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研究要旨	 	

当教室ではこれまでに、ダイオキシンが肝臓のセレン結合性タンパク質 1 
(SelenBP1)を誘導することを明らかにしてきた。また、SelenBP1の遺伝子欠損マ
ウスを作成して、ダイオキシン毒性発現、あるいは毒性軽減への寄与について検

討を行って来たが、SelenBP1と相同性の高いもう一つの分子種 SelenBP2が発現
しているため、その誘導の意義について理解することが難しかった。SelenBP2
の発現は腎臓において低いことが報告されているため、ダイオキシン誘導性

SelenBP1 の腎臓における役割を明らかにすることを目的として、ダイオキシン
非投与条件下で、野生型の C57BLマウスと SelenBP1欠損マウスの腎臓を用いた
メタボロミクス解析を行った。その結果、脂質代謝関連因子の変動が確認され、

SelenBP1の脂質代謝への寄与が推定された。次に、DNAマイクロアレイ解析を
行った。多数の遺伝子に発現変動が認められたが、その中で、変動が示唆された

脂質代謝関連因子に着目し、更に、リアルタイム RT-PCRにて発現変動を解析し
た。SelenBP1-KO マウスの腎臓では、脂肪酸のwおよびw-1 水酸化に関与するこ
とが知られている cytochrome P450 4a (Cyp4a)サブファミリーのうち、Cyp4a12a
および Cyp4a12bの発現が有意に低下した。ペルオキシゾームでの分岐脂肪酸の
不飽和化を触媒する acyl-CoA oxidase3 (Acox3)の発現も有意に低下した。マイク
ロアレイでは変動が示唆されていたものの、脂質代謝系の酵素の発現を制御する

peroxisome proliferator-activated receptor-a (Ppara)および Ppar-g coactivator-1b 
(Ppargc-1b)の発現レベルには影響がなかった。しかし、Ppara とヘテロオリゴマ
ーを形成して遺伝子発現を促進させる retinoid-X-receptor-a (Rxra)の発現は低下
していた。また、carnitine palmitoyltransferase 1a (Cpt1a)や Cyp2e1についても検討
したが、発現変動は確認されなかった。以上の結果から、1) メタボロミクス解
析より、TCDD 誘導性の SelenBP1は、脂質代謝に関連した機能を有する可能性
が示唆された。 2) マイクロアレイ解析の結果もこれを支持し、脂質酸化酵素に
発現低下が確認されたこと、これらの遺伝子の発現に関与する Rxra も低下した
ことから、SelenBP1が脂質代謝を促進的に調節している可能性が示唆された。 

 

Ａ．研究目的	

	 Ａ．研究目的	 	 	

	 セレン結合性タンパク質  (SelenBP1) 
は、肝臓、腎臓、性腺などに多く発現する

サイトゾルタンパク質の一つである (1)。

SelenBP1 は、生体内においてセレンとの
結合能を有し、セレンの生理的役割に関わ

るものと推定されている。これまでに、抗

酸化的作用 (2)、増殖抑制作用 (3)、ゴル
ジ層板間のタンパク質構成因子 (4) 等の



機能が報告されているものの、これらは、

いずれも決定的とは言い難く、その生理的

機能は十分に理解されているとは言い難

い。 
	 当研究室では、ダイオキシン類の一種、

3,3’,4,4’5-pentachlorobiphenyl、および多環
芳香族炭化水素、3-methylcholanthleneのラ
ットへの曝露により肝臓における 
SelenBP1 タンパク質および mRNA 発現
が顕著に誘導することをすでに報告して

いる (5-7)。ダイオキシン類は、免疫抑制、
肝障害、発がんプロモーション作用等、生

体に対して非常に多彩な毒性を引き起こ

すが (8)、その大部分の毒性発現に関与す
ると考えられているのが芳香族炭化水素

受容体 (AhR) である (9)。ダイオキシン
類は、細胞内においてサイトゾルに局在し

ている AhR に結合することで核内へと
移行し、AhR nuclear translocator とへテロ
ダイマーを形成する。この複合体が様々な

遺伝子上流に存在するコンセンサス配列、

xenobiotic responsive element (XRE) に結
合することで、 cytochrome P450 1A1 
(CYP1A1)に代表される遺伝子発現を変動
させることが知られている (10)。ダイオ
キシン類により変動する遺伝子は実に数

