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研究成果の概要（和文）：強心配糖体ウアバインのアグリコンであるウアバゲニンは、単なる生合成前駆体であ
ると考えられてきた。しかしながら、本研究によってウアバゲニンが肝X受容体(LXR)のリガンドとして機能する
ことを明らかにした。また、ウアバゲニンは既存のLXRリガンドが引き起こす脂肪肝誘導を起こさないにもかか
わらず、他のLXRリガンドと同様に腎臓での上皮性ナトリウムチャネル(ENaC)の発現を抑制することが明らかと
なった。ウアバゲニンは副作用の少ない降圧利尿薬として有望な開発候補であり、LXR機能解明のツールとして
も期待できる。内因性因子としてのウアバインとの関係性解明にはさらなる検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：Ouabagenin, an aglycone of cardiotonic steroidal glycoside Ouabain, has been
 thought to be a non-bioactive precursor for biosynthesis of ouabain. In our study, ouabagnin was 
revealed to show ligandable activity for liver X receptor (LXR). In addition, ouabagenin was 
disclosed to down-regulate the expression level of epithelial sodium channel (ENaC) on the cells of 
collecting duct whereas not to lead hepatic steatosis which was normally induced by typical LXR 
ligands. Thus, ouabagnin is a one of the promising medical seeds as antihypertensive diuretic and 
useful chemical tool for exploration for LXR. Further investigation is necessary for analysis of the
 relationship between ouabagenin and ouabain as endogenous factors.

研究分野： 天然物化学、有機化学、ケミカルバイオロジー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ウアバインは、キョウチクトウ科植物由来
の強心配糖体として古くから知られており、
鬱血性心不全などの治療薬として用いられ
てきた。その作用機序は、心筋細胞での
Na/K-ATPase を阻害することで Ca イオンの
流入を促すことにあると考えられてきた。ま
た、Na/K-ATPase との親和性獲得には、3 位
水酸基上のラムノースが重要であることが X
線結晶構造解析より示唆されている。ところ
が、長らく植物由来成分と考えられてきたウ
アバインが、近年、動物の体内からも微量成
分として検出され、血圧調節に関与する生体
内リガンドである可能性が指摘されており、
培養動物細胞からの産生も確認されている。
血圧調節機構についてさらに詳細な解析が
行われた結果、血管平滑筋の収縮とともに、
腎尿細管上皮細胞の Na/K-ATPase の機能を亢
進して、Na イオンの吸収を促進させることが
指摘されている。生体は、血中 Na 濃度を一
定に維持するように体液量を調節しており、
体内への Na 吸収亢進は体液量の増加、すな
わち血圧上昇を促す。心臓と腎臓では発現し
ている Na/K-ATPase のサブタイプが異なって
いることが、ウアバインに対する機能阻害あ
るいは亢進といった応答の違いとして現れ
ている。 
 一方、ウアバインのアグリコンであるウア
バゲニンについては、ウアバインと比較して
Na/K-ATPase に対する親和性が著しく低下し
ていること以外、その生理活性を含めてほと
んど研究されてこなかった。しかしながら、
ウアバゲニンは、分子内に 6 個もの水酸基が
結合したステロイド骨格を有する、いわゆる
オキシステロール
類に分類できる。
オキシステロール
類には様々な生理
活性が最近次々と
明らかになってき
ており、ウアバゲ
ニンにも何らかの
生理作用が存在す
ることが推察され
たため、その機能
解明に着手した。 
 一般的にステロイド類は、主に核内受容体
へと結合し転写因子としてその機能を発揮
するため、まず、デュアルレポーターアッセ
イシステムを用いてウアバゲニンに応答す
る核内受容体をスクリーニングした。その結
果、肝 X 受容体(LXR)に対するリガンド様作
用が認められ、その強度は既存の合成リガン
ドとほぼ同等であった。一般的に LXR は、
主に肝臓においてコレステロールや脂肪酸、
グルコースの代謝および恒常性維持に重要
な役割を果たしていると考えられているが、
近年、LXR を発現しているマウス腎集合尿細
管由来細胞に対して LXR リガンドを作用さ
せたところ、上皮性 Na チャネル(ENaC)の発

