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【第一章 BTEにおける CREMと Sp1の働き】 

 
1-1. 要旨  
 
 遺伝子 CYP1A1 は外来異物に応答して転写が活性化されることが知ら

れている。中心的な役割を果たしているダイオキシン受容体  (AhR) は外
来異物と結合し、活性化することで核内に移行、パートナータンパク質で

ある ARNTと二量体を形成することで、エンハンサー領域である XREに

結合し、標的遺伝子の転写活性化を引き起こす。しかしながら、XRE は
プロモーターの約 1000bp 上流にあり、どのような仕組みでプロモーター
の活性化が引き起こされているかは不明である。また、AhR に直接結合

する TCDD、結合はしないが AhRを活性化させて CYP1A1の転写活性化を
引き起こすオメプラゾール(OP)という 2種類の誘導剤が、どのようなシグ
ナル伝達系を経て CYP1A1のプロモーターに影響を与えているのかも不明

である。  
 本研究は、それぞれの誘導剤を用いて遺伝子 CYP1A1のプロモーター領
域における転写制御因子を中心に実験を進めた。以前の研究結果より、転

写因子 Sp1、CREMおよびヒストン脱アセチル化酵素 HDAC1の関与が知
られていたが、これらがどのように転写制御を担っているのか詳細なメカ

ニズムはわかっていなかった。そこで DNAP assayにより回収したタンパ

ク質のサンプルをウエスタンブロッティング解析することにより Sp1、
CREM、HDAC1のプロモーター領域への結合を調べた。その結果、CREM
に関しては明確なバンドが検出されなかったが、Sp1は転写の有無に関係

なく結合し、また、HDAC1 は転写活性化時にその結合量が減少するとい
うことがわかった。この実験は in vitroのクロマチン再構築系の実験のた
め生体内の状況を正確には反映できないため、細胞内の動態をより詳細に

調べることができる、クロマチン免疫沈降法  (ChIP assay) を行なった。
その結果、CREM、Sp1は転写の有無に関係なく常に結合しており、ヒス
トンアセチル基転移酵素 CBP は活性化時に、HDAC1は不活性化時に結合

していることがわかった。また、免疫沈降法により、Sp1 と HDAC1 は相
互作用していることがわかり、転写活性化時には Sp1は相互作用する相手
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を変えることで、CYP1A1のプロモーターの活性化を担っているものと考
えられる。  

 

【略語】 

 

 AhR; aryl hydrocarbon receptor 

 ARNT; aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

 BTE; basic transcriptional element 

 CaMK IV; calcium/calmodulin-dependent kinase IV 

 CBP; cyclic-AMP responsive element (CRE) binding protein (CREB)-binding 

protein 

 ChIP assay; Chromatin Immunoprecipitation assay 

 CREM; cyclic-AMP responsive element (CRE) modulator 

 CYP1A1; cytochrome P-450 1A1 

 DNAP assay; DNA affinity precipitation assay 

 HAT; histone acetyltransferase 

 HDAC1; histone deacetylase 1 

 Hsp90; heat-shock protein 90 

 IB; immunoblot 

 IP; immunoprecipitation 

 KLF; Kruppel-like factor 

 OP; omeprazole 

 PKA; protein kinase A 

 qRT-PCR; quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

 RNAPII; RNA polymerase II 

 siRNA; short interference RNA 

 TCDD; 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

 XAP2; hepatitis B virus X-associated protein 2 

 XRE; xenobiotic responsive element 
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1-2. 背景  
 

aryl hydrocarbon receptor (AhR)は bHLH PAS型転写因子ファミリーに属してお

り、リガンドにより活性化される転写因子である [1]。 不活性な状態の AhRは

主に細胞質に局在し、分子シャペロンである Hsp90 や XAP2、イミュノフィリ

ンである p23 といったタンパク質と複合体を形成している [2-4]。 TCDD やベ

ンズ [α] ピレン、3-メチルコラントレンといったリガンドが結合すると AhRは

核内に移行し、パートナータンパク質であるARNTと複合体を形成する [5]。 こ

のヘテロダイマーは、CYP1A1や CYP1A2などのプロモーター上流域に存在する

外来異物応答配列 (XRE: 5’ - TNGCGTG - 3’) を認識・結合し、転写を活性化す

ることが知られている[6]。その一方で、プロモーター領域はどのようなメカニ

ズムで変化が起きているかはあまり解明されていない。 

 CYP1A1 のプロモーター領域の近傍には BTE 配列という GC に富んだ配列が

存在しており、GCに富んだ配列には Sp1/ KLF ファミリータンパク質が結合し、

転写の制御を調節していると考えられている [7-8]。このファミリーのタンパク

質は C 末端側に 3 つの Zn フィンガーモチーフを持っており、この部分を介し

て GCに富む配列を認識し、それぞれ転写を正または負に調節している [9]。過

去の研究では、転写が不活性な時には KLF9または KLF16が結合し、活性化時

には Sp1 が結合するという、転写因子の置き換わりが起きているのではないか

という報告がされた。その一方で、Sp1 は転写の活性化に関係なく常に結合し

ているという報告もある[10]。この詳細については明らかにされていないが、ど

ちらの場合も、この領域において転写抑制因子がはずれ、転写活性化因子が呼

び込まれるという、ダイナミックな複合体の構築がされているのではないかと

考えられる。 

ヒストンはリンカーヒストンである H1、コアヒストンである H2A、H2B、

H3、H4からなっており、塩基性に富んでいる。そのため酸性の DNAと強く結

びつくことができ、DNAをコンパクトに折りたたんでいる。ヒストンの N末端

側は特定の構造をとらないために、アセチル化、リン酸化、メチル化などの翻

訳後修飾を受けやすく、これにより DNAとの結合に変化が生じ、転写の調節が

されている[11]。転写と最も密接な関係にあるアセチル化は、ヒストンアセチル

トランスフェラーゼ (HAT) 活性を持ったタンパク質である、CBP/p300や PCAF

複合体により引き起こされる[12]。アセチル化することにより、ヒストンの塩基
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性が酸性に傾くことで DNAとの結合がゆるみ、様々な転写活性化因子が呼びこ

まれ、最終的には RNAポリメラーゼ IIがプロモーターに結合し転写が起こる。

また、不活性な時にはヒストン脱アセチル化酵素 (HDAC) の働きにより、ヒス

トンは脱アセチル化状態に保たれ、ヒストンとDNAは固く結びついている[13]。

このヒストンのアセチル化・脱アセチル化は CYP1A1 遺伝子の制御領域におい
ても、その発現にしたがって劇的な変化が起きている[13]。HAT 活性を持った

タンパク質も HDACのいずれも DNA結合能は持っておらず、CYP1A1の遺伝子
上流域においてどのような転写因子を介して作用しているのかも不明である。 

CREM はロイシン-ジッパードメインを持つスーパーファミリーに属する転写

因子で、cAMPや Ca2+によって活性化され、二量体を形成することで cAMP応

答配列 (CRE: 5’ - TGACGTCA - 3’) に結合し転写の制御を行う[14,15]。CBPと

結合する KIDドメインを持っているので、転写を正に制御できるが、選択的ス

プライシングにより、転写を負に制御するアイソフォームも確認されている

[16,17]。 リプレッサー型の CREMは HDAC1と相互作用して転写を抑制するこ

とが知られている[18]。このように標的遺伝子を正あるいは負に制御することが

できる転写因子である。 

CYP1A1 の転写活性化の誘導機構について、AhR のリガンドによる経路 

(TCDD) とリガンドによらない経路 (OP) の二つがあると考えられ、私たちの

研究室の以前の結果では、アクティベーターの CREMτ がこの転写を正に制御

していることが示唆された[19,20]。しかしながら、siRNAによる CREMのノッ

クダウンをしたところ、どちらの経路においても CYP1A1 の転写量が減少して

しまう、という結果が得られた。現在までにリガンド非依存的な経路の方が、

転写活性化能が低い、あるいは転写の始まりが遅い点以外大きな差は見られて

いない[21]。しかし、CYP1A1 の遺伝子上流域には CRE は存在しないが、以前

の研究で CREMτが作用しているシスエレメントは BTE 配列であることも示唆

されている[20]。 

以上のことより、CYP1A1のプロモーター近傍にある BTE配列は、その遺伝

子発現において重要な役割を果たしており、転写因子のダイナミックな変化が

起きていることが考えられる。本研究では、主に重要な役割を果たしていると

考えられる、Sp1、CREM、CBP、HDAC1に着目した。Sp1はその相互作用する

相手により転写の制御を変化させるタンパク質であると考えられており、この

ことより BTE配列において、転写不活性時には HDAC1と相互作用し、転写活
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性化時にはHAT活性を持つCBPと相互作用するのではないかと考えた。また、

CREMは CBPをリクルートするために必要な因子として考え、この領域におけ

るこれら転写因子の挙動を ChIP assayにより調べた。また、これらのタンパク

質が相互作用しているかを、免疫沈降法およびウエスタンブロッティングによ

り調べた。さらに詳細な転写因子の挙動を調べるために、この領域に作用する

他の転写因子を探索しようと DNAP assay を行なったあとにタンパク質を回収

し、SDS-PAGE、銀染色法を行った。 
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1-3. 結果  
 

1-3-1. Sp1と HDAC1は相互作用する  

 

