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    背景および目的
  肝炎・肝癌自然発症LECラッ卜ではWils on病の原因遺伝子であるATP 7Bのラ
ット・ホモ口ーグ(atp 7b)に変異が見い出されている。その結果、肝臓で銅が異常
蓄積することにより肝炎を発症すると考えられている。しかしWils on病患者には
肝癌の発生が少ないのに対し、LECラットでは肝癌が高頻度に発生することから、
LECラットには肝癌を発生しやすい遺伝的背景があると考えられる。
  細胞型グルタチオンベルオキシダーゼ(GPxl，ECl.11.1.9）は過酸化水素などの
活性酸素を消去してヒド口キシルラジカルの産生を抑制する。グルタチオンペルオ
キシダーゼ活性は、肝の化学発癌過程で低下することが実験的に証明されており、
LECラットでは肝臓特異的にこの酵素の活性やmRNA発現量の低いことが知られ
ている。従って、LECラット肝におけるグルタチオンペルオキシダーゼ活性の低
下機序の解明は、肝癌の発生・悪性進展の機序を解明する上で有意義な情報を提供
すると考えて本研究を行った。

    材料および方法
1．動物：雄性LECラッ卜ならびに肝炎・肝癌を発症しない対照の雄性LEAラット
を用いた。この他LEAラットにLECラットのatp一7b変異を導入したatp―7bLEC
コンジ工二ックLEAラットとp53欠損マウスを用いた。
2．細胞：LECラットとLEAラットの肝細胞をSV40 largeT抗原で不死化した
93C13細胞ならびに93A16細胞を用いた。その他ラット肝癌細胞OWH細胞とヒ
トグリオーマ細胞LNー2308細胞を用いた。
3．グルタチオンペルオキシダーゼ量の測定：ウサギ抗グルタチオンベルオキシダ
ー ゼ 抗 体 を 用 い て 、 サ ン ド イ ッ チ ELISA法 に て 測 定 を 行 っ た 。
4．グルタチオンペルオキシダーゼ活性の測定：Beutlerの方法に従った。
5．ラットグルタチオンペルオキシダーゼ遺伝子（GPxl）の5｜―フランキング領域な
らびにcDNAのク口一二ング：GPxlの5｜―フランキング領域はSprague－Dowley
ラット肝臓ge riomicライプラリーのスク1」ーニングを行い、得られたク口ーンの
塩基配列を決定した。LECならびにLEAラッ卜のGPxlの5｜ーフランキング領域と
cDI¥JAはPCR法によって増幅し、得られた断片の塩基配列を決定した。
6．ベクター：ルシフウラーゼアッセイ用のべクターにはラットGPxl5｜―フランキ



ング領域とルシフェラーゼ遺伝子のキヌラベクター、ならびにNFーだB結合配列を
持つエンハンサー活性用ベクターを用いた。p53結合領域を持つルシフェラーゼ
アッセイ用ペクターには、D2ヱ（WAFヱ／C′Pユ）遺伝子のp53結合配列を含むブ口モ
ーターの下流にポリオーマプ口モーターとTATAポックスを含むPG13PyLucと、
Bax遺伝子のブ口モーターをルシフウラーゼ遺伝子の上流に組み込んだpM023を
用いた。p53発現誘導システムには亜鉛誘導型p53発現ベクターを用いた。
7．TAT―p53融合蛋白質：大腸菌に発現させ精製されたもので、細胞内に野生型
p53ならびに変異型p53（コドン248：Arg→G1n）蛋白を導入するため用いた。
8．ルシフウラーゼアッセイ：ルシフェラーゼアッセイ用のべクターをトランスフ
ェク卜して24時間後各種の薬剤を添加し、一定時間後celllysateを調製してルシ
フウラーゼ活性を測定した。

    結果と考察
  atp－7bLECコンジェニックLEAラット肝では正常LEAラット肝と同程度のグル
タチオンベルオキシダーゼ活性を示したことから、LECラッ卜肝で認められたグ
ルタチオンペルオキシダーゼ含量の低下が銅の異常蓄積と連鎖しない独立した現象
であることが証明された。そこでLECラッ卜のグルタチオンベルオキシダーゼ遺
伝子（GPxl）のcDNAとGPxl転写調節領域について塩基配列の変異の有無を解析
したが、変異は認められなかった。したがってLECラットでは、転写因子に異常
があると考えられた。ラットGPxlプロモーター領域には、ー202からー175には
p53結合配列に類似した配列（GP1配列）が見いだされた。実際p53欠損マウスで
は肝臓においてのみ、グルタチオンベルオキシダーゼ活性の低下が認められた。ま
たOWH肝癌細胞でのp53発現誘導およびLN－2308グリオーマ細胞へのp53蛋白導
入実験では、GPxlプ口モーターの活性化が認められた。これらの結果よりGPxl
遺伝子の転写活性にp53が関与している可能性が高いと考えられた。そこでLECラ
ツ卜とLEAラット肝の性質を反映していると考えられる93C13細胞と93A16細胞
を用いて、GPxlブロモーター活性の測定を行った。これらの細胞に抗癌剤工トポ
シドでp53を誘導してp2ヱ（WAFi／C旧ユ）遺伝子のプ口モーターを持つPG13
PyLucでルシフウラーゼ・アッセイを行った実験では、両細胞株ともp21の転写
活性が上昇した。これに対し、GPxヱプ口モーターはェトポシドにより93A16細胞
は活性上昇を示したが、93C13細胞は無反応であった。したがって、93C13細胞
ではp53によるGPxユプロモーターの活性化に必要なco―factorが欠如しているの
ではないかと考えられた。同様に、NF一托B結合配列を持つェンハンサー活性用ベ
クターでルシフェラーゼアッセイを行うと、93A16細胞ではTNF―凹によルルシフ
ェラーゼ活性の上昇が認められたが、93C13細胞ではほとんどルシフウラーゼ活
性は上昇しなかった。これらの結果から、LEC由来の93C13細胞ではp53および
NF―にBと協調する因子が不足していることが予測された。そこでGPxヱプ口モー
ターの各種欠失変異体を作製してルシフウラーゼアッセイを行うと、ルシフウラー
ゼ活性はGPl配列を欠損させても低下しなかった。また93C13細胞における転写
活性は常に93A16細胞における転写活性より低く、いずれの欠失変異体でもその
比は同じであった。以上より、LECラット肝由来細胞においては、グルタチオン
ペルオキシダーゼの発現低下は特異的転写因子の差ではなく、基本転写因子を含む



