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研究成果の概要（和文）： STB は、アンドロゲン受容体やグルココルチコイド受容体とリガン

ド結合ドメインを介して細胞質内で相互作用することが明らかになった。さらに、STB と結合

した受容体のリガンド依存的な核内移行はプロテアソーム阻害剤により抑制されることが示さ

れた。これらの結果は、STB がアンドロゲン受容体 やグルココルチコイド受容体の細胞質内で

の修飾や核内移行制御に関与していることを示唆し、また、この制御にはユビキチン／プロテ

アソームシステムが深く関わっていることを示すものである。 

 

研究成果の概要（英文）： STB interacted with androgen receptor (AR) and glucocorticoid 
receptor (GR) through their ligand-binding domain in the cytoplasm. The ligand-dependent 
nuclear translocation of the receptors on STB was attenuated by the treatment of a 
proteasome inhibitor. The results suggested that STB is involved in the regulation of 
the cytoplasmic modification and nuclear translocation of AR and GR in a 
ubiquitin-proteasome system. 
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１．研究開始当初の背景 

Stigmoid body(STB)は、元々、ラット脳にお

いて神経細胞質に見出された電子顕微鏡で

定義される直径 1〜４µmの機能未知封入体で

ある。その後、神経細胞以外の種々の末梢臓

器の細胞にも高頻度に存在することが明ら

かになってきている。また、STB のコア分子

は ハ ン チ ン ト ン 病 関 連 蛋 白 質 で あ る

huntingtin-associated protein 1 (HAP1)で

あり、HAP1 の細胞内導入で形成される構造が

STB であることが証明されている。HAP1/STB

の生理機能については未知の部分が多いが、

少なくとも HAP1/STB がハンチントン病や球

脊髄性筋萎縮症の病態保護因子であること

が示されてきている。申請者は、１）HAP1/STB

の脳内発現分布がステロイドホルモン受容
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体の分布と類似していること、２）HAP1/STB

がアンドロゲン受容体と培養細胞下で結合

することから、HAP1/STB が種々のステロイド

ホルモン受容体の細胞質内制御に関連する

構造である可能性を指摘してきた。本研究は、

これをさらに詳細に解析し、発展させるもの

である。海外の２つのグループが、HAP1 分子

が蛋白質の細胞内輸送やカルシウム調節に

関係している可能性を示唆しているが、HAP1

が STB に局在している形態学的事実とは結び

つけられていない。現在までに、国内外の研

究で STBが偶然記載されることはあるものの

STB に注目している研究はほとんどない。 

 

２．研究の目的 
本研究の目的は、HAP1/STB と種々のステロイ
ドホルモン受容体との結合性のスクリーニ
ングを行い、HAP1/STB の受容体核内移行制御
に対する役割を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 

（１）発現プラスミドの作製：HAP1 とアンド

ロゲン受容体の発現プラスミドは、報告済み

なので、他のステロイドホルモン受容体遺伝

子をラット由来 total RNA より RT-PCR によ

りクローニングした。（エストロゲン・グル

ココルチコイド・ミネラルコルチコイド受容

体）。 

（２）HAP1 とステロイドホルモン受容体の結

合性：HAP1 を導入して STB 形成を誘導した

COS-7 細胞にステロイドホルモン受容体遺伝

子またはその deletion mutants を共発現さ

せ、蛍光免疫二重染色、免疫沈降、in vitro 

binding assayにより結合性の解析を行った。

細胞培養は、チャコール/デキストラン処理

した血清を含むメディームを用い、ステロイ

ドを低減させた状態にした。 

（３）タイムラプス解析：細胞を 35 mm 底面

ガラスディッシュに培養後、蛍光タンパク質

を融合させた HAP1 とステロイドホルモン受

容体を共発現させ、長期培養システム（セル

セイバー：ニコン）にセットし、冷却 CCD カ

メラ搭載の蛍光顕微鏡下でタイムラプス画

像取得を行った。画像は MetaMorph ソフトウ

エアで動画変換し解析した。必要に応じて、

ステロイドリガンドやプロテアソーム阻害

剤（MG132）を添加した。 

 
４．研究成果 
（１）クローニングしたステロイド受容体を
COS-7 細胞に導入後、これらの発現をウエス
タンブロッティングと免疫染色により確認
した（図１A, B）。ステロイドがない条件で
はアンドロゲン受容体(AR), グルココルチ