 遺伝子 CYP1A1 のプロモーター上流域で中心的な働きをしていると考えられ
る、CREM、Sp1、HDAC1 の相互作用を免疫沈降法およびウエスタンブロッテ

ィングにより確認した。HepG2細胞に 5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分間

処理した後、タンパク質の全細胞抽出を回収した。それぞれ 1 mgのサンプルを

用意し、これに CREM、または Sp1抗体を 1 µg加え免疫沈降を行ったあとに、

ウエスタンブロッティングにより解析した。その結果、CREMと HDAC1、ある

いは Sp1の相互作用は確認できなかった (図 1A、B)。CREMと HDAC1に関し

ては、normal IgGで免疫沈降したものと CREM抗体で免疫沈降したもので同じ

バンドが出てきてしまったために、分子量としては同じ位置にバンドが出てい

るが、相互作用しているとは言い切れない。一方、Sp1抗体で免疫沈降を行い、

HDAC1で検出したサンプルは相互作用が確認できた (図 1C)。しかしながら、

TCDD、OP処理いずれの場合もコントロールと比べバンドの濃さに差がないこ

とがわかった。これは特定の遺伝子上流域のみではなく、全てのタンパク質に

おける相互作用であるため、例え変化があったとしても、ごくわずかなために、

ウエスタンブロッティングでは差が確認できないのではないかと考えられた。

したがって、CYP1A1 の遺伝子上流域にしぼって確認する必要があると考え、
DNAP assayという方法を用いて、その相互作用を確認しようと試みた。 

 

1-3-2. Sp1は BTE配列に結合する  

 

 DNAP assayは in vitro クロマチン再構築系の実験であり、回収した核抽出タ

ンパク質と、ビオチン化させたある特定の配列のオリゴヌクレオチドを反応さ

せる。この反応により、タンパク質はある特定の配列に結合し、さらにそのタ

ンパク質と相互作用する因子が結合し、DNA-タンパク質複合体を形成する。こ

の複合体にストレプトアビジンを抱合した磁気ビーズを加えると、ビオチン-ス

トレプトアビジンの特異的な結合が起こり、磁石を用いると、DNA-タンパク質

複合体を回収できるという実験系である。この実験系を用いて Sp1、CREM、

HDAC1の BTE配列への結合をウエスタンブロッティングにより確認した。 
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 HepG2細胞に 5 nM TCDDまたは 50 µM OPを 90分間処理した後、核抽出タ

ンパク質を準備した。1 mgの核抽出タンパク質を用意し、150 mM KClの濃度

になるように塩濃度のみを調節し、これに 5’ 末端がビオチン化された BTE 配

列のオリゴヌクレオチドを加え反応させた後、複合体を回収し、そのサンプル

をウエスタンブロッティングで解析した。その結果を図 2に示した。CREM抗

体で免疫反応させたものは、バンドがスメアーになってしまい、この領域に結

合しているかどうかははっきりと確認できなかった(図 2A)。一方、Sp1 はイン

プットのサンプルと同じ位置にバンドが確認でき、また、転写の有無に関わら

ず常に結合していることがわかった(図 2B)。HDAC1に関しては、転写不活性な

状態ではこの領域に強く結合しているが、TCDD で処理すると結合量がかなり

減少し 、OP の場合でもコントロールに比べ結合量が減少することがわかった 

(図 2C)。しかしながら、これは in vitroの実験系であること、ヒストンの状況が

全く無視されていることを踏まえ、より細胞内の状態を正確に反映する ChIP 

assayでプロモーター領域に作用する因子の解析を行った。 

 

1-3-3. Sp1、CREMは転写の状態に関係なく常に結合している  
  

ChIP assayは細胞内の転写因子の動態を詳細に解析するための実験系で、まず

初めにホルムアルデヒド処理することで、DNA-タンパク質の複合体を維持させ

る。この状態で、PCR がかかりやすくなるように、DNA を超音波破砕により

200~1000bp程度に断片化し、特異的な抗体を用いることで免疫沈降をし、目的

の因子と DNAを回収する。回収してきたサンプルから DNAのみを抽出・精製

し、PCR 解析を行う。目的のタンパク質がある特定の DNA 領域に結合してい

れば、DNA も同時に免疫沈降されているので PCR 解析を行うと、結合してい

ないものと比べて明確な差が出るという手法である。 

 HepG2細胞に 5 nM TCDDまたは 50 µM OPを 90分間処理したサンプルを回

収し、ChIP assayを行なった。プライマーは BTE配列を含む CYP1A1のプロモ

ーター近傍に対するもの(図 3)を用いた。その結果、転写活性化の目安として用

いた RNA ポリメラーゼ II (RNAPII)は不活性な時には結合しておらず、活性化

するとプロモーター領域に結合することがわかった。TCDD 処理の際にはコン

トロールの約 3倍、OPの場合には約 2倍となっていた。 

 Sp1はコントロール、TCDD、OPいずれの場合も BTE配列を含むプロモータ
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ー領域への結合量は変化がなく、常に一定量結合した状態で CYP1A1 の転写へ
影響を与えているものと考えられる。CREM の場合も、その結合量はやや少な

いが転写の状態に関わらず一定量結合していることがわかった。 

 

1-3-4. CYP1A1 のプロモーター近傍のヒストンは CBP によりアセチル化
されている  

 
 転写が起こる際には、プロモーター近傍のヒストンのアセチル化が起こるこ

とが一般的に知られており、CYP1A1ではどのようになっているかを ChIP assay

で調べた。その結果を図 4に示した。 

HDAC1は DNAには直接結合することはできないが、何らかの因子を介して

周辺のヒストンを脱アセチル化することで転写を抑制していることが知られて

いる。CYP1A1遺伝子のプロモーター近傍では不活性な時には強く結合しており、
TCDD処理ではそのほとんどがこの領域からはずれ、OP処理では約半分がはず

れることがわかった。この結果は DNAP assayの結果と一致した。 

一方、ヒストンのアセチル化を促すことで転写を活性化させる CBPの動態を

調べたところ、TCDDではコントロールに比べ、約 2倍、OPでは約 1.5倍に増

加した。何らかのシグナルが入ることで、HDAC1 がはずれ、代わりに CBP が

この領域に結合することがわかった。 

この際のヒストン H3、H4 のアセチル化状態について調べた結果、TCDD、

OPで処理した際に、アセチル化が促進されていることがわかった。これは前述

の HDAC1 で脱アセチル化されていたヒストンが、CBP によってアセチル化さ

れたためであると考えられる。 

 

1-3-5. CYP1A1 プロモーター領域に結合して転写の制御を行なう因子の
探索  
 

 ChIP assayの結果より、Sp1や CREMといった転写因子は BTE配列に作用し

て、その領域への結合量を変化させることなく、CYP1A1の転写調節をしている
ことがわかった。このことから、これらの因子は転写の状態によって相互作用

するタンパク質を変えることで、制御しているのではないかと考えられたため、

これらのタンパク質と相互作用する因子を探索しようと試みた。Sp1 と相互作
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用する因子の候補としては図 2C で得られた結果のように、以前の研究でも

HDAC1が相互作用するということが知られている[23]。CREMの相互作用する

因子の候補としては、HDAC1[18]、CBP/p300[16]が挙げられる。しかしながら、

Sp1-HDAC1以外の相互作用が確認できなかったために、ある特定の遺伝子領域

に絞ってその相互作用する因子を探索しようと、DNAP assayにより回収したサ

ンプルを用いて銀染色法を行なった。その結果を図 5に示した。 

 その結果、コントロール、TCDD処理、OP処理で大きな差が見られた部位は

多くはないが、いくつかのバンドに差が見られた。白矢印で示したものは、コ

ントロールのみに存在し、TCDD または OP 処理の場合は消失していることが

分かった。このバンドのタンパク質は転写を抑制している因子の一つであると

考えられる。一方、黒矢印で示したものは TCDD または OP 処理により現れて

いることから、転写を活性化している因子であると考えられる。特に OP 処理

した際に、250kDa付近に現れたバンドは TCDD処理の際には見られないバンド

である。質量分析(MS解析)にてこのタンパク質がどのようなものであるか解析

しようと試みたが、5 分ほど現像しないとバンドが確認できないぐらい微量の

タンパク質であったために、MS解析に持ち込むことはできなかった。 
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1-4. 考察  
 
 CYP1A1の転写誘導機構は AhRを中心に解明されつつあるが、プロモーター

領域でどのような因子が、どのように転写制御を行なっているかはあまり調べ

られていない。 

 これまでの研究では、KLF9または 16が BTE配列に結合し転写を抑制し、シ

グナルが入ることでこれらがはずれ、Sp1 がリクルートされてくると考えられ

ていた[7-8]。しかしながら、Sp1は BTE配列に常に結合しているという報告[10]

