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庄諭

  ジヒドロジオール脱水素酵素(DD)は，多環式芳香族炭化水素(PAH)の中間代謝物で

あるPAH lrans-ジヒドロジオールのPAHカテコールヘの脱水素反応をNAD(P)゙ 依存

的に触媒する酵素である．また，DDは種々のケトン含有薬物の還元に関与している薬

物代謝酵素でもある．ヒトにおいては，DD活性を持つ分子種としてDDl-DD4の4分

子種およびtypeJlDDの計5分子種が報告されている．また，これらの分子種のうち，

DD4は肝における主要なDD分子種である．興味深いことに，ヒト肝におけるDDの

活性には約40倍もの個体差があることが報告されている．このDDの活性の個体間，

もしくは個体内での変化によルケトン含有薬物の代謝の個体差や発がんりスクの個体差

が引き起こされる可能性が考えられる．したがって，ヒト肝におけるDD活性の個体差

の原因を解明することは重要であるが，その分子機構はこれまで不明であった．そこで

本研究では，ヒト肝におけるDD活性の個体差の原因をヒトD．Dイ遺伝子の転写調節機

構 の観 点 から探 索し，その 分子機構を 明らかにす ることを目 的とした．

第I章：ヒ卜DDイ遺伝王Q転至調節機櫨Q鰹抵

  本章では、ヒ卜D〇イ遺伝子の転写調節機構を解析するため，先ず，ヒトDDイ遺伝子

の5．・上流．2220から十441までの領域の塩基配列を解析した．決定した塩基配列を報

告されている他のDD分子種と比較したところ．ヒト砒’P〃DD遺伝子の5｜‐上流領域

の・0．9kbから‐0．3kbまでの領域に比較的連続して保存されている塩基配列が認められ．

そこにおける相同性は76％であった．，また，この領域において転写調節に関与する領

域を探索し，3箇所の転写活性化に寄与する領域および1箇所の転写抑制に寄与する領

域を見出した．さらに，そのうちの主要な転写活性化領域（領域AおよびB）に作用す

る転写因子について解析し，これらの領域にはそれぞれ肝転写因子であるHNF4呱HNF4y

およびHNFlaが結合し．HepG2細胞におけるヒトDD4遺伝子の転写を活性化するこ

とを明らかにした．

第ll章：ヒ卜DD♂遺伝王Q駈鑓異的塑転蔓活性！ヒ毯櫨Q盤抵

  本章では，肝におけるDD4mRNAの発現を調節する因子として，第1章におしゝて同

定した転写活性化に寄与する因子に加えて，ヒトDDイ遺伝子の転写抑制に寄与する因子



もまた重要な役割を担っている可能性を考えた，そのために，ヒトDD4遺伝子の組織

特異的な転写調節機構を肝以外の組織において転写抑制に寄与する因子に着目して解析

することを通して．その転写抑制抑制因子が，肝におけるヒトDD4遺伝子の転写調節に

おいても寄与しているか否かを検討した．内在性のDD4 mRNAの発現の有無を指標と

して探索したモデル細胞であるHepG2および¥CHN細胞を用いて，両細胞におけるヒ

トDD4遺伝子の転写調節機構の違いを比較検討したところ，細胞特異的な転写調節にお

いても第I章で同定した領域AおよびBが関与していることが明らかとなった．さら

に，両細胞においてこれらの領域AおよびBに結合する転写因子を解析し，ヒトD，Dイ

遺伝子における細胞特異的な転写調節は領域AおよびBに結合する転写因子の違いに

よって成されていることを示した．すなわち，肝以外の組織においては，vHNFlが転写

抑制因子として作用することにより，ヒトDDイ遺伝子の転写は抑制されていることが推

測された．一方，肝においてはvHNF1と同じ結合配列を認識するHNFlaがヒトDD4

遺伝子の転写に対して転写活性化因子として主に作用するため，vHNF1の作用は小さい

と考えられた．

葱！！！童！DD4m＆型△登現量Q個倥羞Q厘圏Q鰹擾！遭伝王変墨圭転蔓国王Q面面塑弖

  本章では，第I章および第lI章の検討により，肝におけるヒトDDイ遺伝予の転写調

