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ヒ ト前立腺 ア ン ドロゲ ン ・レセ プター精製 に関す る研究
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PURIFICATION OF HUMAN PROSTATE ANDROGEN RECEPTOR

I

. PURIFICATION OF ANDROGEN RECEPTOR BY

AFFINITY CHROMATOGRAPHY

 MItSUru NAKAHARA

From the Department of Urology, Hiroshima Univesity School of Medicine

(Director: Prof. H. Nihira)

   The androgen receptor (AR) was purified to establish a new method for measuring AR 

after producing the antibody for the purified AR. AR was purified from 1,700 g of benign 

prostatic hypertrophic tissue by combining affinity chromatography of heparin Sepharose CL-
6B and of 17a-carboxy-hexamethyl-l7-hydroxy-4-androstane-3-one Sepharose 4 B. The final 

purification fraction had the high affinity, low capacity binding to 3H-R 1881 in the presence 

of 1,000-fold molar excess of triamcinolone acetonide with a dissociation constant of 2.3 nM, 

showing the binding specificity of AR. Polyacrylamide gel electrophoresis did not reveal 

any albumin or TeBG mixed in the final purification fraction. These results showed that AR 

was partially purified, even though the degree of purification was low, around 38 fold 

calculated by the binding capacity per mg protein.
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緒 言

前 立腺 癌 は ア ン ドロ ゲ ン依 存 性 腫 瘍 で あ り,

Hugginsら の研究 によ り抗男性 ホルモ ン療法が提唱

された1・2).前立腺癌は 診断時 にす でに 遠 隔転移を有

する進行例 が大半を 占め,し か も高 齢者 に多いことよ

り,そ の初期治療は 内分泌療法である抗 男性 ホルモ ン

療法が主体 をな して いる.内 分泌療 法は症 例の70-80

%に 効果が み られ るこ とが 報告3・4)されてい るが,治

療 の初めか ら抵抗性を示す症例が存在す るこ と,初 期

治療は有効 で も間 もな く治療効果が消失 して早tよ り

再燃す る場合が あること,さ らに合成エス トロゲ ン剤

の副作用 と して心血管系障害が高率に起 きるこ となど

の問題点が ある5).そ こで 内分泌療法に対す る反応性

を予測す る指標が あれば,治 療の選択に有用 と考xら

れる.同 様に ホルモ ン依存性腫瘍である乳癌 において

エス トロゲ ン ・レセプター(ER)の 多寡が 内分泌療

法に対す る反応性,お よび治療予後の 指 標 と して 有

用6,7)であることか ら,前 立腺癌にお い て もア ンドロ

ゲ ン・レセ プター(AR)の 存 在の 有無 が 治療予後を

予測する指標 として期待 がもたれた.し か しARの

有無は治療予 後 と相関す るとい う報告8-10)がある一方

で,両 者は相関 しないとす る報告11・12)もみ られ,こ の

問題に関 してはいまだ十分 な評価 は得 られていない,

この原因 として前 立腺癌 ではAR測 定 に 必要 な充分

量の組織が得難いこととともに,従 来か ら行なわれ て

い る測定法 が繁雑 で技術を要す ることな ど,現 在の測

定法に も関係 してい ると考え られ る.

そ こで著老 はARを 精製 し,こ の 生化学的特性を

検討す るとともに,ARに 対す る抗体 を作製 して新 し
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い測定法の確立 を 目的 と した.今 回は ヒ ト前立腺肥大

症の腺腫組織 よ りaffinitychromatographyな どを

用いてARの 精製を試みた ので,そ の成積を報告す

る.

材料ならびに実験方法

i.試 薬

3H-methyltrienolone(3H.R1881) ,お よび 非 標 識

R1881はNewEnglandNuclearよ り購 入 し た.

Trizma-base,5a-dihydrotestosterone(DHT),

triamcinoloneacetonide(TA),bovineserum

albumin(BSA)はSigma社 製 を 用 い た.heparin

SepharoseCL-6B,Sepharose4B,SephabexG-50

med三um,dextranT-70はPharmacia社 製 を 使用

した.charcoalはMerk社 製 を使 用 した.他 は 片 山

化 学 社 製 特級 試 薬 を使 用 した.

z.材 料

62歳 か ら83歳 ま で の前 立腺 肥 大症 患 者63人 に対 して

被 膜 下 前立 腺 摘 除 術 を 行 な い,得 られ た 腺 腫 を す み

や か に 液体 窒 素 で 凍 結 し,-80℃ で 保 存 し て 合 計

2,100gを 実 験 に 使 用 した.

