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中 原 満

PURIFICATION OF HUMAN PROSTATE ANDROGEN RECEPTOR

III. PURIFICATION OF ANDROGEN RECEPTOR AND

CHARACTERIZATION OF PURIFIED ANDROGEN RECEPTOR

Mitsuru NAKAHARA

From the Department of Urology, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. H. Nihira)

   With 855 g of benign prostatic hypertrophic tissue as starting material, the androgen 

receptor (AR) was purified by combining the affinity chromatography of heparin Sepharose 

 CL-6B and of R1881-carboxymethyloxime-albumin Sepharose 4B. The final purificationfraction 

had high-affinity, low-capacity binding to 3H-R1881 in the presence of 1,000-fold molar ex-

cess of triamicinolone acetonide (TA) with a dissociation constant of 2.4 n1\1. 

   When the relative binding affinity was being assessed, the binding of the final purification 

fraction to 3H-R 1881 was not suppressed by estradiol or TA and revealed the binding 

specificity of the AR. Polyacrylamide gel electrophoresis showed no albumin or TeBG mixed 

in the final purification fraction. 

   These results give evidence that the AR had been purified and that, in comparison with 

the original cytosol, the degree of purification was approximately 2,360 fold. The molecular 

weight of the purified AR was 32,000 as calculated by high performance liquid chromatogr-

aphy. 

   The fact the antiserum from rabbit immunized with the purified AR showed a reaction 

against the purified AR leads us to believe that antibodies for the AR were successfully 

produced. Further immunological study on AR measurement is considered to he of great 
importance.
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緒 言

内分 泌療法 に対す る前立腺癌の反応性を予測す る指

標 として,前 立腺 細胞内ア ン ドロゲ ン ・レセ プ タ ー

(AR)の 定量が試 み られて きた.ARの 定量 は合成ス

テロイ ドのR.Tsaiを1igandと し,buffer中 に

molybdateを 加えた レセプ ター測定法 を用 い るこ と

で比較的安定 した結果が得 られる ようにな ったが,臨

床的にはまだ広 く用い られ るに至 っていない,こ の理

由 としては レセプター測定法の操作が繁雑で技術 を要

す ること,測 定に必要な充分量 の組織が採取 しに くい

ことな どが考 えられた.そ こで レセプターに対す る抗

体を使用 した新 しい測定法 の確立を 目的 として,ヒ ト

前立腺ARの 精製を試みて きた1・2).第1編1)に おけ
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るaffinitychromatographyを 用いた成績 では,

ARは 部分的 に精製可能 とな ったが精製倍 率が低か っ

た.そ こで第2編2)で は精製 におけ る問題点 の改善を

目的 として,ヒ ト前立腺ARの 生化 学的特性を 検討

した.そ の結果は,(i)bufferにmolybdateを 加

え るとARの 安定性 が増す こと,(2)NaSCNは

ヒ ト前立腺ARの 結合能に強 く影 響す るため,ヒ ト

前立腺ARの 精製に使用す るには注意を要す ること,

(3)heparinも 高濃度ではARの 結 合能に影響が

出 ることなどが判明 した,そ こで著者が行な ってきた

AR精 製法の改善 にこれ らの点を応用 して再 びAR

の精製 を試みた ところ,精 製倍率 の著明な改善 が得 ら

れたので その成績を報告す る.そ して精製 したAR

の物理化学的性状につ い て検討 し,さ らに精製AR

に対する抗体 の作製 も試 みたのでこれ らの成績 もあわ

せて述べる.

材料と実験方法

1.試 薬

3H・5a-dihydrotestosterone(3H-DHT)はNew

EnglandNuclearよ り購 入 した.SephacrylS-300

はPharmacia社 製 を使 用 した.hydroxylapatユteは

Bio-Rad社DNAgradeを 使 用 した.、、高速 液 体 ク

ロマ トグ ラ フ ィ ーのmarkerproteinはOriental

社 製MW-marker(290,000～12,400)を 使用 した.

そ の他 は既 報i,z》と同 じで あ る.な おR1881-carbox-

ymethyloxime-bovineserumalbuminSephaxose

4Bは,methyltrienolone-3-carboxymethyloxime

(分 子 量357)25mg(24モ ル)とbovineserum

albumin(BSA,分 子 量68,000)200mg(1モ ル)

とをErlanger法3)で 反 応 させ る と10モ ル結 合 の も

の が 得 られ,こ れ に活 性Sepharose4Bを 結 合 させ

て 作 製 した.

