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研究成果の概要（和文）：部位特異的なリン酸基認識抗体を用いて、2,3,7,8-テトラクロロジベンゾ-p-ダイオキシン(
TCDD) もしくはオメプラゾール(OP)処理によりHepG2細胞におけるpSer-59のリン酸化が減少することを示した。ホスフ
ァターゼPP2Aの阻害剤であるオカダ酸（OA）はSer-59の脱リン酸化をブロックし、CYP1A1の転写を大きく阻害すること
を示した。同様の結果は、PP2Aのノックダウンの実験でも得られた。これらの結果は、TCDDもしくはOPからのシグナル
はPP2Aを介したSp1のSer-59の脱リン酸化をもたらし、CYP1A1の転写を誘導していることを示している。

研究成果の概要（英文）：We used a site-specific phospho-antibody to show that treatment with 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) or omeprazole (OP) reduced the level of pSer-59 in Sp1 from 
HepG2 cells. This reduction was too much, we hypothesized that the reduced phosphorylation level resulted 
from activation of phosphatase activity. Given that pSer-59 is dephosphorylated by PP2A, we examined the 
effect of a PP2A inhibitor, okadaic acid (OA), on pSer-59 and transcription of CYP1A1. The results showed 
that OA blocked dephosphorylation of Ser-59 and drastically inhibited transcription of CYP1A1. Similar 
results were obtained after knockdown of PP2A. Treatment with OA had no effect on the expression of AhR, 
its nuclear translocation, or its ability to bind to the XRE. Furthermore, dephosphorylation of Sp1 at 
Ser-59 was not affected by knockdown of AhR. These results indicate that the signals from TCDD or OP 
caused PP2A-mediated dephosphorylation of Sp1 at Ser-59 and induced CYP1A1 transcription.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ダイオキシンが、哺乳動物に示す様々な毒
性機構は、重要な研究領域であるにもかかわ
らず、研究が遅れている。これは、ダイオキ
シンの毒性機構の中心分子であるダイオキ
シン受容体（AhR）が、生体において本来ど
のような役割を果たしているか、明らかにな
っていない部分が大きい。ダイオキシン受容
体遺伝子の破壊マウスが作製され、様々な異
常表現型が見出されている（心臓奇形、発生
初期の血管構築異常、出産後の静脈管開存な
ど）。また最近では、免疫 Th17細胞の分化に
AhR が重要な役割を果たしている報告があ
る（Kimura et al. 2008）。我々は、ダイオキ
シン受容体がリガンドの結合によらずに活
性化される、全く新しい機構を明らかにして
きた（Kikuchi, et al., 1998, 2002）。 
このことは、ダイオキシン受容体が生理的
シグナルによって標的遺伝子を活性化して
いることを意味している。申請者はポジショ
ナル・クローニングにより、ダイオキシン受
容体の¬代表的な標的遺伝子である CYP1A1
の遺伝子活性化の初期過程に働く因子を
CREM（CREB modulator）と同定し、それ
が作用するシス配列には Sp1 が結合してい
ることを明らかにしてきた（Kikuchi and 
Sasamori, 2004, Sasamori et al. 2008）。 
この問題は、特定の細胞で生理的シグナル
が入って来ることによって、特定の遺伝子
（CYP1A1）が誘導されるが、そのシグナル
が入って来るまで如何にしてその遺伝子が
サイレンシングされているかという機構を
明らかにすることである。これまで、活性化
の機構に関してはヒストンのアセチル化が
クロマチン構造を変化させる重要な現象と
し て 多 く の HAT (Histone acetyl 
transferase)活性を持つ因子が同定されてき
た。しかしながら、速い転写誘導が必要とさ
れる遺伝子に関しては、ダイオキシン受容体
のような転写因子が速やかにクロマチン構
造をほぐして、シス配列にアクセスできるよ
うな機構が存在すると予想される。最近、
HDAC (Histone deacetylase)の研究が進展
してきたこともあり、遺伝子のプロモータ直
近のシス配列 BTE (Basic transcription 
element)に結合する因子が、HDAC分子を保
持することにより遺伝子をサイレンシング
しており、速い誘導発現に対応する機構とし
て働いている可能性が考えられるようにな
ってきた。また最近我々のグループは、ダイ
オキシン投与によって、リン酸化されていた
Sp1-Ser59が脱リン酸化されることを見出し
た（Shimoyama et al. 2011）。この部位の脱
リン酸化は、Sp1の転写活性化能を上昇させ
ることが報告されていることから（Juang et 
al. 2011）、ダイオキシンが何らかのホスファ
ターゼを活性化する可能性が出てきた。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．本研究で検証される仮説 
 
