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略語一覧 
 
AhR 
CAR 
CYP 
FXR 
GR 
hGUS 
HNF4α 
LXR 
MDR1 
MRP2 
PEPCK 
PPARα 
PXR 
RXR 
SRE 
SREBP-1c 
TCPOBOP 

arylhydrocarbone receptor 
constitutive androstane receptor 
cytochrome P450 
farnesoid X receptor 
glucocorticoid receptor 
human β-glucronidase 
hepatocyte nuclear factor 4 alpha 
liver X receptor 
multidrug resistance 1 
multidrug resistance protein 2 
phosphoenolpyruvate carboxykinase 
peroxisome proliferator activated receptor alpha 
pregnane X receptor  
retinoid X receptor 
sterol regulatory element 
sterol regulatory element binding protein 1c 
1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene 
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緒言 
 
 Constitutive androstane receptor (CAR; NR1I3)は核内レセプタースーパー
ファミリーに属する転写因子であり、肝に多く発現している[1]。CARは細胞内
において主に細胞質に存在し、シャペロンタンパクである heat shock protein 
90、および cytosolic CAR retention proteinと、複合体を形成している[2、3]。
これまでに、数多くの天然物および合成化合物が、CARの活性を変化させると
報告されており[4]、活性化された CAR は細胞質から核内へ移行する[5]。核へ
移行した CARは、retinoid X receptor (RXR)とヘテロダイマーを形成し、標的
遺伝子上の CAR/RXR 応答配列に結合し、コアクチベーターを誘引することに
より遺伝子の転写を活性化する[6]。これまでに、CAR/RXR 応答配列はヒトチ
トクローム P450 (CYP) 2B6、ラット CYP2B1/2およびマウス CYP2B10をは
じめとして、CYP3A4、CYP2C8、UDP-グルクロン酸抱合酵素 1A1 (UGT1A1)、
硫酸抱合酵素(SULT2A1)などの薬物代謝酵素および P-糖タンパク、multidrug 
resistance associated protein 2などの薬物トランスポーターをコードする遺伝
子のプロモーター上に同定されている[7-10]。これらのことから、CAR の活性
化は薬物動態に影響を与える大きな要因といえる。 
 一方、CARはアゴニスト非存在下においても、核内に移行することが可能で
あれば転写活性化作用を示すことから、CAR自身の発現量が薬物動態関連遺伝
子の発現量に影響を与えると考えられている。例えば、ヒト肝試料において CAR
のmRNA量とCAR標的遺伝子であるCYP2A6、CYP2B6、CYP2C8、CYP2C9、
UGT1A1 および MRP2 の mRNA 量が正の相関を示すことが報告されている
[11]。また、CAR ノックアウトマウスでは代表的な CAR 標的遺伝子である
CYP2B10のmRNA量が野生型と比べて減少している[12]。これらのことから、
CARの活性化だけでなくCARの発現量の変動がCAR標的遺伝子の転写制御に
関与していると考えられる。しかしながら、CAR自身の発現量増加による CAR
標的遺伝子の発現への影響は明らかになっていない。 
 さらに、代表的な CAR アクチベーターであるフェノバルビタールや、CAR
アゴニストである1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene (TCPOBOP)によ
る CYP2Bの誘導は CARの発現量増加により増強されることも報告されている
[13-15]。すなわち、ヒト初代培養肝細胞において認められるフェノバルビター
ルによる CYP2B6 の誘導は CAR の発現量を転写レベルで増加させるデキサメ
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タゾン(glucocorticoid receptor、GRアゴニスト)により増強する[13]。また、マ
ウスにおいて認められる TCPOBOPによる CYP2B10 の誘導は CARの発現量
を増加させるβ-ナフトフラボン(arylhydrocarbone receptor、AhR アゴニスト)
により増強する[14]。このように、CARの発現量増加は CARを活性化する化合
物による薬物動態の変動を増強する要因であると考えられる。したがって、CAR
遺伝子の発現調節機構を明らかにすることは、薬物動態を予測する上で重要な

情報になると考えられる。しかしながら、CAR遺伝子の発現調節機構について
の報告は限られており、ヒト CAR 遺伝子の転写開始点より上流領域に GR と
hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4α)の応答配列[13、16]、マウス CAR
遺伝子の転写開始点より上流領域に HNF4αの応答配列[17]、ラット CAR 遺伝
子の転写開始点より上流領域に peroxisome proliferators activated receptor 
alpha (PPARα)応答配列が同定されたのみである[15]。 
 そこで本研究では、ヒト CAR遺伝子の発現調節に関わる新たな転写因子を同
定すること(第 1章、第 2章)および CAR自身の発現量増加による CAR標的遺
伝子の発現への影響を明らかにすること(第 3章)を目的とし、以下の検討をおこ
なった。 



 8 

第 1章 ヒト CAR遺伝子 5’上流領域における LXRα応答配列の同定 
 
第 1節 序文 
 
 これまでに CAR遺伝子の発現を転写レベルで制御すると報告されている GR、
HNF4αおよび PPARαは、CYPをはじめとする薬物動態関連遺伝子の転写制御
因子でもある[18-20]。また、CYP1Aの誘導に関与する AhRも、CARの発現制
御における寄与が示唆されている[21]。これらのことから、CAR 遺伝子の転写
制御は薬物動態関連遺伝子の転写制御因子と関連があると考えられる。そこで

本章では、薬物動態関連遺伝子の代表的な転写制御因子のうち、これまでに CAR
遺伝子の発現制御との関連性が検討されていない liver X receptor (LXR)、
farnesoid X receptor (FXR)および pregnane X receptor (PXR)について、ヒト
CAR遺伝子プロモーターに対する活性化作用の有無を検討した。 
 上記の検討により LXRがヒト CAR遺伝子プロモーターを活性化することが
明らかとなったため、次に LXRによるヒト CAR遺伝子の転写制御機構を検討
した。LXR は核内レセプタースーパーファミリーに属する転写因子であり、
LXRαと LXRβの 2つのサブタイプが存在する[22]。肝臓には LXRαが主に発現
しており、コレステロールのホメオスタシスに大きく関与している[23]。LXRα
は CARと同様に RXRとへテロダイマーを形成し、LXRα/RXR応答配列に結合
することで標的遺伝子の転写を制御している。そこで、ヒト CAR遺伝子プロモ
ーターにおけるLXRα/RXR応答配列を同定することを目的として以下の検討を
おこなった。 
 
第 2節 方法 
 
1-2-1 プラスミド 
 
 ヒト CAR遺伝子の転写開始点より約 2 kb上流のプロモーター領域を含むル
シフェラーゼレポーターベクター(CAR -2312/+58)は、以下のように作製した。
まず、既に報告されている転写開始点を+1として[13]、-2312 bpから+58 bpの
領域を、以下のプライマーを用いて、ヒトゲノム DNA を鋳型として、PCR 法
に よ り 増 幅 し た (5’-CTCTTTCAAAGTTTCCTGATGGACTC-3’ and 
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5’-CCAAACTCCCACGCTGTTGCTGGTTTCC-3’) 。 増 幅 産 物 は

