.1~0.6 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で溶出した． 

9. 13. SDS-PAGE で精製確認後 p23 rich fraction を回収し，ultrafiltration (10 kDa 

cut) を行った． 

 

2-2-3) ヒト全長 AhR に対する抗体作製 

1. 2-1-2 で溶出した AhR 200 l と complete Freund's adjuvant を混合し，ウサギに

免疫した． 

2. 溶出した AhR 600 l と incomplete Freund's adjuvant を混合し，ウサギに免疫

を行った．追加の免疫は 2 週間の期間を空けて 3 回行った． 

3. 4 回目の免疫から 10 日後に全採血を行い，血清を回収した． 

4. 血清を 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で平衡化した DEAE column (GE 

Healthcare) に加え，pass 画分から IgG を回収した． 

 

2-2-4) 蛍光免疫染色 

1. HeLa 細胞 1x105個を 3 cm シャーレに播種した． 

2. 1 日後，終濃度 3 M になるように 3-MC を添加し，インキュベータで 2 hr 培

養した． 

3. 培地を捨て，氷冷 1xPBS で 2 回洗浄した． 

4. 氷冷 methanol 2 ml を加えてインキュベート (4°C，15 min) し，カバーガラス

に細胞を固定した． 

5. 1xPBS で 3 回洗浄した． 

6. 1% BSA/1xPBS を加え，ブロッキング (25°C，1 hr) した． 

7. 1xPBS で洗浄した． 

8. 1% BSA/1xPBS で希釈した anti-AhR IgG を加え，インキュベート (4°C，

overnight) した． 

9. 1xPBS で 3 回洗浄した． 

10. 1% BSA/1xPBSで希釈した Alexa488- or Alexa546-conjugated secondary antibody
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を加え，インキュベート (25°C，3 hr) した． 

11. 1xPBS で 3 回洗浄した． 

12. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) を加え，インキュベート (25°C，30 min) 

した． 

13. ProLong Gold 褪色防止剤 (Invitrogen) を用いてスライドガラスに固定した． 

14. 共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した． 

 

2-2-5) -naphthoflavone affinity chromatography 

1. Epoxy-activated Sepharose 6B (GE Healthcare) の乾燥粉末を蒸留水で膨潤・洗

浄した (100 ml/g)． 

2. カップリング溶液 (0.1 M NaHCO3 pH 8.0) に-naphthoflavon を溶解した． 

3. -naphthoflavon 溶液に洗浄した樹脂を加えた． 

4. インキュベート (40°C，16 hr) 後，過剰量の-naphthoflavon を蒸留水，カッ

プリング溶液 (0.1 M NaHCO3 pH 8.0)，0.1 M CH3COOH pH 4.0 で洗浄した． 

5. 1M ethanolamine を加えてインキュベート (40°C，4 hr) し，活性基をブロッ

クした． 

6. -naphthoflavon を溶解していないカップリング溶液を用いて同様に 1～5 の

操作を行い，これを mock 樹脂とした． 

7. 50 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4 で-naphthoflavon affinity 樹脂及び mock 樹

脂 50 l を平衡化した． 

8. 平衡化した樹脂に 2-1-3) で精製した AhR を添加し，rotate (4°C，1 rpm，1 hr) 

した． 

9. 4°C，5000 rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り除いた． 

10. 樹脂に 25 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4 を 200 l 加え洗浄を行い，4°C，5000 

rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り除いた．この操作を 3 回行った． 

11. SDS sample buffer を加え boil (100°C，5 min) し，SDS-PAGE 及び western blot

により解析した． 

 

2-2-6) 共免疫沈降 

1. Buffer A (0.1 M KCl/10 mM MgCl2/20 mM Na2MoO4/0.6 M NaCl/5% 

glycerol/0.1% NP-40 in 25 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4) 250 lにAhR，HSP90，

XAP2，p23 をそれぞれ終濃度 2.5 M になるよう添加した． 

2. 総量が 500 l になるように buffer B (5% glycerol/0.1% NP-40 in 25 mM HEPES-

KOH buffer pH 7.4) を添加した．リガンドを添加するサンプルには終濃度 10 

M となるように 3-MC を添加し，インキュベート (25°C，5 rpm，30 min) し

た． 
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3. Anti-AhR IgG または preimmune rabbit IgG をサンプルに添加し，インキュベ

ート (4°C，5 rpm，16 hr) した． 

4. Buffer C (50 mM KCl/5mM MgCl2/10 mM Na2MoO4/0.3 M NaCl/5% glycerol/0.1% 

NP-40 in 25 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4) で洗浄した Protein A Sepharose 

(GE Healthcare) 50 l をサンプルに添加し，インキュベート (4°C，5 rpm，1 

hr) した． 

5. 4°C，5000 rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り除いた． 

6. Buffer C を加え洗浄を行い，4°C，5000 rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り

除いた．この操作を 3 回行った． 

7. SDS sample buffer を加え boil (100°C，5 min) し，SDS-PAGE 及び western blot

により解析した． 

 

2-2-7) CD スペクトル測定 

 CD スペクトル測定は Jasco J-720 spectropolarimeter (Jasco) を用いて行った．終

濃度 1.5 M になるように AhR を 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で希釈し，1/1000

量の DMSO または DMSO で溶解した 5 mM 3-MC を添加した．CD スペクトル

は以下の条件で測定した；190<<250 nm, データ間隔 0.2 nm，走査速度 100 

nm/min，レスポンス 1.0 sec，バンド幅 2.0 nm，0.1 cm セル，積算 6 回．J-700 for 

Windows 蛋白二次構造解析 (Jasco) を用いて二次構造を予測した． 

 

2-2-8) 分子モデリング 

 分子モデリングは MF myPresto v2.1 (FiatLux) を用いて行った．HIF-2の構造

データは Protein Data Bank (PDB ID: 3H82) から入手した．3H82 は HIF-2と

ARNT C 末端 PAS ドメインのヘテロダイマーの構造を示している．リガンドと

のドッキングシミュレーションは 3H82 から HIF-2 PAS-B の構造を抽出したも

のを用いた．トポロジーデータとグリッドポテンシャルはデフォルトのパラメ

ータを，sievgeneドッキングシミュレーションの計算方法は preciseを設定した． 

 

2-2-9) 二次構造予測 

 二次構造予測は PredictProtein 及び PROFphd-Secondary Structure, Solvent 

Accessibility and Transmembrane Helices Prediction を用いて行った．AhR のアミノ

酸配列データは Human Protein Reference Database (HPRD ID: 02596) から入手し

た． 
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2-3) 実験結果 

2-3-1) ヒト全長 AhR の発現 

 ヒト全長 AhR を発現及び精製するために，GST 融合タンパク質として pGEX-

5X-3+AhR 発現 vector を構築し，Factor Xa Protease 認識配列を PreScission Protease

認識配列に置換した (Fig. 2-3-1A)．PreScission Protease は GST と human rhinovirus 

3C protease の融合タンパク質である．切断反応の至適温度が 4°C であり，融合

タンパク質の活性を損ないにくい条件での反応が可能な protease である． 

 

 
  

PAS Transactivation bHLH 

GST (218 aa) 

Q-rich A 

NES NLS 

AhR (848 aa) 

