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PURIFICATION OF HUMAN PROSTATE ANDROGEN RECEPTOR

II. CHARACTERIZATION OF HUMAN PROSTATE ANDROGEN RECEPTOR

 Mitsuru NAKAHARA

From the Department of Urology, Hiroshima University School of Medicine

(Director: Prof. H. Nihira)

   For improved purification of human prostate androgen receptors (AR), the effect of 

molybdate, NaSCN and heparin on the binding capacity of human prostate cytosol AR was 

investigated. 

   When 10 mM of molybdate in final concentration was added to cytosol, the increase in 

the maximum binding sites of AR to 3H-R1881 was approximately 60%, while the dissociation 

constant was rather increased. With sucrose density gradient centrifugation, the cytosol with 

molybdate added showed a constant peak of 8-9 S. However, cytosol not enriched with mo-

lybdate did not show any significant peak. These results constitute evidence that molybdate 

has a stabilizing effect of the AR. 

   When 0.1- -0.5 M of NaSCN was added to the cytosol, the dissociation as well as the 

association of the 3H-R1881-AR complex showed a tendency to accelerate. However, at a 

concentration of 0.3 M and over NaSCN, the binding capacity of the AR rapidly disappeared. 

When the NaSCN was removed with gel filtration, the binding capacity of the AR recovered 

partially. The effect of NaSCN on the AR was therefore different from that on the 

estrogen receptors. 

   Four mg/ml of heparin accelerated the dissociation of the 3H-R1881-AR complex. 

Furthermore, with the addition of 4 mg/ml of heparin, the maximum binding sites of AR 

decreased to 56%. 

   The above results make it clear that molybdate, NaSCN and heparin have various effects 

on human prostate cytosol AR, which might be applied to the purification of AR.
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緒 言

前立腺細胞内アンドロゲン ・レセプター(AR)の

新 しい測定法の確立を目的として,affinitychroma-

tographyな どを用いてヒト前立腺肥大症の腺腫組織

からARの 精製を試みた成績を第1編Dで 報告した.

その結果は精製ARは3H-R1881と の結合能を残 し

ていたが,精 製倍率を蛋白量あた りの結合能で計算す

ると元のcytoso1の 約38倍 と低 く,こ の原因として

AR精 製過程に種々の問題点が考えられた.そ こで今

回は精製の効率向上を目的とし,(1)molybdateの

ヒ ト前立腺ARの 安定化作用,(2)前 回の精製法の
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重要な過程であるaffinitygelか らのARの 特異的

溶出に使用したheparinお よびNaSCNの,ARの

結合能に及ぼす影響などについて検討した.こ れらの

実験において興味ある結果が得られたので,そ の成績

を報告する.

材料ならびに実験方法

L試 薬

Promegestone(R5020)はNewEnglandNuclear

よ り購 入 した.testosterone,estradiol,r-globulin

はSigma社 製 を 用 い た,molybdateはNazMoOs

(片 山 化学 特 級 試 薬)を 使 用 した 。PC-10はPharma-

cia社 製 で あ る.他 は 第1翻)と 同様 で あ る.

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 時 に 凍結 し,使

用 まで 一80℃ ℃ で保 存 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 肥 大 症 の腺 腫 組織 を液 体 窒 素 の

存 在 下 に粉 砕 し,こ れ に3倍 量 のTEMbuffer(Tris-

HCI10mM,EDTA-NazlmM,2-mercaptoethanol

lmM,pH7.4)を 加x,第1編 と同様 に してcytosoI

を得 た.

b.MolybdateのAR安 定 化作 用 の検 討

1)飽 和分 析 法

上 記 のcytosolと そ の1/10量DCCbuffer(o.5%

charcoal,0。05%DextranT-70を 含 むTEMbufL

fer)と を0℃,15分 間incubation後,3,000rpm,

15分 間 遠 沈 して 内因 性 の遊 離 ステ ロイ ドを 除 去 した.