PCR-BluntΙΙ-TOPOベクター(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いてクロー
ニングし、制限酵素 KpnΙおよび XhoΙを用いて pGL4.17 ベクター(Promega, 
Madison,WI, USA)へ組み換えた。 
 異なる長さのヒト CAR 遺伝子プロモーターを含むルシフェラーゼレポータ
ーベクター(CAR -619/+58、CAR -99/+58および CAR -40/+58)は、以下のよう
に作製した。まず、以下のプライマーを用いてそれぞれの領域を CAR -2312/+58
を 鋳 型 と し て PCR 法 に よ り 増 幅 し た

(5’-CCTGGACCTCAGCCTCCCAATTAGC-3’ for CAR -619/+58, 
5’-CTGGTACCAGGGTCTGTGCCCTAACC-3’ for CAR -99/+58 or 
5’-AAGGTACCATCTCTTGTTTTCCAGA-3’ for CAR -40/+58, and 
5’-CCATGGTGGCTTTACCAACAGT-3’ for common)。増幅産物は制限酵素
KpnΙおよび XhoΙを用いて pGL4.17ベクターへ組み換えた。 
 CAR -2312/+58に対して-69/-53 bpに存在する direct repeat 5 (DR5)配列に
変異を導入した CAR -2312/+58 mt は以下のプライマーを用いて CAR 
-2312/+58 を鋳型として部位特異的変異導入法を用いて作製した

(5’-AGGCTCCATAAAACAGACATCTCTTG-3’ and 
5’-CCAGGTAGTCTCAGTGACTGTGGGGT-3’)。 
 LXRα、FXR、PXR および RXRα発現ベクターはそれぞれをコードする領域
を pTargetベクター(Promega)組み込んだものを使用した[24-26]。 
 
1-2-2 レポータージーンアッセイ 
 
 レポータージーンアッセイはヒト肝ガン由来細胞 HepG2 細胞を用いておこ
なった。HepG2 細胞は Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen)に
10 %非働化ウシ胎児血清(Gemini Bio-Products, Woodland, CA, USA)および
50 units/mL penicillin-50 µg/mL streptomycin (Invitrogen)を加えた培地を用
いて、37 C°、5 % CO2 の条件下で培養した[27]。レポーターベクター(50 
ng/well)、核内レセプター発現ベクター(10 ng/well)およびコントロールベクタ
ー(pGL4.74、5 ng/well)は、リバーストランスフェクション法によりHepG2細
胞(1.6 × 105 cells/well, 48-wellプレート)に導入した。細胞の播種から 24時間
後に LXRαアゴニストである T0901317 (1 µM; Calbiochem, Darnstadt, 



 10 

Germany)、FXR アゴニストであるケノデオキシコール酸(10 µM; Sigma, St. 
Louis, MO, USA)および PXRアゴニストであるリファンピシン(10 µM; Wako, 
Osaka)を添加した。アゴニスト添加から 24時間後に細胞を回収し、ルシフェラ
ーゼ活性を Dual-Luciferase reporter assay system (Promega)により測定した。
なお、ルシフェラーゼ活性はサンプルベクターである pGL4.17 の firefly 
luciferase活性をコントロールベクターである pGL4.74の renilla luciferase活
性の比として補正することにより求めた。 
 
1-2-3 ゲルシフトアッセイ 
 
 ゲルシフトアッセイは、[γ-32P]dATP (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA)
によって放射ラベルした 2 本鎖 DNA プローブと TnT Quick Coupled 
Transcription/Translation system (Promega)を用いたインビトロトランスレ
ーション法により合成したタンパクを用いて、既報のとおりおこなった[28]。プ
ローブに用いたコンセンサス DR4 配列(cDR4)およびヒト CAR 遺伝子 DR5 配
列 (hCARDR5) の セ ン ス 鎖 DNA 配 列 は 以 下 の と お り で あ る

(5’-ATCAGGTCATCGAAGGTCAGAT-3’ for cDR4 and 
5’-ACAGTCACTGAGAGCAACTGGAGGCCACAT-3’ for hCARDR5)。スーパ
ーシフトアッセイには抗 LXRα抗体(1 µg; Perseus Proteomix, Tokyo)を用いた。 
 
1-2-4 ChIPアッセイ 
 
 ヒト肝試料(35 歳、ヒスパニック、女性)は National Disease Research 
Interchange (Philadelphia, PA, USA)を介して米国から輸入されたヒト肝組織
を HAB 研究機構(Chiba)により供与していただいたものを使用した。本実験に
よるヒト試料の利用は千葉大学大学院薬学研究院倫理委員会において事前に承

認されている(千大薬総第 396号)。 
 ChIPアッセイは、ChIP-ITキット(Active Motif, Carlsbad, CA, USA)および
前述のヒト肝試料を用いて既報のとおりにおこなった[28]。抗体は抗 LXRα抗体
(1 µg)を用いた。回収した DNA断片を鋳型とし、ヒト CAR遺伝子 DR5配列を
含む領域(-160/+58)およびそれと無関係の 5’上流側の領域(-4500/-4300)を以下
のプライマーを用いて増幅した (5’-CACCAACCGCACTTTTGTCA-3’ and 
5’-CCAAACTCCCACGCTGTTGCT-3’ for -160/+58, and 



 11 

5’-GAGCAGGGAGAATAATTGAATA-3’ and 
5’-CTGCTGTCTTCTCCCAGATACA-3’ for -4500/-4300)。 
 
第 3節 結果 
 
1-3-1 LXRα、FXRおよび PXRによるヒト CAR遺伝子プロモーターの活性化
の検討 
 
 HepG2 細胞を用いたレポータージーンアッセイにより、ヒト CAR 遺伝子プ
ロモーター(CAR -2312/+58)の活性化に対する LXRα、FXRおよび PXRの影響
を検討した。Fig. 1Aに示すように、検討した 3種の核内レセプターのうちLXRα
のみがヒト CAR遺伝子プロモーターを活性化した。 
 LXRαは RXRとヘテロダイマーを形成して標的遺伝子に存在する LXRα応答
配列に結合することにより転写を制御することから、次に LXRαによるヒト
CAR 遺伝子プロモーターの活性化に対する RXR 共発現の影響を調べた。その
結果、Fig. 1B に示すように、LXRαによるヒト CAR 遺伝子プロモーターの活
性化は T0901317によって増強され、 RXRαを共発現させた場合にはさらに増
強された。 
 
1-3-2 ヒト CAR遺伝子プロモーター上の LXRα/RXRα応答配列の同定 
 
 LXRα/RXRαによるヒト CAR遺伝子プロモーターの活性化を担う領域を同定
するために、5’上流側を段階的に欠失させたヒト CAR遺伝子プロモーターを用
いて LXRα/RXRαによる活性化を検討した。Fig. 2Aに示すように、LXRα/RXRα
によるヒト CAR遺伝子プロモーターの活性化は 3種類のヒト CARプロモータ
ー(CAR -2312/++58、CAR -619/+58およびCAR -99/+58)において認められた。
しかしながら、LXRα/RXRαによる活性化はヒト CAR遺伝子プロモーター上の
-99 bp から-40 bp を欠失させた最も短いヒト CAR 遺伝子プロモーター(CAR 
-40/+58)では認められなかった。また、ヒト CAR遺伝子プロモーター上の-619 
bpから-99 bpの領域を欠失させることにより、LXRα/RXRαの存在下および非
存在下のいずれにおいてもヒト CAR遺伝子のプロモーター活性が低下した。 
 LXRα/RXRαは DR4配列を主な応答配列とし、DR4配列に対して強く結合す
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ること[29]、および DR4と比べると比較的弱いが DR5配列に対しても結合する
ことが報告されている[30]。そこで、ヒト CAR遺伝子プロモーター上の-99 bp
から-40 bpの領域について DR4配列および DR5配列を調べた。Fig. 2B に示
すように、-69 bpから-53 bpに DR5配列が 1つ存在した。しかしながら、-99 bp
から-40 bpの領域内に DR4配列は存在しなかった。 
 次に、今回見いだされたヒト CAR DR5 配列が LXRα/RXRαの応答配列であ
るかどうかを明らかにするために、ヒト CAR DR5 配列に対して変異を導入し
たヒト CAR遺伝子プロモーター(CAR -2312/+58 mt)を用いて、LXRα/RXRαに
よるヒト CAR遺伝子プロモーター活性化作用への影響を検討した。Fig. 2Cに
示すように、ヒトCAR遺伝子プロモーターのLXRα/RXRαによる活性化作用は、
変異を導入することにより 36.0倍から 10.6倍へと大きく減少した。 
 
