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１．研究実施の概要 
目的： 

 核内レセプターを有する脂溶性ステロイドホルモンは、各組織において特徴ある生理活

性を示す。このような組織特異的な生理作用は核内レセプターの生体内局在のみでは説明

できず、むしろレセプターの細胞種特異的な機能によると考えられるようになっている。

このような組織特異性は、核内レセプターと相互作用する核内共役因子群が担うものと、

近年考えられるようになってきている。そこで、本課題では核内レセプターや転写共役因

子群の転写機能を解析するとともに（加藤、萩原、垣塚グループ）、核抽出液からの生化学

的精製により新規転写共役因子の同定をその複合体から行い、その性状解析を行った（加

藤グループ）。さらに、これらの共役転写因子及び核内レセプター遺伝子群の改変、及び組

織特異的欠損動物の作出を行った（加藤、垣塚グループ）。一方、折茂、井上グループは核

内レセプターシグナル系全貌解明を目的に、レセプター標的遺伝子の同定及び性状を解析

した。 

 

加藤グループ 

研究題目：核内レセプター及びその共役因子の性状の解析 

研究実施の概要： 

I) 核内レセプター転写調節領域の同定と転写共役因子群の機能解析 

１）女性ホルモンレセプター（ERα）の転写促進最小領域と共役因子との相互作用機能の

解明 

ERαを始めとしたステロイドホルモンレセプターは、レセプタータンパク N 末端及び C

末端の２カ所に転写促進領域（AF-1、AF-2）が存在することが知られている。研究代表者

らは、1995 年に成長因子によって活性化される MAP キナーゼが、ERαAF-1 をリン酸化す

ることで、その機能を亢進することを見出し（S. Kato et al., Science, 270, 1491-1494, 1995）、

膜レセプターからの細胞間情報伝達と核内レセプターを介する情報伝達がクロストークす

ることを見出した。そこで MAP キナーゼによるリン酸化と転写亢進の分子基盤を更に詳

細に解析し、ERαAF-1 の必須最小配列を同定し、この配列には AF-2 に作用する既知転写

共役因子 p300/CBP が作用することも見出した。しかしながら、いずれも AF-1 の特徴的な

機能の説明に至らず、新規の転写共役因子の同定を試みた。その結果、MAP キナーゼによ

りリン酸化依存的に相互作用し AF-1 機能を亢進する特異的転写共役因子 p68、p72 の同定

に成功した。 

２）新規核内レセプター転写共役因子複合体の同定 

上記のアプローチからは単独因子として同定できるが、これら因子が如何なる機能複合

体に含まれるかが不明であった。一方近年転写制御は、巨大複合体形成が必須であること

が相次いで報告されている。そのため、ERαAF-2 を材料に、相互作用する核内転写共役因

子複合体を精製同定した。さらに、既知転写共役因子複合体とともに TRRAP/GCN5 を含
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む新規核内複合体を精製同定した。また、VDR と直接相互作用する新たな染色体構造調節

因子複合体同定にも成功した。これら複合体は転写制御のみならず、細胞増殖制御にも深

く関与する可能性が考えられた。 

３）核内レセプターシグナルとのクロストークの分子機構 

１）の成果から、核内レセプターシグナルは、他の細胞内情報伝達とのクロストークによ

る制御の可能性が示された。そこで他のシグナルとのクロストークを検討した結果、ビタ

ミン D レセプター（VDR）、TGF-βシグナル伝達と Smad3 を介し正に、PPARγは NFκB シ

グナルと負に、ERαはダイオキシンレセプターシグナルと正負に制御されることを見出し

た。 

 

