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研究成果の概要（和文）：胆汁酸ーFGF 系による新規肝脂質代謝調節の機序の解析のため、胆

汁酸による回腸FGF15/19の発現調節の機序とFGF15/19の肝臓脂質代謝調節の機序の２つの

方向から解析を実施した。腸内細菌による胆汁酸変換を減少させると回腸 FGF15 発現が低下

して、肝臓の胆汁酸合成が亢進した。FGF19 遺伝子はプロモーター領域に複数の FXR 応答領

域を有し、それらの領域を介して胆汁酸により相加的に発現誘導される事が明らかとなった。

脂質代謝異常モデルの Fxr 欠損マウスに FGF19 を投与すると肝臓の遊離脂肪酸、トリグリセ

リドレベルが低下した。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied on the bile acid-mediated regulation of ileal FGF15/19 expression 

and FGF15/19-mediated regulation of hepatic lipid metabolism. The suppression of 

enterobacteria-mediated bile acid conversion decreased ileal FGF15 levels resulting in the elevation of 

hepatic bile acid synthesis. Multiple FXR responsive elements that are involved in the bile 

acid-mediated transcriptional activation of FGF19 gene were found in the promoter region. FGF19 

treatment decreased hepatic triglyceride and free fatty acid levels in Fxr-null mice.  
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１．研究開始当初の背景 

 消化管に発現するペプチドのFGF15/19は
肝臓に作用して、肝臓の胆汁酸合成を抑制す
る事が知られていたが、肝臓の脂質代謝全般
に対する役割ついては不明な点が多く有っ
た。また消化管の FGF15/19 発現は胆汁酸に
より発現誘導される事が知られていたが、そ
の詳細な機序は十分には明らかにされてい

なかった。 

 

２．研究の目的 

 消化管の胆汁酸依存的なFGF15/19発現調
節機序を個体レベルと細胞レベルで解明す
る。消化管の胆汁酸／FGF15/19 シグナルの
肝臓脂肪酸／中性脂肪代謝調節における役
割を明らかにする。 
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３．研究の方法 

(1)実験材料 
使用した胆汁酸は Sigma-Aldorich(St. 

Louis, Missouri) あ る い は Steraloids
（Newport, Rhode Island） より購入した。
Fxr 欠損マウスは米国国立衛生研究所(Dr. 
Frank J. Gonzalez)より供与された。LS174T 
細胞は東北大学加齢医学研究所(仙台)より
供与された。 
 
(2)動物への薬物処置 
 雄性 C57BL/6N マウスにアンピシリン(100 
mg/kg)を３日間経口投与した。1% コール酸
(CA)を混餌で６日間与えた。Fxr 欠損マウス
にヒト組換え FGF19タンパク(4 g/kgあるい
は 400 g/kg)を３日間尾静注した。 
 
(3)胆汁酸組成解析 
 HPLCを用いて組成解析を実施した。分離カ
ラムは L-column ODS 2.1×150 mm (5 m) (財
団法人 化学物質評価研究機構)を、反応カラ
ムは Enzymepak 3-HSD column 4.0×20 mm 
( 日 本 分 光 ) を 用 い た 。 胆 汁 酸 は
3-hydroxysteroid dehydrogenase (3-HSD)
による反応で生成する-NADH を励起波長
(365 nm), 蛍光波長(470 nm)で FP-920S蛍光
検出器 (日本分光)により検出した。 
 
(4)ｍＲＮＡレベルの定量 
 Power SYBR® Green PCR mix (Applied 
Biosystems)を用い ABI PRISM®7000で解析し
た。 
 

(5) ヒト組換え FGF19 タンパクの調製 

 Caco-2細胞遺伝子DNAをテンプレートとし
て FGF19 CDNA を調製し、大腸菌発現ベクタ
ーである pET-28a(+) (Novagen) にクローニ
ングした。上記ベクターを大腸菌 Origami 

2(DE3) (Merck) に形質転換した。大腸菌の
ラ イ セ ー ト か ら QIAexpresss Ni-NTA 

System (QIAGEN)を用いて FGF19 タンパ
クを精製した。 

 

(6) 肝脂質レベルの測定 

 肝ホモジネートに、3 倍量の溶出バッファ
ー(75 mM Kpi-KCl (pH 7.4), 0.5% Triton 

X-100)を加えてよく懸濁した後、65℃で 30

分間加温した。その後、10,000 rpm、10 分
間遠心して得られた上清について、トリグリ
セライド E-テストワコー、コレステロール
E-テストワコー、遊離コレステロール E-テス
トワコーおよび NEFA C-テストワコー(和光
純薬)を用いて測定した。 

 

(7) レポーターアッセイ 

 ヒトゲノム DNA を鋳型とし KOD-FX 

polymerase (TOYOBO)を用いて FGF19 プロモ

ーター領域を単離し、変異の導入には
QuikChange Lightning Site-Directed 

Mutagenesis Kits（Stratagene）を使用しレポー
ターコンストラクトを作製した。レポーター
アッセイは LS174T細胞にプラスミド pTarget 

