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研究成果の概要（和文）：ビタミンD受容体（VDR）の肝臓及び腸管の免疫・代謝における役割を解析した。野生型及び
VDR欠損マウス由来単離肝臓免疫細胞及びマウスの個体に対する、リポ多糖類やコンカナバリンAなどの炎症刺激の影響
を比較した。VDR欠損により、リポ多糖類誘導性のKupffer細胞とNK細胞の炎症反応の減弱、コンカナバリンA刺激誘導
性肝炎の抑制が見られた。ケノデオキシコール添加食を与えたところ、VDR欠損マウスにおいて、ケノデオキシコール
酸やリトコール酸の代謝障害が見られた。VDRの肝臓免疫及び胆汁酸代謝における役割を示す結果であった。また、今
後の解析に有用な選択的VDRモジュレーターを合成した。

研究成果の概要（英文）：We examined the roles of vitamin D receptor (VDR) in immunity and metabolism in 
the liver and intestine. We compared the effects of inflammatory stimulants, such as lipopolysaccharide 
and concanavalin A, on hepatic immune cells isolated from wild-type mice and VDR knockout mice and their 
in vivo effects. VDR deletion reduced the inflammatory response of Kupffer cells and NK cells against 
lipopolysaccharide and alleviated concanavalin A-induced hepatitis. Experiments using a chenodeoxycholic 
acid-containing diet showed that metabolism of chenodeoxycholic acid and lithocholic acid is disturbed in 
VDR knockout mice. The results show that VDR plays a role in the hepatic immunity and bile acid 
metabolism. We developed selective VDR modulators, which should be useful for future studies.

研究分野： 生化学・分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、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 の受容体としてクローニングされた核
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、そして 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、心血管機能などを調節する作
用のあることが明らかになっている。ビタミ
ン D欠乏症としてくる病、骨軟化症が知られ
ているが、低 25-ヒドロキシビタミン D 血症
と乳癌、前立腺癌、大腸癌などの悪性腫瘍、
炎症性腸疾患や多発性硬化症などの自己免
疫炎症疾患、結核などの感染症、高血圧や肥
満などの生活習慣病との関連性も報告され
ており、これらの疾患の予防因子としてのビ
タミン D の重要性が注目されている
（Makishima and Yamada, Expert Opin Ther 
Pat 15: 1133, 2005; Choi and Makishima, 
Expert Opin Ther Pat 19: 593,2009）。しか
し、VDR 作用とこれらの疾患の病態との関連
性のメカニズムに関しては十分には解明さ
れていない。 
 
(2)我々は、オーファン核内受容体 farnesoid 
X receptor（FXR）が胆汁酸の受容体である
ことを発見し（Makishima et al., Science 
284:1362,1999）、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
（Lu et al., Mol Cell 6: 507, 2000）。さ
らにコレステロール、胆汁酸、それらの代謝
産物に応答する核内受容体の研究から、VDR
が腸内細菌によって産生される二次胆汁酸
の一つ、リトコール酸にも反応することを見
出した（Makishima et al., Science 297: 1313, 
2002）。活性型ビタミン D3 と胆汁酸の生体内
での役割が全く異なることに着目し研究を
進めた結果、活性型ビタミン D3 とリトコー
ル酸とでは異なる結合様式でVDRに相互作用
することを明らかにした（Adachi et al., Mol 
Endocrinol 18: 43, 2004）。得られた知見に
基づき、より VDR 活性化作用の強いリトコー
ル酸誘導体を見出し（Adachi et al., J Lipid 
Res 46: 46, 2005）、マウスへのリトコール
酸誘導体の投与はカルシウム代謝に影響を
与えにくいことを報告した（Ishizawa et al., 
J Lipid Res 49: 763, 2008）。また、各種胆
汁酸付加食を与えたマウスの胆汁酸代謝に
対するビタミン Dの影響を検討した結果、ビ
タミン Dの投与は肝臓、小腸、腎臓の胆汁酸
代謝関連遺伝子の発現を変化させ、ケノデオ
キシコール酸などの代謝と尿中への排泄を
促進することを見出した（Nishida et al., 
Drug Metab Disp 37: 2037, 2009）。 
 
(3) VDR 欠損マウスを用いたさらなる検討に
より、①ビタミン Dの作用部位は上部消化管
であるが、リトコール酸は下部消化管である
こと、②VDR 欠損マウスの下部小腸において

