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研究成果の概要（和文）：核内受容体 farnesoid X receptor に依存しないコレステロールを介
する回腸胆汁酸吸収の抑制機序の存在が明らかとなった。また回腸 ASBT のタンパクレベルでの
発現変動が回腸胆汁酸吸収の抑制機序の一因である事が示唆された。腸内細菌に依存する胆汁
酸の変換により回腸 ASBT の発現が調節されており、これにより消化管の胆汁酸吸収が制御され
ていることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： Intestinal bile acid absorption is negatively regulated through 
cholesterol signaling in an FXR-independent manner.  Intestinal bile acid absorption is 
also regulated through enterobacteria-mediated bile acid transformation. 
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1.  研究開始当初の背景 

脂質代謝異常症のうち高コレステロー
ル血症の治療薬として胆汁酸吸着剤や
胆汁酸吸収阻害剤が使用されている。よ
って消化管からの胆汁酸の吸収と血中
コレステロールレベルには密接な関連
があることが示唆されている。ところが
これらの両者を結びつける機序につい
てはいまだ多くの知見はなく、消化管か
らの胆汁酸吸収がどのような機序によ
り調節されているかについてもほとん
ど知見がない。 
 

２．研究の目的 

血中コレステロールレベルは多くの脂
質代謝異常症と関連があり、その調節は
健康維持のために重要である。このコレ
ステロールレベルの調節に生体内胆汁
酸レベルは密接に関わっており、そのレ
ベルは消化管からの胆汁酸吸収に依存
している。これらの観点から、消化管か
らの胆汁酸吸収の調節機序を明らかに
することにより生体内胆汁酸、コレステ
ロールレベルの制御機構を理解する。 

 
３．研究の方法 
(1)実験材料 
用いた胆汁酸はSigma-Aldorich(St. Louis, 
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Missouri, USA))あるいは Steraloids
（Newport, Rhode Island, USA） より購入
した。抗ASBT抗体はDr. Paul A. Dawson (Wake 
Forest University School of medicine) よ
り供与された。Fxr 欠損マウスは米国国立衛
生研究所(Dr. Frank J. Gonzalez)より供与
された。 

 
(2)動物への薬物処置 
雄性の C57BL/6N マウスあるいは Fxr 欠損マ
ウスを用いる。コレステロールと胆汁酸の併
用投与実験ではコレステロール
(0.5%,1.25%)と胆汁酸(0.5%)を混餌で６日
間投与した。抗菌薬(アンピシリン)投与実験
ではアンピシリン(100 mg/kg)、胆汁酸(500 
mg/kg)を強制経口投与した。アンピシリンは
３日、７日、１４日投与、胆汁酸はアンピシ
リン投与最終日に一度投与した。 
 
(3)胆汁酸組成解析 
HPLC を用いて組成解析を実施した。分離カラ
ムは L-column ODS 2.1×150 mm (5 μm) (財
団法人 化学物質評価研究機構)を反応カラ
ムは Enzymepak 3α-HSD column 4.0×20 mm 
(日本分光)を用いた。胆汁酸は
3・-hydroxysteroid dehydrogenase 
(3α-HSD)による反応で生成するβ-NADH を Ex 
365 nm, Em 470 nm (FP-920S) (日本分光)で
検出した。 
 
(4)ｍＲＮＡレベルの定量 
Power SYBR® Green PCR mix (Applied 
Biosystems)を用い ABI PRISM®7000 で解析し
た。 
 
(5)Asbt タンパクレベルの定量 

一次抗体として PBS で 500 倍希釈した
anti-rodent Asbt抗体 (produced in rabbit)、
二次抗体として PBS で 3000 倍希釈した
anti-rabbit IgG-alkaline phosphatase 
(produced in goat) と順次反応させ、発色
液で反応させた。検出されたバンドはスキャ
ナー (EPSON Colorio GT-8700) で読み取り、
NIH Image (Ver. 1.59) を用いて定量した。 
 
 
４．研究成果 
(1)Fxr 欠損マウスへのコレステロールある
いはコール酸投与の消化管胆汁酸吸収への
影響 
Fxr 欠損マウスに 1.25%コレステロールある
いは 0.5%コール酸を投与すると肝内の胆汁
酸レベルはコール酸投与で上昇したが、コレ
ステロール併用によってその上昇は抑制さ
れた。この抑制の程度はコレステロールの投
与容量に依存した。このことからコレステロ
ール投与は Fxrに依存せずに胆汁酸レベルの

増加を抑制することが示唆された。そこでこ
の時の消化管からの胆汁酸吸収能について
解析した。門脈中胆汁酸濃度はコレステロー
ル併用により低下した。In situ ループ法に
より胆汁酸吸収能を評価したところコレス
テロール併用により吸収能の減少が認めら
れた。回腸 Asbt mRNA レベルはコレステロー
ル併用によって変動は認められなかったが、
回腸刷子縁膜中の Asbt タンパクレベルの有
意な減少が認められた(図１)。この結果より
コレステロール投与はFxrに依存せずにAsbt 