Ⅱ) 核内レセプター及び共役因子の生体内機能 

１) 核内レセプターの生体内機能 

VDR のノックアウトマウスの作出により、カルシウム代謝制御に加え骨形成や毛根細胞

分化に VDR が必須であることを突き止めた。現在カルシウム代謝と細胞分化能との VDR

機能の差異を観察する目的で、Cre-loxP システムを用いた時期組織特異的 VDR KO マウス

作出を試みており、floxed VDR マウスの作出に成功している。また、この Cre-loxP システ

ムを応用することで、AR KO マウスラインを初めて確立した。雄 AR KO マウス（AR -/Y）

の表現型は、雄性外性生殖器を欠くことのみならず、多くの変異が観察されたが、中でも

雄特有の攻撃・性行動が欠落していることを見出した。そこで、現在各標的組織特異的遺

伝子破壊動物の作成を行っているところである。 

２) ショウジョバエを用いたレセプターの分子遺伝学的解析 

レセプターの生体内機能の解析および共役因子の分子遺伝学的な検索を目的に、ヒト

AR を恒常的に発現するハエラインを確立した。このラインを解析することで、AR の polyQ

リピート異常延長変異による神経疾患である Kennedy 病の発症は、ホルモン依存的である

ことを証明した。 

 

萩原グループ 

研究題目：核内レセプター共役因子 CBP の生理機能の解明 

研究実施の概要： 

 転写共役因子 CBP は核内レセプターや CREB など多くの転写調節因子と会合し、その

HAT（histone acetyltransferase）活性によりクロマチン構造を変化させ転写活性化に導くと

考えられている。我々はこの、CBP/CREB 複合体形成過程を in vitro 及び in vivo で可視化

し、CBP/CREB の活性化がどのように進行するのかを明らかにしようと試みた。CREB の

リン酸化による構造変化は、１）リン酸化 CREB 特異抗体よる免疫染色、２）低角度回転

蒸着法（ローアングルロータリーシャドー法）による CREB/DNA 及び CREB/CBP 複合体

の電顕観察、３）GFP 融合蛋白 ART による FRET を利用した細胞内 CREB リン酸化反応
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のリアルタイムモニター、４）CRE-GFP 線虫による in situ レポーターアッセイの４種類の

アプローチを試みた。それぞれの方法は一長一短があるが、これらの方法を組み合わせる

ことにより、CBP/CREB 活性化過程を可視化し、その動的メカニズムの一端を解明するこ

とができた。このように本研究においてリン酸化による蛋白構造変化を捕捉する方法が確

立したので、今後はヒストンアセチル化によるクロマチン構造変化や転写後の mRNA のプ

ロセシング過程などを可視化する方法を考案して行く予定である。 

 

垣塚グループ 

研究題目：核内レセプターの生体内高次機能の解析 

研究実施の概要： 

 核内受容体は、ステロイドなどの脂溶性リガンドが結合後、coactivator と呼ばれる転写

の補助因子が結合し、巨大な転写複合体形成を経て、転写を活性化させると考えられてき

た。その中で、ペルオキシソーム増殖剤応答性受容体ガンマ（PPARγ）と結合する coactivator

としてクローニングされた PGC(PPAR gamma coactivator)-1 は、寒冷や空腹で発現誘導され

る点で他の coactivator と異なる特徴をもつ。さらに、単独発現で、複数の受容体を活性化

する能力があることが判明した。この性質は、coactivator というより、「蛋白性リガンド」

と考える方が理にかなっている。さらに我々は、PGC-1 類似タンパク質（ERRL1 と命名）

が存在すること、さらにこの分子は蛋白性リガンドとして ERR を活性化する性質をもって

いることを見いだした。そこで、生体で蛋白性のリガンドを過剰発現させるトランスジェ

ニックマウスを作成し、表現型を解析した。ERRL1 マウスは、運動選手の様な表現型、す

なわち、過食にも関わらず痩せを示し、また、高脂肪食による肥満や遺伝性肥満に抵抗性

を示した。 

 