このDGC処 理 され たcytosolを2分 し,一 方 は

最 終 濃 度 が10mMに な る よ うにmolybdateを 加

え(TEMMocytoso1),他 方 はそ れ と同 量 のTEM

bufferの み を 加xた(TEMcytoso1)。3H-R1881

(0.2～10nM),ユ,000倍 量triamcinoloneacetonide

(TA),こ れ に さ らに500倍 量 非標 識R1881を 加 えた

場 合 と加 え な い場 合 の2条 件 下 でそ れ ぞ れ の 検体500

μ1を 加x,0℃,24時 聞反 応 させ た.DCC法 で遊 離

aH-R1881を 除 去(B/F分 離)の 後 に 放 射 活性 を測 定

し,非 標 識R1881を 加 え な い場 合 の 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z)で 解 離

定 数(Ka)お よび 最 大結 合部 位 数(Bmax)を 求 め,

TEMMocytosolとTEMcytosolと の成 績 を比 較

した,

2)蕪 糖 密 度 勾 配 遠心 法

TEMcytoso1とTEMMocytoso1を 使用 した.

各 検 体500μ1に3H-R1881(最 終 濃 度10nM),TA

(最 終 濃 度10ACM)を 加 え た もの,さ らに そ れ に非標

識R1881(5μM)を 加 えた も の の2種 類 の場 合 に お

い て0℃,24時 間反 応 後,DCC法 で 遊離 ス テ ロイ ド

を除 去 した 上 清250,ulを 蕪 糖 密 度 勾 配 遠心 法 に 移 し

た.5～20%蕪 糖 密 度 勾 配 溶 液 はpolystaliticpump

お よびautodensi-flowIIc(Buchlerlnstruments

Co.USA)を 用 い て セルR一 ス ・ ナ イ トレー ト ・チ

函 一 ブ(5ml)に 重 層 し,そ れ に 先 の 上 清250ulを

autodensi-flowIIcを 用 い て 静 か に重 層 して,こ

れ らをLa-55超 遠 心 機(SW-55,Tiswingrotor,

Beckman)で2℃,45,000rpm,12時 間 超遠 沈 した,

沈 降 係数 の指 標 としてbovineserumalbumin(BSA,

4.6S)お よび ヒ トr-globulin(7S)を 用 いた 。 超 遠

沈 後 に 密度 勾 配溶 液 の上 面 よ りautodensi-flowIlc

を用 い て4滴(約1501)ず つ 採 取 し,各 分 画 の放 射

活 性 を 測 定 した.TEMMocytoso夏 にo.5MKc1を

加 え た 高 イ オ ン濃度 に お い て も同 様 に 蕪 糖 密度 勾 配 遠

心 法 を 行 な い,沈 降係 数 の変 化 を 観 察 した.

3)比 親 和 性(relat量vebindingaffinity)

TEMMocytosolと10nM3H-R1881と を0℃,

24時 間,反 応 させ た も の に,3H-R」881の10倍,100

倍,1,000倍,5,000倍 のTAを そ れ ぞれ 加 え て,

o℃,24時 間 反 応 させ た 後 にB/F分 離 を 行 ない,放

射 活 性 を 測定 した.こ れ に よ り3H-R1881へ の プ ロ

ゲス テ ロ ン結 合 蛋 白 の結 合 を 抑 制 す るの に必 要 なTA

の 量 を 測 定 した.

っ ぎにTEMMocytosQ1と10nM3H-R1881お

よび10μMTAと を0℃,24時 間 反 応 させ た もの

に,そ れ ぞれ2倍,10倍,50倍,100倍,500倍 お よ

び1,000倍 量 の非 標 識R1881,DHT,teststerone,

R5020,estradiolを 添 加 し て24時 間 反 応 さ せ た.

Dcc法 でBIF分 離 後 に放 射活 性 を測 定 した.非 標

識 ス テ ロイ ドを 加 え な い もの をioo結 合 率 と し,諸

種 ス テ ロイ ドを 加 え た もの に 対す る割 合 で 表 わ した.

