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要約：われわれヒトを含め地球上の生物は，常に活性

酸素やフリーラジカルによる酸化傷害の危険にさらさ

れてきた．それにもかかわらず，発展することができ

たのは，酸化ストレスに対する防御機構を獲得したた

めと考えられる．防御機構の構築およびその維持は，

細胞の遺伝子発現の調節によってなされてきた部分が

大きい．生物が酸素を使って生命を維持するうえで，

活性酸素やフリーラジカルの生成は避けることができ

ない．これらの活性種は，細胞を構成する脂質，タン

パク質，核酸などを酸化し，様々な酸化生成物を与え

る．酸化生成物による遺伝子誘導を解析することによ

って，これまで細胞毒性の強い物質として報告されて

いたものが，様々な細胞防御遺伝子の発現誘導能をも

つことがわかってきた．また，放射線は生体に傷害を

与えることが知られているが，高線量で暴露する前に

低線量で処理しておくと，傷害が抑制されることが報

告されている．これはホルミシス現象と呼ばれるもの

であるが，同じことが脂質酸化物による細胞傷害の防

御能亢進に適用できることが証明されてきた．つまり，

低濃度の細胞毒性の強い脂質酸化生成物で細胞を前処

理しておくと，それに続いて高濃度でひきおこされる

細胞傷害を軽減することができる．そのメカニズムは

脂質酸化生成物の種類によって異なるが，一部は転写

因子 Nrf2で制御される細胞防御酵素の発現誘導によ

ることが証明されている．また，詳細は明らかではな

いが，Nrf2非依存的に細胞防御系が亢進するメカニ

ズムが存在することも示唆されている．

1.　酸化ストレスとの疾患

　われわれヒトを含め地球上の生物は，酸素を利用し

て効率よくエネルギーを得ることに成功し発展してき

た．その一方で，生物は常に活性酸素やフリーラジカ

ルによる酸化傷害の危険にさらされてきた．生物が酸

化ストレスに倒れることなく，これまで発展すること

ができたのは，酸化ストレスに対する防御機構を獲得

したためと考えられる．近年，様々な異常気象に象徴

されるようにわれわれの住む地球環境は大きく変わっ

てきており，紫外線や有害な化学物質に曝される割合

がまた増えてきている．外環境だけではなく生活習慣

の変化にともない，癌や動脈硬化，糖尿病といった，

いわゆる生活習慣病は増加の一途を辿っている．これ

らのいずれの疾患の発症にも酸化傷害は関係している

といってもよい（図 1）．

2.　酸化ストレスに対する防御機構

　われわれのように常に酸化ストレスに曝される危険

性をもつ生物は，優れた防御システムを構築して酸化

ストレスに対抗，言い換えれば適応してきたというこ

とができる．酸化ストレスに対する防御システムは機

能別に 4つに分けることができる．1）活性酸素，フ

リーラジカルの生成を抑えること，2）生成した活性
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酸素，フリーラジカルを速やかに消去，捕捉，安定化