3.実 験 方 法

a.細 胞 質分 画(cytosol)の 作製

凍 結 保存 した 前 立 腺 の 腺 腫 組 織 をcytosol作 製 の

2週 間前 よ り少 量 ず つ液 体 窒素 の存 在下 に 紛砕 し,再

度 一80℃ で保 存 した.こ う して約1,700gの 紛 末 状

組 織 を 得 た.こ れ に3倍 量 のTEMbuffer(Tris-

HCIIOmM,EDTA-NazlmM,2-Mercaptoethanol

lmM,pH7.4,4℃)を 加 え,glasshomogenizer

でhomogenizeし た,homogenizeは15秒 間 作 動,

45秒 間 氷 冷 を3回 繰 り返 し,つ い で 冷 却 超 遠 沈機

(Ls-55,anglerotor50TiBeckman社)を 用 い,

4℃,105,000G,60分 間 超 遠 沈,最 上 層 の 脂 肪 層 を 除

い た 上 清 をcytosolと した.

b.ARの 精 製(Fig.1)

Pucaら13)のERの 精 製 法 に 準 じ て,上 記 の

cytosolよ りAR.の 精 製 を 試 み た.す なわ ちheparin

SepharoseGl-ssaffinitychromatography(以 下

heparinSepharose)と17a-carboxy-hexamethyl-

17-hydroxy-4-androatane-3・oneSepharose4B(以

下T-Sepharose)の2つ のaffinitychromatography

を 用 い た.以 下 に 各 精製 段 階 につ いて 詳 述 す る.な お

これ らの精 製 操 作 はす べ て4℃ 以下 で実 施 した.

1)lst-heparinSepharose

TEMbufferで 平 衡 化 し たheparinSepharose

200m1をcytosoiとbatchwiseに60分 間 反 応 させ た

Cvtosol

i
lstheparinSepharose

噂一4㎎1酩heparin

Non-soeciflc

absorbant

Specificadsorbant

i
T-affinitySeoharose

・-1mMOHT,0.5MNaSCN

Specificbinding

i
Dilution

i
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←4me/m¢heparin

Non-Specific

binding

Non-specific

absorbant

Soeclficadsorbant

i
Concentration&dialysis

i
SeohadexG-50

Fig.1.Purificationprocedureofandrogen

receptorfromhumanbenignhyper-

trophicprostate.

後 にBuchnerfunnel(coarse)に 移 し,光 電 比 色 計

(島 津製 作 所UV-200)で モ ニ タ ー し,0.D.280が

0.03ま でTEMbufferで 洗 浄 して非 特 異的 吸着 分画

を除 去 した.つ いでgelをcolumn(3x45cm)に 移

し,4mg/mlheparinを 含 むTEMbufferで 特異

的 吸 着分 画 を 溶 出 した.

2)T-SepharQse

HeparinSepharoseよ り得 られ た 特 異 的 吸着 分画

をT-Sepharosegel100mlと24時 間batchwiseに

反 応 後,0.5MKCIを 含 むTEMbuffer2,000m1で

洗 浄 して非 特 異 的 吸着 分 画 を溶 出 した.つ い でlmM

DHTお よび0.5MNaSCNを 含むTEMbuffer

400ml中 にgelを 移 し,batchwiseに24時 間反 応 後

buchnerfunnelで ろ過 して 特 異 的 結 合分 画 を えた.

3)2nd-heparinSepharose

T-Sepharoseの 特 異 的 結 合 分 画450mlを6倍 量 の

TEMbufferで 希 釈 し,NaSCN濃 度 をOJM以 下

と してheparinSepharosegel100mlとcolumnwise

に反 応 させ た.TEMbufferで0.D.280が0に な

る ま で 洗 浄 後,特 異 的 吸着 分 画 は4mg!miheparin

加TEMbuffer400mlで 溶 出 した.

4)濃 縮 お よび 透 析

2nd-heparinSepharoseよ り得 られ た 特 異 的 吸着

分 画 をAmiconIzollowfiberconcentrator,お よび

AmicondiaflowPMIO(Amicon社)で10m1ま

で 濃 縮 し,TEMbufferで 透 析 した.
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5)SephadexG-50columnchromatography

上 述 の操 作 で 得 ら れ た 検 体 をo.oi%heparin加

TEMbufferで 平衡 化 したSephadexG-50column

chromatography(2.6×90cm)に 移 し,0.oi%

heparin加TEMbufferで 溶 出 して最 終 精製 分 画 を

得た.

3.精 製ARの 定 性

精製ARの 定 性 は3H-R1881と の 結 合 能,お よび

polyacrylamidegelelectrophoresis(PAGE)で 検

討 した.

a,3H-R1881と の結 合 能 の検 討

1)Competitiveinhibition

最終 精 製 分 画 の200μ1と3H-R18815nMと を

0℃,20時 間 反 応 さ せ た.3H-R18815nMとTA

5μMに,そ れ ぞ れR1881の250nM,500nM,

25μM,5μMを 加rxた 場 合 も 同 様 に 反 応 さ せ た.