各 ス テ ロイ ドのR.1881に 対 す る比 親 和 性 の 算定 は以

下 の ご と くで あ る.cytosolと3H-RI881と の結 合 が

非 標識 ス テ ロイ ドに よ り50%阻 害 され る濃 度 がxで あ

る とす る と,そ の逆 数(1/x)を も って 比親 和性 とし

た.

c。ARに 対 す るNaSCNの 影 響

1)Cytosolの 作製

凍結 保 存 し た 粉 状 状 の 前 立 腺 腺 腫 組 織 に4倍 量 の

TEMMobuffer(Tris-HCI10mM,EDTA-Naa
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1.5mM,2-mercaptoethanollmM,molybdate10

mM)を 加 え て,先 と同様 にcytosolを 作 製 した,こ

のcytosolに1110量DCCを 加xて 遊 離 内 因性 ス テ

ロイ ドを除 去 したcytosol(DCC処 理cytoso1)で

以下 の 検討 を 行 な った.

2)3H-R1881・AR複 合 体 の解 離 に 及 ぼ すNaSCN

の影 響

DCC処 理cytosolと10nM3H-R1881お よび

10μMTAと0℃,24時 間反 応 させ,sH-R.1881・AR

複 合体 を形 成 させ た.こ れ に(1)TEMMobuffer

の み を 加 え た もの をcontrolと し,最 終濃 度 が,

(2)5ｵMR1881,(3)5ｵMR1881-x-0.1MNaSCN,

(9)5μMR1881十 〇.3MNaSCN,(5)5μMR1881

十〇.5MNaSCNに な るよ うにR1881お よびNaSCN

を加 えた 後,0分,30分,1,3,6,12,24時 間 と

経 時 的 にDcc法 でB/F分 離 を 行 な い,3H-R1881・

AR複 合 体 の 解離 に及 ぼすNaSCNの 影 響 を 検 討 し

た.な おTEMMobufferの み を 加 え た も の は48時

間 まで観 察 した.

これ と同 じ測 定系 でR1881を 加xず,(1)buffer

のみ,(2)0.1MNaSCN,(3)0.3MNaSCN,(4)

0.5MNaSCNを 加 え た場 合 に つ い て,同 様 に3H-

RI881・AR複 合 体 の推 移 に つ い て検 討 した.

3)3H-RI881・AR複 合 体 の形 成 に及 ぼ すNaSCN

の影響

DCC処 理cytosolを(1)bufferの み,(2)最

終 濃度0.1MのNaSCN,(3)最 終 濃 度0.3Mの

NaSCN,(4)最 終 濃 度0.5MのNaSCNを 加 え た

4群 に分 け て,そ れ ぞれ を10nM3H-R1881,10ACM

TAと 反応 させ た 後,30分,1,3,9,16,24時 間

と経 時 的 にDCC法 でBIF分 離 を 行 な い,3H-R1881・

AR複 合 体 の形 成 に及 ぼ すNaSCNの 影 響 を 検 討 し

た.な おbufferの み 加 え た もの は36時 間 まで 観 察 し

た.

またDCC処 理cytoso1を(1)bufferの み,(2)

最終 濃 度0,3MのNaSCNを 加 えた2群 に分 け,3

時間 経 過 後 に それ ぞ れPC-10gelchromatography

で脱 塩 した.こ の2群 を それ ぞれ0.2～10nM3H-

R1881,そ の1,000倍 量TA,さ らに500倍 量 の非 標 識

R1881の 有 無 下Y`24時 間 反 応 させ た 後,DCC法 で

B/F分 離 を 行 な い,Scatchardplotで 分 析 した.

d.AR結 合 能 に 及 ぼ すheparinの 影 響

1)AR複 合 体 の 解 離 に 及 ぼすheparinの 影 響 の

検 討

DCC処 理cytosolと10nM3H-R1881お よび

10ｵMTAと を24時 間 反 応 させ て3H-R1881・AR複
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合体 を形 成 させ た 後,(1)bufferの み,(2)最 終 濃 度

5μMのR工881,(3)最 終 濃 度4mg/mlのheparin,

(4)最 終 濃 度4mg!mlheparin十5μMR1881と な

る よ うにR.1881お よびheparinを 加 えた4群 に分

け,経 時 的 にBIF分 離 を 行 な い,3H-R1881・AR.複

合 体 の解 離 に 及 ぼすheparinの 影 響 を検 討 した.