図１ コール酸(CA)投与マウスの回腸 Asbtタ
ンパクレベルへのコレステロール(Chol)併
用投与の影響 
 
タンパクレベルを低下させ、回腸からの胆汁
酸吸収を減少させることが示唆された。 
 
(2)抗菌薬投与による胆汁酸動態の変動 
胆汁酸プールサイズは、肝臓でのコレステロ
ールからの胆汁酸合成、胆汁中への胆汁酸排
泄および消化管から肝臓への胆汁酸吸収の 3
つの要因のバランスによって厳密に調節さ
れている。我々は、マウスへの 3 日間のアン
ピシリン投与による腸内細菌数の減少とそ
れに起因する胆汁酸組成変動が、肝臓におけ
る胆汁酸の合成および胆汁中排泄を亢進す
ることを見出した。したがって、胆汁酸プー
ルサイズが上昇し、糞中胆汁酸排泄量も増加
することが予想された。しかし、実際には糞
中胆汁酸排泄量が減少することが確認され
た。これらの事実は、ABPC の投与により、 

図２ 糞中胆汁酸排泄速度におけるアンピ
シリン(ABPC)投与の影響  



消化管から肝臓への胆汁酸吸収が亢進し
ていることを示唆するものである。 
本研究では、C57BL/6 雄性マウスに 1日、3 
日間、7日間と ABPC を継続的に投与し、胆汁
酸吸収の亢進を確認するために門脈血中胆
汁酸濃度および糞中胆汁酸排泄量を測定し
た。ABPC 投与によって胆汁酸吸収が亢進する
ことを確認するために、1日、3日間、7日間
と 100 mg/kg で ABPC を継続的に投与したマ
ウスより、門脈血を採取し、HPLC を用いてそ
の胆汁酸濃度を測定した。また 3日間の ABPC
投与の後、投与を中止して 4 日目以降は
Vehicle を投与した ABPC 投与中止群 
も実施した。門脈血中胆汁酸濃度は 3 日間、
7日間のABPC投与群で対照群に対して有意に
上昇した。また、ABPC 投与中止群では  
対照群と同程度であった。 
糞中胆汁酸排泄量が ABPC 投与により減少す
るかどうかを検討した。ABPC 最終投与後 24
時間でマウスが排泄した糞を個体ごとに採
取し、HPLC を用いて糞中胆汁酸排泄量を測定
した。その結果、これまでの知見と一致して、
糞中胆汁酸排泄量は ABPC 投与群で対照群に
対して大きく減少した(図２)。一方で、新規
な知見として ABPC 投与中止群では対照群に
対して増加することが確認された。ABPC 投与
後 1日ですでに糞中胆汁酸排泄量が有意に減
少しており、ABPC 投与中止群では糞中胆汁酸
排泄量が対照群に対して増加するという新
たな知見も得られた。 

ABPC 投与中止群で、門脈血中胆汁酸濃度が
対照群と同程度に戻り、糞中胆汁酸排泄量が
対照群に対して増加した。このとき糞中の腸
内細菌 DNAレベルは溶媒対照群のレベルまで
回復していた。これは本研究において得られ
た新たな知見であり、腸内細菌が胆汁酸吸収
に関与している可能性を強く示唆するもの
である。 
 
(3) ABPC 投与による回腸 Asbt 発現の変動 
ABPC 投与により消化管からの胆汁酸吸収が
亢進する可能性が示された。この理由を明ら
かにするために、胆汁酸再吸収の律速段階で
あると考えられている胆汁酸吸収トランス
ポーターの Asbt 発現が ABPC の投与によりど
のように変動するのかを検討した。 
まず、回腸刷子縁膜上の Asbt タンパク質発
現量は ABPC 投与回数依存的に増加し、それ
ぞれ対照群に対し、ABPC 投与 1 日で 1.3 倍、
3 日間で 2.8 倍、7 日間で 6.3 倍にまで増加
することが示された。また、これまでの結果
から予想される通り、ABPC 投与中止群ではそ
の発現量が対照群と同程度にまで減少する
ことが確認できた (図３)。これらの結果から
ABPC 投与による消化管からの胆汁酸吸収の
亢進には回腸刷子縁膜の Asbt タンパク質 
 

図３タンパク発現へのアンピシリン(ABPC)
投与の影響 
 
発現量の増加が関与することが示唆された。 

そこで、Asbt タンパク質発現量の増加が、
mRNA 発現レベルの増加に起因するものなの
かどうかを調べるために、回腸末端部におけ
る Asbt mRNA 発現レベルを測定した。その結
果、3日間、7日間の ABPC 投与群で mRNA 発
現レベルは対照群に対して有意に上昇し、一
方で、ABPC 投与中止群の mRNA 発現レベルは
対照群と同程度であり、タンパク質発現量の
変動とほぼ一致する結果が得られた (図４)。
以上の結果から、ABPC 投与による消化管から
の胆汁酸吸収の亢進には、回腸刷子縁膜にお 