B 

Fig. 2-3-1 GST-AhR の発現 

(A) GST-AhR の模式図．赤矢印は PreScission Protease 認識部位を示す．

PreScission Protease は認識配列中の赤斜線の部分で切断を行う． 

A 

PreScission Protease 認識配列 

L E V L F Q / G P 
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まず，リコンビナントタンパク質の発現に一般的に用いられる大腸菌 BL21 

(DE3) competent cell を用いて GST-AhR の発現を試みた．0～1.0 mM の IPTG を

添加し，37°C で 3 時間インキュベートすることにより GST-AhR を誘導したが，

可溶性画分でのタンパク質発現は検出できず，不溶性画分での発現量も少なか

った (Fig. 2-3-1B，左のカラム)．AhR の transactivation domain に存在する Q-rich

の細胞毒性が原因であると考え，毒性タンパク質に耐性を示す OverExpress C41 

(DE3) pLysS competent cellを用いてGST-AhRの発現を試みた．0～1.0 mMの IPTG

により GST-AhR を誘導した結果，不溶性画分でのタンパク質発現量は増加した

が，可溶性画分での発現は検出できなかった (Fig. 2-3-1B，右のカラム)． 

 

 

  

[kDa] 
IPTG (mM) 

97 

66 

45 

Fig. 2-3-1 GST-AhR の発現 

(B) BL21 (DE3) または OverExpress C41 (DE3) pLysS を用いた GST-AhR の発

現．0，0.1，0.5，1.0 mM の IPTG を添加し，37°C，3 時間インキュベートし

た．10 mM Tris-HCl pH7.4 で回収，超音波破砕し，可溶性画分と不溶性画分

を SDS-PAGE で解析した．矢印は GST-AhR を示す． 

B 
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不溶性画分で発現する原因として，タンパク質が正しい立体構造を取ってい

ないことが挙げられる．発現時の培養温度を低温へと変化させることで，タンパ

ク質のフォールディングを緩やかに進行させることができる [53]．また，低温

で培養することにより宿主である大腸菌由来のタンパク質発現や内在性

protease の活性を低下させることができる．そこで，10°C，24 時間の低温培養に

より発現させると，Fig. 2-3-1C に示すように主に可溶性画分で GST-AhR の発現

が検出できた．ここで誘導されたタンパク質は anti-AhR 抗体  (Santa Cruz 

Biotechnology) と特異的に反応した．これにより発現誘導させたタンパク質が

AhR であることを確認した． 

 

 

  

C 

Fig. 2-3-1 GST-AhR の発現 

(C) 10°C，24 時間での GST-AhR 発現．超音波破砕後，SDS-PAGE 及び western 

blot により解析を行った． 
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IPTG の添加後，10°C で 24 時間または 48 時間のインキュベートを行い発現条

件の検討を行った．どちらの培養時間においても，GST-AhR の可溶性画分での

発現が検出でき，48 時間において発現量の増加が確認できた (Fig. 2-3-1D)．こ

の結果より，GST-AhR の発現条件は 1.0 mM IPTG 及び 10°C，48 時間のインキ

ュベートに決定し，以降の実験を行った． 

 

 

  

[kDa] 

97 

66 

45 

30 

IPTG (mM) 

Time (h) 

D 

Fig. 2-3-1 GST-AhR の発現 

(D) GST-AhR の発現時間検討．0，0.1，0.5，1.0 mM の IPTG を添加し，10°C，

24 または 48 時間インキュベートした．10 mM Tris-HCl pH7.4 で回収，超音波

破砕し，可溶性画分と不溶性画分を SDS-PAGE で解析した．矢印は GST-AhR

を示す． 
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2-3-2) 全長 AhR の抗体作製と精製 

 最初に不溶性画分から GST-AhR を精製し，AhR に対するポリクローナル抗体

の作製を行った．モノクローナル抗体と異なり，作製するポリクローナル抗体は

全長 AhR の多数の部位をエピトープとして認識できる．そのため，構造変化や

複合体形成などにより AhR のエピトープの一部がマスクされた場合でも，別の

エピトープを認識し特異的に結合することができるという利点がある．まず，2-

2-1-2) に記載したように，発現誘導を行った大腸菌を超音波破砕し，不溶性タン

パク質を 1.0 M Arginine/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 に溶解した後，arginine を除

去した (Fig. 2-3-2-1A, レーン 2)．その後，PreScission Protease を用いて GST-AhR

の digestion を行った (Fig. 2-3-2-1A, レーン 3)．Digestion を行って得られた全長

AhR のタンパク質バンドを SDS ポリアクリルアミドゲルから切り出し，MODEL 

BE-883 (BIO CRAFT) を用いて溶出を行い，全長 AhR を電気泳動により精製し

た (Fig. 2-3-2-1A, レーン 4)．次に，2-2-3) に記載した手順にしたがって精製し

た AhR をウサギに免疫し，抗体を作製した． 

 

[kDa] 

97 

66 

45 

30 

20 

A 

Fig. 2-3-2-1 Anti-AhR 抗体の作製 

(A) 全長 AhR をゲルから切り出し溶出した結果．レーン 2 は不溶性画分で発

現させた GST-AhR を arginine 懸濁後，脱塩したサンプルであり，二重矢印は

GST-AhR を示す．レーン 3 は PreScission Protease による digestion を行ったサ

ンプルであり，黒矢印は全長 AhR，赤矢印は PreScission Protease，紫矢印は

GST を示す．レーン 1 は PreScission Protease，レーン 4 は溶出した全長 AhR

を示す． 
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Fig. 2-3-2-1B に示すように，作製した anti-AhR 抗体を用いた western blot では

リコンビナント AhR を発現させた大腸菌において GST-AhR 及び AhR のバンド

のみが検出された．また，Fig. 2-3-2-1B に示すように HeLa 細胞における western 

blot においても同様に AhR のバンドのみが検出された．Fig. 2-3-2-1D に示すよ

うに，作製した抗体を用いた蛍光免疫染色では既存のリガンドである 3-MC 投

与による AhR の核移行を観察することができた．したがって，作製した anti-AhR

抗体は AhR に対して非常に特異的なものであり，変性した AhR 及び天然状態の

AhR を認識できるということが確認できた． 
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B 

Fig. 2-3-2-1 Anti-AhR 抗体の作製 

(B) 作製した抗体の特異性の確認．Undigested 及び digested サンプルを SDS-

PAGE (レーン 1，3) 及び作製した anti-AhR 抗体を用いた western blot (レーン

2，4) により解析した．(C) 作製した抗体の特異性の確認．HeLa 細胞破砕溶

液に対して作製した anti-AhR 抗体を用いた western blot を行った結果を示し

ている． 
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45 
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Fig. 2-3-2-1 Anti-AhR 抗体の作製 

(D) 3-MC 投与から 2 時間後の蛍光免疫染色の結果．上のカラムはコントロー

ル，下のカラムは 3-MC を投与した場合の結果を示している． 
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タンパク質解析を行うため，可溶性画分から AhR の精製を行った．2-2-1-3) に

