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研究成果の概要（和文）：PZ 遺伝子の基本的な発現機構を追究するため、肝癌細胞株 HepG2
ではHNF-4αが重要な役割を果たすこと、Sp1がエンハンサーとして働くことを明らかにした。
また、妊娠期に PZ の血中濃度が高くなることからホルモンが PZ 遺伝子の発現調節に寄与し
ている可能性が示唆され、プロゲステロンは PZ遺伝子の発現を亢進することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We characterized the 5’-flanking region of PZ gene and identified cis-acting 
sequences and trans-acting factors responsible for the expression of human PZ gene using HepG2. 
HNF-4α plays a crucial role in PZ gene expression, and that Sp1 acts as an enhancer. The levels of PZ 
and ZPI in plasma increased during normal pregnancy. It was suggested that the expression of PZ gene 
was regulated by hormones. And it was confirmed that the expression of PZ gene was enhanced by 
progesterone. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノムには、アミノ末端に γ-カルボキ

シグルタミン酸 (Gla)ドメインを持つビタミ
ンK依存性(VKD)タンパク質の遺伝子が約10
種類存在する。その多くは血漿に存在する凝
固関連タンパク質であるが、骨代謝に必須な
ものや、細胞表面に存在するものもあり、γ-
カルボキシラーゼがビタミン K 存在下でこ
れらのタンパク質のグルタミン酸残基を γ-カ
ルボキシグルタミン酸へと翻訳後修飾する

反応、いわゆる Gla化がそれらの構造と機能
を完成し、生命を維持するのに必須である。
VKD タンパク質の生合成については未だ不
明な点が多いが、我々の予備的な実験の結果
によれば、それぞれのタンパク質によって挙
動が異なり、遺伝子発現の違いのみならず
Gla 化の違いが分泌に重要な役割を果たして
いることが判明している。ビタミン K依存性
タンパク質の基礎的研究は古くから行われ
てきたが、それらが持つ Gla化に必須なビタ
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ミン K エポキシド還元酵素サブユニット
1(VKORC1)は、その活性は知られていたもの
の、分子そのものは長い間未同定であった。
2004年に、その遺伝子がクローニングされた
ので、その遺伝子多型とワーファリン感受性
/抵抗性について多くの研究がなされている。
申請者らもワーファリン感受性と VKORC1
遺伝子の多型との関係を調べるうちに、新た
なアイソフォームがあることを発見した。こ
のアイソフォームは酵素の活性を有するが、
その詳細な性質は不明である。 
このため、この基質特異性及び反応特性や

組織分布を明らかにし、ビタミン K代謝系で
の役割を明らかにしたい。 
また、VKDタンパクの 1つであるプロテイ
ン Zは、長年その機能が不明であったが、近
年になり、プロテイン Z依存性プロテアーゼ
インヒビターと結合し、活性型凝固 X因子を
阻害し、血液凝固系を制御することが明らか
になった。さらに最近では、血中プロテイン
Z レベルが低値の人では、脳梗塞、急性冠疾
患、抗リン脂質抗体症候群、原因不明の流産
等の血栓性疾患を発症するリスクが増大す
るという報告が多くなされているが、基礎的
にはプロテインZについては構造に関する研
究のみで、その発現や生合成については殆ど
データが無いため、生合成機構の解明は基礎
的にも臨床的にも非常に価値が高い。 
 
２．研究の目的 

VKD血漿タンパク質のうち、特にそれぞれ
ビタミン K に依存的および非依存的に生合
成されるプロテイン Z と血液凝固第 X 因子
（以下 X因子）をモデル基質として用い、こ
れらの遺伝子発現や生合成機構について解
析することを目的とした。また、VKDタンパ
ク質の Gla化には補助因子であるビタミン K
が必須であるため VKD タンパク質の生合成
機構への関与について解析することを本研
究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞を用いた転写調節領域および転
写調節機構の解析 
 肝癌由来 HepG2細胞は 10%仔牛血清を含
む D-MEM培地で培養した。 
[RT-PCR] HepG2 細胞を用いてエストラジ
オールおよびプロゲステロン添加時におけ
る PZおよび ZPIの発現への影響について調
べた。エストラジオールおよびプロゲステロ
ンは 1μg/mL の濃度で培養液に添加し、48
時間後に RNA を抽出し発現の変化を調べた。
HepG2よりの RNAの抽出は、グアニジンチ
オシアネート法を用い、オリゴ(dT)20 プラ
イマーおよび M－MLV 逆転写酵素を用いて
逆転写反応を行った。得られた cDNAおよび
PZ、ZPI および GAPDH の特異プライマー