あるいは pTarget/hFXR(0.1 g/well), reporter 

constructs (0.6 g/well) と pRL-SV40 (0.003 

g/well) を Cellphect Transfection kit (GE 

Healthcare) を用いてトランスフェクション
し実施した。ルシフェラーゼ活性測定は
Dual-Luciferase （ R ）  Reporter Assay System 

(Promega) を用いて行った。 

 

(8) ゲルシフトアッセイ 

 放射標識した二本鎖オリゴヌクレオチド
に TNT Quick Coupled 

Transcriptional/Translational System (Promega)

により in vitro 合成した FXR, RXRタンパク
を反応させ、電気泳動後、ゲルを乾燥させイ
メージングプレートに露光させ  FLA3000 

(Fuji Film) で検出した。 

 
４．研究成果 
(1)腸内細菌代謝型胆汁酸による FGF15 発現
と肝胆汁酸合成 
 抗菌薬(アンピシリン(ABPC)、100 mg/kg, 3
日間)をマウスに経口投与すると肝内胆汁酸
濃度上昇が認められる。この時、肝臓の胆汁
酸合成の律速酵素である Cyp7a1の mRNAレベ
ルは減少せず、逆に上昇していた（図１）。

Cyp7a1 の肝臓での発現は胆汁酸により抑制
的 に 調 節 さ れ 、 small heterodimer 
partner(SHP)により抑制的に調節されるが、
肝臓 SHPの発現変動は認められなかったこと
より肝臓以外からの何らかのシグナルが肝
臓の Cyp7a1 の発現を亢進させていると考え
られた。消化管に発現する FGF15/19 はエン
ドクリン作用を有し肝臓に作用して CYP7A1
の発現を抑制的に調節する事が報告されて
いた。アンピシリン投与マウスの消化管の
FGF15 レベルは顕著に減少していた。この事
より何らかの原因で、消化管の FGF15発現が
減少するため、肝臓の Cyp7a1 発現の抑制が
軽減し、結果として Cyp7a1 の発現が増加し
たと考えられた。そこでアンピシリン投与マ



 

 

ウスの消化管 FGF15発現の低下の原因の解明
を実施した。FGF15 は胆汁酸で発現調節され
ているため、消化管管腔内の胆汁酸組成を測
定した。さらに肝臓の Cyp7a1発現が低下し、
消化管の FGF15発現が上昇する１％コール酸
(CA)処理マウスの消化管管腔内胆汁酸組成
も測定し比較した。CA処置、アンピシリン処

置ともに、消化管管腔内胆汁酸レベルの有意
な増加が認められた（表１）。一方組成を比
較すると、CA処置では、二次胆汁酸のタウロ
デオキシコール酸(TDCA)が有意に増加した
が、アンピシリン処置では検出限界以下まで
減少した。よって TDCA は FGF15 発現誘導に
関与する可能性が考えられた。そこでアンピ
シリンと TDCA を併用した時の回腸 Fgf15 発
現と消化管管腔内の TDCA 濃度を測定したと
ころ消化管管腔内の TDCA 濃度の増加に依存
して回腸 FGF15 mRNA レベルの増加が認めら
れた（図２）。これらの結果より腸内細菌の
胆汁酸変換によって生じる二次胆汁酸の

TDCAが回腸のFGF15発現誘導に関与している
事が示唆された。一方一次胆汁酸の TCAはア
ンピシリン処理マウスで有意な増加が認め
られるにも関わらず、Fgf15 発現は減少して
いることから,FGF15 発現誘導には関与しな
い事が示唆された。以上の結果より腸内細菌
による代謝変換を受けた胆汁酸が FGF15発現
の誘導に関与する事が示唆された。 
 
 (2) FGF19 遺伝子の胆汁酸による発現誘導

の機序 
➀FGF19遺伝子の胆汁酸応答配列 
 FGF19 遺伝子転写開始点の上流約- 9 kb を
含むレポーターコンストラクト(FGF19-9k)を
作製し、腸管由来 LS174T 細胞を用いてレポ
ーターアッセイを行った。プロモーター領域

約 9 kb を含むコンストラクトにおいて、FXR

を発現させ FXR の合成リガンドである
GW4064 または胆汁酸の chenodeoxycholic 

acid (CDCA)を処置したところコントロール
に対して活性が上昇した(図３)。よって、 

FGF19 遺伝子のプロモーター領域約 9 kb 内
に新規の FXR 応答領域が存在する可能性が
示された。プロモーター領域を段階的に欠失
させたコンストラクトの解析により、転写開
始点の上流-1866 から-1833 の領域および
-1427 から-1353、-75 から+262 の領域に FXR
応答配列が存在する事が示唆された。これら
の領域の塩基配列を精査したところ図４に
示すような核内受容体結合モチーフが認め
られた。そこで P1, P2, P3, P4領域のゲル