記載したように，Q-Sepharose column と Glutathione Sepharose 4B column を用い

た．発現誘導を行った大腸菌を超音波破砕し，可溶性タンパク質を Q-Sepharose 

column に加え，pass 画分を回収した．その pass 画分を Glutathione Sepharose 4B 

column に加え，0.5 M NaCl/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した後，20 mM 

glutathione/50 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 により GST-AhR を溶出した (Fig. 2-3-2-

2A，レーン 1)．精製した GST-AhR は PreScission Protease により digestion を行っ

た (Fig. 2-3-2-2A，レーン 2)．Fig. 2-3-2-2B，レーン 1 に示すように，AhR (97 kDa)，

PreScission Protease (46 kDa)，GST (26 kDa) の 3 つのタンパク質バンドが存在す

る．Glutathione Sepharose 4B column を用いて，GST 及び PreScission Protease を除

去した．これにより，全長 AhR を精製した (Fig. 2-3-2-2B，レーン 2)． 
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Fig. 2-3-2-2 全長 AhR の精製 

(A) GST-AhR の精製．可溶性画分で発現させた GST-AhR を Q-Sepharose  

column 及び Glutathione Sepharose 4B column を用いて精製した．レーン 1 は

PreScission Protease による digestion 前のサンプルであり，二重矢印は GST-

AhR を示す．レーン 2 は PreScission Protease による digestion を行ったサンプ

ルであり，矢印は全長 AhR を示す．(B) 全長 AhR の精製．レーン 1 は GST-

AhR を digestion したサンプルであり，全長 AhR (黒矢印)，PreScission Protease 

(赤矢印)，GST (紫矢印) を含む．レーン 1 のサンプルから Glutathione Sepharose 

4B column を用いて全長 AhR を精製した．レーン 2 は PreScission Protease 及

び GST を取り除き精製した全長 AhR を示す． 
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2-3-3) 精製した全長 AhR はリガンド結合能及び複合体形成能を有する 

 精製した AhR がリガンドに結合できるかどうかを，リガンドの 1 つである-

NF を用いて調べた．Epoxy-activated Sepharose 6B に-NF をカップリングし，-

naphthoflavone affinity chromatography を行った．Fig. 2-3-3A はその結果を示して

おり，mock 樹脂には AhR が結合していないが，-NF affinity 樹脂では western 

blot により AhR のバンドが検出できた．したがって，精製された全長 AhR はリ

ガンド結合能を有すると考えられる． 

 次に，精製した AhR が AhR-分子シャペロン複合体を形成できるかどうかを

共免疫沈降により調べた．2-2-2) に記載した手順で HSP90，XAP2，p23 を精製

した (Fig.2-3-3B)．リガンドの 1 つである 3-MC 存在下または非存在下において

anti-AhR 抗体を用いて共免疫沈降を行い，anti-HSP90 抗体，anti-XAP2 抗体，anti-

p23 抗体を用いた western blot によりタンパク質を検出した．Fig. 2-3-3C はその

結果を示しており，コントロールとなる preimmune rabbit IgG では HSP90，XAP2，

p23 は検出されないが，anti-AhR 抗体ではリガンドである 3-MC の存在下，非存

在下どちらにおいても HSP90，XAP2，p23 が検出され，AhR-分子シャペロン複

合体を形成していることが確認できた．この結果は，リガンド非存在下において

細胞質中で複合体を形成して存在し，リガンドが結合した際に複合体を形成し

たまま核移行するという AhR の活性化機構と一致する． 

 以上のことから，本研究で発現，精製を行ったヒト全長 AhR はリガンド結合

能や複合体形成能など機能を有する天然状態の AhR であると考えられる． 
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Anti-HSP90 
Anti-XAP2 

Anti-p23 

Preimmune rabbit IgG 

Fig. 2-3-3 全長 AhR のリガンド，タンパク質結合解析 

(A) -Naphthoflavone affinity chromatography．精製した AhR を mock 及び-NF 

affinity樹脂に添加し，SDS-PAGE及びwestern blotにより解析した．(B) HSP90，

XAP2，p23 の精製結果．(C) AhR-分子シャペロン複合体形成の解析．Anti-AhR

を用いて 3-MC 存在下，非存在下における共免疫沈降を行った．コントロー

ルとして preimmune rabbit IgG を用いた． 
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2-3-4) AhR の構造変化と分子モデリング 

 CD スペクトル測定を行い，全長 AhR のリガンド結合による構造変化を解析

した．CD スペクトルを測定した結果，リガンドである 3-MC の存在下では AhR

の二次構造が変化した (Fig. 2-3-4-1A)．3-MC 存在下では，-sheet (217 nm) が減

少し，-helix (206 nm) とランダム構造 (190 nm) が増加する．二次構造の予測

を Table. 2-3-4-1 に示した．一方，コントロールとして測定した GST では 3-MC

の存在下，非存在下において CD スペクトルの変化がほとんどなく，3-MC と

GST は結合せず，構造変化も引き起こされないことがわかる (Fig. 2-3-4-1B)．

Table. 2-3-4-1 に示した二次構造予測においても，AhR と異なり GST の場合は大

きな変化は予測されていない． 

 

 

  

Fig. 2-3-4-1 AhR 及び GST の CD スペクトル測定 

(A) 全長 AhR にリガンドを添加した際の CD スペクトル．実線は DMSO (リ

ガンド無し)，破線は 3-MC を示す． 

A 
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B 

Fig. 2-3-4-1 AhR 及び GST の CD スペクトル測定 

(B) GST に AhR のリガンドを添加した際の CD スペクトル．実線は DMSO (リ

ガンド無し)，破線は 3-MC を示す． 

Table. 2-3-4-1 リガンド添加時の二次構造予測 
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AhR とリガンド間の相互作用を，MF myPresto v2.1 (FiatLux) による分子モデ

リングを用いて検証した．ただし，AhR の立体構造は明らかになっていないの

で，AhR の構造を予測するための鋳型として HIF-2 (Hypoxia-inducible factor-2) 

の PAS-B ドメインを使用した．Hypoxia-inducible factor は，細胞への酸素供給が

不足した際に誘導されるタンパク質である [54]．HIF-2は AhR と同じ bHLH-

PAS ファミリーに属し，転写因子として機能する [55]．HIF-2は AhR と 51%の

アミノ酸相同性を有しており，AhR の鋳型構造として用いられる [56-57]．HIF-

2の PAS B ドメインには，2 つの-helix，5 つの-sheet，ランダム構造が存在す

る  (Fig. 2-3-4-2B)． PredictProtein 及び PROFphd-Secondary Structure, Solvent 

Accessibility and Transmembrane Helices Prediction を用いてヒト AhR の PAS-B ド

メインの二次構造を予測した．Fig. 2-3-4-2A に示すように，AhR の PAS-B ドメ

インは 3 つの-helix，4 つの-sheet，ランダム構造を有しており，23.94% H (-

helix)，23.94% E (-sheet)，52.11% L (ランダム構造) であった．したがって，ヒ

ト AhR-PAS-B ドメインの構造は HIF-2の PAS-B ドメインの構造とほぼ同様で

あるといえる．Fig. 1-2B において AhR のリガンドである TCDD，-NF，3-MC

の構造を示した．これらのリガンドはすべて PAS-B ドメインの-sheet 付近に結

合する可能性が高い (Fig. 2-3-4-2B)．リガンドである TCDD，-NF，3-MC は分

子モデルにおいて同様の結合様式であることが確認できた．リガンドが受容体

によく結合する場合，docking score は負の値を示す．Table. 2-3-4-2 は AhR への

docking score を示しており，TCDD，-NF，3-MC はすべて負の値を示した． 

 