もある。Sp1は転写を抑制するHDAC1と結合することができ[23]、またCBP/p300

とも結合することが知られている[24]。さらに、Sp1は同じ Sp1/KLFファミリー

の因子と置き換わることで転写の制御を担っており、標的遺伝子によって使い

分けているものと考えられる[9]。今回私が行なった ChIP assay、DNAP assayど

ちらの結果でも、Sp1は CYP1A1の BTE配列に常に結合していることが証明さ

れた (図 3)。また、図 1より、Sp1と HDAC1は相互作用していることがわかっ

たが、TCDD または OP 処理によってこの相互作用に変化は見られなかった。

この理由としては、免疫沈降法では特定の遺伝子領域ではなく、全タンパク質

での挙動しか見られないために、小さな変化は見ることができなかったのだと

考えられる。これを踏まえ、DNAP assayにより間接的にその相互作用を見たと

ころ、HDAC1のみが BTE領域からはずれていることがわかり、Sp1-HDAC1の

相互作用が CYP1A1の BTE領域でも起きている可能性が示唆された。しかしな

がら、DNAP assayは in vitroの実験系であり、生体内の状況を正確に反映して

いるわけではない点、その相互作用の変化を直接確認できたわけではない点が

問題点として挙げられる。この問題点を解決する方法としては、Re-ChIP assay

を行なうことで、ある特定の遺伝子上流域における転写因子の相互作用を確認

できるものと考えている。 

Re-ChIP assayは一回目の免疫沈降法を行なった後、免疫複合体を 1度軽く洗

い、上清をしっかりと除去した後、10 mM DTT (ジチオトレイトール) にて抗体

を失活させ、タンパク質-抗体の結合を解除する。これを 50~100 倍希釈した状

態で、別のタンパク質に対する抗体で二段階目の免疫沈降を行なう。これによ

り、2つの目的タンパク質が、ある特定の遺伝子上流域で相互作用していれば、

PCR 反応をさせた際にその遺伝子上流域が増幅されるというものである。今回

行った免疫沈降での結果(図 2)からは 、Sp1-HDAC1の相互作用は確認できたが、
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CREM と HDAC1 または Sp1 の相互作用は確認できなかった。この原因として

は、その相互作用がタンパク質の回収の段階ではずれてしまっているためと考

えている。そのため、こちらもRe-ChIP assayを行なうことにより感度が上昇し、

さらに特定の領域での相互作用が調べることができると考えている。この相互

作用が確認できれば CYP1A1 プロモーター領域における転写メカニズムの解明
に繋がると期待できる。 

 OP は AhR に結合することなく CYP1A1 の転写誘導を引き起こすことから、
TCDD によるものとは異なる経路をたどっているものと考えられ、リガンド非

依存的な経路と位置付けられている。OP による転写誘導はマウス Hepa-1 細胞

では起こらず、ヒト HepG2細胞、MCF-7細胞、Caco-2細胞では起こることが知

られている[19,20]。この生物間の違いを利用して、我々の研究室では、Hepa-1

細胞と HepG2細胞のハイブリッド細胞を作製し、継代を重ねるごとに OPによ

る感受性がどのように変化するかを確認していった。ハイブリッド細胞は、継

代を重ねるごとにヒトの染色体が脱落していき、ある時点で OP による感受性

が失われた。その時に失われたものが何であるかを調べた結果、ヒト 10番染色

体短腕部分に存在することがわかった[19]。さらに詳細に調べた結果、その遺伝

子は CREMであることがわかった[20]。 

CREM には様々なアイソフォームが存在し、同定されたのは CREMτ という

アクティベーターである。siRNA により CREMτ をノックダウンし、TCDD ま

たは、OP処理した際の CYP1A1の mRNAを逆転写リアルタイム PCRで確認し

たところ、CREMτ約 90%ノックダウンで、OPの場合は約 70%転写量が減少し

た。しかしながら、TCDDの場合でも同程度の減少が見られた[下山修司、卒業

論文参考:2008年 9月]。このことから、ヒトの場合、CREMτは CYP1A1の転写
誘導に必須の因子なのではないかという示唆が得られた。 

 CREMはCRE (5’-TGACGTCA-3’) という 8塩基のパリンドローム配列に二量

体として結合することで転写の制御をしている[15]。CREM自身はPKAやCaMK

Ⅳによりリン酸化されることで活性化し、この領域に結合する。一般的にアイ

ソフォームの置き換わりによって転写の制御がされており、通常は抑制型の

CREMがこの領域に結合し、HDAC1/mSin3Aの転写抑制複合体を形成している。

一度シグナルが入ると、この複合体ははずれ、活性化型の CREMあるいは CREB

がリクルートされ、CBP/p300 などと複合体を形成し、転写を活性化させる

[15-18]。 
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CYP1A1 の遺伝子上流域について調節領域があるかどうかを調べたところ、
CREは存在していなかった。過去の報告では、CREMあるいは CREBは完全な

CRE ではなく、CRE の一部や CRE に似た配列にも結合できるという報告があ

る[25-26]。このような配列であれば CYP1A1 の遺伝子上流域にも存在するが、
私たちの研究室の過去の結果では、CREM は、直接か間接かは不明であるが、

BTE 配列に作用していることがわかっていたので、ここを中心に実験を行なっ

た。 

今回 ChIP assayによって得られた結果は、今までの CREMの転写の様式とは

大きく異なることが示唆された。CREMτは活性化型であるにも関わらず、BTE

配列に結合したままであり、転写の状態によらず大きな変化は見られなかった。

この理由としては、CREMも Sp1同様に、相互作用する相手を変えることで、

転写の制御をしているのではないかと考えられた。特に CREMの働きとして注

目しているのは、CBP/p300 との相互作用である。これらのタンパク質は HAT

活性を持っており、転写の促進には重要な働きを担っており、CREM の KID 

(kinase inducible domain)と CBP/p300のKIXドメインは相互作用することが知ら

れている[17]。また、抑制型の CREMαと HDAC1は CREMαのある領域と相互

作用でき、その領域は CREMτにも存在することより、CREMτの場合は、元々

HDAC1と相互作用して転写抑制複合体を形成していたものが、シグナルが入る

ことで、CBP/p300をリクルートし転写の活性化をしているのではないかと考え

られる。HDAC1と CREMの相互作用が確認できなかった(図 1) 原因としては、

HDAC1 の分子量 (約 58kDa)とウサギ抗体の H 鎖の分子量 (約 55kDa)がかなり

近く、HDAC1と相互作用していたとしても、バンドが重なってしまうためであ

ると考えている。この問題点を解消するには、免疫沈降する際に、抗体と

Dynabeads Protein Gをあらかじめ架橋したものを用い、溶出の際も SDSサンプ

ルバッファーを入れずに、1 M グリシンでの溶出が有効であると考えている。

これにより、抗体の H鎖がサンプルに溶出される量は劇的に減少すると考えて

いるので、この方法を用いて再度免疫沈降法による CREMと HDAC１の相互作

用を確認したいと考えている。また、CREMと CBPの相互作用の確認は今まで

に行なっていないので、こちらも同様に行っていきたいと考えている。また、

CREM は PKA や CaMKIV によってリン酸化されるが、転写の状況によってこ

のリン酸化がどのように変化しているのかも、免疫沈降法およびリン酸化抗体

を用いたウエスタンブロッティングを用いて、確認したいと考えている。 
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 ヒストンのアセチル化は電荷の偏りを解消することで、DNA-ヒストンの結合

を緩ませ、ヘテロクロマチン状態からユークロマチン状態へと変化させる。こ

れにより様々な因子が呼びこまれ、転写促進複合体が形成される[12]。特に大き

な変化が見られるのが、ヒストン H3の 9番目のリシン残基であり、ここのアセ

チル化は転写活性化の目安にもなっている。そのほかにも H3K14や K16もアセ

チル化される[12]。マウスの CYP1A1の転写が活性化している時には、この部位

のアセチル化がプロモーターでは大きく亢進していること、さらに、H3S10 の

リン酸化や、H3K4 のトリメチル化が促進されていることも知られている[27]。

このように様々なヒストンの修飾が複雑に絡み合って、転写の制御をしている

ことが、2000年 Allisらによって「ヒストンコード仮説」として提唱されている

[28]。ヒストンの翻訳後修飾の状態を調べることで、どのような因子がその修飾

を引き起こしているのかを調べることができる。H3S10 のリン酸化を引き起こ

すものとしては、JNK (c-jun N-terminal kinase) や Aurora B kinaseが挙げられる

[29-30]。これらは酵素であるため、複合体を形成するというよりは修飾したら

速やかに離れるということを繰り返していると考えられるが、転写を活性化さ

せるために必要な因子である。 

 以上の結果を踏まえて、転写不活性化時、活性化時におけるモデル図を示し

た (図 6)。不活性な状態では、Sp1 が BTE 配列に結合し、CREMτ、HDAC1 と

相互作用をしているものと考えられる。直接的な相互作用は確認できなかった

が、複合体の構成因子として各々が含まれているものと考えている。一旦シグ

ナルが入ると、HDAC1 を含む転写抑制複合体がプロモーター領域からはずれ、

代わりに HAT 活性を持った CBP がリクルートされ、周辺のヒストンをアセチ

ル化する。これにより、転写促進因子複合体が形成され、最終的に RNAポリメ

ラーゼ II がリクルートされ、CYP1A1 の転写が起きているのではないかと考え

ている。 

今後の展望としては、Re-ChIP assay により、CYP1A1 遺伝子上流域での目的
タンパク質の相互作用を中心に解明していきたいと考えている。タンパク質を

DSP (dithiobis succunimidyl propionate)で架橋することで、相互作用を保持した状

態でタンパク質の回収を行なえば、相互作用している因子の確認ができるので

はないかと考えている。さらにこの領域に作用する因子を DNAP assayや免疫沈

降法を用いて探索し、MS解析によりこれらを同定し、siRNAによるノックダウ

ンをすることで CYP1A1の転写への影響を調べることができると考えられる。 
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【第二章 Sp1の脱リン酸化と PP2Aの関与】 

