
博 士 （ 薬 学 ） 柴 原 憲 仁

学 位 論 文 題 名

ヒトCYPIAヱ遺伝子の新規な発現制御機構に関する研究

学位論文内容の要旨

  チト クロー ムP450 (CYP) 1A1は多環芳香族炭化水素類(PAHs)の解毒お

よび代謝的活性化に関与するCYP分子種である．PAHsはタバコの煙中。デ

イーゼル排気，食物中などに普遍的に存在するがん原物質であるため，これら

の 毒性 に対す るCYPIA1の役割は重要である．実際っCYPIA1の誘導能の個

人差は発がんりスクの個人差に影響を与えることが示唆されている．CYPIA1

は誘導型の酵素であり，PAHsやダイオキシン類による芳香族炭化水素受容体

(AhR)を介した誘導機構が知られている，しかしながら，AhRおよびCYPIA1

の遺伝子多型ではCYPIA1の誘導能の個人差の違いを完全に説明できないこ

とから，他の転写制御機構がCYPIA1の発現に関与しているものと考えられ

た．また，我々はPAHsやダイオキシン類だけではなく多様な外来性または内

因性物質に絶えず曝露されているため，他の転写因子がCYPIA1の誘導に与

える影響を検討することは非常に重要であると考えられた．そこで，本研究で

は AhR以外 の転 写因 子によ るCYPIA1の転写 制御 機構 を解 明することを目

的とした．

(1)  PregnaneXreceptor (PXR)およびconstitutive androstane receptor (CAR)に

    より活性化される新規エンハンサーの同定

  CYPIA1は りフん ンピ シン (RIF)お よび フェノ バル ビタ ール(PB)に より

誘 導さ れる ことが 知ら れて いる， RIFおよびPBはそれそれ核内受容体PXR

お よ び CARの ア ゴ ニ ス ト で あ る こ と か ら PXRお よ び CARが CYPIA1の

発現制御に関与していることが考えられた．ヒト初代培養肝細胞において

PXRお よ び CARの り ガ ン ド の 処 置 に よ り CYPIAl mRNAが 誘 導 さ れ る こ

とを確認した．ヒト肝がん由来HepG2細胞を用いたルシフェラーゼアヅセイ

の 結 果 よ り PXRに 応 答 す る領 域 は CYPIA1遺 伝 子 の 5’ ―上 流 -614か ら

-430 bpに存在することを明らかにした．この領域には，核内受容体の推定結

合配列．NR1（Evertedrepeat8：ER8），NR2（ER8），NR3（Directrepeat4：DR4）およ

び AhRが結 合し うる xenobioticresponseelementが存在した．この領域は

種々の異物に応答しCYPlA1の異物代謝に重要な役割を果たすと考えられる

ことからCYPlAlXenobiotic‐reSponSiveenhanCermodule（1A1XREM）と命名し
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た．ゲルシフトアッセイおよびルシフェラーゼァッセイを行いNR1。NR2お
よ び NR3に は PXRお よ び CARが 結 合 し ， PXRお よ び CARに よ る

CYPIA1のプロモーター活性の誘導に関与することを見い出した．さらに．
ヒト肝試料を用いた検討では，PXRおよびCARの発現量がCYPIA1の発
現量と有意に相関することを見出し，これら転写因子がヒトの肝臓中におい

て も CYPIA1の 発 現 変 動 に 寄 与 し て い る こ と を 示 唆 し た ．

(2)LiverXreceptorQ(LXRa)に よ る CYPIA1の 発 現 制 御 機 構
  高コレステロール食は喫煙者における発がんりスクを増大することが報告
されている，この原因として，コレステロールによりCYPIA1が誘導され，
PAHsなどの活性代謝物が増加することが発がんりスクの増大に関与するこ
とが考えられた．コレステロールの代謝物であるオキシステロールは核内受
容体LXRaを活性化し標的遺伝子の発現を制御する．そこで，LXRaによる
CYPIAI遺伝子の発現制御機構を検討した．HepG2細胞においてLXRaの
アゴニストであるT0-901317は，CYPIA1遺伝子の発現を濃度依存的に誘導
した．LXRaはDR4に結合することより，第I章で見い出した1A1 XREM
内のNR3がLXRa応答配列であると仮定した．ゲルシフトアッセイおよび
ルシフェラーゼアッセイを行いNR3にLXRaが結合しCYPIA1のプロモ
ーター活性の誘導に関与することを明らかにした，さらに，AhRとLXRaの
りガンドの共処置によりCYPIA1が相乗的に誘導されたことより，高コレス
テ口ール食を摂取している喫煙者ではCYPIA1が相乗的に誘導され発がん
りスクに寄与していると考えられた．

