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研究成果の概要（和文）：本研究では、異物応答性の核内受容体 CAR および PXR について、

それらの肝毒性と関連する機能について解析を行なった。その結果以下のことを明らかにし

た：(1)CAR はマウスおよびヒト DHCR24 遺伝子の転写を活性化する、(2)CAR はマウス肝に

おいて PPARシグナルの抑制因子として機能する、(3)PXR の活性化は CAR や PPARを介し

たマウス肝細胞増殖を増強する。さらに、本研究では化学物質の CAR 活性化作用評価系を構

築した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we have investigated the functions of nuclear 

receptors CAR and PXR to understand their roles in hepatotoxicity. We have found that 

CAR transactivates human and mouse DHCR24 genes, that CAR inhibits PPAR-mediated 

transcription in mouse livers, and that PXR enhances the CAR- or PPAR-mediated 

proliferation of mouse hepatocytes. We have also established a reporter assay system to 

screen CAR activators. 
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１．研究開始当初の背景 

 化学物質のヒトにおける毒性・安全性の予
測を行う確立された手法はない。そのため、
前臨床試験ならびにヒトでの臨床試験にお
いて、安全性が確認された医薬品でも、上市
後にヒトにおいて毒性を示すことがある。 

 化学物質が細胞や組織、個体に対して毒性
を示すには、細胞成分との相互作用が必要で
ある。したがって、毒性物質が作用する標的

分子の同定と、標的分子の種類に基づいた既
存毒性物質の分類を行なえば、標的分子に対
する相互作用のスクリーニングにより新規
化学物質の効率的な毒性予測が可能になる
と考えられる。また、標的分子の下流の細胞
内シグナルを解明すれば、標的分子に対する
作用から、発現しうる毒性の予測も可能にな
ると考えられる。 

 核内受容体 CAR および PXR は、異物の
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解毒・排泄だけでなく、より広範な生理機能
を有している可能性が示されている。研究代
表者らも、１）マウスでは CAR と PXR の
活性化はともに肝肥大を引き起こすが、CAR 

は細胞周期亢進作用を示すのに対し、PXR 

は細胞周期抑制因子の発現を亢進すること、
２）CAR はコレステロール合成関連遺伝子
の発現制御に関わること、３）マウスでは、
PXR 活性化物質の投与により肝の脂質代謝
関連遺伝子発現プロファイルが変化するこ
と、４）ヒト肝癌由来 HepG2 細胞では、PXR 

活性化薬の処理により炎症関連遺伝子の発
現プロファイルが変化すること、等を見出し
ていた。したがって、CAR と PXR は、毒
性と関連の深い脂質代謝、細胞周期および 

炎症シグナルにおいても機能している可能
性がある。研究代表者らはさらに、発癌前駆
物質や肝毒性物質の代謝活性化に関わる
CYP1A1/1A2 の発現が CAR によって調節
されていること、肝毒性を示す医薬品がヒト
PXR を活性化することも見出していた。 

 

 

２．研究の目的 

 核内受容体 CAR および PXR について、
これらが高発現する肝臓に着目して薬物性
肝毒性に関連する両核内受容体の機能を解
明し、両核内受容体活性化能評価系を利用し
た新規なヒトの薬物性肝毒性予測・評価系の
構築を目指す。特に CAR および PXR の(1)

脂質代謝、(2)細胞周期、(3)炎症シグナルにお
ける役割を明らかにすることを主眼におい
た。 

 

 

３．研究の方法 

(1)脂質代謝に関する解析 
① 24-デヒドロコレステロール還元酵素
（DHCR24）遺伝子の転写調節 
 雄性 C57BL/6 マウスにマウス CAR（mCAR）
活性化物質である TCPOBOP（3 mg/kg）を５日
間連続で投与し、肝を採取した。その後常法
に従い、逆転写 PCR により肝 mRNA レベルを
測定した。当研究室で既に報告したヒト CAR
（hCAR）発現アデノウイルスを感染させて
hCAR活性化物質 CITCOを処置したヒト肝細胞
（Yoshinari, Biochem Pharmacol, 2010）に
ついても mRNA レベルの測定に用いた。肝サ
ンプルからホモジネートを調製し、臨床検査
キットで脂質レベルを測定した。 
 ヒトおよびマウス DHCR24 遺伝子のプロモ
ーター領域を含むレポーターコンストラク
トを作製し、HepG2 細胞および Hepa1-6 細胞
を用いてレポーターアッセイを行なった。核
内受容体発現プラスミドは当研究室で以前
に作製したもの（Toriyabe, Mol Pharmacol, 
2009; Yoshinari, Biochem Pharmacol, 2010）