２．研究の目的 
最近我々は、ダイオキシン投与によって、
リン酸化されていた Sp1-Ser59 が脱リン酸
化されることを見出した。そこで、それまで
発現が抑制されていた標的遺伝子（CYP1A1）
が、ダイオキシン受容体の活性化と共に、ど
の分子種のホスファターゼの活性化が起こ
るかを同定する。またリン酸化 Serに結合す
る Pin1 が関与している可能性も検討し、そ
れにより転写が活性化される機構を明らか
にする。さらに KLFは Sp1を代表とする Zn
フィンガーを持つ複数の遺伝子からなるフ
ァミリーである。KLF9, 13, 16は SID（Sin 
interacting domain）を持つことにより
mSin3Aと結合できる。このmSin3Aはヒス
トンデアセチラーゼ（HDAC1）と結合して
おり、ヌクレオソームのヒストンを脱アセチ
ル化することによって遺伝子をサイレンシ
ングしている。しかしながら、Sp1に関して
は、mSin3Aに相当する因子が同定されてい
ない。そこで Sp1 と結合する因子を同定し、
転写活性化の過程でこれまで我々が同定し
てきた CREM がどのように関与しているか
を明らかにすることを目的とする（前ページ
の図１を参照）。 
 
３．研究の方法 
（1）活性化前の標的遺伝子がサイレンシン
グされている時のクロマチンの状況を検討
する 
どの分子種のホスファターゼが Sp1 の
Ser-59 のリン酸基を脱リン酸化しているか
明らかにする。 
１）Sp1 のリン酸基を脱リン酸化するホスフ
ァターゼとして PP2A が報告されているので
（Juang et al. 2011）、特異的阻害剤である
オカダ酸による処理で、転写活性が低下する
かをルシフェラーゼを用いたレポーター遺
伝子アッセイ法により検定する。 
２）より特異性の高い PP2A の阻害効果を調
べるために、siRNA により PP2A のノックダウ
ンを行い、上記と同様の方法により検定する。
また、この時の Sp1-Ser-59 のリン酸化状態
をウエスタン法により確認する。 
３）HDAC1 は mSin3A に相当する因子を介して

 



Sp1 と複合体を作っている可能性があり、DPI 
(diethylpimel-imidate)で架橋してから免
疫沈降法で証明する。 
 
（２）ダイオキシンからのシグナル伝達系に
よりSp1が脱リン酸化され、転写複合体にCBP
がリクルートされる機構の検討 
１）ダイオキシン処理により CYP1A1 遺伝子
の転写が活性化されるまでの、ヒストンアセ
チル化の経時変化と Sp1 の存在量の変化を、
アセチル化ヒストン抗体と、Sp1 抗体を用い
た ChIP アッセイで比較する。 
２）この間の、CBP が Sp1 複合体にリクルー
トされて来る時間経過を免疫沈降反応によ
って検討する。 
 
４．研究成果 
（１）Sp1 の Ser-59 のリン酸化レベルの減少
は OA により阻害される 
 
 Sp1 の pSer-59 は TCDD や OP により減少す
ることがわかったが、これはこの部位をリン
酸化する酵素の活性が低下した、あるいは脱
リン酸化酵素が積極的に働いた、という二つ
の原因が考えられた。リン酸化レベルの減少
が大きい事、この部位を脱リン酸化する酵素
が PP2A であるということがすでに知られて
いたことから、積極的に脱リン酸化されてい
るのではないかと考え、PP2A の阻害剤である
OA を用いた。TCDD や OP 処理の前に 2 時間、
50 nM の OA で処理した結果、TCDD や OP によ
る pSer-59 の減少は抑制され、コントロール
と同じレベルにまでリン酸化状態が保たれ
ている事がわかった(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．Sp1 の Ser-59 のリン酸化レベルの減少
は OA により阻害される 
 
