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研究成果の概要（和文）：ダイオキシン受容体（AhR）のユビキチン化修飾による蛋白分解 
が、ヒストンアセチル化酵素 CBPによって調節されていることを見出した。 
研究成果の概要（英文）：The data shows that ubiquitination and degradation of the dioxin 
receptor (AhR) are regulated by the histone acetyltransferase CBP. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
ステロイドホルモンや脂質、環境化学物質

などを含む脂溶性低分子生理活性物質の作
用は、主に膜受容体を介するシグナル伝達や、
リガンド依存性転写因子を介する標的遺伝
子発現制御によって発揮されることが知ら
れている。しかしながら、脂溶性生理活性物
質のシグナル伝達を担う細胞内システムの
全貌については十分に解明されていない。リ
ガンド依存性転写因子と呼ばれる一群の転
写因子は、その活性が脂溶性低分子リガンド
の結合によって制御されることが知られて
いる。しかし、ユビキチン・プロテアソーム
系におけるユビキチンリガーゼ（E3）に関し
ては、脂溶性低分子リガンドによる直接制御
の報告はこれまでほとんどなされていない。
一方、脂溶性低分子リガンド群に対するシグ
ナル応答機構として、核内受容体などのリガ
ンド依存性転写因子群を介した標的遺伝子

群の発現制御が研究されてきた。しかしこれ
らの研究から、転写制御系では説明のつかな
い、未知の脂溶性リガンド作用経路の存在も
示唆されている。 

 
 

２． 研究の目的 
 
これまでに、リガンド依存性転写因子とし

て知られているダイオキシン受容体（AhR）
の機能解析する過程(Ohtake F et al, Nature, 
2003)、AhR が複合体を形成してリガンド依
存性ユビキチンリガーゼ（E3）として機能す
ることを見出した(Ohtake F et al., Nature, 
2007)。従って、AhR は転写因子でありなが
ら、「翻訳後ユビキチン化修飾」酵素活性を
併せ持つ、新たなタイプの脂溶性リガンド受
容体であると考えられた。そこで本研究は、
転写因子が形成する脂溶性リガンド依存性
ユビキチンリガーゼの酵素活性制御機構の
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解明を目的として研究を行った。 
AhR の転写因子としての機能と翻訳後ユ

ビキチン化修飾機能とが選択制御される活
性調節機構の解析、および AhR によってユ
ビキチン化される基質同定による生理的意
義の解析を、以下の通り行うことを目的とし
た。 
 
（１）脂溶性リガンド依存的なユビキチンリ
ガーゼ AhR の活性調節機構、特に転写因子
機能とユビキチン化修飾酵素機能との使い
分けの機構は不明である。そこで、ダイオキ
シン受容体（AhR)が基質 ERをユビキチン化
して蛋白質分解に導く機能と転写制御機能
について、その分子機構解明を行った。 
 
（２）また、AhRによってユビキチン化制御
を受ける標的蛋白およびそれを介した生理
的役割には不明な点が多い。そこで、AhRを
モデルとして、転写因子が脂溶性リガンド依
存的にユビキチンリガーゼとして機能する
活性制御機構を解明し、脂溶性リガンド作用
機序と生物学的意義の一端を明確化するこ
とを目的とする。 

 
 
３． 研究の方法 

 
（１）蛋白質精製系を用いて、ユビキチン化
基質の精製同定を行った。具体的には、E3
活性責任領域を欠失した AhR をベイトとす
ることで本来ユビキチン化を受け解離する
基質が安定に結合すると考えられるため、リ
ガンドの添加・非添加条件を比較し、結合因
子の精製同定を行う。 
 
（２）同定因子の解析により、AhRのユビキ
チンリガーゼ活性の細胞内役割を明確化す
る。また、抗ユビキチン抗体アフィニティー
カラムを用いた AhR リガンド依存的なユビ
キチン化タンパク同定手法も確立している。
同定された AhR のユビキチン化基質蛋白質
に関しては、AhRによる認識機構、蛋白質分
解促進の有無や、機能抑制による細胞内機能
変化の解析を進めた。 
 
（３）AhRの転写活性とユビキチン化活性が
使い分けられるシグナル伝達を解明する。典
型的リガンド 3MC は両者活性を活性化する
が、リガンド種類によって、AhRのユビキチ
ン化修飾酵素活性のみを選択的に活性化す
る可能性を検討した。AhRの相互作用因子を
LC-MS/MSで同定し、ユビキチン化酵素活性
への関与を明確化する。部位変異体が AhR
のユビキチン化修飾酵素複合体の会合、基質
認識、および酵素活性化に及ぼす影響を明確
化する。 

 
（４）AhRは細胞の分化増殖への関与が報告
されている。そこで、AhRの活性には細胞周
期による調節の可能性が考えられた。薬剤に
よる同調法を用いて、細胞周期を同調する。
転写活性は標的遺伝子およびエストロゲン
標的遺伝子の発現解析によって検討する。ユ
ビキチンリガーゼ活性は細胞および in vitro
系によって評価を行う。これによって、両者
活性の変動とその機構を検討する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） AhRのユビキチン化制御因子の同定 
 
AhR に相互作用する翻訳後修飾因子として、
CBP/p300をこれまでに同定している。また、
CUL4BはAhRに相互作用してユビキチン化
翻訳後修飾を行う。AhRがリガンドによって
活性化された際、蛋白質分解に関与する
K48-link ユビキチン化を促進することが明
らかとなった。一方、転写を活性化しないア
ンタゴニストにおいても、AhR の K48-link
ユビキチン化を促進するものと、抑制するも
のとが存在することが明らかとなった。その
分子機構として、K48-linkユビキチン化およ
び蛋白質分解と、CBPのリクルートメントが
関連することを見出した。すなわち、CBPは
異なるリガンドによって AhR へのリクルー
トが促進あるいは抑制される。すなわち、ア
セチル化とユビキチン化という異なる翻訳
後修飾が AhR 上でクロストークすることが
明らかとなった。 
 
（２）AhRのユビキチン化を制御する低分子
リガンドの解析 
 
AhR において様々な種類のリガンドが知られ
ている。CBP をリクルートしないリガンド（部
分アンタゴニスト）の一つである RSV は、AhR
の K48-link ユビキチン化を抑制し、逆に
K63-link ユビキチン化を促進した。以上より、
転写因子AhR が異なる翻訳後修飾によって機
能制御を受ける分子機構の一端を明らかに
した。 
 さらに、転写アンタゴニストとして知られ
ている DIM は、AhR のユビキチン化において
はアゴニストとして機能することを見出し
た。したがって、転写活性と分解活性は、リ
ガンド種によって分離可能であることが明
らかとなった。 
 
（３）細胞周期依存的な AhR のユビキチンリ
ガーゼ活性の調節 
 
細胞周期依存的な AhR のユビキチンリガー



 

 

ゼ活性を検討した。その結果、AhR による
ERの分解促進活性は、S期において増強し、
逆に M 期において減弱することが明らかと
なった。そこで細胞内のユビキチン化を検討
したところ、AhRリガンド依存的な ERのユ
ビキチン化はS期において増強することを見
出した。さらに ERの転写活性に対する AhR
依存的な抑制効果について検討したところ、
この抑制効果はS期において増強することを
見出した。以上の結果から、AhRのリガンド
依存性ユビキチンリガーゼ活性は細胞周期
依存的に調節されていることを見出した。 
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