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異物応答に関与する核内受容体 Constitutive androstane receptor
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Animals including human beings have defense mechanisms against the toxicity of xenobiotics such as medicinal
compounds and environmental pollutants. Receptor-type transcriptional factors, such as aryl hydrocarbon receptor
(AhR), constitutive androstane receptor (CAR) and pregnane X receptor (PXR), play important roles in the defense
against xenobiotic toxicities. In the absence of stimuli, these receptors are distributed predominantly in the cytoplasmic
compartment. Following xenobiotic stimuli, receptors translocate into the nucleus and transactivate its target genes.
However, the exogenously expressed CAR translocates spontaneously into the nucleus in immortal cells. Previously, we
identiˆed subcellular localization signals in rat CAR: nuclear localization signal (NLS), nuclear export signal (NES)
and cytoplasmic retention region (CRR). Lack of CRR function might be responsible for the spontaneous nuclear ac-
cumulation of CAR in immortal cells. Further, the nuclear import of CAR is regulated by the importin-Ran system,
which is required for maintaining an intact microtubule network. Clarifying the mechanisms underlying the nuclear
translocation of CAR would be useful for the establishment of novel assay systems for the screening of ligands and acti-
vators of CAR using immortal cells without sacriˆcing animals.

Key words―constitutive androstane receptor; nuclear receptor; cytochrome P450

1. はじめに

生体には環境化学物質や医薬品などの生体外異物

を認識し，応答する機構が備わっている．その中で

細胞内に存在する異物認識受容体として，Aryl

hydrocarbon receptor (AhR), Constitutive andro-

stane receptor (CAR), Pregnane X receptor (PXR）

等が知られている．これらの異物認識受容体は転写

因子であり，通常は細胞質に局在している．生体外

異物を認識し活性化した受容体は核へ移行し，標的

遺伝子プロモーター上に存在する応答配列に結合し

転写を促進する．異物認識受容体の標的遺伝子とし

て，主に生体外異物の代謝・排泄を促進する酵素や

トランスポーターが知られている．異物認識受容体

として知られる CAR や PXR は，リガンド特異性

が低く，非常に多くの化学物質を認識することが知

られている．さらに，これらの受容体のリガンド特

異性には種差が存在する．ヒト CAR（hCAR）の

リガンドである 6-(4-chlorophenyl)-imidazo[2,1-b]

[ 1,3 ] thiazole-5-carbaldehyde O- ( 3,4-dichloro-ben-

zyl)oxime（CITCO）はマウス CAR（mCAR）のリ

ガンドとはならず，逆に mCAR のリガンドである

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

OBOP）は hCAR やラット CAR（rCAR）のリガ

ンドにはならないことが知られている．14)同様

に，ヒト PXR（SXR）の特異的リガンドとしてリ

ファンピシンが，また，マウス及びラット PXR

（mPXR, rPXR）の特異的リガンドとして pregnen-

olone 16a-carbonitrile（PCN）が知られている．5)

CAR や PXR は，多くの医薬品の代謝に関与する

CYP2B6 や CYP3A4 等を誘導することから，薬物

相互作用の予測においても，これらの受容体を活性

化するリガンドの情報は非常に重要である．しかし

ながら前述したように，それぞれの受容体のリガン

ドには種差が存在するためラットやマウスなどの動
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Fig. 1. Introduction to the Functions of CAR
A) Summary of CAR functions. B) CAR exists in a complex with hsp90

and CCRP in the cytoplasm. Activators and ligands of CAR elicit nuclear
translocation of CAR. Following nuclear translocation, CAR binds to the
CAR response element with heterodimer partner RXR and trans-activates
target genes, such as CYP2B6 and 3A4. Hsp90, heat shock protein 90;
CCRP, cytoplsmic CAR retention protein; RXR, retinoid X receptor.
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物実験で得られたデータがかならずしもヒトに適用