2)AR複 合 体 の形 成 に及 ぼ すheprainの 影 響 の

検 討

DCC処 理cytosolに,(1)bufferの み,(2)最

終 濃 度o.4mg/mlheparin,(3)最 終 濃 度4mg/ml

heparinを 加 え た3Y'.分 け,そ れ ぞれ を10nM3H・

R1881お よび10uMTAと 反応 させ て経 時 的 にBIF

分 離 を 行 な い,3H-R1881・AR複 合 体 の形 成 に 及 ぼす

heparinの 影 響 を検 討 した.

3)HeparinのAR結 合 能 の 検討

DCC処 理cytosolを,(1)bufferの み 加xた

control,(2)最 終 濃度0,4mg/mlheparinを 加 えた

もの,(3)最 終 濃 度4mg/mlheparinを 加 え た も

の の3群 に 分 「け,0.2～10nM3H-R1881,1,000倍 量

TA,500倍 量 の非 標 識R1881を 加 え た場 合 と加 え な い

場 合 の2条 件 下 に0℃,24時 間 反応 させ た 後,DCC

法 でB/F分 離 を 行 な いScatchardplotでARの 結

合能 を解 析 した.

e.蛋 白量 の 測 定

BSAを 標 準 蛋 白 と してLowry法3)で 測 定 した.

結 果

1.MolybdateのARの 安 定 化 作用

a.Scatchardplotに よ る解析

TEMcytosolとTEMMocytosolのScatchard

plotに よ る解 析 で は,い ず れ も高 結合 親 和 性 と一定

結 合 部 位 数 の 結合 を示 してお り,そ の解 離 定 数 は それ

ぞれ1.6,0.9nMと 両 者 に大 きな 差 を認 め なか った.

一 方 で蛋 白量 あ た りの最 大 結 合 部 位 数 は それ ぞれ13.s,

21.6fmol/mgproteinと な り,TEMMocytQso1の

方 が 約60%大 きい 値 を示 した(Fig.1).

b.蕪 糖 密 度 勾 配遠 心 法 に よ る検 討

蕪 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 で の 検討 で は,TEMcytosol

に は 明 らか な 放 射 活性 の ピー クが 得 られ なか った が,

TEMMocytosolに は 沈 降係 数8～9Sの 位 置 に再 現

性 よ く ピー クが 得 られ た.0.5MKC正 加TEMMo

bufferで は この ピー クは 消 失 し,3Sの 位 置 に 小 さな

ピー クが 出現 した(Fig.2).

c.比 親 和 性

3H-RI881とTEMMocytoso1と の結 合 は,100

倍 量TAの 添 加 に よ り非 添 加 の40%,1,000倍 量TA
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阻害 は きわ め て 弱か った(Fig.3).

2,ARの 結 合 能 に対 す るNaSCNの 影 響

a.3H-R1881・AR複 合 体 の 解 離 に及 ぼすNaSCN

の影 響

3H-R1881。AR複 合 体 にbufferの み 加 えたcontro1

群 は12時 間 で72%,24時 間 で70%,48時 間 で68%の

結合が残った.R1881を 加えた群は12時 間で72%,

24時 間で82%の 解離が進んだ.NaSCNを 加 える

と,濃 度の増加に伴ない特異的結合は急激に消失した

(Fig.4).

