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The nuclear receptor constitutive androstane receptor (CAR), a key transcription factor for the expression of
cytochrome P450 (CYP) 2B genes, resides in the cytoplasm under untreated conditions and translocates into the nucleus
upon xenobiotic exposure. CAR forms a multiprotein complex including heat shock protein 90 in the cytoplasm as the
glucocorticoid receptor, and it is likely that protein phosphatase 2A plays a critical role in the ˆrst step of CAR nuclear
translocation. In addition to the xenobiotic induction of CYP2Bs, our recent studies have indicated that CAR is im-
portant for sex and strain diŠerences and obesity/diabetes-associated changes in the expression of CYP2B genes. These
results have raised the hypothesis that the expression of nuclear receptors varies depending on the physiologic condition,
leading to the dysregulation of CYP expression. In obese mice fed a high-fat diet, however, hepatic CYP3A levels are
drastically decreased without any signiˆcant changes in the expression of nuclear receptors including the pregnane X
receptor and hepatocyte nuclear factor-4, which are known to be key transcription factors in the expression of CYP3A
genes. These results indicate that it is important to investigate the mechanism of the transcriptional regulation of nuclear
receptor genes as well as the activation of nuclear receptors to understand the CYP expression system fully.

Key words―cytochrome P450; nuclear receptor; constitutive androstane receptor; model animal; nuclear transloca-
tion; obesity

1. はじめに

代表的なチトクロム P450 (CYP）誘導剤である

phenobarbital (PB）や dexamethasone (DEX）は，

CYP2B 並びに CYP3A サブファミリー酵素を誘導

することが知られていたが，その分子機構は長らく

不明であった．しかし，1998 年に核内受容体 con-

stitutive androstane receptor (CAR）と pregnane X

receptor (PXR）がそれぞれ CYP2B 並びに CYP3A

遺伝子の薬物応答性転写活性化に重要な役割を果た

していることが報告され，1,2)その機構の一端が明ら

かにされてきた．また CAR や PXR が同定された

ことは，CYP だけではなく第 II 相酵素や薬物トラ

ンスポーターの転写調節機構の解明にも大きく寄与

するものであった．3―6)

一般に，核内受容体はその分子内に DNA 結合ド

メインとリガンド結合ドメインを有しており，リガ

ンド結合により活性化されてホモあるいはヘテロダ

イマーを形成し，標的遺伝子のプロモーター DNA

に結合することでその転写を調節する．CAR と

PXR は共に retinoid X receptor (RXR）とヘテロダ

イマーを形成するが，薬物による活性化機構は非常

に異なっている．すなわち，PXR は DEX などの

リガンド結合により活性化されるのに対し，CAR

は他の核内受容体とは異なり，リガンドの有無に関

わらず常に活性化状態にあり，7,8)その転写活性は薬

物応答性の細胞質から核内への局在変化により制御

されている．9,10)本稿ではまず初めにこの CAR 核内

移行メカニズムについて，筆者らの研究成果11)と最
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近の知見を基に紹介する．