これ らにDCCbuffer(0.05%DextranT-70,0.5%

charcoalTEMbuffer)1mlを 加 え,0℃,15分 間反

応後,3,000rpm,15分 間 遠沈 してARと 結 合 しな い

遊離3H-R1881(Free)を,ARと 結 合 した3H-R1881・

AR.複 合 体(Bound)よ り分 離除 去(BIF分 離)し

た 後,Braysscintillationfluid(dioxan2,200ml,

ethyleneglycol50m1,methanol250ml,PPO10g,

POPOPO。59,ナ フ タ リン1509)5m1を 加 え,液

体 シ ンチ レー シ ョ ン カ ウ ンタ ー(Aloka社)で 放 射 活

性 を測 定 した.最 終 精製 分 画 の3H-R1881と の結 合

能 お よび そ の結 合 に 対す るTAあ る い はR1881に

よる結 合抑 制 の程 度 を検 討 した.

2)Scatchardplot解 析

Cytosol,1st-heparinSepharoseの 特 異 的 溶 出 分

画,お よび 最 終 精製 分 画 の各 精 製 段 階 で 得 られ た 検
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体 に つ い て検 討 した.1,000倍 量TA存 在 下 に3H-

R1881(1nM～10nM)と の結 合 能 を500倍 量 非 標 識

R1881を 加 えた 場 合 と,加 えな い 場 合 の2系 列 でそ

れ ぞ れo℃,20時 間 反応 させ,先 と同様 にB/F分 離

の 後,非 標 識R1881を 加 え ない 結 合 数 か ら 非 標 識

R1881を 加 え た 場 合 の 結 合 数 を 差 し引 い た もの を特

異 的 結 合 と し,scatchardplotに よ る解 析14)で 各精 製

段 階 に お け る解離 定数(Kd),お よび 最 大 結 合 部位 数

(Bmax)を 求 め た.

b.PAGEに よ る検 討

7。5%T,5%Cのpolyacrylamidege1(5×60

mm)にcytosol50fel,lst.heparinSepharose特 異

的 溶 出 分 画100ul,最 終 精 製分 画150delを そ れ ぞれ

の せ,4℃,2mA/tube,2時 間 の条 件 で 泳 動 した.蛋

白染 色 はcoomasieblueを 用 い た.

4.蛋 白量 測定

Lowry法15)でBSAを 標 準 蛋 白 と して 測 定 した.

結 果

1.ARの 精 製

前 立 腺 肥 大 症 の 腺 腫 組 織1,700gよ り4,500mlの

cytosolが 得 られ た.こ れ をheparinSepharoseと

反応 後gelをO.D.280で モ ニタ ー しな が ら 洗 浄す

る と,4,500m1洗 浄 で0.D.280が0.03と な った.

つ ぎに4mg/mlheparinを 含 むTEMbuffer800

mlで 特 異 的 吸着 分 画 を 溶 出 す る と,高 い0.D.280

の ピ ー クが得 られ た(Fig.2).つ ぎのT-Sepharose

の精 製 段 階 は,溶 出物 に 大 量 のDHTを 含 んで い るた

め結 合 能 は 検 査 して い な い.2nd-hcparinSepharQse

で のaffinitychromatographyの 溶 出 相 はlst-

heparinSepharoseと 同様 で あ った が,特 異 的 溶 出
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Fig.3.ElutionprofileofSephadexG-50columnchromatography

の ピー クは0.D.280で0.02と 低 か った,最 終 精製

段 階 のSephadexG-50columnchromatography

の溶 出相 はvoidvolumeに 一 致 す る低 い ピー ク(ピ

ー ク1)と ,そ れ に 続 く高 い ピー ク(ピ ー クII)の2

峰 性 とな った.ピ ー ク1に3H-R1881と の 特 異 的 結

合 が 認 め られ たが,ピ ー ク 皿に は 特 異 的 結 合 は認 め ら

れ な か った.こ の ピ ー ク1の25mlを 最 終 精 製 分 画

と した(Fig.3)。

2,精 製ARの 性 質

a,Competitiveinhibition

最 終 精製 分 画 は5nM3H-R1881と の 結 合 能 を有

し,こ の結 合 は1,000倍 量 のTAで は抑 制 され な か っ

た が,非 標 識Rl881で は 添 加 量 の増 加 とと もに 減少

し,500倍 量 のR1881で 完 全 に 抑制 され た(Fig.4).