非標識R1881を 加えずにNaSCNの みを加えて

3H-R1881・AR複 合体の推移をみると,NaSCNの 濃
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度 の増 加 と と もに'H-R1881・AR複 合 体 の解 離 が き

わ め て す み やか に 起 こ る こ とが 判 明 した.す なわ ち

0.3MNaSCN以 上 の 濃 度 で は,約3時 間 で3H-

R1881・AR複 合 体 の ほ とん どが 解 離 した(Fig.5),

そ こで0.3MNaSCNとcytosolと を3時 間 反 応

さ せ,gelchromatographyでNaSCNを 脱 塩 除 去

後 に,3H-R1881とARと の結 合 能 をScatchard

plotで 解 析 した 。controlに 比 較 す る と解 離 定数 は変

化 な いが,最 大結 合 部 位 数 は 約1/3に 減 少 した(Fig.

6).

b.aH-RI881・AR複 合体 の形 成 に 及 ぼ すNaSCN

の影 響

3H-R1881とAR複 合体 の形 成 は
,control群 で

は 時 間 と と もに増 加 して24時 間 で最 大 とな り,そ の後

は48時 間 まで 平 衡 状 態 で あ った.一 方,NaSCNを

加 え る と,最 初 の30分 はcontrolに 比 較 して複 合体

の 形成 が 促進 され る が,そ の 後 はNaSCNの 濃 度 の

増 加 と と もに3H-R.1881・AR複 合 体 の 形 成 は抑 制 さ

れ た(Fig.7).

3.AR結 合 能 に及 ぼ すheparinの 影 響

a.3H-R1881・AR複 合 体 の解 離 に及 ぼ すheparin

の影 響

3H-R1881・AR複 合 体 は4mglmlhepar三nの 存 在

に よ り,放 射 活 性 で見 る と3時 間 でcontrolの68%

まで 減 少 して お り,ARの 解 離 が促 進 され る結果 が 得

られ た(Fig.8).
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b.3H-R1881・AR複 合 体 の形 成 に 及 ぼ すheparin

の影 響

0.4mg/mlheparinの 存 在 は,9時 間 ま で はcon-

trolに 比 較 して3H-R1881・AR複 合 体 の 形成 を 促進

す る が,24時 間 まで 反 応 さ せ る とむ しろ3H-R1881・

AR複 合 体 の 形 成 はcontrolよ り低 くな った ・4mg/

mlheparinの 存 在 は,9時 間 まで はcontrolと ほ ぼ

同様 に複 合 体 形 成 が起 き るが,そ れ 以 後 は3H-R1881・

AR複 合体 の 形成 は 次 第 に 抑制 され た(Fig.9).

Heparin存 在 下 の 飽 和分 析 法 で は,heparin濃 度

の 増 加 と と もに最 大 結 合 部 位 数 は低 くな る こ とが 判 明

した.す な わ ち4mg/mlheparin存 在 に よ り,con-

trolと 比 較 して 最 大 結 合 部位 数 は非 存 在 下 の44%と

な った(Fig.10),

考 察

ス テ ロイ ド ・レセ プ タ ーは 核 内 移 行 の ためY`acti-

vation(活 性 化)と 呼ば れ る性 状 の 変 化 を起 こす こ と

が 知 られ て い る4).こ の活 性 化 はinUilYOに お い ては

高 温,高 イ オ ン濃 度,透 析 な どが 必要 で,molybdatc
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は逆 に活 性 化 の 阻 害 剤 とされ て い る5・6).ま たmolyb-

dateは ス テ ロイ ド ・レセ プ タ ー の 結 合 能 の安 定 化 作

用 を有 す る こ と も報 告 さ れ て い る5・7-13).こ れ ら の

molybdateの 作 用 機 序 と して,(i)レ セ プ タ ー の脱

リ ン酸化dephospholyrationが 失 活 に 重 要 な役 割 を

果 して い る こ とか ら,リ ン酸 酵 素阻 害 剤 と して作 用 す

る,(2)レ セ プ タ ー 自身 に 直接 作 用 す る,(3)レ セ プ

タ ー とそ の低 分 子 阻 害 剤 との作 用 に影 響 を 与 え る な ど

が 推 察 され て い る5,7).