百種類にものぼるが、どの遺伝子変動がど

の毒性発現に重要であるのかなど詳細に

関しては未だ十分には明らかになってい

ない。 
	 当研究室では、これまでにラットにおい

て見出されている SelenBP1 遺伝子の誘
導に注目し、ダイオキシンによる毒性との

関連性を検証することを目指して研究を

行って来た。マウスにおいては SelenBP1 
とアミノ酸配列で約 97% の相同性を示
す SelenBP2 (アセトアミノフェン結合性
タンパク質) が存在することが知られて
いるが、これは異なる遺伝子産物であり臓

器分布等も多少異なる (11)。SelenBP2は、
アセトアミノフェン代謝物との結合を介

して肝障害発現に関わると推定されてい

るが (12)、SelenBP1 同様に肝臓に多く発
現していること、および、その相同性の高

さから SelenBP1 との機能的な関連性も
示唆されている。当研究室では、ダイオキ

シンによる SelenBP1 の誘導機構を解析
するため、ダイオキシン類に対して親和性

の異なる AhR を有する二系統のマウス 
(C57BL/6J マウス：高親和性 AhR、 およ
び DBA/2J マウス：低親和性 AhR) を用
いて比較検討することにより、SelenBP1 
の誘導に対する AhR 依存性が検証され
るとともに、 SelenBP1 ノックアウト 
(KO) マウスを作製し、その表現型の解析
を行った (13)。これらの結果から、
SelenBP1 には、卵巣におけるガンへの防
御的な役割がある可能性が示された。また、

SelenBP1と SelenBP2は、ダイオキシンに
よる誘導性に差があることが分かったが、

SelenBP1-KOマウスの肝臓においては、依
然として SelenBP2 が発現しており、
SelenBP1-KO によるダイオキシン毒性の
悪化や軽減作用を見出すことは出来ず、そ

の誘導の意義について理解することが難

しかった。 
	 最近、当研究室では、絶食により肝臓及

び腎臓において、SelenBP1 発現は影響を
受けないが、SelenBP2 発現が著しく低下
することを見だした  (未発表データ)。
SelenBP2 の発現は腎臓において低いこと
が報告されているため (14)、本研究では、
ダイオキシン誘導性 SelenBP1の腎臓にお
ける役割を明らかにすることを目的とし

た。ダイオキシンにより変動する他の因子

を排除して検討するために、ダイオキシン

非投与条件下で絶食を行い、野生型の

C57BLマウスと SelenBP1欠損マウスの腎
臓を用いたメタボロミクス解析を行った。

また、マイクロアレイ解析も行い、脂質代

謝関連因子の変動について解析を行った。 
 
Ｂ．研究方法	

1. 動物実験 



	 SelenBP1-KO マウスは、先行研究にお
いて作製したものを用いた (13)。このマ
ウスにおいては、	 SelenBP1 遺伝子の第 
2 エクソンをネオマイシン耐性遺伝子カ
セットと置換することによって KO マウ
スを作製している。マウスの genotyping 
は、離乳後のマウスの尾よりゲノム DNA 
を抽出し、置換したネオマイシン耐性遺伝

子、および SelenBP1 遺伝子を含むプライ
マーを用いて PCR を行い、アガロース電
気泳動によるバンド検出にて行った。解析

には、雌雄のホモ KO マウスの交配によ
り得たホモ KO雄マウスを用いた。また、
日本クレアより、野生型 C57BL/6Jを 7週
齢にて購入し、KOマウスと同一条件で一
週間馴化させたのち、20 時間の絶食後に
腎臓を摘出し解析に供した。 
 