 
2-1. 要旨  
 

 Sp1 は遺伝子 CYP1A1 の発現調節をしていることが報告されているが、

詳細なメカニズムは解明されていない。そこで、Sp1が CYP1A1のプロモ
ーター領域にどのように作用しているのかを調べた。以前の私の実験結果

より、Sp1は CYP1A1の転写の状態に関係なく、常に結合していることが

わかった。さらに、相互作用する相手を変えることで、転写の調節を担っ

ているのではないかと予測できた。これは Sp1 の翻訳後修飾が、CYP1A1
の転写を活性化する前後で変化しているのではないかと考え、Sp1のリン

酸化状態の変化に注目し、実験を進めた。転写調節と密接な関係にあると

される 59番目のセリン残基リン酸化(pSer-59)は、TCDDや OP処理により
減少した。また、この部位を脱リン酸化するとされる PP2Aの阻害剤であ

るオカダ酸(OA)を用いたところ、脱リン酸化は起こらなくなった。この状
態の時に、CYP1A1の転写はOAにより阻害されていることも確認できた。
また、同様の結果が PP2Aに対する siRNAでも得られた。また、PP2A/Sp1

へのシグナルがどのように伝達されているかを調べるために、AhR のノ
ックダウンを行い、TCDD や OP による pSer-59 の変化を調べたが、ノッ
クダウンの有無による差は見られなかった。さらに、OAは AhRの細胞質

内での発現量や核移行、XRE への結合能には全く影響がなかった。これ
らの結果は、PP2A/Sp1へのシグナルは AhRとは独立した経路であること
を示している。PP2A/Sp1 へのシグナルがどのようなものであるかを、細

胞内 Ca2+キレーターである BAPTA-AMを用いたところ、AhRに全く影響
を与えないが、PP2A による Sp1 の pSer-59 の脱リン酸化が阻害されたこ
とから、Ca2+が PP2A を活性化することで、Sp1 を脱リン酸化している可

能性を示している。  
 以上のことから、TCDDや OPにより Ca2+が何らかのメカニズムで上昇

し、これにより PP2Aが活性化され、Sp1の 59番目のセリン残基が脱リン

酸化され、AhRと協調して働くことで、CYP1A1の転写を活性化している
ことが示された。  
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【略語】 

 

 CDK2; cyclin-dependent kinase 2 

 DHFR; dehydrofolate reductase 

 MAPK; mitogen-activated protein kinase 

 OA; okadaic acid 

 PP2A; Protein Phophatase type 2A 

 RNAi; RNA interference 

 VEGF; vascular endothelial growth factor 
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2-2. 背景  
 
 遺伝子 CYP1A1 のプロモーター上流域には GC-rich な BTE と呼ばれる調節領

域があり、ここには転写因子である Sp1 が結合することがわかっているが、ど

のように転写の調節を担っているかはわかっていない。Sp1 は C2H2-type Zn 

finger motifを C末端側に持っており、ここを介して DNAに結合することがで

きる[31]。Sp1は自身の翻訳後修飾の変化によって、標的遺伝子の選択とその発

現調節を担っているとされている。様々な翻訳後修飾とその部位があるが、転

写と密接な関係があるとされているのは、59番目のセリン残基と 453番目のス

レオニン残基のリン酸化である(Ser-59、Thr-453) [32]。Ser-59は CDK2によりリ

ン酸化され DHFR遺伝子の転写が活性化され[33]、PP2Aによって脱リン酸化さ

れることで CREM遺伝子の転写が活性化される[34]。この相反した現象は、Sp1

のリン酸化と標的遺伝子の転写調節は、ひとつのアミノ酸部位の翻訳後修飾に

よるものではなく、複数の部位のリン酸化やアセチル化が関係することを示し

ている[32]。また、Thr-453はMAPKによってリン酸化されることで VEGF遺伝

子の転写を活性化するということも知られている。しなしながら、CYP1A1にお
いて、Sp1 のこれらのアミノ酸部位のリン酸化状態がどのように変化し、転写

調節が行なわれているかはわかっておらず、これらの部位のリン酸化状態の変

化に着目した。 

 PP2Aは A (scaffold), B (regulatory), C (catalytic)の 3つのサブユニットからなり、

タンパク質中のセリン/スレオニン残基のリン酸化を取り除く、脱リン酸化酵素

である[35]。Aサブユニットは、Bと C サブユニットを繋ぐ働きをしており、B

サブユニットは細胞内での局在と標的タンパク質の選択に寄与している[36]。

PP2Aの標的タンパク質は多岐に渡り、それらのリン酸化状態を調節することで、

細胞の生と死、発生と分化、代謝など幅広い生命活動の調節をしている[37]。

PP2Aの活性は、Cサブユニットのメチル化によって制御されているという報告

があるが、生体内ではほぼ常に活性状態にある。しかし、標的の選択は Bサブ

ユニットが担っており、B サブユニットへも何らかのシグナルが必要であると

考えられている。近年の研究結果では、Ca2+の濃度上昇に従い PKCα が活性化

され、PKCαが PP2Aの Bサブユニットのひとつである B56αの 41番目のセリ

ン残基をリン酸化し、活性を調節しているという報告もある[38]。 

 また、TCDD や OP は Ca2+の濃度上昇を引き起こし、これにより CYP1A1 の
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転写を活性化しているという報告もある[39-41]。このことより、TCDD や OP

のシグナルはCa2+を介してPP2Aへと伝えられ、Sp1のpSer-59を脱リン酸化し、

脱リン酸化された Sp1と TCDDや OPからのシグナルを受け取った AhRが協調

して働くことで、CYP1A1の転写を誘導しているのではないかと推測した。 

 本研究では、Sp1の Ser-59とThr-453のリン酸化状態に着目し、これらがTCDD

や OPによってどのように変化するのか、そして CYP1A1の転写調節にどのよう

に関わっているのかを解明し、CYP1A1の詳細な転写メカニズムを明らかにする
ことを目的とした。 
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2-3. 結果  
 

2-3-1. Sp1と HDAC1は CYP1A1プロモーター上流域で相互作用している  

 
 前章で示したように、Sp1は CYP1A1の BTE領域に結合しているが、転写の

状態に関係なく、常に一定量結合していることがわかっていた。また、Sp1 は

転写抑制因子である HDAC1や転写活性化因子である CBPと相互作用すること

が知られていたため、転写の前後でこれら因子との相互作用が変化しているの

ではないかと推測した。そこで、Re-ChIP assayと言われる ChIP assayの免疫沈

降の過程を二回行う実験を行ない、CYP1A1の BTEを含むプロモーター領域で

Sp1が HDAC1や CBPと複合体を形成しているかどうかを調べた。HepG2細胞

を cont, 5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分処理したものを Re-ChIP assayのサ

ンプルとした。その結果、TCDD や OP で誘導をかけていない際には、Sp1 は

HDAC1と複合体を形成しているが、TCDDや OP存在下ではこの複合体がはず

れ、代わりに Sp1は CBPと複合体を形成していることがわかった。この際、Sp1

自身の結合量は全く変化しなかった。また、RNAPIIは転写の活性状態を示す指

標として用いた(図 7)。 

 

2-3-2. Sp1の Ser-59は TCDDや OP処理により脱リン酸化される  
 

 前述したように、Sp1は自身の BTEへの結合量は変化しないが、相互作用す

る相手を変えることでCYP1A1の転写を調節していることがわかった。そこで、
なぜ相互作用する相手が変化するのか、という疑問が生まれ、それは Sp1 の翻

訳後修飾に起因するのではないかと考えた。転写と密接な関係にあるとされて

いるのは、Ser-59と Thr-453であり、それぞれ脱リン酸化、リン酸化で標的遺伝

子の転写が活性化するとされている。そこで、TCDD や OP 処理をした際に、

この部位のリン酸化状態がどのように変化するのかを、部位特異的抗体を用い

たWestern blottingで確認した。HepG2細胞を cont、5 nM TCDDまたは 50 µM OP

で 90分処理後、核タンパク質を抽出し、それをサンプルとして用いた。その結

果、59番目のセリン残基がリン酸化されたもの(pSer-59)は TCDDや OPにより

大きく減少し、453番目のスレオニン残基がリン酸化されたもの(pThr-453)は特

に大きな変化はなかった(図 8)。 
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2-3-3. 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こ

と、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ことがわかった(図 9)。 

 

2-3-4. OAにより CYP1A1、CYP1B1の転写は抑制される  

 

 OA 処理した際に、pSer-59 の脱リン酸化は抑制されたことから、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やOPで処理した細胞をサンプルとした。

OAをこと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 10A)。同様に AhR によって制御されている遺伝子である

CYP1B1も OAにより転写が抑制された(図 10B)。また、AhRは転写に関係ない

が、Sp1 によって転写が制御されている遺伝子である CREM は TCDD や OP、

あるいは OAによって転写に変化は見られなかった(図 10C)。 

 

2-3-5. PP2A の siRNA は Sp1 の pSer-59 の脱リン酸化と CYP1A1 の転写を
抑制する  

 

 OAは in vitroの実験では、PP1や PP2Bといった PP2A以外の脱リン酸化酵素

も阻害するということが知られていたため、より PP2A の関与を確実にするた

め、siRNA を用いた実験を行なった。PP2A に対する siRNA を二種類用意し、

それぞれのノックダウン効率をWestern blottingで確認したところ、#2がより強

くノックダウンできることがわかった(図 11A)ので、これを用いて以降の実験を

行なうこととした。PP2Aノックダウン時に、TCDDや OPによる Sp1の pSer-59

の減少は抑制され(図 11B)、また CYP1A1の転写も大きく減少した(図 11C)。 
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 以上の結果より、TCDDや OPから何らかのシグナルを受け取った PP2Aが、

