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研究成果の概要（和文）：ダイオキシン受容体として知られているAryl hydrocarbon Receptor (AhR)によるコ
レステロール及び胆汁酸代謝制御機構の解明を通じて、コレステロール胆石形成の新たなメカニズムを明らかに
する。
胆石誘導食を給餌した肝臓特異的AhR欠損(LKO)マウスにおけるコレステロール胆石形成率はControlマウスに比
較して有意に低いものであった。胆石誘導食を誘発性の高コレステロール血症は、LKOマウスにおいて有意に抑
制された。以上の結果より、肝臓AhRは、コレステロール・胆汁酸排泄の方向性を制御していることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：To examine the role of AhR the cholesterol metabolism, we analyzed the liver
 AhR specific knockout mice fed a lithogenic diet. The lithogenic diet induced cholesterol gallstone
 diseases and hypercholesterolemia were prevented in LKO mice.  These results revealed that hepatic 
AhR regulates the excretion of cholesterol and bile acid.   

研究分野：生物系薬学

キーワード： 胆石　AhR　コレステロール

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、一般的な生活を営む人の血中ダイオキシン濃度と糖尿病の発症率との間に正の相関が報告され、低濃度ダ
イオキシン類の持続的曝露による慢性毒性発現の解明が世界的にも注目されている。しかしながら、これまで低
濃度ダイオキシン類の慢性曝露による肝臓の機能異常とそれに伴う肝疾患の発症メカニズムを解明するための有
用な戦略がなかったが、本研究で用いた肝臓特異的AhR欠損マウスを用いた解析によりそれを可能にした。本研
究より、低濃度ダイオキシンの持続曝露はコレステロール胆石の形成及び高コレステロール血症の発症リスクで
あることが示唆された。

※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 
胆道がんは、早期発見が困難かつ予後不良の難治性のがんの一つであり、その罹患数も年々
増加の一途を辿っている。また、我が国の胆道がん罹患率は諸外国と比較して著しく高いこと
から、胆道がんの予防•治療法の開発は喫緊の課題とされている。2008年に厚生労働省研究班
より、胆石の既往のあるグループの胆道がんへの発症リスクは、既往のないグループに比較し
て 2〜3倍に増加することが報告され、胆石症が胆道がんの最大の危険因子として認識されてい
る(Ishiguro et al., 2008)。我が国の胆石症の 70%を占めるコレステロール胆石症は、過剰な動物
性脂肪の摂取による胆汁コレステロール濃度の
増加によって発症する生活習慣病である。肥満
症や脂質異常症の生活習慣病患者では、肝臓か
ら胆汁コレステロールが過剰に分泌される。そ
のため、他の胆汁脂質構成成分である胆汁酸お
よびリン脂質とのバランスが破綻し、コレステ
ロールの結晶化ならびに胆石へ成長が認められ
る（図１）。コレステロール胆石の形成は段階
的に進み、肥満、年齢、性別等の様々な因子に
よって複雑に制御されていることが示唆されて
いるが、その詳細なメカニズムについては不明
な点が多い。 
 胆道がんの発症要因は多様であるが、疫学調査からダイオキシン類の曝露もその一つである
ことが明らかにされている(Brown 1987)。ダイオキシン類は、細胞内に存在する受容体型転写
因子 Aryl hydrocarbon Receptor(AhR)と結合して毒性の多くを発現する。AhR欠損(KO)マウスが
ダイオキシン類の示す毒性に対して耐性を示すことから、AhRはダイオキシン類が示す毒性発
現に深く関与していると考えられている。  
 現在、我が国においてダイオキシン類の排出レベルは減少し、高用量の曝露とその急性毒性
が問題となる可能性は少ない。一方、一般的な生活を営む日本人の血中ダイオキシン濃度と糖
尿病の発症率との間に正の相関が報告され(Uemura et al., 2008)、極微量（バックグランドレベ
ル）ダイオキシン類の持続的曝露による慢性毒性発現が注視されている。例えば、先に述べた
ように、(i) ダイオキシン曝露が胆道がんの発症要因の一つであることが疫学的に示されている
こと、また、(ii) 胆石症が胆道がん発症の最大の危険因子であることから、本研究で取り上げ
るコレステロール胆石症に関しても極微量（バックグランドレベル）ダイオキシン類による慢
性毒性の一つである可能性がある。このような極微量（バックグランドレベル）ダイオキシン
類の毒性発生メカニズムを理解する上で AhR KOマウスの利用は有用であるが、特に、他臓器
からの影響を除き、曝露した組織における特異的な影響を理解する上で、本研究で用いるよう
な組織特異的 AhR KOマウスは、より詳細な情報を与えると期待できる。 
代表者は以前に AhRが脂肪細胞分化を抑制することを明らかにした(Shimba, Wada, et al., J. 