(3)がん抑制遺伝子p53によるCYPIA1の発現制御機構
  PAHsはAhR，PXR，CARおよびLXRaなどの活性化剤により誘導された

CYPIA1により代謝的活性化を受ける．PAHsの活性代謝物は，がん抑制遺伝
子p53を誘導することから，p53はPAHsによる発がん機構に深く関与して
いることが示唆されている．しかしながら，p53がCYPIA1の発現に与える
影響はこれまでほとんど不明であった，そこで，p53がCYPIA1の発現に関

与するか否か検討した．野生型p53を発現するヒト肺がん由来A549細胞
ではp53の活性化剤であるドキソルビシン処置によりCYPIA1が濃度依存
的に誘導されることを明らかにした．一方，p53を欠失しているH1299細胞
ではp53の強制発現によりCYPIA1の誘導が認められた．p53の応答領域

を珈silicoにて検討したところの´TIA1遺伝子の3’‐非翻訳領域にp53の
推定結合配列がクラスター状に存在しておりこの領域をp53 REと命名し
た．p53に対するsiRNAを用いた検討からp53 REはp53依存的に働くエ
ンハンサーであることを明らかにした．さらに，クロマチン免疫沈降法によ
りp53カsp53 REに結合することを明らかにした．
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ヒトCYPIAヱ遺伝子の新規な発現制御機構に関する研究

  チトクロームP450 (CYP) 1A1は多環芳香族炭化水素類(PAHs)の代謝的活性化に関
与するCYP分子種である．PAHsはタバコの煙中，ディーゼル排気，食物中などに普遍
的に存在するがん原物質であるため，これらの毒性に対するCYPIA1の役割は重要であ
る．実際，CYPIA1の誘導能の個人差は発がんりスクの個人差に影響を与えることが示唆
されている．CYPIA1は誘導型の酵素であり，PAHsやダイオキシン類による芳香族炭化
水素受容体(AhR)を介した誘導機構が知られている．しかしながら，AhRおよび
CYPIA1の遺伝子多型ではCYPIA1の誘導能の個人差の違いを完全に説明できないこ
とから他の転写制御機構がCYPIA1の発現に関与しているものと考えられた．また，
我々は，PAHsやダイオキシン類だけではなく多様な外来性または内因性物質に絶えず曝
露されているため，他の転写因子がCYPIA1の誘導に与える影響を検討することは非常
に重要であると考えられた．そこで，本研究ではAhR以外の転写因子によるCYPIA1
の転写制御機構を解明することを目的とした．

(1) PXRおよびCARによるCYPIA1遺伝子の新規発現制御領域の同定

  CYPIA1はり ファン ピシ ン(RIF)およ びフウノバルビタール(PB)により誘導される

こと が知られている．RIFおよびPBはそれそれ核内受容体pregnaneXreceptor (PXR)

およぴconstitutive androstane receptor (CAR)のアゴニストであることからPXRおよび

CARがCYPIA1の発 現制 御に関 与し てい ることが考えられた．ヒト初代培養肝細胞に

おいてRIFおよびヒトCARの特異的リガンドである6-(4-chlorophenyl)

imidazo［2，1-b][1，3］thiazole-5-carbaldehyde 0-(3，4-dichlorobenzyl)oximeは，CYPIAl mRNA

を誘導しうることを見い出した．CYPIA1遺伝子の5’．上流領域を段階的に欠失させたレ

ポータープラスミドを用いたルシフェラーゼァッセイの結果，PXRに応答する領域は

CYPIA1遺伝子の5’‾上流-614から-430 bpに存在することを明らかにした．この領域

は，核内受容体の推定結合配列NRl (Everted repeat: ER8)，NR2 (ER8)，NR3 (Direct repeat:

