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研究成果の概要（和文）：ビタミンD受容体（VDR）シグナルの肝臓・腸管での機能を解析した。野生型と比較し
てVDR欠損マウスでは、コンカナバリンA誘導性急性肝炎が減弱するが、肝臓常在性Kupffer細胞のROS産生及び貪
食能の機能低下が関与していた。活性型ビタミンD3とリトコール酸（LCA）を経口投与し、VDR標的遺伝子の発現
を評価したところ、活性型ビタミンD3は十二指腸や空腸で、LCAは回腸で選択的にVDRを活性化した。腸内細菌に
よってLCAに変換されるケノデオキシコール酸をマウスに経口投与したところ、VDR欠損により胆汁酸の尿中排泄
の低下と血中での増加が認められた。肝臓・腸管におけるVDRの新機能が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the non-calcemic roles of vitamin D receptor (VDR) signaling
 in the liver and intestine, specifically in hepatic immune cells. Decreased levels of reactive 
oxygen species and decreased phagocytic activity in hepatic immune cells, such as resident Kupffer 
cells, were involved in attenuated concanavalin-A-induced acute hepatitis in VDR-knockout mice, 
indicating that VDR plays a role in hepatic immune functions. Oral administration of 1,25(OH)2D3 
induced VDR target gene expression effectively in the duodenum and jejunum, and lithocholic acid 
administration increased target gene expression selectively in the ileum. VDR deletion decreased 
urinary bile acid excretion and increased plasma bile acid levels in mice fed a chow supplemented 
with chenodeoxycholic acid. Thus, VDR signaling regulates hepatic and intestinal functions, 
including immunity and bile acid metabolism.

研究分野： 生化学、分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
VDRの非カルシウム作用として炎症抑制作用が知られているが、我々の研究成果は、VDRが常在性Kupffer細胞な
どの肝臓免疫細胞の機能発現に重要であることを初めて示したものである。ビタミンDの不足状態は、B型及びC
型ウイルス性肝炎の増悪因子だが、我々の示したVDRの自然免疫機能の関与が考えられる。また、リトコール酸
が下部小腸選択的にVDRに作用し、VDR欠損は胆汁酸代謝に影響を与えるとの知見は、胆汁酸-VDRシグナルを介し
た腸内細菌と生体の相互作用を裏付けるものである。腸管・肝臓におけるビタミンD/胆汁酸-VDRシグナリングの
研究成果は、生活習慣病や免疫疾患の病態の解明へ応用できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) ビタミン D 受容体（VDR）は、カルシウム代謝の重要な調節因子である活性型ビタミン D3

の受容体として単離された核内受容体である。活性型ビタミン D3 やその誘導体の薬理効果、及
び VDR 欠損マウスの研究により、VDR リガンドには骨・カルシウム代謝調節に加え、細胞の増
殖・分化、炎症・免疫、毛周期、心血管機能、脳神経機能などを調節する作用があることが明ら
かになった（参考文献①）。VDR シグナルと腸管免疫に関しては、マウスにおける IL-10 欠損や
デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）投与による腸炎モデルにおいて、VDR リガンドの投与は
症状を軽快させ、全身性 VDR 欠損は症状を増悪させる。Cantorna らのグループは、VDR シグナ
ルの T 細胞を介する炎症抑制機構を想定した（参考文献②）。一方、Li らのグループは、腸粘膜
上皮での VDR 強制発現が炎症腸疾患を抑制することを報告し（参考文献③）、Sun らのグループ
が、腸粘膜上皮特異的 VDR 欠損マウスにおいて、腸内細菌叢の変化が生じ、炎症性腸疾患が増
悪することを報告した（参考文献④）。これらの結果は、VDR シグナルは、リンパ球などの免疫
系細胞のみでなく、粘膜上皮細胞や腸内細菌叢を含む腸管免疫系に影響を与えることを示して
いる。しかし、肝臓・腸管免疫系の詳細な解析は不十分である。 
 
(2) 研究代表者らは、オーファン核内受容体 FXR が胆汁酸の受容体であることを発見し（参考
文献⑤）、FXR を介する胆汁酸による胆汁酸合成抑制メカニズムを明らかにした（参考文献⑥）。
さらにコレステロール・胆汁酸代謝調節機構の研究から、VDR が腸内細菌によって産生される
二次胆汁酸リトコール酸（LCA）に反応することを見出した（参考文献⑦）。活性型ビタミン D3