 

A 

Fig. 2-3-4-2 分子モデリング 

(A) AhR-PAS-B ドメインの二次構造予測．予測は AhR の 272-342 アミノ酸を

用いて行った． 

Table. 2-3-4-2  分子モデルの docking score 
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Fig. 2-3-4-2 分子モデリング 

(B) リガンドを用いた HIF-2の分子モデル．分子モデルはリガンド (TCDD，

-NF，3-MC) の非存在下，存在下における front view，top view，side view を

示す． 
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2-4) 考察 

 Baculovirus 発現系を使用した全長 AhR の発現及び精製は以前に報告されてい

る [49-50]．一方，大腸菌発現系を使用した全長 AhR の精製に関する報告はされ

ていない．当研究室では過去に，いくつかの大腸菌発現 vector 及びいくつかの

大腸菌 competent cell (ArcticExpress (DE3) competent cell，Origami B (DE3) 

competent cell，Rosseta B (DE3) competent cell) を使用して，全長 AhR の発現及び

精製を試みた．しかし，いずれの場合でも AhR が全く発現しない，もしくは不

溶性画分において極少量しか発現しなかった．AhR は，C 末端の transactivation

ドメイン中に Q-rich 領域が存在する (Fig. 2-3-1A)．Q-rich 領域は大腸菌に対して

毒性を示すため，AhR は大腸菌発現系で発現させるのは困難である．OverExpress 

C41 (DE3) pLysS は，BL21 (DE3）の変異株である OverExpress C41 (DE3) が T7 

RNA ポリメラーゼの天然阻害剤である T7 リゾチームをコードする

chloramphenicol 耐性プラスミドを保持したものである．pLysS を有する大腸菌は

少量の T7 リゾチームを生成するため，非誘導下での目的タンパク質の発現が抑

制される．OverExpress C41 (DE3) pLysS は，特に毒性のあるタンパク質をコード

する組み換え体を安定化させるために用いられる． 

我々は，OverExpress competent cell を使用して，全長 AhR の発現を試みた．

OverExpress C41 (DE3) pLysS を使用して全長 AhR を GST-AhR 融合タンパク質と

して構築，発現，精製を行った．融合タンパク質は，可溶性画分と不溶性画分の

両方で発現した (Fig. 2-3-1D)．したがって，OverExpress competent cell は毒性タ

ンパク質を可溶性画分で発現させることに効果的であった．GST を用いて精製

後 PreScission Proteaseにより digestionを行うことで，ヒト全長AhRを精製した． 

 次に，精製した AhR のリガンド結合能を調べた．Epoxy-activated Sepharose 6B

は，C=O，N=N，C=C 結合を含むリガンドをカップリングできる．TCDD，3-MC，

-NFなどの AhRリガンドの中では，-NFのみが C=O結合を含んでいる．Epoxy-

activated Sepharose 6B を用いて，-NF affinity 樹脂を作製した．Epoxy-activated 

Sepharose 6B (Mock 樹脂) に可溶性画分から精製した AhR は結合しなかったが，

-NF affinity 樹脂では AhR の結合が検出された (Fig. 2-3-3A)．この結果は，可溶

性画分から精製された全長 AhR がリガンド結合能を有することを示唆している． 

AhR は，リガンドの存在下または非存在下の両方で，HSP90，XAP2，p23 に

結合した (Fig. 2-3-3C)． この結果は，AhR-PAS または AhR-bHLH ドメインを使

用した場合と同じである [33-35]． 本研究で精製された全長 AhR は，リガンド

結合能を有し，分子シャペロンと複合体を形成する． したがって，大腸菌発現

系を使用して精製されたヒト全長 AhR は，天然状態であるといえる． 

 また，CD スペクトル測定により 3-MC 存在下または非存在下における AhR の

構造変化を分析した．リガンド非存在下では，AhR の CD スペクトルパターン
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は-helix，-sheet，ランダム構造などの基本的なタンパク質二次構造を示した．

逆に，リガンド存在下では-helix の増加，-sheet の減少が見られた (Fig. 2-3-4-

1，Table 2-3-4-1)．リガンドの存在下または非存在下で AhR の構造変化を検出で

きた．GST の場合では 3-MC の向きが固定されていないため，3-MC 由来のスペ

クトルは相殺されて検出されない．しかし，全長 AhR の CD スペクトルは，AhR

の構造変化によるスペクトルと AhR に 3-MC が結合したことで 3-MC の向きが

固定されたことによるスペクトルの両方を検出している．そのため，実際の AhR

の構造変化は Table2-3-4-1 の値よりも小さいのではないかと考えられる． 

 ドッキングシミュレーションソフトウェアを使用して，AhR のリガンド結合

メカニズムを予測した．AhR-PAS-B ドメインの正確な立体構造は報告されてい

ないため，AhR-PAS-B ドメインと非常に類似していることが知られている HIF-

2の PAS-B ドメインを鋳型構造として使用した．HIF-2の PAS-B ドメインに

は，2 つの-helix，5 つの-sheet，ランダム構造が存在する．一方，ヒト AhR-

PAS-B ドメインは，PredictProtein の結果 3 つの-helix，4 つの-sheet，ランダム

構造を有することが予測された．予測の結果，AhR と HIF-2の PAS-B ドメイン

はよく似た構造を有することが確認できた．TCDD，-NF，3-MC といったリガ

ンドは PAS-B ドメインに結合し，各 docking score は非常に高い値であった (Fig. 

2-3-4-2A，Table 2-3-4-2)．各リガンドは基本的に PAS-B ドメインの-sheet に結合

する．CD スペクトル測定により，リガンドが存在する場合に-helix とランダム

構造の増加，-sheet の減少が検出されている．AhR の構造変化は，リガンドが

PAS-B ドメインの-sheet に結合することにより引き起こされると考えられる．

一般的に，アミノ酸 M，E，K，A，L は-helix に適したアミノ酸として知られ

ている．ヒト AhR-PAS-B ドメインにおいて，1L，7L，8E，11K，18K，20K，56A，

57A といった-helix を形成しない領域のアミノ酸 (Fig. 2-3-4-2B) が，リガンド

結合後に-helix を形成する可能性がある．最近，Schulte らはアミノ酸残基 23-

273 をコードするヒト AhR を使用して，ターゲット DNA に結合した AhR-ARNT

コア複合体の結晶構造を報告した [58]．彼らは，bHLH および PAS-A ドメイン

を含む AhR-ARNT 転写因子複合体の結晶構造が 12mer の二本鎖 DNA (dsDNA) 

に結合していることを示した．これにより，核 AhR-ARNT 複合体の XRE 結合メ

カニズムが解明された． 

 本研究では，一般的な大腸菌発現系を使用して簡便な方法でヒト全長 AhR を

発現，精製した．今回の結果は，全長 AhR の立体構造解析や，AhR の新たなリ

ガンドの探索などの新たな知見を得ることにつながるだろう． 
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第 3 章 

 