b.Scatchardplot解 析

Cytosol,1st-heparinSepharosc特 異 的 吸 着分 画,

最 終 精製 分 画 の解 離 定数(Kd)は そ れ ぞれ,2.OnM,

2.2nM,2.3nMと い ずれ もR1881に 対 して 高 い親

和 性 を示 し,蛋 白量 あた りの 結 合 部 位 数 はcytosol

32.3fmol/mgprotein,1st‐heparinSepharose57,3

fmol/mgprotein,最 終 精 製 分 画1,263.9fmol/mg

proteinで あ った(Fig.5).以 上 の 精 製 の 成 績 を ま

とめ る と,精 製 倍 率 は蛋 白量 あた りの結 合 能 で 計算 す

る とIst-heparinSepharoseで1.7倍,最 終精 製 分 画

で約38倍 とな った(Table1).

C,PAGEに よ る検 討

今 回 の 実験 条件 で はgei内 にARは 泳 動 され ず,

contaminationの 存 在 の 有 無 の 検 討 に 利 用 し た.

cytosolで は 多 数 の 染 色 バ ン ドが認 め ら れ た が,1st-

heparinSePharoseで はalbuminが 軽 度 存 在 す るの

み で,最 終 精 製 分 画 に はalbuminやtestosterone-

estradiolbindingglobulin(TeBG)な どの 混 入は

認 め な か った(Fig.6).
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Table1. Purificationschemeofandrogenreceptorfromhuman

benignhypererophicprostate.

PurificationVolume
Step(mB)

ProteinSpecific

(mg)binding

(d.p.m.x10s)

SpecificReco -Purifi-
activityverycation
(d.p.m.x103/mg(%)fold

protein)

Cytosol

Istheparin

Sepharose

T-a什iniw

皿ndheparin

Sepharose

Sephadex

G-50

4,50026,306

800

450

400

25

445

82

n.m.

o.s

171.31

5.03

,■.m..

n.m.

0.23

6.51

判.31

闘.m.

ll.m.

250.10

100 1

4.561.74

11.m.τ1Pm.

n.m,n,m.

0.1338.42

n.m.':notmeasurable

考 察

前立 腺 癌 は 除 睾術 に よ り萎 縮 す るが,ア ン ドロゲ ン

の補 充 に よ り再 び増 殖 す る こ とか ら,ア ン ドロ ゲ ン依

存性 臓 器 と され て い る16).一 方 で 標 的臓 器 に おけ る ス

テ ロイ ドホ ル モ ンの作 用 機 構 は,現 在 で は 細胞 内 に存

在す る レセ プ タ ーを 介 して 行 な わ れ る と考 え られ てい

る.す な わ ち3H-cstradiolを ラ ッ トに 投 与 す る と,

非 標 的臓 器 に 比 較 して 標 的 臓 器 で あ る子 宮 な どへ の 取

り込 み率 が 高 く,長 く貯 留 され る こ と よ り組 織 内 に

estradiolに 特 異 的 な レセ プ ター が 存 在 す る こ とが 推

定 され た17).そ の レセ プ タ ーは 蕪糖 密度 勾配 超 遠 心 法

に よ り分 離 し た ラ ッ1・子 宮cytosol分 画 中 に,沈 降

係 数9.5Sの 高分 子 蛋 白 と して 認 め られ た 且8).そ して

エ ス トRrン はcytosolレ セ プ タ ー と結 合 した 後 に,

核 内 へ 移 行す る こ とに よ り作 用 を 発 現す る と考 え られ

た19).他 の ス テ ロイ ド ーレセ プ タ ー につ い て も,そ れ

ぞれ の ス テ ロイ ドと特 異 的 に結 合す る レセ プタ ー が報

告 され て きた.

ARは1960年 代 末 に ラ ッ ト前 立腺cytosolか ら相

次 い で分 離20・21)され,標 的 臓 器 に お け る ア ン ドロゲ ン

のARを 介す る 作 用 機 構 は 次 の よ うに 考 え られ て い

る22).teststerone(T)は 血 清 中 の 蛋 白 と結 合 して運

搬 され るが,何 らか の機 構 で 遊 離Tと して細 胞 内 に 入

り,(2)Tは5α 還 元 酵 素 に ょ っ て5α 一dihydro-

testosterone(DHT)に 変 換 さ れ,(3)DHTは
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cytosolレ セプターと結合 して複合体 を形成,(4)こ

の複合体は核 内へ移行 し,(5)複 合体 と クRマ チ ン

との結合の後 にDNAを 介 して ア ンドロゲン作用を

発現す る,ヒ ト前立腺 において もARの 存在が報告

されて以来23),ARの 定性,定 量に関 して多 くの研究

がな され,臨 床的にはARは 内分 泌療法 に対す る前

立腺癌症例 の反応性の有無 を判定す る指標 として注 目

された24).す なわ ちARの 作用機構か ら ア ンドロゲ

ン依存性腫瘍 はARを 有 し,非 依 存 性 腫 瘍 はAR

を必要 とせず,ARの 有無は ア ンドロ7ン 依存性 の指

標の一 つと考xら れる,ま た 同様にホルモ ン依存性腫

瘍である乳癌 ではERの 多寡が 内分泌療法 の指標 と

して有用 であることか ら,前 立腺癌 に お い て もAR

の測定が試み られ,臨 床成績 との関係が報告され てき

た8～12・25～27).

