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研究成果の概要（和文）：肝細胞増殖因子が内在性サイクリン依存性キナーゼ（CDK）阻害因

子の発現を亢進させるとともに、UGT1A1 の発現が CDK2 阻害剤 roscovitine 添加により顕

著に増大することを見出した。Roscovitine は PXR の 350 番目セリンのリン酸化に関わる

CDK2 の作用を抑制することにより UGT1A1 遺伝子転写を亢進させること、言い換えると、

CDK2によるPXR の 350番目セリンのリン酸化がRXR やコアクチベーターとの結合を低下さ

せ、核内での転写調節抑制に働き、負の制御に関わっていることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated how the expression of drug-metabolizing enzymes 

including UGT1A1and CYP3A4 is regulated by cell signals associated with cell-cycle progression.  

While the active form of CDK2 (phospho-CDK2) peaked at 2 h and 4 h, respectively, and these 

levels dropped at 8 h, UGT1A1 and CYP2B6 were present at very low levels at 0 h to 6 h and 

started accumulating at 8 h.  While CDK2 inhibitor roscovitine enhanced the expression of 

UGT1A1 and CYP3A4, it suppressed the expression of UGT1A1 and CYP3A4 in the cells 

transfected with S350D PXR.   Phosphomimetic mutant at serine-350 of PXR was detected in the 

nuclei and lost the binding with RXR, and co-transfection with co-activator SRC-2 but not SRC-1 

recovered PXR activity.  These results indicate that roscovitine stimulated expression of UGT1A1 

and CYP3A4 through inhibiting CDK2, which phosphorylated PXR at serine-350 to suppress the 

transactivation in the nuclei. 
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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

に等しく分布しておらず、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

物代謝酵素が同一組織細胞間で発現量に差

があることが知られている。この酵素分布の

差が細胞分化あるいは生育環境に依存した

核内受容体の発現変動に起因することが考

えられるが解明が遅れている。課題遂行者は、

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において

CAR mRNA ならびに蛋白質発現レベルが有意に

増大し、CAR の発現増大と並行して薬物代謝

酵素（CYP2B6, UGT1A1 など）や、p53 阻害作

用を有する MDM2 の発現が亢進することを明

らかにしている。このように細胞周期に依存

して薬物代謝酵素の発現変動が認められた

ことから、サイクリン依存性キナーゼ CDK の

種々の阻害剤の影響を解析したところ、CDK2

阻害剤 roscovitine が核内受容体 CAR の発現

を亢進させ、強力な薬物代謝酵素誘導作用を

有していることを見いだしている。CDK4 をノ

ックダウンするとCARや薬物代謝酵素の発現

が抑制されるが、CDK2 siRNA をトランスフェ

クトし、ノックダウンした HepG2 細胞では薬

物代謝酵素発現量が増大することを明らか

にしている。 

 

 

