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研究成果の概要（和文）：本研究では、動脈硬化抑制に作用するRORα核内受容体について、その制御下にある
標的遺伝子の同定とともに、その活性化法について検討した。CRISPR-Cas9システムによりRORα遺伝子欠損細胞
を作成し、その遺伝子発現とin vitro結合性の評価によってRORαの標的遺伝子を同定した。また、その標的遺
伝子の発現は、RORαを活性化させる合成アゴニストの作用により誘導された。さらなる研究によって、RORαア
ゴニストによる治療応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：We identified the target genes of the RORα nuclear receptor that suppresses
 atherosclerosis and analyzed the activation methods of these genes. First, RORα gene-deficient 
cells were generated by the CRISPR-Cas9 system. Next, target genes of RORα were identified by gene 
expression and in vitro binding ability analysis. In addition, expression of its target genes was 
induced by synthetic agonists that activate RORα. Further research is expected to lead to 
therapeutic applications of RORα agonists.

研究分野：遺伝生化学

キーワード： 動脈硬化　脂質代謝　核内受容体　発現制御　アゴニスト

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化の薬物治療において脂質降下薬が臨床応用されている。しかし、すでに細胞内に蓄積された脂質の除去
効果は十分でなく、新たな治療薬の開発が必要である。核内受容体はリガンドにより活性制御が可能であること
から、創薬の重要な標的分子として注目されている。本研究では、動脈硬化抑制に作用するRORα核内受容体に
ついて、その標的遺伝子を同定し、その制御系をRORαアゴニストにより活性化することで細胞内の蓄積脂質の
除去作用が示された。今後、RORα制御系とその活性化様式をより詳細に解析することで、創薬への発展を目指
す。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
心疾患と脳血管疾患は本邦の死因上位であり、その主因は動脈硬化により惹き起こされる。
また、動脈硬化の薬物治療においては、スタチン、フィブラートなどの薬剤が臨床現場で応用
されている。しかし、これら薬剤は脂質降下作用により予防には効果的であるが、すでに蓄積
された脂質を除去する効果は十分でなく、新たな治療薬の開発が必要である。 
 核内受容体はリガンドにより活性制御が可能であることから、創薬の重要な標的分子として
注目されている。RORα（Retinoid-related Orphan Receptor alpha）核内受容体のノックア
ウトマウスの表現型は、血漿 HDL コレステロールの低下や過剰な炎症反応を引き起こし、高
脂肪食摂取により動脈硬化病変の増悪が示される。すなわち、RORαによる転写制御ネットワ
ークのはたらきには、動脈硬化の進展抑制作用があると推測される。このような背景により、
RORα標的遺伝子群の探索とともに、RORαを制御する創薬応用への研究に着手した。 
 
 
２．研究の目的 
 
動脈硬化抑制に寄与する RORαの標的遺伝子群を探索するとともに、その制御系の活性化に
対する RORαアゴニストの効果を評価することで、動脈硬化治療を目指した標的分子の同定お
よび動脈硬化に対する効果的な治療薬の開発を目的とする。 
我々がこれまでに確立した RORα核内受容体の標的遺伝子候補群の選出法を発展させ、

RORα機能欠損細胞を用いた抑制系に加えて、RORαアゴニストを用いた活性化系を組み合わ
せることで、標的遺伝子を絞り込む。この戦略が確立できれば、他の核内受容体の標的探索や
アゴニストの薬理作用を評価する際にも応用可能で汎用性がある。 
本研究の発展により、RORαの制御ネットワークを効果的に調節する基盤技術が確立でき、
動脈硬化治療への応用が期待される。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、RORα遺伝子欠損細胞を用いた逆遺伝学的アプローチによる発現解析、および
RORαアゴニストを用いた薬理学的アプローチによる発現解析を組合わせ、動脈硬化抑制に関わ
る遺伝子群を同定した。これら遺伝子は、RORαアゴニストにより調節可能な抗動脈硬化遺伝子
であり、動脈硬化モデル動物の病変部位との関連性を評価することにより、動脈硬化の抑制機
序の解明と新規薬物療法の基盤開発につながると期待される。 
 
(1) RORα機能欠損細胞により発現減少する遺伝子群の選出 
RORαの制御下にある遺伝子群を選出するために、RORα遺伝子をノックアウトした RORα機能
欠損細胞を用いて、RNA-seq 法によるトランスクリプトーム解析を行った。RORα機能欠損細胞
は、CRISPR-Cas9システムのPITCh-KIKO法を用いて、RORα遺伝子の第3エクソン内への薬剤耐
性および緑色蛍光タンパク質の遺伝子カセットを挿入することで作成した。この細胞を用いて、
RNA-seq 法およびリアルタイム PCR 法により、RORαの抑制により発現減少する遺伝子群を標的
候補として選出した。 
 
(2) RORαアゴニストにより発現増加する遺伝子群の選出 
RORαを活性化させるアゴニストの薬理効果を評価するために、RORαアゴニストの処理細胞を
用いて RNA-seq 法およびリアルタイム PCR 法による遺伝子発現解析を行った。これにより、ROR
αアゴニストで発現増加する遺伝子群を選出した。 
 