Sp1のSer-59を脱リン酸化し、CYP1A1の転写を活性化していることが示された。 
 

2-3-6. AhRのノックダウンは Sp1の Ser-59の脱リン酸化に影響しない  
 

 TCDDや OPから PP2Aへのシグナル経路を解明するにあたり、CYP1A1の転

写を調節している中心分子である AhR との関係を調べた。まず、TCDD や OP

のシグナルが AhRに伝わり、そこからさらに何らかのシグナルで PP2Aが活性

化しているのではないかと考えた。AhRをノックダウンした際(図 12A, B)に、

Sp1 の Ser-59 のリン酸化状態がどのように変化するのかを調べた。その結果、

AhRをノックダウンしても TCDDや OPによる Ser-59の脱リン酸化には全く影

響がないことがわかった(図 12A, C)。このことより、PP2Aへのシグナルは AhR

とは独立した経路であることが示唆された。 

 

2-3-7. OA は AhR の細胞質内での存在量、核移行、XRE への結合には影

響しない  
 

 OA 処理により Sp1 の Ser-59 の脱リン酸化および CYP1A1 の転写が抑制され

ることがわかった。しかしながら、CYP1A1の転写が起こる際に、PP2Aが AhR

を活性化している可能性もあり、それが実際に起きているかどうか、OA処理し

た際の AhRの存在量、核移行、XREへの結合を調べた。もし、これらが OAに

より減少していれば、PP2Aは AhRの安定化や核移行、XREへの結合に必要で

あるということが言える。実験の結果、OA を処理しても、AhR の細胞質内で

の発現、核移行(図 13A)、XREへの結合(図 13B)はいずれも変化がなかった。以

上のことより、PP2A は AhR そのものには全く影響を与えることなく CYP1A1
の転写を制御していることがわかった。 

 

2-3-8. 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、
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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 assay

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、結合していないことがわかった(図 14)。また、

OAをこと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

保ったままであることがわかった。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ことが分か

った。 

 以上のことより、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こと

がわかった。 

 

2-3-9. OAにより Sp1-HDAC1の複合体が維持される  

 

 Sp1 の翻訳後修飾により相互作用する相手が変化する、という推測の元に実

験を行なって来たので、その相手がどのように変化するのかを調べた。Re-ChIP 

assayにより、BTEを含む CYP1A1プロモーター領域での Sp1-HDAC1、Sp1-CBP

の複合体の形成について調べた。その結果、OAをこと前に処理しておくことで、

Sp1-HDAC1の複合体が維持され、Sp1-CBPの複合体が形成されなくなっている

ことがわかった(図 15)。これは Sp1の Ser-59が脱リン酸化されなくなったため

だと思われる。 

 

2-3-10. Ca2+キレーターである BAPTA-AMにより、Ser-59の脱リン酸化お
よび CYP1A1の転写が起こらなくなる  
 

 BAPTA-AMを用いると、細胞内の Ca2+がキレートされ、Ca2+によるシグナル

伝達が抑制されるが、これを用いると TCDDや OPによる CYP1A1, CYP1B1の
転写が抑制されるということが分かった(図 16B, C)。この現象はすでに報告さ

れていたが[39-41]、詳細なメカニズムはわかっていなかった。そのため、Ca2+

のシグナルが PP2Aへと伝達されているのではないかと考え、BAPTA-AM存在

下で Sp1の Ser-59のリン酸化状態がどのように変化するのかを調べた。その結

果、BAPTA-AM は AhR の細胞質内での存在量、核移行に影響を与えないが、

TCDD や OP による Sp1 の Ser-59 の脱リン酸化を抑制することがわかった(図
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16A)。これにより、TCDD や OP が何らかのメカニズムで Ca2+のシグナル伝達

を活性化し、AhR に影響を与えることなく PP2A の活性化を引き起こし、

CYP1A1の転写を誘導しているのではないかと考えられた。 
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2-4. 考察  
 
2-4-1. TCDDと OPの経路の違い  

 

 この実験の目的のひとつは、TCDD、B[α]P のような AhR のリガンドとなる

物質と、OPのような AhRのリガンドではないが、AhRを活性化する物質のシ

グナル伝達の経路の違いを解明することであったが、明確な差は見ることがで

きなかった。現在までに TCDDと OPによる CYP1A1の転写誘導機構で大きく
異なる点は、PKA阻害剤である H-89を用いた際に、OPによる CYP1A1の転写

は抑制されるが、TCDDの経路は阻害されない、という報告のみである[19]。PKA

はセリン・スレオニン残基をリン酸化する酵素であり、様々なタンパク質を標

的とし、細胞の生と死、分化や代謝などに関わっている。細胞質、核いずれに

も存在し、転写因子も標的となっているが、OPによる CYP1A1の転写にどのよ
うに寄与しているかはわかっていない。TCDD と OP のシグナル伝達の違いは

PKAの関与の有無だけである点[20]、OPの直接の標的がわかっていないという

二点から、今回の実験では違いについて解明することができなかった。 

 

2-4-2. Sp1、PP2Aと CYP1A1の転写活性化について  

 

 Sp1は基本転写因子 (TFIIs) 以外の転写因子では最も早くに同定され、数百か

ら数千の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[32]。

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、

pThr-453は大きな変化は見られなかったが、pSer-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
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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。 

 

2-4-3. PP2Aの Bサブユニットと活性化メカニズムの予想  

 

 PP2Aは A, B, Cの 3つのサブユニットからなり、Bサブユニットは PP2Aの

局在と基質の選択性、および Cサブユニットの活性化に寄与している[35-37]。

Bサブユニットは B, B’, B”, B’”という 4つのサブタイプに分類され、それぞれ

特徴的なタンパク質相互作用ドメインを持っており、どのBサブユニットが Sp1

を認識しているのかが重要である。B サブタイプは 4 種類存在し、ほぼ全ての

組織で発現している。WD repeatを持っており、主に細胞質内にあるタンパク質

を基質としている。B’サブタイプは 5 種類あり、主に脳、心臓、筋肉に発現し

ており、ARM repeatを持っており、細胞質にも核にも存在している。B”サブタ

イプは 3 種類あり、EF-hand motif を持っており、主に核に存在している。B”’

サブタイプは 2 種類あり、脳に多く存在し、細胞質に局在している。また、B

サブタイプと同じくWD repeat を持っており、CaM結合能も保持している。こ

れらの mRNA 量を簡易 RT-PCR で調べ、それぞれの特徴をまとめたのが図 17

である。この中で注目したのは、EF-hand motifを持った、B”サブタイプである。

B”サブタイプ(PR72, PR130, PR48, G5PR)の EF-hand motifは 30ほどのアミノ酸

からなる Ca2+結合ドメインであり、Ca2+を配位することで活性化されるという

ことが知られている[以上、UniProt より]。したがって、Ca2+がリガンドとなっ

てこれらが活性化し、基質の選択や酵素活性を調節しているのではないかと考

えた。以前の研究で、TCDDや oltiplazは Caco-2細胞において、細胞内 Ca2+を

上昇させるという報告がある[39]。これと同様に HepG2細胞でも細胞内 Ca2+が

上昇しているのではないかと考えられる。実際、BAPTA-AMを処理すると、Sp1

の Ser-59 の脱リン酸化は抑制され、CYP1A1 の転写も抑制される。また、Ca2+
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の濃度上昇に従い、PKCα が活性化され、PP2A の B サブユニットである B56α

の Ser-41 がリン酸化される。これにより PP2A が活性化するというメカニズム

が報告されている[38]。さらに、Ca2+/calmodulin-dependent kinase Iα経路による

CYP1A1の転写も報告されている[41]ことから、Ca2+が重要であることが示され

ており、今回の実験ではその経路のひとつとして PP2A/Sp1が確認できた。どの

Bサブユニットが Sp1を認識しているのか、PP2Aの活性そのものは上昇してい

るのか、など解明できなかった部分もあるが、STRING(http://string-db.org/)や

PSIVER (http://tardis.nibio.go.jp/PSIVER/)による相互作用予測を用いて、関与して

いるであろう Bサブユニットを絞り込み、ノックダウンすることで Sp1の脱リ

ン酸化への影響を調べたり、Ca2+に応じて蛍光を発する Furo-4 などを用いて解

明することができると期待できる。 

 

2-4-4. PIN1と Sp1の関係  
 

 Sp1 がなぜ脱リン酸化されるような構造になっているのかというのも重要な

点である。リン酸化／脱リン酸化はそれぞれリン酸化酵素／脱リン酸化酵素に

よる調節を受け、拮抗的に作用することで細胞内の様々な現象に関与している。

リン酸化されたアミノ酸部位がタンパク質の表面に出なければ脱リン酸化され

ることはない。そのため、リン酸化されたアミノ酸残基を覆うようにしてリン

酸化状態を保つシャペロンである 14-3-3[42]や、異性化することでリン酸化を保

つ PIN1[43]などの働きが重要であると考えられる。このうち、PIN1は STRING 

による Sp1との結合予測や、Sp1が PIN1による認識部位を持っていることから、

PIN1によって、Sp1の脱リン酸化が調節されている可能性がある。PIN1はリン

酸化 Ser/Thr-Proを認識して、cis型に変換する異性化酵素であり、リン酸化状態

を保持することで安定化に寄与する。通常のペプチド結合の場合、C-N は二重

結合性を帯びた単結合であり、容易に cis-trans の異性化は起こりづらく、ほと
んどが trans型となっている。しかしながら、Proの場合は、五員環の中の N原