（２）OA により CYP1A1 の転写は抑制される 
 OA 処理した際に、pSer-59 の脱リン酸化が
抑制された事から、この際に CYP1A1 の転写
がどのように変化するのかをqRT-PCRにより
調べた。OA で 2 時間前処理をし、その後 24
時間 TCDD あるいは OPで処理した細胞をサン
プルとした。OA を事前に処理しておいた細胞
では、TCDD や OP による CYP1A1 の転写が起こ
らなかった(図３)。この現象は、調べた３種
類の細胞、HepG2（肝臓癌細胞）、MCF-7（乳

癌細胞）、Caco-2（大腸癌細胞）で同様な傾
向が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．OA により CYP1A1 の転写は抑制される 
 
（３）Sp1 の Ser-59 がリン酸化されているも
のは BTE に結合している 
 
 Ser-59がTCDDやOPにより脱リン酸化され
るという結果は、核抽出タンパク質を用いた
ものであるため、それが CYP1A1 の BTE に限
定された結果ではなかった。実際に BTE にお
いて Sp1 の Ser-59 が脱リン酸化されている
のかどうか、転写の状態によりリン酸化状態
はどのように変化しているのかを、ChIP（ク
ロマチン免疫沈降）アッセイを用いて調べた。
その結果、転写が起きていない際には
pSer-59 が結合しているが、TCDD や OP 存在
下では、結合していない事がわかった(図４)。
また、OA を事前に処理しておいた際は、
pSer-59 は TCDD や OP 存在下でも結合を保っ
たままである事が分かった。この際、Sp1 全
体の結合量は転写の状態に関係なく一定量
であり、Ser-59 のリン酸化状態だけが変化し
ている事が分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．Sp1 の Ser-59 がリン酸化されているも
のは BTE に結合している 
 
 以上の事より、CYP1A1 の BTE を含むプロモ
ーター領域でも Western blotting の結果同
様に、TCDD や OP により Sp1 の Ser-59 が脱リ
ン酸化されている事がわかった。 
 
 Sp1 は転写因子として早期に同定され、数
百から数千におよぶ遺伝子の調節をしてい

 

 



ることがわかっているが、どのように標的遺
伝子の転写を調節しているかはあまり解明
されていない。同じファミリータンパク質で
ある KLFや Sp2,3 などとの置換が起こるとさ
れているが、なぜ置き換わるのか、詳細なメ
カニズムは翻訳後修飾に起因すると考えら
れている。その中でもリン酸化は転写と密接
な関係にあるとされており、Ser-59 は脱リン
酸化、Thr-453 はリン酸化で標的遺伝子の活
性化をすることが示されている。CYP1A1 の転
写において、これらがどのように変化するか
を確認したところ、Thr-453 のリン酸化レベ
ルには大きな変化は見られなかったが、
Ser-59はTCDDやOPにより大きく減少するこ
とがわかった。さらに、これは OA による阻
害や PP2A のノックダウンにより抑制された
ことから、PP2A が積極的に脱リン酸化してい
ることを示した。また、CYP1A1 の転写誘導も
大きく抑制された。しかしながら、OA では完
全に抑制されたのに対し、siRNA の場合、PP2A
のノックダウン効率が高いにもかかわらず、
OA ほどの効果は見られなかった。OA の阻害
効果が in vitro では PP2A (IC50 = 0.1 nM)、
PP1 (IC50 = 15–20 nM)、PP2B (>1 μM)であ
り、今回実験で用いた濃度は 50 nM であるた
め、PP1 も阻害されている可能性がある。OA
による PP2A の阻害、siRNA によるノックダウ
ンの結果の違いは、PP1 が AhR や Sp1、他の
CYP1A1 の転写に関与する因子に影響を与え
ているのではないかと推測できる。しかしな
がら、PP1 に関しては調べていないので、詳
しいことはわからなかったが、PP2Aが CYP1A1
の転写において、Sp1 の Ser-59 を脱リン酸化
し、活性化するということが本研究で明らか
になった。 
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