1-3-3 ヒト CAR DR5配列に対する LXRα/RXRαの結合の検討 
 
 ゲルシフトアッセイにより、インビトロにおけるヒト CAR DR5 配列に対す
る LXRα/RXRαの結合を検討した。まず、インビトロ合成した LXRαおよび
RXRαの結合能を確認するために、コンセンサス DR4配列(cDR4)をプローブと
して検討をおこなった。Fig. 3Aに示すように、LXRα/RXRα依存的なシフトバ
ンド(s.)が形成された(lane 2)。そこで、ヒト CAR DR5配列(hCARDR5)をプロ
ーブとして検討をおこなったところ、LXRαまたは RXRαの単独存在下およびど
ちらも存在しない場合にはシフトバンドが認められなかったが(lane 3-5)、
LXRαおよび RXRαの共存下においてはシフトバンドが認められた(lane 6)。さ
らに、抗 LXRα抗体を用いてスーパーシフトアッセイをおこなったところ、
hCARDR5および cDR4のどちらにおいても、LXRα/RXRα依存的なシフトバン
ドは抗 LXRα抗体によってスーパーシフトすることが認められた(lane 7-12)。 
 つぎに、ChIPアッセイにより、ヒト肝組織においてもヒト CAR DR5配列に
対して LXRα/RXRαが結合しているか否かについて検討した。Fig. 3Bに示すよ
うに、抗 LXRα抗体によって沈降した DNA断片において、ヒト CAR DR5配列
を含む領域(-160/+58)の増幅が確認された。一方、コントロール抗体によって沈
降したDNA断片においてはヒトCAR DR5配列を含む領域の増幅は認められな
かった。また、ヒト CAR DR5配列とは無関係の 5’上流領域(-4500/-4300)は抗
LXRα抗体およびコントロール抗体によって沈降したDNA断片どちらにおいて
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も増幅は認められなかった。 
 
第 4節 考察 
 
 本章では、ヒト肝ガン由来細胞であるHepG2細胞を用いたレポータージーン
アッセイにより、LXRαがヒト CAR遺伝子プロモーターを活性化すること、お
よびその活性化はヘテロダイマーパートナーである RXRαによって増強される
ことを明らかにした(Fig. 1)。また、LXRα/RXRαによるヒト CAR遺伝子プロモ
ーターの活性化には、ヒト CAR遺伝子プロモーター上の-69 bpから-53 bpに存
在するヒト CAR DR5配列が関与することを明らかにした(Fig. 2)。さらに、ヒ
ト CAR DR5に対して、LXRα/RXRαがインビトロおよびインビボにおいて結合
することを明らかにした(Fig. 3)。これらのことから、LXRαは RXRαとヘテロ
ダイマーを形成し、ヒト CAR DR5配列に対して結合することで、ヒト CAR遺
伝子の転写を活性化することが示唆された。 
 また今回の検討により、ヒトCAR遺伝子プロモーター上の-619 bpから-99 bp
の領域を欠失させることで、ヒト CAR 遺伝子のプロモーター活性および
LXRα/RXRαによる活性化作用の両方が、大きく減少することが示された(Fig. 
2A)。このことから、ヒト CAR遺伝子プロモーター上の-619 bpから-99 bpの
領域に、ヒト CAR遺伝子のプロモーター活性に関わる転写因子の応答配列が存
在する可能性が考えられた。これまでに、CYP7A1 をはじめ、数多くのコレス
テロールのホメオスタシスに関わる遺伝子のプロモーター上に、LXRα/RXRα
応答配列が同定されている [29]。これらの遺伝子のうち、CYP7A1、
apolipoprotein A1 および sterol regulatory element binding protein 1c 
(SREBP-1c)遺伝子に関しては、CAR遺伝子と同様に、HNF4αの結合配列も同
定されている[31-33]。また、これらの報告では、いずれの遺伝子プロモーター
もHNF4αを共発現させることで、LXRαによるプロモーターの活性化作用が増
強することが示されている。ヒト CAR遺伝子プロモーター上の-619 bpから-99 
bpの領域には、HNF4α結合配列(-118/-106)が含まれていることから[16]、ヒト
CAR 遺伝子についても同様に LXRαによるプロモーターの活性化に対して
HNF4αによる増強作用が引き起こされる可能性が考えられる。したがって、
LXRαによるヒト CAR 遺伝子の転写制御に対する HNF4αの増強作用の有無に
ついても検討する必要がある。 
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 本章において、ヒト CAR遺伝子プロモーター上の-69 bpから-53 bpの領域に
存在するヒト CAR DR5 配列を LXRα/RXRα結合配列として同定した。このヒ
ト CAR DR5配列以外に、DR4および DR5配列はヒト CAR遺伝子プロモータ
ー上の-99 bpから-40 bpの領域には存在しなかった。一方、LXRα/RXRαによ
るヒト CAR遺伝子プロモーターの活性化は、ヒト CAR DR5配列に対して変異
を導入したことにより大きく減少したものの、完全には消失しなかった(Fig. 
2C)。この原因として、LXRα/RXRαによるヒト CAR 遺伝子プロモーターの活
性化には、1)ヒト CAR DR5配列以外の領域を介した LXRαによる活性化機構が
存在する、2)LXRα/RXRα結合配列を介した LXRα/RXRαの直接的な活性化作用
だけでなく、間接的な活性化作用が存在する可能性が考えられた。LXRαは脂質
合成関連遺伝子の転写制御因子である SREBP-1c を誘導する[34]。誘導された
SREBP-1cは、sterol regulatory element (SRE)と呼ばれる配列に対して結合し、
転写を活性化する[35]。SREはこれまでに数多く報告されているが、そのうち、
HMG-CoA synthase遺伝子プロモーターに存在する SRE (CTCACCCCAC)と
非常に良く類似した、SRE 様配列がヒト CAR 遺伝子プロモーター上の-87 bp
から-78 bpに存在する(CTAACCCCAC)。したがって、LXRα/RXRαによるヒト
CAR 遺伝子プロモーターの活性化は、LXRα/RXRα結合配列を介した直接的な
活性化に加え、LXRαによって誘導された SREBP-1cによる SRE様配列を介し
た間接的な活性化によって引き起こされる可能性も考えられる。今後、LXRα
によるヒト CAR 遺伝子の転写活性化機構に関しては LXRα/RXRαによるヒト
CAR DR5配列以外の領域を介した活性化作用、および SREBP-1cを含む LXRα
によって誘導される転写因子による活性化作用の可能性についても検討する必