2.材 料

前 立腺 肥 大 症 の 診 断 で 被膜 下 前 立 腺 摘 除 術 に よ り得

られ た 前立 腺 腺 腫 を 液体 窒 素 に よ り瞬 間 に 凍結 して,

-80℃ で保 存 した もの を材 料 と した ,

3,実 験 方 法

a.Dextrancoatedcharcoal(DCC)法 と

hydroxylapatite(HAP)法 の 比 較

TEMMobuffer(Tris-HCI10mM,EDTA-Naz

1.5mM,2-mercaptothanollmM,NaaMoOa10

mM,pH7.4)を 使 用 し,既 報1)と 同 様 の 方 法 で

cytosolを 作 製 した 後,蛋 白 濃 度 が4mg!ml,0.8

mglm1に な る よ うに調 整 し て2種 類 の検 体 を 得 た 。

これ らの検 体500μ1ず つ をaH・R1881(0.2nM～io

nM),そ の1,000倍 量triamcinoloneacetonide

(TA),さ らに100倍 量 の 非標 識R1881を 加 え た系 と

加 え な い系 に お い て0℃,24蒔 間 反 応 後,DCC法,

あ るい はHAP法 で遊 離 型3H-R1881(Free)と

3H・R1881・AR複 合 体 を 形成 した結 合体(Bound)

との 分 離(B/F分 離)を 行 な い,既 報 と同様 にSca・

tchardplot法4)で 解 析 して 比較 検 討 した.DCC法

はDCC(0.05%DextranT-70,0.5%charcoal,

TEMMobuffer)1mlと 検 体 とを15分 間incuba-

tion後 に3,000rpmで15分 間 遠 沈 した 後,そ の上 清

を 液 体 シ ンチ レー シ ョ ン ・カ ウ ン ター で放 射 活 性 を測

定 した.HAP法 はTrachtenbergら の方 法9に 従

った.

b.ARの 精 製(Fig.1)

1)Cytosolの 作 製

凍 結保 存 した 前 立 腺 肥 大症 の腺 腫 組 織 を 精製 の1週

間 前 よ り液 体 窒 素 の存 在下 に粉 砕 し,855gの 粉 末 状

組 織 を 得 た.こ れ に4倍 量 のTEMMobufferを 加

え てhomogenizeし,先 と同様Y`し て2,000m1の

cytosolを 作 製 した.

2)HeparinSepharoseCL-6Baffinitychro-

matography

HeparinSepharosegel200m1と 上 記cytosol

2,000mlとbatchwiseに4℃,1時 間反 応 後,光

電 比色 計(島 津 製 作所,UV-200)で モ ニタ ー しなが ら

Prostate8558
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Ultracentrifugation
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↓
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↓

↓
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0.D.280が0.03に な る ま でTEMMobufferで

洗 浄 した.特 異 的 吸着 分 画 は0.5MKCI加TEMMo

bufferi,000mlで 溶 出 した.

3)R1881-carboxy-methyloxime-BSA-Sepharose

4Baffinitychromatography(以 下RI88i・Sepharo-

se)

HeparinSepharoseよ り得 られ た特 異 的 吸着 分 画

をtriamcinoloneacetonide(TA)10uM存 在 下

にR1881-Sepharose50mlと0℃,24時 間batchwise

Y`反 応 させ た.gelをBuchnerfunnelに 移 しTE-

MMobuffer2,000mlで 洗 浄 した.つ い で1mM

5a-dihydroteststerone(DHT)を 含 むTEMMo

buffer400ml中 に移 し,0℃,24時 間batchwiseに

反応 後,Buchnerfunnelで ろ過,特 異 的 結合 分 画 を

採取 した。

4)2nd-heparinSepharosechromatography

上記 で得 られ た 特 異 的 結 合 分 画 を 再 度heperin

Sepharosegel50mlとcolumnwiseに 反 応 さ せ た.

TEMM。buffer2,000mlで 非 特 異 的 吸着 物 を 洗 浄 し

た後,特 異 的 吸 着 分 画 は0.5MKCI加TEMMo

buffer200m1で 溶 出 した.

5)濃 縮

上記 で 得 られ た 特 異 的 吸 着 分 画200mlはAmicon

diaflowPM10(Amicon社)を 使 用 して限 外 ろ 過

に よって10mlま で 濃 縮 した,

6)SephadexG-50columnchromatography

上記 検 体 をTEMM。bufferで 平 衡 化 したSepha-

dexG-50columnchromatographyに 移 し,TE-

MM。Dufferで 溶 出,voidvolumeの 分 画 を 最 終 精

製 分画 と した.

c.精 製ARの 定 性

1)Scatchardplot法 に よ る解 析

各精 製 段 階 で得 られ た 検 体 の3H-R1881(0.1～10

nM)と の結 合 能 を検 討 す るた めに,1,000倍 量TA

存 在下 に500倍 量 の非 標 識R」881を 加 え た場 合 と加

えな い場 合 との2系 列 で それ ぞれ0℃,24時 間 反 応 さ

せた 後 にHAP法 で,B/F分 離 を 行 な い,Scatchard

plot法 でAR.の 結 合 能 を 解 析 した.