節には，転写因子HNF1眦HNF4彊およびHNF4Yが主に関与していることが考えられた

ため，ヒト肝におけるこれらの転写因子とDD4mR．NA発現量との関係について解析した．

先ず．ヒトDDイ遺伝子の転写調節領域の塩基配列に多型が存在する，もしくはヒトDDイ

遺伝子に作用する転写制御因子の遺伝子に多型が存在することがDD4mRNA発現量の

個体差の原因であるという仮説を立て，DD4mRNAの発現量を調ぺたヒト肝19検体に

おけるヒトDD4遺伝子の5’－上流領域およびヒト H^ ザf臨閉WWaおよび朋Wソy遺伝

子の塩基配列とDD4mRNA発現量との関係について解析した．しかしながら，いずれ

の遺伝子においても個体差を説明できる多型は存在していなかったことから，これら。噺夏

説は否定された．そこでさらに，ヒトDDイ遺伝子に作用する転写因子の発現量が個体

間で異なることがDD4mRNA発現量の個体差の原因であるという仮説を検証するため，

ヒト肝19検体におけるHNF1鴎HNF4aおよびHNF4YmR．NAの発現量を定量し，DD4

mRNA発現量との問の関係を調べた，その結果，検討した検体において．DD4mRNA量

と各HNFmRNA量との間にいずれも有意な相関性が認められたことから，これらの転

写因子の発現量の違いによってDD4mRNAの発現量が規定されている可能性が示され

た，また，ヒト肝において認められた様に各HNFの発現量が同時に変化した時，ヒト

DD♂遺伝子の転写活性へどの様な影響をおよぽすのかを明らかにするために，各転写因

子発現プラスミドの量比を保ちつつ，導入量を変化させた時のヒトDDイ遺伝子の転写へ

の影響を培養細胞を用いて検討した．その結果，ヒトDD4遺伝子のエンハンサー活性

は検討した範囲において各転写因子発現プラスミドの導入量依存的に上昇したことから・

ヒト肝においても現象としては同様の機構，すなわち同調的な発現を示すHNFlQ・

HNF4伐およびHNF4YによりDD4mRNAの発現量は規定されていることが推測された．

  以．ヒ，DD活性の個体差の原因をヒトDDイ遺伝子の転写調節機構の観点から探索し，
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薬物代謝酵素活性の個体差の原因となり得る，新しい機構を提出することが出来た
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学 位 論 文 題 名

ヒトジヒドロジオール脱水素酵素(DD4)発現の

変動要因の解析：転写制御機構に基づぃたアプローチ

  申 請 者 は ヒ ト 肝臓 に 存在 す る薬 物 代謝 酵 素 のー っ であ る DD4の活 性
に み られ る 個体 差 の原因 をヒトDD4遺伝子の転 写調節機構 の観点から 明
らか にすること を目的とし ，世界的な 研究成果を 得た．すなわち，本研
究 で は， DD4の 発 現量の 個体差が， 遺伝子の転 写制御因子 の個体間に お
ける量の違いによって規定されることを示した．本研究は薬物代謝酵素の研
究．およびヒトにおける毒性学に有用な概念を提供するものであり，以下に詳述する
ように極めて優れた研究成果であると評価される．

（ I）   ヒト DD4遺 伝 子の 転 写調 節 機構 の 解析

  ヒトDD4遺伝子の転写調節機構を解析するため，先ず，ヒトDD4遺
伝子の5’一上流領域の塩基配列を決定した．また，この領域において転
写調節に関与する領域を探索し，3箇所の転写活性化に寄与する領域お
よび1箇所の転写抑制に寄与する領域を見出した．  さらに，そのうち
の主要な転写活性化領域（領域AおよびB）に作用する転写因子につ
いて解析し，これらの領域にはそれぞれ肝転写因子であるHNF4a，HNF4y
およびHNFlaが結合し，HepG2細胞におけるヒトDD4遺伝子の転写を
活性化することを明らかにした，

