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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝臓と脾臓において、AhR 依存的に発現する CYP1A1
遺伝子発現調節の臓器特異性のメカニズムを転写抑制因子に着目して検討した。その結果、臓

器特異的な CYP1A1 の発現調節には、AhRR や HDACs の発現量、及びヒストン修飾の変化が

関連している可能性が示唆された。また、ChIP on chip による AhR 結合領域の網羅的解析か

ら、AhR 依存的で XRE 非依存的に発現調節をうける可能性のある遺伝子を探索し、臓器特異

的な TCDD 反応性に関係するメカニズムを理解する上で重要な知見を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanism of tissue-specific 
modulation of AhR-dependent gene expression by focusing on the transcriptional repressor 
in the liver and spleen.  The results of this study suggested that expression of AhRR and 
HDACs and changes of histone modifications were involved in the tissue-specific 
modulation of CYP1A1 gene expression.  We explored the genes which potentially 
regulated in AhR-dependent and XRE-independent manner in genome wide analysis of 
AhR binding regions using ChIP on chip, and obtained important information for 
understanding the mechanism responsible for tissue-specific reactivity of TCDD.  
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１．研究開始当初の背景 

AhR は、リガンド活性化型の転写因子であ
り、ダイオキシン（TCDD）による毒性発現
を仲介する。動物実験の結果から TCDD は高
用量では催奇形性、発癌の促進、体重減少、
上皮細胞異形成、肝臓障害など、また低用量
では胸腺委縮などの免疫抑制、生殖系異常な
どが報告されている。TCDD による毒性の発

現と、AhR 依存的な遺伝子発現はよく対応す
ることが知られている。そのため、TCDD に
よる生体への毒性影響を理解するためには、
まず AhR によりどのように標的遺伝子の発
現が調節されているのかを明らかにするこ
とが重要であると考えられる。 

TCDD による AhR 依存的な遺伝子発現調
節メカニズムはこれまでに報告されており、
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具体的には以下のようである。TCDD が AhR
に結合すると、AhR が活性化されて核内に移
行し、aryl hydrocarbon receptor nuclear 
translocator (ARNT)とヘテロダイマーを形
成する。その後、AhR/ARNT 複合体は、p300
などをリクルートしながら、Cytochrome 
P450 1A1 (CYP1A1)をはじめとする種々の
遺伝子のエンハンサー領域に存在する
CACGC というコア配列をもつ xenobiotic 
responsive elements (XREs)に結合し、遺伝
子発現の誘導や調節をおこなう（図 1）。最近
の研究から、AhR repressor (AhRR)の発現、
ユビキチン/プロテアソーム系での分解によ
る AhR 量の減少や、さらにはクロマチンリ
モデリング因子も、AhR 依存的な遺伝子発現
調節に関係することが示唆されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 AhR 依存的な遺伝子発現の模式図 
 

AhR 依存的な遺伝子発現調節は、動物種、
臓器、細胞、細胞の状態、リガンドの種類に
依存することが知られている。AhR 依存的な
遺伝子発現調節の動物種特異性については、
これまでの研究から動物種によって AhR の
構造が異なるため、TCDD との親和性が異な
ることが主な原因とされているが、同一の
AhR 構造を持つ 1 個体中においても AhR 依
存的な遺伝子発現調節には細胞特異性や臓
器特異性がみられることが最近の研究から
示されている。しかしながら、各臓器におい
てどの因子がどのように AhR 依存的な遺伝
子発現調節に関与しているのかについては、
不明な点が数多く残されており、それらを解
明することは極めて重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
我々の研究室では、TCDD の標的臓器であ

る肝臓と免疫系臓器である脾臓における
CYP1A1 誘導の臓器特異性に着目して研究
を進めてきた。これまでの研究で、TCDD を
2 μg/kgで経口投与したC57マウスの曝露24
時間後の CYP1A1 mRNA の発現は、肝臓で
最も高く、脾臓の約 700 倍であることを明ら
かにしている。また、TCDD 曝露 24 時間後
の TCDD 含有量は、肝臓では脾臓の約 60 倍