すること，そして，3）生じた損傷を修復し，失った

ものを再生すること．4）必要に応じてこの防御機能

を誘導すること．このような作用をもつものを広く抗

酸化物（antioxidant）といい，それぞれ機能ごとに，1）

予防型抗酸化物（preventive antioxidant），2）ラジカ

ル捕捉型抗酸化物（radical - scavenging antioxidant），3）

修復，再生型抗酸化物（repair，de novo antioxidant），

4）適応機能（adaptation）と呼ぶ．表 1に 1）から 3）

の機能別抗酸化物に属する物質を示している．1）と 3）

は主に酵素（タンパク質）がその役割を担うが，2）

のラジカル捕捉型抗酸化物の多くは，一般の人にも馴

染み深いビタミン（ビタミン C，ビタミン E）やポリ

フェノール，コエンザイム Qなどの低分子化合物で

ある．これらの抗酸化物は活性酸素やフリーラジカル

を捕捉するか安定化させて，細胞を攻撃するのを防い

だり，酸化傷害が広がることを防ぐ役割を担っている．

これらの化合物の多くは食物から摂取され，生体内の

酵素によって代謝を受ける．1）と 3）に属する物質

はタンパク質であるため，これらの機能は遺伝子の発

現レベルによっても影響を受ける．

3.　酸化ストレスへの適応

　生体がもつ抗酸化防御システムの 4つ目に，必要に

応じて 1）から 3）の防御機能を誘導して「適応機能」

をはたす系が分類されている．抗酸化システムの機能

別分類はかなり以前からなされていたが，適応機能の

メカニズムの詳細については最近急速に明らかにされ

てきている．本研究のねらいの中心は，酸化ストレス

に対する生体の適応のメカニズムを，細胞の遺伝子発

現制御に注目して明らかにすることである．

4.　遺伝子発現解析の方法

　従来の Differential Display法や cDNA subtraction

法に代わり，より包括的な遺伝子発現解析法として

DNAマイクロアレイ法が開発された．DNAマイクロ

表1　酸化ストレスに対する生体の防御システム

1）予防型抗酸化物 ラジカルの生成を抑制 カタラーゼ，スーパーオキシド
ディスムターゼ（SOD），グル
タチオンペルオキシダーゼ，グ
ルタチオン Sトランスフェラー
ゼ，トランスフェリン など

2）ラジカル捕捉型抗酸化物 連鎖開始反応を抑制
連鎖成長反応を抑制

ビタミン C，ビタミン E，尿酸，
ビリルビン，アルブミン，カロ
テノイド，ユビキノール，フラ
ボノイド など

3）修復，再生型抗酸化物 酸化変性物質の修復と再生 リパーゼ，プロテアーゼ，DNA
修復酵素，アシルトランスフェ
ラーゼ など

試料１ 試料２

mRNA1 mRNA2

蛍光標識 mRNA1 蛍光標識 mRNA2

競合的ハイブリダイゼーション

cDNAcDNA

試料
RNA

cDNA

蛍光標識 cRNA

ハイブリダイゼーション

1.28 cm

GeneChip
TM

オリゴ
ヌクレオチド

１．cDNAマイクロアレイ 2．オリゴヌクレオチドマイクロアレイ（オリゴDNAチップ）

図2　DNAマイクロアレイの種類と原理
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アレイとは，数千種以上の DNAまたはオリゴヌクレ

