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研究成果の概要（和文）：生体のホメオスターシスは、種々の細胞内外のシグナルに応答するセ

ルセンサーによって調節されている。本研究では、化学的環境センサーとして脂質代謝を調節

する核内受容体のリガンドシグナルから生体機能調節にいたるモーダルシフトを解析した。リ

ガンド選択的な受容体応答、生理・薬理作用発現、他のセルセンサーとの情報統合を明らかに

した。研究成果は、核内受容体が関連する疾病の病態の解明、新規治療法の開発へ応用できる。 
 
研究成果の概要（英文）：Cellular sensors control body homeostasis by responding to numerous 
extracellular and intracellular signals. In this study project, we investigated the roles 
of nuclear receptors that regulate lipid metabolism as sensors for chemical environment 
and the modal shifts from ligand-receptor interaction to physiological regulation. We 
elucidated ligand-selective receptor sensing mechanisms and 
physiological/pharmacological actions, and integration of signaling systems with other 
cell sensors. The results can be applied to further elucidation of mechanisms of diseases 
involving nuclear receptors and development of new therapies. 
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２００６年度 12,300,000 0 12,300,000 
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１．研究開始当初の背景 
（１）核内受容体は、リガンド結合ドメイン
（センサーモジュール）、DNA 結合ドメイン
（DNA 結合モジュール）、コファクター相互作
用ドメイン（activation function 2 ドメイ
ン；コファクター相互作用モジュール）など
を有する転写因子である。近年の研究により、
liver X receptor （ LXR ）、 farnesoid X 

receptor（FXR）、vitamin D receptor（VDR）、
pregnane X receptor 、 peroxisome  
proliferator-activated receptor（PPAR）
などの retinoid X receptor（RXR）とヘテロ
二量体を形成する核内受容体が、脂質代謝セ
ンサーとして機能することが明らかになっ
た。 
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（２）核内受容体は、リガンドと結合するこ
とで、細胞内外の化学的環境を感知し、分子
内及び二量体パートナーの立体構造変化を
起こす。その結果、コファクター複合体との
相互作用を変化させ、特異的標的遺伝子の発
現を調節する。リガンドが核内受容体のリガ
ンド結合ポケットに結合してから、標的遺伝
子の転写調節に至るまでの分子内・二量体間
及びコファクター複合体との間のダイナミ
ックなモーダルシフトについては、まだ十分
に解明されていない。 
 
（３）細胞には、核内受容体スーパーファミ
リー以外にも、G 蛋白質共役受容体などの膜
型受容体やダイオキシン受容体（AhR）など
のセルセンサーが存在する。核内受容体シグ
ナル系と他のセルセンサーとの機能連関や
リガンド情報のモーダルシフトもまだ十分
に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、代謝センサー型核内受容
体におけるリガンド特異的な分子内・分子間
モジュール相互作用（リガンドと受容体の時
間・空間モーダルシフト）、リガンド選択的
な作用や他のセルセンサーとの情報統合（リ
ガンドシグナルのモーダルシフト）、核内受
容体の活性変化による代謝シグナルへの影
響（代謝のモーダルシフト）を解析し、代謝
環境セルセンサーの分子機構を解明するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）核内受容体のリガンド反応性の解析。
脂質代謝環境センサーとして機能する RXRヘ
テロ二量体型核内受容体 LXRα、LXRβ、FXR、
VDR、PXR、PPARα、PPARδ、PPARγ、及び RXR
（α、β、γ）のリガンド結合ポケット、
activation function 2 ドメイン、二量体イ
ンターフェイスなど核内受容体の機能に重
要な役割をすると考えられるアミノ酸残基
の 1点変異体を作成する。全長核内受容体と
コンセンサス結合領域を含んだルシフェラ
ーゼレポーター系、GAL4 キメラ受容体を用い
る mammalian one-hybrid アッセイ系、GAL4-
コファクターキメラ及びヘルペスウイルス
の転写因子の活性化ドメインである VP16 と
核内受容体のキメラを用いる mammalian 
two-hybrid assay系などの複数の転写誘導活
性評価系を構築する。VDR に対する 1
α,25-hydroxyvitamin D3（1,25(OH)2D3）や
リトコール酸（LCA）などの種々の天然リガ
ンド、及び合成リガンドの核内受容体及び変
異体に対する活性を評価・解析し、構造活性
相関を明らかにする。 
 