Cell Sci. 2001)。また、ダイオキシン類曝露による肝臓トリグリセリド含量の増加ならびに活性
酸素産生などの急性毒性発現メカニズムを明らかにした(Lee, Wada et al., Gastroenterology 2010, 
Wada et al., Mol. Pharmacol. 2013)。さらに代表者は、脂肪肝発症における肝臓 AhRの生理機能
を解明した(Wada et al., J. Biol. Chem. 2016)。興味深いことに、高脂肪食を負荷した肝臓特異的
AhR欠損(AhR LKO)マウスにおいて糞中総胆汁酸排泄量の増加が見られた。このことは、AhR 
LKOマウスの肝臓においてコレステロールから胆汁酸への異化が亢進している可能性を示唆し
ている（代謝バランスの取れた状態では、胆汁酸生成量と糞中排泄量は等しい）。また、ダイ
オキシン類を曝露したラットにおいて血中コレステロール濃度の増加および肝臓における胆汁
酸合成の律速酵素である Cyp7a1発現量の減少が報告されている（Fletcher et al., 2005）。以上
を踏まえ、代表者はコレステロール代謝排泄制御における AhRの役割を明らかにする目的で研
究を進めている。現在までの予備的検討において、胆石誘導食を負荷した AhR LKOマウスに
おいてコレステロール胆石の形成が抑制されることを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
胆道がんの最大の危険因子である胆石症の 70％をコレステロール胆石症が占めている。コレ
ステロール胆石の形成は段階的に進み、様々な因子によって制御されているが、代表者はダイ
オキシン受容体として知られている AhRがコレステロール胆石形成の促進因子である可能性を
見出した。そこで本研究では、胆石誘導食を負荷した AhR LKOマウスの解析を通じて、肝臓
AhRに依存したコレステロール胆石形成メカニズムを明らかにする。また AhRを標的にした
コレステロール胆石症の新規治療戦略の開発を促すことを目指す。 
 
３．研究の方法 
動物実験は日本大学薬学部実験動物倫理規定に基づいて行った。また、マウスは１ケージあ
たり 4-5匹に分配し、温度 23±1℃、相対湿度 50±10%、明暗周期(明期 8:00-20:00, 暗期 20:00-
8:00)の条件で飼育した。マウスの飼育は通常食に固形 NMFを用い、コレステロール胆石及び
高コレステロール血症の誘導には胆石誘導食(コレステロール 1.25%, コール酸 0.5%, 飽和脂肪

 



15％含有)を 6週間給餌した。肝臓特異的 AhR欠損(AhR LKO)マウスは、AhRflox/floxマウスと肝
臓特異的 Creリコンビナーゼを発現するマウスを交配することにより作製した。血液生化学的
パラメーター及び胆汁脂質成分については、生化学検査用キットを用いて測定した。各組織に
おける遺伝子発現量については、qPCR法により測定した。 
 