2)精 製ARに 対 す る 諸種 ス テRイ ドの比 親 和 性

(relativebindingaffinity)に つ い て の検 討

精製AR200,ulと3H-R188110nM,そ れ に10

倍,100倍,1,000倍 のTAを そ れ ぞ れ 加 え た もの,

また3H-188110nMと そ の1,000倍 量TAを 加 えた

もの に さ らに10倍,100倍,1,00G倍 量 の 非標 識x

1881,estradio1(E2)を そ れ ぞ れ 添 加 し た も の を

o℃,24時 間 反 応 させ た 。 こ れ をHAP法 でB/F分 離
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を行 な った 後,放 射 活性 を 測 定 した,各 ス テ ロイ ドの

R1881に 対 す る比 親和 性 の算 出 は既 報2)と 同 様 に 行

な い,cytosolで 得 られ た 結 果 と比 較 検討 した.

3)Polyacrylamidegelelectrophoresis(PAGE)

7.5%T,5%Gのpolyacrylamidegel(5×60

mm)にcytoso150del,lstheparinSepharoseの 特

異 的溶 出分 画100μ1,精 製AR150μ1を それ ぞれ の

せ,既 報i)と 同様 にPAGEで 検 討 した.同 時 に3H・

R1881と24時 間反 応 させ た もの も泳 動 し,2・nmご

との ス ライ スY`し た 後,各 ス ライ スの 放 射 活性 も測 定

した.

4)Sephacryl5-300columnchromatography

精 製AR500ulと10nM3H-R,1881,10μMTA,

さ らに 同時 に非 標 識R188工 を 加 え た場 合 と加 え な い

場 合 に お い て0℃,24時 間 反 応 さ せ た 後,各 検 体 を

Sephacry15-300columnchromatographyに か け,

1mlず つ の分 画 で採 取 し て 各 分 画 の 放 射 活性 を 測定

した.

5)蕪 糖 密 度勾 配遠 心 法

精 製AR500μ1を10nMa13-1881,10μMTA,

さ らに非 標 識R1881を 加 え た場 合 と加 え ない 場 合 と

に お い て0。C,24時 間 反応 させ,DCCbufferを 加

xて 遊 離 の3H-R1881を 遠 沈 除 去 後,上 清250ｵ1を

既 報2)と 同 様 に蕪 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 で検 討 した.

6)高 速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィー

精 製AR500μ1を3H-DHT,お よび非 標 識DHT

の有 無 下 に24時 間反 応 させ た後 に,DCC法 で 遊 離

3H-DHTを 除 去 した 検体150μ1を ゲ ル濾 過 高 速液

体 クロマ トグラ フ ィー(TSK-3,000SWゲ ル カ ラ ム)

に移 し,0.2Mphosphatebuffer(pH7。4)で0・7

ml/minで 溶 出 し,1分 ご とに 分 画 を採 取 して各 分 画

の放 射 活 性 を 測 定 した.

d.抗 ヒ ト前 立 腺AR抗 体 の作 製

精 製AR100ugをcompleteFreund'sadjuvant

と と もに家 兎 背 部 皮 内Y`免 疫 し,4週 間,8週 間 に採

血,8週 目の採 血 後50ugをboosterし,12週 目に

採血 した.採 取 した 血液 は いず れ も血 清 に 分離 し,ゲ

ル 内 拡 散 法(Ouchterlony法)で ヒ ト血 清,お よび

ヒ ト前 立腺cytosolと の反 応 性 を 検 討 した.

ARの1251-Naに よる標 識 は,精 製AR5μ9を

lactoperoxidase法6)で ヨ ウ素化 した.エ251-AR.の

5,000cpmず つ と,各 種 濃 度(1,000倍 ～100,000倍)

に 希 釈 した抗 ヒ トAR抗 体 とを4℃,24時 間反 応 さ

せ た 後,2抗 体 法 で 遊 離izsl-AR(Free)と 抗 体 と結

合 したizsl-AR(Bound)と の分 離(B/F分 離)を 行

な っ て結 合 能 を 検討 した.
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e,蛋 白量 測 定

BSAを 標 準 蛋 白 と し てBioRad社 の プPテ ィン

ア ッセ ィキ ッ トで 測 定 した.

結 果

1.DCC法 とHAP法 の 比 較

CytosolARの3H-R1881と の結 合 能 をScatch・

ardplot法 で解 析 す る と,DCC法 お よびHAP法

の両 者 と もに高 結 合 親 和 性(highaffinity),一 定 結

合 部 位 数(10wcapacity)の 結 合 が み られ た(Fig・

2).こ れ を 蛋 白濃 度 あ た りの結 合 能 でみ る と,最 大結

合 部 位 数(Vmax)は0.8mg/mlの 蛋 白濃 度 で はDCC

法 がHAP法 と比 較 して 小 さ くな る傾 向 が 認 め ら れ

た(TaUle1).

2.ARの 精 製

HeparinSepharoseで の 溶 出 相 は第1編 と同様 で

あ った.

