
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 5 月 28 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 核内受容体 CAR は、CYP2B、UGT1A1 等の薬物代謝酵素/トランスポーター遺伝子転写に中心的

役割を演じている細胞内因子である。本研究では細胞周期に依存した CAR の発現調節機構とそ

の新規な役割について解析し、細胞周期を調節する CDK4 シグナルによって CAR の発現が制御さ

れ G1 期早期に発現すること、血清飢餓ストレスによる Elk を介した新規な応答機構の存在を明

らかにすることができ、CAR が薬物代謝酵素だけでなく細胞増殖関連因子の転写調節にも深く

関わっている可能性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 
  肝臓の主たる機能である異物代謝（解

毒）に肝細胞中の薬物代謝酵素（CYP2B6, 

UGT1A1 など）が関わっているが、肝組織細胞

の全てに等しく分布しているのではなく中

心静脈周辺部の細胞に高く、肝動脈枝・門脈

枝周辺の細胞には発現が低いなど、生体異物

の代謝・解毒・排泄に重要な役割を果たして

いるこれら薬物代謝酵素の同一組織細胞間

の発現量に差があることが知られている。こ

の酵素分布の差が細胞分化によるものかあ

るいは生育環境に依存している可能性が考

えられたが、その詳細な機構については不明

であった。課題担当者は UGT1A1 転写調節機

序を解析する過程で、細胞増殖因子添加培地

で生育した肝がん由来細胞株HepG2 細胞内に

有意な量の核内受容体CARは検出できないが、

細胞の生育環境を整え同調培養した細胞で

は細胞周期 G1 期チェックポイントで CAR 

mRNA 並びに蛋白質レベルが顕著に増大する

ことを明らかにしている。さらに、増殖因子

添加培地で培養したHepG2 細胞では血清因子

（増殖因子）により活性化された核内因子が

CAR 遺伝子の発現を制御していると推察され

る知見を得ている。近年、CAR が薬物代謝酵

素／薬物トランスポーター遺伝子の転写調
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節に加え糖代謝やアポトーシスの制御にも

関与するなど多様な機能を持つとの研究報

告もあり注目されているが、CAR の発現制御

のメカニズムについては未解明である。 
 
２．研究の目的 
 薬物による薬物代謝酵素誘導において核

内受容体 CAR、PXRが中心的役割を演じて
いるが、継代培養化された細胞では核内受

容体の発現量が極めて低く、薬物などによ

る薬物代謝酵素誘導にどのアイソフォーム

が機能しているのか、核内受容体の発現調

節に関する研究に継代培養細胞を利用する

ことができず、未解明な分野として取り残

されてきた。課題担当者はエクソン１とエ

クソン２の２つの転写開始部位の存在を示

唆するアイソフォームを得ているが、多様

な機能を持つ CARの、薬物による誘導や組
織細胞内の生育環境に基づく選択的スプラ

イシング、選択的転写開始を含む特異的遺

伝子発現様式についての知見はこれまで得

られていない。本研究は、課題担当者がこ

れまでに得ている薬物代謝酵素発現と CAR
を中心とした核内受容体の研究成果を基に

EST や cDNA 配列をゲノム配列にマップす
ることにより、選択的スプライシング、選

択的転写開始を含む特異的遺伝子発現様式

を明らかにし、細胞周期チェックポイント

における CARの役割を解明することである。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞周期チェックポイントで発現