子が主鎖の Cと結合した特殊なペプチド結合であり、通常のペプチド結合とは

異なり、単純な単結合であり、容易に cis-trans の異性化が起こりやすい。PIN1

は Proの N末端側がリン酸化された Ser/Thrである部位を認識することができ、

この部位を cis型に異性化する。これによりリン酸化された Ser/Thrがタンパク

質の内部に入り込み、脱リン酸化されにくい状態にし、安定化している。そこ
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で、Sp1 の Ser-59 は PIN1 によって認識される配列かどうか調べた所、Ser-Pro

という配列があるのが確認できた(図 18)。また、様々な生物種でアライメント

した結果、広く保存されていることもわかり、重要な部分である可能性が示さ

れた。このことを踏まえ、TCDDや OPのシグナルが入った場合、PIN1の活性

が低下し、Sp1の pSer-59-Proの cis型を保てなくなり、trans型へと異性化する
のではないかと推測した。これにより pSer-59-Proがタンパク質の表面に露出し、

PP2Aにより脱リン酸化されているのではないかと考えた。しかしながら、これ

らに関する実験データがない点、Sp1 の結晶構造が一部しか解析されていない

点も含め、PIN1の関与は確認できていないが、可能性のひとつとして示した。 

 

2-4-5. CYP1A1転写活性化メカニズムの新しい経路  
 

 AhR は CYP1A1 の転写を担う中心分子であり、TCDD や OP からのシグナル

を受け取っている。AhRのノックダウンは Sp1の Ser-59の脱リン酸化に全く影

響しなかった。さらに、PP2Aの阻害剤である OAは、AhRの細胞質内での発現

量、核移行、XRE への結合に影響を与えなかった。これらのことから、TCDD

や OPからのシグナルは、AhRと PP2A/Sp1の二つの経路へ独立して伝達されて

いるのではないかという示唆が得られた。以上を踏まえ、今回の実験で明らか

になった CYP1A1 の転写制御メカニズムのモデル図を示した(図 19)。TCDD や

OPからのシグナルはまず AhRへと伝えられる。AhRは核移行をし、核内パー

トナータンパク質である ARNTと二量体を形成する。この二量体は標的遺伝子

の調節領域である XREに結合する。それと平行して、Ca2+の濃度上昇が引き起

こされる。Ca2+により、PKCα が活性化され、PP2A のリン酸化および活性化を

引き起こし、Sp1の Ser-59を脱リン酸化する。これにより、HDAC1が Sp1から

はずれ、代わりに HAT 活性を持ったタンパク質である CBP が呼び込まれ、周

辺のヒストンをアセチル化して、CYP1A1の転写が活性化するのではないかと考
えられる。 
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[3. 実験材料と方法] 
 
3-1. 細胞培養  

 

ヒト肝臓ガン細胞 HepG2細胞、ヒト乳ガン細胞 MCF-7細胞、ヒト腸上皮細胞

である Caco-2 細胞は American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 

USA) から購入し、5% FBS (Biosourse, Rockville, USA)、ベンジルペニシリン、

ストレプトマイシンを含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (D’MEM, Nissui 

Pharmaceutical, Tokyo, Japan) で 37ºC, 5% CO2 / 95% air の条件で培養した。 

 
3-2. RNAの抽出、逆転写反応、リアルタイム PCR 
 

RNA の抽出はグアニジン酸フェノール-クロロホルム法により行った[21]。

1.0×106個の HepG2細胞をまき、翌日それぞれのディッシュに dimethyl sulfoxide 

(DMSO) で溶かした 5 nM TCDDまたは 50 µM OPを加え、2時間、4時間、6時

間処理した。細胞はメディウムごと回収し、-80℃にて凍らせた。これに solution 

D (4 M guanidium thiocyanate, 25 mM sodium citrate pH7.5, 0.5% sarcosyl, 100 mM 

2-mercaptoethanol) を 500 µl 加え、超音波破砕機 (SONICS & Materials, INC: VCX 

- 130PB 130W model, Newtown, CT, USA)にて破砕した。その後、2 M NaOAc 

(pH4.0), フェノール、クロロホルム/ イソアミルアルコールを加え、30 秒間ボ

ルテックスにかけた。14,000×g, 4℃にて 15分間遠心分離し、水層を別のチュー

ブに移した。その半分量のイソプロパノールを加え、-30℃にて一晩インキュベ

ートした。同様に遠心分離後、上清を捨て、RNAペレットを 100 µlの solution D

と 100 µl のイソプロパノールにて懸濁し、-30℃にて一晩インキュベートした。

同様に遠心分離後、上清を捨て 70% EtOH で RNAのペレットを洗い、10分間

真空乾燥させた。 50 µl の DEP処理水で懸濁し、RNA量を定量した。5 µg の

RNAを量りとり、oligo (dT) 20 (5 µM) になるように DEP処理水を加え、全量を

11 µl とした。これを 70℃で 5分間処理し、その後氷上にてインキュベートした。

さらに reverse transcriptase (Fermentas, UAB, Vilnius, Lithuania) のガイドラインに

従って、逆転写反応をさせた。RT buffer, 1 mM dNTP, RNase inihibitor 8U, reverse 

transcriptase 200Uを混ぜ、42℃で60分間インキュベートして逆転写反応を進め、

70℃で 10分処理することで反応を停止させた。反応後の溶液に 80 µlのTE buffer 



 30 

を加え、-80℃にて保存した。 

この溶液のうち 4 µl を SYBR○R Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO, Osaka, 

Japan) によるリアルタイム PCR解析に用いた。CYP1A1、CYP1B1、CREM、GAPDH

の鋳型 DNA量は Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) にて定量

した。95℃で 5分間加熱後、95℃、5秒間で変性、55℃、10秒間でアニーリン

グ、72℃、15秒間で伸長反応をさせ、これを 40サイクル行った。あらかじめ作

成したスタンダードをもとに、検量線法にてそれぞれのコピーナンバーを測定

した。以下にこの反応に用いたプライマーの配列を示した。human CYP1A1 

forward; 5’-GTA TCG GTG AGA CCA TTG CC-3’, reverse; 5’-TCT CAA GCA CCT 

AAG AGC GC-3’, human CYP1B1 forward; 5’-ATG CCC ACG TTG GTC TCT 

AC-3’, reverse; 5’-CAT AAA GGA AGG CCA GGA CA-3’, human CREM forward; 

5’-CCA GAT CCG AGC TCC TAC TG-3’, reverse; 5’-AAG CAC AGC CAC ACG 

ATT TT-3’, human GAPDH forward;5’-CAT CAC CAT CTT CCA GGA GC-3’, 

reverse;5’-GGA TGA TGT TCT GGA GAG CC-3’. GAPDHは内在性コントロール

として、それを元にそれぞれの遺伝子の発現量を、比として表した。 

 
3-3. 全細胞抽出分画と核抽出分画  
 

メディウムを除去後、冷えた PBS (-) で 2回細胞を洗い、その後細胞をかき集

め、290×g, 4℃で 5分間遠心した。上清を除去後、細胞のペレットに lysis buffer (20 

mM HEPES pH7.9, 150 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EGTA pH7.9, 0.5% 

TritonX-100, Complete® protease inhibitor cocktail [Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany], 10 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 20 mM Na2MoO4) を加え、氷上で 15分間イ

ンキュベートした。超音波破砕機にて細胞を破砕した後、20,000×g, 4℃で 20分

間遠心し、上清を全細胞抽出分画とした。 

核の分画法は次に示した論文を参考に行った[22]。細胞を回収後、細胞のペレ

ットの五倍量の hypotonic buffer A (20 mM HEPES pH7.9, 10 mM KCl, 3 mM 

MgCl2, 0.5 mM DTT) を加え、氷上で 15分間インキュベートした。290×g, 4℃で

5分間遠心したのち、hypotonic buffer B (hypotonic buffer A に Complete® protease 

inhibitor cocktail, 10 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 20 mM Na2MoO4を加えたもの) を 1 

ml 加え、Dounce homogenizer (WHEATON MILLVILLE, New Jersey, USA) にて

40回ホモジナイズした。3,300×g, 4℃で 5 分間遠心し、核ペレットを hypotonic 
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buffer A で 3回洗った。核ペレットに high salt buffer (20 mM HEPES pH7.9, 400 

mM KCl, 3 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, Complete® protease inhibitor cocktail, 10 mM 

NaF, 1 mM Na3VO4, 20 mM Na2MoO4) を加え、氷上で 30分間おだやかに撹拌し

た。20,000×g, 4℃で 30分間遠心したのち、その上清を核抽出分画とした。 

それぞれのサンプルのタンパク質濃度は Bio - Rad protein reagent (Bio-Rad 

laboratories, Hercules, CA) を用いて Bradford法で測定した。 

 

3-4. 免疫沈降法  
 

1 mg の全細胞抽出分画に 1 µgの抗体を入れ、4℃で一晩回転反応させた。そ

の後 5 µl の Dynabeads Protein G (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway) を加え、4℃

で 2 時間回転反応させた。免疫複合体は immunoprecipitation buffer (20 mM 

HEPES pH7.9, 0.1% Triton X-100, 400 mM KCl, 10% glycerol, 1 mM EGTA 

pH7.9,0.1% Tween20) で 3回、wash buffer (20 mM HEPES pH7.9, 150 mM KCl, 10% 

glycerol, 1 mM EGTA pH7.9,0.1% Tween20) で 3回洗浄し、回収したビーズに SDS

サンプルバッファーを加え煮沸した。遠心後、その上清を SDS-PAGEに用いた。 

 

