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    学位論文題名

Impact of AhR and PPARa interaction on CYP450 isoforms

    (AhRとPPARaの相互作用がシトクロムP450に及ぼす影響）

学位論文内容の要旨

  最近、ダイオキシン類が脂肪細胞の分化を抑制することや糖尿病の発症リスクを増加させること

が報告されている。ダイオキシン類などの平面構造を持っ化学物質は転写調節因子aryl

hydrocartめnreceptor（舳R）を活性化させ、その標的遺伝子である薬物代謝酵素c舛0cbromeP450

分子種のひとっCYP1ファミリーの発現を誘導する。一方peroxisomeproliferatoractivatedreceptor

alpl弧（PPAJk）は、ペルオキシソーム増殖薬によって活性化を受け、脂肪やグルコースのホメオス

タシス、そしてCYP4ファミリーの発現を調節している。そこで、本研究では、舳RとPPARnのクロ

ス ト ー ク の メ カ ニ ズ ム と 、そ れ らが CYP発 現に 対 する 影 響 を明 ら かに し た 。

  第1章ではPPARaのりガンドがAhRの標的因子であるCYPIAl/CYPIA2の発現や薬物代謝

活性に及ばす影響を調べた。Wistarラットに、AhRのりガンドであるSudan III(SIII)、PPARaのりガ

ンドであるクロフィブレー卜(CA)を、3日間血vivoでそれぞれ単独、および共投与した。AhRおよ

ぴPPARaリガンを同時投与したラットでは、sm単独投与に比べてCYPIA mRNAおよびタンパク

発現、代謝活性のいずれも有意に抑制されることが明らかとなった。そこで、その機構を解明する

ために、PPARaの発現レベルが少なぃヒト肝癌由来HepG2細胞を用いて実験を行った。HepG2

細胞ではラットのin vivo実験と異なり、PPARリガンド曝露はAhRリガンドによって誘導された

C1ロ1Aなどの発現を抑制しなかった。しかし、PPAJk発現ベクターを細胞にトランスフェクションす

ると、PPARaリガンドはラットのinvivo実験と同様に、Hep（氾においてAhR標的遺伝子の発現を

抑制することが分かった。

  第2章ではAhRリガンドがPPARaの標的遺伝子に及ぼす影響を明らかにした。PPARaの標

的因子であるCYP4Aサブファミリーの蛋白発現やCYP4A1、CYP4A2、CYP4A3のm心岨発現

量は、CA単独投与に比べてSIIIと（ニAの共投与で減少していた。そこでHep（｝2にPPARn発現

ベクターをトランスフェクションし、触Rリガンドに曝露したところ、無処置細胞に比べ、PPARnのへ

テロパートナーであるRXRqの蛋白発現量が顕著に減少した。AhRリガンドの曝露はHep（氾細胞

の1函taのmRNA発現レベルには大きな影響を及ばさなかったことから（dataI10tshown冫、舳Rリ

ガンドがRXRaのタンパク分解を促進させたことが考えられた。従って、TCDDなどの舳Rリガンド

が、PPARMU皿aシグナルを抑制して、脂肪代謝などを制御する新しい機構が示唆された。
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  AbRおよびPPARsをはじめとする核内受容体では、HSP90やXAP2とのcomplex形成、DNA

結合・転写活性時に必要な共役因子(p300、SRC-1，etc)など、標的因子の転写調節に共通の機

構が報告されている。核内受容体CAR (constitutive active receptor)やPXR (pregnaneXreceptor)

はPPARsと同じくRXRaをへテロダイマーとし、CYP2およびCYP3ファミリーの発現を調節してい

る。そこで、第3章では、AhRおよびPPARaリガンドが、CYP2およびCYP3ファミリーの発現に与

える影響について調べた。ラッ卜に対するin vivoでのCA曝露はCYP2BおよびCYP3Aの発現を

増加させたが、smの共曝露は、CAによるこれらの誘導を抑制した。一方、CYP2C11は成長因子

およびSIAT5bによる発現調節を受けるが、AhRおよびPPARaのりガンド曝露は相加的に

CYP2C11の発現を減少させた。

  以上の結果により、AhRとPPAR．qとの問には、それぞれのtarget geneの転写調節について、

受容体を介したネガティブクロス卜ークが存在し、同じ転写調節機構をもつCARやPXRなどとも、

同様の機構でクロストークする可能性が考えられた。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
Impact of AhR and PPARa interaction on CYP450 isoforms

(AhRとPPARaの相互作用がシトクロムP450に及ぼす影響）

  最近、ダイオキシン類が脂肪細胞の分化を抑制することや糖尿病の発症リスクを増加させることが報

告されている。ダイオキシン類などの平面構造を持つ化学物質は転写調節因子aryl hylrocarb弧

r∞叩tor（心IR）を活性化させ、その標的遺伝子である薬物代謝酵素ヴtochromeP450分子種のひとつ

CYPlファミリーの発現を誘導する。一方pcmxi恥mepmHfcI弧I塔．activated戚却tormpha（PPARみ

は、ペルオキシソーム増殖薬によって活性化を受け、脂肪やグルコースのホメオスタシス、そしてCYP4

ファミリーの発現を調節している。そこで、ゼイン・シヤバン・イブラヒム氏は、本研究で、AhRとPPARnの

クロストークのメカニズムと、それらがCYP発現に及ばす影響を検討した。

  PPARaのりガンドがAbRの標的因子であるCYPIAI/CYPIA2の発現や薬物代謝活性に及ばす影

響を調べた。AhRおよぴPPARaリガンドを同時投与したラットでは、AhRリガンドSudanIII(S.III)単独投

与に比ぺてCYPIA mRNAおよぴタンパク発現、代謝活性のいずれも有意に抑制されることが明らかと

なった。PPARaの発現レベルが少なぃヒト肝癌由来HepG2細胞を用いて実験を行ったところ、HepG2

においてPPARaの発現に依存してAhR標的遺伝子の発現を抑制することが分かった。また、PPARa

の標的因子であるCYP4Aサブファミリーの蛋白発現やm心弧発現量は、AhRリガンドがRXRaのタン

パク発現レベルを減少させるために、抑制されることが分かった。

  核内受容体a岨（constitutivcactivcr的叩tor冫やPXR（pmgna鵬X臘却tor）はPPARsと同じく恥（Rn

をヘテロダイマーとし、CYP2およびCYP3ファミリーの発現を調節している。本研究では、さらにAhRお

よびPPARnリガンドが、の冂P2およびCYP3ファミリーの発現に与える影響について調べたところ、ラット

に対する血uvoでのPPARnリガンドCl曲Mc薊id（Q` ）曝露はCYP2Bおよぴの旧3Aの発現を増加さ

せたが、S．mの共曝鱈は、CAによるこれらの誘導を抑制した。

  以上の結果により、ゼイン・シャバン・イプラヒム氏は、AhRとPPARaとの間には、それぞれのtarg・．et

ge鵬の転写調節について、受容体を介したネガティブクロストークが存在し、同じ転写調節機構をもつ
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CARやPXRなどとも、同様の機構でクロストークする新規機構を提示した。よって、審査委員一同は、

上記学位論文提出者ゼイン・シャパン・イブラヒム氏の博士論文は、北海道大学大学院獣医学研究科

規 程 第 6条の 規 程 によ る 本研 究 科 の行 う 博 士論 文 の審 査 等 に合 格 と認 め た 。
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