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研究成果の概要（和文）：  
生体には医薬品や環境汚染物質などの生体外異物に対する防御機構が備わっている。核内受容
体 CAR は生体外異物を認識し、生体外への排泄を促進する代謝酵素やトランスポーターなど
の遺伝子群の発現を調節している。異物を認識した CAR の活性化は細胞質から核内への移行
し、遺伝子上流の CAR 応答配列上でコファクタータンパク質をリクルートする。本研究では
CAR の活性化の初期エベントである核移行には微小管ネットワーク及び importin/Ran 
system が関与していることを明らかにした。次に、コファクターのリクルートにリガンド結合
を要しない CAR のリガンド結合依存性変異体を用いて、これまで不可能であった不死化培養
細胞を用いたリガンドのスクリーニング系を確立した。これらの成果は、医薬品や環境化学物
質による毒性発現に対する防御機構の解明だけでなく、薬物代謝酵素の誘導等による薬物相互
作用の予測において動物愛護の観点からも重要である。  
研究成果の概要（英文）： 
Animals including human beings have a defense mechanism against the toxicity of xenobiotics 
such as medicinal compounds and environmental pollutants. The constitutive androstane receptor 
(CAR) plays an important role in this defense mechanism by transcriptionally activating target 
genes coding for the metabolic enzymes, transporters and so on. In this study, it was elucidated that 
the microtubule network and importin/Ran system played important roles in the activator mediated 
nuclear translocation of CAR in primary hepatocytes. In immortal cells, however, the ligand-free 
CAR is spontaneously translocated into the nuclear compartment where it transactivates target 
genes.  Using the ligand-dependent CAR mutant, the novel screening system for CAR ligand was 
established without sacrificing animals. All these findings will be beneficial in not only 
understanding of the d 
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１．研究開始当初の背景 
 
 生体外異物が侵入すると、これを認識した
レセプター型転写調節因子が細胞質から核
内へ移行し、標的遺伝子（酸化酵素、抱合酵
素、トランスポーターなど）の発現を誘導し
て代謝・排泄が促進される。このような異物
認識型核内受容体の１つである Constitutive 
Androstane Receptor (CAR)は継代培養細胞
において生体内とは同じ挙動を示さず、非刺
激下においても自発的に核へ移行してしま
う。また CAR はリガンドの非存在下におい
ても恒常的に活性化状態にあるため、生体内
での CAR を介した転写活性化は主に細胞質
から核への局在の変化によって調節されて
いると考えられるが、その詳細なメカニズム
は解明されていない。また医薬品開発の初期
には薬物相互作用の原因となる CAR の活性
化能の評価は不可欠である。このような CAR
の特質から、リガンドやアクチベーターによ
る CAR の活性化の評価には生体または初代
培養肝細胞が用いざるを得ないが、倫理的観
点や実験操作の煩雑性から継代培養細胞を
用いた評価系が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、CAR の細胞内局在調節メカニズ
ムを明らかにし、CAR の活性化の in vitro 評
価系の確立を目的としている。 
 
３．研究の方法 
継代培養細胞株及びラット初代培養肝細胞
を用い、分子生物学的手法を駆使して、CAR
の活性化機構について検討した。 
(1) CAR の核移行機構の解析 

①� 初代培養肝細胞に微小管重合阻害剤
と CAR の活性化剤であるフェノバル
ビタールを併用処置し、CAR による
CYP2Bの誘導及びGFP融合CARの核移
行を観察した。 

②� CAR の核移行に対する importin/Ran 
system の影響を検討するために、Ran
変異体（発現により、Ran system が
撹乱する）を過剰発現し、GFP 融合
CAR の細胞内局在を観察した。 

③� AMPK 活性化剤である AICAR、阻害剤
である Compound C を PB と併用し、
CAR による CYP2B の誘導及び核移行
を観察した。 

(2) CAR 変異体を用いた in vitro スクリーニ
ング系の構築 
ヒト CAR のリガンド結合領域に 3 アミ

ノ残基挿入し、リガンド依存的な活性化
の観察できる変異体を作成した。これを
発現させた培養細胞を用いて、レポータ
ー遺伝子の活性化により、様々な化学物

質のスクリーニングを行い、アゴニスト
～パーシャルアゴニスト～アンタゴニス
トに分類した。候補化合物について、CAR
に対する作用を初代培養肝細胞を用いて
確認した。 

 
 
４．研究成果 
これまでの研究から CAR の自発的核移行に
は核移行シグナル(NLS1 もしくは NLS2)が
必要であることを報告しており、さらに CAR
を細胞質に保持するのに必要な領域 CRR を
見い出している。ラット初代培養肝細胞（試
験管内で in vivo を再現し得る系として用い
られている）を用いた FRAP assay により
CRR が CAR を細胞質に静的に保持するのに
重要な役割を果たしていることを見い出し
た。さらに、CRR による細胞質への静的な保
持は継代培養細胞では失われており、培養細
胞と初代培養肝細胞における CAR の局在の
違いは CRR による細胞質保持機能の違いで
あることを明らかとしている（図１）。 
 
 

本研究ではさらに、PB による CAR の核移行
には NLS2 が関与すること、Importin13 の
ドミナントネガティブ体(mKO-IPO13C)の
共発現により核移行が阻害されることなど
から Importin 13 の関与を明らかとした（図
２、Kanno et. al. Biochim. Biophys. Acta.-Mol 
Cell Res.- in press）。 
 
 



次に、微小管重合阻害剤であるノコダゾール、
コルヒチンにより PB 刺激後の CAR の核移
行が阻害されたことから、CAR の核移行に微
小管が関与していることを明らかとした（図
３、Mol. Pharmacol.  77:311-316 (2010)）。 

さらに、AICAR は AMPK の活性を介して
CAR の核移行を促進することが報告されて
いるが、本研究で AICAR は AMPK 非依存的
に CAR の核移行を阻害していることも明ら
かとした（Kanno et. al. J.Toxicol Sci. 
2010-1,  in press）。 
これらの結果により CAR の核移行メカニ

ズムについて新たな知見が加えられた。 
 
CAR は初代培養肝細胞とは異なり、培養細胞
では自発的に核内に移行するとともに、恒常
的に活性化状態にあるため、他の核内受容体
のように培養細胞を用いてリガンド機能を
観察することが困難であった。そこで、リガ
ンド結合領域に変異を有し、転写調節にリガ
ンドの結合を要する CAR 変異体を用いてリ
ガンドスクリーニング系を確立した(図４、
Kanno et. al. J. Toxicol Sci. 2010-2, in 
press)。 

この系を用いて、 pp’-1,1,1-trichloro-2,2- 
bis(p-chlorophenyl)ethane(DDT) が ヒ ト
CAR のリガンドであることなどを見い出し
た。 
 
本研究により明らかとなった CAR の活性

化・核移行メカニズム、及び構築したリガン
ドスクリーニング系は、医薬品や環境化学物
質による毒性発生機構や薬物代謝酵素の誘
導による薬物相互作用の予測に重要である
と考えられる。  
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