SephadexG-50で はvoidvolumeの35m1を

最 終 精 製 分 画 と し,0.tmgの 蛋 白が 得 られ た.

3.Scatchardplotに よ る解 析

Cytosol,1st-heparinSepharoseの 特 異 的 溶 出分

画,お よび 精 製AR分 画 ともTA存 在 下 に3H-R

I881と 高親 和 性 で 一 定 結 合 部 位 数 の結 合 能 を 有 し て

い た.蛋 白量 あ た りの最 大 結 合 部 位 数 は9,9fmol/mg

protein,78fmol/mgProteinお よ び23pmol/mg

proteinと 精 製 と と も に増 加 し た.解 離 定 数 は0.9

nM,2.2nMお よび2.4nMと 精 製 と と もに や や低

下 傾 向が 認 め られ た(Fig.3).蛋 白量 あ た りの3H-

R1881と の結 合 能 で計 算 す る と,精 製ARは も との

cytosol;に 比 較 して 約2,360倍 の精 製 倍 率 と な り,

第1編 と比 較 して精 製 倍 率 の 著 明 な 改 善 が 得 ら れ た

(Table2).

4.精 製ARに 対 す る諸 種 ス テ ロイ ドの 比親 和 性

の検 討

精 製ARの3H-R1881と の結 合 はTAやEzで は

抑制 され ず,R1881とDHTで 強 く抑 制 さ れ た.

これ はTA存 在下 の3H-R1881とcytosolの 結 合 特

異性 に類 似 してお り,精 製ARは ア ン ドロゲ ン と特

異性 が 高 い結 合 を 示 した(Tablc3),

5.PAGE

第1編 の成 績 と 同様 で あ った 。す なわ ちcytos。1で

は 多 数 の 染 色 バ ン ドが認 め られ た が,精 製AR分 画

では 明 らか な 染色 パ ン ドは 存 在 せ ず,ま た3H-R1881
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4.4x10`

goo

23

n.m.

n.m.

1.4

1

7.9

n.m.

n.m.

2361

n.m.':notmeasurable

Table3.Relativebindingaffinityofvarious

steroidsforthebindingof3H-R1881

tocytosolandpurifiedandrogenrece-

ptorinthepresenceof1,000-foldmolar
excessoftriamcinoloneacetonide

Relativebindingaffinity(%)

cvtosolPurifiedAR

R1881

DHT

E:

R5020

TA

100

89

0.3

0.3

n.m.

100

n.m.

1

n.m.

0.17

な どの 混入 は認 め な い と考 え られ た.

6.SephacrylS-300columnchro皿atography

3H-R1881の ピー クはvoidvolumeの み 認 め られ
,

この ピー クは非 標 識R1881で 抑 制 され た(Fig.4).

7蕪 糖 密 度 勾 配 遠 心法

数 個 の小 さ な ピ ー クが 散在 し,有 意 な ピー クを認

め なか った.

崇n .m.=nOtmeaSured

もgel内 に泳動 されなか った・ これ らの ことよ り精

製分画中に含 まれる 可能性 があるalbumin,TeBG

8.高 速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィー

Adenylatekinase(分 子 量32,000)に 一 致 す る

3H・DHTの 単 一 な ピー クが得 られ ,こ の ピ ー クは100

倍 量 の非 標 識DHTで 抑制 され た,こ の こ と よ りピ

ー クはARとDHTと の 特異 的 な結 合 に よ る も の

で,ARの 分 子 量 は 約32,000と 考xら れ た(Fig.

5).

9.抗 ヒ トAR抗 体 の 作製
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家兎に 免疫 して 得 られ た 抗 ヒ トAR抗 血 清 を

Ouchterlony法 で検討す ると,ヒ ト血清 とは沈降線

を認めず,cytosolと 沈降線が認 め られた.ヨ ウ素標

識精製ARと 抗 ヒ トAR抗 体 とは結合能が低 いも

のの反応が認め られ た(Fig.6).