シフトアッセイを実施したところ、P1, P2, 
P4 領域で FXR/RXRヘテロダイマーの結合が
認められた。突然変異を導入して、ゲルシフ
トアッセイ、レポーターアッセイを実施する
ことにより、それぞれ IR1(1g and 1d), ER2 
(2a and 2b)と DR8 (3a and 3b)モチーフに
FXR/RARヘトロダイマーが結合し、これらの
モチーフが胆汁酸 FXR シグナルによる FGF19
遺伝子の転写活性化に関与する事が明らか
となった。 
さらに ChIPアッセイによっても ER2, DR8モ



 

 

チーフに FXRが結合する事が示された。 
 
➁既存の FXR応答領域との比較 
 HoltらによりFGF19の第二イントロン上に
FXR 応答配列が存在することが報告されてい

た。そこで今回明らかになった FGF19プロモ
ーター上の３カ所の FXR応答配列と既知の配
列の FXR応答性を比較した。どちらの配列も
FXR 存在下、FXR の特異的アゴニストの
GW4064 あるいは CDCA添加で転写活性が増強
した(図５)。両者を含むコンストラクトで転
写活性が最大となった事より、FGF19 遺伝子
は複数の FXR応答配列を有し、それらの相加
的な作用により胆汁酸による FXRを介する転
写活性化を受けている事が示唆された(図
６)。 

 
(3)FGF19による肝脂肪代謝調節 
 FGF19 の肝脂肪代謝調節に対する役割を明
らかにするため脂質代謝異常モデルで肝内
遊離脂肪酸、トリグリセリドレベルの上昇し
ている Fxr欠損マウスに FGF19タンパク(400 
g/kg あるいは 4g/kg)を３日間尾静注し
た。体重や肝重量、体重当りの肝重量に有意
な変動は認められなかったが、肝障害のマー
カーである ALTが FGF19投与によって有意に
低下した(表２)。 
肝臓の脂肪レベルを評価するため肝臓の組
織切片を Oil Red O 染色したところ、Fxr 欠
損マウスのコントロール群で認められた、肝
臓の脂肪滴が FGF19 投与群(400g/kg)では
有意に減少した。その結果と一致して肝臓の

トリグリセリドレベルはコントロール群に
比べて FGF19 投与群（400 g/kg）では約半
分まで有意に減少した。肝内の遊離脂肪酸レ
ベルは FGF19投与群（4g/kg と 400 g/kg）
全てで有意な減少が認められた（図７）。 
FGF19 の肝脂肪酸／トリグリセリドレベルの
低下作用の原因を明らかにするため FGF19投
与マウスの肝臓の脂肪酸/トリグリセリド代

謝関連遺伝子の発現レベルを測定した。脂肪
酸合成に関与する acyl-CoA carboxylase 1 
(Acc)1や stearoyl-CoA desaturase 1(Scd1)、
脂肪酸酸化を抑制的に調節する acyl-CoA 
carboxylase 2 (Acc2),肝臓への脂肪酸の取
り込みに関与する Cd36 の有意な発現低下が
認められた（図８）。この事より、FGF19投与
による肝内脂肪酸、トリグリセリドレベルの

低下には、脂肪酸酸化の亢進、脂肪酸合成
の低下、肝内脂肪酸取り込みの低下が関与す



 

 

る可能性が示された。さらにヒトにおける
FGF19 の作用を解析するため、ヒト肝癌由来
HepG2 細胞に FGF19 を処理したところ、上記
のヒト遺伝子の発現が有意に低下する事も
示された。これらの結果よりヒトにおいても
FGF19 が肝臓の脂肪酸、トリグリセリドレベ
ルを低下させる作用を有する可能性が示さ
れた。 
 
(4) まとめ 
 本研究により➀腸内細菌により変換され
る胆汁酸により消化管の FGF15が発現誘導さ
れる事が明らかとなった。➁ヒト FGF19遺伝
子はプロモーター領域に複数の FXR応答領域
を有し、イントロン上の領域とともに相加的
に胆汁酸／FXR シグナルに応答する事が明ら
かになった。➂FGF19 投与は Fxr 欠損マウス
の肝内脂肪酸、トリグリセリドレベルを低下
させることより、肝脂肪代謝の調節にも関与
する事が明らかになった。本研究は、消化管
FGF15/19 の発現における新規調節機序を解
明するとともに FGF19が肝臓の脂肪酸、トリ
グリセリドレベルを低下させる作用を有す
ることを明らかにした。これらの知見は脂質
代謝異常症の治療や予防への応用のために
大変有益であり、FGF19 自身の薬理作用や
FGF19 の消化管発現を調節することにより脂
質代謝異常症への臨床応用の可能性を示し
た。 
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