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１．はじめに  

    正常な代謝過程において副産物として、また様々な刺激により産生される活性酸素種(ROS)は、

生体にとり有害（例えば DNA損傷や炎症の惹起、あるいは発がんの促進など）であるばかりでな

く、生理的に多彩な機能を発揮していることが明らかにされつつある。 

    我々はこれまでにTumor necrosis factor (TNF)によるNF-κBの活性化のメカニズムの解析、

および NF-κB により誘導される細胞死抑制のメカニズムの研究に従事してきた。その過程で、

NF-κB の新たな細胞死抑制機能の一つが、TNFα刺激により誘導される ROS の蓄積および c-Jun 

N-terminal kinase (JNK)の活性化を抑制することであることを明らかにしてきた。また、ある

種の細胞では TNFα刺激により ROS依存性に ERストレスが誘導されること、さらにその時に生じ

る ROSは、ツニカマイシンなどにより弱い ERストレスを誘導することで（preconditioning）顕

著に抑制されることを明らかにした。さらに最近我々は、NF-κBによる ROS蓄積および JNKの活

性化抑制機能は c-Flip と呼ばれる抗アポトーシス遺伝子の発現を介していることを明らかにし

た 7-9。 

    このように生体内で生じる ROS産生は複雑な制御を受けており、さらに様々な生体応答に関

与することが報告されている。ROS 依存性にどのようなシグナル伝達経路が誘導されるかについ

ては、標的分子の同定も含めた分子レベルでの解明は、例外を除き、依然として未解明である。

また、生体内においてどの時期にどの程度の酸化ストレスが誘導されているかをモニタリングす

ることは容易ではなく、さらに ROS産生をリアルタイムでモニタリングすることは、非常に困難

なのが現状である。そこで、本研究では培養細胞を用いた in vitroにおける酸化ストレス実験、

および様々な酸化ストレス誘導マウスモデルを作製し、ゲノムワイドなトランスクリプトーム解

析を行い、酸化ストレス依存性に誘導されてくる遺伝子群やシグナル伝達経路を同定する。次に

それらの遺伝子群の中から酸化ストレスに対する特異性の高いものを選択し、その遺伝子のプロ

モーター解析を行い、どのような転写因子がその発現誘導に関与しているかを明らかにする。そ

の遺伝子のプロモーター領域の下流に green fluorescence protein (gfp)遺伝子を連結したベク

ターを構築し、in vitroの系において酸化ストレス依存性に gfpの発現が誘導されるかを明らか

にする。最終的には同定した遺伝子のBACクローンを用いて遺伝子の開始コドンのATG直下にgfp

遺伝子を挿入したベクターを構築し、トランスジェニックマウス(Tg)を作製する。 

 

２．方法 

1) 酸化ストレスにより特異的に誘導される遺伝子群を同定するために、in vitro および in vivo の

二つの系を用いて、ゲノムワイドなトラスクリプトーム解析を行う。まず刺激の簡便性および特異

性を考慮し、培養細胞の刺激には H2O2を用いる事にし、刺激する培養細胞としては申請者らがこれ
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まで汎用し、かつ酸化ストレス応答実験に主に使用してきた細胞である胎児線維芽細胞(MEFs)を用

いて実験を行う。 

2) 酸化ストレスを in vivoでモニタリングすることより、1)で同定した遺伝子群のなかから in vivo

において酸化ストレス依存性に発現が誘導される遺伝子を選択する。この目的のために in vivo

における酸化ストレス障害モデルを用いて行う。酸化ストレスモデルとしては、ConA 投与や

anti-Fas 抗体投与により誘導される劇症肝炎を用い（このモデルでは酸化ストレスの指標の一つ

である還元型 GSHが低下することを我々は確認している）、誘導前と後で肝臓より RNAを抽出し、

1)の解析で同定した遺伝子の発現を検討する。 

3) 酸化ストレスにより発現誘導の確認された遺伝子については、そのプロモーター領域をルシフェ

ラーゼ遺伝子の上流に連結し、プロモータ − 解析を行う。酸化ストレスに対して最も反応性の高い

プロモーターを LacZや gfp遺伝子の上流に組み込み、種々の細胞株に遺伝子導入し、実際に酸化

ストレス刺激により LacZや gfpの発現が誘導されるかを検討する 

4) 最終候補として選択した遺伝子のエクソン1を含むBACクローンを用いて開始コドンのATG直下

にLacZやgfpを連結したベクターを構築し、それを用いてTgマウスを作製する。 

 

３．研究成果および考察 

酸化ストレスにより誘導され、組織修復に関与する遺伝子を同定するために胎児線維芽細胞(MEFs)を

in vitroで H2O2刺激し、ゲノムワイドなトランスクリプトーム解析を行い、組織修復に関与する候補

遺伝子を同定し、Oxidative stress-inducible factor (OIF)と仮に命名した。Oif遺伝子は H2O2刺激

により mRNAレベルおよびタンパクレベルで誘導され、さらに劇症肝炎に伴い発現が誘導されることが

明らかとなった。OIF は初代培養の肝細胞に添加することにより組織修復に関与する転写因子 STAT3

のリン酸化を誘導し、OIF自身も H2O2刺激依存性に肝細胞から主に分泌され、Kupffer細胞からはほと

んど分泌されないことが明らかとなった。次に oif 遺伝子の転写制御機構を解析した結果、oif 遺伝

子の発現には ROS依存性の ERK2の活性化が必要であることが MEK(ERKの活性化キナーゼ)のインヒビ

ターである U0126処理や、erk2 siRNA処理により oifの発現が著明に抑制されることから明らかとな

った。さらに oif promoterを用いたレポーターアッセイの結果、oifの酸化ストレス依存性の発現誘

導には上流に存在する二つの AP1のエレメントが必須であり、この領域に変異を導入することにより、

酸化ストレス依存性のプロモーターの活性化がほぼ完全に抑制されることが明らかとなった。そこで

AP1 のエレメントに会合する転写因子をクロマチン免疫沈降法により検討したところ Fos ファミリー

に属する Fra1が恒常的にこのエレメントに結合しており、さらに酸化ストレスが加わることによりそ

の結合が増強することが明らかとなった。また fra1 siRNAにより酸化ストレス依存性の OIF産生は著

明に抑制されることが明らかとなった。以上のことより今回の我々の研究により、ROS-ERK2-Fra1 と

いう新たな酸化ストレス依存性のシグナル経路の存在が明らかとなり、さらにその経路を介して OIF

の発現が誘導されることが初めて明らかとなった（論文投稿中）。今後は OIFの生体おける機能を種々

の肝炎モデルや肝がんの発がんのモデルを用いて検討していきたいと考えている。 

   また、oif promoterの下流に gfpを連結した酸化ストレスの imagingのためのベクターの構築

は終了し、現在生まれてきた Tgマウスの tailの PCRを行っているところである。今後 Tgマウスを樹

立した後には、様々な酸化ストレスを誘導する実験を行い、in vivoにおける酸化ストレスの imaging
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を行っていきたいと考えている。 

   最後に助成金をいただいた公益財団法人 アステラス病態代謝研究会の皆様にこの場をお借り

して深謝致します。 
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