（２）核内受容体の立体構造変化検出系の構

築。核内受容体におけるリガンド依存性の分
子内・分子間相互作用を、蛍光共鳴エネルギ
ー移動（FRET）を利用して転写誘導活性非依
存的に検出する系を構築する。 
 
（３）セルセンサー間相互作用の解析。核内
受容体の代謝環境センシング機構と他の機
構（AhR や Wnt シグナル系など）との相互作
用の解析を行う。 
 
（４）リガンドまたは核内受容体の作用を細
胞レベル、個体レベルで評価するために、各
種培養細胞株、マウスを用いる。蛋白質発現
は、ウエスタンブロットや ELISA を利用し、
mRNAの発現は定量的リアルタイムPCR法を利
用して解析する。細胞の増殖、分化、アポト
ーシス、形態、DNA アダクト、化合物の代謝、
動物の組織病理なども必要に応じて解析す
る。標的遺伝子上の核内受容体-コファクタ
ー複合体形成は、クロマチン免疫沈降法
（ChIP）にて解析する。 
 
（５）遺伝子組換え実験について、カルタヘ
ナ法及び日本大学遺伝子組換え実験規程に
基づく手続きをとり、動物実験については、
日本大学動物実験内規に定める手続きをと
る。 
 
４．研究成果 
（１）VDR に対する 1,25(OH)2D3 及びメチル
ラクトン環やアダマンタン環を側鎖に有す
る 誘 導 体 の 効 果 を 比 較 検 討 し た 。
1,25(OH)2D3 の側鎖に分子量の大きい側鎖を
導入した誘導体は、細胞選択的に VDR のアン
タゴニストまたはアゴニストとして機能し
た。誘導体のアゴニスト活性は、SRC-1 や
DRIP205 などのコアクチベーターとのリガン
ド依存性 VDR相互作用及び核におけるこれら
コアクチベーター蛋白質の発現量と相関し
た。また、誘導体がアゴニスト作用を示す細
胞では、リガンド依存性の VDR の核移行が認
められたが、アンタゴニスト作用を示す細胞
では認められなかった。誘導体の VDR への結
合を介する RXR ヘテロ二量体形成及び RXR へ
のアロステリック効果とアゴニスト/アンタ
ゴニスト活性との関連性は無かった。よって、
コアクチベーターとの相互作用と発現量が
アゴニスト活性に、VDR の核移行の有無がア
ンタゴニスト活性に重要であることが明ら
かになった（リガンドと受容体の時間・空間
モーダルシフト）。 
 
（２）リガンド依存性 VDR 蛋白質複合体のモ
ーダルシフトの解析。VDR のホモ二量体、VDR
とヘテロ二量体パートナーである RXRα、コ
アクチベーターSRC-1 またはコリプレッサー
SMRT とのダイナミックな相互作用を検討す



るため、FRET 実験系を構築した。リガンドが
非存在下で、VDR はホモ二量体を形成し、SMRT 
と相互作用した。1,25(OH)2D3 は、RXR ヘテ
ロ二量体形成を誘導し、SMRT を解離させ、
SRC-1 をリクルートした。パーシャルアゴニ
スト/アンタゴニスト活性を有するビタミン
D 誘導体や LCA では、これらの効果が部分的
であり、標的遺伝子の誘導効果は弱かった。
mammalian two-hybrid アッセイや ChIP の結
果と合わせて、リガンド選択的な VDR のダイ
ナミック立体構造変化を示すことができた。
また、ChIP によって、パーシャルアゴニスト
/アンタゴニストビタミン D 誘導体は、細胞
選択的な VDR-コファクター複合体を形成す
ることが示された。リガンド選択的な VDR 立
体構造変化と細胞選択的な環境の組合せが、
標的遺伝子の発現調節に影響を与えること
が明らかになった（リガンドと受容体の時
間・空間モーダルシフト）。 
 