考 察

ヒ ト前 立 腺 肥 大 症 の腺 腫 組 織 か らARを 精 製 した

成績 を示 した.今 回 の精 製 法 は基 本 的 に は 第1編Dと

同様 で あ るが,次 の 諸 点 を 改善 した.sodiummolyb-

dateを 加 えたTEMMobufferはAR安 定 化 に有

用2)で あ る こ とが 判 明 した の で,前 立 腺 組 織 のhomo-

genizeの 段 階 か ら使 用 す る こ と と した.TEMM。

bufferを 使 用 した 際 にheparinSepharoseへ のAR

の 吸着 に影 響 が 出 る こ とが 懸 念 され た.そ こで 結 果 に

は示 して い な いが,cytosolARを3H-RI881で 標

識 した ものを 使 用 して 予 備 実 験 で 検 討 した と ころhe・

parinSepharoseへ の 吸 着 が 確認 され,ま た 吸 着 さ

れ た3H-R1881・ARは4mg/mlheparin,あ る い

は0.5MKCIで と もに約60%が 溶 出 され た.こ れ は

ラ ッ ト前立 腺cytosolARで のheparinAgarose

か らの溶 出が3mg/mlheparinで55%,o.6MKclで

78%で あ った とす る報 告7)に 一 致 し,ど ち ら もARの

溶 出 に有 効 と考 え ら れ た.し か しheparinSepha-

roseか らARをheparinで 溶 出す る と次 のaffinity

chromatographyに 悪 影 響 が 出 る とす る報告8>が あ っ

て,著 者 の検 討 で も4mg/mlheparinはARの 結

合 能に影 響 す る結 果2)を 得 て い る.ま た プ ロゲス テ ロ

ン 。レセ プ タ ー(PgR)はheparinと 結 合す る こ と

に よ りプ ロゲ ス テ ロン との 結 合 能 が 抑制 され るが,こ

れ は0。5MKCIを 加 え る こ とに よ り可 逆 的 に 結 合

能 を回 復す る こ とが 報 告9)さ れ て い る.そ こで 今 回 は

heparinSepharoseか ら のARの 溶 出 は,4mg/ml

heparinの 代 わ りに0.5MKCIを 使 用 す る こ と と

した.

っ ぎに ア ン ド ロ ゲ ン をIigandと す るaffinity

chromatographyは,今 回 は特 異 性 が よ り高 いR

Tsaiをligandと す るgelを 使 用 した,予 備実 験 で

は このgelへ のARの 結 合 は 約25%で,他 のaffin-

ityge1の 報告10・ll)と 比較 して結 合 率が 低 い もの で あ

った.affinitygelか ら のARの 解 離 条 件 が 精 製 の

重要 な点 で,前 回 はARの 解 離 を低 温 度 下 に 促 進 す

る 目的 でNaSCNを 使 用 した,し か しNaSCNは

AR.の 結 合 能 に強 く影 響 す る こ とが判 明2)し た ので,

今 回 の精 製 実 験 に は 使 用 しな い こ とに した ・ ラ ッ ト前

立腺 に お い てmersalylacidに よ りARの 解 離 が
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可逆 的 に促 進 され る こ とが 報 告iz)さ れ て い る,そ こで

著者 は ヒ ト前 立 腺cytosolで この 実 験 を 追試 した が,

この方 法 はAR精 製 に は 有 用 で な か った(結 果 不 提

出).今 回 はARの 解 離条 件 と して,ARの 測 定 に用

い る低 温,長 時間 で のexchangeassayの 条 件 を 使

用 す る こ と と し,大 量非 標 識DHTを0℃,24時 間

反 応 させ た.

DCC法 は遊 離 の ス テ ロイ ドをcharcoalに 吸着

させ た 後 に 遠 心分 離 す るB/F分 離 法 で,操 作 が簡 便

で安 価 で あ る こ とか ら レセ プタ ー測 定 に 広 く使 われ て

い る.し か し低 蛋 白濃 度 や 高 イ オ ン条 件 で はchar-

coa1が レセ プ タ ーを 吸 着 した り,レ セ プ タ ー と 結 合

した ス テ ロイ ドを 吸 着 した りす るた め に 問 麺 が あ る こ

とが 知 られ て い る5,1?・13).一 方HAP法 はhydrox-

ylapatiteに レセ プタ ーが 吸 着す る こ と を 利 用 した

B/F分 離 法 で,高KCI濃 度 下 で も各 種 レセ プタ ー

の測 定 が 可 能 で あ る13).ま た1mg/ml以 下 の 蛋 白濃

度 以 下 で はDCC法 を 使 用 す る と結 合 部 位数 が 低 く

出 るた め,HAP法 が 有用 とす る報 告5)が あ って,著

者 の検 討 も これ を支 持 す る 結 果 を得 た.そ こでAR

の定 性 は,可 能 な と ころ はHAP法 で行 な った.以

上 の 改 正点 を ま とめ る と以 下 の ご と くに な る. ,

i.AR安 定 化 の 目的 で,今 ま で使 用 したTEM

bufferに 代 って これ にsodiummolybdateを 加 え

たTEMMobufferを 精製 操作 の初 め の段 階 か ら使

用 した 。

2.HeparinSepharoseか らARを 溶 出 す る操

作 に は,従 来 の4mg/mlheparinに 代 っ て0.5M

KCIを 使 用 した.heparinはAR,の 結 合 能 に 影 響

す る の で,次 の 操 作 のaffinitychromatography

に対 す るheparinの 影 響 を 除 くた め で あ る.

3.ア ン ドロゲ ンを1igandと す るaffinitychro-

matographyに は,今 回 はT-affinitygeiよ りも特

異 性 が よ り高 いR1881-affinitygelを 使 用 した.