現が抑制されたことが報告された。腎尿細管
上皮細胞は、原尿と血管を隔てる形で位置し
ており、血管側に発現している Na/K-ATPase
によって細胞内から血管へと能動的に Na イ
オンを輸送し、その結果生じる細胞内の Na
濃度低下に呼応して原尿側に発現している
ENaC が開口し、原尿から Na イオンを再吸収
する。すなわち、LXR リガンドによる ENaC
の発現量低下はNaイオンの取り込みを抑え、
利尿効果や血圧上昇の抑制に繋がることを
意味しており、報告された論文内でも Na イ
オンの透過量減少が確認されている。 
 先に述べたように、ウアバゲニンは、LXR
のリガンドとして作用したことから、ウアバ
ゲニンにも血圧上昇抑制作用を示すことが
推察された。これは、配糖体であるウアバイ
ンの血圧上昇を促す効果と正反対の作用を
示すものであり、これが真実であれば、糖部
の脱着によってリガンドを変化させること
で血圧調節を行っている非常にユニークな
システムが存在する可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ウアバイン−ウアバゲニンの
関係性を解明することを大きな目標とし、そ
のために、まず、ウアバゲニンの生物活性お
よびその標的分子を明らかにすることを目
的とする。 
 既に、ウアバゲニンが LXR に対するリガ
ンドとして機能することをレポーターアッ
セイによって見出していることから、目的の
１つはウアバゲニンと LXR の直接的な結合
を証明することにある。また、一般的な LXR
リガンドが示すと報告されている生物活性
について、ウアバゲニンが同様の作用を示す
かを検証する。ウアバゲニンの示す生物活性
を明確にしたのち、内因性リガンドとしての
ウアバインとの関係性について明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 まず、ウアバゲニンと LXR の直接的な結
合を証明する方法として、表面プラズモン共
鳴法(SPR)、等温滴定型カロリメトリー(ITC)
などを検討する。SPR では、LXR あるいは
LXR のリガンド結合ドメイン(LXR-LBD)を
センサーチップに固定化し、ウアバゲニンを
アナライトとして流す。また、結合確認後に
フリーのLXRあるいはLXR-LBDを流すこと
で、競合的に解離させる。これら両者の結果
から、ウアバゲニンが既知リガンドと同じ結
合ポケットに結合すること、およびその解離
定数を算出する。ただし SPR はチップへの固
定化に制約があるため、上手くいかないこと
も予想される。そのため、ITC での検討も同
時に進める。温度、添加速度、添加順などの
条件を種々検討する。これら両方法で良い結
果が得られない場合に、3H ラベル化したウア
バゲニンを用いた検討を行う。また、蛍光偏
向の変化を検出する方法も試す。 
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 LXR リガンドが示す生物活性として、脂質
関連遺伝子の発現亢進および脂肪肝誘導が
まず挙げられる。これについては、肝臓由来
細胞に対する関連遺伝子の発現量変化を追
跡するとともに、実験動物を用いて実際に脂
肪肝誘導が起こるかどうかを検証する。一方、
近年報告された腎集合尿細管細胞に対する
ENaC の発現抑制については、腎臓由来細胞
に対してサンプルを処理した際に、ENaC を
構成する３つのサブユニットをコードする
mRNA 発現量の変化について検証する。さら
に、LXR をサブタイプ選択的にノックダウン
した条件下での ENaC 発現量変化についても
検討し、ENaC 抑制活性がどちらのサブタイ
プの LXR によって支配されているかを確か
める。 
 ウアバインとウアバゲニンの関係性につ
いては、ウアバインの産生が報告されている
PC12 細胞を利用する。ウアバインを産生し
ている条件下でウアバゲニンからウアバイ
ンへの変化を司るラムノシル化酵素の発現
を明らかにする。 
 
４．研究成果 
①ウアバゲニンと LXR の直接的な結合につ
いて、まず、市販の LXR をセンサーチップ
に固定化して SPR の検討を行った。しかしな
がら、既存 LXR リガンドである T0901317 で
さえ、明確な結合を示すセンサーグラムは得
られなかった。市販の full-length LXR と比較
して、自らリコンビナントタンパクとして調
製する必要がある LXR-LBD は、純度等に問
題が生じる可能性が高いため、センサーチッ
プへ固定化しても full length より応答が出に
くいと考え、SPRへの適応は断念した。次に、
ITC による検討を行った。先と同様に
full-length LXR あるいは調製した LXR-LBD
に対してリガンドを添加して、あるいはリガ
ンド溶液に LXR を添加して検討を行ったが、
明確な結合を示す等温滴定曲線は得られな
かった。この時点で、LXR とそのリガンドは
結合したときの熱量変化が小さいか、解離定
数が大きいため結合する効率が低く、速やか
に離脱している可能性が考えられた。そこで、
結合の瞬間を感度良く捉えるために、3H ラベ
ル化したウアバゲニンを用いる検討をおこ
なった。3H ラベル化されたウアバインは市販
されているため、そこから酵素反応によって
ラムノースを切断し、簡易カラムによって 3H
ラベル化ウアバゲニンを調製した。また、検
討に際して結合していないタンパクを分離
する操作を減らす目的で、シンチレート剤を
含有するビーズを用いた。LXR、3H ラベル化
ウアバゲニン、シンチレート剤含有ビーズの
比率を種々検討したが、LXR とウアバゲニン
の明確な結合は見出せなかった。最後の方法
として蛍光偏光の変化を追跡する方法を検
討した。既知の蛍光を示す LXR リガンドを
合成し、LXR-LBD と混合したところ、蛍光
偏光の上昇が認められた。ここへ、T0901317

