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研究成果の概要（和文）：ベンゼンの骨髄毒性とミエロペルオキシダーゼ（MPO）の関係を明らかにするためにヒト骨
髄細胞株にベンゼン代謝物の一つであるベンゼントリオール（BT)を曝露し、MPO阻害下、非阻害下における遺伝子の発
現変動をマイクロアレイ法で網羅的に、アポトーシス誘導はフローサイトメトリー法で解析した。BT曝露でアポトーシ
スが生じ、1213遺伝子の発現が変動し、アポトーシス、抗アポトーシス、細胞増殖、炎症、細胞周期関連遺伝子の発現
が上昇した。しかし、MPO阻害で、これら遺伝子の発現変動、アポトーシス誘導は劇的に抑制された。MPOはベンゼン骨
髄毒性のリスク評価や予防における分子マーカーとなり得る。

研究成果の概要（英文）：While it is known that benzene induces myeloid leukemia in humans, the mechanism h
as yet to be clarified. Previously, we suggested that myeloperoxidase (MPO) was the key enzyme because it 
promotes generation of powerful oxidant hypochlorous acid which reacting with DNA. In our study, using a w
hole-human-genome oligonucleotide microarray, we analyzed the genome-wide expression profiles of HL60 huma
n promyelocytic cell lines exposed to 1,2,4-benzenetriol (BT) with or without MPO inhibition. The microarr
ay analysis revealed that 4h exposure to BT changed the expressionin HL60 cells of 1213 genes associated w
ith transcription, RNA metabolic processes, immuneresponse, apoptosis, cell death, and biosynthetic proces
ses, and that these changes were dramatically lessened by MPO-specific inhibition. Gene expression profile
s along with GO and KEGG pathway annotation analysis suggest that there maybe a role for MPO as an examina
tion marker or in prophylaxis forchemical carcinogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
急性骨髄性白血病（AML; acute myeloid 
leukemia）は、治療成績が向上してきたと 
はいえ、依然４割以上の死亡率がある難治致
死性の疾患のひとつである。また、治癒した
としても本人や家族の精神的・経済的負担・
生活の質の低下などを考えると、発症をでき
るだけ予防することが理想である。化学物質
では、詳細な機序はわかっていないがベンゼ
ン曝露が、AML発症と強い因果関係があるこ
とが古くから疫学的に明らかにされている。
また、ベンゼンは発がん状態になる以前に、
高率に骨髄機能の低下を起こすことが知ら
れている。 
好中球や単球など骨髄系細胞のみで合
成・分泌されるヘム酵素のミエロペルオキシ
ダーゼ（MPO）は、活性酸素種（ROS; Reactive 
oxygen species）産生に重要な役割を担って
いる。MPOは、過酸化水素（H2O2）と塩素イオ
ンから強力な活性を有するROSの一つである
次亜塩素酸（HOCl）を産生する反応を触媒す
る。HOClは、宿主に侵入する病原微生物など
に対する殺菌作用を有し、免疫機構の一端を
果たす一方で、宿主組織の蛋白質、脂質、核
酸などに対して損傷（ハロゲン化）を起こす。
そして、ハロゲン化DNA（ハロゲン化ストレ
ス）は、ジェネティックにも、エピジェネテ
イックにも変異をきたし、発がんと強い関連
があるとの報告が近年多数みられている。 
 
２．研究の目的 
我々はベンゼン代謝物の一つである 1, 2, 
4-benzenetriol （BT）を曝露すると MPO が
HOCl の産生を促進し、生じた HOCl が DNA や
タンパク質をハロゲン化し発がんへと導く
可能性があることを報告した 1)。ベンゼンの
骨髄毒性と、MPO の関係を明らかにするため
にヒト骨髄細胞株（HL60）に BT を曝露し、
MPO 阻害下、非阻害下における遺伝子の発現
変動、アポトーシスの誘導を解析した。 
 
３．研究の方法 
MPO 特異的な阻害剤 4-aminobenzoic acid 
hydrazine （ABAH）を処理、非処理の HL-60
に 50 μM の BT を曝露し 1 時間、4 時間後の
遺伝子発現をマイクロアレイ法で網羅的に
解析した。その結果をもとに Database for 
annotation, Visualization and Integrated 
Discovery (DAVID)を用い、Gene Ontology 
(GO)及び Pathway 解析を行った。統計学的解
析は Fisher’s exact test により p < 0.05
を有意とみなした。さらにマイクロアレイの
結果を検証するために KEGG pathway 解析で
最も発現上昇が見られた上位 20 遺伝子の発
現を Real time PCR で確認した。 
HL60 細胞の MPOを ABAH あるいは siRNA で
阻害後、BT に 8 時間曝露し、アポトーシス
の誘導を Annexin V 及び propidium iodide
の二重染色によりフローサイトメトリーで
測定した。MPO を発現していないヒトリンパ

球細胞株（U937）においても同様にアポトー
シスの誘導を評価した。統計学的解析は
non-parametric Wilcoxon test を行い p < 
0.05 を有意とみなした。 
 
４．研究成果 
50,599 遺伝子の発現変動データを基に解
析を行った。BT 曝露 1時間で 1214、4時間曝
露では 1213 遺伝子もの発現変動が確認され
た（1 時間及び 4 時間後の発現促進遺伝子数
はそれぞれ 751、817、また発現抑制遺伝子数 
はそれぞれ 463、396、│Z-score│>2.0）（表
１）。 

 GO 及び KEGG Pathway 解析の結果、アポト
ーシス、抗アポトーシス、細胞増殖、炎症、
細胞周期関連遺伝子の発現が BT 曝露により
有意に上昇していた（表２、３）。 

 しかし、MPO を ABAH で阻害しただけで、こ
れら遺伝子の発現増多は劇的に抑制された



（表２、３）（図１はドットグラフで、図２
はヒートマップを用いて BT 曝露 1時間、4時
間後の遺伝子発現変動をMPO阻害の有無を含
めて図示した。）。 

 
MPO を ABAH により蛋白レベルで阻害した
HL60 細胞、siRNA により RNA レベルで阻害し
た HL60 細胞、両者ともに、BT 曝露によるア
ポトーシスの誘導は有意に抑制された（図
３）。 

MPO 未発現の U937 細胞においては、BT 曝露
によるアポトーシスの有意な誘導は全く生
じなかった（図４）。 
 
【考察】 
BT 曝露により転写、アポトーシス、抗アポト
ーシス、細胞増殖、炎症、細胞周期関連遺伝
子の発現が上昇していた。シグナル伝達経路
を描いてみると（図５）、BT 曝露により大き
く 2つの経路、アポトーシスに向かう経 
 

路と抗アポトーシスに向かう経路が促進さ
れていることが判明した。アポトーシスに向
かう経路はベンゼン曝露による骨髄抑制（再
生不良性貧血）、抗アポトーシスに向かう経
路は発がん（白血病）につながると考えられ
た。そして、ABAH で MPO という低分子酵素を
阻害するだけで、上記の発現変化は劇的に抑
えられた。 また、HL60 細胞は p53 の発現が
ないにもかかわらず、今回の研究では、その
下流の遺伝子に有意な発現変動がみられた。
これはp53シグナル以外の経路を介してアポ
トーシスを導いていると考えられた。 
MPO はベンゼン発がんにおいて重要な分子で
あり、化学発がんのリスク評価や予防におけ
る生物学的な分子マーカーとして使用でき
る可能性が示唆された。 
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