4.NaSCNはARの 結 合 能 に対 す る影 響 が 強 い

の で,R1881-affinityge1か らのARの 解 離 操 作 に

はNaSCNを 使 用 しな い こ とに した.そ の代 りに 大

量 非 標 識 のDHTを0℃ で,24時 間反 応 させ る方

法 を 採 用 した.

5.遊 離 型3H-R1881(Free)と,aH-xissi・AR

複 合体 を形 成 した 結 合 型(Bound)と の分 離(BIF分

離)の 操 作 に は,従 来 のDCC法 に代 ってhydrox-

ylapatite(HAP)法 を使 用 した,こ れ はDCC法 に

使用 す るcharcoalが 低 蛋 白濃 度,あ る い は高 イ オ ソ

な どの 条件 下 で はARに 影 響す るこ とが判 明 した か

らで あ る.
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今回は精製操作短縮 のため前回のi!2量 であ る855

gの 前立腺組織か ら精製を 開始 し,最 終精 製分 画 は

0.1mgの 蛋白が得 られた.こ の最終 精製分画 の3H-

R1881と の結合能をTA存 在下に飽 和分析法を行な

い,Scatchardplotで 検討す ると,高 親和性で 一定

結合部位数 の結合能を有す ることが判 明した.解 離定

数はcytosolで0.9nM,最 終 精製分画で2.4nM

と最終精製分 画がcytosolに 比較 してやや低か った・

ラ ット前 立腺cytosolか らのARの 精製 においても

解離定数は3,6nMか ら6.5nMに 低下 した と報

告is)されてお り,著 者の成績 と同様 の傾向を示 した,

cytosolARを 硫安分 画法 で処理 して も同様 な解離定

数の変化がおこ るこ とか ら,精 製ARの 定数の低下

は精製過程で何 らか の因子が除去 された結果 と考えて

いる15).比 親和性に よるステロイ ド特異性 の検討では

estradiolやTAに よる明 らか な抑制はみ られず,

精製AR.はcytosolARと 同様 の結合特異性を有 し

た,以 上の成 績は最終精製分画はARと しての結合

特異性を残 していることを示す ものである.

精製倍数を蛋白量 あた りの結合能で検討す ると,最

初に作製 したcytosolに 比較 して1st-heparinSe-

pharoseで7.9倍,最 終精製分画で2,360倍 とな り,精

製倍 率は第1編 の成績 に較ぺて著明 な 改 善 で あ る.

ARの 精製は動物組織を材料 とす る報告7・8・14-2。)が散

見 され,affinitychromatographyを 使用 した小実

験で よ りす ば らしい成績 も ある14・15,2。).ヒト前 立 腺

ARの 大部分 はDHTと 結合 した状態で存在21)する

ので精製材料 としては不利 であるため,精 製 の効率を

よ くす るY'は より特異性が高いaffinitygelの 出現

が望 まれる.heparinSepharoseに おける回収率は

23%で あ り,こ れは先に述ぺ た予備実験に比較 して低

い値 とな っている,予 備実験 では3H・R.1881の 回収

率で計算 してい るのに対 して,本 実験ではheparin

Sepharoseか ら溶 出されたARを 一度凍結 して保存

し,日 を改めて凍結を解除 して3H-R1881と 反応 さ

せ,Scatchardplotに よってAR量 を測定 したた

めに実験の精製段階 よ り低 い値 となった もの と考 え ら

れ る.

精製ARの 定性実験 の一つ として5%PAGEを

使用 した検討において,ARはgel内 へ移 行 しなか

った と報告14)され ている.著 者は7.5%PAGEで

cytosolARの 検討 を した ところ,同 様 にgel内 に

ARは 移行 を認めなか ったが,TeBGやalbumin

はge1内 へ容易に移行 した.そ こで こ れ らの蛋白が

精製AR内 に混入 して い るか否か を検査する 目的で

PAGEを 使用 して検討する と,蛋 白バ ンドもaH-R

1881の ピ ー ク も認 め なか った.こ の 結 果 か ら 精 製

AR内 に はTeBGやalbuminの 混 入 しな い ことが

証 認 され た と考 え られ た.