オチド（これらをプローブと呼ぶ）を数センチ四方の

基盤上に固定したもので，蛍光標識した試料 RNA（サ

ンプルプローブまたはターゲット）とハイブリダイゼ

ーションさせて遺伝子の発現量を検出するものである．

現在では多種の DNAマイクロアレイが製品化されて

おり，その精度，感度ともに向上する一方，価格が低

下してきたこともあり，DNAマイクロアレイを用い

た遺伝子解析の報告が増えてきている．

1）DNAマイクロアレイの種類

　DNAマイクロアレイはプローブの種類と作成方法

の違いにより大きく 2つに分類される（図 2）．cDNA

の断片をガラスなどの基盤上に固定する方式と，オリ

ゴヌクレオチドを基盤上で合成（オリゴ DNAチップ

またはオリゴヌクレオチドマイクロアレイ；Affyme-

trix社の GeneChipTM），もしくは合成したオリゴヌク

レオチドを基盤上に固定する方式である．

① cDNAマイクロアレイ

　PCRで増幅した cDNA断片を基盤上に固定した

cDNAマイクロアレイは，異なる蛍光物質を用いて標

識した 2つの検体を競合的ハイブリダイゼーションさ

せ，両者の蛍光強度の量比を算出することにより発現

量を求める．研究目的にあわせて必要なプローブを並

べるカスタムアレイを作成することが容易である一方

で，データを共有する場合に標準化が困難であるとい

う問題がある．

②オリゴDNAチップ

　GeneChipTmは，mRNAに対する相補的な 25 mer（塩

基長）のオリゴヌクレオチドプローブを 1つの遺伝子

あたり 11～ 20デザインし，基盤上で光照射化学合成

技術を用いて作成する．フォトリソグラフィックマス

クにより特定のセルのみ光照射して活性化し，ヌクレ

オチドの化学的カップリング反応を行わせる．あらか

じめデザインしたマスクを順次用いることにより，ア

レイ上の決められた位置に各種のオリゴヌクレオチド

プローブを合成して高密度アレイを構築する．現在，

市販されているアレイは 11ミクロン四方のプローブ

セルが約 1000× 1000並び 100万個以上のオリゴヌク

レオチドが 1.28センチ四方の基盤上に合成されてい

る．発現解析用チップの種類はヒト，マウス，ラット，

酵母を中心に作成されていたが，近年種類が急速に増

え，牛，犬，カエル，ゼブラフィッシュ，線虫，その

他多岐に渡っている．ヒト用チップは，現在明らかに

されているヒト遺伝子のほぼすべてを網羅していると

いってよい．

2）オリゴDNAチップの実際

　試料（培養細胞，組織）から RNAを抽出し，T7プ

ロモーターを有するプライマーを用いて cDNAを合

成し，さらに T7RNAポリメラーゼにより cRNAを合

成するが，その際に Biotin -11 -CTPと Biotin -16 -UTP

によって標識を行う．RNAは全 RNA，Poly（A）-RNA

いずれも使用可能である．全 RNAの場合 10 μgあれ

ばハイブリダイゼーションを行うのに十分である．プ

ローブに結合したビオチン化 cRNAにアビジンーフ

ィコエリスリンを結合させ，共焦点アルゴンレーザー

スキャナーを用いて蛍光分子を励起させ，その蛍光量

を測定する．

　発現強度の数値化（スコアリング）は，オリゴヌク

レオチドプローブをデザインする際に，配列が完全に

一致する「perfect match」の他に，配列の中央付近に

1塩基異なる「miss match」を対にして用意する．こ

の対のシグナル強度の差の平均値（average differ-

ence）を遺伝子の発現強度とする．これにより，類似

の配列をもつターゲットからのクロスハイブリダイゼ

ーションを補正することができ，絶対量としての精度，

再現性も良好になる．バックグラウンドの補正も必要

であるが，スコアリングと合わせてソフトの改良によ

り解析結果の信頼性は向上させるように工夫されてい

る．これらの詳細については他の成書を参照されたい

（1）．

5.　酸化ストレスに対する遺伝子発現応答

　酸化ストレスが主な原因となると考えられる疾病は

数多くあるが，動脈硬化はその代表ともいえる病態で

ある．このことは，動脈硬化の発症や進展に，酸化変

性を受けた低比重リポタンパク（low density lipopro-
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図3　動脈硬化の酸化 LDL仮説と酸化生成物
LDL は酸化されるとさまざまな脂質酸化生成物をもつ酸化 LDL
になり，血管の細胞を刺激する．また，マクロファージは酸化
LDL取り込み，泡沫化細胞となって集積するが，破裂した細胞内
から放出された脂質酸化生成物もまた血管の細胞を刺激し，様々
な応答を導く．
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tein，LDL）が重要な役割を担うという，「酸化 LDL

仮説」が提唱されていることからも伺える（2）．実際

に動脈硬化巣から酸化 LDLや種々の脂質酸化生成物

が検出されており，これらが血管細胞を刺激して様々

な応答を誘導する．図 3に示すように，酸化 LDLは

受容体を介して細胞内に取り込まれ，酸化 LDLに含

まれる脂質酸化生成物は細胞内で分散して細胞に作用

する．また，一旦酸化 LDLを取り込んだマクロファ

ージが崩壊し，血管内膜中に飛散した酸化物が細胞の

外から作用する場合も考えられる．脂質酸化生成物は

各々に特徴のある生物活性をもち，動脈硬化の進展に

寄与していることが報告されている（3）．

　著者の研究室では，未酸化 LDL（nLDL，200 μ

g/ml）と酸化 LDL（oxLDL，200 μg/ml）および酸

化 LDLに含まれる主要な脂質酸化生成物である LPC

（30 μM），HNE（5 μM），3種類のオキシステロール

（22 -OH-ch，25 -OH-ch，7 - keto - ch各 10 μM）に対

する，ヒトの臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の遺伝子

発現応答を，オリゴヌクレオチドマイクロアレイを用

いて解析している．

　クラスター解析結果を図 4に示したが，発現パター

ンは大きく分けて A～ Eの 5つのクラスターに分類

された．

A： OxLDL，LPCによって発現が低下する遺伝子

B： OxLDL，オキシステロールで低下し，LPCによ

って上昇する遺伝子

C： OxLDL，HNEによって発現が上昇する遺伝子

D： OxLDLによって発現が上昇する遺伝子

E： LPCによって上昇する遺伝子

6.　酸化ストレスへの遺伝子発現による適応反応

　酸化生成物による遺伝子誘導を解析することによっ

て，これまで細胞毒性の強い物質として報告されてい

たものが，様々な細胞防御遺伝子の発現誘導能をもつ

ことに気づく．ホルミシス現象として捕らえられる酸

化生成物の細胞防御作用は（二木原稿参照）これらの

遺伝子を誘導することにより行なわれていることが理

解され，実験的にも確認されている（4 -6）．

A

B

C

D

E

図4　酸化 LDL と脂質酸化生成物に対する内皮細胞の遺伝
子発現応答
HUVECに酸化 LDLおよび LPC，HNE，oxysterol を添加し，1，
4時間後の遺伝子発現をDNAマイクロアレイを用いて分析した
結果をクラスター解析した．
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