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研究成果の概要：本研究では、薬物応答性の核内受容体 CAR および PXR はコレステロール合成

に関わる酵素の遺伝子発現調節を正に調節すること、また、マウスの主要な薬物代謝酵素

Cyp3a11 の発現はコレステロール欠乏により活性化される転写因子 SREBP により抑制的に制御

されることが明らかとなった。これらの結果は、脂質代謝と薬物代謝の間に転写調節因子を介

したクロストークが存在することを示唆している。 
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１．研究開始当初の背景 
 生体は異物の暴露に応じてその排泄に関
わる薬物代謝酵素や薬物トランスポーター
の発現を亢進し、異物除去能力を上昇させる。
この異物除去関連遺伝子の転写亢進には、核
内受容体スーパーファミリーに属する転写
因子の constitutive androstane receptor
（CAR）および pregnane X receptor（PXR）
が中心的な役割を果たしている。薬物の暴露
により活性化されたこれら核内受容体は、標
的遺伝子のプロモーター領域に結合してそ
の転写を亢進する。CAR と PXR の代表的な標
的遺伝子として、薬物代謝酵素チトクロム

P450（CYP）ファミリーの遺伝子が知られて
おり、古くから CYP 誘導剤として知られてい
たフェノバルビタールとデキサメタゾンは
それぞれ CAR および PXR を活性化することで
CYP 遺伝子の発現を亢進する。これらのこと
から、CAR と PXR は生体の異物センサーとし
て働き、生体内の異物レベルをコントロール
する重要な転写調節因子として考えられて
いる。 
 一方、フェノバルビタールやデキサメタゾ
ンは、齧歯動物において肝臓中や血中の糖
質・脂質レベルを変動させることも知られて
いる。しかしながら、その分子機構は明らか



になっておらず、これらの変動が、CYP 遺伝
子の場合と同様に、CAR や PXR を介した脂質・
糖質代謝関連遺伝子の直接的な発現調節に
より起こるのか否かは不明であった。 
 薬物代謝酵素の発現レベルは、薬物などの
外来異物の暴露だけではなく、生理的・病理
的要因によっても変動することが知られて
いる。しかし、その分子機構には不明な点が
多い。研究代表者らは、1)遺伝性肥満・糖尿
病モデル動物の Zucker fatty ラットにおけ
る肝 CYP2B酵素の構成的発現量やフェノバル
ビタール誘導性の低下は、CAR の発現レベル
の低下に起因すること、2)遺伝性糖尿病モデ
ル動物の db/db マウスの肝では、CAR や PXR、
peroxisome proliferator-activated 
receptor αとこれらの標的遺伝子である
Cyp2b10 や Cyp4a10 の発現量が亢進している
こと、3) 高脂肪食摂取により作製した食餌
性肥満マウスの肝では、Cyp3a の発現レベル
が低下していることなどを見出している。 
 以上のことから、エネルギー代謝と薬物代
謝の調節機構が、核内受容体やその他の転写
因子を介して、機能的に連関しているのでは
ないかと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、エネルギー代謝と薬物代謝の
転写因子レベルでのクロストークを明らか
にするために、1) 薬物応答性の核内受容体
CAR および PXR の脂質・糖質代謝調節におけ
る役割の解明、2)脂質レベルの変動に伴う薬
物代謝酵素発現変動機構の解明を目的とし
た。本研究成果により、これまでは生体内か
らの異物除去に関わる転写調節因子として
考えられていた CAR および PXR の新たな生理
機能が明らかとなると考えられた。また、脂
質代謝変動に伴う薬物代謝酵素の発現変動
機構の解明は、肥満や糖尿病といった脂質代
謝異常症患者におけるより効果的な薬物療
法の実践にもつながるのではないかと考え
られた。 
 
３．研究の方法 
1) CAR による脂質・糖質代謝関連遺伝子の
発現調節 
マウス肝mRNAレベルの測定 
 野生型マウスあるいは CAR 欠損マウスに
1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]ben-
zene（TCPOBOP）を 3 mg/kg で２日間腹腔内
投与した。対照には未処理マウスを用いた。
これらマウスの肝臓より、総 RNA を抽出し、
逆転写 PCR 法により mRNA レベルを測定した。 
レポーターアッセイ 
 マウスあるいはヒトゲノムDNAを鋳型とし
てPCRにより種々の長さのDHCR24遺伝子プロ
モーター領域を増幅して、これらをルシフェ
ラーゼレポーターベクターpGL3に挿入し、レ