要がある。 
 本章における結果は、ヒト CAR遺伝子が LXRαの標的遺伝子の 1つであるこ
とを示唆している。LXRαはコレステロールのホメオスタシスに大きく関与して
おり、生体内のコレステロール過剰時に合成されるオキシステロールをアゴニ

ストとして活性化することで、標的遺伝子の転写を調節している[36]。実際に、
コレステロール含有食を与えた LXRαノックアウトマウスでは、肝臓内にコレ
ステロールが蓄積することが明らかになっている[23]。一方、CAR は主に薬物
代謝酵素などの薬物動態関連遺伝子の転写制御に関与しているが、このうち

CYP3A、SULT2A1およびMRP2は、コレステロールの主要代謝経路である胆
汁酸の代謝排泄に関わっている[37、38]。このことから、CAR はこれらの遺伝
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子を転写制御することで、コレステロールのホメオスタシスに関与している可

能性が考えられる。また、詳細なメカニズムは明らかではないが、マウスに CAR
アゴニストである TCPOBOPを投与することにより、血漿中におけるコレステ
ロールレベルが低下することが報告されている[39、40]。これらのことから、
LXRαによる CARの転写制御は、胆汁酸の代謝排泄を介して、コレステロール
のホメオスタシスの一部を担っている可能性が考えられた。 
 現在のところ、LXRαアゴニストは医薬品として用いられてはいないが、
LXRαアゴニストである T0901317は、アテローム性動脈硬化に対して有効であ
ることが、マウスモデルを用いて明らかにされている[41]。このことから、LXRα
は新たな創薬のターゲットとして考えられている。今回の検討により、LXRα
はヒト CAR 遺伝子のプロモーターを活性化することが明らかになったことか
ら、LXRαアゴニストを医薬品として開発する際には、CAR を介した薬物動態
関連遺伝子の発現変動と、それにともなう併用薬の動態への影響を考慮する必

要があると考えられた。 
 
第 5節 小括 
 
 本章では、ヒト CAR遺伝子の LXRαによる転写制御機構について検討をおこ
ない以下の結果を得た。 
 
1. LXRαはヒト CAR遺伝子プロモーターを活性化し、その活性化は RXRαに
よって増強された。 
 
2. LXRαによるヒト CAR遺伝子プロモーターの活性化には-69 bpから-53 bp
に存在するヒト CAR DR5配列が関与していた。 
 
3.  LXRαは RXRαとへテロダイマーを形成しヒト CAR DR5配列に対して結
合した。 
 
 以上より、LXRαはヒト CAR遺伝子プロモーター上の-69 bpから-53 bpに存
在するヒト CAR DR5配列に、RXRαとヘテロダイマーを形成して結合すること
で、ヒト CAR遺伝子プロモーターを活性化することが示唆された。 
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第 6節 図表 
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第 2章 ヒト CAR遺伝子イントロン 1領域における RARα応答配列の同定 
 
第 1節 序文 
 
 第 1章において、ヒト CAR遺伝子プロモーター上に、LXRα応答配列が存在
することが明らかとなった。すでに、GRおよびHNF4αが、それぞれヒト CAR
遺伝子の 5’上流遠位および近位領域を介して、転写制御に関与していることが
報告されている[13、16]。一方、遺伝子の転写制御に関する研究は転写開始点よ
り上流側に関して数多く報告されているが、FXR によるマウス PXR 遺伝子の
転写制御のように転写開始点の下流側であるイントロン 1 も、遺伝子の転写制
御に関わることも報告されている[42]。しかしながら、イントロン 1領域を介し
たヒト CAR遺伝子の転写制御は明らかになっていない。そこで、本章では、ヒ
ト CAR 遺伝子のイントロン 1領域における転写制御について検討した。 
 
第 2節 方法 
 
2-2-1 プラスミド 
 
 転写開始点より上流-317 bpからイントロン 1を含む、ヒト CAR遺伝子プロ
モーターのルシフェラーゼレポーターベクター(CAR -317/+1579)は、以下のよ
うに作製した。まず、-317 bpから+1579 bpの領域を用いて、ヒトゲノム DNA
を 鋳 型 と し て PCR 法 に よ り 増 幅 し た

(5’-CTCTCTCTCTCTCTTCCCAGCTTGTTCAG-3’ and 
5’-GGTGGCTGTCACAGACTCCTGAATGT-3’) 。 増 幅 産 物 は 、

PCR-BluntΙΙ-TOPO ベクターを用いてクローニングし、制限酵素 KpnΙおよび
XhoΙを用いて、pGL4.17ベクターへ組み換えた。 
 異なる長さのイントロン 1を一部含む、CAR遺伝子プロモーターのルシフェ
ラーゼレポーターベクター(CAR +1009/+1579、CAR +1386/+1579および CAR 
+1501/+1579)は、以下のように作製した。まず、以下のプライマーを用いて、
CAR-317/+1579 を 鋳 型 と し て 、 PCR 法 に よ り 増 幅 し た

(5’-AAGGTACCATCCTGGTGTGGTGGT-3’ for CAR +1009/+1579, 
5’-GTGGTACCGCAAGAACTTGTGTCA-3’ for CAR +1386/+1579 or 
5’-ACGGTACCGAAGGGACAGAAAGG for CAR +1501/+1579, and 
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5’-CCATGGTGGCTTTACCAACAGT-3’ for common)。増幅産物は制限酵素
KpnΙおよび XhoΙを用いて pGL4.17ベクターへ組み換えた。 
 CAR -317/+1579に対して+1453 bpから+1469 bpに存在するヒト CAR RAR
応答配列に変異を導入した CAR -317/+1579 mt は以下のプライマーを用いて
CAR -317/+1579 を鋳型として部位特異的変異導入法を用いて作製した
(5’-TAACGCCAGGGAAGTAGTCATCGGCATGGTTTGGT-3’ and 
5’-TCCCTGGCGTTATCTTTTGTGGTTTC-3’)。 
 RARα発現ベクターは以下のように作製した。まず、RARαをコードする領域
を、以下のプライマーを用いて、ヒト肝から合成した CDNAを鋳型として、PCR
法 に よ り 増 幅 し た (5’-CCGCTTGGCATGGCCAGCAACAGCA-3’ and 
5’-TGTCCATGTGGCGTGGGCGGTCACG-3’) 。 増 幅 産 物 は 、

PCR-BluntΙΙ-TOPOベクターを用いてクローニングし、制限酵素 BamHΙおよび

NotΙを用いて、pTargetベクターへ組み換えた。 
 
2-2-2 レポータージーンアッセイ 
 
 レポータージーンアッセイは、RARαアゴニストとしてオールトランスレチノ
イン酸(1 µM; Wako)を用いた以外は、第 1章と同様におこなった。 
 
2-2-3 ゲルシフトアッセイ 
 
 ゲルシフトアッセイは、プローブとして RARβ遺伝子の RAR 応答配列
(βRARE)およびヒト CAR RAR応答配列(cRARE)を用いた以外は、第 1章と同
様におこなった。βRAREおよび cRAREのセンス鎖 DNA配列は、以下のとお
り で あ る (5’-TAGGGTTCACCGAAAGTTCACTC-3’ for βRARE and 
5’-CAGGGATCAAGTCAAGGGCATGT-3’ for cRARE)。また、スーパーシフト
アッセイには、抗 RARα抗体(1 µg; Perseus Proteomix)を用いた。 
 