図４ 回腸 Asbt mRNA 発現におけるアンピシ
リン(ABPC)投与の影響 

 
ける Asbt タンク質発現量の増加が関与する
が、その発現量増加には Asbt mRNA 発現レベ
ルの上昇が一部寄与することが明らかとな
った。 

しかし、1日の ABPC 投与群では、Asbt タ
ンパク質発現量が増加しているにもかかわ
らず、mRNA 発現レベルには有意な上昇が見ら
れなかった。これより、回腸における Asbt
タンパク質発現量増加の原因として、Asbt 
mRNA 発現レベルの上昇だけではなく、タンパ
ク質レベルの調節も寄与している可能性が
考えられた。したがって今後は、こちらの可
能性に関しても検討する必要があると考え
られた。 
 
(4) ABPC 投与による回腸 Asbt 発現上昇の機
序解析 



肝臓から排泄された消化管管腔内の胆汁
酸は、消化管細胞に取り込まれると、胆汁酸
の核内受容体である farnesoid X receptor 
(FXR) と結合し、FXR を活性化する。この FXR
は、胆汁酸やコレステロールのホメオスタシ
スに関与する様々な遺伝子の転写を活性化
することが知られている。ASBT の発現調節に
寄与する FXR 標的遺伝子には、small 
heterodimer partner (SHP) や、fibroblast 
growth factor 15/19 (FGF15/19) などが存
在し、これらはいずれも ASBT 発現を抑制的
に制御することがこれまでに報告されてき
た。しかし近年、胆汁酸が FXR を介さずに
FGF15/19 発現を調節する機序を示唆する事
実も数多く報告されているため、FXR に依存
しない FGF15/19 による ASBT 発現抑制機序が
存在する可能性も考えられている。本研究に
おいては Fxr シグナルおよび Fgf15 mRNA 発
現レベルの変動に着目した。Fxr シグナルの
変動を評価する指標としては、そのリガンド
となる小腸管腔内の胆汁酸の組成変動を解
析した。 

ABPC 投与による Asbt 発現上昇の原因を明
らかにするために、Asbt 発現抑制系の変動に
関して種々の解析を行った。 

まず、Fxr のリガンドとなる小腸管腔内の
胆汁酸に変動があるのではないかと考え、
ABPC 投与による小腸管腔内胆汁酸組成の変
動を解析したところ、非抱合型一次胆汁酸で
あるコール酸 (CA) や、二次胆汁酸であるタ
ウロデオキシコール酸 (TDCA) の胆汁酸量
が、ABPC 投与群 

 
表 1消化管管腔内の胆汁酸組成におけるアン
ピシリン投与の影響 

 
 
で検出限界以下にまで減少し、投与中止群で
は回復することを見出した (表１)。消化管
に排泄される胆汁酸はほとんどが抱合型一
次胆汁酸である。腸内細菌はこの抱合型一次
胆汁酸の脱抱合反応や、一次胆汁酸から二次
胆汁酸への変換反応を行うことから、ABPC 投

与による腸内細菌数の減少が、これらの非抱
合型一次胆汁酸や二次胆汁酸の減少を引き
起こしたと考えられる。そして、これらの胆
汁酸は代謝前の抱合型一次胆汁酸と比較し
て一般的に Fxrとの親和性が高いとされてお
り、さらに当研究室の研究により、これらの
胆汁酸が FXRシグナルを強く活性化すること
が示唆されている。したがって、ABPC 投与に
よる Asbt 発現の上昇には、これら CAや TDCA
の減少に起因する Fxrシグナルの抑制が関与
する可能性が示された。 

次に、Fxr の標的遺伝子である Fgf15 の
mRNA 発現レベルを測定したところ、ABPC 投
与群ではその発現が対照群に対して約 50 分
の 1から約 5分の 1まで有意に減少し、投与
中止群では対照群に対 
 

図５ 回腸 Fgf15 mRNA 発現におけるアンピ
シリン投与の影響 

 
して上昇傾向にあることが確認された (図
５)。この事実は、ABPC 投与により Fxr シグ
ナルの抑制が起こっていることを支持する
ものである。さらに、前述のように Fgf15 自
身も Asbt発現を抑制的に調節することから、 
ABPC 投与による Asbt 発現の上昇には、管腔
内胆汁酸組成変動に起因する Fgf15発現抑制
も関与する可能性が示された。 
 しかし、本研究において、これらの可能性
を決定づける明確な証拠はなく、今後、更な
る研究が必要であると考えられた。 
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