折茂グループ 

研究題目：エストロゲン応答遺伝子群のクローニング及び機能解析 

研究実施の概要： 

 エストロゲンは、生体内で、広範な標的臓器において細胞分化、増殖、機能の調節に多

彩な働きを与え、骨粗鬆症や乳癌をはじめとする各種疾患の原因や治療と密接に結びつい

ている。エストロゲンの主な作用は、エストロゲンレセプター（ER）を介する標的遺伝子

の直接の活性化と考えられるが、実際に転写レベルで応答する遺伝子は比較的少数しか知

られていない。本研究において、新しい標的遺伝子を探索する目的で、ヒトゲノム上に存

在する ER が結合するＤＮＡ断片を単離した。その近傍に、複数の新規エストロゲン応答

遺伝子を同定し、この方法をゲノム結合部位（GBS）クローニング法と名付けた。子宮や

乳腺、卵巣などに強く発現し、細胞増殖との関連が示唆される Efp、乳癌や卵巣癌細胞な

どで発現している EBAG9、脳においてエストロゲンの標的となっている NMDA レセプタ

ー2D、細胞呼吸への関与が想定される COX7RP が得られ、その解析を行った。特に Efp
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のノックアウトマウスは子宮におけるエストロゲン依存性増殖が損なわれていた。このよ

うに、エストロゲン下流応答遺伝子を複数同定し、その機能解析からエストロゲン作用の

多様性を明らかにした。 

 

井上グループ 

研究題目：エストロゲンレセプターとその応答遺伝子の機能解析 

研究実施の概要： 

 本研究においてエストロゲンの生体内における作用機構の解明を目指し、エストロゲン

レセプターとその応答遺伝子を同定、機能解析を行なった。まず、２つのエストロゲンレ

セプターαとβの両者を抑制することによって得られたエストロゲン低応答性トランスジ

ェニックラットの解析は、これらレセプターの骨代謝における重要性を明らかにした。さ

らにエストロゲン応答遺伝子EFPのノックアウトマウスは子宮においてエストロゲン低応

答性を示した。さらに、ヒト乳癌細胞の解析とあわせ EFP の機能は細胞周期進行のブレー

キ役である 14-3-3σに対するユビキチンリガーゼであることを解明し、エストロゲン依存

性増殖機構の新たな分子機能を明らかにするとともに乳癌治療の新規分子標的を示し、創

薬への応用が期待された。 

 

２．研究構想 
研究開始時での目的・立案 

核内レセプターはリガンド誘導性転写制御因子であり、そのリガンドの作用機構は転写

制御にあるので、当初の目的はレセプターの転写制御機能の解析を中心に計画を立てた。

また当時、ちょうど存在が確認され始めた転写共役因子についても、その因子の同定を試

みることとした。具体的には、以下三つの柱に基づき、研究構想を立てた。 

１）核内レセプターの転写制御機能領域の同定及びその調節機構 

核内レセプターにはレセプタータンパク N 末端、C 末端の二箇所存在するので、各々の

転写制御領域のコア配列の同定及び機能的相互作用を解析する（加藤グループ）。 

２）核内レセプター転写共役因子の検索と同定 

核内レセプターの転写制御に必須な共役因子の検索と同定を行う（加藤グループ）。同時

に、既知共役因子のレセプターに対する作用を検討する（萩原グループ、垣塚グループ）。 

３）核内レセプターの生体内高次機能の解析 

核内レセプターの生体内での機能をノックアウトマウス或いはトランスジェニックにて

解析する（加藤グループ、垣塚グループ）。また、レセプターの標的遺伝子の同定及びその

機能解析（折茂グループ、井上グループ）。 

 

研究開始後の目標再設定 

核内レセプター研究領域及びその周辺研究領域の進歩により当初の目標、研究構想から
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大きく方向が発展した。具体的には、 

１）核内レセプター転写共役因子複合体の同定及び機能解析 

転写共役因子は当初、単独で存在すると考えられていたが、近年の研究の進歩により複

合体を形成し作用することが徐々に明らかになっている。そこで、核内レセプターに相互

作用する核内巨大複合体の同定を生化学的に行う。順次その機能解析を行うとともに、重

要構成因子についてはノックアウトマウス等を用い、生体内高次機能を解析する。 

２）核内レセプターの組織特異的機能の解析 

核内レセプターのノックアウトマウスでは、全身作用による変異か特定臓器での機能欠

損かを区別することは不可能である。そこで、Cre-lox 法を用いた時期組織特異的遺伝子破

壊法により、核内レセプター群及びその転写共役因子群の機能を解析する。 
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３．研究実施体制 
(1) 体制 