3-5. DNA affinity precipitation (DNAP) assay 

 
1 mgの核抽出タンパク質を用意し、low salt buffer (20 mM HEPES pH7.9, 3 mM 

MgCl2, 10% glycerol, Complete® protease inhibitor cocktail,10 mM NaF, 1 mM 

Na3VO4, 20 mM Na2MoO4) を加え、150 mM KCl の濃度になるように調整した。 

このサンプルに 20 µl の Streptavidin Magnetic Beads® (S1420S, NEW ENGLAND 

Biolabs, Inc., Ipswich, MA, USA) を加え、4℃で 2時間回転反応させた。磁石で

Magnetic beads を回収し、上清を別のチューブに移した。これに 1 µg のヒト

CYP1A1遺伝子BTE配列のアニーリング済み 5’ビオチン化プローブ (センス鎖 5’ 

- CAG GGA AGG AGG CGT GGC CAC AC - 3’,アンチセンス鎖 3’ - GTC CCT 

TCC TCC GCA CCG GTG TG - 5’) と 10 µg の poly (dI-dC) を加え、4℃で 2時間

回転反応させた。5 µl の Streptavidin Magnetic Beads を加え、4℃で 1時間回転

反応させた。オリゴヌクレオチド-タンパク質複合体は Wash buffer (20 mM 

HEPES pH7.9, 150 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10% glycerol, 0.1% TritonX-100, 0.1% 

Tween20) で 3回洗い、SDSサンプルバッファーを加え、SDS-PAGEを行なった。 
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3-6. SDS - PAGE, 銀染色法 , Western blotting 
 
サンプルは SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) にて泳動し、続

いて PVDF膜 (Amersham Biosciences, London, UK) に 30Vで一晩かけて転写さ

せた。膜は 5 % スキムミルクにて室温で 90分間ブロッキングした。一次抗体は

4℃で一晩、二次抗体は室温で 90 分間回転反応させた。二次抗体として用いた

ヤギ抗ウサギ抗体-HRP、ウサギ抗マウス抗体-HRPは DAKO (Glostrup, Denmark) 

から購入したものを用いた。免疫複合体は enhanced chemiluminescence (ECL) ま

たは ECL plus kit (Amersham Biosciences, London, UK) または Immunostar® 

(WAKO, Osaka, Japan)にて検出した。 

銀染色法は銀染色MSキット (WAKO) のガイドラインに従って行った。電気

泳動後のゲルは固定液 1 (50% EtOH、5% 酢酸) で 20分、固定液 2 (50% EtOH) で

10分間振とうさせたあと、DWにて 10分洗浄した。さらに増感液で 1分、続い

て DWで 1分を 2回、染色液で 20分、DWで 1分を 2回という作業をした後、

現像液に浸して、バンドが現れるまで振とうさせながら反応させた。染色像が

得られてから停止液を加え、反応を止めた。 

 

3-7. Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) assay, Re-ChIP assay 

 

2.0×106 個の HepG2細胞を 10 cm ディッシュにまき、24時間培養した。それ

ぞれのディッシュに 5 nM TCDDまたは 50 µM OPを加え、90分間処理した。タ

ンパク質と DNAの複合体は 1% ホルムアルデヒドで 37℃、15 分間処理するこ

とで架橋させた。架橋反応は 125 mM グリシンを室温で 10 分間反応させるこ

とで停止させた。細胞を冷えた PBS (-) で 2回洗い、その後回収し、290×g, 4℃

で 5分間遠心した。集めた細胞に cell lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH8.0, 10 mM 

EDTA pH8.0, 85 mM KCl, 0.5% NP-40, Complete® protease inhibitor cocktail) を加

え、10分間氷上でインキュベートした。3300×g、4℃で 5分間遠心し、核を沈殿

させた後、上清を捨て sonication buffer (50 mM Tris-HCl pH8.0, 10 mM EDTA 

pH8.0, 1% SDS, protease inhibitor cocktail) を 200 µl加えて、氷上で 10分間インキ

ュベートした。その後、10秒間超音波処理、10秒間のインターバルを 3回繰り

返し、DNAを 200～1000bp程度に断片化させた。20.000×g、4℃で 10分間遠心

分離し、上清を 2 mlチューブに移し、ChIP dilution buffer (16.7 mM Tris - HCl 

pH8.0, 1.2 mM EDTA pH8.0, 167 mM NaCl, 1.1% Triton X-100, 0.01% SDS, 0.11% 
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Tween20) にて 10倍に希釈した。このうち 200 µlを別に保存して 10% input サ

ンプルとした。 Salmon sperm DNAとBSAでコーティングしたDynabeads Protein 

G (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway) を 10 µl加え、4℃で 2時間回転反応をして、

プレクリアーを行った。Dynabeadsを磁石で集め、その上清を 500 µlずつ別のチ

ューブに移し、それぞれ抗体を 1 µg加え、4℃で一晩回転反応させた。 その後

5 µlの Dynabeads Protein G を加え、4℃で 2時間、回転反応させた。Dyanabeads

は回収したのち、RIPA buffer/150 mM NaCl (50 mM Tris-HCl pH8.0, 1 mM EDTA 

pH8.0, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 0.1% Tween20), RIPA buffer/500 

mM NaCl, LiCl wash buffer (10 mM Tris-HCl pH8.0, 1 mM EDTA pH8.0, 250 mM 

LiCl, 0.5% NP-40, 0.1% Tween20) でそれぞれ 1回ずつ、TE buffer (10 mM Tris-HCl 

pH8.0, 1 mM EDTA pH8.0, 0.1% Tween20) で 2回洗浄した。集めた Dynabeadsに

100 µlの elution buffer (100 mM NaHCO3, 1% SDS, 10 mM DTT, 0.1% Tween20) を

加え室温で 15分間インキュベートした。このステップは 2回繰り返し、1つの

チューブにまとめた。これに 250 mM になるように NaClを加え、さらに 4 µg の

RNase Aを加え 65℃で一晩インキュベートした。これにより、ホルムアルデヒ

ドによる架橋をはずし、RNAの分解をした。その後、クロマチンに結合してい

るタンパク質を分解するために Proteinase K を加え、37℃で 4時間インキュベ

ートした。DNA はフェノール-クロロホルム法により、抽出・精製し、20 µlの

TE buffer に溶かした。このうち 4 µl をリアルタイム PCR解析に用いた。CYP1A1
遺伝子上流域の XRE を含むプライマーの配列は、forward; 5’-ACC CGC CAC 

CCT TCG ACA GTT C-3’、reverse; 5’- TGC CCA GGC GTT GCG TGA GAA G-3’、

BTE 配列を含むプロモーター領域のプライマー配列は、forward; 5’-CTT GGA 

ATT GGG ACT TCC AGG TGT-3’, reverse; 5’ - CAC ACG TAC AAG CCC GCC 

TAT AA - 3’である。 

 
3-8. siRNAの作成とトランスフェクション  
 

 siRNA は Silencer® siRNA Construction Kit with manual (Ambion)を用いて、

siGFP (cont)および siAhRを付属のマニュアルに沿って作製した。配列は以下に

示した。siGFP; 5’-GGC UAC GUC CAG GAG CGC ACC-3’, siAhR; 5’-UAC UUC 

CAC CUC AGU UGG CTT-3’。PP2AのCサブユニットに対する siRNAはQIAGEN 

(Düsseldorf, Germany)から#1 (#SI02225783) と  #2 (SI02225790)を購入した。
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siRNAは Lipofectamine™ RNAiMAX (Invitrogen)を用いて、reverse transfection法

により、終濃度 50 nMになるようにトランスフェクションをした。 
 

3-9. この実験で用いた抗体  
  

 この実験で用いた抗体の種類と購入先、用途を以下の表に示した。 

 

抗体 会社名 カタログナンバー 用途 

normal rabbit IgG 

Santa Cruz 

Biotechnology sc-2027 

ChIP assay、

IP、IB 

anti-AhR 

Santa Cruz 

Biotechnology sc-5579 

ChIP assay、

IB 

anti-CREM 

Santa Cruz 

Biotechnology sc-440 

ChIP assay、

IP、IB 

anti-Sp1 

Santa Cruz 

Biotechnology sc-14027 

ChIP assay、

IP、IB 

anti-GAPDH 

Santa Cruz 

Biotechnology sc-25778 IB 

anti-Lamin B 

Santa Cruz 

Biotechnology sc-6217 IB 

anti-pThr-453 (Sp1) Abcam ab59257 IB 

anti-CBP Abcam ab2832 ChIP assay 

anti-HDAC1 Upstate #05-614 

ChIP assay、

IB 

anti-RNAP II Upstate #05-623 ChIP assay 

anti-acetylated H3 MILLIPORE #06-599 ChIP assay 

anti-acetylated H4 MILLIPORE #06-598 ChIP assay 

PP2A Cサブユニット 

Cell Signaling 

Technology #2259 IB 

 

また、Sp1の59番目のセリン残基がリン酸化された抗体(anti-pSer-59)はDr.Brigitte 

Kahn-Perlès (TAGC – Inserm U1090, Marseille, France)に分与して頂いた。 
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3-10. データの統計処理および定量方法  
 

 ウエスタンブロッティング解析の結果は全て、ImageJ によりバンドの濃さを

数値化し、それぞれコントロールに対する比として表した。また、ウエスタン

ブロッティング解析、q-RT-PCR解析および ChIP assayの結果は全て t検定を行

ない、有意差があるかどうかの確認をした。
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[6. 図説] 