を用いた。 
 ゲルシフトアッセイでは、32P標識したプロ
ーブと in vitro で合成した核内受容体タン
パク質を反応させ、電気泳動で分離後、
FLA3000でシグナルを検出した。 
 
②CARと PPARのクロストーク 
 ①で使用した TCPOBOPあるいは溶媒を５日
間腹腔内投与したマウスの肝から調製した
総 RNA（n=3）を用いて、生活習慣病研究用
12 検体 DNAマイクロアレイ（マウス用；クラ
ボウ）を行った。定量的逆転写 PCR は①と同
様に行った。 
 雄性 C57BL/6 マウスに 0.03% fenofibrate
含有飼料または通常飼料を与え、２週間後か
らそれぞれの半数のマウスに TCPOBOP（3 
mg/kg）を５日間連続で投与した。最終投与
24 時間後に屠殺して、肝を摘出し、各種遺伝
子の mRNAレベルを測定した。 
 hHMGCS2 および mHmgcs2 のプロモーター領
域を含むレポーターコンストラクトおよび 
CAR 変異体発現プラスミドは、PCR 等を利用
して作製した。これらを HepG2細胞に導入し、
薬物処置後にレポーター活性を測定した。 
 ゲルシフトアッセイは①と同様の方法で
行った。 
 GST プルダウンアッセイでは、大腸菌で発
現し、精製した GST-hCAR タンパク質と in 
vitro で合成した hPPARを反応させ、グルタ
チオンビーズに結合したタンパク質を、抗
PPAR抗体で検出した。 
 
(2)細胞周期に関する解析 
 雄性 C57BL/6マウスまたは Pxr欠損マウス
（Dr. Staudinger から供与）に TCPOBOP（3 
mg/kg）、PCN（100 mg/kg）、Wy-14643（150 
mg/kg）または溶媒（コーン油）を単独また
は同時に腹腔内投与した。投与 24 時間後ま
たは 48時間後に、①肝臓を採取して mRNAレ
ベルの測定、②肝組織切片の作製、または③
コラゲナーゼ灌流法による初代培養肝細胞
の単離を行った。Ki-67 免疫組織染色および
ヘマトキシリン・エオジン染色は外部委託
（モルフォテクノロジー）で行った。 
 細胞周期の解析のため、マウス肝細胞を固
定後、①propidium iodide による DNA 染色、また

は②7-aminoactinomycin D による DNA 染色および

pyronin Y による RNA 染色の２重染色を行った。

これをフローサイトメーターに付し、細胞周期分

布を解析した。 

  
 (3)CAR 評価系構築 
 発現プラスミドの作製、Ym-17 細胞（Dr. 
Negishi から供与）または HepG2 細胞を用い
たレポーターアッセイは上述と同様の方法
で行った。 
 



４．研究成果 
(1)脂質代謝に関する解析 
①DHCR24 遺伝子の転写調節 
 雄性マウスに mCAR 活性化物質 TCPOBOP を
投与し、肝内脂質レベルを測定した結果、肝
内の総コレステロール、トリグリセリドおよ
び遊離脂肪酸レベルは TCPOBOP投与によって
それぞれ 1.5 倍、3 倍および 1.5 倍に上昇し
た。コレステロール生合成にかかわる酵素遺
伝子の肝 mRNA レベルを測定したところ、調
べた 18 遺伝子のうち、Ebp および Sc5d を除
く全ての遺伝子の mRNA レベルが有意に増加
していた。これらのことから、少なくてもマ
ウス肝においては CARの活性化に伴いコレス
テロール生合成が転写レベルで亢進する可
能性が示された。 
 次に、CAR が直接これらの遺伝子の転写を
亢進するか否かを明らかにするために、まず
コレステロール生合成の最終段階を触媒す
る DHCR24 の CAR による発現調節機構の解析
を進めた。hDHCR24 および mDhcr24 の転写開
始点上流約 4 kb を含むレポーターコンスト
ラクトを作製し、それぞれ hCAR または mCAR
活性化に伴うレポーター活性の変動を解析
した。その結果、ヒトおよびマウス遺伝子の
転写活性は CAR 活性化に伴い増加した。した
がって、CAR はヒトおよびマウスにおいて
DHCR24 遺伝子の転写亢進作用を有している
と考えられた。 
 次にこの分子機構の詳細を明らかにする
ために、hDHCR24 レポーターコンストラクト
の欠失コンストラクトを複数種作製し、CAR
応答領域の同定を行なった。その結果、-1532
から-1445 の領域を含むコンストラクトでは
CAR 依存性の転写活性化が認められたが、そ
れ以外のコンストラクトでは活性化は認め
られず、この領域に CAR 応答配列が存在する
ことが示唆された。この領域には 3 つの核内
受容体結合モチーフ様の配列（α、β、γモ
チーフと命名）が見出されたことから、これ
らモチーフに変異を導入したレポーターコ
ンストラクトを作製してレポーターアッセ
イを行なった。その結果、γモチーフに変異
を導入することで CAR応答性が消失したこと
から、CAR はγモチーフを含む配列に結合す
ると考えられた。次にγモチーフ近傍の配列
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、γモチーフを 5’側とする DR4
タイプの配列に hCAR および hRXRαヘテロダ
イマーが結合することが明らかになった。 
 以上の結果より、CAR は、ヒト DHCR24 の
-1464 から-1449 に存在する DR4 モチーフに
RXR とのヘテロダイマーとして結合すること
で DHCR24 遺伝子の転写を活性化すると考え
られた. 
 CAR と PXR は類似した機能を有することか
ら、hPXRも hDHCR24 転写活性化作用を示すか

