
筑波大学・附属病院・病院講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０２

若手研究

2021～2020

グルココルチコイド受容体の代謝・概日リズム制御の分子メカニズムの解明

Elucidating molecular mechanisms of metabolism and circadian rhythm regulation 
by glucocorticoid receptor

８０８６９２４８研究者番号：

村山　友樹（Murayama, Yuki）

研究期間：

２０Ｋ１７５０５

年 月 日現在  ４   ６ ２３

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：GRとNr1d1の各リガンドを投与したマウス肝臓での網羅的な遺伝子発現解析を行うこ
とにより、代謝調節と概日リズムとの新たな接点の発見と、GCsの副作用軽減や代謝疾患の改善に繋がる新たな
治療法確立を目指して研究を行った。
GR・Nr1d1リガンド刺激効果のtranscriptome解析としてRNA-seq解析を行い、同時に各種ホルモン測定、肝臓中
脂質の測定を行い、その結果を元にGRに拮抗的に作用するNr1ｄ1遺伝子標的遺伝子の抽出を行った。そして当該
遺伝子について、過剰発現およびノックダウンによる効果の検証を行った。

研究成果の概要（英文）：By conducting comprehensive gene expression analysis in mouse livers treated
 with GR and Nr1d1 ligands, we aimed to discover a new molecular link between metabolic regulation 
and circadian rhythm, and establish new treatment methods that reduce side effects of GCs and 
improve metabolic diseases.
RNA-seq analysis was performed as a transcriptome analysis of GR / Nr1d1 ligand stimulation effect, 
and at the same time various hormones in the blood and lipids in the liver were measured, and based 
on these results, the Nr1d1 target gene that acts antagonistically to GR was extracted. Then, we 
verified the effect of overexpression and knockdown on the gene.

研究分野： 代謝内分泌学

キーワード： グルココルチコイドレセプター　ステロイド　時計遺伝子　代謝　脂質　血糖

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
時計遺伝子とステロイドホルモンが関連を持つという側面から、ステロイド治療の副作用の軽減のために新たな
分子メカニズムを探索した。特に時計遺伝子であり代謝にも関連のあるNr1d1との関連を元に、それぞれのリガ
ンドを投与した実験を行い、それによる代謝パラメーターの変化や網羅的な遺伝子解析を行い、今後の治療につ
ながる知見を得ることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

GCs は糖・脂質・タンパク質や電解質などの代謝調節、免疫系やストレス応答の制御に関わる

副腎皮質から分泌される生存に必須のホルモンであり、臨床的には主に炎症の抑制を目的とし

て膠原病や喘息などの治療薬として幅広い分野で使用されている。しかし投与量が多くなるほ

ど不眠、脂質代謝・耐糖能異常といった副作用が表れ、これらの解決は臨床上重要な課題となっ

ている。GCs は核内受容体 GR のリガンドであり、GCs が GR に結合した際の詳細な遺伝子発現

調節メカニズムやその下流標的遺伝子群に関しては数多くの報告がなされているが、臨床上で

の副作用の原因をはじめ未だ解明されていない作用メカニズムも多く存在する。 

申請者は GCs の生理

作用に関する未知のメ

カニズムや新たな治療

法を追求する過程にお

いて、マウス肝臓におい

て GCs ならびに GR が時

計遺伝子の一つである

Nr1d1（別名: Rev-erbα）

のプロモーター領域に

直接作用し発現を抑制

することを新たに見出

した（右図）。（Murayama 

Y et al. FEBS Letters 

593, 423-432, 2019.） 

Nr1d1 は生体での概日リズムを作り出す時計遺伝子の一つであり、その遺伝子発現は正確な日

内変動を示し Clock や Bmal といった別の時計遺伝子によって制御されていることが報告されて

いる。(Preitner N et al. Cell 110, 251-260, 2002.) (Vitaterna MH et al. Science 264, 719-725, 1994.) 申

請者は、GR が Nr1d1 の日内変動を担うプロモーター領域に存在する Ebox 上の Clock/Bmal 複合

体に直接作用し、Nr1d1 遺伝子発現を抑制するという詳細なメカニズムを明らかにした。 

内因性の GCs の分泌は日内変動を持っており時計遺伝子の調節に深く関与していることや、

視床-下垂体-副腎系が

末梢組織における概日

リズムの同期に重要で

あることがよく知られ

ている。申請者のマウ

スにおける GR リガン

ド投与実験において

も、肝臓での Nr1d1 プ

ロモーターの日内変動

は投与直後完全に消失

する(右図)。さらに

Nr1d1 の合成リガンド

を用いた研究より、

Nr1d1 は肝臓において

GRはClock/Bmalを介してNr1d1(Rev-erb)の発現を抑制する

Murayama Y et al. FEBS Letters 593, 423-432, 2019. 