が亢進するヒト CAR プロモーター遺伝

子の同定 

 作成済みの CAR プロモーター遺伝子（CAR

構造遺伝子 5’上流 12kbp を分割して作製

した種々のサイズの DNA）をルシフェラーゼ

遺伝子の 5’上流に繋いだプラスミド DNA

をトランスフェクトした HepG2 細胞を用い

て、CAR の発現が亢進する条件下で細胞を培

養し、レポーターアッセイ、クロマチン免

疫沈降アッセイを行い CAR 遺伝子の転写制

御に関与する DNA 応答エレメントを同定す

る。 

（2）細胞周期チェックポイントで CAR

遺伝子の発現を制御する因子の同定 

 細胞増殖シグナルと連携した CAR 遺伝子

発現制御に関わる DNA 応答エレメントを研

究方法1項で同定したDNA応答エレメントを

基に転写制御因子の同定を進める。 

（3）細胞増殖シグナルと連携した CAR

発現調節機構の解明 

 CAR 遺伝子転写制御機構を、細胞周期制御

因子や増殖シグナル伝達因子 siRNA を用い

て、細胞増殖シグナルとの連携の中で解析す

る。 
 
４．研究成果 
（1）SW480 細胞、HepG2 細胞における細
胞周期に依存した CAR の発現 細胞周期
の進行に伴い CAR の発現および細胞内局在
性が変化するか否か検討するため、10％FCS
添加培地で 96 時間培養した SW480 細胞と
HepG2細胞の細胞周期の分布を、anti-lamin  

A/C 抗体、anti-phospho-histone H3 抗体（有
糸分裂マーカー）、細胞周期に関わるマーカ

ーとして anti-cyclin D1抗体（G1期）および
anti-cyclin A抗体（S期）を用いて、CARと
共に蛍光免疫染色を行い、共焦点レーザー

顕微鏡によって解析を行った結果、 lamin 
A/Cの発現している全ての細胞に CARは共
発現していることをみいだした（Fig. 1）。
Lamin A/C は分裂中期に核内構造と同様に
消失するが、細胞質分裂後期/G1期初期には、
大部分の lamin A/Cは細胞質全体に分散し、
G1 期後期には主に核、（核ラミナおよび核
チューブ様構造）の中で検出されることが

報告されている。Cyclin D1 も CAR と共に
細胞質および核内に共発現していた。一方、

cyclin Aが発現している細胞では CARは 

Fig. 1 Confocal images of SW480 cells 
expressing CAR (A1, B1, C1, D1) and lamin A/C 
(A2), cyclin D1 (B2), cyclin A (C2) or 
phospho-histone H3 (D2). *, late 
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cytokinesis/early G1; **, late G1.  Bar, 10 µm. 
細胞質に発現しているが、核内では CAR の
発現は非常に弱かった。細胞分裂周期の

phospho-histone H3の発現した細胞では、CAR
の検出は困難であり、Ｍ期に消失することが

示された。 
（2）CAR は早期 G1 期に集積し、後期 S

期に消失する SW480 細胞をダブルサイミ
ジンブロックによって S期に同調し、同調か
ら解放後 2時間ごとに細胞を採取し、細胞周
期に依存した CAR の発現変動を細胞質、核
内蛋白質を用いて解析した。SW480細胞は 6
時間後には S 期に、10 時間後には M 期へ完
全に移行した（Fig. 2A）。細胞周期の変化を
正確に評価するために、核内での cyclin A、
cyclin B1、cyclin D1、cyclin E、phosphorylated 
RB、CDK2および CDK4蛋白質発現レベルを
対照として解析した。細胞溶解液および核蛋

白質中の RXR 蛋白質発現レベルは細胞周期
に関係なく変動は認められなかったのに対 

  Fig. 2 Cell cycle expression of CAR. 
 
して、細胞溶解液 中の CAR蛋白質はサイミ
ジンブロックから解放 2時間後までは検出さ
れたが、S 期後期から M 期に減少し、G1 期
になり再び増加した（Fig. 2B）。核内での CAR
蛋白質発現レベルも同様に、 S 期から
G2/Mcyclin D1、cyclin E、phosphorylated RB、
CDK2および CDK4蛋白質発現レベルを対照
として解析した。細胞溶解液および核蛋白質