否か解析した。その結果、レポーターアッセ
イにおいて hPXR は hDHCR24 の転写を活性化
した。また、上記 DR4モチーフに hPXRと hRXR
αのヘテロダイマーが結合することが明ら
かとなった。 
 最後に初代ヒト肝細胞に hCAR をアデノウ
イルスにより発現させ CITCO 処置した際の
hDHCR24 mRNAレベルを測定したところ、hCAR
活性化による有意な上昇が認められた。 
 
②CARと PPARのクロストーク 
 CAR の脂質代謝における機能の全容を明ら
かにするために、TCPOBOP 投与に伴う遺伝子
発現変動をマイクロアレイにより網羅的に
解析した。その結果、TCPOBOP投与により mRNA
レベルが 2 倍以上となった遺伝子は 5 個、2
分の 1 以下となった遺伝子は 39 個であり、
発現が抑制されている遺伝子が多数認めら
れた。定量的逆転写 PCR 法により mRNA レベ
ルの変動を確認した。これら発現が低下した
遺伝子には Hmgcs2 や Acox1、Acat1、Cpt1a
など核内受容体 PPARの標的遺伝子が多く含
まれていた。これらのことから CAR は、PPAR
による転写を抑制することで、脂肪酸代謝を
負に調節している可能性が示された。 
 そこでマウスに fenofibrateを混餌投与し、
一部のマウスには TCPOBOP も投与して、各種
PPAR標的遺伝子の mRNA レベルを測定した。
その結果、脂質代謝に関わる上記の４遺伝子
だけでなく、細胞周期関連遺伝子 G0s2、免疫
反応関連遺伝子 Vnn1、グルコース・グリセロ
ール代謝に関わる Pdk4、Gyk の mRNA レベル
は fenofibrate 投与で増加したが、TCPOBOP
投与でコントロールマウスと同程度かそれ
以下まで低下した。さらにヒト肝細胞を
PPARリガンドの bezafibrateと hCARリガン
ド CITCO で処置したところ、HMGCS2 ではマウ
ス肝と同様に BZF 処置で上昇した mRNA レベ
ルが CITCO 処置で有意に低下した。CPT1A や
CYP4A11 においても同様の傾向が認められた。
以上の結果から、活性化した CAR は PPARシ
グナルを全般的に抑制することが示唆され
た。 
 そこで次にこの分子メカニズムを明らか
にするために、マウス肝とヒト肝細胞で顕著
な発現変動が認められたミトコンドリア型
HMG-CoA 合成酵素（HMGCS2）遺伝子をモデル
として分子レベルでの解析を行なった。まず
hHMGCS2 および mHmgcs2 のプロモーター領域
を含む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ところ、
bezafibrate 処置により上昇したレポーター
活性は CAR 活性化に伴い低下した。さらに、
欠失および変異コンストラクトを作製して
PPAR応答配列（PPRE）の同定を行なった後、
PPRE に変異を導入したコンストラクトで同
様の実験を行なった。その結果、野生型で認



