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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヘム分解酵素の一つである、ヒトヘムオキシゲナーゼー１（HO-1）遺伝子の発
現制御領域であるエンハンサー近傍から産生される新規ノンコーディングRNA (以下eRNAs)の同定と、eRNAsのNRF2依存
的HO-1遺伝子発現増強における機能について解析を行った。解析の結果、実際ヒト細胞内においてHO-1遺伝子エンハン
サーからeRNAが複数産生されることがわかった。見出したeRNAsはNRF2活性化剤であるDEMやヘミンにより発現が増強し
た。さらにsiRNAを用いたeRNAs発現抑制実験から、eRNAsがHO-1遺伝子発現増強を選択的に制御することがわかった。

研究成果の概要（英文）：Emerging evidence indicates that enhancer RNAs (eRNAs), which are long non-coding 
RNAs transcribed from gene enhancer regions, play important roles in the regulation of gene expression. 
However, it remains unknown whether eRNAs are involved in the human heme oxygenase-1 gene (HO-1) 
induction. HO-1 possesses two distantly located enhancers called E2 and E1 enhancers to regulate its 
transcription.
In this study, I demonstrated that eRNAs are transcribed from the human HO-1 enhancers. Focusing on 
E2-derived enhancer RNA (eRNA E2), I found eRNA E2 is induced in response to HO-1 substrate heme and 
oxidative stress-causing reagents such as diethyl maleate (DEM) in an NRF2-dependent manner. I also found 
DEM-induced HO-1 expression was selectively down-regulated by knockdown of the eRNA E2. Furthermore, 
DEM-induced Pol II binding to human HO-1 regions is attenuated in eRNA E2 knockdown cells. These results 
indicate that eRNA E2 is functional and required for the induction of HO-1.

研究分野： 生化学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
Heme oxygenase (HO)はヘムを鉄、一酸
化炭素、ビリベルジンに分解する酵素で
ある。HO には誘導的に発現する HO-1、
構成的に発現する HO-2 がある。HO-1 遺
伝子破壊マウスは、大半が胎児期に死亡
するが約 20％が出生する。しかし出生し
たマウスは、貧血、顕著な血清鉄の低値、
肝臓や腎臓における鉄の沈着、成長遅延、
組織障害、慢性炎症が見られる。ヒト
HO-1 欠損症例も報告されており、患者は
遺伝子破壊マウスに類似した症状が認め
られ、繰り返す感染症により死亡した。
以上から、HO-1 発現の低下は、生体の生
存に重篤な危機を及ぼす。 
 HO-1 遺伝子は、重金属、活性酸素種
などの環境ストレスに対して鋭敏に応答
し、顕著に発現増強する。ヒト HO-1 遺
伝子では転写開始点上流 4kb (E1)と 9kb 
(E2)に遺伝子発現を制御するエンハンサ
ー領域があり、その領域にストレス応答
に必要なエレメントが存在する。両エン
ハンサー領域にはさまざまな因子が結合
するが、酸化ストレス応答に重要な結合
分子は NRF2 である。 
 NRF2 は酸化ストレスが関与する疾
患から生体を防御する転写因子である。
NRF2 は活性酸素種などに応答して
HO-1 や チ オ レ ド キ シ ン 還 元 酵 素
(TXNRD1)をはじめとする生体防御遺伝
子群の発現を包括的に増強する。これま
で申請者らは、NRF2 依存的転写活性化
の分子機構を解明するために核内で
NRF2 に相互作用する因子を同定し、
NRF2 依存的転写活性化における機能を
明らかにしてきた。中でも興味深い因子
は、クロマチンリモデリング因子 BRG1
である。本因子は NRF2 による HO-1 遺
伝子発現を選択的に増強する。また、
HO-1 遺伝子は他の NRF2 標的遺伝子に
比べ迅速かつ顕著に発現増強する。その
ため、HO-1 遺伝子特異的な発現増強機構
の存在が示唆されている。 
 申請者は、NRF2 依存的 HO-1 遺伝
子発現増強機構を調べるために、NRF2
活性化時の NRF2 と mRNA 合成酵素(Pol 
II)の挙動を詳細に検討した。その結果、
NRF2 活性化時に HO-1 遺伝子領域では
プロモーターだけでなく、エンハンサー
にも Pol II が結合増強することがわかっ
た。この結果から申請者は、ヒト HO-1
遺伝子のエンハンサー領域が転写され、
non-coding RNA (ncRNA)が産生される、
という仮説を立てた。 
 ncRNA はタンパク質をコードしな
い転写産物であり、転写のノイズと考え

