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( 背景 ･ 目的)

グル コ コ ルチコ イ ドは視床下部 - 下垂体 一 副腎系の末梢 エ フ ェ クタ - 分子 と して 副腎

皮質より分泌 されるス テ ロ イ ドホル モ ン で ､ ス トレス応答や恒 常性維持 ､ 生命維持に

必須の ホル モ ンで ある ｡ また ､ 合成グル コ コ ルチ コ イ ドは抗炎症薬､ 免疫抑制薬な ど

と して 様々 な疾患の 治療に用 い られて い る. しか し､ こ れらの 薬理作用以外 に多く の

臓器 でその 作用が過剰に発現 し､ 消化性濃療､ 骨組髭症､ 糖尿病な どの副作用が生じ

る . グル コ コ ル チコイ ドの 作用は ､ グル コ コ ルチコ イ ドレセ プタ
ー

( G R) を介 して発

揮されるが ､ G R はほ ぼ 一 種類で ､ 全身の ほぼすべ て の 臓器 に存在する こ とか ら､ そ

の作用と副作用の分離が困顛 である｡ G R は核内 レセ プタ
ー

ス
ー パ ー

フ ァ ミ リ ー に属

する D N A 結合型転写因子 で あり ､ 転写活性化領域( A ト1) ､ D N A 結合領域( D B D) ､ リ

ガンド結合領域( L B D) / 転写活性化領域( A ト2) などの ドメイ ン構造をとる ｡ 既知の

G R 依存性遺伝子 転写制御 の 機 構の 1 つ は ､ G R の 標 的遺 伝子 の 特定 の 塩基 配列

gl u c o c o rti c oid r e s p o n s e e一e m e n t ( G R E) 結合を介 した もの で ある. リガン ド未結合

の 場合に細胞質 に存在する G R は ､ リガ ン ド結合に伴い核 に移行 して G R E に結合 し ､

引き続き転写共役因子をリクル
ー トし､ R N A p oly m e r a s e JI などとの複合体を形成 し



て標的遺伝子の 転写を正に制御する ｡ しか し､ 生体 にお いて グル コ コ ルチコイ ドによ

り発現が 上昇する遺伝子に は G R E を有さな い遺伝子 も多数存在する こ とから､
G R と

G R E の結合を介さな い で G R 依存性の 転写を制御する経路の 存在が考えられ て い る.,

H E XI M l は血管平滑筋細胞に お い て 分化誘導剤 h e x a m e t h y[ e n e bi s a c e t a m i d e で

発現誘導され る核タ ンパ ク質と して 同定された ｡ H E X暮M l の N 末端領域はプロ リ ンに

富み機能が未知の領域であり ､ C 末端領域は ロイ シンジッ パ ー 様構造をとり二 量体形

成に関与する可能性が示唆され て いる ｡ H E XI M l の 中央の 領域は塩基性ア ミノ酸 に富

み核局在シグナル( N LS) と して機能する｡ そ の後 ､ H E XI M l は 7S K s m a ‖n u c】e a r R N A

( 7 S K s n R N A) を介して p o siti v e t r a n s c rip ti o n e[ o n g a ti o n､f a c t o r b ( P - T E F b) と複合

体を形成 し､ 転写伸長反応 に重要な R N A p o[y m e r a s e l = D C 末端領域の リ ン酸化を抑

制するこ とが明らか にな っ た ｡ 細胞内にお ける H E X[ M l の分 子数 は P 一 丁E Fb の それ に

比 べ て 過剰で ある と推定され ､ 我々 の 予備的成続か らも ､ H E XI M l は P - T E F b 以外の

経路を介 して 転写を調節するこ とが示唆され た ｡ そ こ で ､ H E Xf M l 結合タ ンパ クを網

羅的に解析 し ､ H E XI M l の はた らきを明らか にする ことを目的と して本解析を行っ た ｡

( 結果)

