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1．はじめに

  3―メチルコランスレン(MC)やベンゾ[a]ピレンなどの多環芳香族炭化水素(PAH)は内分泌攪

乱物質として知られており，生体内において発がん促進，生殖障害，成長遅延，高血圧や脂質代

謝異常などの様々な毒性を引き起こす．これらのPAHの毒性発現は，細胞質に存在する転写活性

化因子である芳香族炭化水素受容体(AHR)を介して起こると考えられている，PAHはAHRを

介してチトク口ームP450 (CYP)の1分子種であるCYPIA1，CYPIB1やCYPIA2などの薬物代謝

酵素遺伝子の発現を誘導することが報告されている．しかし，PAHの多岐にわたる毒性発現は，

これら薬物代謝酵素遺伝子の誘導だけでは説明することは困難である．すなわち，これら薬物代

謝酵素遺伝子の他にPAHの毒性発現に関与している新規のAHR標的遺伝子が存在している可能

性が考えられた．そこで本研究では，ディファレンシャルディスプレイ(DD)法やDNAマイク

口アレイを用いてPAHの毒性発現に関与する新たなAHR標的遺伝子を探索し，これらの標的遺

伝子を解析することにより，今までほとんど明らかになっていないPAHの毒性発現機構を分子レ

ベルで解明することを目的とした．

2. DD法を用いた新規AHR標的遺伝子の探索および機能解析

  無処置の野性型マウスとMC処置した野性型マウスの肝における遺伝子の発現パターンをDD

法により比較した．その結果，MCにより発現が抑制される遺伝子として，血圧の調節に重要な

ブラジキニンを発現するlow molecular weight (LMW) prekininogen遺伝子および成長ホルモン

(GH)応答遺伝子であるmaorudnaryprotein（MUP）遺伝子が得られた．MC処置したAHR欠損マ

ウスでは，LMWprebmnogenおよびMUP遺伝子の発現は抑制されなかった．したがって，これ

らの遺伝子は新規AHR標的遺伝子であることが明らかになった，さらに，これら新規AHR標的

遺伝子の発現抑制により引き起こされる生体への影響について検討した．その結果，マウス血漿

中のブラジキニン濃度がMC処置によってAHR依存的に減少することが明らかになった．また，

MUP遺伝子の発現は，GH応答に関与している転写因子signaltreansducerandactivatorof

transcnption5（SW汀5）シグナル伝達系によって制御されていることより，MCによるSW汀5シグナ

ル伝達系への影響について検討した．MC処置によりSW` T5シグナル伝達の構成因子であるGH

受容体およびjanusbnase2mRNAの発現およびSTA115のS口ば5結合配列に対する結合活性が
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AHR依存的に減少することが明らかになった．以上の結果より，MCによるMUP遺伝子の発現