であることを明らかにしている。したがって、
等量の TCDD で誘導される CYP1A1 mRNA
は、肝臓において、脾臓の約 12 倍高いこと
がわかった（表 1）。しかしながら、この原因
についてはいまだ明らかになっていない。 

 
表 1 TCDD 臓器分布と CYP1A1 誘導量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで本研究では、TCDD を曝露した雌の

C57 マウスの肝臓及び脾臓において、最も代
表的な AhR の標的遺伝子である CYP1A1 を
指標にし、主に転写抑制因子に着目した
CYP1A1 発現調節をおこなう各種因子の同
定、作用メカニズムの比較検討をおこない、
TCDD の臓器特異的な反応性を、臓器特異的
な AhR 依存的遺伝子発現調節メカニズムか
ら解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

雌の C57 マウスに TCDD を 2 μg/kg で経
口投与し、48 時間まで経時的に肝臓及び脾臓
を採取した。肝臓及び脾臓から total RNA を
抽出し、RT-PCR により各遺伝子の発現を調
べた。また、クロマチン免疫沈降法（ChIP 
assay）により、CYP1A1 エンハンサー領域
への各種因子の結合、及びヒストン修飾変化
を調べた。さらに、ChIP on chip による AhR
結合領域の網羅的解析も試みた。 
  
４．研究成果 
まず、肝臓と脾臓において CYP1A1 誘導の

タイムコースを測定した。肝臓では TCDD 曝
露 6 時間で CYP1A1 が誘導され、48 時間まで
誘導が続いたが、脾臓では、TCDD 曝露 6 時
間で非常に弱い誘導がみられ、12 時間でピー
クに達することが明らかになった。 
肝臓と比較して脾臓における弱い CYP1A1

誘導のメカニズムを探るために、まず、AhR
の CYP1A1 エンハンサー領域への結合を
ChIP assay により調べた。その結果、肝臓で
はTCDD曝露 6時間でCYP1A1エンハンサー
領域への強い AhR の結合がみられたのに対
し、脾臓では非常に弱い結合しかみられなか
った。AhR は TCDD 曝露で分解されることが
知られている。脾臓においては AhR の分解が
肝臓よりも早いことが考えられたため、ウエ
スタンブロッティングにより AhR 量を調べ

脾臓 肝臓

CYP1A1誘導量
(相対値)

0.0023±0.0013 1.6±0.19

TCDD量
(ng/g wet tissue)

0.269 16.5

等量のTCDDで誘導
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TCDD曝露24時間
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た。その結果、TCDD 曝露 12 時間では、肝
臓と脾臓で AhR 量に変化がないことが明ら
かになった。したがって、脾臓においては、
肝臓と比較し AhR の分解が早いわけではな
く、CYP1A1 エンハンサー領域への AhR の結
合を抑制するなんらかの因子の存在が示唆
された。 
 AhRR は、AhR 依存的に誘導され、AhR と
ARNT を取り合い、AhR/Arnt ヘテロ 2 量体と
AhRR/Arntヘテロ 2量体のXREへの結合の拮
抗により、AhR 依存的な遺伝子発現を抑制す
ることが知られている。また、クロマチンリ
モデリング因子の 1 つであり転写抑制に重要
な働きをするヒストン脱アセチル化酵素
（HDAC）も AhR 依存的な遺伝子発現調節
に関与することが報告されている。そこで、
肝臓と脾臓において、AhRR、及び HDACs
（ HDAC1 、 HDAC2 、 HDAC3 、 HDAC4 、
HDAC5）の誘導タイムコースを測定した。そ
の結果、AhRR は、脾臓において TCDD 曝露
6 時間で強く誘導され、48 時間まで誘導が続
いた（図 2）。この結果は、脾臓における弱い
CYP1A1 誘導に対応した。また、脾臓におい
ては、HDAC1、HDAC4 の発現量が TCDD 曝
露に関わらず肝臓よりも高いことがわかっ
た（図 2）。AhRR は、Ankyrinrepeat protein2 
(ANKRA2) を 介 し て HDAC4 あ る い は
HDAC5 と結合することが報告されている。
そこで、ChIP assay により、脾臓における
CYP1A1 エンハンサー領域への HDAC4 と
HDAC5 の結合を調べたが、両者とも結合は
観測されなかった。これらの結果から、脾臓
においては、AhRR は ANKRA2/HDAC 複合
体非依存的に CYP1A1 の誘導を抑制するこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 肝臓と脾臓における AhRR と HDACs
の発現量（CPB はハウスキーピング遺伝子） 
 

