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研究成果の概要（和文）：薬剤添加物は長期間・相当量が生体に暴露されうる化学物質である

が、ビタミンD代謝への影響は不明である。オーファン核内受容体SXRは、肝臓や腸管に発

現し、活性型ビタミンD3の分解酵素のひとつであるCYP3A4の転写調節を行っている。我々が

検討した8種類の薬剤添加物のうち4種類でSXRの転写刺激活性が認められた。特にアセチル

トリブチルクエン酸(ATBC)に強い転写活性が認められ、ラット腸管でCYP3A4の酵素誘導が

生じることが確認された。ATBCは食品ラップ、玩具、食品添加物などにも頻用されている。

ATBCによる腸上皮細胞における活性型ビタミンD3代謝の亢進は、腸粘膜からのカルシウム吸

収の低下など、骨代謝に悪影響を及ぼす可能性が示唆される。 

 
研究成果の概要（英文）：  Steroid and xenobiotic receptor (SXR) is activated by 
endogenous and exogenous chemicals. SXR is highly expressed in the liver and intestine, 
where it regulates CYP3A4, which in turn controls xenobiotic and endogenous hormone 
metabolism including active vitamin D. However, it is unclear whether drug additives 
exert such activity. We found that four of eight drug additives increased SXR-mediated 
transcription. In particular, acetyl tributyl citrate (ATBC), an industrial 
plasticizer widely used in products such as food wrap, vinyl toys, and pharmaceutical 
excipients, strongly activated SXR. Our in vitro and in vivo results suggest that 
ATBC specifically induces CYP3A in the intestine by activating SXR. We suggest that 
ATBC-containing products be used cautiously because they may alter metabolism of 
vitamin D. 
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１．研究開始当初の背景 
  活性型ビタミン D3の分解・代謝は、腎で
は CYP24A1 が、肝・腸管では CYP3A4 等の薬
物代謝酵素が主に関与している。オーファン
核内受容体 SXR は、肝臓や腸管に発現し、
CYP3A4 の転写調節をおこなっている。CYP3A4
の酵素誘導をおこす抗結核薬のリファンピシ
ン(RFP)や抗癲癇薬のフェニトイン等は SXR
にリガンドとして結合し、CYP3A4 の転写を活
性化することで、薬物相互作用の原因となる
が、内因性のホルモン代謝にも影響を与える。
例えば上記薬剤の長期連用は慢性的なCYP3A4
の誘導により活性型ビタミンD3代謝が亢進し
薬剤性骨軟化症を誘発する事が知られている。
我々はこれまでビスフェノール A（樹脂）や
フタル酸化合物（可塑剤）といった環境化学
物質が SXRのリガンドとして作用する事を報
告したが、薬剤添加物として利用されている
可塑剤があり、長期間・相当量が生体に暴露
されうる。しかしながらこれら添加物の SXR
のリガンド活性、さらにビタミン D代謝や骨
代謝への影響は不明である。 
 
２．研究の目的 
  薬剤添加物として用いられる可塑剤の
SXR のリガンド活性と、ビタミン D 代謝酵素
である CYP3A4 発現への影響について検討し
た。また SXR リガンドによるカルシウムチャ
ネル(TRPV6)発現への影響についても併せて
検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)培養細胞を用いたトランスフェクション
によるレポーターアッセイ：CV1 細胞にヒト
SXR発現プラスミドとCYP3A4遺伝子プロモー
ター領域のレポータープラスミドをトランス
フェクト後、細胞を種々の薬剤添加物の存在
下で培養しルシフェレース活性を測定した。 
(2)リアルタイム PCR：ヒト腸管由来細胞株の
LS174T 細胞、ヒト凍結肝細胞、ヒト肝臓癌由
来細胞株の HepaRG、FLC5，FLC7 を培養し種々
の濃度の RFP、ATBC、あるいは 1,25-D3存在下
に 24hr 培養後、cDNA を調製した。CYP3A4 mRNA
または TRPV6 mRNA 発現をリアルタイム PCR
にて測定し相対定量を行った。 
(3)siRNA によるノックダウン：SXR またはビ
タミンD 受容体(VDR)のsiRNAを LS174T細胞
に導入し、CYP3A4 mRNA 発現をリアルタイム
PCR にて測定し相対定量を行った。 
(4) LS174T 細胞における CYP3A4 の酵素活性
の測定：LS174T 細胞を培養し、添加物を加え
48 時 間 後 に P450-Glo (Luciferin-IPA) 
(Promega)を用いて、CYP3A4 の酵素活性を測

定した。 
(5)ラットへのATBC投与：7週齢のオスWistar
ラットの腹腔内、或いは経口的に ATBC を投
与し腸管（十二指腸、空腸、回腸）と肝臓を
摘出、トータルRNAを調整しリアルタイムPCR
法で CYP3A1 発現（ヒトの CYP3A4 に相当する）
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)薬剤添加物として用いられる 8 種の可塑
剤を用いてヒト SXRのリガンド転写活性を検
討したところ、4 種の可塑剤で CYP3A4 遺伝
子のプロモーター転写活性が増加した（図1)。
なかでもアセチルトリブチルクエン酸（ATBC）
に最も強い転写活性を認めた。また齧歯類の
SXRでもATBCによるリガンド転写活性が認め
られた。米国で販売されている降圧剤のジル
チアゼム徐放剤（Cardizem CD）中に 200 mg
あたり 12.6 mg の ATBC を検出した。最大投
与量を内服すると一日あたり約 20 mg の ATBC
が毎日暴露されうる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 