抗がん剤 cisplatin の 

AhR 活性化機構の解析 
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3-1) 緒言 

細胞質中で AhR と複合体を形成しているタンパク質である HSP90 は 300 種

類以上のクライアントタンパク質を有する分子シャペロンである [31-32]．分子

シャペロンは生体内でクライアントタンパク質の折りたたみ，高次構造形成，生

理機能制御などに関わるタンパク質であり，多くの分子シャペロンは熱や薬物

などのストレスに応答し発現誘導される熱ショックタンパク質  (Heat shock 

protein; HSP) である．HSP90 は真核生物の細胞質中に最も多く発現しているタ

ンパク質の 1 つであり，クライアントタンパク質の凝集抑制，構造安定化，輸

送，分解など非常に多くの役割が報告されている [59-62]．HSP90 は二量体で機

能するタンパク質であり，ATP 結合部位が存在する N ドメイン，二量体形成に

関与する C ドメイン，2 つのドメインをつなぐ M ドメインの 3 つにより構成さ

れている．ATP 非存在下において HSP90 は open conformation をとる．ATP が結

合すると，N ドメインが会合し closed conformation となる．ATP を加水分解した

後，HSP90 は open conformation に戻る (Fig. 3-1-1)．HSP90 は CDC37，HOP，

AHA1 などと協調しながら，クライアントタンパク質が正しくシグナルに応答

して機能するための因子として ATP 依存的に機能している [63]．HSP90 発現レ

ベルを低下させると，AhR が不安定となり転写活性化が起こらないことが報告

されており，HSP90 は AhR の安定化と転写活性に必須な存在であると示唆され

ている [64]． 

 HSP90 の阻害剤は radicicol や geldanamycin，geldanamycin の誘導体である 17-

N-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) など様々なものが報告されて

いる．HSP90 は，がんの発生や増殖，浸潤や転移に関わる転写因子やシグナル伝

達分子の機能を制御することでがん細胞の生存に寄与することが報告されてお

り，HSP90 阻害剤は抗がん剤として着目されている [65]．Cisplatin は数多くの

がんに有効性が認められている抗がん剤であり，臨床において広く用いられて

いる．Cisplatin は DNA に結合することで DNA 鎖内に架橋を形成し，転写，複

製を阻害することでがん細胞の成長を抑制する  [66]．以前，当研究室では

cisplatin が HSP90 の C ドメイン付近に結合する特異的阻害剤であり，HSP90 の

凝集抑制機能を阻害することを報告した [67]． 
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Fig. 3-1-2 HSP90 阻害剤の例 

Fig. 3-1-1 HSP90 の ATP 加水分解サイクル 

文献[53]より抜粋． 

Geldanamycin 
17-N-Allylamino-17-

demethoxygeldanamycin  

(17-AAG) 

Radicicol Cisplatin 
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HSP90 阻害剤が HSP90 のクライアントタンパク質に及ぼす影響についても研

究されている．HSP90 のクライアントタンパク質であり代表的な核内受容体で

あるステロイドホルモン受容体は，cisplatin の濃度依存的に転写活性が抑制され

ることが報告されている [68]．また，17-AAG は，AhR の発現量を減少させ，芳

香族炭化水素による薬物代謝酵素の転写活性化を抑制することが報告されてい

る [69]．当研究室では，cisplatin が AhR に与える影響について報告している [35]．

Cisplatin を HeLa 細胞に投与することで AhR の発現量が減少すること (Fig. 3-1-

4A)，プロテアソーム阻害剤である MG132 を投与することで AhR の発現量が減

少しないこと (Fig. 3-1-4B) から，cisplatin 投与により AhR が分解されることが

わかる．また，HeLa 細胞への cisplatin 投与から 4 時間後にリガンドである 3-MC

を終濃度 3 M となるように投与し RT-PCR を行った結果，50 M cisplatin によ

り CYP1A1 mRNA 量が減少していることがわかる (Fig. 3-1-4C)．TAD を欠損さ

せ，GST 融合タンパク質として発現させた GST-AhR-AD (Fig. 3-1-3) を用いた

GST pull-down assay の結果から，cisplatin 存在下において AhR と HSP90 の複合

体形成が減少することが示唆された (Fig. 3-1-4D)．本研究では，さらなる知見を

得るため，cisplatin 添加による AhR の細胞内局在やより詳細な複合体構成を解

明することを目的としている． 

 

 

 

  

Fig. 3-1-3 AhR ドメイン及び欠損体の模式図 

AhR-PAS は 119-386 アミノ酸，AhR-AD は 1-397 アミノ酸のものを GST 融

合タンパク質として発現した． 
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A B 

C 

D 

Fig. 3-1-4 Cisplatin が AhR に及ぼす作用 

(A) HeLa細胞に cisplatinを添加した際のタンパク質発現量変化．(B) MG132

と cisplatin 添加による  AhR の発現量変化．(C) Cisplatin 添加による

CYP1A1 mRNA 量変化．(D) Cisplatin 添加時の GST pull-down assay．3 M 

3-MC，50 M cisplatin，1 mM ATP の存在下または非存在下において行われ

た．文献[35]より抜粋． 
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3-2) 実験方法 

リコンビナントタンパク質はすべて human のものを用いた． 

3-2-1) 細胞の培養 

 HeLa 細胞は 10% ウシ胎児血清 (BIOLOGICAL INDUSTRIES)，0.1% penicillin-

streptomycin (GIBCO) を添加したダルベッコ変法イーグル培地 (SIGMA) で

37°C にて 5% CO2，飽和湿度の気相インキュベータで培養した． 

 

3-2-2) AhR-PAS，AhR-AD の精製 

 以下のタンパク質は当研究室において GST 融合タンパク質として以前構築さ

れたものを用いた． 

3-2-2-1) AhR-PAS の精製 

Vector：pGEX-5X-3 

Competent cell：BL21 (DE3) Arctic 

制限酵素：Sal I-Not I 

Forward primer：5’-GTCGACATGGGAGAATTCTTATTACAGGCTCTGA-3’ 

Reverse primer：5’-GCGGCCGCTCATCCATTTTTATAAAGCAGG-3’ 

1. Ampicillin (終濃度 100 g/ml) を添加した LB 培地で 37°C，250 rpm，overnight

培養した． 

2. 培養した大腸菌を 100 倍量の LB培地 (終濃度 100 g/ml の ampicillin を含む) 

に添加し，OD600が 0.5 になるまで 37°C，250 rpm で培養した． 

3. 培養後，10°C，30 min インキュベートした後， IPTG を終濃度 0.5 mM にな

るように添加し，10°C，250 rpm，24 hr 培養した． 

4. 培養後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して大腸菌を回収し，10 mM Tris-

HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

5. 回収した大腸菌を超音波破砕した後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離し，

沈殿を 1M arginine/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

6. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で overnight 透析した． 

7. 4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して上清を回収し，10 mM Tris-HCl buffer pH 

7.4 で平衡化した Glutathione Sepharose 4B column に加えた． 

8. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した． 

9. 20 mM glutathione/50 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 で溶出した． 

10. Ultrafiltration (30 kDa cut) を行った． 

 

3-2-2-2) AhR-AD の精製 

Vector：pGEX-5X-3 

Competent cell：BL21 (DE3) Arctic 
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制限酵素：Sal I-Xho I 