められたような薬物処置によるレポーター
活性の変動は認められなかった。 
 ゲルシフトアッセイでは、hPPARと hRXR
へテロダイマーは PPRE に結合したが、
hCAR/hRXRダイマーは PPRE に結合しなかっ
た。また CAR は、hPPAR/hRXRダイマーの
PPRE ヘの結合には影響を与えなかったこと
から、CAR は単純に PPARの PPREへの結合に
競合するわけではないことが分かった。 
 さらに、hCAR変異体を作製してレポーター
アッセイを行い、PPAR依存的転写の抑制に
必要な CAR 領域の同定を試みた。その結果、
DNA 結合領域を欠く変異体においても転写抑
制は認められが、hCARとコアクチベーターの
結合に必要な AF2 ドメインを含む C 末端の 8
塩基を欠く変異体は、PPAR依存的転写に対
して抑制作用を示さなかった。このことから、
コアクチベーターが CAR と PPARのクロスト
ークに関与している可能性が示された。各種
コアクチベーターを強制発現し、PPAR依存
的な hHMGCS2転写に対する影響を調べたとこ
ろ、PGC1が最も強い転写増強作用を示した。
しかし、CAR 存在下では、PGC1による転写増
強作用は顕著に抑制されることが明らかと
なった。 
 最後に、GST プルダウンアッセイにより
hPPARと hCAR の直接的な結合を解析した。
その結果、in vitro で合成した hPPARは
GST-hCAR とは結合しなかったが、この反応に
in vitro で合成した hPGC1を添加すると、
GST-hCARと PPARの結合が認められたことか
ら、hCAR は hPGC1を介して間接的に hPPAR
と結合することが示唆された。 
 以上の結果から、ヒトおよびマウスの肝細
胞において、CAR は PGC1を介して PPARと
結合することで、PPAR-PPRE 依存的な転写を
抑制することが強く示唆された。 
 
(2)細胞周期に関する解析 
 核内受容体 CAR や PPARの活性化は、齧歯
動物において肝細胞増殖を引き起こし、これ
らの活性化物質の多くは肝発がん物質とし
て知られている。他方、CAR と類似した機能
を有する PXRが肝細胞増殖作用を有するか否
かは明確ではない。本項目では、PXR と肝細
胞増殖の関連性について解析した。 
 マウスに TCPOBOPと PXR活性化物質 PCNを
単独または併用で投与し、48 時間後の肝切片
について細胞増殖マーカーである Ki-67の免
疫染色を行なった。その結果、TCPOBOP 処置
では、これまでの報告通り Ki-67 陽性核数が
増加した。一方、PCN 単独処置では Ki-67 陽
性核数は変化しなかった。しかしながら、
TCPOBOP と PCN を併用処置すると、Ki-67 陽
性核の数は TCPOBOP単独処置時に比べ著しく
多かった。この時の細胞周期関連遺伝子
Ccnb1の mRNAレベルを測定したところ、Ki-67

陽性核数の変化と同様の変化を示した。一方、
CAR や PXR の標的遺伝子である Cyp2b10 およ
び Cyp3a11 では、TCPOBOP や PCN の単独処置
で mRNA レベルの増加が認められたが、併用
による相乗的な増加は認められなかった。 
 CAR を介した肝細胞増殖に対する PCN 処置
の増強作用が PXRを介しているかを確認する
ために、同様の実験を Pxr欠損マウスを用い
て行なった。その結果、PCN 処置による CAR
依存的な細胞増殖の増強作用は認められな
かった。 
 次に、PXR の活性化が CAR 以外の肝細胞増
殖シグナルに対しても増強作用を示すか否
かを解析するために、 PPARリガンドの
Wy-14643 と PCN の併用処置実験を行なった。
その結果、PCNの併用により、Wy-14643 処置
に伴う Ki-67陽性核数の増加や細胞周期関連
遺伝子（Mcm2、Ccna2、Ccnb1）の mRNA レベ
ル増加を著しく増強した。しかし、PPARの
標的遺伝子である Cyp4a10 の mRNA レベルに
おいては、Wy-14643 処置に伴う増加に対して
増強作用を示さなかった。 
 以上の結果から、マウス肝において、PXR
の活性化は単独では肝細胞増殖作用を示さ
ないが、CAR や PPAR依存的な肝細胞増殖に
対して増強作用を示すことが強く示唆され
た。また、PXR の活性化は細胞周期指標に対
しては増強作用を示すが、CAR や PPARの標
的遺伝子の転写増強作用は示さなかったこ
とから、PXR の活性化はこれら核内受容体の
機能・シグナルを増強するのではなく、細胞
増殖刺激に対する肝細胞の感受性を高めて
いる可能性が考えられた。 
 そこで次に、細胞周期調節機構に着目して
PXR の作用機序を解析した。成熟マウスの肝
実質細胞は通常静止期（G0期）にいるが、CAR
や PPARの活性化に伴い G1 期、S 期、G2 期、
M 期の細胞周期へと移行し、分裂する。そこ
で本研究では G0期—G1期トランジションに着
目した。 
 まず、マウスに PCNまたは TCPOBOP を処置
し、48 時間後に肝細胞を単離して DNA染色を
行ないフローサイトメトリーで細胞周期を
解析した。その結果、TCPOBOP 処置では、G0/G1
期細胞数の減少と S期、G2/M 期細胞数の増加
が認められたのに対して、PCN 処置ではその
ような変化は認められなかった。さらに、DNA
と RNAの二重染色を行ないフローサイトメト
リーにより G0期と G1期の細胞の分離を行な
った。その結果、PCN処置により、G0 期の細
胞数が減少し、G1期の細胞数が増加すること
が分かった。ついで、PCN または TCPOBOP 処
置 24 時間後の肝サンプルを用いて、G0 期か
ら G1期への以降に関わる遺伝子の mRNAレベ
ルを測定した。その結果、Cdkn1b（p27）お
よび Rbl2（p130）の mRNA レベルが TCPOBOP
処置だけでなく PCN処置により有意に低下し



