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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ヒトHO-1遺伝子エンハンサー領域由来eRNA E2sによる遺伝子発現増
強分子機構の解明である。本目的の達成のために、まずeRNA E2sによ制御されるHO-1以外の遺伝子を探索した。
その結果、AKR1C1遺伝子がeRNA E2sにより制御されることがわかった。HO-1およびAKR1C1遺伝子発現増強におけ
るeRNA E2sの影響を検討した結果、プロモーター領域へのRNA polymerase IIの結合増強がeRNA E2sの作用点の
一つであることがわかった。HO-1とAKR1C1遺伝子は異なる染色体上に位置するため、eRNA E2sはトランス作用性
の機能を持つと示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that eRNA E2s, a non-coding RNA derived from human 
heme oxygenase-1 E2 enhancer region, regulates DEM-responsive heme oxygenase-1 gene (HO-1) 
induction. Whereas it has been documented that most of enhancer RNAs (eRNAs) are  cis-acting and 
modulate the expression of specific gene, we wondered whether eRNA E2s uniquely regulates HO-1 
induction or not. 
Here we found aldo-keto reductase family 1, member C1 gene (AKR1C1) is one of the eRNA E2s-regulated
 genes. Diethyl maleate (DEM) and arsenite (As)-responsive gene induction of AKR1C1 was attenuated 
in eRNA E2s knockdown human cells. In addition, we found As-induced Pol II binding to AKR1C1 
promoter region is decreased by eRNA E2s knockdown. Interestingly, AKR1C1 is mapped on chromosome 
10, though HO-1 and eRNA E2s is on chromosome 22. Thus, our findings indicate that eRNA E2s 
functions as a trans-acting regulator of gene induction.

研究分野： 酸化ストレス応答
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１． 研究開始当初の背景 

ヘムは、電子伝達や酸素代謝に関わる必須
補欠因子である。近年、既知の役割に加え、
ヘムがタンパク質の機能制御やガス分子応
答、ストレス応答、免疫制御に関わることが
報告され、シグナル分子としての機能が注目
されている。細胞内ヘム量の過不足は、生体
機能の障害を引き起こすため、その合成と分
解は厳密に制御されている。 

ヘム合成には 7 つの酵素が関与するが、分
解を担うのはヘムオキシゲナーゼ（HO）のみ
である。HO には誘導型 HO-1 と構成型 HO-2

の 2 つが存在するが、ヘム恒常性維持の主役
は HO-1 である。実際、HO-2 欠損マウスは目
立った表現型を示さないのに対し、HO-1 欠
損マウスや HO-1 欠損症患者は、ヘム代謝調
節の崩壊により、出生率の低下や炎症憎悪に
よる若年死が報告されている。そのため、適
切な HO-1 発現が生体維持に必須と考え、申
請者は HO-1 遺伝子発現制御に着目している。  

HO-1 は、ヘムや酸化ストレス、細菌感染
などの生体内外の刺激により発現が強く誘
導されるが、そのスイッチは転写因子 NRF2

である。NRF2 による転写制御の詳細は十分
に解明されていないため、申請者はその分子
機構に焦点を当てて解析を進めてきた。興味
深いことに、HO-1 遺伝子は他の代表的 NRF2

標的遺伝子 NQO1 や TXNRD1 などに比べ、
顕著に発現が増強する。そのため、HO-1 遺
伝子に特化したユニークな発現増強機構が
示唆されている。 

最近申請者は、NRF2 が結合する HO-1 遺
伝子エンハンサー領域に注目した解析から、
細胞が酸化ストレスを受けた際にエンハン
サー近傍から産生される複数の長鎖非コー
ド RNA を見出し、eRNA E2s と名付けた。さ
らに eRNA E2s 発現を抑制すると、HO-1 発現
増強が顕著に減弱した。この時エンハンサー
領域への NRF2 結合は増強したが、RNA 

polymerase II（Pol II）の HO-1 遺伝子プロモ
ーターおよびエンハンサーへの結合が有意
に減弱したことから、eRNA E2s が Pol II 結合
を介して HO-1 遺伝子発現を増強することが
わかった。しかし、その詳細な分子機構は未
解明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、申請者が見出したヒト HO-1

遺伝子エンハンサー領域から産生される新
規 eRNA E2s による HO-1 遺伝子発現増強の
分子機構の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)eRNA E2s が制御する遺伝子の同定：これ
までの解析から eRNA E2s は HO-1 遺伝子発
現を選択的に増強することがわかったが、
eRNA E2sがHO-1遺伝子発現にのみ関与する
か否かは未解析であった。そこで、eRNA E2s

により制御される遺伝子を同定するため、マ
イクロアレイ解析を行った。 

 

(2)eRNA E2 による発現制御機構の解析： 最
近、enhancer RNA が転写共役因子（コファク
ター）の機能に関与するとの報告があった。
HO-1 遺伝子発現増強には BRG1 および CBP

が関与する。そこで、eRNA E2s が BRG1 お
よび CBP の発現に影響を及ぼすか否かを検
討するために、eRNA E2s 発現抑制細胞の
BRG-1 および CBP 発現をイムノブロットに
て検討した。また、これまでの検討から、
eRNA E2s が HO-1 遺伝子プロモーターへの
Pol II 結合制御を介して遺伝子発現を制御す
ることがわかった。そこで、eRNA E2s によ
り制御される遺伝子として見出したAKR1C1

遺伝子座への Pol II結合挙動をChIP解析によ
り検討した。 

 

(3)eRNA E2s 相互作用タンパク質群の単離・
同定：これまでの報告によれば、enhancer 

RNA は単独で機能するわけではなく、タン
パク質(群)と特異的に相互作用し、エフェ
クター複合体を形成して活性を発揮する。
そこで、eRNA E2s に相互作用するタンパク
質（群）を同定するために、RNA 免疫沈降
(RIP)解析を試みた。 