中の RXR 蛋白質発現レベルは細胞周期に関
係なく変動は認められなかったのに対して、

細胞溶解液 中の CAR蛋白質はサイミジンブ

ロックから解放 2時間後までは検出され期に
かけて減少しており、G1 期になり cyclin B1
の発現レベルが減少するにつれて増加する

ことが示された（Fig. 2C）。cyclinD1と CDK4
の蛋白質発現レベルは 8時間後から増加し始
めており、CARの発現レベルの増加に先行し
た顕著な増加が認められた（Fig. 2C）。核内
でのCAR蛋白質およびRBのリン酸化の増大
がそれぞれサイミジンブロックから解放 12
時間後と 14時間後に、CDK4の活性化に続い
て認められた。 
（3）SW480 細胞、HepG2 細胞において CDK

阻害薬および anti-CDK4 siRNA の導入に

よって CAR mRNA および蛋白質の発現が抑

制される SW480 細胞、HepG2 細胞におけ
る細胞周期に依存した CAR の発現変動に及
ぼす CDK の関与を検討するため、種々の
CDK阻害薬（purvalanol A: CDK2、CDK5阻
害薬、SU9516: CDK1、CDK2、CDK4阻害薬、
CDK inhibitor p35: CDK1、CDK2 阻害薬、
bohomine: CDK1阻害薬）を用いて CARおよ
び RXR mRNA発現レベルに及ぼす影響をリ
アルタイム PCR法を用いて解析した。その結
果、これらの CDK 阻害薬の中で SU9516 が
CAR mRNA 発現レベルの容量依存的な抑制
を示した。次に細胞周期に依存した CAR の
発現変動にCDK4が関与するか検討するため、
SW480細胞、HepG2細胞に anti-CDK4 siRNAs
を導入した。anti-CDK4 siRNAsを導入するこ
とにより SW480 細胞と HepG2 細胞におい
て、CDK4蛋白質発現レベルの減少が認めら
れ、同時に CAR 蛋白質発現レベルの減少が
認められた。 
（4）CAR の発現の増大が UGT1A1 および

MDM2 の発現の増大に寄与する  
 SW480 細胞と比較して、anti-CAR siRNAs
の導入によって HepG2 細胞において、CAR 
mRNA 発現レベルの著しい抑制が認められ
た。SW480細胞において anti-CAR siRNAの
導入により CAR mRNAレベルの 58%の抑制
が認められ、HepG2 細胞では 100%の抑制が
それぞれ認められた。これらの CAR mRNA
発現レベルの抑制によって、SW480細胞およ
び HepG2細胞では、UGT1A1 mRNA（48%お
よび 100%の抑制）、MDM2 mRNA 発現レベ
ル（49%および 81%の抑制）の誘導がそれぞ
れ抑制された。さらに、anti-CAR siRNAs を
導入したSW480細胞とHepG2細胞において、
CAR蛋白質発現レベルの抑制と同様、MDM2



蛋白質発現レベルの抑制が認められた。

HepG2 細胞と比較して、SW480 細胞では
siRNAs による抑制が非常に弱かったことを
解析した。CARの発現抑制によって、p21か
ら、anti-CAR siRNAsを導入した HepG2細胞
を用いて、CARの発現と細胞増殖との関係蛋
白質発現レベルが増加し、細胞増殖の指標で

ある BrdU の取り込み量にわずかであるが有
意な減少が認められた。 
（5）HGF による生育阻害では CAR、MDM2、

p53、p21 および p16 の発現が変動する  

Fig. 3 Effect of HGF on the expression of 
CAR, MDM2, p53, p21, and p16 in HepG2.  
 

