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研究成果の概要（和文）：ダイオキシン受容体として知られる芳香族炭化水素受容体（AhR）の構造生物学的研
究を進めた。核移行前複合体の調製を試みたが成功しなかった。AhR抑制複合体であるAhRR/ARNT複合体の結晶化
を進め、その結晶構造を明らかにした。転写活性化複合体であるAhR/ARNT複合体の構造解析に向けて、種々の生
物種由来のAhR/ARNT複合体の調製や、様々な変異体の発現と精製を試みた。

研究成果の概要（英文）：We conducted the structural biology of aryl hydrocarbon receptor (AhR), 
known as dioxin receptor. We tried to prepare the pre-nuclear translocation complex of AhR but it 
was not successful. We conducted the crystallization of the AhR inhibitory complex, AhRR/ARNT 
complex, and determined its crystal structure. To obtain the structural information of the AhR 
transcriptional activation complex, AhR/ARNT complex, we tried to prepare AhR/ARNT complex derived 
from various organism species, and expressed and purified various mutants of AhR/ARNT.

研究分野：構造生物学

キーワード： ダイオキシン　環境ホルモン
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１．研究開始当初の背景 
環境中に広く存在するダイオキシンなどの
芳香族炭化水素は，生体中では Aryl 
hydrocarbon receptor (AhR)（ダイオキシン受容
体）により認識されている。AhRは転写調節
因子であり，ダイオキシンに応答して薬物代
謝酵素の誘導を促進させる。リガンド非結合
状態の AhRは核外に存在しており，各種シャ
ペロン蛋白質と複合体を形成し安定化され
ている。細胞内に取り込まれたダイオキシン
などの芳香族炭化水素が結合することで，
AhR は核内へ移行して，核内で AhR nulear 
translocator (ARNT)蛋白質とヘテロ２量体を
形成する。AhR/ARNT 複合体は，DNA 上の
Xenobiotic responsive elements（XRE; 異物応
答配列）と呼ばれる特定の配列に結合し，
XRE 下流の遺伝子の転写が活性化されるこ
とが知られている。上記のように関与する分
子自体は比較的明らかになっている。しかし，
三次元構造をベースにした詳細な分子認識
機構はほとんど不明である。 
 
２．研究の目的 
本課題では、AhRによるダイオキシン認識と
転写活性化を明らかにするために 
１．AhR/Hsp90/XAP2/p23 複合体（核移行前
複合体） 
２．AhRR/ARNT複合体（AhR抑制複合体） 
３．AhR/ARNT/リガンド/DNA 複合体（転写
活性化複合体） 
の構造解析を目指す。 
 
AhR は bHLH-PAS (Basic-Helix-loop-Helix－
Per-Arnt-Sim)ファミリーに属する転写因子で
ある。N 末端側に bHLH ドメインが存在し、
塩基性モチーフ（DNA結合に関与するとされ
ている）と２量体形成に関与する HLH モチ
ーフが存在している。その後ろに２つの PAS
ドメイン（PAS-A と PAS-B）を有しており、
PAS-Bドメインがリガンド結合に関与すると
されている。AhRの後半 300残基程度は、転
写活性化に関与しているとされている。 
これまでに、この bHLH-PASファミリーに属
する転写活性化因子による転写活性化機構
は三次元構造的には明らかにされていない。
本 課 題 の 目 標 で あ る AhR/ リ ガ ン ド
/ARNT/DNA の４者複合体構造を明らかにす
ることは、AhRによるリガンドの認識、AhR
と ARNT との相互作用、AhR/ARNT による
DNA 認識機構を原子レベルで明らかにする
ことに加え、これら bHLH-PASファミリーに
属する蛋白質一般の転写活性化に対して重
要な知見を与えるものとなる。 
 
３．研究の方法 
結晶化試料は、昆虫細胞を用いて、AhR と
ARNTを共発現して調製する。AhRと ARNT
の発現領域、また、様々なリガンドや DNA
配列を検討することで、構造解析可能な良質
の結晶を得られるようにする。結晶が得られ

たら、放射光を用いて高分解能の回折データ
を収集し、既存の構造解析手法を駆使して迅
速に構造決定を行う。 
 
４．研究成果 
 
（AhR/Hsp90/XAP2/p23複合体） 
核移行前複合体の構造解析を目指してまず
サンプルの調製を試みた。複合体の構成タン
パク質のそれぞれの発現ベクターを作成し、
sf9 細胞を用いた共発現を試みた。しかし、
全長 AhRは発現量が非常に低く、また発現し
たタンパク質はゲルろ過カラムで排除限界
に溶出したことから、正しくフォールドされ
ていないと判断した。また、ゲルろ過カラム
で、共発現した他のタンパク質とも異なる位
置に溶出しており、複合体の発現はできてい
ないと判断した。今後は、HEK293 細胞を用
いて複合体の発現と調製を試みる予定であ
る。 
 
（AhRR/ARNT複合体） 
AhR抑制複合体であるAhRR/ARNT複合体の
構造解析を目指して、まず試料調製法の検討
を行った。AhRR、および ARNT のそれぞれ
の発現領域を変えて共発現を行い、最適な発
現領域を決定した。得られた AhRR/ARNT複
合体の精製方法を確立し、DNAとの結合確認、
結晶化を行った。精製した AhRR/ARNT複合
体は DNA との結合活性を保持していた。結
晶化スクリーニングの結果得られた結晶化
条件を最適化し、構造解析に十分な大きさの
単結晶を得ることに成功した。放射光Ｘ線を
用いて、分解能 2.5 Åの回折強度データを得
て、分子置換法により位相を決定し
AhRR/ARNT 複合体の結晶構造を明らかにし
た。得られた AhRR/ARNT 複合体の中の
ARNTのドメイン間の配置は、報告されてい
るHIF/ARNT複合体中のARNTのドメイン配
置と異なっていた。 
 
（AhR/ARNT/リガンド/DNA複合体） 
AhR/ARNT/リガンド複合体、さらにはそれと



DNA との複合体の構造解析を目指して、種々
の細胞種由来の AhR/ARNT 複合体の発現系の
構築を行った。さらに、プロテアーゼによる
限定分解、2 次構造予測、類似構造との比較
から、フレキシブルだと考えられる領域を欠
損させた発現領域の精製試料を複数調製し
た。これらの変異を導入した AhR/ANRT 複合
体は、野生型と同等の DNA 結合活性を保持し
ており、また野生型 AhR/ARNT に比べてプロ
テアーゼによる分解を受けにくく安定性が
向上した。現在これらの精製試料を用いて結
晶化のスクリーニングを行っている。 
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