コイド受容体(GR), ミネラルコルチコイド
受容体(MR)は基本的に細胞質に散在的に発
現し、エストロゲン受容体α、β(ERs)は核
内に局在した。AR においては、約３０％の細
胞において凝集体を形成している様子も観
察された（矢印）。 

 
   図１ ステロイド受容体の発現確認 
 
 
（２）HAP1 とそれぞれのステロイド受容体を
COS-7 細胞に共発現させ免疫二重染色を行っ
た（図２）。その結果、HAP1/STB は GR 及び
AR と共局在することが明らかになった。 

図２ HAP1 とステロイド受容体の共発現解
析 （矢印は GR または AR と共局在している
HAP1/STB） 
 

 

 



 

 

（３）HAP1 との共局在に重要なステロイド受
容体のドメインを明らかにするために、種々
の GR-deletion mutans を作製した（図３A, B）。
共発現解析の前に、それらの発現形態を調べ
たところ GRN543 は核に局在し、その他の
mutants は細胞質（GRN325）または細胞質と
核（GRN429, GRLBD）に発現した(図３C)。 
 

図３ GR-deletion mutants の作製とその発
現解析 
 
（４）作製した GR-mutants と HAP1 を共発現
させたところ、リガンド結合ドメイン（LBD）
を欠失したものでは、HAP1/STB との共局在が
観察されなくなった。一方で、LBD のみで
HAP1/STB と共局在したことから、LBD が重要
であることが示された（図４A）。さらに、免
疫沈降と in vitro binding assay によって、
HAP1は GRLBDのみならずARLBDとも結合する
ことが証明された。HAP1 分子内では、1-473
のアミノ酸領域が直接結合することが示さ
れた(図３B,C)。 
 

図４ HAP1 と GR-mutants の共発現解析(A) 
（矢印は GR または GRLBD と共局在している
HAP1/STB）及び免疫沈降(B)と in vitro 
bindin assay(C) 
 
（５）免疫染色と動画解析を行ったところ、
HAP1/STBに局在しているGRや ARも細胞質に
散在的に分布する GRや ARと同様にステロイ
ドに応答して核内移行した（図５）。 

 

 
図５ リガンド添加後の免疫染色(A)及びタ
イムラプス解析(B, GR; C, AR)（矢印は GR
または AR と共局在している HAP1/STB） 
 
（６）COS-7 細胞をプロテアソーム阻害剤で
ある MG132 で５時間処理すると HAP1/STB と
GR または AR との共局在頻度が約２倍に上昇
することが分かった(図６)。 

図６ MG132 存在下または非存在下における
HAP1/STBと GRまたはARの共局在細胞の割合
の比較（共局在を示す細胞数／全共発現細胞
数） 
 
（７）MG132 存在下での GR 及び AR のリガン
ド依存的な核内移行を調べた。その結果、細
胞質に散在的に分布する GR や ARは速やかに
核内移行するが、HAP1/STB に局在している
GR や AR の核内移行は遅延していることが明
らかになった（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



 

 

図７ MG132 存在下におけるステロイドリガ
ンド添加後の GR動態のタイムラプス解析(A)
と HAP1/STB と GR または AR の共局在細胞の
割合(B) 
 

（８）本研究の結果、HAP1/STB がアンドロゲ

ン受容体 やグルココルチコイト受容体と結

合し、これら受容体の細胞質内での修飾や核

内移行制御に関与していることが示唆され

た、またこの制御にはユビキチン／プロテア

ソームシステムが深く関わっていることが

示された。本研究を発展させることにより、

ステロイドによる細胞や個体の機能制御の

理解のための新たなメカニズムを提供する

ことが期待される。 
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