CAR の細胞周期に依存した発現変動や機
能について、今後、細胞のガン化がこの発現

変動と関係しているのか否か確認する必要

があるが、課題担当者が得た結果からHepG2
細胞における anti-CAR siRNAや HGFの投与
によるCARの発現抑制機序について、Fig. 3D
に示す機序が推定された。 
（i）HGF の投与によって発現が誘導された
p16 による直接的な CDK4 の抑制、あるいは
ERK シグナルの経路を介した未知のメカニ
ズムによって CDK4 の抑制が起こり、CAR
の発現が抑制される。 
（ii）CAR の発現が抑制されると、p53 のユ
ビキチン化による分解を促進しその機能を

抑制していた MDM2 の発現が低下し、その
結果 p53 によって p21 の発現が誘導される。
（iii）p21 は CDK2 と直接結合しその活性を

抑制する。さらに HGF によって発現が誘導
された p16がCDK4と結合することで、CDK2
と CDK4に結合していた p21と p27の再分配
が起き、CDK2の活性を抑制する。その結果、
RB のリン酸化が抑制され、転写因子 E2F が
離れることができず、サイクリン Eなどの S
期進行や DNA 複製に必要な遺伝子群の発現
が抑制され、細胞増殖の抑制に結びつくと推

察している（Fig. 3D）。 
これらの結果から、細胞核内で CAR が適

切な時期に発現することによって、細胞周期

の進行を監視するチェックポイントの内の

ひとつ、言葉を変えると G1 チェックポイン
トの回避に関わっている可能性が示唆され

た。本研究において、これまで報告されてい

た CAR が内因性、外因性物質の代謝・排泄
に関わる薬物代謝酵素やトランスポーター

遺伝子の転写調節機能のみならず、細胞増殖

関連遺伝子の発現に関わるその新規な役割

を有することを示唆する結果を得ることが

出来た。 
（6）血清飢餓ストレス負荷による核内受

容体 CAR の発現誘導 血清無添加培地で
生育させ G1期に同調させた HepG2細胞にお
いて、CAR mRNA、蛋白質発現レベルの増大
が認められ、UGT1A1や CYP2B6の発現が亢
進することを見いだした。この細胞に EGF
を添加すると CAR mRNA、蛋白質発現レベル
の亢進が抑制された。ERK阻害剤 U0126、
PI3-kinase阻害剤 LY204002存在下では CAR
の発現の亢進が増強され、ERKならびに
PI3-kinase情報伝達系が CARの発現に抑制的
に作用していることが示された。 
（7）CAR 構造遺伝子エクソン 1 の 5’上流
における血清飢餓ストレス応答エレメン

トの同定 血清飢餓ストレスに応答する

CARプロモーター領域を解明する為、CAR
構造遺伝子 5’上流 12kbpの DNA断片を用い
たレポーターアッセイを行った。その結果、

CAR構造遺伝子エクソン 1 5’上流 0.2kbpに
最も強い活性が認められた｡このDNA断片の
ETS結合部位 SRE1、SRE2に変異を導入する
と SRE1においてより強くレポーター活性が
低下し、SRE1、SRE2両方に変異を導入する
と完全にレポーター活性が消失したことか

ら GRや HNF4結合部位とは異なる血清飢餓
ストレスによる応答エレメントが存在する

ことを明らかにした。 
（８）血清飢餓ストレス応答エレメント

 



に結合する転写因子の同定  

 CAR構造遺伝子エクソン 1 5’上流 0.2kbp
に存在する ETS結合部位 SRE1、SRE 2に結
合する転写因子を同定するために、抗 ETS抗
体ならびに抗 ELK抗体を用いて免疫クロマ
チンアッセイを行った。Fig.4に示すように、
抗 ETS抗体を用いてもバンドは検出されな
いが、抗 ELK抗体を用いるとバンドが検出さ
れ、ELKが SRE 2でなく SRE1により強く結
合することが示された。これらの結果は、レ

ポーター遺伝子の SRE1、SRE2に変異を導入
した時に認められた活性の変動とよく一致

していたこから、血清飢餓ストレスに応答し

て SRE1に結合する転写因子がELKであるこ
とが強く示唆された。 
 

 
 Fig. 4  Elk-1 directly binds to the serum       
 response element on the CAR gene.   
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