あるいはウアバゲニンをさらに添加したと
ころ、蛍光偏光の減少が認められた。すなわ
ち、ウアバゲニンが競合的に LXR へと結合
したことが示された。LXR には 2 種のサブタ
イプαとβが存在するが、ウアバゲニンの結
合はこの両者に確認され、レポーターアッセ
イの結果と一致するものであった。さらに、
報告されている LXR の X 線結晶構造解析を
利用したドッキングシミュレーションを検
討したところ、T0901317 と同じポケットに収
まること、安定化エネルギーが既知 LXR リ
ガンドとほぼ同等であることが算出された。
さらに、他種の核内受容体で同様の計算を行
ったが、ウアバゲニンは上手くポケットには
はまらず、安定化エネルギーも低いものとな
った。以上より、ウアバゲニンは LXR に選
択的なリガンドであることが示された。 
②次に、生物活性について評価した。肝臓由
来細胞に対して T0901317 を作用させたとこ
ろ、abca1、srebp1c、fas といった脂質代謝関
連遺伝子の発現上昇が確認されたが、ウアバ
ゲニンを作用させてもそのような効果はな
かった。オキシステロール類は肝臓で分解さ
れるという報告があるため、ウアバゲニンが
分解されて活性を発現しない可能性が考え
られた。そこで、腎臓由来細胞でも同様の検
討を行ったが、やはりウアバゲニンは活性を
示さず、T0901317 は上記遺伝子群の発現を上
昇させた。この作用の違いが、実際の脂肪肝
誘導にどのような影響を与えるかをマウス
を用いた動物実験で検証した。マウス腹腔内
に 10 mg/kgの投与量で 5日間連続投与したと
ころ、T0901317 投与群では有意な肝肥大と肝
トリグリセリド貯留量増加が認められたが、
ウアバゲニン投与群ではコントロール群と
有意差はなく、むしろ若干の低下が認められ
た。これらの結果より、ウアバゲニンは、LXR
のリガンドとして機能しながら脂肪肝を誘
導しない希有なリガンドであることが示さ
れた。 
③一方、近年報告された、腎集合尿細管に対
する ENaC発現抑制については、ENaCがα、
β、γの３種類のサブユニットから構成され
ており、そのいずれかが欠損しても ENaC の
機能が大幅に低減するとされていることか
ら、このサブユニットをそれぞれコードする
mRNA 量を定量的 PCR 法で評価した。その
結果、ウアバゲニンあるいは T0901317 を 1 
M の濃度で処理したところ、βおよびγサ
ブユニットの発現を有意に抑制した。以前の
報告では、ENaC の抑制作用が LXR を経由し
ていることが実験的には証明されていなか
ったため、本研究ではこの点も明らかにする
ための検討をおこなった。先述したように
LXR には２種のサブタイプが存在しており、
分布臓器やその役割も異なっている、そこで
siRNAによって効率的かつサブタイプ選択的
にノックダウンする方法を確立し、その条件
下で LXR リガンドを作用させた。LXRαを
ノックダウンした条件下では、非ノックダウ



ン条件と同様に ENaCβ、γの発現抑制が確
認された一方で、LXRβノックダウン条件で
はLXRリガンドのENaC発現抑制効果が消失
した。さらに、LXRβノックダウン、LXRα
過剰発現の条件下でもLXRリガンドのENaC
抑制効果は回復しなかったことから、ウアバ
ゲニンをはじめLXRリガンドのENaC発現抑
制活性は LXRβのみに依存していることを
明らかにした。また、ウアバゲニンの ENaC
発現抑制効果は、マウスを用いた動物実験で
も証明された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④LXR リガンドは、種々の疾病に関与してい
ることが示唆されているが、in vivo で用いる
と脂肪肝を誘導してしまう致命的な欠点が
有り、これが LXR の機能解明の大きな障害
となっていた。しかしながら、本研究課題で
見出したウアバゲニンは、脂肪肝を誘導する
事なく ENaC の発現を抑制する効果を示した。
腎臓での ENaC 発現抑制は降圧利尿作用に繋
がることからウアバゲニンは副作用の少な
い医薬リードとしての開発および LXR の機
能解明に繋がるツール分子として重要な役
割を担うと考えられる。 
 そこで、ウアバゲニンの生物活性について
さらに検討した。まず、マウス腎臓由来細胞
に対して、既存の LXR リガンドである
T0901317やGW3965がそれぞれ IC50値12 M、
3.2 M の細胞毒性を示したのに対して、ウア
バゲニンは 0.1 mM の濃度でも生育阻害を示
さなかった。また、GW3965 は、G1 アレスト
を引き起こすことが報告されているが、ウア
バゲニンを同濃度で処理しても細胞周期に

ほとんど影響を与えることはなかった。これ
らの結果を踏まえると、ウアバゲニンは既存
の LXR リガンドと比較して副作用を引き起
こしにくく、医薬リードへの開発が非常に有
望であることが判明した。 
⑤最後に、ウアバゲニンとウアバインの関係
性について検討する目的で、動物細胞のウア
バイン産生能について検証した。文献に記載
された通り、ラット副腎由来 PC12 細胞に対
してプロゲステロンを添加した場合にのみ、
ウアバインを産生していることを LC-MS に
よって確認した。しかしながら、ウアバゲニ
ンについては検出できなかったことから、比
較的速やかにウアバゲニンからウアバイン
へと変換されているものと推察した。この
PC12 細胞からラムノシル化酵素の単離につ
いては引き続き検討を行っている。 
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