（ ３ ） VDR の 天 然 リ ガ ン ド と し て 、
1,25(OH)2D3と胆汁酸であるLCAが存在する。
カルシウム代謝調節因子である 1,25(OH)2D3
と腸内細菌が産生する二次胆汁酸 LCAとでは、
生理的意義が大きく異なるため、2 つのリガ
ンドによる選択的 VDR作用の解析を行った結
果、VDR リガンド結合ポケットへの結合様式
が異なることを明らかにした（リガンドと受
容体の空間モーダルシフト）。構造活性相関
の解析を進め、よりVDR活性化作用の強いLCA
誘導体（LCA アセテート及び LCA プロピオネ
ート）を見出した。腸管粘膜細胞における VDR
標的遺伝子（ビタミン D代謝酵素 CYP24A1 及
びカルシウムチャネル TRPV6）の発現誘導効
果を検討したところ、1,25(OH)2D3 は、
CYP24A1 に対するよりも低濃度で TRPV6 の発
現を誘導したが、LCA 誘導体の CYP24A1 と
TRPV6 の発現を誘導する濃度差は小さかった。
マウスにおいて腎臓 CYP24A1の発現を同程度
に誘導する 1α-ヒドロキシビタミン D3
（1a(OH)D3）と LCA誘導体の投与量を決定し、
比較検討を行った。1a(OH)D3 は、マウスの体
内で速やかに 1,25(OH)2D3に変化されること
が知られている。 1a(OH)D3 の投与は、腎臓
や小腸粘膜におけるカルシウム代謝関連遺
伝子の発現を誘導し、高カルシウム血症を引
き起こしたが、LCA 誘導体はこれらの遺伝子
の発現誘導はほとんど起こさず、血漿カルシ
ウム値も上昇させなかった。結果は、リガン
ド選択的な VDR 作用の存在を示している（リ
ガンドシグナルのモーダルシフト）。 
 

 
（４）LCA の受容体としても機能する VDR の
胆汁酸代謝における役割を検討した。総胆管
結紮による胆汁鬱滞モデルマウスへのビタ
ミン D投与の影響を解析した。1a(OH)D3 投与
により、腎臓の胆汁酸排出担体MRP2及びMRP4
は誘導されたが、総胆管結紮によって増加し
た血漿や肝臓の胆汁酸濃度は変化しなかっ
た。一方、胆汁鬱滞における炎症性サイトカ
インの増加は、1a(OH)D3 によって顕著に抑制
された。免疫系細胞の VDR 機能の関与を示唆
した。 
 胆汁酸を食餌添加したマウスに対する
1a(OH)D3 の投与の効果を解析した。1a(OH)D3
の投与は、ケノデオキシコール酸やデオキシ
コール酸を食餌添加したマウスにおける肝
臓及び血漿の胆汁酸濃度を低下させた。
1a(OH)D3 は、また CDCA 添加にて増加した体
内の胆汁酸の尿中排泄を促進した。腎臓にお
いて発現が増加する MRP2、MRP3、MRP4 の関
与が示唆された。胆汁鬱滞モデルでの実験結
果と合わせて考えると、VDR 活性化による生
体異物代謝系が誘導されるが（代謝のモーダ
ルシフト）、一部の胆汁酸の排泄に限定され
ている。LCA センサーとしての VDR の生理的
意義については、今後の課題である。 
 
（５）膜シグナルとの機能連関を検討した。
Na+,K+-ATPase 阻害作用を有する強心ステロ
イド bufalin が、1,25(OH)2D3 による VDR 転
写誘導活性を増強することを報告したが、そ
のメカニズムを解析した。VDR は、リガンド
依存性に核移行するが、48時間以降は核での
発現は低下する。bufalin の併用は、VDR の
核での発現を安定化させた。proteasome 阻害
薬も同様に VDR の核での発現を安定化させ、
VDR 標 的 遺 伝 子 発 現 を 増 強 し た 。
Na+,K+-ATPase 活性と VDR の核内発現及び転



写誘導活性との関連性を示唆している（リガ
ンドシグナルのモーダルシフト）。 
 
（６）水中から陸上への生物の進化における
重力負荷と紫外線曝露の一致性に着目し、過
重力のビタミン Dシグナル系に対する影響を
検討した。マウスへの過重力負荷は、ビタミ
ン D合成酵素の発現が低下し、不活性化酵素
の発現が上昇、その結果、血中 1,25(OH)2D3
の濃度の低下が見られた。重力セルセンサー
とビタミン Dシグナル系との機能連関を示し
ている（リガンドシグナル及び代謝のモーダ
ルシフト）。 
 