SephacrylS-300に お け る検 討 では,3H-R1881で

標 識 したARの ピ ー クはvoidvolumeの と ころに

存 在 した.ま た 高速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィーを 使 用 し

た 検 討 で は,3H-DHTで 標 識 した精 製ARはmar-

kerproteinで あ るadenylatekinaseの 部 位 と一 致

し,分 子 量 は約32,000と 推 定 され た.と ころ が蕪 糖

密 度 勾 配 遠 心法 に おけ る検 討 で は 有意 の ピー クが得 ら

れ な か った.以 上 の3種 の 実 験成 績 の間 に不 一致 がみ

られ る理 由 に 考 察 を加 え る と,以 下 に述 べ る ご と くで

あ る.子 牛 子 宮 か ら精 製 され たERは,蕉 糖 密度 勾

配遠 心 法 で 検 討 す る とイ オ ン濃 度 条 件 に よ り沈 降 係数

が8Sと4Sと の問 の 移 行 性 を 残 し て い る が,Se・

phadcxG・200で の 検討 で はvoidvolumeに 溶 出 さ

れ た.こ の成 績 の差 はERが 精 製 され て もな お凝 集

傾 向 を示 す ため で,低 濃 度heparinに よ りこの凝 集

を抑 制 す る こ とが 可能 と報 告 され て い る22).ヒ ト子 宮

を材 料 と して この 実験 を追 試 した 報 告 で は,精 製ER

はSDS処 理 に よ り分 子 量9万 と7万 に解 離 す るが,

SephadexG-200,SephacrylS-300で は ともにvoid

volumeに 溶 出 され,分 子 量 は数10万 以 上 と述 べ られ

て い る23).こ の実 験 結 果 は 著 者 のSephacrylS-300

にお け る検討 結 果 と一 致 して い る.子 牛 精 の う腺 か ら

得 られ た精 製ARが0.02%heparin存 在下 にSe-

phacrylS-200の 検 討 でvoidvolume,お よびSto-

kesradius35Aに 一 致 す る2つ の ピー クが 認 め られ,

35.5の 方 はcytosoiARの 値 に一 致 し,voidvolu-

meは 精 製ARの 凝 集 に起 因 す る と 推 定 さ れ て い

るis>.同 一 の精 製ARに 関す る5～20%の 蕉 糖 密度

勾 配遠 心 法 で の 検体 で は多 くの放 射 活 性 の ピー クが認

め られ,こ の原 因 も精 製ARに 凝 集 が 起 った 可 能性

が考 え られ て い る15).こ れ ら の実 験 結 果 は 著者 の蕪糖

密 度 勾 配遠 心 法 の成 績 と も よ く一 致 した.以 上 の報 告

に お け る精 製 レセ プ ター の定 性 の成 績 お よび著 者 の実

験 結 果 に 共 通 して認 め られ る の は精 製ARが 不 安 定

な こ とで,こ の た め にSephacrylS-300,蕉 糖 密 度 勾

配 遠 心 法,高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィーな どに お け る

ARの 検 討 成 績 に 不 一 致 が み られ た も の と考 え ら れ

る,

CytosolARの 分 子量 に 関 して,ラ ッ ト前 立 腺 で

は28万IB),8.5万14),子 牛 精 の う腺6万15),ヒ ト前 立

腺 で は 高 イ オ ン条 件 で11万 ～12万24),低 イ オ ン条件 で

27.5～28.3万24)な ど と報 告 され て い る.こ れ らY'比 較

す る と,高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ ーで 検 討 した 著者
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の成績 は約3.2万 と小 さい もので あるが,ヒ ト前立腺

cytosolARはo・4MKCI下 で3、2万 とす る報告25)

とはゼ致 した。ステ ロイ ド畠レセプターは種々の条件

で分子形態が変わ ることが知 られ,cytosolARの 沈

降係数に関 して は高イオ ン条件 で3～5S,低 イオ ン

条件で8～9Sな どの報告がある26,27).こ の ような分

子形態の変化に対す る説 明 として,い くつかの レセプ

ター分子 モデ ルが提 唱され てい る28・29).すなわ ち レセ

プターはい くつか の構成因子か ら成 立 してお り,こ れ

らが種々の条件で解離,会 合す ると想定 されている.

正常結合部位を もつ最小 レセ プタ ーはmerorece-

ptorと いわれ29),そ の生成は蛋白分解酵素,変 性な

どによるこ とが知 られている.meroreceptorの 沈降

係数は2.8～3S,stokesradiusは23～24A,分 子

量は3万 ～4万 で,ス テ ロイ ドとの結合 部位 は存在す

るが核やDNAと の結合部位はない と考xら れ てい

る2W.し か しヒツジ精の う腺か ら得 られ た 精 製AR

は分子量2万 ～2.5万 と小 さいが,DNAと の結合部

位が存在する との報告 もあ る19》.著者 が ヒ ト前立腺肥

大症の腺腫組織か ら作製 した精製ARは,分 子量か

ら考えるとmeroreceptor可 能性があ る.ラ ットの

前立腺cytosQlARをPucaら22)の 方法に準 じて精

製 した際に,精 製操作の進行 とともにARの 沈 降 係

数が8Sか ら4Sへ と小さ くなるこ とが報 告 され

ている8).著 者の実験において も精製操 作 の 途 中 で

3H-R1881と の結合 因子以外のARの 部分 が解離 され
,

ARの 分子量が小 さ くなった可能性が考え られ,細 胞

内に存在す る蛋 白分解 酵素が解離 の原因 とな り得 るの

で,AR精 製 にあ た って こ の酵素類を抑制す るため

の工夫が必要 と考え られた.