 

(4)蛍光 in situ hybridization による遺伝子領域
挙動の可視化：eRNA E2 は HO-1 遺伝子座へ
の Pol II の結合増強に関与している。核内に
おける HO-1 遺伝子座と Pol II ドメインの挙
動を可視化するために、蛍光 in situ 

hybridization (FISH)解析系の構築を試みた。 

 

(5)ヒ素ストレス条件下における eRNA E2 に
よる遺伝子発現制御の解析：ヒ素(As)は環境
重金属であり、酸化ストレスを惹起すること
が知られている。As による遺伝子発現増強に
eRNA E2 が関与するか否かを解析するため
に、eRNA E2発現抑制細胞にAs処理を行い、
HO-1 および AKR1C1 の発現を解析した。 

 

(6)eRNA E2 の生理的機能解析：ヘムは酸化ス
トレスを惹起するとともに、脂質過酸化を引
き起こす。ヘム処理時の脂質過酸化制御に
eRNA E2 が関与するか否かを Click-iT™ 

Lipid Peroxidation Imaging Kit - Alexa 

Fluor™ 488  (Thermo)を用いて検討した。 

 
４．研究成果 
(1)eRNA E2s が制御する遺伝子の同定：eRNA 

E2s により制御される遺伝子を同定するため、
HeLa細胞へ eRNA E2sに対する二つの siRNA

を導入し、eRNA E2s の発現を抑制した後
DEM 処理を行った。その後全 RNA を抽出・
精製し、マイクロアレイ解析を行った。NRF2

標的遺伝子に着目したところ、eRNA E2s に
発現増強が制御される遺伝子として aldo-keto 

reductase family 1, member C1 gene (AKR1C1)

を見出した。この結果を検証するために、
eRNA E2s を発現抑制した HeLa 細胞および



HaCaT細胞において、AKR1C1遺伝子のDEM

による発現増強を定量的 PCR で検討した。そ
の結果、AKR1C1 遺伝子発現が eRNA E2s に
よって制御されることがわかった。 

 

(2)eRNA E2 による発現制御機構の解析：まず、
eRNA e2s が BRG1 および CBP の発現に及ぼ
す影響を検討した。その結果 BRG1 は
eRNAE2s 発現抑制細胞において発現低下が
観察された。次に eRNA E2 が Pol II の挙動に
与える影響を調べるために、eRNA E2s 発現
を抑制した後、特異的抗体を用いた ChIP 解
析を行った。その結果、eRNA E2s を発現抑
制すると、AKR1C1 遺伝子プロモーター領域
への DEM による Pol II 結合増強が、陰性対
照細胞と比較して、有意に減弱していた。こ
の Pol II 結合の減弱は、HO-1 遺伝子発現増強
の際にも観察された。そのため、eRNA E2s

の遺伝子発現制御点の一つは、遺伝子プロモ
ーターへの Pol II 結合の制御であると考えら
れた。 

 

(3)eRNAE2s 相互作用タンパク質群の単離・
同定：eRNA E2s による HO-1 遺伝子発現制御
機構を解明するために、eRNA E2s に相互作
用するタンパク質の検出を試みた。試験管内
反応により合成した BrU 標識 eRNA E2-3:931 

base を担体に固定し、HeLa 細胞の核抽出液
から、相互作用するタンパク質を RIP 解析に
より検討した。しかしながら、eRNA E2s に

特異的結合するタンパク質は今のところ取
得できていない。 

 

(4)蛍光 in situ hybridization による遺伝子領域
挙動の可視化：HO-1 遺伝子は 22 番染色体上
にあり、AKR1C1 遺伝子は 10 番染色体に存
在する。eRNA E2s が HO-1 と AKR1C1 の発
現を制御するとすれば、NRF2 活性化により
核内において 22 番染色体と 10 番染色体およ
び Pol II の挙動が一致し、eRNA E2s 発現抑制
によりその挙動が一致しなくなるのではな
いかと考えられる。この可能性を検討するた
め に 、 DNA FISH (fluorescence in situ 

hybridization)と Pol II の免疫染色を行い、核内
の染色体挙動を可視化したいと考えた。そこ
で、まず FISH 解析の条件検討を進めた。現
在までに、HO-1 および AKR1C1 プローブを
用いて検討を行ったが、シグナルは非常に弱
いため、さらなる条件検討が必要である。 

 

(5) ヒ素ストレス条件下における eRNA E2 に
よる遺伝子発現制御の解析：ヒ素（As）によ
る HO-1 および AKR1C1 発現増強における、
eRNA E2s の影響を検討した。その結果、HeLa

細胞において eRNA E2s 発現を抑制すると、
AsによるHO-1タンパク質発現増強が低下し
た。一方、AKR1C1 タンパク質発現を検討し
たところ、As による発現増強が観察できず、
eRNA E2s 発現抑制による効果も見られなか
った。 

 

(6)eRNA E2 の生理的機能解析：HO-1 遺伝子
と AKR1C1 遺伝子は過酸化脂質の無毒化に
関与するとの報告がある。そこで、eRNA E2s

の脂質過酸化に対する貢献を検討した。その
結果、eRNA E2s を発現抑制すると、陰性対
照細胞と比較して、ヘミンによる脂質の過酸
化が増強した。この結果から、eRNA E2s が
脂質の過酸化防御に関与することが示唆さ
れた。また、HO-1 遺伝子単独の発現抑制細
胞よりも eRNA E2s 発現抑制細胞において脂
質過酸化が亢進したため、eRNA E2s は HO-1

だけでなく AKR1C1 などの複数の標的遺伝
子を介して脂質過酸化制御に関与する可能
性が考えられた。 
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