DR4)およびAhRが結合しうるxenobiotic responsive element (XRE)が存在した．この領
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域は種々の異物に応答しCYPIA1の異物代謝に重要な役割を果たすと考えられることか

らCYPIAl xenobiotic-responsive enhancer mo（lule（1A1XREM）と命名した．また，1A1

XREMはPXR．CARおよぴAmRの種々のりガンドにより活性化される領域であるこ

とを確 認し，1A1XREM内のNR1およびNR2にPXRまたはCARが結合することを

明らかにした．さらに，ヒトの肝試料を用いた相関解析より，ヒトの肝臓においてもPXR

およびCARはCYPlAlの発現に関与していることが示唆された．

(2) LXRaによるCYPIA1遺伝子の発現制御機構

  高コレステロール食は喫煙者における発がんりスクを増大することが疫学調査で報告

されている．この原因として，コレステロールによりCYPIA1が誘導され，PAHsなどの

活性代謝物が増加することが発がんりスクの増大に関与することが考えられた．コレステ

ロールの代謝物であるオキシステロールは核内受容体liverXreceptora(LXRa)を活性化

しretinoidXreceptorQ(RXRa)とへテロ二量体を形成し標的遺伝子の発現を制御するこ

とが知られている．そこで，LXRaによるCYPIA1遺伝子の発現制御機構を検討した．

HepG2細胞においてLXRaのアゴニストであるT0-901317は，CYPIA1遺伝子の発現

を濃度依存的に誘導することを明らかにした，次に，LXRaは第I章で見い出したNR3

に結合することを証明した．さらに，AhRとLXRaの共処置はCYPIA1を相乗的に誘

導することから高コレステロール食を摂取している喫煙者ではCYPIA1が相乗的に誘

導されるために発がんりスクが高くなるものと考えられた，

(3)がん抑制遺伝子p53によるCYPIA1遺伝子の発現制御機構

  がん抑制遺伝子p53はPAHsによる発がん発症機構に深く関与していることが示唆

されている．また，p53およびCYPIA1の変異を共に有する患者では発がんりスクが増

大することが知られている，しかしながらこのニつの遺伝子はPAHsの毒性に深く関与

するのにも関わらず，p53がCYPIA1の発現に与える影響はこれまでほとんど不明であ

った，そこで，p53がCYPIA1の発現に関与するか否か検討した，野生型p53を発現す

るヒト肺がん由来A549細胞ではドキソルビシン(Dox)処置によりCYPIA1が濃度依

存的に誘導されることを明らかにした．一方，p53を欠失しているH1299細胞ではp53

の強制発現によりCYPIA1の誘導が認められた．p53の応答領域を同定するため，転写因

子結合領域検索ソフトTFSEARCH (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html)を用

いて検討したところCYPIA1遺伝子の3’‐非翻訳領域にp53の推定結合配列がクラス

ター状に存在していた．この領域をp53 REとし，p53 REをCYPIA1遺伝子のプロモータ

ー領域に連結させたレポータープラスミドを用いたルシフェラーゼァッセイの結果から，

p53 REがp53によるCYPIA1のプロモーター活性の誘導に重要な働きをしていること

が明らかになった．さらに，p53 REには内因性のp53が結合することをク口マチン免疫

沈降法にて確認した．

  以上，ヒトCYPIA1の発現に関与する3つの新規制御機構を明らかにした．これらの

知見はPAHsの毒性発現機構の解明およびPAHsによる毒性を予防する上で重要な情報



である．また，CYPIA1はグラニセト口ンなどの薬物代謝にも関与しており，これら薬物

の相互作用を予測する上で臨床学的にも重要な知見となるであろう．以上の点で本論文
『ヒトCYPIA1遺伝子の新規な発現制御機構に関する研究』に含まれる研究成果は優れ

て お り ， 博 士 （ 薬 学 ） の 学 位 を 受 け る に 十 分 値 す る も の と認 め た．