以上の成績をま とめ ると,最 終精製分画 は分子量が

従来の報告に比較 して小さいが,AR.と しての結合能

を有 し,albuminやTeBGの 混入 はな く,目 的 と

するARが 精製 された ことを示 す ものである.

精製ARに 対す る抗体作製の試みでは,得 られた

抗血清は1251で 標識 したARと の結合率が低い もの

の反応が認め られ,抗AR.抗 体の作製に成功 した も

のと考え られた.現 在 までの ところARに 対す る抗

体の作製の報告 はみ られないが,ERに おいては モノ

クローナル抗体の作製鋤,こ れ らを利用 した免疫組織

学的な検討や ラジオイ ムノァ ッセイ法に よる レセプタ

ー測定 の簡易化な どが報告 され ている3132).そ して こ

の免疫組織学検討な どか ら,E2がcytosolERと 結

合 した後に核内へ移 行す る とい う従来 の レセプター説

に代わ り,レ セ プターは核 内にのみ存在す るとす る新

しい考え方 も提 唱され るな ど,精 製 レセプターを使用
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した種 々の免疫学的検査手法は レセプターの作用機序

解 明に も有用 と考 えられ る33).最 近 では内分泌療法に

対す る前立腺癌 の反応性を予測 す る指標 と して,核

AR量 が治療 に対す る反応 とよい相関を示す との報告

が 出て きた34・35)そ こでARに 関 して免疫組織学的

な検討,ラ ジオイ ムノア ヅセイ法に よる測定な どが開

発 されれば,複 雑 な操作 を要 したAR.測 定の簡 易化,

広範な施設での検討 などが可能 となる.そ して組織内

のAR量 が組 織構築 と関連 して検討 で きる よ うにな

れば,前 立腺 癌のア ン ドロゲン依存 性の指標 としての

細胞内ARに 関す る評価 も確立 され るであろ う,さ

らに標 的臓器 におけ るア ン ドロゲンの作用機序の よ り

詳細 な解 明が期待 され,ARの 精製 はandrologyY`

おけ る多様 な研究 の展開に資す る ところが大 と考え ら

れ る.

結 語

ヒ ト前立 腺 肥 大 症 の 腺 腫 組 織 か らaff量nitychro-

matographyを 用 い て ア ン ド ロ ゲ ン ・レ セ プ タ ー

(AR)を 精 製 した.こ の精 製ARに つ い て物 理 化 学

的性 質 を検 討 し,さ らにARに 対 す る抗 体 作製 を 試

み て 以 下 の成 績 を得 た.

1.ヒ ト前 立腺ARの 精 製 に つ い て

前 立 腺 組 織855gか らheperinSepharose,R

1881affinitychromatography'な どを使 用 して 最 終

精 製 分 画iooagを 得 た.

2。 精 製ARの 性 質

a.最 終 精 製分 画 は1,00倍 量triamcinoloneace・

tonide(TA)存 在 下 に3H-R1881と 高 結 合 親 和 性

(highaffinity),一 定 結 合 部 位 数(10wcapacity)

の 結 合 を認 め,そ の解 離 定 数 は2.4nMで あ り,AR

の結 合 能 を残 して い た.

b.精 製ARの 諸 種 ス テ ロ イ ドに 対す る比 親 和性

(relativeb三ndingaffinity)を 検 討 す る と,3H-R

1881と 精 製ARの 結 合 はR1881で 強 く抑 制 され,

TAやestradiolで は 抑制 され ず,ARと し て の 高

い結 合 特 異 性 を 示 した.

c.精 製 倍 率 を 蛋 白量 あ た りの結 合 部 位 数 で 計 算す

る と,cytoso1の 約2,360倍 とな った.

d.7.5%polyacrylamidegelelectrophoresis

(PAGE)に よる検 討 で は,精 製AR中 にalbumin.

testosterone-estradiolbindingglobulin(TeBG)

な ど の混 入 を 認 め なか った.

㌧.SephacrylS-300columnchromatography

で はvoidvolumeに 一 致 した3H-R」881の ピー ク

が 得 られ た.こ れ に 対 して 高速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィ
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一に よる検討では
,分 子量 は約32,000と 考え られ

た.両 実験 におけ る成績の不一致 の原因 として前者で

はARの 凝集のため,後 者 の結果はARの 一 部が

解離 したためな どの可能性が考え られた.

3。 精製ARに 対す る抗体の作製

精製ARを 使用 して家兎に免疫 し,抗 血清を作製

した.こ の血清 は精製ARの み と反応が認め られ,

抗AR抗 体作製に成 功 した と考え られた.

本論 文の要旨は,第57回 日本内分泌 学会総 会(東 京)お よ

び第4回 日本ア ン ドロジー学会総 会 シンポ ジウム(千 葉)に

おいて発表 した.
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