Forward primer：5’- GTCGACATGAACAGCAGCAGCCGCCAAC -3’ 

Reverse primer：5’- CTCGAGCTATTTTCGTAAATGCTCTGTTCC -3’ 

1. Ampicillin (終濃度 100 g/ml) を添加した LB 培地で 37°C，250 rpm，overnight

培養した． 

2. 培養した大腸菌を 100 倍量の LB培地 (終濃度 100 g/ml の ampicillin を含む) 

に添加し，OD600が 0.5 になるまで 37°C，250 rpm で培養した． 

3. 培養後，10°C，30 min インキュベートした後， IPTG を終濃度 0.5 mM にな

るように添加し，10°C，250 rpm，24 hr 培養した． 

4. 培養後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して大腸菌を回収し，10 mM Tris-

HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

5. 回収した大腸菌を超音波破砕した後，4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離し，

沈殿を 1M arginine/10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で懸濁した． 

6. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で overnight 透析した． 

7. 4°C，13000 rpm，15 min 遠心分離して上清を回収し，10 mM Tris-HCl buffer pH 

7.4 で平衡化した Glutathione Sepharose 4B column に加えた． 

8. 10 mM Tris-HCl buffer pH 7.4 で洗浄した． 

9. 20 mM Glutathione/50 mM Tris-HCl buffer pH 8.0 で溶出した． 

10. Ultrafiltration (50 kDa cut) を行った． 

 

3-2-3) Trypsin 消化耐性実験 

1. Assay buffer (50 mM KCl/5mM MgCl2/1 mM DTT/2 mM AMP-PNP/25 mM 

HEPES-KOH pH 7.4) に GST-AhR-PAS または GST，HSP90 をそれぞれ終濃度

5 M になるよう添加した． 

2. 終濃度 2 mM になるように ATP を加え，インキュベート (37°C，15 min) し

た． 

3. 終濃度 15 nM になるように trypsin を加え，インキュベート (37°C，15 min) 

した． 

4. SDS sample buffer を加えて反応を停止させ，SDS-PAGE により解析した． 

 

3-2-4) 蛍光免疫染色 

15. HeLa 細胞 1x105個を 3 cm シャーレに播種した． 

16. 1 日後，終濃度 50 M になるように cisplatin を添加し，インキュベータで 1 

hr 培養した． 

17. 培地を捨て，氷冷 1xPBS で 2 回洗浄した． 

18. 氷冷 methanol 2 ml を加えてインキュベート (4°C，15 min) し，カバーガラス
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に細胞を固定した． 

19. 1xPBS で 3 回洗浄した． 

20. 1% BSA/1xPBS を加え，ブロッキング (25°C，1 hr) した． 

21. 1xPBS で洗浄した． 

22. 1% BSA/1xPBS で希釈した anti-AhR IgG，anti-HSP90 IgG を加え，インキュベ

ート (4°C，overnight) した． 

23. 1xPBS で 3 回洗浄した． 

24. 1% BSA/1xPBSで希釈した Alexa488- or Alexa546-conjugated secondary antibody

を加え，インキュベート (25°C，3 hr) した． 

25. 1xPBS で 3 回洗浄した． 

26. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) を加え，インキュベート (25°C，30 min) 

した． 

27. ProLong Gold 褪色防止剤 (Invitrogen) を用いてスライドガラスに固定した． 

28. 共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した． 

 

3-2-5) Cisplatin affinity chromatography 

1. CnBr Sepharose 4B (GE Healthcare) の乾燥粉末を 1 mM HCl で膨潤し，カップ

リング溶液 (0.1 M NaHCO3 pH 8.0) で洗浄した (100 ml/g)． 

2. 0.9% NaCl 溶液に cisplatin を溶解した． 

3. Cisplatin 溶液と洗浄した樹脂を混合した． 

4. インキュベート (25°C，2 hr) 後，25°C，3500 rpm，5 min 遠心分離し，上清

を捨てた． 

5. 1M ethanolamine を加えてインキュベート (25°C，2 hr) し，活性基をブロッ

クした． 

6. 50 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4で cisplatin affinity樹脂 50 lを平衡化した． 

7. 平衡化した樹脂に AhR-AD または GST，または GST-AhR を発現させた大

腸菌を超音波破砕・PreScission Protease 処理した溶液を添加し，rotate (4°C，

1 rpm，1 hr) した． 

8. 4°C，5000 rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り除いた． 

9. 樹脂に 25 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4 を 200 l 加え洗浄を行い，4°C，5000 

rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り除いた．この操作を 3 回行った． 

10. SDS sample buffer を加え boil (100°C，5 min) し，SDS-PAGE 及び western blot

により解析した． 

 

3-2-6) CD スペクトル測定 

 CD スペクトル測定は Jasco J-720 spectropolarimeter (Jasco) を用いて行った．終
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濃度 1.5 M になるように AhR-AD を 10 HEPES-KOH buffer pH 7.4 で希釈し，

1/400 量の 0.9% NaCl または 0.9% NaCl で溶解した 2 mM cisplatin を添加した．

CD スペクトルは以下の条件で測定した；190<<250 nm，データ間隔 0.2 nm，走

査速度 100 nm/min，レスポンス 1.0 sec，バンド幅 2.0 nm，0.1 cm セル，積算 6

回．J-700 for Windows 蛋白二次構造解析 (Jasco) を用いて二次構造を予測した． 

 

3-2-7) GST pull-down assay 

1. Buffer A (0.1 M KCl/10 mM MgCl2/20 mM Na2MoO4/0.6 M NaCl/5% 

glycerol/0.1% NP-40 in 25 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4) 75 l に GST または