を用いて PCR をおこない各成分の発現を調
べた。 
 
[ルシフェラーゼレポーターアッセイ] ヒト
PZ遺伝子の 5’上流領域 DNA断片をルシフ
ェラーゼレポーターベクターpGL3 に挿入し
た。HepG2 細胞へはリン酸カルシウム法に
よりβガラクトシダーゼ発現ベクターと共
に10μgのルシフェラーゼベクターを導入し
た。24 時間培養した後に、プロゲステロン、
エストラジオールおよびビタミン K を 1μ
g/mL の濃度となるように培養培地に添加し、
48 時間培養後にルシフェラーゼ活性および
βガラクトシダーゼ活性を測定した。 
 
(2)血中 PZレベルおよび ZPIレベルの測定 
 PZ および ZPI の抗原量は、特異抗体を用
いたサンドイッチ ELISA法にて測定した。 
3μg/mLの PZおよび ZPIそれぞれに対する
抗体を ELISA プレートの各ウェルに 100μ
L/ウェル滴下、overnight 静置することによ
り捕捉用抗体( PZ: ウサギ由来抗 PZ 抗体, 
ZPI: ウサギ由来抗 ZPI 抗体 MQ126)を固定
化した。抗体固定化用バッファーを除去した
後に TBSで洗浄し、150μLの 1.5% BSAを
滴下し、1 時間静置することによりブロッキ
ングした。ブロッキングバッファーを除去し
た後にサンプルを各ウェルに注入し、2 時間
インキュベートした。血漿検体は 1.5% BSA
に 100倍希釈した後に測定に用いた。反応後
に各ウェルを TBS-T にて 3 回洗浄し、5μ
g/mL の検出用抗体( PZ: ペルオキシダーゼ
標識ヒツジ由来抗 PZ抗体, ZPI: ビオチン標
識ウサギ由来抗 ZPI 抗体 MQ191)を 100μL
滴下し 1.5時間インキュベートした。ZPI系
では、さらに洗浄後にペルオキシダーゼ標識
ストレプトアビジンを加え、1 時間インキュ
ベートした。TBS-Tにて 5回洗浄した後に、
3、3'、5、5'-テトラメチルベンジジン (TMB)
を 100μL加え、15-20分反応を行った後に、
50μL/ウェルの 1M 硫酸を加え、450nm の
吸光度をプレートリーダーにて測定した。健
常人の平均値を 100%とした。得られたデー
タは、正規性の検定および F 検定の後に、
Student’s t-test あるいは Welch’s t-test 
を用いて有意差検定を行った。 
 
４．研究成果 
(1)PZ遺伝子の転写調節領域の解析 
 PZ 遺伝子の 5’上流領域(-3058/+11)を挿
入したルシフェラーゼレポーターベクター
を HepG2 細胞に導入しルシフェラーゼアッ
セイによりプロモーターおよびエンハンサ
ー領域を決定した（図 1）。この結果、(-83/+1)
の領域にプロモーター領域が存在し、
(-315/-255)の領域と(-116/-83)の領域にエン
ハンサー領域があることを明らかにした。 



この領域に作用する転写因子についてデー
タベースを用いてサーチし、候補となる転写
因子をゲルシフトアッセイによって調べた
結果、プロモーター領域では SP1 および
HNF4-αが、(-315/-255)のエンハンサー領域
では SP1 が作用することにより転写調節が
おこなわれていることを明らかにした。
(-116/-83)のエンハンサー領域に作用する転
写因子は不明であった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)PZ欠乏患者の遺伝子解析 
 血中 PZ レベルが低値であった血栓症患者
および正常者の遺伝子解析をおこなったと
ころ、PZ 欠乏患者群において、これまで未
知であった遺伝子多型 Intron E C48Tを発
見した。この多型の有無と血中 PZ レベルと
を比較すると多型を有する症例では PZ レベ
ルが有意に低値であった。 
また、血中 PZ レベルが低値を示した習慣