                     加藤グループ 

                     東京大学分子細胞生物学研究所 

                     核内レセプター及びその共役因子の性状の 

                     解析を担当 

 

                     萩原グループ 

                     東京医科歯科大学難治疾患研究所 

                     核内レセプター共役因子 CBP の生理機能 

                     の解明を担当 

 

 

 東京大学分子細胞生物学研究所       垣塚グループ 

 加藤茂明（研究代表者）           大阪バイオサイエンス研究所第４研究部 

     研究総括            核内レセプターの生体内高次機能の解析を 

                     担当 

   

                     折茂グループ 

                     埼玉医科大学医学部第二生化学教室 

                     エストロゲン応答遺伝子群のクローニング 

                     及び機能解析を担当 

 

                     井上グループ 

                     東京大学医学部付属病院老年病科 

                     エストロゲンレセプターとその応答遺伝子 

                     の機能解析を担当 

 

 

 

 

４．研究期間中の主な活動 
 (1) ワークショップ・シンポジウム等 

  なし 
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５．主な研究成果 
(1) 論文発表（海外 130 件） 

９年度 

加藤グループ 

1. Kitanaka, S., Takeyama, K., Murayama, A., Sato, T., Okumura, K., Nogami, M., Hasegawa, Y., 
Niimi, H., Yanagisawa, J., Tanaka, T., Kato, S.: Inactivating mutations in the 
25-hydroxyvitamin D3 1α-hydroxylase gene in patients with pseudovitamin D-deficient rickets. 
N. Engl. J. Med., 338, 653-661, 1998. 

2 Watanabe, M., Yanagi, Y., Masuhiro, Y., Yano, T., Yoshikawa, H., Yanagisawa, J., Kato, S.: A 
putative tumor suppressor, TSG101, acts as a transcriptional suppressor through its coiled-coil 
domain. Biochem. Biophys. Res. Commun., 245, 900-905, 1998. 

3 Kato, S., Kitamoto, T., Masuhiro, Y., Yanagisawa, J.: Molecular mechanism of a cross-talk 
between estrogen and growth-factor signaling pathways. Oncology, 55 (suppl 1), 5-10, 1998. 

4. Maruyama, K., Endoh, H., Sasaki-Iwaoka, H., Kanou, H., Shimaya, E., Hashimoto, S., Kato, S., 
Kawashima, H.: A novel isoform of rat estrogen receptor beta with 18 amino acid insertion in 
the ligand binding domain as a putative dominant negative regulator of estrogen action. 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 246, 142-147, 1998. 

 
萩原グループ 

1. Muro, Y., Ogawa, Y., Kato, Y., Hagiwara, M.: Autoantibody to thioredoxin reductase  in an 
ovarian cancer patient. Biochem. Biophys. Res. Commun., 242, 267-271, 1998. 

 
垣塚グループ 

1. Kakizuka, A.: Unravelling of physiological functions of retinoic acid using a dominant-neg 
ative retinoic acid receptor. Leukemia, 11 supplement, 3, 378-379, 1997. 

2. Saitou, M., Tanaka, T., Kakizuka, A.: Use of transgenic mice to eliminate retinoic acid receptor 
function in speci fic tissues. In Methods in Enzymology, 282, 85-97, 1997. 

 
折茂グループ 

1. Ogawa, S., Inoue, S., Watanabe, T., Hiroi, H., Orimo, A., Hosoi, T., Ouchi, Y., Muramatsu, M.: 
The complete primary structure of human estrogen receptor β (ERβ) and its hererldimerization 
with ERα in vivo and in vitro. Biochem. Biophys. Res. Commun., 243, 122-126, 1998. 