AhR-AD，HSP90 をそれぞれ終濃度 2.5 M，XAP2，p23 をそれぞれ終濃

度 5.0 M になるよう添加した． 

2. 総量が 150 l になるように buffer B (5% glycerol/0.1% NP-40 in 25 mM 

HEPES-KOH buffer pH 7.4) を添加し，インキュベート (37°C，5 rpm，10 

min) した． 

3. Buffer A (0.1 M KCl/10 mM MgCl2/20 mM Na2MoO4/0.6 M NaCl/5% 

glycerol/0.1% NP-40 in 25 mM HEPES-KOH buffer pH 7.4) 75 l に cisplatin を

終濃度 20 M，ATP を終濃度 2 mM になるように添加した．これを 3. でイ

ンキュベートしたサンプルに添加した (GST または AhR-AD，HSP90 終濃

度 1.25 M，XAP2，p23 終濃度 2.5 M，cisplatin 終濃度 10 M，ATP 終濃

度 1 mM)． 

4. インキュベート (37°C，5 rpm，30 min) した． 

5. 4°C，5000 rpm，10 sec 遠心分離後，上清を buffer C (50 mM KCl/5mM 

MgCl2/10 mM Na2MoO4/0.3 M NaCl/5% glycerol/0.1% NP-40 in 25 mM HEPES-

KOH buffer pH 7.4) で平衡化した GST 樹脂に添加し，インキュベート 

(4°C，5 rpm，15 min) した． 

6. 4°C，5000 rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り除いた． 

7. Buffer C を加え洗浄を行い，4°C，5000 rpm，10 sec 遠心分離し，上清を取り

除いた．この操作を 3 回行った． 

8. SDS sample buffer を加え boil (100°C，5 min) し，SDS-PAGE 及び western blot

により解析した． 
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3-3) 実験結果 

3-3-1) AhR は HSP90 により trypsin から保護される 

 文献[35]において cisplatin が HSP90 を阻害することで AhR の分解に関与する

ことが示唆された．すなわち，複合体を形成している状態では HSP90 が AhR を

分解経路から保護しているといえる．そこで，HSP90 と複合体を形成する部位

である AhR-PAS を用いて trypsin 消化耐性実験を行った． 

 Trypsin は，lysine 及び arginine 残基のカルボキシル基末端側を特異的に切断す

る serine protease である．AhR-PAS と HSP90 が複合体を形成することで AhR-

PAS の trypsin 認識部位がマスクされると，AhR-PAS は trypsin による消化を受け

なくなる．この原理を用いて AhR が HSP90 と複合体を形成することで分解から

保護されているか解析した． 

 Fig. 3-3-1A より，HSP90 単独及び GST-AhR-PAS 単独では trypsin により消化

されていることがわかる．HSP90 と GST-AhR-PAS の共存在下では，GST-AhR-

PAS 単独の場合と比較して GST-AhR-PAS のバンド強度が強くなっている．Fig. 

3-3-1B より，GST は単独及び HSP90 との共存在下のどちらの場合においても

trypsin により消化されず，HSP90 の影響を受けないことがわかる．したがって，

AhR-PAS は HSP90 と複合体を形成し，それにより trypsin による消化から保護さ

れていることが示唆される． 
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Fig. 3-3-1 AhR-PAS 及び HSP90 の trypsin 消化耐性実験 

(A) GST-AhR-PAS と HSP90 を用いて行った結果．黒矢印は HSP90，赤矢印は

GST-AhR-PAS を示している．(B) GST と HSP90 を用いて行った結果．黒矢印

は HSP90，紫矢印は GST を示している． 
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3-3-2) Cisplatin は AhR のリガンドになりうる 

 蛍光免疫染色を用いて，cisplatin を投与した際の HeLa 細胞における AhR 及び

HSP90 の細胞内局在を確認した．Fig. 3-3-2A の結果より，cisplatin 投与から 1 時

間後に AhR と HSP90 が核移行していることがわかる．したがって，cisplatin は

HSP90 を阻害するだけでなく，AhR のリガンドとなる可能性が示唆された．そ

こで，リガンド結合部位である PAS ドメイン，リガンド結合により露出する NLS

を有する bHLH ドメインを含む AhR-AD を主に用いて，結合及び構造変化の解

析を行った． 

Fig. 3-3-2B は AhR-AD を用いて cisplatin affinity chromatography を行った結果

を示している．GST では Resin にバンドが検出できないが，AhR-AD では resin

に GST-AhR-AD のバンドが検出できた．Fig. 3-3-2C は全長 AhR を用いて

cisplatin affinity chromatography を行った結果を示している．AhR を発現させた大

腸菌を超音波破砕した溶液がレーン 1，PreScission Protease を用いて GST を切断

した溶液がレーン 2 である．レーン 2 の溶液を cisplatin affinity 樹脂に添加・洗

浄を行った resin がレーン 3 である．右のカラムはレーン 3 について anti-AhR 

IgG を用いて western blot を行った結果を示しており，AhR のバンドが検出でき

た．Fig. 3-3-2B，C の結果より，AhR は cisplatin に特異的に結合することが示唆

された． 
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Fig. 3-3-2 Cisplatin による AhR の細胞内局在と結合確認 

(A) Cisplatin 添加から 1 時間後の蛍光免疫染色の結果．上のカラムはコントロ

ール，下のカラムは cisplatin を添加した場合の結果を示している． 
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Fig. 3-3-2 Cisplatin による AhR の細胞内局在と結合確認 

(B) AhR-AD を用いた cisplatin affinity chromatography の結果．(C) 全長 AhR

を用いた cisplatin affinity chromatography の結果．左のカラムは SDS-PAGE の

結果，右のカラムは western blot の結果を示している． 
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Fig. 3-3-2D は AhR-AD に終濃度 5 M となるように cisplatin を添加した際の

CD スペクトル測定の結果を示している．二次構造予測より，-helix が減少し，

-sheet が増加していることがわかる．したがって，AhR-AD は cisplatin と結合

することで構造変化していることが示唆された． 

 HeLa 細胞に cisplatin を投与することで HSP90 とともに AhR が核移行するこ

と，AhR は cisplatin に特異的に結合し構造変化することから，cisplatin は AhR の

リガンドになりうることが示唆された． 

 

 

 

  

D 

Fig. 3-3-2 Cisplatin による AhR の細胞内局在と結合確認 

 (D) AhR-AD に cisplatin を添加した際の CD スペクトル． 

Table. 3-3-2 Cisplatin 添加時の二次構造予測 
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3-3-3) Cisplatin 存在下において AhR 複合体は維持される 

 3-3-2) の結果より，cisplatinは AhRのリガンドになりうることが示唆された．

AhR は細胞質中では HSP90，XAP2，p23 と複合体を形成しており，リガンドが

結合することで核移行する．Cisplatin が AhR に結合することでこの複合体に影

響を与えるかどうかを GST pull-down assay を用いて解析した． 

 Fig. 3-3-3 は GST-AhR-AD を用いて GST pull-down assay を行った結果を示し

ている．XAP2 及び p23 は western blot により検出を行った．Cisplatin 及び ATP

の存在下及び非存在下どちらにおいても，GST-AhR-AD 存在下では HSP90，

XAP2，p23 のバンドが検出された．したがって，AhR，HSP90，XAP2，p23 の

複合体は cisplatin によって解離しないと考えられる．-NF をリガンドとして用

いた際に，AhR と HSP90 の結合は ATP の影響を受けないことを報告している 

[33]．そのため，cisplatin の場合も既存のリガンドと同様に，リガンド結合後複

合体の状態で核移行し，核内で複合体が解離し AhR と転写因子が複合体を形成・

転写活性化することが示唆される． 
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Fig. 3-3-3 Cisplatin 添加時の GST pull-down assay の結果 
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3-4) 考察 

 HSP90 阻害剤である 17-AAG を添加することで，複合体を形成しているタン

パク質である HSP90，XAP2，p23 の発現量は変化しないが AhR の発現量が減少

し転写活性が抑制されることが報告されている [69]．Cisplatin 添加による AhR

発現量及び転写活性が減少することを報告しており，この変化は 17-AAG の場

合と同様である．また，MG132 により cisplatin 添加による AhR の発現量の減少

が抑制されている [35]．17-AAG や cisplatin は HSP90 を阻害することで AhR-分

子シャペロン複合体の解離を引き起こし，その結果 AhR が分解されると考えら

れている [70]．複合体を形成している状態では HSP90 により AhR がプロテア

ーゼによる分解経路から保護されていることが考えられたため，trypsin 消化耐

性実験を行った．AhR-PAS ドメインは単独では trypsin により消化されるが，

HSP90 との共存在下では trypsin による消化が抑制されている (Fig. 3-3-1)．した

がって，AhR-PAS の trypsin 認識部位が HSP90 と複合体を形成することによって

マスクされ trypsin による消化から保護されるという形で複合体を形成している

ことが示唆される．この結果は，当研究室が以前報告した AhR-分子シャペロン

複合体構造モデルを強く支持する (Fig. 3-4-1)[34]． 

 