しか し,ヒ ト前立腺AR測 定 には種J」の問題点が

存在 した.ア ンドPr'ン とレセプターとの特異的結合

能を利用 した レセプター測定法にお い て,使 用 す る

ligandは レセプター と特異的 高親和性に結合 し,か

つ安定 でなけれぽな らない28),Iigandと してDHT

を使用す ると,DHTがAR以 外に血液中のTeBG

とも親和性を有するため,ARの みな らずcytosolに

混入 したTeBGを も同時に測定 して しま う結果 とな

る29).ま たDHTはcytosol内3α 一ケ ト環元酵素に

よ りandrostanedio1に 転換 され ることが知 られ,反

応中にDHTが 代謝 されて 真の値を 示 さない とい う

問題が あった24).し か しこれ らの問題点は合成 ステロ

イ ドであるR1881の 出現 によ り解決 された29・30).す

なわ ちR1881はDHTと は同程度のAR結 合親和

性 を有す るがTeBGと は結合せず,ま た代謝 も受け

ない.さ らに プ ロゲステ ロン ・レセプター(PgR)と

の高親和性を 有す る欠点 も,測 定系 にTAを 同時に

加えることに よ り阻害され ることが判 明した31,32),

つ ぎにARが 非常に不安定 で,容 易に失活す ること

が問題 であ る.ヒ ト前 立腺ARの 大部分が内因性DH-

Tと 結合 した状態で存在す るため,測 定 にはこの内因

性DHTと 標識 ステ ロイ ドとの交換 に よるexchange

assayが 必要 となる33・34).そのために低温度下 に長時

間 の反応が不可欠で,バ ッファー組成,検 体中の蛋 白

濃度,反 応時間,B/F分 離法,組 織 の保存法な ど種 々

の条件の違いが測定値 に影響す ることが知 られ,本 測

定法の再 現性に問題 がある35^37).さ らに いまだ 統一

された測定法がな く,し たが って施設に よ り成績が異

なる結果 とな っている38).

また前立腺癌症例 では乳癌 と異な って レセプター測

定に必要な十分量 の組織が得 に くい ことも大きな問題

である.最 も安定 した レセプター測定法である飽和分

析法 を厳密に行な うと最 低限lgの 組織 が必 要 で あ

る39).こ れ に対 して 前立腺癌針生検法 で は,最 大限

0.2gの 組織が 採取で き る だ け で あ る.電 気 メスを

使用 した経尿道的前立腺 切除術は,採 取 された組織が

熱変性 のため レセ プター量 が減少す る の で測 定 に は

不適 である40).そ こで経尿道的に採取す るに はcold

punch法 が必要に な るが,こ の方法では尿道周囲前

立腺組織が主 として採取 され るため,尿 道周囲にまで

浸潤 した腫瘍でない と腫瘍組織が採取 で き な い 欠 点

が残 る.そ こで少量 の組織 を使用 した 測 定 法 と して

microassay法32)な どが工 夫されて きたが,組 織量が

少ない と再現性に問題が残 る41).

つ ぎに前立腺癌では組織構築が多様性を示す こ とが

多いので,一 定量の組織 をhomogenizeし て測定 し

たAR量 は種Jlの 組織 中のAR量 の平均値 となる,

す なわ ちア ンドロrン 依存性細胞や非依存性細胞,良

性前立腺細胞や間質などが混在 した組織の一部を採取

して測定 したAR値 か ら,内 分 泌療 法に対す る反応

性を予 測す るのは 不正確になる39,39,42).最近 は 蛍 光
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法 を 使 用 し た 免 疫 組 織 学 的 なAR測 定 が 報 告43,44)

され,こ の 方 法 は 測 定 が 簡 便 で 細 胞構 築 を 同時 に検

討 で き る点 で興 味 深 い が,反 応 の特 異 性 に 問 題 が あ

る45,46)そ こ でARそ の も のに 対 す る抗体 が得 られ れ

ば 免疫 組 織 学 的 な方 法 に よる レセ プ タ ーの 研 究,ラ ジ

オイ ム ノア ッセ イ法 に よる レセ プ タ ー測 定 の簡 易 化 な

どの可 能 性 が 考 え られ,臨 床 的 に は有 用 で あ る38,47).