Murayama Y et al. FEBS Letters 593, 423-432, 2019. 

GRリガンドであるデキサメタゾン投与により肝臓での
Nr1d1プロモーター活性の日内変動は完全に消失する



脂質代謝にも関わることが近年明らかとなっている。（Solt LA et al. Nature 29, 62-68, 2012）これ

らのことから、GR による Nr1d1 抑制作用は臨床上の GCs による副作用のメカニズムとも密接

に関わることが想定される。 

そこで本研究では、マウス肝臓における GR と Nr1d1 のそれぞれの下流制御遺伝子の重複と

差異を明らかにすることで、代謝調節と概日リズムとの新たな接点を見出すことを学術的な問

いとした。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、マウス肝臓においてGRとNr1d1のそれぞれの下流制御遺伝子を網羅的に解析

することで、GR、Nr1d1各経路およびGRがNr1d1遺伝子発現を直接制御している意義を解明する

とともに、治療薬としてのGCsの副作用軽減に繋がる適切な治療方法の創出を目的とした。 

 
３．研究の方法 

本研究課題では、GR と Nr1d1 の各リガンドを投与したマウス肝臓での網羅的な遺伝子発現解

析を RNA-seq 法にて行い、各条件での遺伝子発現パターンの比較を行うことで、GR と Nr1d1 の

それぞれの下流制御遺伝子の重複と差異を明らかにし、GR により調節を受ける遺伝子の中で

Nr1d1 刺激により拮抗的に制御可能な遺伝子を絞りこむ。これにより GCs の副作用軽減や代謝

疾患の新たな治療法確立に向けた新規作用メカニズムと、代謝調節と概日リズムとの新たな接

点を見出すことを目的とした。具体的には下記の 3段階により進めた： 

［１］GR・Nr1d1 リガンド刺激効果の transcriptome 解析(RNA-seq 解析) 

［２］GR に拮抗的に作用する Nr1d1 標的遺伝子の抽出 

［３］過剰発現・RNAi によるフェノタイプ解析 
 
４．研究成果 

［１］GR・Nr1d1 リガンド刺激効果の transcriptome 解析(RNA-seq 解析) 

 まず GR の合成リガンドであるデキサメタゾンと Nr1d1 の合成リガンドである SR9009 を単独

投与したマウス群と併用投与したマウス群を用意した。各群マウス肝臓より RNA サンプルを採

取し、RNA-seq 法にて網羅的な遺伝子発現解析を行った。同時に各群での血中脂質や血糖値、各

種ホルモンの測定、肝臓中脂質の測定も実施した。内因性ステロイドホルモンの変動は想定通り

であった。血糖値や中性脂肪、コレステロールの変化は想定と異なっていたが、SR9009 の投与

による変動を認めていた。RNA-seq 法では 30 以上の遺伝子発現が DEX 投与と SR9009 投与で拮

抗する方向に変動しており、目的の遺伝子である可能性が考えられた。 

［２］GR に拮抗的に作用する Nr1d1 標的遺伝子の抽出 

 得られた RNA-seq 解析の結果を用いて各群間での遺伝子発現パターンの比較をバイオインフ

ォマティクスツールを活用して行い、GR と Nr1d1 のそれぞれの下流制御遺伝子の重複と差異を

見出し、GR に拮抗的に作用する Nr1d1 標的遺伝子候補の抽出を試みた。また各遺伝子の発現

qPCR 法にて RNA-seq の結果の妥当性と再現性の確認を行ったところ同様の結果を確認した。さ

らに、これらにより絞り込まれた各遺伝子が GR や Nr1d1 に直接的に制御されている標的遺伝

子であるかの確認を、各遺伝子のプロモーターを用いたルシフェラーゼレポーターアッセイや

ChIP 法での検証を試みた。 

［３］過剰発現・RNAi によるフェノタイプ解析 

 上記により絞り込んだ標的遺伝子に対し、アデノウイルスを用いて過剰発現とノックダウン

について肝臓での検討を行った。脂質代謝や概日リズムを中心に遺伝子変化を検証し、GR の作

用に影響している可能性が示唆されたため、今後のそれらの遺伝子の発現調整メカニズムと意

義について追求していく予定である。 
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