ポーターコンストラクトを作製した。ヒトCAR
およびヒトPXR発現プラスミドはPCRにより増
幅した両cDNAを哺乳細胞発現ベクター
pTargetに挿入することにより得た。これらを、
phRL-TKと共にリン酸カルシウム法により
HepG2細胞に導入した。12時間後に、溶媒（0.1% 
DMSO）、0.5 μM 6-(4-chloro- 
phenyl)imidazo[2,1-b][1,3]thiazole-5-car
baldehyde O-(3,4-dicholorobenzyl) oxi- 
me（CITCO）または10 μMリファンピシンを含
む培地に交換し、さらに24時間培養した。そ
の後細胞抽出液を調製し、デュアルルシフェ
ラーゼレポーターアッセイシステムによりレ
ポーター活性を測定した。 
 
2) 脂質レベルの変動に伴う薬物代謝酵素の
発現変動機構 
食餌成分の影響 
 ９週齢の雄性 C57BL/6 マウスに、対照食
（CE-2 または高コーンスターチ食(HCS 
diet)）、高スクロース食（HS diet）または
2%コレステロールを含む HCS diet を８日間
与えた。肝ミクロソームを調製し、抗 CYP3A4
抗体を用いてウェスタンブロッティングを
行なった。 
 
レポーターアッセイ 
 マウスゲノム DNA を鋳型として PCR により
種々の長さの Cyp3a11遺伝子プロモーター領
域を増幅し、これをルシフェラーゼレポータ
ーベクターpGL4 に挿入し、レポーターコンス
トラクトを作製した。ヒトsterol regulatory 
element-binding protein 2（SREBP2）発現
プラスミドは、PCR により増幅した cDNA を
pTargeT に挿入することにより得た。これら
を、pSV-β-galactosidase と共にリン酸カル
シウム法により HepG2 細胞に導入した。８時
間後に培地を交換し、さらに 40 時間培養し
た。その後細胞抽出液を調製してレポーター
活性を測定した。 
 
ゲルシフトアッセイ 
 ヒト hepatocyte nuclear factor-4α（HNF- 
4α）あるいはヒト SREBP2 の cDNA を pTNT ベ
クターに挿入し、これらを用いて in vitro
転写・翻訳を行い、両タンパク質を得た。こ
れらと 32P標識したプローブDNAを反応させ、
ポリアクリルアミドゲルにより複合体を分
離した。その後、放射活性を FLA-3000 イメ
ージアナライザーにより検出した。 
 
４．研究成果 
1) CAR による脂質・糖質代謝関連遺伝子の
発現調節 
  
 野生型マウスおよび CAR 欠損マウスに
TCPOBOP を投与し、コレステロール合成に関



わる遺伝子の肝 mRNAレベルを測定した（Fig. 
1）。その結果、HMG-CoA 合成酵素 1（HMGCS1）、
HMG-CoA 還元酵素（HMGCR）、スクワレンエポ
キシダーゼ（SQLE）および 24-デヒドロコレ
ステロール還元酵素（DHCR24）の mRNA レベ
ルは TCPOBOP の投与により増加した。またそ
の増加の度合いは野生型マウスに比べて CAR
欠損マウスで低かった。これらのことから、
これら遺伝子の発現がCARにより調節されて
いる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本研究では、これら遺伝子のうち、コレス
テロール合成の最終反応を触媒し、発現調節
機構が不明である DHCR24 に着目し、その CAR
による転写調節機構の解析を進めた。 
 まず、ヒトおよびマウスの DHCR24 遺伝子
のプロモーター領域約 4 kb を含むルシフェ
ラーゼレポータープラスミドを作製し、ヒト
肝癌由来HepG2細胞を用いてレポーターアッ
セイを行なった（Fig. 2）。その結果、ヒト
およびマウスのいずれのコンストラクトに
おいても、ヒト CAR を共発現し、ヒト CAR 活
性化物質 CITCO を処理すると、レポーター活
性は 1.5〜2 倍に増加した。これらの結果よ
り、ヒトとマウスの DHCR24 遺伝子は CAR に
より転写活性化されることが示唆された。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこでさらに、ヒト DHCR24 遺伝子につい
て、プロモーター領域を段階的に欠失したコ
ンストラクトを作製してレポーターアッセ
イを行い、CAR 応答領域の同定を行なった
（Fig. 3）。その結果、CAR は-1532 から-1445

の領域を介してヒト DHCR24 遺伝子の転写を
活性化することが示された。この領域には複
数の核内受容体結合モチーフが認められた
ことから、現在 CAR 結合配列の同定を進めて
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 本研究ではさらに、ヒト DHCR24 遺伝子が
PXR による転写調節を受けるか否かについて、
レポーターアッセイにより解析した（Fig. 4）。
その結果、ヒト DHCR24 遺伝子はヒト CAR だ
けでなく、ヒト PXR によっても転写活性化さ
れる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、マウス肝において、コレ
ステロール合成に関わる複数の遺伝子の発
現が CARにより調節されている可能性がある
こと、またヒト DHCR24 遺伝子は CAR や PXR
により転写活性化されることが明らかとな
った。 



 
 