2. メタボローム解析 
既報  (15) に準じて、採取した組織を
MeOH:CH3CN:H2O (2:2:1, v/v)で抽出して、
下 記 の 構 成 か ら な る Waters 社 製
UPLC-TOF/MS を用いてメタボローム解
析を行った。 ACQUITY UPLC system 
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) 
-electrospray ionization (ESI) 検出器を装着
し た Waters LCT Premier™ Mass 
Spectrometer (Waters Corp., Manchester, 
UK)(positive モード)を使用し、カラムに
は ACQUITY UPLC BEH-C18 column (50 
mm 4.6 mm i.d., 1.7 mm; Waters Corporation, 
Milford, MA, USA)を用いた。C57BL/6J及
び SelenBP1-KO それぞれの 8 週齢雄マウ
ス 6匹で行った。 
 
3. DNAマイクロアレイ解析 
マウスの腎臓組織はただちに RNAlater 
RNA stabilization Reagent (QIAGEN) 浸漬
させ、RNeasy Mini Kit (QINGEN) を用い
て total RNA を抽出した。抽出後の RNA
溶液は，1/10倍量の 3 M酢酸ナトリウム 
(pH 5.2)および 2.5 倍量の 99.5%エタノー

ルを加えて混和し、氷上に 1時間放置した。
4˚C，1500 rpm にて 10分間遠心分離し、
上清を除去した後、70%エタノールを加え
て、4˚C、1,500 rpmにて 10分間遠心分離
を行った。得られたペレットを total RNA
として滅菌水で溶解し、 NanoDrop 
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) を用い
て濃度を測定した。その後、Experion 
(BioRad Laboratories)による total RNAの電
気泳動を行い、28sおよび 18sリボソーム
RNA のバンド強度比ならびに RNA 
quality indicator (RQI) 値をもとに RNAの
品質チュックを行った。なお、判定基準は

28s/18s≥1.5 および RQI≥9.5とした。 
マイクロアレイ解析は、セルイノベータ

社にて受託解析を行った。 
全てのデータは、Bioconductorソフトウ
ェアの pre-process Coreパッケージを用い
て標識化を行った後，Linear Models for 
Microarray Analysis (limma) による有意差
検 定 を 行 っ た 。 C57BL/6J 及 び

SelenBP1-KOそれぞれの 8週齢雄マウス 3
匹ずつを用い、有意水準 p<0.05 とし、有
意な変動を示した遺伝子を抽出してヒー

トマップを作成した。 
	  
4. リアルタイム RT-PCR 法 
	 組織より total RNA を抽出したのち、
PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser 
(タカラバイオ社) を用いて cDNA を合
成した (16)。これを鋳型とし、Fast SYBR 
Green Master Mix (Life Technologies  社) 
を用いて目的タンパク質の mRNA 発現
変動を解析した。解析は、ターゲット 
mRNA の  threshold cycle (Ct) 値 を 
b-actin mRNA の Ct 値で補正した。 
 
(倫理面への配慮) 
	 本研究における動物実験は、「九州大学

動物実験規則」第 12 条第 4 号に基づき、
動物実験委員会による実験計画の承認の

もとに、動物の苦痛を可能な限り軽減して



実施した。動物実験承認番号：A30-103。
遺伝子組換え実験は、「九州大学遺伝子組

換え実験安全管理規則」第 10 条第 2 項
の規定に基づき、委員会の承認を得て行っ

た (承認番号: 25-103)。 
 
C. 研究結果	  
	 ダイオキシン非投与条件下で、8週齢の
野生型のC57BLマウスとSelenBP1欠損マ
ウスを 20時間絶食させ、各群 6匹ずつの
腎臓を用いたメタボロミクス解析を

UPLC-TOF/MSを用いて行った。主成分分
析を行った結果 (Fig. 1A)、SelenBP1-KO
により野生型とは腎臓のメタボロームに

明確な違いがあると考えられた。メタボロ

ームの違いは、S-plotによっても見て取れ
る (Fig. 1B)。そこで、相関係数 0.8以上、
-0.8 以下のものを有意な変動があるもの
と考えた。これらの中から、脂質代謝に関