（ II）   ヒ トDD4遺伝 子の肝特異 的な転写活 性化機構の 解析

肝におけるDD4 mRNAの発現を調節する因子として，転写活性化に寄
与する因子に加えて，ヒ卜DD4遺伝子の転写抑制に寄与する因子もま
た重要な役割を担っている可能性を考え，ヒトDD4遺伝子の肝以外の組
織において転写抑制に寄与する因子を解析した，HepG2およびACHN細
胞を用いて，而細胞におけるヒトDD4遺伝子の転写調節機構の違いを
比較検討し，ヒトDD4遺伝子における細胞特異的な転写調節は領域A
およびBと命名した領域に結合する転写因子の違いによって成されて
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いることを明らかにした，すなわち，肝以外の組織においては，領域B
にvHNFlが転写抑制因子として作用することにより，ヒトゥウぞ遺伝子
の転写は抑制されていることが推測された．一方，肝においてはvHNFl
と同じ結合配列を認識するHNFlaがヒトDD4遺伝子の転写に対して転
写活性化因子として主に作用するため，vHNFlの作用は小さいと考えら
れた．

（3）DD4 mRNA発現量の個体差の原因の解析：遺伝子変異と転写因子の
両面から

  肝におけるヒトDD4遺伝子の転写調節には，転写因子HNFla, HNF4a
およびHNF4'yが主に関与していることが考えられたため，これらの転
写因子とDD4 mRNA発現量との関係について解析した．先ず，ヒトDD4
遺伝子の転写調節領域もしくはヒトDD4遺伝子に作用する転写制御因子
の遺伝子に多型が存在することがDD4 mRNA発現量の個体差の原因であ
るという仮説を立て，ヒトDD4，HNF1ロ，HNF4aおよびHNF 4y遺伝子の
塩基配列とDD4 mRNA発現量との関係について解析した．  しかしなが
ら，いずれの遺伝子においても個体差を説明できる多型は存在していな
かったことから，これらの仮説は否定された．そこでさらに，ヒトDDゴ
遺伝子に作用する転写因子の発現量が個体間で異なることがDD4 mRNA
発現量の個体差の原因であるという仮説を立て，ヒト肝検体における
HNFla，HNF4aおよびHNF4'y mRNAの発現量を定量し，DD4 mRNA発現量
との間の関係を調べた，その結果，検討した検体において，DD4 mRNA量
と各HNF mRNA量との間にいずれも有意な相関性が認められたことか
ら，これらの転写因子の発現量の違いによってDD4 mRNAの発現量が規
定されている可能性が示された，  また，各HNFの発現量が変化した時
の，ヒトDD4遺伝子の転写活性への影響を調ぺるため，各転写因子発
現プラスミドの量比を保ちっつ，導入量を変化させた時のヒトDD4遺
伝子の転写への影響を培養細胞を用いて検討した，その結果，ヒトDD4
遺伝子のエンノヽンサー活性は検討した範囲において各転写因子発現プラ
スミドの導入量依存的に上昇したことから，ヒト肝においても，同調的
な発現を示すHNFla，HNF4ぱおよびHNF4'yによりDD4 mRNAの発現量
は規定されていることが推測された．

  以上、本研究はDD活性の個体差の原因をヒトDD4遺伝子の転写調節
機構の観点から探索しI薬物代謝酵素活性の個体差の原因となり得る，
新しい機構を提出することに成功し，世界的にもユニークな研究を展開
した．分子生化学から毒性学に到る広範な分野で極めて高く評価される．
本論文『ヒトジヒドロジオール脱水素酵素（DD4）発現の変動要因の解
析：転写制御機構に基づぃたアプローチ』に含まれる研究成果は薬学に
おける基礎および応用のいずれにおいても優れており，博士（薬学）の
学位を受けるに充分値するものと認めた．
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