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研究成果の概要（和文）：本研究では、肝細胞におけるヒト CYP3A4 やマウス CYP3A11 の発

現は細胞内コレステロールレベルにより制御されていること、コレステロールレベルの低下に

より活性化される SREBP-2 は CYP3A 遺伝子の発現を負に制御していること、オキシステロ

ールにより活性化される LXRαは CYP3A 遺伝子を正に制御していることを明らかにした。ま

た、マウス肝細胞にアデノウイルスを利用して CYP3A4 を高発現すると、脂質代謝関連遺伝子

の発現プロファイルが変化することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： In this study, we have obtained following findings: 1) the 

expressions of mouse Cyp3a11 and human CYP3A4 in hepatocytes are modulated by 

cellular cholesterol levels, 2) SREBP-2 activated by reduced cellular cholesterol levels 

down-regulates the expressions of CYP3A genes, 3) LXRα , which is activated by 

cholesterol metabolites oxysterols, transactivates the expression of CYP3A genes. Moreover, 

we demonstrated that the adenoviral overexpression of CYP3A4 changed the expression 

profile of genes associated with lipid metabolism in cultured mouse hepatocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

 リファンピシンやシクロスポリンなど、あ

る種の医薬品による副作用として脂肪肝や

高脂血症などの脂質代謝異常が知られてい

る。この薬剤誘発性の脂質代謝異常の発症機

構はよくわかっていないが、 peroxisome 

proliferator-activated receptor （PPAR）

や liver X receptor（LXR）など脂質代謝に

関連した核内受容体の関与が指摘されてい

る。すなわち、薬物曝露によりこれら核内受

容体の転写活性が変化すると、脂質代謝関連

遺伝子の発現パターンが変化し、その結果細
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胞内の脂質代謝の変動ひいては代謝機能異

常が生じるのではないかと考えられている。 

 チトクローム P450（CYP）を始めとする薬

物代謝酵素は、薬物などの外来性化合物だけ

でなく、ステロイドなどの生体内脂質の代謝

反応も触媒する。例えば、ヒトの主要な薬物

代謝酵素である CYP3A4 は、コレステロール

の 4β水酸化反応（J Biol Chem, 277:31534, 

2002）、胆汁酸（ムリコール酸や 3-デヒドロ

コール酸）の生合成反応 (Drug Metab Dispos, 

36:1983, 2008) を触媒することが報告され

ている。興味深いことに、4β水酸化コレス

テロールは強力な LXR活性化物質として知ら

れている (Nature 383:728, 1996)。また分

担研究者の吉成らは、高脂肪食負荷によりマ

ウス肝の Cyp3aレベルが低下することを報告

している(Pharm Res, 23:1188, 2006)。これ

らのことは、CYP3A の脂質ホメオスタシスへ

の関与を示唆しており、CYP3A4などの薬物代

謝酵素レベルは薬物の曝露に応答して増加

することを考え併せると、CYP3A の誘導は、

薬物の解毒・排泄を亢進する一方で、脂質代

謝の変化を引き起こす可能性が考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

 CYP3A4誘導はこれまで薬物の解毒・排泄の

ための生体応答としか捉えられておらず、

CYP3A4 誘導と脂質代謝異常を関連付けた研

究はない。しかしながら、上記の理由から、

CYP3A4 誘導は単に薬物動態学的な薬物相互

作用の原因となるだけではなく、生体の脂質

ホメオスタシス破綻という重大な医薬品副

作用の原因となっている可能性がある。そこ

で本研究では、脂質代謝異常症の発症におけ

る CYP3A誘導の寄与を明確に示すことを目的

とする。 
 

  

３．研究の方法 

1)脂質代謝関連遺伝子発現に対する CYP3A4
過剰発現の影響： 
 HepG2細胞（理研）に、当研究室で作製した
CYP3A4発現アデノウイルス（Ad3A4）を 20 moi
で感染させ、３日間培養した後、総 RNAを抽
出した。４ウェル分の RNAをプールして、PCR
アレイ解析に用いた。PCRアレイ解析は、
Human Lipoprotein Signaling & Cholesterol 
Metabolism（SABiosciences）を用いて行っ
た。 
 AML12細胞（ATCC）に Ad3A4を 40、80また
は 120 moiで感染させた。その後 10 µg/mL 
cholesterolおよび 1 µg/mL 25-hydroxy- 
cholesterol (25HC)の存在下あるいは非存在