 
  ヒト腸管由来の LS174T 細胞を培養し
ATBC を添加し 24hr 後に細胞を回収しリアル
タイムPCRにてCYP3A4 mRNA発現を検討した。
ATBC 添加により濃度依存性に CYP3A4 mRNA 発
現が上昇した。さらに ATBC は 1,25-D3と相乗
的に CYP3A4 遺伝子発現を増強し VDR との相
互作用が考えられた。この ATBC の効果は SXR
の siRNAによるノックダウンで、また1,25-D3

の効果はVDRのsiRNAによるノックダウンで、
それぞれ減弱した事から、それぞれの受容体
を介した作用が考えられた（図2)。またLS174T
細胞でATBCにより1,25-D3と相加的にCYP3A4
の酵素活性が増加した。 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 2 

 次に、ヒト凍結肝細胞と３種類のヒト肝
由来の細胞株（HepaRG, FLC5, FLC7）を用
て CYP3A4 mRNA 発現を検討した。いずれの
胞でも RFP では濃度依存性に CYP3A4 mRNA
増加したが、ATBC を高濃度添加してもほと
どCYP3A4 mRNAの変化は認められなかった。 
 続いて vivo での解析としてラットに腹
内、或いは経口的に ATBC またはラット SXR
リガンドであるプレグネノロンカルボニト
ル(PCN)を投与後、腸管と肝臓を摘出して
P3A1 mRNA 発現をリアルタイム PCR で検討

した。PCN 刺激により、いずれの臓器でも
P3A1 mRNA が増加したのに対し、ATBC の投

 

 
 
 

VDR を介して TRPV6
現を増加しカルシウム吸収を促進する作用
ある。LS174T 細胞を用いて RFP と 1,25-D3

よる TRPV6発現の相互作用を検討した。RFP
basal の TRPV6 発現には影響しないが、
-D3 刺激で増加した TRPV6 発現を抑制す

作用が認められた（図 4）。なお ATBC では
らかなTRPV6 発現の抑制作用は認められな
った。同様に肝臓における RFP と 1,25-D3

相互作用をヒト肝臓癌由来の HepaRG 細胞
用いてリアルタイムPCRで検討した。HepaRG

細胞の TRPV6 mRNA は腸管に比べると
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P3A1(ヒトの CYP3A4 に相当する)のノック

アウトマウスによる 、肝臓のみならず
管における CYP3A4 も薬物の吸収・代謝に
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与では回腸で CYP3A1 mRNA が増加したが、肝
臓では変化が認められなかった（図 3)。以上
の vitro と vivo の結果から ATBC は SXR を介
して腸管特異的に CYP3A4 の酵素誘導を来す
ことが考えられた。 
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非常に低く LS174T 細胞に比べると RFP と
1,25-D3の相互作用は明らかでなかった。腸管
における SXR と VDR のクロストークによるビ
タミン D代謝酵素やカルシウム輸送体の発現
調節が薬剤性骨軟化症の成因に関与する事が
考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 

 

図 4 

考察・・今回、薬剤添加物として使用さ
いる ATBC に SXR の強いリガンド活性を
た。ATBC は、薬剤添加物のほか食品ラッ
玩具、食品添加物などにもフタル酸化合
代用として最も汎用される可塑剤である。
の作用は腸管特異的で、肝臓では CYP3A4

の誘導を認めなかった。これまで CY
による代謝系は主に肝臓において議論さ

、

C

4

CY
検討で

腸
重要な役割を持つ事が明らかとなっている。
ATBCが腸管特異的に作用する理由は不明であ
るが、例えば SXR のコアクティベーターやコ
リプレッサーの発現様式が肝臓と腸管粘膜に
おいて異なる可能性や、SXR にはリガンド作
用が異なるスプライシングバリアントが知ら
れており、SXR バリアントの発現様式が組織
において異なる可能性などが原因として考え
られる。 



  1,25-D3 により腸管細胞において CYP3A4
発現が誘導されるという現象は、能動的なカ
ルシウム吸収を担っている腸管細胞における
ビタミン D作用に関して負の調節機構が腸管
局所に存在することを示唆するものである。
しかしながら、このようなビタミン D作用と
は独立して ATBC が SXR を介して CYP3A4 を誘
導することは、局所におけるビタミン D作用
の程度や生体のカルシウム充足度とは関係な
く、ATBC が 1,25-D3の不活性化を促進する可
能性を示すものであり、ヒトのカルシウム代
謝に対して何らかの影響をもたらすことが懸

腸粘膜において 1,25-D3 代謝が

念される。 
  我々の検討では ATBC を含むある薬剤の
最大投与量を内服すると約 20 mg の ATBC が
毎日摂取されうる事を示した。レポーターア
ッセイでは ATBC が 1μM以上の濃度で明らか
な転写活性の増加が認められたが、経口的に
摂取された場合には、腸粘膜局所では高濃度
の ATBC が作用する可能性もある。即ち、腸
上皮細胞における活性型ビタミンD3代謝の亢
進は、腸粘膜におけるカルシウム吸収の低下
など骨代謝に悪影響を及ぼす可能性が懸念さ
れる。今後は長期にわたるラットへの ATBC
投与により、
亢進し、骨代謝マーカーの変化や骨量の減少
をきたすかどうかを明らかにする研究を進め
ていくことが課題である。 
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