従 来 ス テRイ ド ・レセ プ タ ー の 精 製 は,(1)レ セ プ

タ ーが 非 常 に不 安 定 で 容 易 に 失 活 す る こ と,(2)レ

セ プ タ ー量 が 非 常 に 少 な い こ と,(3)レ セ プ タ ー以 外

に 同 じステ ロイ ドに 結 合 す る蛋 白が 同 じ組 織 内に 大 量

に存 在 す る こ とな ど の点 で 非 常 に 困難 な こ とと され て

きた48).さ らY`ARを 高 濃 度 に 含 有 して お り,か つ

大量 に採 取 で きる適 当 な組 織 が な い こ と も障害 とな っ

て きた49).し か し他 の ス テ ロイ ド ・レセ プ タ ーに お い

ては,ス テRイ ド をligandと す るaffinitychro-

matographyを 使 用 した 精 製 の 報 告 が な さ れ て い

る13・50・51).特にERの 場 合 は 充 分 量 の組 織 か らの精

製 の 報告13)に 加xて,精 製 レセ プ タ ーに 対 す る抗 体 の

作製52),さ らに モ ノ クロ ー ナル 抗体 の作 製53),そ れ を

利用 して組 織 化 学 的 な レセ プ タ ーの検 索54),ラ ジ オィ

ム ノア ッセ イ法 に よ る測 定55)の 報 告 な どが な され てい

る.

ARの 精 製 の報 告 はDNAcelluloseと 等 電 点 電 気

泳 動 とを組 み 合わ せ た 方 法48,56),gelchromatogra-

phyとDNAcelluloseを 組 み 合 わ せ た 方 法57),

hydrophobicinteractionchromatographyを 使 用

した 方 法58),heparinSepharoseを 使 用 した 方 法59),

heparinSepharoseと 等 電点 電 気 泳 動 を組 み 合 わ せ

た方 法6。),硫 安 分 画,ADPSepharose,gelchroma-

tographyな どを 使 用 した 方 法49)な どが み られ る.し

か しこれ らの報 告 は い ず れ も少 量 の組 織 を用 い た 動物

実験 で,充 分 量 のARを 精 製 し た 報 告 は み ら れ な

い.

従来 の方 法 に よるARの 精 製 に は レセ プ タ ーの 結

合 特異 性 と精製 率 に限 界 が あ って,効 率 よ く充 分 量 の

レセ プ タ ーを 精 製 す るに は,ERと 同 様 にARに お

い て も ス テ ロイ ドをligandと す るaffinitychro-

matographyが 重 要 と考 え られ る51).そ こ で 著 者 は

Pucaら13)の 牛幼 若子 宮 よ りのERの 精 製 の 方 法 に

準 じて,affinitychromatographyに よるARの 精

製 を 行 な った.AR40μgを 精 製す る には1kgの ラ

ッ ト前 立腺 組 織 が 必 要 とす る報 告48》,100μgのAR

を得 る の に ヒ ト前 立 腺 肥 大 症 組 織 で5609が 必要 と

す る報 告62)な どの ご と く,レ セ プ タ ー精 製 の材 料 とな

る生 体 組 織 は か な り大 量 が必 要 で あ る。 そ こで 著者 は
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抗体 作 製 に必 要 な 量 の約3倍 量 の1,700gの 前立 腺 組

織 か らARの 精 製 を 始 め た.