2) 脂質レベルの変動に伴う薬物代謝酵素の
発現変動機構 
 研究代表者らは、高スクロース・高脂肪食
の摂取によりマウス肝Cyp3a11 レベルが低下
することを報告している。この低下機構を明
らかにするため、まず、食餌中のスクロース
の影響を調べた。マウスに、スクロースを 65%
含む飼料（HS diet）、あるいは対照としてス
クロースの代わりに 50%コーンスターチと
15%マルトデキストリンを含む飼料（HCS 
diet）または CE-2 を８日間摂取させ、肝の
Cyp3a11 レベルを測定した（Fig. 5A）。その
結果、HS diet と HCS diet のいずれを摂取さ
せた場合にも、CE-2 を摂取させた場合に比べ
て Cyp3a11 タンパク質レベルは低下した。ま
た Cyp3a11 mRNA レベルも同様の傾向を示し
た（データ示さず）。これらの結果より、高
スクロース・高脂肪食の摂取で認められた
Cyp3a11 レベルの低下は、飼料中のスクロー
ス含量とは関連していないことが示唆され
た。 
 これまで用いてきた高スクロース・高脂肪
食、HS diet ならびに HCS diet のコレステロ
ール含量は、CE-2（約 0.1%）の約 1/6 から
1/25 である。そこで次に、飼料中のコレステ
ロール含量と Cyp3a11レベルの関連を解析す
るため、マウスに CE-2、HCS diet または 2%
コレステロールを含む HCS diet を８日間摂
取させ、Cyp3a11レベルを測定した（Fig. 5B）。
その結果、コレステロールを添加した HCS 
dietを与えたマウスの肝Cyp3a11タンパク質
レベルは、CE-2 を与えた場合と同程度であっ
た。また、Cyp3a11 mRNA レベルも同様の傾向
を示した（データ示さず）。以上の結果より、
飼料中のコレステロールの欠乏は、肝
Cyp3a11 発現レベルを低下させることが示唆
された。 
 
 
 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 コレステロールの欠乏により活性化され
る転写因子 SREBP2 は、HNF-4 などの核内受容
体の転写活性を抑制することが報告されて
いる。そこで本研究では、Cyp3a11 発現に対
する SREBP2 の影響を in vitro レポーターア
ッセイにより解析した。Cyp3a11 のプロモー

ター領域 3.4 kb を含むレポーターコンスト
ラクト（pGL4-3a11-3.4k）とヒト SREBP2 発
現プラスミドを HepG2 細胞に同時に導入した
ところ、レポーター活性は SREBP2 発現プラ
スミドの導入量依存的に低下した（Fig. 6）。
このことから、SREBP2 は Cyp3a11 の発現を負
に調節する可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 そこで次に、プロモーター領域を段階的に
欠失したレポーターコンストラクトを作製
し、SREBP2応答領域の同定を試みた（Fig. 7）。
その結果、-1725 から-1524 の領域を欠失す
ると SREBP2 による Cyp3a11 レポーター活性
の抑制が認められなくなった。したがって、
SREBP2 はこの領域を介して、Cyp3a11 の発現
抑制効果を発揮すると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 TESS（Transcription Element Search Sys- 
tem）を利用してこの領域に結合しうる転写
因子を検索したところ、-1568 から-1580 に
存在する direct repeat separated by 1 
nucleotide（DR1）タイプの核内受容体結合



モチーフに HNF-4 が結合する可能性が見出さ
れた。そこで、実際にこの領域をプローブと
してゲルシフトアッセイを行なったところ、
この DR1 にヒト HNF-4αが結合することが示
された（Fig. 8）。一方、ヒト SREBP2 はこの
配列には結合しなかった（データ示さず）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 前述のように SREBP2 は HNF-4 の転写活性
を抑制することが報告されている。そこで次
に、SREBP2 依存的な Cyp3a11 レポーター活性
抑制における DR1モチーフの重要性を調べる
ため、DR1 に変異を導入したレポーターコン
ストラクトを作製し、レポーターアッセイを
行なった（Fig. 9）。その結果、DR1 への変異
導入により、構成的なレポーター活性は低下
し、また SREBP2 依存的なレポーター活性の
抑制は認められなくなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、Cyp3a11 遺伝子は、-1568
から-1580に存在するDR1を介してHNF-4αに
より転写活性化されること、コレステロール
欠乏により活性化される転写因子SREBP2 は、
この HNF-4αによる転写を阻害することで
Cyp3a11 の発現を抑制する可能性があること
が示された。今後は、Cyp3a11 遺伝子プロモ
ーター上における SREBP2 と HNF-4 の相互作
用について、より詳細な解析を行なうととも
に、この SREBP2 依存的な Cyp3a11 遺伝子の
転写抑制と、コレステロール欠乏飼料の摂取
で認められるマウス肝Cyp3a11 発現レベルの
低下との関連について解析する必要がある。 
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