た。さらにその低下には TCPOBOP と PCN 処置
による相加・相乗効果が認められた。p27 お
よび p130 はいずれも G0 期から G1 期への移
行を負に制御することが知られており、PXR
の活性化はこれら因子の発現を抑制するこ
とで、G0 期から G1 期への移行を起こしやす
くしていると考えられた。 
 
(3)評価系構築 
 CAR 活性化は、薬物動態学的および毒性学
的に重要な指標であるが、化学物質の CAR 活
性化作用を in vitro で効率良く簡便に評価
するシステムはほとんどなかった。そこで、
CAR活性化作用評価系の開発に取り組んだ。 
 着目したのは、代表者が以前に樹立した V5
および Hisタグを C末端に付加した mCAR
（mCAR-V5/His）を安定的に発現する HepG2
細胞株（Ym-17細胞）である。この細胞株で
は、TCPOBOP に対する応答性が比較的良いこ
とがわかっている。実際当研究室においても、
Ym-17 細胞を用いてレポーターアッセイを行
ったところ、レポーター活性は TCPOBOP 処置
により 10倍程度に上昇し、mCARのインバー
スアゴニストである androstanol処置により
３割程度までに減少した。一方、間接的な CAR
活性化物質である phenobarbital 処置では、
レポーター活性の変化は認められなかった。 
 次に V5/His タグの効果を調べるために、
野生型 hCAR または hCAR-V5/His を一過性に
培養細胞に発現させてレポーターアッセイ
を行った。その結果、野生型 hCARを発現さ
せた場合には、リガンド非存在下でもレポー
ター活性は 10〜15 倍程度に増加し、CITCO を
処置しても 2倍以下の上昇しか認められなか
った。一方、hCAR-V5/His を発現させた場合
には構成的なレポーター活性の上昇はほと
んど認められず（２倍以下）、CITCO 処置によ
り 2.8倍〜5.2倍の顕著な上昇が認められた。
次に、タグの種類が影響を及ぼすか否かを調
べるため、V5-Hisではなく Myc-Hisタグを付
加したタンパク質でも同様の実験を行った
ところ、低い構成的な転写活性と高い CITCO
応答性が認められた。さらに、hCAR-V5/His
の間接的 CAR活性化物質に対する応答性をレ
ポーターアッセイにより調べたところ、
Ym-17 細胞と同様に phenobarbital、
carbamazepinおよび phenytoinに対しては応
答が認められなかった。以上の結果から、
V5/His タグを付加することで、構成的な転写
活性を抑制し、リガンドタイプの CAR活性化
物質に対する応答性を向上することができ
ることが示された。 
 そこで次にこのシステムを用いて一般化
学物質 176物質のヒトおよびマウス CAR活性
化作用を調べた。その結果、hCAR活性化物質
４物質、mCAR 活性化物質５物質を同定するこ
とに成功した。これらについて用量活性相関

解析を行ったところ、hCAR活性化物質として
同定された N-phenyl-N'-iso-ropyl-p- 
phenylenediamine は、既知の hCARリガンド
CITCO よりも強い転写活性化作用を示した。 
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