精製 の第1段 階 のheparinSepharose』 は,heparin

が ス テ ロイ ド ーレセ プ タ ー と特 異 的 に 吸着 す る こ とを

利 用 した もの で あ る.こ の操 作 は レセ プ タ ー の精 製 に

有 用 で あ るぽ か りで な く,レ セ プ タ ーを失 活 させ る こ

とな く凝 集阻 止効 果 が あ る こ と,albuminや 蛋 白分

解 酵 素 を 除去 す る こ とが で きる な どの利 点 をERの 精

製 に お い て 認 め た63).こ の操 作 がARの 精 製 に も有

効 とす る報告 もあ って,レ セ プタ ー の凝 集 を阻 止 して

20-34倍 の精 製 倍率 が 得 られ て お り,回 収 率 も55-75

0と 高 い59・6。).しか し 今 回 の成 績 で は 精製 倍 率 は1.7

倍 と低 く,回 収 率 も5%と 低 い も の で あ った.こ の

成 績 は ヒ ト予 宮 筋 層 か ら のERの 精 製 に お い て,

heparinSepharoseか ら の特 異 的 溶 出 をheparin自

身 で 行 な った 場 合 の レセ プ タ ーの 回 収率 が7%に す ぎ

な か った とす る報 告 に 一致 した64).こ の理 由 と して,

1-10mg/mlのheparinは エス トRン とERの 結

合 能 を減 少 させ る と して い る.今 回 の実 験 にお い て も

結 合親 和性 に は影 響 しなか った が,結 合 容量 減 少 の 可

能 性 が あ って 今後 の検 討 を 必 要 と した.ま たcytosol

作 製 か らheparinSepharosechromatography終 了

ま でに 長 時 間 を要 し,そ の 間 に レセ プ タ ーの失 活 が 起

った こ と も精製 効 率 が 悪 い 大 き な要 因 と考 え られ た.

精 製 の 第2段 階 は ア ソ ドロゲ ン をligandと す る

affinitychromatQgraphyで あ る.ARはDHTと

高結 合親 和 性 を 有 す る の で,こ れ をligandと す る

17a-carboxylmethyl-17-hydroxy-5α 一androstane-3。

oneSepharose4Bを 試 み た が.ligandが 不 安 定 な た

め に 充 分 な成 績 が 得 られ な か った.一 方17α 一carboxy-

hexamethyl-17-hydroxy-4-androstane-3-oneSepha-

rose4Bは,sH-R1881で 標 識 したARと 結 合 す る

こ とが 確 認 で きた の で精 製 の 第2段 階 に 使 用 し た.

こ のgelは 血 清 中 のTeBGの 精 製 に成 功 し て い る

17-carboxy-ethynyl-17-hydroxy-4-androstane-3-one

Sepharose4Bに,ス ペ ーサ ー と し てhexamethyl

基 をつ け た も の で あ る65).ARは 低 温 では 解 離 速度

が遅 く,高 温 で は逆 に解 離 速 度 が 速 くな る もの の 失活

しや す い とい う性 質 を有 してい る.そ こ で低 温 度 下 に

affinityge1に 結 合 した レセ プ タ ーをす み や か に 解 離

させ る 目的 で,大 量 のDHTと 同時 にNaSCNを 使

用 した.こ のNaSCNは レセ プ タ ーを 失活 させ る こ

とな く解 離 速度 を促 進 させ る こ とが,ERの 測定 に お

い て 認 め られ て い る66).

一 般 に ホ ル モ ン 。レセ プタ ーの基 準 と して,(1)結 合

特 異性specificity,(2)高 親 和 性highaffinity,(3)一
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定 の結 合部 位 数10wcapadty,(4)標 的細 胞 局 在target

celllocalizationな どの 条 件が 設 け られ て い る67),今

回 の成 績 は ア ン ドロゲ ンの標 的 臓 器 であ る ヒ ト前 立腺

肥 大 症 の腺 腫 組 織 を 材 料 と し,最 終 精 製 分画 はAR・

とは 特異 的 に 結 合 す るが 血 清 中 のTeBGと は結 合 し

な いR1881に 対 して,Kd=2.3nM,Bmax=1264

fmol/mgproteinと 高結 合 親 和 性 と一 定 結 合部 位 数 の

結 合 能 を有 し,さ らに そ の結 合 はTAを1,000倍 量 加

え て も抑制 され な い こ と よ りプ ロゲス テ ロ ン結 合 蛋 白

に よ る結合 で な く,ARに よる結 合 で あ る こ と が 証

明 され た.ま たPAGEで の検 討 で は,albuminや

TeBGの 混 入 を認 め な か った.以 上 の結 果 は上 記 の

ホ ル モ ン ・レセ プ タ ーの基 準 を 満 た して お り,ヒ ト前

立腺 の腺 腫 組 織 か らalbuminやTeBGの 混 入 が な

いARを 部 分 的 に 精 製 した こ とを 示 す もので あ る.