肝 CYP レベルは，薬物や環境汚染物質など外来

性化合物の曝露によって変動するだけではなく，

性，年齢，栄養状態，疾病といった様々な生理的要

因によっても影響を受けることが知られている．し

かし，薬物による酵素誘導には核内受容体が重要な

役割を果たしていることが示されているのに対し，

生理変化に伴う構成的 CYP レベルの変動メカニズ

ムについては明らかとなっていない．筆者らはこれ

らの発現調節機構における核内受容体の寄与につい

て，様々なモデル動物を用いて検討を行っている

が，本稿ではそのうち CYP2B 発現の性差・種差や

肥満・糖尿病時の変動における CAR の役割につい

て，12,13)また食餌性肥満に伴う CYP 発現変動と核

内受容体の関連性について14)紹介する．

2. 核内受容体 CAR の細胞質複合体の性状解析

CAR と同様に薬物に応答して細胞質から核内へ

移行する核内受容体として glucocorticoid receptor

(GR）が知られている．GR は通常 heat shock pro-

tein 90 (HSP90）やイムノフィリン様タンパク質と

複合体を形成して細胞質に留まっており，リガンド

が結合すると GR の構造変化が起こり，核移行シグ

ナルが露出するため核内へ移行すると考えられてい

る．15,16)この GR の核移行はプロテインフォスファ

ターゼ阻害剤であるオカダ酸により阻害されること

が報告されていたが，17,18) PB による CYP2B 誘導も

オカダ酸により阻害されることが既に報告されてお

り，19,20)また筆者が在籍していた根岸博士の研究室

は，オカダ酸が CAR の核内移行も阻害することを

明らかにしていた．9)これら知見から，CAR は細胞

質において GR と類似した複合体を形成していると

の作業仮説を立て，その性状解析を行った．11)マウ

ス初代肝培養細胞を HSP90 阻害剤であるゲルダナ

マイシンで処理したところ，マウス CAR 活性化剤

である 1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene

による CAR の核内移行や CYP2B10 mRNA レベル

の上昇が阻害されたことから，CAR の核内移行に

HSP90 の関与が示唆された．11)ついで，マウス肝

細胞質画分を試料としてカラムクロマトグラフィー

並びに生化学的，免疫化学的手法により CAR 複合

体の構成分子について解析を進めたところ，CAR

は細胞質では HSP90 を含む 400 kDa 以上の高分子

複合体として存在しており，PB 処理によりプロテ

インフォスファターゼ PP2A がこの複合体にリク

ルートされることが明らかとなった．11)また，

PP2A は CAR 複合体だけではなく GR 複合体中に

も存在していた．その後，根岸博士のグループによ

り，CAR 複合体中に含まれるイムノフィリン様タ

ンパク質 cytoplasmic CAR retention protein (CCRP）

が同定され，この CCRP が CAR を細胞質中に留

めておくために重要であることが示された．21)以上

の結果より，CAR は GR と非常に類似した細胞質

複合体を形成しており，その核内移行には PP2A

による脱リン酸化反応が重要であることが明らかと

なった（Fig. 1）．

3. CYP2B 発現レベルの性差・系統差と CAR

げっ歯類では肝 CYP の発現レベルにしばしば性

差や種差，系統差が認められる．CYP2B サブファ

ミリー酵素も例外ではなく，特に Wistar Kyoto

(WKY）ラットでは F344 ラットに比べて構成的発

現並びに PB 誘導性が雌で顕著に低下していること

が Jefcoate らのグループにより報告されてい

た．22,23)げっ歯動物における CYP レベルの性差に

は成長ホルモンの分泌パターンの性差が重要である

と考えられているが，24)筆者らはこの性差及び系統

差における CAR の寄与を解析した．12) WKY 及び

F344 ラットに PB を投与し，肝 CYP2B1 mRNA レ

ベルをノーザンブロットにより測定したところ，雌

性 WKY ラットでは CYP2B1 誘導がほとんど認め

られないことが確認された．CAR は CYP2B 遺伝

子のプロモーター領域に存在する PB 応答配列モジ

ュール PBREM に結合して転写を活性化すること

が知られているので，1,25)次に in vivo レポーターア

ッセイを用いて，これらラットの肝臓における

PBREM 活性化能を測定した．その結果，雌性

WKY ラットでは PB による PBREM 活性化が起こ

らないことが示された．12)また，このラットでは

PB を投与しても CAR の核内含量は増加しなかっ

た．12)そこで，雌性 WKY ラットでは CAR の核内

移行に障害があるのか，あるいは CAR 発現量が低

下しているのかを明らかにするため，肝細胞総抽出

液と細胞質画分中の CAR タンパク質含量並びに

CAR mRNA レベルを測定した．その結果，雌性

WKY ラットの CAR mRNA レベルは雄性 WKY ラ

ットよりも若干低かったが，その差は F344 ラット

の場合と同程度であったのに対し，細胞質中の
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Fig. 1. Proposed Mechanism for PB-induced CAR Nuclear Translocation
In the cytoplasm, CAR forms a multi-protein complex including HSP90 and CCRP. PB treatment recruits PP2A catalytic subunit to the complex and translo-

cates CAR into the nucleus. Then, CAR heterodimerizes with RXR and transactivates the expression of CYP2B genes by binding to the PB-responsive enhancer
module (PBREM).