転写複合体に異常があるためエンハンサー効果が発揮されないことに因ると考えら
れた。
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  肝 炎 ・ 肝 癌 自 然 発 症 LECラ ッ ト で は Wilson病 の 原 因 遺 伝 子 であ る ATP7Bの ラ

ッ ト・ ホモ ローグ （aゆ7b)に変異が見い出されている。その結果、肝臓で銅が異常

蓄 積す るこ とによ り肝 炎を 発症 すると 考え られ ている。しかしWils on病患者には

肝 癌の 発生 が少な いの に対 し、 LECラッ トでは 肝癌が高頻度に発生することから、

LECラ ッ ト に は 肝 癌 を 発 生 し や す い 遺 伝 的 背 景 が あ る と 考 え ら れ る 。

  細胞型グルタチオンペルオキシダ・ーゼ(GPxl，EC1．11.1.9）は過酸化水素などの

活 性酸 素を 消去し てヒド口キシルラジカルの産生を抑制する。グルタチオンペルオ

キ シダ ーゼ 活性は 、肝の化学発癌過程で低下することが実験的に証明されており、
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て い る 。 申 請 者 は LECラ ット 肝 にお ける グル タチ オンペ ルオ キシ ダー ゼ活性 の低

下 機序 の解 明は、 肝癌の発生・悪性進展の機序を解明する上で有意義な情報を提供

す る と 考 え て 本 研 究 を 行 っ た 。 LECラ ッ ト の aゆ － 7b遺 伝 子 変 異 を 持 つ atp－

7bLECコ ン ジ ェ ニ ッ ク LEニAラ ッ ト肝 では 正常LEAラット 肝と 同程 度の グルタ チオ
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蛋白導入実験では、GPxlプ口モーターの活性化が認められた。これらの結果より
GPxl遺伝子の転写活性にp53が関与している可能性が高いと考えられた。そこで
LECラットとLEAラット肝の性質を反映していると考えられる93C13細胞（LEC
由来）と93A16細胞(LEA由来）を用いて、GPxlプ口モーター活性の測定を行
った。これらの細胞に抗癌剤工トポシドでp53を誘導してp21（WAFl/CIPヱ）遺伝
子のプ口モーターを持つPG13 PyLucでルシフェラーゼ・アッセイを行った実験
では、両細胞株ともp21の転写活性が上昇した。これに対し、GPxlプ口モーター
はェトポシドにより93A16細胞は活性上昇を示したが、93C13細胞は無反応であ
った。したがって、93C13細胞ではp53によるGPxlプ口モーターの活性化に必要
なCO―factorが欠如しているのではないかと考えられた。同様に、NF-厄B結合配
列を持つェンハンサー活性用ベクターでルシフェラーゼアッセイを行うと、
93A16細胞ではTNF-Qによルルシフウラーゼ活性の上昇が認められたが、
93C13細胞ではほとんどルシフェラーゼ活性は上昇しなかった。これらの結果か
ら、LEC由来の93C13細胞ではp53およびNF-んBと協調する因子が不足してい
ることが予測された。そこでGPxlプロモーターの各種欠失変異体を作製してルシ
フェラーゼアッセイを行うと、ルシフェラーゼ活性はGP1配列を欠損させても低
下しなかった。また93C13細胞における転写活性は常に93A16細胞における転写
活性より低く、いずれの欠失変異体でもその比は同じであった。以上より、LEC
ラット肝由来細胞においては、グルタチオンペルオキシダーゼの発現低下は特異的
転写因子の差ではなく、基本転写因子を含む転写複合体に異常があるためエンハン
サー効果が発揮されないことに因ると考えられた。
  公開発表に際し、副査の細川教授よりLECラット肝における発癌率、またNF―
KBの変異の有無について質問があった。続いて副査の有川教授よりLECラット肝
における銅の蓄積とGPxl活性の低下が肝癌発症と関与があるか質問を受けた。最
後に主査の守内教授よりLECラットの種々の異常をプ口モ一夕ーの伝達異常とい
う点から説明可能であるかについて質問を受けた。申請者は各質問に対して、概ね
適切に回答した。
  本研究はLECラット肝由来細胞における転写活性の異常は特異的転写因子の異
常ではなく、プ口モーターの種類に特異的であることを発見した点で高く評価され、
LECラットで認められる多くの異常を一元的に説明できる可能性が期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や所得単位
なども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判
定した。