2-2-4 ChIPアッセイ 
 
 ヒト肝試料(35 歳、ヒスパニック、女性)は、第 1 章と同じ方法で入手した。
ChIPアッセイは抗 RARα抗体(1 µg)を用い、以下の領域を増幅した以外は、第
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1章と同様におこなった。回収した DNA断片中のヒト CAR RAR応答領域を含
む領域(+1381/+1521)およびそれと無関係の 5’上流側の領域(-4027/-3790)は、以
下のプライマーを用いて検出した(5’-ACAGAGCAAGAACTTGTGTCA-3’ and 
5’-TTGACCCTTTTCTGTCCCTTC-3’ for +1381/+1521, and 
5’-TAACCCTGAAAGCCTGTTCACCATGGATGC-3’ and 
5’-TGGTCCAGGGATGCCCTTCAC-3’ for -4027/-3790)。 
 
2-2-5 ヒト初代培養肝細胞 
 
 ヒト初代培養肝細胞(35 歳、ヒスパニック、女性)は、第 1 章で使用したもの
と同じヒト肝試料から調製されたものを用いた。本実験に用いたヒト試料の利

用は、千葉大学大学院薬学研究院倫理委員会において事前に承認された(千大薬
総第 396号)。ヒト初代培養肝細胞は、コラーゲンタイプΙでコートされた 6ウェ
ルプレートに、8 × 105 cells/wellの細胞濃度で播種した。培地は、William’s E
培地を基礎培地として、10 %非働化ウシ胎児血清、10 nMデキサメタゾン、100 
× ITS-X (Invitrogen)、4 mMグルタミンおよび 50 µg/mlゲンタマイシンを添加
したものを用いた。細胞の播種から 4時間培養後に、培地を前述のWilliam’s E
培地から、10 %非働化ウシ胎児血清を含まない培地に交換した。培地交換から
16時間後に、オールトランスレチノイン酸を添加し、48時間培養した。 
 
2-2-6 リアルタイム PCR 
 
 オールトランスレチノイン酸(1 µM)を、48時間処理したヒト初代培養肝細胞
より、全 RNAを抽出し、逆転写をおこなった。得られた cDNAを鋳型として、
ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を用いて、リア
ルタイム PCRをおこなった。CARのmRNA量は、TaqMan Gene Expression 
Assays (CAR, Hs_00901571_m1; Applied Biosystems)を用い、 human 
β-glucronidase (hGUS)の mRNA 量は、TaqMan Assay reagents (hGUS; 
Applied Biosystems)を用いて検出した。 
 
第 3節 結果 
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2-3-1 ヒト CAR遺伝子イントロン 1領域における転写制御領域の検討 
 
 HepG2細胞を用いたレポータージーンアッセイにより、異なる長さのイント
ロン 1領域を含むレポーターベクターを用いて、ヒト CAR遺伝子のプロモータ
ー活性を比較した。Fig. 4に示すように、転写開始点より上流域を含むレポータ
ーベクター(CAR -317/+1579)を用いた時に、最も高い活性が認められた。また、
-317 bpから+1386 bpを欠失させたイントロン 1領域のみのレポーターを用い
た場合にも、最大活性の約 66 %の活性が認められた。一方、+1386 bpから+1501 
bpの領域を欠失させた場合には、ほとんど活性が認められなかった。 
 
2-3-2 ヒト CAR遺伝子イントロン 1領域における RARα応答領域の同定 
 
 ヒトCAR遺伝子イントロン1領域の+1386 bpから+1501 bpの領域について、
転写調節因子結合配列予測プログラム Genomatix (www.genomatix.de/; 
Genomatix, Ann Arbor, MI, USA)を用いて、転写因子結合配列を検索したとこ
ろ、+1453 bpから+1469 bpに、RARβ遺伝子プロモーターに存在する RAR応
答配列に類似した配列(ヒト CAR RAR応答配列)が存在した(Fig. 5A)。 
 そこで、RARαがイントロン 1領域を含むヒト CAR遺伝子プロモーターを活
性化するかを調べた。Fig. 5Bに示すように、RARαおよびオールトランスレチ
ノイン酸によって、イントロン 1領域を含むヒト CAR遺伝子プロモーターが活
性化された。つぎに、ヒト CAR RAR応答配列が RARαの応答配列であるか否
かを明らかにするために、ヒト CAR RAR応答配列に対して変異を導入したイ
ントロン 1領域を含むヒト CAR遺伝子プロモーター(CAR -317/+1579 mt)を用
いて RARαによるプロモーター活性化作用への影響を検討した。Fig. 5Bに示す
ように、RARαによるイントロン 1領域を含むヒト CAR遺伝子プロモーターの
活性化は、変異を導入したことにより 5.2倍から 2.4倍へと大きく減少した。ま
た、ヒト CAR RAR応答配列に対して変異を導入することで、RARαの非導入時
においても、イントロン 1領域を含むヒトCAR遺伝子プロモーター活性が 40 %
減少した。 
 
2-3-3 ヒト CAR RAR応答配列に対する RARα/RXRαの結合の検討 
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 ゲルシフトアッセイにより、インビトロにおけるヒト CAR RAR応答配列に
対する RARα/RXRαの結合を検討した。まず、インビトロ合成した RARαの結
合能を確認するため、RARβ遺伝子 RAR応答配列(βRARE)をプローブとして検
討をおこなった。Fig. 6Aに示すように、RARα/RXRα依存的なシフトバンドが
形成された(lane 2)。そこで、ヒト CAR RAR応答配列(cRARE)をプローブとし
て検討をおこなったところ、RARαまたは RXRα単独およびどちらも存在しない
場合にはこのシフトバンドは認められなかったが(lane 3-5)、RARαおよび
RXRαの共存下においてはシフトバンドが形成された(lane 6)。さらに、抗 RARα
抗体を用いてスーパーシフトアッセイをおこなったところ、cRARE および
βRAREどちらにおいても、RARα/RXRα依存的なシフトバンドは、抗 RARα抗
体によってスーパーシフトすることが認められた(lane 7-10)。 
 次に、ChIPアッセイにより、ヒト肝組織においても、ヒト CAR RAR応答配
列に対して RARα/RXRαが結合しているか否かについて検討した。Fig. 6Bに示
すように、抗 RARα抗体によって沈降した DNA断片において、ヒト CAR RAR
応答配列を含む領域(+1381/+1521)の増幅が認められた。この増幅バンドの強度
は、コントロール抗体によって沈降した DNA断片の場合と比べて強いものであ
った。また、ヒト CAR RAR応答配列とは無関係の 5’上流領域(-4027/-3790)は、
抗 RARα抗体およびコントロール抗体によって沈降した DNA 断片のどちらに
おいても増幅は認められなかった。 
 
2-3-4 オールトランスレチノイン酸が CARのmRNA量に与える影響 
 
 ヒト初代培養肝細胞にオールトランスレチノイン酸を 48 時間曝露し、CAR
のmRNA量の変化を検討したところ、Fig. 7に示すように、CARのmRNA量
はオールトランスレチノイン酸によって 3.2倍に増加した。 
 