今 回 のAR精 製 倍 率 は 蛋 白量 あ た りの3H-R1881

との結 合 能 で み る と約38倍 で,Pucaら13)の 成 績 に 比

して低 い もの で あ る.こ れ は 上 述 の精 製 過 程 の 諸 条件

が異 な る と と もに,以 下 の点 に も関 係が あ る もの と考

え られ る.ま ず精 製 材 料 で あ る が,牛 幼 若 子 宮 は ほ と

ん ど 内因 性 の エ ス トロゲ ンを 含 まず,レ セ プ タ ーが エ

ス トロゲ ン と結 合 しない 状 態 で存 在 して い る.こ れ に

対 して ヒ ト前 立腺 肥 大 症 の 腺 腫 組 織 で はARの 大部

分 がDHTと 結 合 した 状 態 で存 在す るた め,affinity

chromatographyに よる分 離 操 作 に お い て 不 利 で あ

る こ とが 考 え られ る.つ ぎにPucaら13)は 精製 レセ プ

タ ー量 の 定 量 の 算 定 を,精 製 の第2段 階 のestradiol

を1igandと す るaffinitychromatographyの 溶 出

に使 用 した3H-setradiolの 回収 量 に よ り行 な っ て い

るの に 対 して,著 者 の実 験 では 精 製AR量 を レセ プ

タ ー測 定法 に よる結 合 能 で 求 め て い る点 が 異 な る.ま

た 著者 の実 験 で得 られ た最 終 精 製 分 画 の 蛋 白濃 度 は,

0.Oakmg/mlと きわ め て低 い.一 般 にDCC法 で レセ

プタ ー測 定 を 行 な う場 合 に,0.4mg/mlの 蛋 白量 では

1mg/ml以 上 の 蛋 自量 の場 合 と 比 較 して 半分 以 下 の

結 合能 に な る こ とが 報 告36)さ れ て お り,こ の点 か らも

著者 の実 験 の最 終 精 製分 画 の結 合 能 が 低 くな った 可 能

性 が あ る,さ らに 目的 とす る精 製 レセ プタ ーそ の もの

の性 質 の違 い もあ ろ う.ARは 最 も不安 定 な レセ プ タ

_で ,affinitychromatographyに よ る 分 離 が 困 難

とす る報 告 もあ る6。),し か し最 近 の 発表 で は子 牛 精 の

う腺 や ラ ッ ト前 立腺 か らTをligandと す るaffinity

chromatographyでARの 精製 が 報 じ られ て い るの

でaffinitychromatographyはAR精 製 に お い て

も有 用 な 手段 と考 え られ る68・69).ま たmolybdateや

蛋 白分解酵素阻害剤が レセプターの安定性に有効 とす

る報告 もみ られ,精 製へ の応用 も考 えられ る3'「・5二・70).

今 回の成績の問題点を まとめ ると,

(1)ARが 非常に微量 で,か つ不安定 であることが

精製 を困難に している.そ こで これを解決す るには特

異的 で,し か も効率的な精製法 が望 まれ る.さ らに レ

セプターその ものの安定化への必要性が考x .られた.

(2)HeparinSepharose存 まヒ ト前 立 腺 のAR精

製に も有効 と考え られるが,今 回の成 績は動物実験の

成績 と比較 して悪 く,特 にARの 結 合 能 に 対 す る

heparinの 影響 の有無は検討を要す る.

(3)T-affinitySepharoseに 結合 したARの 解離

促進にMaSCNを 用い た が,ヒ ト前立腺ARの 結

合能に対す るNaSCNの 影響 の有無に関する報 告 は

ないので,こ れ につ いて検討の余地があ る.

(4)精 製 レセプターの定性,定 量法についても検討

の余 地がある.

今 回の実験においては ヒ ト前立腺肥大症の腺腫の材

料 としてARの 精製に 成功 したが,精 製効率が期待

した ほど高 くはなか った.こ の理 由を検討 して精製過

程 におけ る問題点 を明 らか とした ので,こ れ らの改善

に よって十分量のARの 精製 が期 待され る.

結 語

前 立 腺 肥 大 症 の 腺 腫 組 織i,7009よ りaffinity

chromatographyを 用 い て ア ン ドロ ゲ ン ・レセ プタ

ー(AR)の 精 製 を 試 み ,以 下 の ご と き 結果 を得 た.

1.最 終 精 製分 画 は3H-R1881と 結 合 能 を有 し,

そ の結 合 は1,000倍 量 のtriamcinoloneacetonide

(TA)で も抑 制 され なか った.

2.Scatchard法 に に よる検 討 で は 最 終 精 製 分画

の解 離 定 数 は2.3nMと 高 親 和 性 の 結 合 能 を有 しAR

の結 合 特 異 性 を残 して いた.

3.精 製 倍 率 は蛋 白量 あ た りの 結 合能 で 計算 す ると

約38倍 で あ った.

4.Polyacrylamidegelelectrophoresis(PAGE)

に よ る 検 討 で はalbuminやteststerone-estradiol

bindingglobulin(TeBG)の 混 入 は認 め られ な か っ

た.

本論文の要旨は,第55回 日本内分泌学会総会(東 京)に お

いて発表した.

稿を終るにあたり御指導,御 校閲を賜った恩師仁平寛巳教

授に深甚なる謝意を捧げます。また直接御指導を頂いた宮地

幸隆博士,碓 井亜博士,貴 重なる症例を提供 して頂いた関連

病院諸先生方に心より感謝致します.
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