ラ ッ ト前 立腺 のARに お い て レセ プ タ ー測 定 系 に

molybdateを 加 え る と,ARの 解 離 定 数,沈 降 係数,

ス テ ロイ ド特 異 性 な どに変 化 は起 さな い が,結 合 部 位

数 の10～80%の 増 加 が 認 め られ,さ らに15,25℃ の

高 温 度 下 でARの 安定 性 を増 加 さす こ とが報 告 され

て い る7).今 回 の検 討 に お い てTEMMocytQso1で

はTEMcytoso1に 比較 して解 離 定 数 は や や小 さ くか

った が,最 大 結 合 部 位 数 は約60%増 加 した 、 さ らに

TEMMocytosolに お け る 比 親 和 性 の 検討 で は従 来

の 報 告7・12)と同様 にARの 結 合 特 異 性 を示 し,先 の ラ

ッ ト前 立腺 で の成 績 を 支 持す る も ので あ った.前 立腺

組織 のhomogenizeの 段 階 か らmolybdateを 添 加

す る こ とに よ り,さ らにcytosolARの 結 合 部 位数 が

増 加す る と報 告 され て い る7).こ れ はhomogenize中

のARの 失 活 がmolybdateに よ り抑 制 され る こ と

と と もに,最 近 で はnuclearARがmolybdateに

よ りcytoso[分 画 に 抽 出 され る 可 能性 も示 唆 され て

い る8,14).し か し 今 回 の 検 討 はcytosolを 作 製 後 に

molybdateを 加 え て対 照 と比 較 して い る の で,以 上

の成 績 はmolybdateのAR安 定 化 を証 明す る もの

で あ る.

蕪 糖 密度 勾 配遠 心 法 に よるARの 解 析 は,ARが

不安 定 で あ るか ら分 離 に 長 時 間 を要 す る 水 平sw三ng

rotorで は 困 難 とす る報 告 が み られ る9).TEMcytosol

で は 有意 の3H-R1881の ピ ー クが 得 られ ず,TEMMo

cytosolで 再 現 性 が あ る ピー クが 得 ら れ る こ とも,

molybdateのAR安 定 化作 用 の結 果 と考 え られ た.

ARの 沈 降 係数 は低 イ オ ン条 件 で は8～9Sに,高 イ

オ ン条 件 で は3～4Sに な る こ とが知 られ て い る15).

molybdateは 高 イ オ ン条 件 下 で も8～9Sを 維 持す る

こ とに よ り安 定 化 され る との 報告13)も あ るが,一 方 で

は3～4Sへ 移 行 す る との報 告 もみ られ る6).今 回の

成 績 は10mMmolybdateの 存 在 下 に,ARの 沈 降

係数 は3Sへ 移 行 す る とい う成 績 で あ った.

Molybdate非 添 加cytosoiで はRl881とARの

結合 は6時 間 以 降 は 減 少す るが,こ れ に 対 して10mM

molybdate添 加 で は20時 間 ま で結 合 数 の増 加 がみ ら

れ る とい う報 告12)が あ る.著 者 の成 績 も飽 和 量 の3H-

R1881とcytosolと を 反 応 さ せ て3H-R1881・AR複

合 体 形成 の状 態 を経 時 的 に 観 察す る と,24時 間 で 複合

体 形成 は 平衡 とな り,そ の後 は さ らに24時 間 まで 安定

で あ った.つ ま りmolybdateの 存 在 に よ り,0。Cで

は3H-RI881・AR複 合 体 は きわ め て安 定状 態 で 先 の

報 告 を 支 持す る結 果 で あ った.

以 上 の成 績 はmolybdateを 加 え たTEMMobuffer

は ヒ ト前 立 腺cytosolmの 定 性,定 量 に有 用 であ る

か ら,AR.の 精 製 に応 用 す る こ とが 考 え られ た.