連する成分を Table 1に示す。Leukotriene 
F4、5-hydroxyeicosatetraenoate (5-HETE)、
ceramide phosphateや 7-dehydrodesmosterol
などの脂質代謝関連因子の変動が確認さ

れ、SelenBP1 の脂質代謝への寄与が推定
された。次に、DNA マイクロアレイ解析
を行った。その時のヒートマップを示す 
(Fig. 2)。2689遺伝子の発現変動 (1464遺
伝子に増加、1225遺伝子に減少)が認めら
れた。多数の遺伝子に発現変動が認められ

たが、その中で、変動が示唆された脂質代

謝関連因子を Table 2に示す。これらに着
目し、更に、リアルタイム RT-PCRにて発
現変動を解析した。SelenBP1-KOマウスの
腎臓では、脂肪酸のwおよびw-1水酸化に
関与することが知られている cytochrome 
P450 4a (Cyp4a)サブファミリー (17)のう
ち、Cyp4a12aおよび Cyp4a12bの発現が有
意に低下した (Fig. 3)。マイクロアレイで
は変動が示唆されていたものの、脂質代謝

系の酵素の発現を制御する peroxisome 
proliferator-activated receptor-a (Ppara) (18)
および Ppar-g coactivator-1b (Ppargc-1b)(19)

の発現レベルには影響がなかった (Fig. 4)。
しかし、Pparaとヘテロオリゴマーを形成
し て 遺 伝 子 発 現 を 促 進 さ せ る

retinoid-X-receptor-a (Rxra)(20, 21)の発現
は低下していた (Fig. 5)。ペルオキシゾー
ムでの分岐脂肪酸の不飽和化を触媒する

acyl-CoA oxidase3 (Acox3)(22)の発現も有
意に低下した  (Fig. 5)。また、carnitine 
palmitoyltransferase 1a (Cpt1a)や Cyp2e1に
ついても検討したが、発現変動は確認され

なかった (Fig. 6)。 
 
D. 考察 
  本研究では、ダイオキシン誘導性
SelenBP1 の本来の役割を明らかにするこ
とを目的とし、まず、腎臓のメタボローム

解析を行った。腎臓には、もう一つの分子

種 SelenBP2の発現は低く (14)、当研究室
の先行研究で絶食によってその mRNAレ
ベルが著しく低下することが示唆されて

いることから、ダイオキシンを投与しない

条件下で 8 週齢の雄 SelenBP1-KO マウス
と対照の C57BL/6J マウスに 20 時間絶食
を行ってから比較検討した。ダイオキシン

類の毒性の一つとして、脂質代謝異常が知

られていることから（23-25）、ダイオキシ
ンにより著しく誘導される SelenBP1が脂
質代謝に関連したタンパク質である可能

性は十分考えられる。メタボロミクスの結

果は、それを支持し、 leukotriene F4、
5-HETE 、 ceramide phosphate や

7-dehydrodesmosterol などの増加を認め、
脂質の構成成分であるグリセリンの低下

も示唆された (Table 1)。また、増加の示
唆された leukotriene F4や 5-HETEはアラ
キドン酸代謝物であり、脂肪酸代謝が影響

を受け炎症性物質が生成する可能性も示

された。 
	 また、DNAマイクロアレイ解析の結果、
多くの変動が見られたため (Fig. 2)、メタ
ボロミクスの結果を踏まえて、まず、脂質

代謝に関連する因子に着目した (Table 2)。



SelenBP1-KOマウスの腎臓では、Cyp4a12a
および Cyp4a12b の発現が低下していた 
(Fig. 3)。これらの酵素は、アラキドン酸の
代謝に関わると、いずれもwおよびw-1水
酸化により、20-HETEおよび 19-HETEを
生成することが知られている（17）。一方、
メタボロミクスでも増加が示唆された