(3) 多面的発現比較解析による RORα標的遺伝子の選出 
上記の(1)(2)で選出した各遺伝子群の中から、RORαの標的遺伝子を同定するために、RORα機
能欠損で発現減少し、尚且つ RORαアゴニストで発現増加する遺伝子を多面的アプローチによ
り抽出した。これにより、RORα制御下にある遺伝子で、尚且つ RORαアゴニストにより調節可
能な遺伝子を選出した。その遺伝子に対して、RORα過剰発現系や各種 RORαリガンドによる発
現への影響をリアルタイム PCR 法で評価した。 
 
(4) RORαアゴニスト活性化能の評価系の確立 
RORαを活性化させるアゴニストの活性化能を評価するために、HEK293 培養細胞による分泌型
ルシフェラーゼアッセイ系を確立した。Metridia Longa 由来の分泌型ルシフェラーゼ遺伝子の
上流に、RORα応答配列を含むプロモーターを連結させた pMet-Luc レポーターシステムを用い
ることで、細胞培養の上清中にルシフェラーゼを分泌させる実験系を構築した。 



 
４．研究成果 
 
国際ゲノムプロジェクトの成果で得られた 48 種の核内受容体のノックアウト解析により病態
に関連する転写因子が同定され、その一部はすでに国内外で臨床応用されている。例えば、
PPARαを標的とする脂質異常症薬（フィブラート系）、PPARγを標的とする糖尿病薬（チアゾリ
ジン系）、GRαを標的とする抗炎症薬（ステロイド系）など、多くの核内受容体を分子標的とし
た薬剤が広く利用されている。一方、本研究で着目する RORαは、動脈硬化の抑制に寄与する
ことは明らかにされているが、その標的遺伝子とアゴニストについては多くの部分が不明であ
る。そこで本研究では、RORαの標的遺伝子を同定するとともに、RORαアゴニストによる活性
化の評価系の構築に取り組んだ。この解析技術が確立できれば、疾病に関わる他の核内受容体
にも応用可能であり、今後の創薬および生命科学研究の発展に貢献できると期待される。 
 
(1) RORα機能欠損細胞により発現減少する遺伝子群を選出するために、CRISPR-Cas9 システム
の PITCh-KIKO 法によって、RORα遺伝子内への Puromycin 耐性および緑色蛍光タンパク質の遺
伝子カセットを挿入することで RORα機能欠損の HEK293 細胞を作成した。RORα機能欠損の確
認において、PCR 法によりゲノム DNA への遺伝子カセットの挿入が認められ、リアルタイム PCR
法により RORαの mRNA 発現減少も認められた。さらに、我々がこれまでに明らかにした RORα
標的遺伝子であるオキシステロール代謝酵素 CYP39A1 やコレステロール逆転送系酵素 NCEH1 の
mRNA 発現減少も認められた。 
RORα機能欠損細胞および野生型細胞を用いて、RNA-seq 法によりトランスクリプトームを比較
した。結果、RORα欠損により 2倍以下に発現減少する 327 遺伝子および 2倍以上に発現増加す
る 230 遺伝子が選出された。これら発現減少した遺伝子の中には、既知の RORα標的遺伝子の
他に、新たな RORα標的遺伝子候補として、免疫、炎症、糖代謝、脂質代謝、細胞接着などの
関連遺伝子が選出された。 
 
(2) RORαアゴニストにより発現増加する遺伝子群を選出するために、RORαアゴニストを 48 時
間処理した HEK293 細胞を用いて RNA-seq 法およびリアルタイム PCR 法による遺伝子発現解析を
行った。結果、RORαアゴニストにより 2倍以上に発現増加する 112 遺伝子および 2倍以下に発
現減少する 567 遺伝子が選出された。 
肝細胞に対する RORαリガンドの影響を評価するために、HepG2 細胞を用いて RORαアゴニスト
である SR1078 を処理したところ、RORα標的遺伝子である CYP39A1 の発現亢進が示された。そ
の一方で、RORαインバースアゴニストであるSR1001を処理したところ、CYP39A1の発現減少が
示された。 
 
(3) 多面的発現比較解析により RORαの標的遺伝子を選出するために、上記の(1)(2)で選出し
た遺伝子群の中から、RORα機能欠損で発現減少し、尚且つ RORαアゴニストで発現増加する遺
伝子を抽出した。その遺伝子に対して、RORα過剰発現細胞を用いたリアルタイム PCR 法により
mRNA レベルでの発現増加を評価した。これにより、RORα制御下にある遺伝子で尚且つ RORαア
ゴニストにより調節可能な遺伝子を選出した。これら遺伝子については、動脈硬化との関連性
を明らかにするために、詳細な解析を進めている。 
 
(4) RORαアゴニストの活性化能を評価するために、HEK293 培養細胞による分泌型ルシフェラ
ーゼアッセイ系の確立を試みた。Metridia Longa 由来の分泌型ルシフェラーゼ遺伝子の上流に、
RORα応答配列を含むプロモーターを連結させた pMet-Luc レポーターシステムを作成し、これ
を用いて HEK293 細胞による分泌ルシフェラーゼ実験系を構築した。既知の RORαアゴニストに
よる活性化能を評価するために、合成 SR1078 および天然化合物ノビレチンを処理したところ、
いずれの化合物においても活性化が示され、RORαアゴニストの評価系が確立された。 
 
今後、本研究により選出した RORα標的遺伝子群において、それらの RORαアゴニストを介した
動脈硬化抑制作用について解析を進め、創薬分野への応用を目指す。 
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