Chaotropic塩 は 蛋 白構 造 に 大 きな変 化 を 起 こさせ

な い 濃度 で,蛋 白の 解 離 を きたす こ とが 知 られ て い

る16).エ ス トRゲ ン ・レセ プ タ ー(ER)に 対 し て

chaotropic塩 の 一 つ で あ るNaSCNは4℃ で3H一
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estradiol・ER複 合 体 の解 離 お よび 形 成 の両 者 を 促 進

させ,ERの 失 活 はfreeのERに 対 して 緩 徐 に 起

こす だ け と報 告 され た16)こ の 性 質 は 低 温度 下 のER

のexchangeassay""19>や,cstradiolをligandと

す るaffinitychromatographyに 結 合 したERの 解

離 の促 進 の 目的 な ど に利 用 され た20)今 回 の著 者 の成

績で は0.5MNaSCNに よ り3H-R1881・AR複 合 体

の解離 が 促進 され る こ とは 同様 で あ るが,同 時 に そ の

安定性 も急 速 に 失わ れ た.3H・Rl881・AR複 合 体 の形

成 も最 初 の30分 まで は促 進 され るが,そ の 後 は逆 に抑

制 され た.こ れ らの成 績 はNaSCNがARの 結 合 能

に強 く影 響 す る もの で,こ の結 合 能 の抑 制 はNaSCN

を除 去 す る こ とに よ り部分 的 に 回復 す る もの と思 わ

れ た。Shionogicarcinoma115のARに 対す る

NaSCNの 影 響 をmolybdate非 存 在 下V`検 討 した 成

績で は,0.5MNaSCNに よ りARの 解 離 の 促 進 と

ともに急 激 にARの 結 合 能 も消 失 す る こ と,脱 塩 に

よ り部 分 的 に結 合 能 が 回復 す る こ とが報 告21)さ れ,著

者の 成 績 と同様 の傾 向 で あ った.そ の 報 告 で はER

に及 ぼすKSCNの 影 響 も検 討 され,estradiol・ER

複合 体 に 対 して は0.5Mま で 結 合 能 の 抑 制 を 認 め

て いな い.こ れ ら の 成 績 よ り,ARとERと で は

NaSCNの 作 用 の 強 さが異 な る も の と思 わ れ た.今 回

の成 績 で は,10mMmolybdateを 加xて もNaSCN

の作 用 を抑 制 で きな い 結 果 で あ った.chaotropic塩

の中で もそ の種 類 に よ り作 用 強度 が異 な る こ とが 知 ら

れ2L・22),AR精 製 に 応 用す るに は 条 件 を 細 か く検討

す る 必 要 が 感 じ られ た.ま た 上記 の 成 績 はい ず れ も

DCC法 で検 討 され て い る が,DCC法 はERに お

いて高 イオ ン濃 度 で は結 合 能 に影 響す る こ とが 報 告23)

され てお り,イ オ ン濃 度 に 影 響 され な い レセ プ タ ー測

定 法 で あ るhydroxylapatite法 で の 成 績 と比 較 検 討

が必要 と考 え られ た.

Heparinは ス テ ロイ ド ・ レセ プ ター と 特 異 的 に結

合す る こ とが 知 られ,AgaroseやSepharoseに 結

合 させ る こ とに よ りERの 精製 に応 用 され20・24陶29>,

ARの 精製 に も利 用 され て い る30^32)ま たheparin

はERの 凝 集阻 止 効 果 を 有 す る こ と よ り,レ セ プ タ

ーの定性 時 に 少 量 添 加 され て い る26)

Heparinは0.01～lmg/mlの 濃 度 で,ERとes-

tradiolの 結 合 に 影 響 を 与 え な い こ とが報 告 され た28).