４．研究成果 
(1)16週齢の AhR LKOお
よび Controlマウスに胆石
誘導食を 6週間負荷した
後、コレステロール胆石
の有無を肉眼で確認した
ところ、AhR LKOマウス
における胆嚢内のコレス
テロール胆石形成率
（16%）は、Controlマウ
ス（60%）に比較して有
意に低いものであった
（図１）。そこで、胆嚢
内胆汁酸を採取し、胆汁
脂質成分(コレステロール、胆汁酸、リン脂質)濃度について測定したところ、AhR LKOマウス
の総胆汁酸濃度の増加が認められた。一方、胆汁コレステロール及びリン脂質濃度において両
群間に違いは認められなかった。また、胆石誘導食を負荷した AhR LKOマウスのコレステロ
ール飽和度(Cholesterol-Saturated Fat Index(CSI))は、Controlマウスのそれに比較して有意に低
いものであった。そこで、肝臓から胆管への胆汁酸トランスポーターの発現量について RT-
qPCR法により測定したところ、コレステロールトランスポーターである ATP binding cassette 
subfamily G member 5(Abcg5), Abcg8、胆汁酸トランスポーターである Bile salt export pump (Besp), 
Multidrug resistance-associated protein 2 (Mrp2)、リン脂質トランスポーターである ATP-binding 
cassette 4(Abcb4) 遺伝子発現量において、両群間に違いは見られなかった。次に、肝臓 AhRに
よる胆汁酸の代謝及び排泄制御について検討を行った。胆汁酸の大部分は、小腸を介して糞中
へと排泄されることから、糞中胆汁酸濃度を測定したところ、AhR LKOマウスにおける 1日あ
たりの胆汁酸排泄量の増加が見られた。胆汁酸は肝臓内においてコレステロールが代謝（異化
及び抱合）されて生成されることから、胆汁酸の生合成経路について検討した。胆汁酸酵素
Cyp7a1, Cyp27a1, Cyp8b1遺伝子発現量に両群間での違いは
見られなかったが、AhR LKOマウスにおいて Cyp7b1遺伝
子発現量の減少が見られた。一方、胆汁酸の抱合酵素であ
る Bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase (Baat)及び
Bile acid-coenzyme A ligase (Bal)遺伝子の発現量には AhR
遺伝子の欠損の影響は認められなかった。AhR LKOマウ
スにおける肝臓から胆管を介した糞中への胆汁酸排泄増加
には、Cyp7b1遺伝子の減少の寄与は少ないと考えられ
る。さらに、AhR LKOマウスの肝臓脂質含量及び血中胆
汁酸濃度を測定したところ、AhR LKOマウスの肝臓総胆
汁酸含量の低下および血中総胆汁酸濃度の増加が認められ
た。これらのことから、肝臓 AhRの欠損は胆汁酸の恒常
性の維持に関与していることが示唆された。 
 
(2)胆石誘導食を給餌した Controlマウスは、コレステロール胆石の形成とともに高コレステロ
ール血症を呈したが、AhR LKOマウスにおいて胆石誘導食に伴う血中コレステロール濃度の増
加が 著しく抑制され
た。また、AhR LKO
マウスにおける LDL
コレステロール濃度の
低下が見られ、一方で
HDLコレステロール
濃度においては両群間
では有意な違いは見ら
れなかった。次に、肝
臓コレステロール含量
を測定したところ、
AhR LKOマウスにお
いて総コレステロール
含量、コレステロール
エステル含量の増加が見られた。肝臓コレステロールエステルは、トリグリセリドとともに

 

 



VLDLとして血中に分泌されることより、VLDLコレステロール分泌関連遺伝子の発現量を測
定したところ、AhR LKOマウスにおいてMicrosomal triglyceride transfer protein(Mtp)発現量の有
意な低下が見られた。したがって、AhRはMtp発現制御を介して VLDLコレステロール分泌制
御に関与している ことが示唆された。以上の結果より、肝臓 AhRは、コレステロール・胆汁
酸排泄の方向性を制御していることを明らかにした。 
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