と LCA の生体内での役割が全く異なることに着目し研究を進めた結果、両者は異なる結合様式
で VDR に相互作用すること（参考文献⑧）、LCA 誘導体のマウスへの投与はカルシウム代謝に
影響を与えにくいことを明らかにした（参考文献⑨）。また、ビタミン D シグナルが、炎症反応
を抑制し、胆汁酸代謝に影響を与えることも報告した（参考文献⑩、⑪）。 
 
(3) VDR 欠損マウスを用いた解析（基盤（C）H22-24、22590294 及び基盤（C）H25-27、25460394）
から、①ビタミン D の作用部位は上部小腸であるが、LCA は下部小腸であること、②我々の VDR
欠損マウスは、胆汁鬱滞モデルによる炎症反応が抑制されており、下部小腸での IκBαの発現増
加を伴っていたこと（参考文献⑫）、③肝臓の VDR の役割には細胞の種類による違いがあるこ
と、などを見出した。しかし、肝臓・消化管の免疫調節メカニズム、特に肝臓免疫細胞における
VDR シグナルの役割については不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究により見出した「VDR のビタミン D 及び胆汁酸による腸管部位選択的活性化」
及び「VDR 欠損マウスにおける肝臓・腸管免疫の変化」に着目し、①VDR 欠損の肝臓・腸管、
その他の臓器の免疫細胞（Kupffer 細胞、NK 細胞、NKT 細胞など）に対する影響、②腸管部位
選択的 VDR リガンド（ビタミン D、LCA、合成リガンド）の肝臓・腸管、その他の臓器の免疫
細胞に対する影響、③リガンド選択的な VDR シグナルによる免疫調節における腸内細菌の役割
を解析することにより、VDR シグナルによる肝臓・肝臓免疫調節機構を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 野生型及び VDR 欠損マウスの肝臓免疫の解析。マウスにおける肝臓免疫細胞（常在性 Kupffer
細胞、骨髄由来マクロファージ、NKT 細胞、NK 細胞）の数や割合をフローサイトメーターで評
価した。マウスにコンカナバリン A（Con-A）、α-ガラクトシルセラミド（α-GalCer）、リポ多糖
類（LPS）、または CpG-DNA の投与を行い、血漿トランスアミナーゼや肝臓組織の解析により肝
障害を評価した。血漿の種々のサイトカイン及び活性酸素種（ROS）の測定を行った。また、全
肝臓組織や単離免疫細胞における炎症関連遺伝子の発現をリアルタイム PCR 法にて評価した。
マウスに FITC 標識ビーズを投与する方法で、in vivo での肝臓免疫細胞の貪食能を評価した 
 
(2) VDR リガンドの腸管部位選択性の解析。マウスに活性型ビタミン D3または LCA を経口投与
し、十二指腸、空腸、回腸、腎臓における Cyp24a1 や Trpv6 などの VDR 標的遺伝子の発現をリ
アルタイム PCR 法にて評価した。また、リガンドの VDR 依存性を確認するために、VDR 欠損
マウスでの発現変化も評価した。 
 
(3) ケノデオキシコール酸（CDCA）-LCA 代謝における VDR の役割の解析。ビタミン D リガン
ドとして機能する LCA は、腸内細菌によって CDCA から合成される。これらの胆汁酸の代謝に
おける VDR の役割を明らかにするため、野生型及び VDR 欠損マウスに CDCA 付加食を与え、
肝臓、血漿、糞便、尿における胆汁酸組成をガスクロマトグラフィーにて解析した。 
 
(4) 新規ビタミン D 誘導体の創製。これまでのリガンド-VDR 相互作用の立体構造解析結果に基
づき、パーシャルアゴニスト活性を有する VDR リガンドを設計・合成し、VDR との相互作用、
各種細胞株での標的遺伝子の発現誘導パターンを解析した。 
 