IκBαのタンパク発現が増加していること
（Ishizawa et al. PLoS ONE 7: e51664, 2012）、
③肝臓免疫細胞の解析においてNKT細胞及び
iNKT 細胞が増加し、NK 細胞活性化マーカー
も増加していることを見出した(基盤研究
（Ｃ）22590294)。これらの結果は、リトコ
ール酸やビタミン Dの受容体 VDR が肝臓・腸
管における代謝・免疫の調節因子であること
を示したが、詳細なメカニズムは不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究により見出した「胆汁酸受
容体としての VDR の新機能」及び「VDR 欠損
マウスにおける肝臓・腸管免疫の変化」に着
目して、（１）VDR 欠損マウスにおける肝臓及
び腸管免疫細胞の変化の解析、（２）VDR リガ
ンドの投与による免疫細胞や代謝への影響
の解析、（３）VDR 活性制御による脂質糖代謝
異常の治療モデルの開発によって、VDR を介
する肝臓・腸管免疫調節と脂質糖代謝との関
連を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)野生型または VDR 欠損マウスより単離し
た肝臓免疫細胞の分布の比較。野生型または
VDR 欠損マウスの肝臓より免疫細胞を単離し、
肝常在 Kupffer 細胞、骨髄由来マクロファー
ジ、ナチュラルキラー(NK)細胞、NKT 細胞、B
細胞などの各免疫細胞分布をフローサイト
メトリーを用いて測定した。 
 
(2)初代培養肝臓免疫細胞におけるToll様受
容体（TLR）リガンド誘導性サイトカイン産
生能に対する VDR の影響。 
①VDR 欠損の影響。野生型または VDR 欠損マ
ウスより単離した肝臓免疫細胞に TLR4 リガ
ンドであるリポ多糖（LPS）または TLR9 リガ
ンドである CpG-DNA を添加し、Kupffer 細胞
または骨髄由来マクロファージなどの免疫
細胞を刺激し、リアルタイム PCR 法を用いて
サイトカイン発現量を定量した。 
②VDR 活性化の影響。野生型マウスの肝臓よ
り免疫細胞を単離し、VDR の天然リガンドで
ある活性型ビタミン D3 を添加し一晩培養し
た。LPS で刺激後、①と同様にサイトカイン
発現量を定量した。 
 
(3)初代培養肝臓免疫細胞における NKT 細胞
リガンド誘導性サイトカイン産生能に対す
る VDR 欠損の影響。野生型または VDR 欠損マ
ウスより単離した肝臓免疫細胞にNKT細胞特
異的リガンドである α-ガラクトシルセラミ
ド(α-GalCer)で刺激し、リアルタイム PCR
法を用いてサイトカイン発現量を定量した。 
 
(4)TLR リガンド投与による in vivo 急性炎症
モデルにおける VDR 欠損の影響。野生型また
は VDR欠損マウスに LPSまたは CpG-DNA を尾
静脈投与し、経時採血を行い、ELISA を用い



た炎症性サイトカイン値の定量及びトラン
スアミナーゼ値の測定を行った。 
 
(5)コンカナバリンA (Con-A)投与による急性
肝炎モデルにおける VDR 欠損の影響。野生型
または VDR欠損マウスに Con-A を尾静脈投与
し経時採血を行い、血中トランスアミナーゼ
値の測定及びELISAを用いた炎症性サイトカ
イン値の定量を行った。また、HE 染色による
肝組織の観察を行った。 
 
(6)作用選択的 VDR 活性制御のためのリガン
ド化合物の創製。これまでの VDR とリガンド
化合物との立体構造解析結果に基づき、パー
シャルアゴニスト/アンタゴニスト活性を有
する VDR リガンドを設計・合成し、VDR との
相互作用、各種細胞株及びマウスへの影響を
解析した。 
 
(7)全ての動物実験は2〜4ヶ月齢の雄マウス
を用いて実施した。また、遺伝子組換え実験
についてはカルタヘナ法及び日本大学遺伝
子組換え実験実施規程に基づいて実施した。
動物実験については日本大学動物実験内規
に定める手続きを踏まえた上で実施した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス肝臓より単離した初代培養免疫細
胞に TLR リガンドである LPS または CpG-DNA
刺激後の炎症性サイトカイン産生能を評価
した。 
①野生型または VDR 欠損マウス由来細胞に
LPS で刺激した結果、野生型と比較し VDR 欠
損細胞では Tnf、Il-6、Il-1b などの炎症性
サイトカイン遺伝子の発現増加を認めた（図
1）。一方、CpG-DNA で刺激を行ったところ、
Il-1bまたはIl-12b発現はむしろ野生型と比
較して低下し（図 2）、TLR リガンドによって
応答能が異なることが示された。 

 
②野生型マウスの肝臓より単離した免疫細
胞に活性型ビタミン D3 を用いて前刺激を行
い、VDR 活性化の影響を検討したが、LPS 誘
導性の Tnf、Il-12b、Il-1b、Nos2 などの炎
症性サイトカイン遺伝子の発現に変化は見
られなかった。 
 