２．研究の目的 

HepG2 細胞、SW480 細胞などのがん細胞を

用いて、細胞分化・増殖時の細胞周期制御メ

カニズムの研究を進める過程で、肝細胞や

HuH6 細胞などのがん細胞に作用させると増

殖促進因子として作用するが、HepG２細胞に

は増殖抑制因子として作用する肝細胞増殖

因子や、細胞周期制御因子（サイクリン依存

性キナーゼ CDK）の阻害薬が薬物代謝酵素

（CYP2B6、UGT1A1 など）の発現を亢進するこ

とを見出した。また CDK2 をノックダウンし

た肝細胞では CYP2B6、UGT1A1 などの薬物代

謝酵素の発現量が増大することを初めて明

らかにしている。本研究では、これまでに得

た知見を基に、細胞増殖抑制シグナル伝達系

と連携した薬物代謝酵素発現調節機序を核

内受容体の活性化機序ならびに発現変動に

焦点を合わせ解明することを目的とした。

HGF による薬物代謝酵素発現誘導機序の分子

レベルの解明を進め、細胞周期制御機能を有

するcdkが薬物代謝酵素遺伝子転写を調節す

る核内受容体 CAR や PXR の発現を制御してい

る可能性について、また細胞質から核内へ移

行する過程、核内で DNA に結合する段階での

活性化をCDK が抑制し薬物代謝酵素遺伝子の

転写を抑制している可能性に焦点を当て解

析した。 

 
３．研究の方法 

(1) 細胞増殖抑制シグナル伝達系と連携し
た薬物代謝酵素発現調節機序の解析 HGF

による UGT1A1 mRNA発現誘導を指標とし

て各種阻害剤の作用を検討し、UGT1A1 発現



調節に関わるシグナル伝達経路をリアルタ

イム PCR法、ウエスタンブロット法を用いて

解析した。 

(2) サイクリン依存性キナーゼ阻害剤によ

る UGT1A1 発現誘導機序の解析 各種阻害

剤を用いて UGT1A1 発現調節に関わる因子

の同定をリアルタイム PCR法、ウエスタンブ

ロット法を用いて解析した。 

(3) UGT1A1 発現調節に関わる CDKの同定

UGT1A1 発現調節に関わる CDKを CDK1, 2 

siRNA をトランスフェクトしノックダウンし

た HepG２細胞、リアルタイム PCR法、ウエ

スタンブロット法を用いて解析した。 

(4) 細胞周期に依存した薬物代謝酵素の発

現変動の解析 Double thymidine block 法に

よって S期に同調させた細胞を用いて、細胞

周期に依存した薬物代謝酵素の発現変動を

ウェスタンブロッティング法を用いて解析

した。 

(5) 細胞増殖抑制シグナル伝達系と連携し

た薬物代謝酵素発現誘導に関わる核内受容

体の同定 HepG2細胞に核内受容体を強制

発現させ、HNF１α結合部位を含む近位転写

調節領域と gtPBREMを含む遠位転写調節領

域を連結したレポーター遺伝子を用いて

CDK阻害剤 roscovitineにより活性化される核

内受容体をレポーター活性を元に同定した。 

(6) CDK2 によりリン酸化される PXR アミノ酸

の同定と PXR 活性低下機序の解析 PXR リガ

ンド結合部位のセリン、スレオニン残基をそ

れぞれアラニン、アスパラギン酸に変異させ

たリン酸化欠損変異体、偽リン酸化変異体を

作製し、PXR 活性への影響を UGT1A1 mRNA 発

現誘導から、また CDK２によるリン酸化に及

ぼす影響を解析することから同定した。PXR

と heterodimer を形成し活性化される PXR の

RXR との結合を、roscovitineを作用させた細胞

の核タンパク質を調製し、免疫沈降法、ウエ

スタンブロット法を用いて解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 細胞増殖抑制シグナル伝達系と連携した

CYP2B6,UGT1A1発現調節機構 HGFが細胞

増殖抑制因子として作用する HepG2細胞と、

細胞増殖促進因子として作用する HuH6細胞

を用いて内在性 CDKインヒビター及び薬物

代謝酵素の発現に及ぼす影響を解析したと

ころ、HuH6細胞では、p16、p21、p27の有意

な発現変動は認められなかったが、HepG2細

胞では、p16、p21、p27の発現が有意に亢進

しており、細胞増殖の抑制が観察された（図

1）。 

 

図1 HGFによるCYP2B6,UGT1A1発現誘導 

 

UGT1A1の発現調節において重要な役割を演

じている CARの発現は抑制されたが、

UGT1A1及び CYP2B6の発現は HGFにより

増大した。さらに、種々のシグナル伝達阻害

薬を用いて、UGT1A1の発現調節に影響を及

ぼすシグナル伝達経路の解析を進めた。 



 

図2 HGFによるCYP2B6,UGT1A1発現誘導

を U0126が抑制する 

 

図 2に示したように MEKを阻害する U0126

によって HGFによる UGT1A1の発現が抑制

され、HGFによるUGT1A1の発現亢進にERK

経路が関与していることが示された。HGFに

よる ERKの活性化に伴い p16、p21、p27の

発現が亢進するが、U0126を作用させると、

ERKのりン酸化が抑制され、併行して p16、

p21、p27の発現亢進の抑制が認められ、ERK

経路を介して発現が調節されていることが

示唆された。 

(2) サイクリン依存性キナーゼ阻害剤による

UGT1A1 発現誘導機序の解析 Roscovitine、

SU9516、CDK inhibitor p35はいずれも

UGT1A1の発現を亢進させたが、Roscovitine

を作用させると、UGT1A1 mRNA、蛋白質の

発現量は顕著に増大した（図 3）。また、

CYP2B6、CYP3A4の発現量も増加していた。

これらの結果から、CDKが UGT1A1の発現

に抑制的に作用していることが推察された。 

 