5-HETEは、5-lipoxygenaseにより生成する
ものである (26)。これは、さらに酸化さ
れて炎症の原因物質にもなり得るため、

SelenBP1 に、炎症を抑える働きがある可
能性を示しているのかもしれない。メタボ

ロミクスでの結果は定性的なものである

ため、5-HETE、19-HETE、20-HETEなど、
各々の HETE また、アラキドン酸代謝物
を定量する必要があろう。また、Pparaお
よび Ppargc-1bの発現レベルには影響がな
かった (Fig. 4)が、Rxraの発現は低下して
いた (Fig. 5)。Rxraは、Pparだけでなく、
Lxr、Pxr、Rar、Carなど多くの核内受容体
とヘテロオリゴマーを形成し、転写調節に

関与している (20, 21)。本研究では、脂質
代謝への影響を中心に検討したが、

SelenBP1がRxraの発現レベルにも影響す
るのであれば、これら Ppar 以外の受容体
が関わる遺伝子発現の調節にも変動を及

ぼす可能性があり、これらについても今後

検討する必要があろう。ペルオキシゾーム

の酵素でメチル分岐を持つ pristanoyl-CoA
の不飽和化を触媒する Acox3 (22)の発現
も有意に低下した (Fig. 5)。分岐脂肪酸は、
Val、Leu、Ile のような分岐アミノ酸に由
来すると考えられる (27)。ペルオキシソ
ームのb酸化に関連する酵素は、Ppara の
制御下にあるものが多いため、この結果は

Rxra の発現低下と符合する。本研究のマ
イクロアレイでの解析結果から抽出した

ものには、有意な変動を示さないものも多

かった。本研究では有意水準を P<0.05 と
したが、変動自体は大きいものばかりでは

なかった。そのため、リアルタイムRT-PCR
により検証することが重要と考えられた。 

	 本研究では、ダイオキシン誘導性の

SelenBP1 の元々の役割を明らかにするた
めに、ダイオキシンを処理しない条件下、

また、相同性の高い分子種 SelenBP2の影
響がほとんどない条件下で検討を行った。

メタボロミクスとマイクロアレイの結果

から、SelenBP1 は、その欠損が致命的な
影響を及ぼすことはないものの、少なくと

も脂質代謝に関係する可能性が示唆され

た。欠損により脂肪酸の代謝抑制による代

謝スイッチングを生じて炎症性の代謝物

を増加させる可能性も示唆された。

SelenBP1 と脂質代謝の接点は、本研究を
基に考えると、Rxra 発現への影響による
ものと推定される。最近の他グループが作

製した SelenBP1-KO マウスを用いた研究
により、前立腺がんに対して SelenBP1が
抑制的に働くことが示唆されている (28)。
また、グルコース代謝に影響することも示

唆され (29)、HeLa細胞では、SelenBP1欠
損により酸化的ストレスが亢進すること

も報告されている (30)。本研究の成果と
これらの情報を総合すると、SelenBP1 の
ダイオキシンによる誘導は、その毒性発現

に寄与するとは考えにくく、この点は、当

研究室の先行研究の結果 (13)を支持する。
今後、SelenBP1 欠損がどのような機構で
Rxra 発現を低下させたのかを明らかにす
べく、本研究の条件下での酸化的ストレス

の変動状況についても検討を行うことが

必要であろう。 
 
E. 結論 
以上の結果から、1) メタボロミクス解析
より、TCDD 誘導性の SelenBP1は、脂質
代謝に関連した機能を有する可能性が示

唆された。 2) マイクロアレイ解析の結果
もこれを支持し、脂質酸化酵素 Cyp4a12a、
Cyp4a12bおよび Acox3に発現低下が確認
されたこと、これらの遺伝子の発現に関与

する Rxraも低下したことから、SelenBP1
が脂肪酸酸化を促進的に調節している可



能性が示唆された。 
	

F. 研究発表	
なし 
	

G. 知的財産権の出願・登録状況	
特になし。	
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