(2)野生型または VDR 欠損マウス由来細胞に
α-GalCer で刺激し、Il-4 及び Ifn-g 遺伝子
の発現を定量した結果、VDR 欠損細胞におい
てこれらの遺伝子発現は増加した（図 3）。過
去の報告（Yu and Cantorna, Proc Natl Acad 
Sci USA 105: 5207, 2008）とは異なる結果
であった。 

 
(3)肝臓免疫細胞における VDR の影響を個体
レベルで検討するため、LPS または CpG-DNA
投与による急性炎症モデルを作製した。まず、
野生型または VDR欠損マウスに LPSを投与し
投与 72 時間後までの血漿を用いて炎症性サ
イトカイン値を定量したところ、LPS 投与後
初期に骨髄由来マクロファージによって誘
導される TNF-α 産生については両者で変化
を認めなかったが、その後肝常在 Kupffer 細
胞と NK 細胞によりそれぞれ誘導される
IFN-γ 及び CCL2 産生は VDR 欠損において有
意に減少した（図 4）。次に、野生型または
VDR 欠損マウスに CpG-DNA を同様に投与した
結果、VDR 欠損において血中トランスアミナ
ーゼ値及び投与 1 時間後の血中 TNF-α 濃度
が減少傾向を示し、(1)の in vitro で得られ
た知見と同様に、LPS と CpG-DNA では VDR 欠
損に対する応答性が異なることが明らかと
なった。 

 
(4)野生型または VDR 欠損マウスに Con-A を
尾静脈投与し、自己免疫性肝炎モデルを作製
した。血中トランスアミナーゼ値を測定した
ところ、野生型と比較し VDR 欠損マウスでは
顕著な減少が認められた（図 5）。Con-A 誘導
性肝炎にはNKT細胞活性化が必要であること
から、血中 IL-4 または IFN-γ値を定量した
結果、これらのサイトカイン濃度に変化は認
められなかった。肝組織の観察を行った結果、
野生型で認められた顕著な肝細胞死の領域
が VDR 欠損では減少していた。Con-A 誘導性
肝炎による肝細胞死には肝常在Kupffer細胞
による活性酸素産生が関与すると報告され
ている(Nakashima et al., Hepatology 48: 
1979, 2008)。VDR 欠損による Con-A 誘導性肝



障害減弱効果にはサイトカイン発現は関与
しないことから、肝常在 Kupffer 細胞による
活性酸素産生能が影響していることが示唆
された。 

 
(5)以上、(1)から(4)の検討により、VDR は肝
常在免疫細胞の分布及び炎症反応を制御す
ることを明らかにした。しかし、本研究にて
得られた知見は必ずしもこれまで報告され
ている現象とは一致しなかった。NKT 細胞に
ついては食餌誘導性肥満モデルについて、イ
ンスリン抵抗性や慢性炎症を促進するとい
う報告(Wu et al., Proc Natl Acad Sci USA 
109: E1143, 2012)やむしろ抑制する(Lynch 
et al., Immunity 37: 574, 2012)という報
告があり、傾向が一貫していない事象が存在
する。これらの原因として、マウスの飼育環
境や食餌や飲用水の違いによる腸内細菌の
バランス変化などが複雑な免疫細胞間コミ
ュニケーションに影響を及ぼすことで実験
結果に相違が生じることが示唆される。今後
はVDRシグナルにおける肝臓免疫調節機構に
ついて腸内細菌の役割も含め検討する予定
である。 
 
(6)ケノデオキシコール酸—リトコール酸—
VDR 経路の役割を明らかにするため、ケノデ
オキシコール酸添加食の影響を解析した。
VDR リガンド化合物であるリトコール酸は、
肝臓で合成され胆汁の成分として分泌され
るケノデオキシコール酸を腸内細菌が代謝
することによって産生される。VDR 欠損マウ
スにおいて、ケノデオキシコール酸及びリト
コール酸の代謝・排泄障害が認められた。 
 
(7)作用選択的 VDR モジュレーターを開発す
るため、VDR の立体構造解析結果に基づき、
側鎖にアダマンタン環を有するビタミンD誘
導体を設計・合成した。側鎖にアダマンタン
環や多重結合を導入することで、VDR のコン
フォメーションを活性型と不活性型の平衡
状態に誘導できるように設計した。合成した
化合物の VDR 結合能を評価し、各種細胞株に
おける VDR 標的遺伝子発現変化を解析した。
細胞選択的に作用する化合物を見出した（図
6）（Kudo et al., J Med Chem 57: 4073, 2014; 
Watarai et al., J Med Chem 58: 9510, 2015）。
腸管粘膜細胞に選択的な化合物もあり、肝
臓・腸管の免疫・代謝の解析に有用と考えら
れる。 
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