下で３日間培養した。100 µM の testosterone
を含む培地に交換し、４時間培養後の培養液
を回収し、6β-testosterone生成量を HPLC
にて定量し、CYP3A活性を測定した。一方で、
培地を除いた細胞から総 RNAを抽出した。 
 HepG2または AML12細胞から抽出した RNA
を用いて、cDNAを作製し、その後 SYBR Green
を利用したリアルタイム PCR を行うことで、
各遺伝子の mRNAレベルを測定した。 
 
2)ステロール関連転写因子による CYP3A遺伝
子の発現調節機序の解析： 
 AML12細胞における mRNAレベルの測定は、
上述の通り行った。 
 レポーターアッセイは HepG2細胞を用いて
行った。Cyp3a11または CYP3A4のプロモータ
ー領域を含む野生型または変異コンストラ
クト、ならびに各種転写因子の発現プラスミ
ドは、PCRを利用して当研究室で作製した。
レポーター活性は Promega社のキットを利用
して測定した。 
 PCRを利用して pGEX-4T-1（GE Healthcare）
由来の発現プラスミドを作製し、これらを大
腸菌に導入した後、IPTGで発現を誘導し、
GSH-Sepharoseレジン（GE Healthcare）を用
いて各種 GST融合タンパク質を調製した。こ
れらと、TNT Quick Coupled Transcription/ 
Translation System（Promega）で作製した
タンパク質を反応させ、GSH-Sepharoseレジ
ンを用いて結合タンパク質を回収した後、ウ
ェスタンブロットにより結合量を解析した。 
 免疫沈降法には、コレステロール欠乏精製
飼料で飼育したマウスの肝から調製した核
画分を用いた。抗 SREBP-2抗体と核画分を４
度で反応させ、Protein G-coupled Dynabeads
（Life Technologies）で IgGを回収した。
その後ウェスタンブロットにより沈降物を
解析した。 
 クロマチン免疫沈降法には、精製飼料また
は一般飼料（CE-2：日本クレア）で飼育した
マウスの肝を用いた。これら肝をミンスした
後、ホルムアルデヒドでクロスリンクを行な
い、超音波処理により DNAを断片化した。そ
の後、各抗体で免疫沈降を行い、上述の方法
で免疫沈降物を回収した。さらに、脱クロス
リンク、RNase/proteinase処理を行った後、
DNAを精製した。得られた DNA断片を鋳型と
して、PCRにより、DNA量を解析した。 
 ゲルシフトアッセイは、TNT Quick Coupled 
Transcription/ Translation Systemで作製
したタンパク質と 32P標識した DNAプローブ
を用いて行った。 
 
  
４．研究成果 
1)脂質代謝関連遺伝子発現に対する CYP3A4
過剰発現の影響 



 

 

 ヒト肝癌由来の HepG2 細胞に CYP3A4 をア
デノウイルスを用いて過剰発現し、脂質代謝
に関わる遺伝子の発現変動プロファイルの
変化を PCRアレイ法により解析した。その結
果、複数の遺伝子の発現変動が示唆された。
しかしながら、RT-PCRによる詳細な解析の結
果、再現よく顕著な変動が認められる遺伝子
を見出すことはできなかった。 
 次に、より肝機能が維持されている細胞と
して不死化マウス肝細胞 AML12細胞を用いた
解析を行なった。AML12細胞に CYP3A4を過剰
発現させ、脂質代謝関連遺伝子の発現変動を
解析した。その際に、cholesterol/25HCの添
加の影響を併せて解析した。なお、40 moiお
よび 80 moi において感染量依存的に CYP3A
活性が増加することを確認した。 
 LXRαの標的遺伝子である Srebf1 と Scd1
の mRNA レベルは、cholesterol/25HC 非存在
下においてのみ、CYP3A4の発現量依存的に減
少した。一方、同じく LXRαの標的遺伝子で
ある Fasn については、cholesterol/25HC 非
存在下では CYP3A4 発現の影響は認められな
かったが、cholesterol/25HC 存在下では
CYP3A4の発現によりmRNAレベルは増加した。
ま た 、 CYP3A4 を 発 現 さ せ る と 、
cholesterol/25HCの有無に関わらず、内因性
の Cyp3a11 mRNAレベルは著しく低下した。 
 以上の結果から、CYP3A4の過剰発現により、
脂質代謝に関連する遺伝子や Cyp3a11の発現
が変動することが示され、CYP3A4誘導はこれ
ら遺伝子の発現制御に関わる細胞内低分子
化合物の代謝パターンを変える可能性を示
すことができた。 
 