Table 1. CAR is a Regulatory Factor for the Sexual Di-
morphic Induction of CYP2B1 Gene in WKY Rat

F344 WKY

Male Female Male Female

CYP2B1 induction [ [ [ ＋

PBREM activation Z Z [ －

CAR nuclear translocation [ Z Z ±

Total CAR protein level [ [ Z ±

CAR mRNA level [ Z [ Z

[ , Z , ＋, ±, －: relative intensity/level with `` [ '' being the
highest and ``－'' being the lowest.
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CAR 含量には両系統間で顕著な差が認められ，

WKY ラットでは雄に比べ雌で著しく低いことが明

らかとなった．12)以上の結果より，雌性 WKY ラッ

トの肝では未知の転写後調節メカニズムにより細胞

内の CAR タンパク質レベルが絶対的に低下してお

り，そのため CYP2B 遺伝子の発現が低下している

と考えられた（Table 1）．

4. 遺伝的肥満ラット肝における CYP2B 発現低

下と CAR

雌性 WKY ラットに加えて，レプチン受容体に変

異を有し遺伝的肥満動物として広く用いられている

Zucker 肥満（ fa / fa ）ラットの肝においても

CYP2B 発現レベルが低下していることが報告され

ていた．26,27)そこで筆者らはこれら動物における

CYP2B と CAR の発現レベルの関連性についても

解 析 を 行 っ た ．13)ま ず 逆 転 写 PCR に よ り 肝

CYP2B1/2B2 mRNA レベルを測定したところ，

Zucker 肥満ラットでは，構成的な CYP2B2 mRNA

レベルが対照ラットに比べて低く，また PB による

CYP2B1/2B2 誘導性も低下していることが確認さ

れた．次に先ほどと同様に CAR の mRNA レベ

ル，核内及び総細胞抽出液中のタンパク質含量を測

定した．その結果，Zucker 肥満ラットでは対照ラ

ットに比べて CAR mRNA レベルが低く，それに

伴い細胞中の CAR タンパク質レベルも低く，その

ため PB を投与しても核内 CAR レベルの増加もま

た起こらないことが明らかとなった（Table 2)．13)

以上，雌性 WKY ラットと Zucker 肥満ラットの

肝では，そのメカニズムは異なるもののいずれにお

いても CAR タンパク質レベルが著しく低く，その

ため CYP2B の構成的発現や PB 誘導性が低下して

いることを明らかにすることができた．これらの結

果は，CAR は外来性化合物による CYP2B 誘導だ

けではなく，性差や系統差，あるいは生理状態の変

化に伴う CYP2B 発現レベルの変動にも重要である

ことを示している．PB による CYP2B 誘導の性差

に関しては成長ホルモンや性ホルモンの関与が古く

から知られていることから，28―31)これらホルモン

と CAR による転写調節機構にクロストークが存在
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Table 2. Expression of CYP2B and CAR is Coordinately At-
tenuated in the Liver of Obese ( fa/fa) Zucker Rats

Lean Obese

Constitutive expression of CYP2B2 [ ＋

PB induction of CYP2B1/2B2 [ ＋

CAR mRNA level [ ＋

Total CAR protein level [ ＋

CAR nuclear translocation [ Z

[ , Z , ＋: relative intensity/level with `` [ '' being the highest and
``＋'' being the lowest.

Table 3. Changes in the Expression of Hepatic CYPs in Various Obese Animals

Model animal Changes in CYPs Changes in NRs

Zucker ( fa/fa) rat CYP2B/3A vv CAR vv

db/db mouse CYP2B/4A uu CAR, PXR u

High-fat diet-induced obese mouse CYP3A vv; CYP2C v CAR, PXR, HNF-4⇒

GTG-induced obese mouse CYP1A2 v ; CYP2B/4A uu Not determined

CYP3A induction by dexamethasone is not aŠected by obesity. u : up-regulated, v : down-regulated, u : not
changed. NR: nuclear receptor, GTG: gold thioglucose.
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するのか，あるいはこれらホルモンにより CAR の