しか し1～10mg/m1の 濃 度 のheparinで は,ERの

結合 能 が減 少 す る とい う27).プ ロゲス テ ロ ン ・レセ プ

ター(PgR)に お い て も,heparinの 濃 度 の 上昇 と と

もに結 合 が 抑 制 され る こ とが 報告 され た33)・ARの 結

合能 に 対 す るheparinの 影 響 に 関 して はあ ま り報告
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されていないので,著 者はこの影響の詳細を検討する

ことにした.4mg/mlheparinで は ヒト前立腺AR

の結合能を明らかに抑制する結果が得 られ,heparin

はERやPgRに 対すると同様にARに 対 しても

高濃度では結合能に 影響すること判が明した.PgR

における結合抑制は沈降係数が早い7SのPgRに

対 しておこり,4SのPgRに はおこらない.こ の現

象は0.4MKCIの 添加により可逆的であることか ら

イオンに関係したPgRの 形態変化によると想定さ

れ,20mMmolybdateを 加えることにより阻止され

ると報告33)された.著 者の検討は10mMmolybdate

の存在i下に行なっているが,4mg!mlheparinの 作

用を完全に阻止できない結果であった.こ れは レセプ

ターの種類の違いとともper..,実験 条件の相違も関与し

ているものと考えられた.す なわち著者の実験 では

molybdateの 濃度が1!2でheparinの 力価が約2倍

を使用 しているので,molybdateの 作用が相対的に

弱かったためと考えられた.

以上のごとくmolybdate,NaSCNお よびhcparin

はARに 対 して種々の影響を与えることが判明した,

このことは今回の 目的としたARの 精製方法の改善

に有益であるとともにARの 測定条件,細 胞内動態

の検討などに有用と考}xら れた,

結 語

ヒ ト前 立 腺cytosolの ア ン ドロゲ ン ・レセ プ タ ー

(AR)の 結 合 能 に 及 ぼすmolybdate,NaSCN,hepa-

rinな どの影 響 を検 討 し,以 下 の 結果 を得 た。

1.ARに 及 ぼすmolybdateの 影 響

最 終 濃 度10mMのmolybdateをcytosolに 加 え

る と,3H-RI881とARの 蛋 白量 あ た りの最 大 結 合

部位 数 はcontrolに 比較 して約60%増 加 し,解 離 定

数 はや や高 くな った.蕪 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 に よる検 討

でmolybdateの 添 加 に よ りcytosolで は8～9Sの

部位 に再 現 性 の ピー クが 得 られ た が,molybdate非

添 加cytosolで は 有 意 の ピ ー クが得 られ な か った.こ

れ らの 結果 はmolybdateのAR安 定 化 作 用 を 証 明

す る もの で あ る.さ らに 比 親 和 性relativebinding

affinityに よる検 討 で は,molybdatcは ス テ ロイ ド

特 異 性 に は 影 響 しな い こ とが 判 明 した.

2.ARに 及 ぼ すNaSCNの 影 響

0.1～0.5MNaSCNをcytosolに 添 加 す る と'H-

R1881・AR複 合 体 の 解 離 お よび 形 成 は と もに 促進 傾

向 が認 め られ た.し か し0.3M以 上 のNaSCNに よ

りARの 結 合 能 は 急 速 に 失 わ れ,ゲ ル ろ 過 でNaSCN

を除 去 す る とARの 結 合 能 は 部分 的 に 回復 した.
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3.ARに 及 ぼ すheparinの 影 響

4mg/mlheparinは3H-R1881・AR.複 合 体 の 解 離

を 促 進 さ せ,ま た4mg/mlheparinの 添 加 でARの

最 大 結 合 部 位 数 は56%減 少 した.

以 上 の 成 績 の ご と くmolybdate,NaSCN,heparin

な ど が ヒ ト前 立 腺cytosolARに 対 し て 種 々 の 影 響

を 与 え る こ とが 判 明 し た.

本 論 文 の 要 旨 は,第56回 日本 内 分 泌 学 会総 会(大 阪)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 た薗 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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