抑制には，STAT5シグナル伝達の抑制が重要であることが明らかになった．LMW prekininogen

欠損ラットでは著しい高血圧を示し，また，STAT5欠損マウスでは，成長遅延，骨形成異常およ

び乳腺発達異常を示すことより，今回得られた新規AHR標的遺伝子の発現抑制はPAHによる高

血圧，成長遅延，骨形成異常および乳腺発達異常の原因のーつである可能性が示唆された，

3. DNAマイク口アレイを用いた新規AHR標的遺伝子の探索および機能解析

  無処置の野性型マウスとMC処置した野性型マウスの肝における遺伝子の発現バターンをDNA

マイク口アレイにより比較した．その結果，いくっかの脂肪酸分解に関与する遺伝子の発現がMC

により抑制されることが明らかになった．また，AHR欠損マウスを用いて同様の検討を行った結

果，これらの遺伝子の発現抑制はAHR依存的であった，これらの遺伝子は共通して核内受容体で

あるperoxisome proliferator・activated receptora(PPARa)の標的遺伝子であることが報告されてい

る，そのため，PPARaを介するシグナル伝達について検討したところ，PPARaシグナル伝達は

MCによりAHR依存的に阻害されることが明らかになった，また，MCによるPPARaシグナル

伝達の抑制は，肝小葉における脂肪滴の発生を引き起こすことがわかった．脂肪滴の発生は脂肪

肝の特徴的な症状であることより，MCによるPPARaシグナル伝達の抑制ならびにPPARa標的

遺伝子の発現抑制はPAHによる脂肪肝の原因であることが示唆された．

4. PAHによるPPARaシグナル伝達抑制機構の解明

  MCによるPPARaシグナル伝達抑制の原因について検討した結果，この抑制にはPPARaのバ

ートナー因子であるretinoidXreceptora(RXRa)のタンパク質がMCによりAHR依存的に減少す

ることが大きな原因であることを明らかにした．また，RXRa夕ンパク質の減少は，PPARaシグ

ナル伝達のみならず，RXRaがバートナーとなる様々な核内受容体シグナル伝達に影響を及ぼす

ことが明らかとなった．このため，MCによるRXRaの抑制は脂肪肝のみならず，PAHによる多

様な毒性発現に関与している可能性が示唆された．また，MCよるRXRa夕ンバク質の減少には

26Sプ口テア ソームを介 するタンパ ク質の分解 経路が重要であり，この分解にはp38

mtogen噸ctivatedproteinbnasesを介するりン酸化が関与している可能性が示唆された．

5.まとめ

1） AHRの新規標的遺伝子としてLMW prekiliinogen遺伝子，GH・応答遺伝子およびPIARa標的

    遺伝子を同定した．

2） MCによるLMW prekininogen遺伝子の発現抑制は，LMW prekininogen由来のプラジキニン量

    の減少を引き起こすことを明らかにした．

3） MCによるGH応答遺伝子の発現抑制にはAHRを介したSTAT5シグナル伝達系の抑制が重要

    であることを見出した，

41 MCによるPPARa標的遺伝子の発現抑制にはPPARaシグナル伝達の抑制が原因であること

    を見い出した．この抑制にはAHRを介したRXRaタンパク質の減少が重要であることを明ら

    かにした．また，MCによるAHRを介したRXRa夕ンバク質の減少は，PPARa以外の核内
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    受 容 体 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 も 阻 害 す る こ と を 明 ら か に し た ．

5）今回得られた新規AHR標的遺伝子のPAHによる発現抑制は，PAHによる高血圧，成長遅延，

    骨形成異常，乳腺発達異常や脂肪肝の原因となり得ることが示唆された，
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多環芳香族炭化水素による毒性発現の

    分子機構に関する研究

  3－メチルコランスレン(MC)やベンゾ［ロ］ピレンなどの多環芳香族炭化水素(PAH)は

内分泌撹乱物質として知られており，生体内において様々な毒性を引き起こす．これらの

PAHの毒性発現 は，細胞質 に存在する 転写活性化 因子である 芳香族炭化 水素受容体

(AHR)を介して起 こると考えられている，PAHはAHRを介してチトクロームP450 (CYP)