発現が制御されているのかなどが今後の研究課題に

なると思われる．

5. 食餌性肥満動物肝における CYP と核内受容

体

他の肥満モデル動物においても Zucker 肥満ラッ

トで認められた現象が起こっているか否かを検討す

るため，Zucker 肥満ラットと同様にレプチン受容

体に変異を有する db/db マウスの肝における CYP

や核内受容体の発現パターンを解析したところ，

Zucker ラットの場合とは逆に CYP2B や CAR の発

現レベルは対照マウスに比べて肥満マウスで高かっ

た（論文投稿中）．そこで次に，ヒトの生理状態を

より反映していると考えられる食餌性肥満モデル動

物を用いて解析を行った．14)肥満モデル動物は雄性

マウスにラードを多量に含む高脂肪食を 5 週間与え

ることにより作製した．肥満マウスの体重は対照マ

ウスの約 1.2 倍であり，白色脂肪組織量の増加や肝

細胞への中性脂肪の蓄積が認められた．14)これらの

マウスの肝 CYP 分子種発現パターンを解析したと

ころ，CYP3A が mRNA 及びタンパク質レベルで

顕著に低下していた．14)しかし，この肥満マウスに

DEX を投与すると，CYP3A レベルは対照マウス

と同程度上昇し，薬物による誘導性には変化は認め

られなかった．14)また，組成の異なる他の高脂肪食

を用いた場合にも肝 CYP3A レベルの低下は認めら

れたが，視床下部破壊薬であるゴールドチオグル

コース32,33)を投与し，高脂肪食を使用しない中枢

性の肥満を誘発したマウスでは，そのような変動は

認められず，db/db マウスと同様に CYP2B レベル

の上昇が認められた．14)これらの結果は，食餌性肥

満マウスで認められた肝 CYP3A レベルの低下は高

脂肪食の摂取と関連していることを示唆している．

CYP3A 遺伝子の発現調節には核内受容体 PXR,

CAR, hepatocyte nuclear factor-4 (HNF-4）や

chicken ovalbumin upstream promoter-transcription

factor などの関与が報告されていることから，34―38)

次にこれら転写調節因子の発現レベルを測定した．

しかしながら，これら核内受容体レベルには肥満に

伴う顕著な変動は認められず，14)雌性 WKY ラット

や Zucker 肥満ラットの場合とは異なり，核内受容

体レベルで CYP 分子種の発現変動を説明すること

ができなかった（Table 3）．

6. おわりに

核内受容体 CAR の同定により，CYP2B 遺伝子

の発現調節機構の理解は急激に深まった．CAR は

他の核内受容体とは異なり，リガンド結合ではなく

核内移行によりその転写活性が制御されていること

が明らかとなったことから，筆者らは CAR の薬物

応答性核内移行の極初期の段階の分子メカニズムの

解明を試みた．その結果，CAR は細胞質で HSP90

などと複合体を形成しており，薬物による CAR の

核内移行には HSP90 活性が必要であること，また

PB に応答して CAR 複合体に PP2A がリクルート

され，脱リン酸化反応が核内移行に必要であること

が明らかとなった（Fig. 1）．しかしながら，PP2A

の標的分子はいまだに不明であり，CAR 核内移行

における PP2A の役割については十分解明されて
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いない．PB は CAR に結合せずに核内移行を引き

起こすことから，25,39) PB による CAR の活性化には

何らかの細胞内情報伝達経路が関与している可能性

が考えられる．したがって，PP2A 標的分子の同定

は，PB による CYP2B 誘導における極初期の分子

メカニズムを解明する上で非常に重要であると思わ

れる．一方で，PP2A は GR 複合体中にも含まれて

いたことから，核内移行を示す核内受容体に共通し

た作用を有している可能性も否定できない．本研究

では筆者らはさらに，内因性要因による CYP 発現

変動における核内受容体の役割について CYP2B と

CAR に着目して解析を進めた．その結果，これま

でメカニズムがよく分かっていなかった性差や系統

差，あるいは病態に伴う CYP 発現レベルの変動に

関しても，一部は核内受容体レベルで説明可能であ

ることを明らかにすることができた（Tables 1, 2）．

今後は CAR や PXR など転写因子自身の発現調節

機構について解析を進め，これら遺伝子の発現が内

因性因子によってどのように制御されているのか，

核内受容体と内因性因子による転写調節機構にクロ

ストークが存在するのかなどについて解明する必要

があると思われる．また，本研究成果は，薬物によ

る in vivo での CYP 誘導機構を理解するために

は，核内受容体活性化能だけではなく，核内受容体

の遺伝子発現に対する影響に関しても検討する必要

性があることを示している．最後に，食餌性肥満マ

ウスの肝では転写調節因子の変動を伴わない

CYP3A の発現低下が起こることを紹介した（Ta-

ble 3）．現在このメカニズムに関して研究を進めて

いるが，ヒト CYP3A は半数以上の医薬品の代謝に

関与する酵素であり，その発現レベルには遺伝的要

因では説明不可能な大きな個人差が存在することが

知られている．したがって，本モデルマウスを用い

た解析で得られる知見は臨床上の観点からも有用で

あると考えている．
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