(5) DSS 腸炎モデル。野生型マウスにおける DSS 腸炎の肝臓炎症に対する影響を血漿トランスア
ミナーゼや肝臓の炎症関連遺伝子の発現にて評価した。 
 
(6) 遺伝子組換え実験は、カルタヘナ法及び日本大学遺伝子組換え実施規定に、動物実験は、日
本大学動物実験内規に基づく手続きを踏まえて実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 先行研究で得られた VDR 欠損マウスに
おける Con-A 誘導性急性肝炎の減弱メカニ
ズムを解析した。Con-A 肝炎の発症には、
NKT 細胞の活性化、免疫細胞からの種々の
サイトカイン産生、Kupffer 細胞/マクロファ
ージでの ROS 産生が関与すると言われてい
る。①野生型マウスと VDR 欠損マウスにお
ける肝臓の Kupffer 細胞/マクロファージ、
NKT 細胞及び NK 細胞の数や割合に差がな
かった。②Con-A 投与後の血漿 IL-4 及び IFN-γ濃度の上昇は、VDR 欠損マウスで若干低下して
いたが、NKT 細胞を直接刺激するα-GalCer の投与によるこれらのサイトカインの上昇には差が
無かった。③Con-A 投与後 6 時間後に肝臓免疫細胞を単離し、遺伝子発現を解析した。IFN-γ、
TNF-α、Nos2 などの炎症関連遺伝子は VDR 欠損マウスの方が野生型マウスより顕著であった。
④Con-A 投与後の血漿及び肝臓における ROS を測定したところ、VDR 欠損マウスでは野生型よ
りも減少していた（図 1）。⑤しかし、Con-A 投与後に単離した肝臓免疫細胞における NADPH オ
キシダーゼ遺伝子群の発現増加は、VDR 欠損マウスでむしろ増強していた。⑥マウスに FITC 標
識ビーズを投与する方法で、肝臓免疫細胞の貪食能を評価したところ、VDR 欠損マウスの肝臓
常在性 Kupffer 細胞及び好中球において、野生型マウスと比較して貪食能が低下していた（図 2）。
以上の実験結果から、VDR 欠損マウスの
免疫細胞の数や Con-A によって誘導され
る炎症関連遺伝子の発現誘導は、野生型マ
ウスと差がないが、常在性 Kupffer 細胞な
どにおける ROS 産生や貪食能の機能欠損
が Con-A 肝炎の減弱に関与することが示
された。つまり、Con-A 肝炎モデルを利用
することで、VDR が常在性 Kupffer 細胞の
機能発現に重要な役割をしていることを
明らかにできた（発表論文 Umeda et al. 
2019）。 
 
(2) LPS や CpG-DNA 投与に
よる肝障害を野生型と
VDR 欠損マウスで比較し
た。LPS 肝障害では差が見
られなかったが、CpG-DNA
肝障害は、VDR 欠損マウス
で軽減傾向であった。 
 
(3) VDR リガンドとして作用する活性型ビタミン D3 と LCA の経口投与により誘導される VDR
標的遺伝子発現を小腸部位別に調べたところ、上部小腸では活性型ビタミン D3 の作用が優位だ
が、下部小腸ではリトコール酸が優位になる
ことが明らかになった（図 3）。LCA には、
十二指腸でのカルシウムトランスポーター
TRPV6 の発現誘導効果がなかった。LAC に
は活性型ビタミン D3 のようなカルシウム吸
収刺激効果がほとんどないこと、LCA は腸
内細菌が産生する二次胆汁酸であること、な
どの知見を裏付ける結果が得られた（発表論
文 Ishizawa et al. 2018）。 
 
(4) VDR リガンドである LCA は、腸内細菌
が CDCA を代謝することで産生される。野
生型及び VDR 欠損マウスにおいて、CDCA
付加食を与え、胆汁酸代謝を解析した。VDR
欠損マウスでは、野生型マウスに比較して、
肝臓、糞中及び尿中の総胆汁酸量及び CDCA



量が減少しており、血漿の総胆汁酸量と LCA 量は比較的高値であった（図 4）。実験結果は、生
体内の VDR が LCA などの胆汁酸代謝環境を感知して、胆汁酸の排泄などの調節に関与するこ
とを示している（発表論文 Nishida et al. in press）。 
 
(5) 免疫調節薬として VDR リガンドを利用するため、高カルシウム血症を起こしにくい作用選
択的 VDR モジュレーターを探索した。これまでも側鎖にアダマンタン環を挿入した VDR リガ
ンドを創製してきたが、さらに開発を進めた。骨芽細胞に対して選択的に作用するリガンドを合
成し、X 線結晶構造解析にてリガンド-受容体の構造活性相関を明らかにした（発表論文 Otero et 
al. 2018）。 
 
(6) DSS 腸炎モデルにおける肝臓炎症を評価したが、野生型マウスでは肝臓の炎症反応を見いだ
せなかった。(1)〜(5)の知見を踏まえて、VDR 欠損マウスでの腸炎の肝臓免疫への影響、胆汁酸
やビタミン D 投与の影響、リトコール酸産生環境（腸内細菌）の影響の解析を進めている。 
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