の1分子種 であるCYPIA1，CYPIB1やCYPIA2など の薬物代謝 酵素遺伝子 の発現を誘導

することが報告されている．しかし，PAHの多岐にわたる毒性発現は，これら薬物代謝

酵素遺伝子の誘導だけでは説明することは困難である，すなわち，これら薬物代謝酵素遺

伝子の他にPAHの毒性発現に関与している新規のAHR標的遺伝子が存在している可能性

が考 えられた， そこで本研究では，ディファレンシャルディスプレイ(DD)法やDNAマ

イク ロアレイを 用いてPAHの毒性発現 に関与する新たなAHR標的遺伝子を探索し，こ

れらの標的遺伝子を解析することにより，今までほとんど明らかになっていないPAHの

毒性発現機構を分子レベルで解明することを目的とした．

(1)DD法を用いた新規AHR標的遺伝子の探索および機能解析

  無処置の野性型マウスとMC処置した野性型マウスの肝における遺伝子の発現パター

ンをDD法により比較した．その結果，MCにより発現が抑制される遺伝子として，血圧

の調節に重要なブラジキニンを発現するlow molecular weight (LMW) prekininogen遺伝子

および成長ホルモン(GH)応答遺伝子であるmajor unnary protein (MUP)遺伝子が得られ

た ．MC処置 し たAHR欠損マウス では，LMW prekininogenおよぴ MUP遺伝子 の発現は

抑制されなかった．したがって，これらの遺伝子は新規AHR標的遺伝子であることが明

らかになった．さらに，これら新規AHR標的遺伝子の発現抑制により引き起こされる生

体への影響にっいて検討した．その結果，マウス血漿中のブラジキニン濃度がMC処置に

よって AHR依存的 に減少する ことが明ら かになった．また，MUP遺伝子の発現は，GH



応答に関与している転写因子signal treansducer and activator of transcription5(STAT5)シグ

ナル伝達系によって制御されていることより，MCによるSTAT5シグナル伝達系への影響

について検討した，MC処置によりSTAT5シグナル伝達の構成因子であるGH受容体お

よびjanus kinase2mRNAの発現およびSTAT5のSTAT5結合配列に対する結合活性が

AHR依存的に減少することが明らかになった，以上の結果より，MCによるMUP遺伝子

の発現抑制には，STAT5シグナル伝達の抑制が重要であることが明らかになった．LMW

prekininogen欠損ラッ卜では著しい高血圧を示し，また，STAT5欠損マウスでは，成長遅

延，骨形成異常および乳腺発達異常を示すことより，今回得られた新規AHR標的遺伝子

の発現抑制はPAHによる高血圧，成長遅延，骨形成異常および乳腺発達異常の原因のー

っである可能性が示唆された，

(2)DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た新 規AHR標 的遺 伝 子の 探 索お よび 機 能解 析

  無処置の野性型マウスとMC処置した野性型マウスの肝における遺伝子の発現ノくター

ンをDNAマイクロアレイにより比較した．その結果，いくっかの脂肪酸分解に関与する

遺伝子の発現がMCにより抑制されることが明らかになった．また，AHR欠損マウスを

用いて同様の検討を行つ．た結果，これらの遺伝子の発現抑制はAHR依存的であった．こ

れらの遺伝子は共通して核内受容体であるperoxisome proliferator-activated receptorq

(PPARa)の標的遺伝子であることが報告されている．そのため，PPARaを介するシグナ

ル伝達について検討したところ，PPARaシグナル伝達はMCによりAHR依存的に阻害さ

れることが明らかになった．また，MCによるPPARaシグナル伝達の抑制は，肝小葉に

おける脂肪滴の発生を引き起こすことがわかった．脂肪滴の発生は脂肪肝の特徴的な症状

であることより，MCによるPPARaシグナル伝達の抑制ならぴにPPARa標的遺伝子の

発現抑制はPAHによる脂肪肝の原因であることが示唆された．

(3)PAHによるPPARaシグナル伝達抑制機構の解明

  MCによるPPARaシグナル伝達抑制の原因にっいて検討した結果，この抑制には

PPARaのパートナー因子であるretinoidXreceptora(RXRa)のタンパク質がMCにより

AHR依存的に減少することが大きな原因であることを明らかにした．また，RXRaタン

パク質の減少は，PPARaシグナル伝達のみならず，RXRaがパートナーとなる様々な核

内受容体シグナル伝達に影響を及ばすことが明らかとなった．このため，MCによるRXRa

の抑制は脂肪肝のみならず，PAHによる多様な毒性発現に関与している可能性が示唆され

た．また，MCよるRXRaタンパク質の減少には26Sプロテアソームを介するタンパク

質の分解経路が重要であり，この分解にはp38 mitogenーactivated protein kinasesを介するり

ン酸化が関与している可能性が示唆された，

  以上，AHRの新規標的遺伝子およびPAHによる毒性発現機構に関する新しい重要な概

念を提案することに成功した．本論文『多環芳香族炭化水素による毒性発現の分子機構に

関する研究』に含まれる研究成果は環境薬学研究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，