第 4節 考察 
 
 本章では、HepG2細胞を用いたレポータージーンアッセイにより、ヒト CAR
遺伝子のイントロン 1に存在する+1386 bpから+1501 bpの領域が、プロモー
ター活性を有することを明らかにした(Fig. 4)。また、+1453 bpから+1469 bp
の配列が、RARβ遺伝子プロモーターに存在する RAR応答配列に類似している
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ことから(Fig. 5A)、RARを介したヒト CAR遺伝子プロモーターの活性化作用
について検討し、RARαがイントロン 1を含むヒト CAR遺伝子のプロモーター
を活性化すること、およびその活性化には+1453 bpから+1469 bpのヒト CAR 
RAR応答配列が関与することを明らかにした(Fig. 5B)。さらに、ゲルシフトア
ッセイおよび ChIPアッセイにより、インビトロおよびインビボのいずれにおい
ても、ヒト CAR RAR 応答配列に、RARα/RXRαが結合することを明らかにし
た(Fig. 6)。さらに、ヒト初代培養肝細胞を用いて、オールトランスレチノイン
酸が、CARのmRNA量を増加させることを明らかにした(Fig. 7)。これらのこ
とから、RARαは RXRαとヘテロダイマーを形成し、ヒト CAR遺伝子のイント
ロン 1に存在するヒト CAR RAR応答配列に結合することで、ヒト CAR遺伝子
の転写を活性化し、CARを誘導することが示唆された。 
 今回の検討では、ヒト CAR遺伝子の-317 bpから+1009 bpの領域を含むレポ
ーターベクターを用いた場合に、最も高いプロモーター活性を示すことが明ら

かとなった(Fig. 4)。ヒトCAR遺伝子の-118 bpから-106 bpの領域には、HNF4α
応答配列が存在し[16]、-69 bpから-53 bpの領域には、LXRα/RXRα応答配列が
存在する(第 1章)。LXRαを発現させていないHepG2細胞において、T0901317
によるヒト CAR遺伝子プロモーターの活性化は、ほとんど認められなかったこ
とから、内在性の LXRαはほとんど発現していないと考えられる(Fig. 1B)。一
方、HNF4αは HepG2 細胞において高く発現していることから、ヒト CAR 遺
伝子の-317 bp から+1009 bp の領域に認められたプロモーター活性は、主に
HNF4α応答配列を介していると考えられた。 
 RARは、ビタミン Aの活性代謝産物であるオールトランスレチノイン酸をア
ゴニストとすることで、様々な遺伝子の転写を制御し、細胞の分化、増殖およ

び生体の恒常性の維持に関与している[43]。通常、過量のビタミン A を摂取し
た場合には、代謝物であるオールトランスレチノイン酸が RARαを活性化し、
その結果、オールトランスレチノイン酸の不活化に関与する CYP26A1 を誘導
し、オールトランスレチノイン酸レベルを低下させるという生体防御反応が機

能する[44]。しかし、さらに多くのビタミン A あるいはオールトランスレチノ
イン酸を摂取すると、レチノインシンドロームなどの重篤な症状を引き起こす

[45]。オールトランスレチノイン酸の不活化には CYP26A1だけでなく、薬物代
謝酵素であるCYP3AおよびCYP2Cも関与することが報告されている[46、47]。
CYP3Aおよび CYP2C遺伝子の転写制御には CARが関与しているから、CAR
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を介した CYP3Aおよび CYP2Cの誘導が、オールトランスレチノイン酸の不活
化を引き起こす可能性が考えられる。今回の検討により、オールトランスレチ

ノイン酸による RARαの活性化が、CAR遺伝子の転写活性化を引き起こすこと
が示唆されたことから、RARαによる CAR遺伝子の転写制御は、オールトラン
スレチノイン酸の不活化を介して、過剰量のオールトランスレチノイン酸から、

生体を防御する働きの一部を担っている可能性が考えられた。 
 CAR は CAR 応答配列に結合することを介して、数多くの遺伝子の転写制御
に関わっている。一方、CAR はインスリン応答性の転写因子である FoxO1 に
対して直接結合し、糖新生に関わる phosphoenolpyruvate carboxykinase 
(PEPCK)遺伝子のインスリン応答配列に対する FoxO1 の結合を阻害する[48]。
その結果、CARの活性化は PEPCK遺伝子の転写を抑制することが報告されて
いる。一方、レチノイド療法によってグルコースレベルが低下すること、およ

びインスリン感受性が亢進することが報告されている[49、50]。このことから、
オールトランスレチノイン酸は、糖新生を抑制している可能性が考えられる。

本研究において、CARがヒト初代培養肝細胞においてオールトランスレチノイ
ン酸によって誘導されることが明らかにされたことから、オールトランスレチ

ノイン酸はアゴニストとしてRARαを活性化することでCARを誘導し、PEPCK
遺伝子の転写を抑制することで糖新生を抑制している可能性が考えられた。 
 RARαアゴニストは、急性骨髄性白血病の治療薬として頻繁に用いられている
[51]。また、オールトランスレチノイン酸がガンを抑制することも報告されてお
り[52]、オールトランスレチノイン酸の代謝を阻害することで、細胞内オールト
ランスレチノイン酸濃度を増加させるレチノイン酸代謝阻害薬が、抗がん剤と

して用いられている[53]。今回の検討により、RARαはヒト CAR 遺伝子の転写
に関与することが示唆されたことから、RARαアゴニストを治療薬として用いる
際に、CARの誘導を介して、薬物動態関連遺伝子の発現量が増加する可能性が
考えられた。 
 
第 5節 小活 
 
 本章では、ヒト CAR遺伝子のイントロン 1領域を介した RARαによる転写制
御機構について検討をおこない、以下の結果を得た。 
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1. ヒト CAR遺伝子のプロモーター活性には、イントロン 1領域内の+1386 bp
から+1501 bpが関与していた。 
 
2. RARα応答配列がヒト CAR遺伝子の+1453 bpから+1469 bpの領域に存在
し、ヒト CAR遺伝子プロモーターは RARαによって活性化された。 
 
3.  RARαは RXRαとへテロダイマーを形成し、ヒト CAR RAR配列に対して
結合した。 
 
4. オールトランスレチノイン酸は、ヒト初代培養肝細胞において CAR の
mRNA量を増加させた。 
 
 以上のことから、RARαはヒト CAR遺伝子のイントロン 1上の+1453 bpか
ら+1469 bpに存在するヒトCAR RAR応答配列にRXRαとのへテロダイマーと
して結合することによりヒト CAR 遺伝子プロモーターを活性化し、CAR を誘
導することが示唆された。 
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第 6節 図表 
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第 3章 CARの発現量増加による CAR標的遺伝子発現への影響 
 
第 1節 序文 
 
 CARは CYP2B遺伝子を含む種々の薬物動態関連遺伝子の転写制御に関わっ
ており[7]、ヒト肝組織における CARの mRNA量と CARが標的とする遺伝子
の mRNA 量との間には、正の相関関係が存在することが報告されている[11]。
しかしながら、CAR の発現量の増加が CAR 標的遺伝子の発現量を増加させる
か否かについては明らかになっていない。そこで、本章では、ラット肝におい