ヒストン修飾は、クロマチン構造を変化さ
せ、遺伝子の発現調節に重要な働きをするこ
とが知られている。活性化型のヒストン修飾
（アセチル化ヒストンなど）は遺伝子発現の

活性化に関与し、逆に抑制型のヒストン修飾
（H3K9 ジメチル化、H3K27 トリメチル化な
ど）は遺伝子発現の抑制に関与することが知
られている。そこで、ChIP assay により、
CYP1A1 誘導の臓器特異性におけるヒストン
修飾の関与について調べた。その結果、脾臓
の CYP1A1 エンハンサー領域では、TCDD 曝
露していない状態でも、抑制型ヒストン修飾
である H3K27 トリメチル化レベルが肝臓と
比較して約 2 倍高く、ヒストン H3 及び H4
のアセチル化レベルが 8 倍～13 倍低かった。
また、TCDD を曝露すると、肝臓では、
CYP1A1 エンハンサー領域の H3K9 ジメチル
化レベル、H3K27 トリメチル化レベル、ヘテ
ロクロマチンプロテイン 1α（HP1α）のリク
ルートが減少するのに対して、脾臓では、
H3K27 トリメチル化レベルが増加傾向にあ
り、HP1α のリクルートが有意に増加するこ
とがわかった。したがって、脾臓においては、
CYP1A1 エンハンサー領域がもともと閉じた
クロマチン構造であり、TCDD 曝露でよりヘ
テロクロマチン化されるため、AhR の結合が
抑制され、肝臓と比較し CYP1A1 誘導が弱く
なったと考えられる。 
以上の結果から、AhRR や HDAC の発現量

及びヒストン修飾の変化がCYP1A1遺伝子の
発現調節の臓器特異性に関連する因子であ
ることが示唆された。 
 
 AhR 依存的に発現調節される遺伝子は
CYP1A1 のみではない。一般的に AhR は XRE
に結合するが、たとえば CYP1A2 のように
XRE が存在しない遺伝子も AhR 依存的に発
現調節されることが報告されている。XRE 非
依存的な遺伝子はこれまであまり研究され
ておらず、種類や機能が不明な点が多い。
CYP1A2 量は肝臓と脾臓で異なるため、AhR
依存的で XRE 非依存的な遺伝子が TCDD の
臓器特異的な反応性を決定している可能性
が考えられた。そこで、ChIP on chip により、
AhR が結合する領域を網羅的に検出し、それ
らの領域と XRE 配列の有無について解析を
おこなった。 

TCDD（2 μg/kg）曝露 0 時間と 12 時間の
肝臓を用いてAhR抗体によるChIP assayをお
こなった。免疫沈降画分 DNA を Affymetrix
のプロトコルに従って Mouse Promoter 1.0R 
Array にハイブリダイズし、スキャン後 Tiling 
Analysis Software でデータを解析した。TCDD
曝露 0 時間に対して曝露 12 時間で、有意に
AhR の結合量が増加した領域から、遺伝子の
転写開始点-2000～+1000 内に AhR 結合ピー
クが存在する 21 領域を選別し、XRE の有無
についてまとめたエクセルファイルを作成
した。得られた領域において PCR をおこない、
ChIP on chip 実験系の妥当性を確認した。以
上の結果から、肝臓において AhR 依存的で
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XRE 非依存的な発現調節をうける遺伝子の
候補を明らかにすることができ、臓器特異的
な TCDD 反応性に関係するメカニズムを理
解する上で非常に重要な知見を得ることが
できた。今後、脾臓についても同様の検討を
おこなう予定である。 
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