  

Akita University



- 53 - 

 

 

  

Fig. 3-4-1 AhR-分子シャペロン複合体構造モデル 

AhR の bHLH ドメイン及び PAS ドメインは HSP90 の N ドメインと結合す

る．p23 と XAP2 はそれぞれ HSP90 の N ドメインと C ドメインに結合する．

リガンド非存在下においては AhR の NLS は露出していないが，リガンドが

結合することで構造変化し NLS が露出する．文献[34]より抜粋． 
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 一方，cisplatin 添加による AhR の細胞内局在を蛍光免疫染色により解析した

結果，HSP90 と共に核移行していることが確認できた  (Fig. 3-3-2A)．CnBr 

Sepharose 4B を用いて，cisplatin affinty 樹脂を作製した．それを用いて cisplatin 

affinity chromatography を行った結果，GST は cisplatin affinty 樹脂に結合しない

が GST-AhR-AD は cisplatin affinty 樹脂に結合すること，大腸菌破砕溶液という

非常に多くの種類のタンパク質が高濃度に存在する条件下であっても AhR のみ

が cisplatin affinty 樹脂に結合することが示された (Fig. 3-3-2B，C)．したがって，

AhR は cisplatin に特異的に結合することが示された．CD スペクトル測定及び二

次構造予測の結果，-helix が減少し，-sheet が増加していることがわかる．し

たがって，AhR-AD は cisplatin と結合することで構造変化していることが示さ

れた (Fig. 3-3-2D，Table. 3-3-2)．以上の結果より，cisplatin は芳香族炭化水素で

はなく，重金属である Pt を含む金属錯体であるにもかかわらず AhR のリガンド

になりうることが示唆された．Hepa 1c1c7 細胞に TCDD または重金属イオン 

(Hg2+，Pb2+，Cu2+) を添加すると，重金属イオン単独により CYP1A1 mRNA 誘導

が促進されること，TCDD との同時投与により Hg2+，Pb2+では CYP1A1 mRNA

誘導がさらに促進されること，Cu2+では CYP1A1 mRNA 誘導が抑制されること

が報告されている [71]．このように，重金属が AhR の活性化に影響を与えるこ

とが示されている． 

 Cisplatin により AhR と HSP90 の複合体形成が減少するが，全て解離するわけ

ではない [35]．AhR 及び HSP90 に cisplatin が結合した場合，AhR-分子シャペロ

ン複合体に与える影響を解析した結果，XAP2 と p23 の解離は観察されず，AhR-

分子シャペロン複合体は維持されていた．したがって，cisplatin により HSP90 の

一部は解離するが，XAP2 と p23 には影響を与えないことが考えられる．そのた

め，cisplatin がリガンドとして AhR に結合した場合も，3-MC などの既存のリガ

ンドの場合と同様にAhR-分子シャペロン複合体の状態で核移行するのではない

かと考えられる． 

 AhR は腫瘍において形成，進行，転移など様々な段階に影響を及ぼすことや，

多種多様ながん細胞において正常細胞と比較して高いレベルの AhR 発現，慢性

的な活性化が報告されている．Tryptophan の分解産物である kynurenine は AhR

の内在性リガンドであり，がんの浸潤と免疫回避に関わっている．したがって，

AhR アンタゴニスト，弱いアゴニストはがん治療に使用できる可能性があると

考えられている [72-73]． 

 当研究室の以前の報告及び本研究の結果から，cisplatin は HSP90 を阻害する

ことで AhR と HSP90 を解離させ，AhR を分解させる．その一方で cisplatin は

AhR にリガンドとして結合し核移行することが示された．Cisplatin による AhR

核移行後のタンパク質誘導については更なる研究が必要であるが，CYP1A1 を
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誘導しないことから別の経路を活性化するアゴニスト，あるいは cisplatinは AhR

の部分アゴニストもしくはアンタゴニストであるかもしれない (Fig. 3-4-2)[35]．

以上のことから，抗がん剤 cisplatin は DNA に結合し，架橋を形成することによ

るがん細胞の成長抑制だけではなく，AhR の分解と活性の減少，今後の研究結

果次第ではあるが AhR に対する拮抗作用により抗がん作用を示す可能性が示唆

された． 

 本研究では，cisplatin が AhR の新規リガンドとなりうることを示した．今回

の結果は，cisplatin の作用機序解明及び新規用途開発や，芳香族炭化水素に限ら

ない AhR 新規リガンドの発見につながることが期待される． 

 

 

 

  

Fig. 3-4-2 Cisplatin 投与により予測される AhR のモデル 

緑矢印は cisplatinが HSP90を阻害し複合体が解離する場合，赤矢印は cisplatin

が AhR の部分アゴニストとして作用する場合，青矢印は cisplatin が AhR の

アゴニストとして働く場合に考えられる経路を示している． 
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本論文では，芳香族炭化水素受容体 AhRに焦点を当て研究を行った．従来 AhR

は芳香族炭化水素により活性化され薬物代謝酵素を誘導することが報告されて

きた．しかし近年では，抗炎症作用やがんにおける役割などが着目されており，

AhR の詳細な機能，構造を解明することは重要なことだといえる． 

 第 2 章では，ヒト全長 AhR の発現及び精製方法を確立するとともに，生化学

的性質の解析，リガンド結合による構造変化の解析を目的に研究を行った．Q-

rich 領域が大腸菌に対して毒性を示すために発現させるのは困難であるとされ

ていた AhR を，GST-AhR 融合タンパク質として構築，毒性タンパク質に耐性を

示す OverExpress C41 (DE3) pLysS competent cell を用いて低温で発現誘導を行う

ことで発現，精製に成功した．大腸菌発現系を用いて精製したヒト全長 AhR は，

リガンド結合能及び分子シャペロンとの複合体形成能を有しており，天然状態

であるといえる．ドッキングシミュレーションにより，リガンドは AhR-PAS-B

ドメインの-sheet に結合し，それにより AhR の構造変化が引き起こされると考

えられる． 

 第 3 章では，抗がん剤及び HSP90 の阻害剤である cisplatin が AhR に及ぼす影

響を解明することを目的に研究を行った．Cisplatin 添加により AhR-分子シャペ

ロン複合体から HSP90 の解離が引き起こされ，AhR が分解されること，CYP1A1 

mRNA レベルが減少することは既に報告されている．その一方で，cisplatin の添

加により AhR が HSP90 と共に核移行すること，AhR は cisplatin と特異的に結合

し構造変化することを明らかにした．これにより，芳香族炭化水素ではない

cisplatin が AhR のリガンドになりうることが示唆された．また，cisplatin の AhR

及び HSP90 への結合によって AhR-分子シャペロン複合体から XAP2，p23 は解

離しないことを示した． 

 本論文の結果は，AhR の高次構造解析やより詳細な生化学的知見を得ること，

芳香族炭化水素以外を含む新規リガンドの発見の可能性，cisplatin の作用機序解

明及び新規用途開発につながることが期待される． 
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