 
図 1. Sp1と HDAC1は相互作用する  

HepG2細胞を cont, 5 nM TCDD, 50 µM OPで 90分間処理した後、核タンパク質

を抽出し、免疫沈降法を行なったサンプルを SDS-PAGEおよびWestern blotting

で目的のバンドを検出した。A, B は CREM 抗体で免疫沈降後、Sp1、HDAC1

で検出したもので、Cは Sp1抗体で免疫沈降後、HDAC1で検出したものである。 

 
図 2. Sp1と HDAC1は CYP1A1遺伝子プロモーター近傍の BTE配列に結

合している  
HepG2細胞を cont, 5 nM TCDD, 50 µM OPで 90分間処理した後、核タンパク質

を抽出し、DNAP assayを行なったサンプルを SDS-PAGEおよびWestern blotting

で目的のバンドを検出した。それぞれ、CREM (A)、Sp1 (B)、HDAC1 (C)抗体で

検出した結果を示した。 

 

図 3. Sp1、CREM は CYP1A1 遺伝子プロモーター領域に常に結合してい
る  
HepG2細胞を cont、5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分間処理したサンプルを

回収し、ChIP assayを行なった。それぞれ示した抗体で免疫沈降法を行い、BTE

領域を含む CYP1A1 プロモーターに対するプライマーで qPCR 法により増幅し

た。それを inputに対する割合で示した。n=3 

 
図 4. CYP1A1のプロモーター近傍のヒストンは CBPによりアセチル化さ
れている  

HepG2細胞を cont、5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分間処理したサンプルを

回収し、ChIP assayを行なった。それぞれ示した抗体で免疫沈降法を行い、BTE

領域を含む CYP1A1 プロモーターに対するプライマーで qPCR 法により増幅し

た。それを inputに対する割合で示した。n=3 

 
図 5. DNAP assayからの BTE配列に作用する因子の探索  

HepG2細胞を cont、5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分間処理し、核抽出タン

パク質を用意した。1 mg のタンパク質で DNAP assay を行い、サンプルを
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SDS-PAGEにかけ、銀染色法を行なった。黒矢印は TCDDや OP処理により増

加したバンド、白いバンドは処理により減少したバンドを示している。 

 

図 6. CYP1A1プロモーター近傍のモデル図  
転写不活性時には、Sp1と HDAC1が複合体を形成し、これにより BTE周辺の

ヒストンが脱アセチル化され、転写が抑制される。CREM はこの転写抑制複合

体の一部を成していると考えられる。TCDDや OPの刺激が入ると、HDAC1は

Sp1 からはずれ、代わりに CBP が複合体を形成する。CBP は HAT 活性を持っ

ており、周辺のヒストンをアセチル化することで、転写を活性化する。 

 

図 7. Sp1と HDAC1は CYP1A1プロモーター上流域で相互作用している  
HepG2細胞を cont、5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分間処理したサンプルを

回収し、Re-ChIP assayを行なった。グラフに示した抗体でそれぞれ二度免疫沈

降法を行ない、BTEを含む CYP1A1のプロモーター近傍に対するプライマーで
qPCRを行ない、inputに対する比で表した。n=3 

 
図 8. Sp1の Ser-59は TCDDや OP処理により脱リン酸化される  
A, HepG2細胞を cont、5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分間処理したサンプ

ルを回収し、核抽出タンパク質を用いて、それぞれ示した抗体でWestern blotting

を行なった。B, pSer-59(上)および pThr-453のWestern blottingの結果をグラフ化

したものを示した。 

 

図 9. 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  
A, HepG2細胞を vehicle (MilliQ)または 50 nM OAで 2時間処理後、さらに cont、

5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 90分間処理したサンプルを回収し、核抽出タン

パク質を用いて、それぞれ示した抗体で Western blotting を行なった。B, A の

pSer-59のWestern blottingの結果をグラフ化したものである。n=3 

 
図 10.  OAにより CYP1A1、CYP1B1の転写は抑制される  
A, HepG2, MCF-7, Caco-2細胞を vehicle (MilliQ)または 50 nM OAで 2時間処理

後、さらに cont、5 nM TCDDまたは 50 µM OPで 24時間処理した。RNAを回

収し、逆転写リアルタイム PCR 法により CYP1A1, CYP1B1(B), CREM (C) の
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mRNA量を定量し、グラフ化した。 

 

図 11. PP2Aの siRNAは Sp1の pSer-59の脱リン酸化と CYP1A1の転写を

抑制する  
A, PP2AのCサブユニットに対する siRNAを用意し、その効果をWestern blotting

にて調べた結果。終濃度 50 nMになるようにそれぞれ siRNAをトランスフェク

ションし、それぞれ示した時間にサンプルを回収し、PP2A の C サブユニット

に対する抗体で検出した。GAPDH は内在性コントロールとして用いた。B, 

siCont, siRNA#2 をトランスフェクションして 48 時間後にそれぞれ cont, 5 nM 

TCDD, 50 µM OPで 90分処理した後にサンプルを回収し、Western blottingを行

った結果。C, siCont, siRNA#2をトランスフェクションして 48時間後にそれぞ

れ cont, 5 nM TCDD, 50 µM OP で 24 時間処理した後にサンプルを回収し、

qRT-PCRを行った結果を示した。 

 

図 12. AhRのノックダウンは Sp1の Ser-59の脱リン酸化に影響しない  

A, siAhRをトランスフェクションして 48時間後に、vehicleまたは 50 nMの OA

で処理後、さらに cont, 5 nM TCDD, 50 µM OPで 90分処理した後にサンプルを

回収し、Western blotting を行った結果。B, A の AhR のノックダウン効率を

Western blottingで調べた結果を示した。C, Aの結果の pSer-59の量をグラフ化

したものを示した。 

 

図 13. OAは AhRの細胞質内での存在量、核移行、XREへの結合には影
響しない  
A, vehicleまたは 50 nMの OAで処理後、さらに cont, 5 nM TCDD, 50 µM OPで

90 分処理した後にサンプルを回収し、細胞質分画、核分画にわけ、Western 

blottingを行った結果。B, A同様に処理した後、AhRの ChIP assayを XREにて

行った結果示した。 

 
図 14. 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  
vehicleまたは 50 nMの OAで処理後、さらに cont, 5 nM TCDD, 50 µM OPで 90

分処理した後にサンプルを回収し、それぞれの抗体を用いて ChIP assayを行っ

た結果を示した。 
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図 15. OAにより Sp1-HDAC1の複合体が維持される  
vehicleまたは 50 nMの OAで処理後、さらに cont, 5 nM TCDD, 50 µM OPで 90

分処理した後にサンプルを回収し、それぞれの抗体を用いて Re-ChIP assayを行

った結果を示した。 

 
図 16. Ca2+キレーターである BAPTA-AMにより、Ser-59の脱リン酸化お

よび CYP1A1の転写が起こらなくなる  
A, vehicleまたは 50 µM BAPTA-AMで 2時間処理後、さらに cont, 5 nM TCDD, 50 

µM OPで 90分処理した後にサンプルを回収し、細胞質分画および核分画タンパ

ク質を抽出し、それぞれの抗体を用いてWestern blottingにて検出した結果。B,  

vehicleまたは 50 µM BAPTA-AMで 2時間処理後、さらに cont, 5 nM TCDD, 50 

µM OPで 24時間処理した後に RNAを回収し、逆転写リアルタイム PCR法によ

り CYP1A1(左), CYP1B1(右)の mRNA量を定量し、グラフ化した。C, vehicleまた

は 50 µM BAPTA-AMで 2時間処理後、さらに cont, 5 nM TCDD, 50 µM OPで 90

分処理した後にサンプルを回収し、それぞれの抗体を用いて ChIP assayを行っ

た結果。 

 
図 17. PP2A Bサブユニットの特徴と発現  

PP2A の B サブユニットに関する UniProt のデータベースおよび、各細胞での

mRNA量を、簡易 PCRで確認し、まとめた表を示した。 

 

図 18. Sp1の Ser-59は PIN1の認識部位である可能性がある  
CLUSTALWにて、ヒト、チンパンジー、ヤギ、マウス、ラット、ショウジョウ

バエの Sp1の配列をアライメントした結果。囲っている部分は、PIN1により認

識されるであろう部位(Ser-59-Pro-60)を示しており、多くの種で保存されている

ことがわかった。 

 

図 19. PP2A/Sp1を含む経路の CYP1A1転写メカニズムのモデル図  
今回の実験より明らかになった CYP1A1転写メカニズムのモデル図を示した。 

TCDD や OP の刺激が入ると、AhR に作用し、AhR は核内移行および、ARNT

との結合を引き起こす。AhR-ARNTの複合体は XREに結合する。これと並行し

て、何らかのメカニズムで Ca2+が上昇し、PP2A が活性化される。活性化した
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PP2Aは Sp1の 59番目のセリン残基を脱リン酸化する。これにより、Sp1-HDAC1

の複合体がはずれ、代わりに Sp1-CBPの複合体が形成される。CBPの働きによ

り、周辺のヒストンがアセチル化され、クロマチンの構造が緩み、様々な転写

コアクチベーターが呼び込まれ、CYP1A1の転写が活性化するものと考えられる。
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[7. 図] 
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図４  
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図５  
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図７  
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図８  
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図１１  
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図１２  
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図１３  
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図１４  
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図１５  
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図１６  
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図１７  
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図１８  
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