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論文の内容の要旨

（目的）

　生体内での異物の代謝には，第1相異代謝酵素群の誘導的発現に関わる転写調節因子AhRと第2相異物代謝酵

素群の広範な制御に関与する転写調節因子Nrf2が協調して働くと考えられてきた。この両者を複合して欠失させ

た場合には，異物代謝酵素群の誘導的発現の広範囲な欠失及び構成的発現の変化をきたし，その影響により致死

あるいはストレスに対する脆弱性を示すことが予測される。本研究ではAhR：：M2複合欠失マウスを作製し，そ

の異物応答性の解析を通して，両転写因子の役割と協調的な作用機構を明らかにすることを目的とする。また，

AhRを介する3一メチルコラントレン（3－MC）によるシグナルとNd2を介するブチルヒドロキアニソール（B蛆）

によるシグナルの異物代謝酵素群の誘導的発現に関するクロストークの可能性についても検討を試みることとし

た。あわせて，AhRとNd2両因子による制御系の欠失がこの両者とは独立した異物代謝酵素誘導系であると考え

られるCARを介する誘導系に与える影響の有無を確かめることも目的とする。

（対象と方法）

　本実験で用いたマウスは遺伝的背景が均一ではないので，データのばらつきを抑えるためクローズドコロニー

システムを採用した。まず，それぞれの単独遺伝子破壊マウスの交配により，雄ユ頭と雌2頭のA眠：：N㎡2複

合欠失ヘテロマウスを作成し，ついでそれらの複合欠失ヘテロマウス同士の交配から子孫を選別することにより，

AhR（一／一）：：Nd2（一／一）（複合ノックアウト：ひKO）マウスを得た。またクローズドコロニー申より，AhR

（十／十）：1Nrf2（一／一）（M2ノックアウト：N－KO）マウス及びAhR（十／十）：：Nrf2（十／十）（Wi1d帥e：

WT）マウスを作出して対照とした。しかし，A服（一／一）1：M2（十／十）マウス（A五○マウス）は，この

コロニーから得ることが出来ず，やむなく別コロニーから作製した。

　薬剤投与実験には，それぞれAhR，Nぜ2，CARを介する代表的な異物代謝酵素群の誘導剤として知られるふMC，

BHA，フェノバルビタール（PB）の3種を選択し，薬剤投与後のマウス肝臓における異物代謝酵素（CYPlA1，

CWlA2，CYP2BlO，NQ01，UGTlA6，GST－p）の誘導的は発現を転写レベルで解析した。内部標準として，G3PDH

の発現レベルを検定した。
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（結果）

　D五○マウスは生存及び繁殖可能であったが，乳児期死亡率が非常に高く，1週以内に約半数が死亡した。生き

残った大半のDX○マウスは1年以上生存した。すべてのDXOマウスは生後1週に一過性の脂肪肝を呈した。定

性解析の結果，蓄積した脂肪の主成分はトリアシルグリセロールであることが明らかとなった。

　薬剤誘導実験の結果，3－MCによるCYPlA！とCWlA2の誘導にはN㎡2は必須ではないことが示された。一方，

野生型雌マウスではNQ01の誘導を認めたが，この誘導はDX○マウスのみならずルK○マウスにおいては消失し

ていたことより，ふMCはNQ01の誘導をNぜ2を介して行っていることが明らかとなった。

　B胆投与によるCYPlA2の誘導的発現はDX○マウスにおいても観察された。従って，この誘導にはAhR及び

Nゴ2の双方を介さない誘導系が働くことが示唆された。

　PB投与によるCWlA2及びCW2BlOの誘導にはAhR及びNrf2は共に必須ではないことが示された。しかし，

PB投与によるCYP2BlOの誘導の雌雄差がDX○及びA－KOマウスで消失していた。

（考察）

　D－K○マウスでは死亡が集中する時期と一致して重篤な脂肪肝を呈することから，その死因に脂肪肝が関わる可

能性が考えられた。一方，肝肥大が認められないことから，肝予備力の著しい低下が起こっている可能性があり，

そのため環境要因などのストレスに対し抵抗性が弱く，個体によっては死に至る場含のあると推測された。

　今回作製したD五○マウスでは，AhR及びNぜ2の影響を排した状態で異物代謝の解析を行うことが出来た。実

際にB趾投与によるAhR及びNd2非依存的なCYPlA2の誘導系の存在を示すことができた。これにはA眠の遺

伝子破壊による構成的発現の減少効果が寄与した。

　NQ01はその転写調節領域にX肥配列とARE配列の双方を有し，その両方の配列が共に転写活性化に働くとさ

れていた。3－MCによるNQ01の誘導にはNd2が必須であり，AhR単独ではこの誘導が起こらなかった。従って，

3－MCがAhR依存的にCCYPlA1およびCY町A2の発現を誘導し，これらの酵素により酸化を受けて親電子性を獲

得した後，Nぜ2依存的にNQ01などの第2相酵素の転写活性化を起こすというモデルが考えられた。

　培養細胞系では再現が難しい現象の1つであるPB投与によるCW2BlO誘導の雌雄差のAhR遺伝子破壊による

消失が観察できたことから，この誘導におけるCARとAhRの相互作用を示すことができた。

（結論）

1．AhR及びN吋2複合欠失マウスは，生存及び繁殖可能であり，異物代謝の主要な制御を担う2つの転写調節因

　子の欠失下で薬剤投与実験を行うことが出来た。

2．AhR及びNゴ2複合欠失マウスは乳児期に一過性の脂肪肝と高い死亡率を呈した。

3．3－MCによるNQ01誘導的発現にはAh乱XRE系のみでは充分でなく，N㎡2が誘導に必須であることが個体レ

　ベルで示された。

4．CYPlA2の誘導は複数の転写調節因子による複雑な制御を受けており，囲A投与によるA眠及びNrf2を介さ

　ないCY町〃の誘導系の存在が示された。

5．PBによるCYP2BlOの誘導的発現にAhRは必須ではないが，雌における誘導の抑制にはAhRが関与している

　ことが示唆された。

審査の結果の要旨

　本研究は，異物代謝酵素群の発現に関わる転写因子A服及びNぜ2複合欠失マウスを作成し，異物代謝における

それぞれの役割と協調的な作用機構を明らかにするとともに，申毒学・薬理学研究を個体レベルで包括的に解析
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できる可能性を示しており，価値ある研究と考えられる。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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