られてきた。しかし近年、ncRNA が転写
やスプライシングの調節などに関与する
ことが証明された。そこで申請者は、
NRF2 依存的 HO-1 遺伝子発現増強におけ
る ncRNA の関与を仮定し、網羅的なヒト
cDNA データを検索した。その結果、ヒ
ト HO-1 遺伝子領域にタンパク質をコー
ドする領域だけでなく、上述のエンハン
サー領域周辺から産生される複数の転写
産物を見出した。しかしながら、その
ncRNA が実際に産生されるのか、また
NRF2 依存的 HO-1 遺伝子発現増強に関
与するのかは、全く未解析であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、申請者が見出した新規 ncRNA
による NRF2 依存的 HO-1 遺伝子発現増強
機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト HO-1 遺伝子エンハンサー由来
ncRNA(eRNA)の同定：NRF2 活性化剤ジエ
チルマレイン酸(DEM)で処理した HeLa 細胞
の全 RNA と領域特異的プライマーを用いて
RT-PCR を行い、HO-1 遺伝子エンハンサー
近傍から転写産物が産生されているかを検
討した。  
 
（２）eRNAs の方向と転写開始点の同定： 
検出した eRNAs の方向を決定するために、
strand-specific RT-PCR を行った。さらに、
eRNA E2-3 および eRNA E1-4 については、
転写開始点を決定するために、5’ Rapid 
Amplification of cDNA End (5’RACE)解析を
行った。 
 
（３）eRNAs のヒト細胞における発現と発
現挙動の解析：見出した eRNAs の薬剤刺激
による発現挙動を調べるために、HO-1 遺伝
子発現増強剤であるDEM, ヘミン, カドミウ
ム、ジメチルフマル酸(DMF)で細胞を処理し
た際の eRNAs 発現を定量的 RT-PCR により
検討した。また、細胞種による発現を検討す
るために、子宮頸がん由来 HeLa 細胞, 神経
芽細胞腫由来 SH-SY5Y 細胞, ヒト表皮角化
細胞由来HaCaT細胞を用いて検討を行った。 
 
（４）eRNAs の細胞内局在の解析：eRNAs
の細胞内局在を検討するために、HeLa 細胞
抽出液から細胞質分画と核分画を調製し、
eRNAs の含有量を定量的 RT-PCR により検
討した。 
 
（５）NRF2 および BACH1 の eRNA E2-3
発現に対する影響の解析：見出した eRNAs
のうち eRNA E2-3 に着目し解析を進めた。
eRNA E2-3はHO-1発現増強剤により発現が
誘導されるため、その発現誘導には HO-1 遺
伝子発現を制御する NRF2 および BACH1 の



関与が考えられた。そこで、特異的 siRNA を
用いて NRF2 および BACH1 発現を抑制し、
eRNA E2-3 発現への影響を検討した。 
 
（６）eRNA E2-3 が NRF2 標的遺伝子発現
に及ぼす影響の解析：eRNA E2-3 が NRF2
標的遺伝子発現に及ぼす影響を検討するた
めに、特異的 siRNA を用いて eRNA E2-3 発
現を抑制し、HO-1, TXNRD1 などの NRF2 標
的遺伝子発現を検討した。 
 
（７）eRNA E2-3が制御する HO-1遺伝子発
現機構の解析：eRNA E2-3 が関与する HO-1
遺伝子発現増強機構を検討するために、特異
的 siRNAを用いてeRNA E2-3発現を抑制し、
NRF2 および Pol II の HO-1 遺伝子領域への
結合挙動をクロマチン免疫沈降(ChIP)解析に
より検討した。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト HO-1遺伝子エンハンサー由来
ncRNA(eRNAs)の同定：上述したように、申
請者は、ヒト HO-1 遺伝子領域にタンパク
質をコードする領域だけでなく、エンハン
サー領域周辺に複数の転写産物を見出した。 
 これらの転写産物が実際産生されてい
るか否かを調べるために、HeLa 細胞の全
RNA と領域特異的なプライマーを用いて
RT-PCR を行った。その結果、E2 エンハン
サー領域に 3 つの RT-PCR シグナル（E2-1, 
E2-2, E2-3）を、E1 エンハンサー領域に 2
つのシグナル(E1-3, E1-4)を認めた。さらに
これらの NRF2 活性化剤 DEM に対する応
答性を検討するために、DEM 処理した
HeLa 細胞の全 RNA を用いて定量的
RT-PCR を行った。その結果、E2-1, E2-2, 
E2-3, E1-4 の DEM による発現増強を認め
た。以上から、HO-1 遺伝子エンハンサー
領域から RNA が産生され、それらの発現
が DEM により増強することがわかった。 
 これらの RNA はタンパク質をコード
する領域以外から産生され、200 塩基以上
であることから long ncRNA であると考え
ている。またエンハンサー領域近傍から産
生されるため human HO-1 enhancer 
RNAs (以下 eRNAs とする)と名付けた。 
 