H E X】M l 結合タ ンパ ク質を G S T p ull -d o w n 法および質量解析により探索したとこ ろ ､

H E XI M l は P 一 丁E F b 以外 に PS F ､ p 5 4 n rb ､ G R な どと結合する可能性が示唆された ｡

G S T 一 日E XJ M l お よび抗 日E XI M l 抗体で沈 降し ､ W e s t e r n bl o t 法 で確認 した と こ ろ､

H E XI M l は G R と R N A 非依存性に結合 した ｡ また ､ 抗 C D K 9 抗体に よる免疫沈降法

お よびグルセ ロ
ー

ル密度勾配法 によ る解析か ら､ G R は H E Xt M l / 7 S K s n R N A / P - T E F b

複合体に含まれな い こ とが 明らか にな っ た ｡

G R と H E XI M l の 結合 に関与する領域をG S T p u‖- d o w n 法 により解析 したと ころ､

H E X I M l は中央の N L S を介L , て ､ G R は L B D を介 して各々 と結合するこ とが示された .

H E X J M l の N L S は便宜 上 3 つ の 塩基性アミノ酸ク ラス タ - と して 分 ける こ とが でき

るため ､ こ れ らの 変異体を用い て解析すると､ H E XJ M I N L S の N 末側 1 / 3 が 7 S K

s n R N A と ､ C 末側 2/ 3 が G R とそれぞれ結合すると考えられた ｡ H E XI M I N L S にお

い て G R と 7 S K s n R N A の 結合領域は異なる もの の ､ G R L B D は H E XI M l と 7 S K s n R N A

の 結合を用 量依存性に阻害した ｡

H E XI M l の グル コ コ ルチコ イ ド応答性遺伝子発現に与え る影響につ い て解析した o

グル コ コ ルチ コ イ ド応答性 レポ 一

夕
一 遇伝子発現の d e x a m e t h a s o n e ( D E X) 刺激に よ

る誘導は､ H E Xf M l の過剰発現 により抑制され ､ siR N A によ る H E X[ M l 発現抑制より

促進 された ｡ 7 S K s n R N A の ア ンチ セ ン ス によ り P 一丁EF b 阻害の 効果を 除外 して ち

H E XI M l は G R 依存性転写を抑制する こ とか ら､ H E X I M l は P - T E F b 阻害および G R とこ

の 相互作用を介 した 2 つ の 経路 で G R 依存性転写 を制御すると考え られ た ｡ 次に､

H e p G 2 細胞におい て D N A m i c r o a r r a y により解析した全 5
,
2 8 8 遺伝子 の うち 1 3 5
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遺伝子で D E X 刺激 により m R N A 発現量が増加 し､ H E X ] M l を過剰発現させる とこ の

うち 9 3 % の 1 Z 5 の遺伝子 でその 発現量増加が抑制され た ｡ こ の グル コ コ ルチ コ イ ド

応答遺伝子 の A C E 2 ､ A D H I A ､ S G K 2 の 各 m R N A 発現を R T - P C R 法で確認 したとこ

ろ ､ 同様に D E X 刺激による発現量の 増加が ､ H E X I M l 過剰発現 によ っ て 抑制され た o

こ れ らの結果 より ､ グル コ コ ルチ コ イ ド応答性遺伝子発現は H E XI M l の 発現量 に より

レシプロ カルな制御を受ける こ とが明 らか にな っ た ｡

H E XI M l によ る G R 依存性転写活性抑制の メカ ニ ズム を明 らか にするため に ､ = e L a

細胞 にお ける H E X I M l ､ G R ､ 代表的な コ ア クチ ベ ー タ
ー

の T】F Z の細胞内局在を免疫

蛍光法で調べ た o D E X 刺激により核移行 した G R は多くの 場合TIF 2 と､

- 部は H E XI M l

と共 局在 して い た o H E X I M l と T[F 2 は核内で その 局在は
一 致 して おらず各々 別個の

コ ン パ ー トメ ン トに 存在す る と考 え られ た o H E XI M l を過 剰発現 させ た と こ ろ ､

G R / T IF 2 か ら構成される ドッ ト状の 局在が減少 し ､ G R / H E XI M l による と思われ る局

在に変化L , た o そ こ で H E X ] M l
_

の G R と T[F Z の 相互作用 に及 ぼす影響を免疫沈降法

で解析 した o H e L a 細胞を D E X で刺激すると TIF 2 と G R の結合は増加し､ H E XI M l 過

剰発現 に よりその 増加は抑制された . こ れ らの結果 より ､ G R は H E XI M l に結合する

こ とに より ､ T rF 2 と物理 的に相互作用 する ことが不可能にな る可能性が示唆され た o

( 考案)