て CARを誘導すると報告されている PPARαアゴニストを用いて、ラット初代
肝細胞における CARの発現量の増加が CAR標的遺伝子の発現量を増加させる
か否かについて検討した。さらに、第 2章において RARαがヒト CARを誘導す
ることが示唆されたことから、RARαアゴニストであるオールトランスレチノイ
ン酸による CARのmRNA量の増加および CAR標的遺伝子である CYP3A4お
よび CYP2C8のmRNA量の増加について、ヒト肝ガン由来細胞HepG2細胞を
用いて検討した。 
 
第 2節 方法 
 
3-2-1 試薬 
 
 ベザフィブラート、シプロフィブラート、シクロヘキシミド、フェノフィブ

ラートおよび WY14643 は Sigma より購入した。抗 CAR 抗体は Perseus 
Proteomics、抗β-actin抗体は Sigma、および抗 TFΙΙB抗体は Active Motifよ
りそれぞれ購入した。その他の試薬についてはすべて市販のものを用いた。 
 
3-2-2 ラット初代培養肝細胞 
 
 ラット初代培養肝細胞は、既報に従って 6週齢の雄性 SDラット(Japan SLC 
Inc, Shizuoka)から、2段階コラゲナーゼ灌流法により単離した[54]。単離した
肝細胞は、コラーゲンタイプΙでコートされた 6 ウェルプレートに、4 × 105 
cells/mlの細胞密度で播種した。播種培地および培養培地は、第 2章におけるヒ
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ト初代培養肝細胞と同様のものを用いた。細胞播種から 4 時間後に培養培地へ
培地交換し、その 16 時間後から PPARαアゴニスト、または PPARαアゴニス
トおよびタンパク合成阻害剤を添加し、48もしくは 72時間化合物を曝露した。
この研究は、実験動物の取り扱いガイドラインに従っておこなわれ、千葉大学

動物実験委員会によって事前に承認された。 
 
3-2-3 リアルタイム PCR 
 
 シプロフィブラート(30 µM)、WY14643 (10 µM)、ベザフィブラート(30 µM)
およびフェノフィブラート(30 µM)を、48 時間処理したラット初代培養肝細胞
より全 RNA を抽出し、逆転写をおこなった。得られた cDNA を鋳型として、
リアルタイム PCR をおこなった。CAR の mRNA 量は TaqMan Gene 
Expression Assays (CAR, Rn_00576085_m1; Applied Biosystems)を用い、18S 
rRNA量は TaqMan Assay reagents (18S rRNA; Applied Biosystems)を用いて
検出した。CYP2B1/2 および GAPDH の mRNA 量は、以下のプライマーと
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen)を用いて検出した
(5’-TGGTGGAGGAACTGCGGAAATC-3’ and 
5’-TGATGCACTGGAAGAGGAAGGT-3’ for CYP2B1/2, and 
5’-TGCACCACCAACTGCTTA-3’ and 5’-GGATGCAGGGATGATGTTC-3’ for 
GAPDH)。 
 
3-2-4 ウエスタンブロット 
 
 シプロフィブラート(30 µM)もしくは溶媒(0.1 % DMSO)のみを 72時間処理
したラット初代培養肝細胞より、全細胞ライセートおよび核抽出物を調製した。

試料は 10 %ポリアクリルアミドゲルによって分離した後、ニトロセルロース膜
に転写した。転写したニトロセルロース膜に対して抗 CAR 抗体、抗β-actin 抗
体および抗 TFΙΙB抗体を反応させた後、ペルオキシダーゼ標識-抗マウス IgG抗
体  (Sigma)を反応させ、ECL Western Blotting Detection Reagents (GE 
Healthcare)を用いて検出した。 
 
3-2-5 RT-PCR 
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 HepG2細胞(3 × 105 cells/ml)を 6ウェルプレートに播種した。細胞の播種か
ら 24時間後に、オールトランスレチノイン酸存在下で 48時間培養したHepG2
細胞より全 RNA を抽出し、逆転写をおこなった。得られた cDNA を鋳型とし
て、PCRをおこなった。CAR、CYP3A4、CYP2C8および GAPDHのmRNA
量 は 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 検 出 し た

(5’-TGGTACTGCAAGTCATCAAGT-3’ and 
5’-CTTCAATTGTGTAGCGAAGAG-3’ for CAR, 
5’-GATTGACTCTCAGAAGGCAAAAGAACTGA-3’ and 
5’-GGTGAGTGGCCAGTTCATCATAATG-3’ for CYP3A4, 
5’-TGCACCACCAACTGCTTA-3’ and 
5’-CAATCGATAAAGTCCCGAGGATTGTTA-3’ for CYP2C8, and 
5’-TGCACCACCAACTGCTTA-3’ and 5’-GGATGCAGGGATGATGTTC-3’ for 
GAPDH)。PCR反応条件は、94℃ 2分の後、94℃ 25秒、55℃ 25秒、72℃ 25
秒のサイクルを 33 cycle (CAR)、35 cycle (CYP3A4 および CYP2C8)あるいは
25 cycle (GAPDH)とした。 
 
第 3節 結果 
 
3-3-1 PPARαアゴニストが CARおよび CYP2B1/2のmRNA量に与える影響 
 
 ラット初代培養肝細胞に対して 4 種類の PPARαアゴニスト(シプロフィブラ
ート、ベザフィブラート、フェノフィブラートおよびWY14643)を 48時間処理
して、CARおよび CYP2B1/2のmRNA量を測定した。Fig. 8に示すように、
CARおよび CYP2B1/2のmRNA量は、すべての PPARαアゴニストによって 5
から 10倍に増加した。シプロフィブラートによる CYP2B1/2のmRNA量の増
加は代表的なCARアクチベーターであるフェノバルビタールによるCYP2B1/2
のmRNA量の増加よりわずかに小さかった(data not shown)。 
 
3-3-2 シクロヘキシミドがシプロフィブラートによる CYP2B1/2 の mRNA量
増加に与える影響 
 
 PPARαアゴニストによる CYP2B1/2の mRNA量増加のメカニズムを調べる
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ために、シプロフィブラートによる CYP2B1/2 の mRNA 量増加に対するタン
パク合成阻害剤であるシクロヘキシミドの影響を検討した。Fig. 9に示すように、
シクロヘキシミド (20 µM)の共処理により、シプロフィブレートによる
CYP2B1/2のmRNA量の増加は、完全に消失した。 
 
3-3-3 シプロフィブラートによる全細胞および核における CAR タンパク量の
変化 
 
 CARはアゴニストあるいはアクチベーター非存在下では、主に細胞質に局在
する[5]。しかし、核内に存在する CARは、アゴニスト非存在下においても、転
写活性化作用を示す[55]。そこで、シプロフィブラート処理および非処理の細胞
について、全細胞および核における CARのタンパク量を比較した。Fig. 10に
示すように、シプロフィブラートによって、CARのタンパク量は全細胞だけで
なく核においても増加した。 
 
3-3-4 オールトランスレチノイン酸が CAR、CYP3A4 および CYP2C8 の
mRNA量に与える影響 
 
 RARαアゴニストであるオールトランスレチノイン酸が、HepG2 細胞におけ
る CAR、CYP3A4および CYP2C8のmRNA量に与える影響を検討した。Fig. 
11に示すように、CAR、CYP3A4および CYP2C8のmRNA量は、検討したい
ずれの濃度のオールトランスレチノイン酸によっても増加した。 
 