（２）eRNAs の方向と転写開始点の同定：
見出した 5 つの eRNAs の転写方向を調べる
ために strand-specific RT-PCR を行った。そ
の結果、E2-1 は HO-1 遺伝子の向き(5’-3’)に
対して逆向き(3’-5’)であったが、それ以外の 4
つの eRNAs は順向き(5’-3’)であることがわ
かった。 
 次に eRNAs の転写開始点を決定するた
め、5’RACE 解析を行った。その結果、E2-3
および E1-4 の転写開始点を見出すことに成
功した。 
 
（３）eRNAs のヒト細胞における発現と発

現挙動の解析：見出した eRNAs の HO-1 遺
伝子発現との関連を調べるために、HeLa 細
胞において HO-1 発現増強剤による eRNAs
の発現挙動を検討した。その結果、HO-1 遺
伝子同様に、DEM とヘミンにより E2-1, E2-3
および E1-4 が有意に発現増強することがわ
かった。一方、HeLa 細胞におけるカドミウ
ムおよび DMF による HO-1 および eRNAs の
発現増強は有意ではなかった。さらに、他の
ヒト培養細胞における eRNAs の発現を検討
したところ、ヒト表皮角化細胞由来細胞
HaCaT では DEM により E2-1, E2-3, E1-4 の
発現増強が認められた。また、ヒト神経芽細
胞腫由来細胞 SH-SY5Y では DEM により
E2-1, E2-3 の発現増強が検出できた。以上の
結果から、eRNAs は HO-1 発現増強剤により
発現が増強する事およびその発現挙動はヒ
ト細胞種により異なることがわかった。 
 
（４）eRNAs の細胞内局在の解析：eRNA
の機能を推定するために、eRNAs の細胞内局
在を検討した。HeLa 細胞を用いて細胞質分
画と核分画を調製し、eRNAs の含有量を定量
的 RT-PCR により検討したところ、E2-1, 
E2-3, E1-4 は核内に局在することがわかった。
この結果から、eRNAs は転写制御などの核内
反応に関与することが示唆された。 
 
（５）NRF2および BACH1の eRNA E2-3
発現に対する影響の解析：見出した eRNAs
のうち HeLa 細胞において最も発現の高い
eRNA E2-3 に着目し解析を進めた。HO-1 遺
伝子エンハンサーに結合し、HO-1 遺伝子発
現制御に関与する NRF2 および BACH1 の
eRNA E2-3 発現に対する影響を調べるため
にNRF2およびBACH1に対する siRNAを言
用いて NRF2 および BACH1 発現を抑制し、
eRNA E2-3 発現を検討した。NRF2 発現を抑
制すると NRF2 標的遺伝子である HO-1 や
TXNRD1 と同様に eRNA E2-3 発現が減弱し
た。さらに BACH1 発現を抑制すると HO-1
と同様に eRNA E2-3 発現が増強した。以上
から、eRNA E2-3発現はNRF2およびBACH1
により制御されることがわかった。 
 
（６）eRNA E2-3が NRF2標的遺伝子発現
に及ぼす影響の解析：eRNA E2-3 が NRF2
標的遺伝子発現に及ぼす影響を検討するた
めに、eRNA E2-3 特異的 siRNA を用いて発
現抑制を行い、HO-1, TXNRD1 などの NRF2
標的遺伝子発現を検討した。その結果、eRNA 
E2-3 発現を抑制すると、DEM による HO-1
遺伝子発現増強およびタンパク質発現増強
が減弱した。一方、他の NRF2 標的遺伝子
(TXNRD1, GCLC, SLC7A11 など)の DEM に
よる発現増強は維持されていた。以上から、
eRNAE2-3 は HO-1 発現の選択的増強に関与
することがわかった。 
 
（７）eRNA E2-3発現が制御する HO-1遺伝



子発現機構の解析：eRNA E2-3 が関与する
HO-1 遺伝子発現増強機構を検討するために、
eRNA E2-3 特異的 siRNA を用いて発現抑制
を行い、NRF2 および Pol II の HO-1 遺伝子
領域への結合挙動をクロマチン免疫沈降
(ChIP)解析により検討した。まず、NRF2 核
蓄積に対する影響を検討したところ、
eRNAE2-3 を発現抑制しても DEM による
NRF2 核蓄積に変化は見られなかった。また、
その際の NRF2 の HO-1 E2 エンハンサー結
合増強にも有意な差は見られなかった。次に
Pol II の HO-1 遺伝子領域への結合を検討し
たところ、eRNA E2-3 発現抑制により DEM
による Pol II のエンハンサーおよびプロモー
ター結合増強が有意に低下していた。以上の
ことから、eRNA E2-3 は Pol II の HO-1 遺伝
子領域への結合を介して HO-1 遺伝子発現制
御に関与することがわかった。 
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