H E Xt M l は N L S に おい て ､ N 末端側1 / 3 が 7 S K s n R N A と ､ C 末端側 2/ 3 が G R

と ､ それぞれ 直接結合する こ とが明らか にな っ た ｡ 7 S K s n R N A と G R は H E X I M I N L S

に おい て結合部位は異な るもの の G R の L B D は ､ H E X I M l の N LS と 7S K s n R N A の結

合を阻害する ｡ これ らの こ とか らH E X】M l は N LS にお い て G R と 7 S K s n R N A と排他

的に結合 し ､ こ の独 立した 2 つ の 因子 の もつ 制御機構の ク ロ ス ト ー クを果た して いる

可能性が考えられる ｡

G R は L B D を介 して ､ H E X I M l と結合する こ とが示 唆された ｡ G R L B D は疎水性の

ポケ ッ ト構造 をとり ､ リガ ン ドの 結合 により構造が 変化する と考 え られ て い る 0

日E X I M l と G R L B D の 結合 に関して ､ 現時点で リガンドの要求性は認め られな い こ と

から､ H E X[ M l は G R の L B D の 比較的構造が ソリ ッ ドな 部分 ､ 例えばN 末端側と結合

する可能性が考えられる ｡ G R の L B D は古典的なス テ ロ イ ドレセプタ ー 間 で相同性が

高く ､ 他の ス テ ロ イ ドレセプタ
ー

と H E X] M l の相互作用に関 しても究明される必要 が

ある｡

本研究 では ､ H E XI M l は G R の核内局在を制御するこ とで ､ G R の 転写活性を抑制す

る可能性が示された ｡ G R / H E XI M l 複合体は T 肝2 な どが集合して い る転写開始複合体

から離れた コ ンパ ー

トメ ン トに 存在するた め ､ リガ ン ド存在下 に お い て も標的遺伝子

の プロ モ - タ 一 に G R が リクル ー トされ ず､ T IF 2 な どの コ アクチ ベ ー タ ー と も相互作

用 しな い可能性が示唆され た . この 仮説が正 しければ､ H E XI M l は G R による他の 転
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写因子 との タ ンパ ク質
一

夕 ンバ ク質問相互作用による遺伝子発現制御も抑制する可

能性が ある ｡

G R が H E Xt M l との 結合によりその P 一丁E Fb 抑制を解除するの であれ ば､ G R の 標的

遺伝子 とい う概念が大きく変化するo こ の 仮説が正 しけれ ば P - T E F b に より制御され

て い るクラス Il 遺伝子 の発現が G R に より制御を受ける こ とにな る｡ 心筋細胞に おい

て ､
エ ン ドセ リン - 1 が P 一丁E F b の複合体か ら7 S K s n R N A を遊離させ ､ C D K 9 の 活性

化を誘導する こ とで ､ 心筋細胞の 肥大を起 こ すこ とが報告され て いる o また ､ H E XI M l

に相同な C L P - 1 欠失マ ウス は著明な左室肥大を合併する ｡ した が っ て ､ 臨床上 ､ ク

ッ シ ン グ症候群患者やグル コ コ ルチ コ イ ド投与時に見 られ る心肥大発生 にこ の よ う

な G R - H E XI M l - P 一 丁E F b の シス テム の 破綻が関与 して いる可能性もあり ､ 今後の 重要

な研 究課題で ある｡

( 結語)

H E XI M l は P 一 丁E F b 阻害と G R との タ ンパ ク質 一

夕 ンパ タ質結合を介 して グ ル コ コ

ルチ コ イ ド応答性遺伝子発現を抑制する こ とが明らか にな っ た ｡ また ､ G R が H E XI M l

との結合を介して そ の P 一 丁E Fb 抑制を解除して クラスII 遺伝子の 発現 に影響を及 ぼす

可能性が考えられた ｡
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