2)ステロール関連転写因子による CYP3A遺伝
子の発現調節機序の解析 
 当研究室で見出した、コレステロール欠乏
飼料摂取に伴う肝 Cyp3a11の発現低下の機構
を解明するため、まず、各種 Cyp3a11レポー
ターコンストラクトを用いてレポーターア
ッセイを行った。その結果、SREBP-2は、
Cyp3a11の-1.6 kの位置に存在する HNF-4α
結合モチーフを介して、Cyp3a11の転写を抑
制することが明らかとなった。CYP3A4コンス
トラクトを用いた同様の解析を行なったと
ころ、SREBP-2による CYP3A4 発現抑制には、
-10 kに存在し、既知の HNF-4α結合モチー
フを２ヶ所含む XREMと呼ばれる領域が重要
であることが示された。 
 次に、SREBP-2による Cyp3a11の転写抑制
機構の詳細な解析を行なった。まず、GSTプ
ルダウンアッセイおよび DNAアフィニティア
ッセイにより、SREBP-2、HNF-4αおよび HNF-4
αの代表的なコアクチベーターである PGC-1
αの相互作用を調べた。その結果、SREBP-2
は溶液中で HNF-4αと結合するが、DNA（DR1
モチーフ）に結合した HNF-4αとは結合でき

ないこと、SREBP-2はその転写活性化ドメイ
ンを介して PGC-1αと結合することが明らか
になった。さらに、マウス肝の核画分を用い
た共免疫沈降法により、活性型 SREBP-2と
PGC-1αが核内で複合体を形成している可能
性が示された。これらの結果から、活性化し
た SREBP-2は、PGC-1αと直接結合し、DR1に
結合した HNF-4αへの PGC-1αのリクルート
を抑制することが示唆された。最後に、通常
食とコレステロール欠乏食を与えたマウス
の肝を用いてクロマチン免疫沈降法を行っ
たところ、コレステロール摂取量の低下に伴
い、DR1上へリクルートされる PGC-1α量が
減少することが明らかとなった。 
 マウス AML12細胞やヒト初代培養肝細胞を
LXRαリガンドである GW3965 で処置すると、
Cyp3a11 や CYP3A4 の mRNA レベルが上昇する
ことを見出した。このことから、SREBP-2 は
CYP3A 遺伝子発現の負の制御因子であるのに
対して、LXRαは CYP3A 遺伝子を正に制御し
ている可能性が示された。そこで、LXRαに
よる CYP3A4 発現制御機構について詳細な解
析を進めた。 
 まず、当研究室で以前に作製した CYP3A4
レポーターコンストラクトを用いて、レポー
ターアッセイを行ったところ、LXRαの強制
発現および LXRαリガンドの処置により、レ
ポーター活性が上昇したことから、LXRαは
CYP3A4 の転写活性化作用を有することが示
された。次に欠失および変異コンストラクト
を用いたレポーターアッセイにより、LXRα
応答配列の同定を試みた。その結果、異物応
答性の核内受容体である PXRおよび CARの応
答配列として知られている２つのモチーフ
（dNR1および eNR3A4）を欠損すると、LXRα
による CYP3A4 の転写活性化は起こらなくな
ることが分かった。実際にゲルシフトアッセ
イにおいて、LXRαと RXRαのヘテロダイマー
はこれらモチーフを含む DNAに結合した。 
 LXRαが PXR応答配列に結合することから、
CYP3A4転写活性化における LXRαと PXRの相
互作用について解析した。その結果、LXRα
の CYP3A4 転写活性化作用は PXR に比べて弱
いこと、LXRαと PXR を同時に活性化した場
合には、CYP3A4の転写は、PXR単独活性化時
より弱く、LXRα単独活性化時より強くなる
ことが、レポーターアッセイにより示された。
したがって、LXRαは CYP3A4の転写において
PXRと競合する可能性が示された。 
 以上の結果から、コレステロール欠乏によ
り活性化する転写因子 SREBP-2ならびにコレ
ステロール代謝物により活性化する LXRαと
PXR は。CYP3A 遺伝子の転写において、それ
ぞれ負および正の調節因子として働くこと
が示された。したがって、CYP3A 遺伝子の発
現は、他のステロール代謝関連遺伝子と同様
に、細胞内コレステロールレベルによって厳



 

 

密に調節されている可能性が考えられた。 
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