（７）代謝環境センサーとして、核内受容体
以外に AhR が存在する。AhR の代謝のモーダ
ルシフト及び核内受容体シグナル系との情
報統合を解析した。煙草煙や加熱調理食品に
含まれるベンゾ[a]ピレン（BaP）は、AhR の
活性化を介して自ら誘導する CYP1 ファミリ
ー酵素により代謝活性化され、有害作用を及
ぼすと考えられていたが、CYP1 ファミリー酵
素による代謝により、BaP の AhR 活性化作用
や DNA アダクト形成が減弱した。また、マク
ロファージにおいて、BaP によって活性化し
た AhR の存在化にて、1,25(OH)2D3 によるビ
タミン D代謝酵素 CYP24A1 の発現誘導が増強
され、1,25(OH)2D3 の不活性化が促進した。
BaP-AhR シグナル系が、リガンドである BaP
の代謝を介して抑制的なフィードバックを
誘導すること、ビタミン Dシグナル系を修飾
することが明らかになった（リガンドシグナ
ル及び代謝のモーダルシフト）。 
 
（８）VDR シグナル系の AhR シグナル系に対
する影響を検討した。単球・マクロファージ
系細胞において、VDR の活性化は AhR による
標的遺伝子 CYP1A1 の発現誘導を促進した。
1,25(OH)2D3 の併用は、BaP による CYP1A1 の
蛋白質発現、酵素活性の誘導、そして DNA ア
ダクト形成を促進した。VDR は、CYP1A1 プロ
モーターに直接相互作用した。ビタミン Dシ
グナルが AhR-代謝シグナル系を修飾するこ
とが明らかになった（リガンドシグナルのモ
ーダルシフト）。 
 
（９）AhR の活性化は、実験条件によって炎
症反応を促進したり抑制したりすることが
知られている。胆汁鬱滞モデルにおける AhR
シグナルの影響を解析した。コントロールマ
ウスにおいて毒性を示さない低濃度のダイ
オキシンの投与により、総胆管結紮による炎
症反応及び肝細胞壊死が顕著に認められた。
CYP1A1 欠損マウスでは、この効果がさらに増
悪した。総胆管結紮下において、AhR の活性
化は、病態の悪化をまねくが、誘導される
CYP1A1 は病態を抑制することを示している

（病態を修飾する代謝のモーダルシフト）。 
 
（１０）コレステロール代謝センサーである
LXR と他のセルセンサーとの機能連関を検討
した。細胞の増殖やがん化に有用な働きをし
ているβ-カテニンの転写誘導活性を、LXRα
/LXRβがリガンド依存性に抑制することを
見出していたが、メカニズムの解析を進めた。
β-カテニンと LXRα及び LXRβは直接結合し、
β-カテニン標的遺伝子のプロモーター上で
複合体を形成した。LXRα/βダブル欠損マウ
スの MEF を用いた実験において、LXR リガン
ドによるβ-カテニン標的遺伝子の発現抑制
は、LXR 依存性であった。脂質代謝環境がセ
ルセンサーLXR を介して細胞増殖調節系に影
響を与えることを示唆している（リガンドシ
グナルのモーダルシフト）。 
 
（１１）オキシステロールの 1α位誘導体が、
リガンド依存性 LXR-コリプレッサー複合体
形成を誘導し、炎症性サイトカインの遺伝子
発現を抑制した。VDR と同様に LXR のリガン
ドも、リガンド-受容体の相互作用様式の相
違が、作用選択性に結びつくことを示唆して
いる（リガンドと受容体の時間・空間モーダ
ルシフト）。 
 
（１２）代謝に関連する核内受容体と時計遺
伝子産物との機能連関を解析した。時計遺伝
子 DEC1 及び DEC2 が、代謝環境センサー型核
内受容体 LXR、VDR などのヘテロ二量体パー
トナーRXR と相互作用し、その転写誘導活性
を抑制した。特に DEC2 は、肝細胞における
LXR-RXR による脂質代謝関連遺伝子の発現誘
導を抑制した。末梢時計遺伝子と脂質代謝と
の機能連関を示している（リガンドシグナル
のモーダルシフト）。 
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