 
10 年度 

加藤グループ 

1. Yanagisawa, J., Yanagi, Y., Masuhiro, Y., Suzawa, M., Toriyabe, T., Kashiwagi, K., Watanabe, 
M., Kawabata, M., Miyazono, K., Kato, S.: Convergence of TGFβ and vitamin D signaling 
pathways on SMAD proteins acting as common transcriptional co-activators. Science, 283, 
1317-1321, 1999. 

2. Yanagi, Y., Suzawa, M., Kawabata, M., Miyazono, K., Yanagisawa, J., Kato, S.: Positive and 
negative modulation of vitamin D receptor function by transforming growth factor-β signaling 
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through Smad proteins. J. Biol. Chem., 274, 12971-12974, 1999. 
3. Murayama, A., Takeyama, K., Kitanaka, S., Kodera, Y., Kawacushi, Y., Hosoya, T., Kato, S.: 

Positive and negative regulations of the renal 25-hydroxyvitamin D3 1α-hydroxylase gene by 
parathyroid hormone, calcitonin, and 1α, 25(OH)2D3 in intact animals. Endocrinology, 140, 
2224-2231, 1999. 

4. Kitanaka, S., Murayama, A., Sakaki, T., Inoue, K., Seino, Y., Fukumoto, S., Shima, M., 
Yukizane, S., Takayanagi, M., Niimi, H., Takeyama, K., Kato, S.: No enzyme activity of 
25-hydroxyvitamin D3 1α-hydroxylase gene product in pseudovitamin D-deficiency rickets 
including that with mild clinical manifestation. J. Clin. Endocrinol. Metab., 84, 4111-4117, 
1999. 

5. Kato, S., Takeyama, K., Kitanaka, S., Maruyama, A., Sekine, K., Yoshizawa, T.: In vivo 
function of VDR in gene expression-VDR knock-out mice. J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 69, 
247-251, 1999. 

6. Sasaki-Iwaoka, H., Maruyama, K., Endoh, H., Komori, T., Kato, S., Kawashima, H.: A 
trans-acting enhancer modulates estrogen-mediated transcription of reporter genes in 
osteoblasts. J. Bone Miner. Res., 14, 248-255, 1999. 

7. Suzawa, M., Takeuchi, Y., Fukumoto, S., Kato, S., Ueno, Naoto, Miyazono, K., Matsumoto, T., 
Fujita, T.: Extracellular matrix-associated bone morphogenetic proteins are essential for 
differentiation of murine osteoblastic cells in vitro. Endocrinology, 140, 2125-2133, 1999. 

8. Takeda, S., Yoshizawa, T., Nagai, Y., Yamato, H., Fukumoto, S., Sekine, K., Kato, S., 
Matsumoto, T., Fujita, T.: Stimulation of osteoclast formation by 1,25-dihydroxyvitamin D 
requires its binding to vitamin D receptor (VDR) in osteoblastic cells:Studies using VDR 
knockout mice. Endocrinology, 140, 1005-1008, 1999. 

9. Sakaki, T., Sawada, N., Takeyama, K., Kato, S., Inouye, K.: Enzymatic properties of mouse 
25-hydroxyvitamin D3 1α-hydroxylase expressed in Escherichia coli. Eur. J. Biochem., 259, 
731-738, 1999. 

10. Okuno, M., Sato, T., Kitamoto, T., Imai, S., Kawada, N., Suzuki, Y., Yoshimura, H., Moriwaki, 
H., Onuki, K., Masushige, S., Muto, Y., Friedman, S. L., Kato, S., Kojima, S.: Increased 
9,13-di-cis-retinoic acid in rat hepatic fibrosis: implication for a potential link between retinoid 
loss and TGF-β mediated fibrogenesis in vivo. J. Hepatol., 30, 1073-1080, 1999. 

11. Kato, S., Sekine, K.: FGF-FGFR signaling in vertebrate orgaogenesis. Cell. Mol. Biol., 45, 
631-638, 1999. 
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