図 3 CDK阻害剤による薬物代謝酵素の
発現誘導 
 

(3) UGT1A1 発現調節に関わる CDKの同定 

p16 は CDK４を、p21、p27 は CDK2 を阻害

することから、CDK4や CDK2が UGT1A1の

発現に関与している可能性を検討した。

CDK4 siRNAをトランスフェクトして CDK4

をノックダウンしても、薬物代謝酵素の

mRNA と蛋白質の発現に影響は認められな

かった。HepG2 細胞と SW480 細胞を用いて

CDK2 siRNAをトランスフェクトして CDK2

をノックダウンすると、UGT1A1、CYP2B6、

CYP3A4 mRNAならびにタンパク質の発現量

が有意に増大し、CDK2が UGT1A1、CYP2B6

の発現を抑制的に制御することが示された。 

(4) 細胞周期に依存した薬物代謝酵素の発現

変動の解析 リン酸化され活性化した CDK2

の蛋白質発現レベルは、同調から解放後、2

~4ｈ後までの S期に高く、この期間は薬物

代謝酵素蛋白質の発現は低い結果が得られ

た（図 4）。UGT1A1、CYP2B6の蛋白質発現

レベルは 8h後から増加し始めており、

UGT1A1、CYP2B6の発現レベルの増大に先

行して CDK2の脱リン酸化が認められ、活性

化 CDK２による負の制御が推察された。 

 

 



図 4 細胞周期に依存した薬物代謝酵素の
発現 
 

(5) 細胞増殖抑制シグナル伝達系と連携した

薬物代謝酵素発現誘導に関わる核内受容体

の同定 CAR、PXR、AhR発現プラスミドを

導入した HepG2 細胞を用いて、CARや PXR

リガンドのリファンピシン、AhRリガンドの

ベンザピレンによる転写誘導作用に及ぼす

roscovitineの作用を解析した。CARや AhRリ

ガンドのベンザピレンによる転写誘導作用

に対して roscovitine は５µM をピークに僅か

に亢進した。PXRはリガンド非存在下では転

写誘導作用は非常に低く、また PXRリガンド

であるリファンピシン存在下 roscovitineの亢

進作用は認められなかったが、PXRを強制発

現させた細胞に roscovitineを作用させると、

リガンド非存在下でもリガンド存在下と同

レベルの転写誘導作用が認められた。

Roscovitine により CAR の核内レベルに有意

な影響が認められなかったが、PXRの核内レ

ベルが増大したことから、roscovitine により

活性化される核内受容体は PXR と推察され

た。 

(6) CDK2によりリン酸化される PXRアミノ

酸の同定と PXR活性低下機序の解析 CDK2

は Ser/Thr キナーゼであることから、CDK2

によって制御される活性部位を同定するた

めに、PXRの ligand binding domainに含まれ

る 9 箇所の Ser/Thr に焦点を当て解析した。

Ser350をAspに変異させると対照である野生

型の 12％にまで roscovitine による UGT1A1

遺伝子発現が抑制された。CDK２の基質特異

性が Ser350 を含むアミノ酸配列に認められ

ることから、32P 放射標識した ATP 存在下

CDK2を作用させたところ、野生型 PXRはリ

ン酸化されるが、Ser350を Aspに変異させた

PXRでは、リン酸化が抑制されており、CDK

２の作用点が Ser350 であることを明らかに

した。S350D PXRを過剰発現した HepG２細

胞に roscovitineを作用させ、核内 S350D PXR

と RXRの結合を PXRを免疫沈降させウエス

タンブロット法で RXR を検出したところ、

RXR との結合が顕著に低下していることが

示された。またコアクチベーターSRC２とと

もに過剰発現させると PXR 活性が回復する

ことから、Ser350をリン酸化するとコアクチ

ベーターや RXR との結合親和性が低下し、

活性が低下することが推察された。 

これらの結果から、S350D PXR により

UGT1A1 の発現が抑制され、CDK2 によるリ

ン酸化が抑制されたが、核内 PXRの発現抑制

は認められず、roscovitineは PXRの 350番目

セリンをリン酸化に関わるCDK2の作用を抑

制することにより UGT1A1 遺伝子転写を亢

進させること、言い換えると、CDK2 による

PXRの 350番目セリンのリン酸化が核内での

転写調節抑制に働き、負の制御に関わってい

ることを明らかにした。 
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