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研究成果の概要（和文）：ダイオキシン受容体（AhR）のＸ線結晶構造解析を目指して、AhRとその共受容体であるARNT
の発現系を構築した。AhRとARNTに関して、複数の種由来の遺伝子、発現のホスト、発現領域の検討を行った。また、
発現させたAhR/ARNT複合体を高純度に精製する方法を確立した。さらにDNAとの結合も確認して様々な条件で結晶化の
スクリーニングを行った。

研究成果の概要（英文）：For crystallogaraphic analysis of dioxin receptor, we constructed expression 
system of AhR and its coreceptor ARNT. We examined various sources of AhR/ARNT genes, expression hosts, 
and optimum regions for expression. We established purification protocol for AhR/ARNT. We conducted DNA 
binding experiments and crystallization screening using purified AhR/ARNT.

研究分野： 構造生物学
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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
機構は全く明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
本申請課題では，AhR によるダイオキシンの
認識と転写活性化機構をＸ線結晶構造解析
により原子分解能で明らかにする。AhR は，
発がんや催奇形性，自己免疫疾患，メタボリ
ックシンドロームなど種々の病態に関与し
ており，これらの治療薬のターゲットとなる
ことが期待されており，本研究はその構造基
盤を与えるものである。本申請課題では，タ
ーゲット１．AhR/Hsp90/XAP2/p23 複合体（核
移行前複合体）、ターゲット２．AhRR/ARNT
複合体（AhR 抑制複合体）、ターゲット３．
AhR/ARNT/リガンド/DNA 複合体（転写活性
化複合体）の構造解析を目指した。これより，
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。本研究に
より、AhR によりダイオキシンの認識機構と
その転写活性化機構、またそこから生じる
AhR の機能制御の可能性などを示すことが
できれば、その成果は社会的にも大きな波及
効果を持つことが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
本申請課題では，AhR によるダイオキシン認
識と転写活性化の中核である AhR（リガン
ド）/ARNT ヘテロ２量体と DNA の４者複合
体の構造解析を目指す。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 
（１）発現のホスト、発現系 
バキュロウイルス発現系を用いて昆虫細胞
sf9、high five 細胞を用いて AhR、ARNT の発
現を確認した。high five 細胞よりも sf9 細胞
の方で発現量が高かったため sf9 細胞を採用
することにした。AhR は単独では不溶性画分
に発現するのに対して、ARNT と共発現させ
ることで効率的に可溶性画分に得られるこ
とが判明した。また、共発現の方法として、
１つのベクターに AhR と ARNT の２つの遺
伝子を組み込んで発現させる、それぞれのバ
キュロウイルスを作成して共感染させる方
法を検討した。 
 
（２）発現領域の検討 
AhR、ARNT の発現領域を検討した。いずれ
も bHLH、PAS-A、PAS-B を含むようなコン
ストラクト(下図)を複数種作成して、また、
精製に使用するタグの位置も検討した。両者
の N 末端側に His タグを付加させたコンスト
ラクトで良好な発現が確認できた。また、ヒ
ト由来の AhR/ARNT に加えて、マウス、牛由
来の AhR/ARNT についても発現を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）AhR/ARNT の精製 
結晶化を目指して培養条件、精製に使用する
カラムやバッファーの条件を検討した。Sf9
細胞にAhRとARNTのウイルスを共感染させ3
日間培養後、細胞を回収して、破砕バッファ
ーに懸濁、超音波破砕した。破砕液上清から
Ni-NTA アフィニティークロマトグラフィー
により AhR/ARNT 複合体を精製した。再度 Ni
アフィニティー精製、陽イオン交換カラム、



ゲル濾過カラムにより精製した。最終的に
SDS-PAGE でほぼ単一のバンドとなるまで精
製することができた。また、AhR/ARNT は沈殿
や凝集をしやすい傾向があったが、高塩濃度、
グリセロールの添加である程度抑えられる
ことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）DNA との結合 
得られた AhR/ARNT 複合体と DNA との結合を
ゲル濾過クロマトグラフィーまたはネーテ
ィブ PAGE により確認した。 
様々な長さの DNA と AhR/ARNT を混合してネ
ーティブ PAGEにより結合を確認した(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、結晶化に向けて、AhR/ARNT/DNA 複合体
をゲル濾過カラムで精製した(下図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(５) 結晶化スクリーニング 
得られた精製試料を用いて結晶化スクリー
ニングを行った。牛 AhR/ARNT、ヒト AhR/ARNT
についてそれぞれ DNA なしと DNA ありでスク
リーニングを行った。現在写真のような微小
結晶が得られており、結晶の再現性を確認し
ている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）安定性の確認 
得られた精製試料には安定性の問題があっ
た。そこでコンストラクトを再検討した結果、
C 末端側にタグを付加させた状態ではタグが
ない状態に比べて安定に存在することが分
かった。さらに安定性を向上させるため、ま
た、より結晶化しやすいサンプルを得るため
に、フレキシブルなループを形成すると予測
された領域を削るなどの検討を行っている
ところである。 
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