流産の患者について、既知の遺伝子多型であ
る、Intron E T52Aの遺伝子多型解析をおこ
ない、遺伝子多型の有無と血漿 PZ レベルお
よび血漿ZPIレベルとの関係について調べた。
この結果、血漿 PZ レベルが低値の群では、
PZ intron E T52A多型が高頻度でみられた。

さらに、PZ intron E T52Aの多型と血漿 ZPI
レベルとの関係を調べると、PZ intron E 
T52A の多型を有する群では、ZPI も有意に
低値を示し、PZ-ZPI 複合体の形成が ZPI の
安定化に寄与する可能性が示唆された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)周産期における PZおよび ZPIの変動 
 正常妊娠における血中の PZおよび ZPIの
変動を ELISA にて測定した、その結果、妊
娠中では PZおよび ZPIが大幅に増加する傾
向が見られた。この結果より、PZおよび ZPI
の発現がホルモンによって調節される可能
性が示唆されたため、HepG2 細胞を用いて
エストロゲンおよびプロゲステロンの PZ 遺
伝子発現に及ぼす影響を RT-PCR を用いて
調べたところ、プロゲステロンが PZ の発現
を亢進させることが明らかになった（図 4）。
ZPIの発現に及ぼすエストロゲンおよびプロ
ゲステロンの影響は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1 様々な長さのPZ遺伝子5’上流領域をpGL3 
vectorに挿入した際のルシフェラーゼ活性

様々な長さのPZ遺伝子5’上流領域断片を作製し、そ
れぞれをpGL3ルシフェラーゼレポーターベクターに
挿入し、ルシフェラーゼ活性を測定した。
HepG2細胞では(-83/+11)にプロモーター領域が見ら
れ、(-315/-255)および(-116/-83)にエンハンサー領域
が見られた。

図2 PZ遺伝子の転写調節領域の概略図

ゲルシフトアッセイにより(-83/+11)のプロモーター
領域にはSp1とHNF-4αが、(-315/-255)のエンハン
サー領域にはHNF-4αが結合することが確認された。
(-116/-83)のエンハンサー領域へ結合する転写因子は
不明であった。

図4 PZおよびZPI遺伝子の発現に及ぼすプロゲステ
ロンおよびエストラジオールの影響

HepG2細胞にプロゲステロンおよびエストラジオー
ルを処理し、PZおよびZPI遺伝子の発現の変化をRT-
PCRにて調べた。プロゲステロンの処理によりPZ遺
伝子の発現亢進が見られた。
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図3 血漿PZレベルおよびZPIレベルに及ぼす
PZ intron E T52A 遺伝子多型の影響

PZ intron E T52A 遺伝子多型をヘテロあるいはホモ
でもつ群では、多型を持たない群に比べてPZレベル
およびZPIレベルが有意に低値であった。( T/T を
100%として表記）
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 PZ の遺伝子発現に対するエストロゲンお
よびプロゲステロンの影響をさらに詳細に
調べるため、ルシフェラーゼレポーターアッ
セイをおこなったところ、RT-PCRの結果と
同様に、プロゲステロンが PZ の発現を亢進
させることが明らかになった（図 5）。さらに、
PZの遺伝子発現に対するビタミン Kの影響
を調べると、ビタミン K2 の存在下では PZ
の発現が亢進することが、HepG2 を用いた
RT-PCRにより明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4)総括と今後の展望 
 本研究では、PZ 遺伝子の基礎の発現機構
を明らかにした。また、妊娠期に血中濃度が
有意に増加することから、妊娠の維持に有用
な役割を果たしている可能性が示唆された。
さらに、ホルモンが転写調節に寄与すること
が示唆されたため、エストラジオールおよび
プロゲステロンの影響について検討したと
ころ、プロゲステロンが転写を亢進させるこ
とを明らかにした。PZ および ZPI の発現へ
のホルモンの影響については、さらに多くの
ホルモンを用いて調べる必要がある。また、
PZ および ZPI は複合体の形成が、それぞれ
の因子の安定性や機能的にも重要であるこ
とから、血漿 PZ-ZPI 複合体の測定系の構築
が必要である。 
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図5 PZ遺伝子の発現に及ぼすプロゲステロンおよ
びエストラジオールの影響

プロゲステロンによるPZ遺伝子の発現の変化をルシ
フェラーゼアッセイを用いて調べた。プロゲステロ
ンの処理によりPZ遺伝子の発現亢進が確認された。
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