第 4節 考察 
 
 本章では、ラット初代培養肝細胞を用いて、4 種類の PPARαアゴニストが
CARおよび CYP2B1/2のmRNA量を増加させることが明らかとなった(Fig. 8)。
また、シクロヘキシミドによって、シプロフィブラートによる CYP2B1/2 の
mRNA量の増加が消失することも示された(Fig. 9)。これらのことから、シプロ
フィブラートによる CYP2B1/2 の mRNA 量の増加には、タンパク合成が必要
であることが示唆された。さらに、シプロフィブラートは核内における CARの
タンパク量を増加させ得ることも明らかとなった(Fig. 10)。これらのことから、
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シプロフィブラートは PPARαを活性化することにより CYP2B1/2 を直接誘導
するのではなく、CARの発現量を増加させることで、CYP2B1/2を誘導するこ
とが示唆された。また、HepG2 細胞においては、RARαアゴニストであるオー
ルトランスレチノイン酸が、CAR、CYP3A4および CYP2C8のmRNA量を増
加させることから(Fig. 11)、オールトランスレチノイン酸が、RARαの活性化を
介して CARの発現量を増加させ、CYP3A4および CYP2C8を誘導する可能性
が考えられた。 
 本章において、PPARαアゴニストは、ラット初代培養肝細胞における
CYP2B1/2のmRNA量を増加させた(Fig. 8)。また、PPARαアゴニストである
WY14643 が、フェノバルビタールによるラット CYP2B1/2 の誘導を増強する
ことも報告されている[15]。これらの結果は、マウスにおいて、PPARαアゴニ
ストが CYP2B10 を誘導せず、フェノバルビタールによる CYP2B10 の誘導を
抑制するという結果と相反する[56]。マウスにおいては、PPARαアゴニストが
細胞質の CARを核へ移行させるものの、核内においては CARのアンタゴニス
トとして作用することが示唆されている[56]。マウス CARの強力なアゴニスト
である TCPOBOP は、ラット CAR のアゴニストではないことが明らかなよう
に、CAR のアゴニスト認識には種差が存在する[27]。従って、マウスとは異な
り、ラットでは PPARαアゴニストが CARのアンタゴニストとして作用せず、
CARの発現量を増加させることによりCYP2B1/2の発現量増加およびフェノバ
ルビタールによる CYP2B1/2の誘導の増強を引き起こすものと考えられた。 
 本検討では、PPARαアゴニストが CYP2B1/2の mRNA量を増加させること
を示したが、Wienekeら[15]は、PPARαアゴニストであるWY14643が、CAR
の発現量を増加させるものの、CYP2B1/2 の発現量は増加させないという結果
を示している。この矛盾を生じた原因の 1 つとして、検討に用いたラットの系
統差が挙げられる。また、本検討では、Wieneke ら[15]の検討と比較して、初
代培養肝細胞への PPARαアゴニストの処理時間が長い。シプロフィブレートに
よる CYP2B1/2 の mRNA 量の増加には、タンパク合成のステップが必要であ
ることから(Fig. 9)、初代培養肝細胞への PPARαアゴニストの処理時間の違い
が、CYP2B1/2のmRNA量への影響の違いを生じさせた可能性が考えられる。 
 さらに、RARαアゴニストであるオールトランスレチノイン酸も、CAR の
mRNA量だけでなく、CYP3A4および CYP2C8のmRNA量を増加させること
が明らかとなった(Fig. 11)。オールトランスレチノイン酸による CYP3A4およ
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び CYP2C8のmRNA量の増加が、CARの増加に起因するか否かは明らかでは
ないが、PPARαアゴニストが CAR の発現量の増加を介して CYP2B1/2 の
mRNA量を増加させるという結果とあわせて考えると、オールトランスレチノ
イン酸による CYP3A4および CYP2C8の mRNA量の増加も CARの発現量の
増加を介している可能性が考えられた。CAR の発現量の増加と CYP2B1/2、
CYP3A4および CYP2C8の誘導との関連を明確にするためには CARをノック
アウトあるいはノックダウンした実験系を用いた検討が必要と考えられる。 
 
第 5節 小活 
 
 本章では、CARの発現量増加が、CAR標的遺伝子に与える影響について検討
をおこない、以下の結果を得た。 
 
1. 4種類の PPARαアゴニストは、CARおよび CYP2B1/2のmRNA量を増加
させた。 
 
2. PPARαアゴニストの 1 つであるシプロフィブラートによる CYP2B1/2 の
mRNA量の増加は、タンパク合成阻害によって消失した。 
 
3. シプロフィブラートによって、CAR のタンパク量が全細胞ライセートにお
いてだけでなく、核内において増加した。 
 
4. RARαアゴニストであるオールトランスレチノイン酸によって、CAR だけ
でなく CYP3A４および CYP2C8のmRNA量が増加した。 
 
 以上のことから、CARはアクチベーターの非存在下においても、発現量の増
加により CAR標的遺伝子の発現量を増加させることが示唆された。 
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第 6節 
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総括 
 
1. LXRαによるヒト CAR 遺伝子プロモーターの活性化を検討したところ、
LXRαはヒト CAR 遺伝子プロモーターを活性化した。また、LXRαによるヒト
CAR遺伝子プロモーターの活性化には、-69 bpから-53 bpに存在する DR5配
列が関与していた。そして、LXRαは RXRαとヘテロダイマーを形成し、この 
DR5 配列に対して結合することが示された。これらのことから、LXRαはヒト
CAR遺伝子を制御する転写因子であることが示唆された。 
 
2. ヒト CAR遺伝子のイントロン 1領域を介した転写を制御する転写因子につ
いて検討をおこなったところ、イントロン 1 領域内の+1453 bp から+1469 bp
に存在するヒトCAR RAR応答配列がプロモーター活性に関与していた。また、
イントロン 1領域を含むヒト CAR遺伝子プロモーターを RARαが活性化し、そ
の活性化はヒト CAR RAR応答配列に対して変異を導入することで大きく減少
した。そして、RARαは RXRαとヘテロダイマーを形成し、ヒト CAR RAR 応
答配列に対して結合することが示された。さらに、ヒト初代培養肝細胞に対し

て、オールトランスレチノイン酸を処理したところ、CAR の mRNA 量が増加
した。これらのことから、RARαはヒト CAR遺伝子を制御する転写因子である
ことが示唆された。 
 
3.  CARの発現量を増加させる PPARαアゴニストが、CAR標的遺伝子に対し
て与える影響について検討をおこなったところ、CAR の mRNA の増加ととも
に CYP2B1/2 の mRNA 量の増加も認められた。また、シプロフィブレートに
よる CYP2B1/2 の mRNA 量の増加は、タンパク合成阻害剤であるシクロヘキ
シミドを共処理することで消失した。そして、CARの全細胞ライセートおよび
核内におけるタンパク量は、ともにシプロフィブレートによって増加した。さ

らに、第 2章において、CAR遺伝子を制御する転写因子であることが示唆され
た RARαのアゴニストであるオールトランスレチノイン酸によって、CAR の
mRNA量が増加した。また、同時に CYP3A4および CYP2C8のmRNA量も増
加した。これらのことから、CAR の発現量の増加によって CAR 標的遺伝子が
誘導される可能性が考えられた。 
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