できるとは限らない．さらに，CAR や PXR は不

死化培養細胞において初代培養肝細胞や肝臓と異な

った細胞内挙動を示すため，不死化培養細胞を用い

た予測も困難である．本稿では，核内受容体スー

パーファミリーの一員である CAR の細胞内におけ

る局在の調節機構についてわれわれの研究成果を中

心に概観する．

2. 核内受容体 CAR の構造・機能と活性調節機

構

CAR は一般的な核内受容体と同様に DNA 結合

領域（DBD）とリガンド結合領域（LBD）を持っ

ている．CAR は主に肝臓と小腸で発現しており，

Cytoplasmic CAR retention protein（CCRP）や

heat shock protein 90（Hsp90）と複合体を形成し通

常細胞質に局在している．6,7) CAR はリガンドの結

合により直接的に，また，アクチベーターとして知

られているフェノバルビタール（PB）などにより

未知の情報伝達系を介して間接的に活性化を受ける

と核内へ移行する．核内では，別の核内受容体であ

るレチノイド X 受容体（RXR）とヘテロダイマー

を形成し，標的遺伝子プロモーター上に存在する応

答配列（DR4 モチーフ）に結合し，その転写を促

す［Fig. 1(B）］．CAR の標的遺伝子として第一相

代謝酵素である CYP2B, CYP2C や CYP3A などの

シトクローム P450 や第二相代謝酵素である UDP-

Glucuronosyltransferase 1A（UGT1A）などの抱合

酵素，一般に第三相酵素とされる Multidrug resist-

ance protein 2（MRP2）などのトランスポーターが

知られている．812)また，CAR の活性化によって生

体外異物のみでなく生体内のホルモンや脂質などの

代謝も影響を受ける［Fig. 1(A）］．1316)さらに近

年，マウスに CAR のリガンドを投与することによ

り血糖値の低下や抗肥満作用が報告がされてい

る．17,18)しかし，生体内での CAR の生理作用につ

いてはほとんど明らかとなっていない．

一般的な核内受容体はマウストラップにたとえら

れる．アゴニスト（ネズミ）の結合（カゴの中へ侵

入）によりコアクチベーターと結合し易い構造（フ

タが閉じる）になり，転写活性化因子複合体を形成

し基本転写因子の働きを助ける．一方，アンタゴニ

スト（例えばウサギ）が結合すると（フタが閉まら

ない），コリプレッサーをリクルートし転写を抑制

する．しかしながら，CAR の場合には，リガンド

非結合状態（空カゴ）でもコアクチベーターをリク

ルートし（フタが閉じている），転写を促進するこ

とができるため，細胞内での局在により転写調節因

子として機能しているものと考えられる．実際，

PB は CAR のリガンドではないが，間接的に核移

行を誘起することで転写活性化能を発揮させること

から，アクチベーターとして知られている．19)しか

し，PB による CAR の活性化機構は現在のところ

ほとんど明らかになっていない．CAR はアクチ

ベーターによる活性化又はリガンドの結合により核

内へ移行し標的遺伝子の転写を促進するが，一方で

アンドロステノールやアンドロスタノールなどのリ

ガンドはインバースアゴニストと呼ばれ，核内に移

行した CAR はコリプレッサーをリクルートする

（閉じていた空カゴのフタが開く）ことで転写を抑

制する．20)これらのことより，核内に局在する
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CAR はリガンドが存在していなくても転写活性化

能を示すため，他の核内受容体とは異なり，細胞質

から核への局在の変化が CAR を介した転写調節の

ファーストステップであり，非常に重要である．

3. 核内受容体 CAR の細胞内局在調節シグナル

生体内や初代培養肝細胞で観察される CAR の細

胞内挙動は肝がん細胞を用いた in vitro 実験では再

現されない．初代培養肝細胞では CAR は細胞質に

局在しており，PB やリガンドにより核内に移行し

た後，CAR 応答配列を組み込んだレポーター遺伝

子の転写活性化がみられる．一方，肝がん細胞に発

現させた CAR は自発的に核内へ移行し，レポー

ター遺伝子の転写活性化を誘起するため，アクチ

ベーターやリガンドによる転写活性化を観察するこ

とができない．21)このように，不死化した細胞株で

は CAR は生体内とは異なった挙動を示すため，

CAR の活性化による標的遺伝子の発現誘導を観察

することが困難である．また，前述したように

CAR のリガンドには種差がみられるため実験動物

の初代培養肝細胞を用いた実験で得られた結果をそ

のままヒトにあてはめることもできない．

CAR は C 末端側にアクチベーターによる核移行

に重要な配列である Xenochemical response signal

（XRS）モチーフを持っており，アミノ酸配列を変

異させるとアクチベーターによる核移行がみられな

くなることがマウスを用いた in vivo 実験で報告さ

れている．22)そこで，われわれは肝がん細胞におけ

る自発的な核移行への XRS モチーフの関与を検討

するために，肝がん細胞及び初代培養肝細胞に

rCAR の XRS 配列の機能を消失させた変異体を発

現させ PB 処置に対する応答を調べた．23,24)初代培

養肝細胞においては他の研究グループの報告22)と同

様に PB による rCAR の核移行は XRS の変異によ

り認められなくなったが，肝がん細胞での自発的な

核移行は観察された．一方，hCAR では肝がん細

胞においても XRS の変異体の核への局在がみられ

なくなり，XRS のみでは局在の差異の説明ができ

ないことがわかった．

われわれは rCAR には塩基性アミノ酸に富んだ

クラスターを 1 ヵ所に持つ（monopartite）古典的

核移行シグナル NLS（NLS1）と LBD 全体に分布

する非古典的な NLS2 が存在することを見い出し

た［Fig. 2(A）］．一方で hCAR では NLS1 が機能

しておらず，この原因として，hCAR NLS1 ではア

ルギニンがグルタミンに置換していることが明らか

となった．マウス CAR の場合も hCAR と同様にグ

ルタミンを有することから，NLS として機能して

いないものと推測される．そこで，これら NLS と

XRS の関係を検討した．前述したように NLS1,

NLS2 を含む野生型 rCAR では XRS に変異を導入

しても肝がん細胞における自発的な核移行が認めら

れたが，NLS1 を欠失させた変異体では XRS の変

異により核移行は阻害された．さらに NLS1 と

NLS2 の両者の欠失変異体では核移行は認めらなか

った．これらのことから XRS のみでは NLS とし

て働かず，XRS は NLS2 の機能を調節しているモ

チーフであると考えられる．これまでの結果から，

hCAR と rCAR の NLS には種差が存在し，hCAR

の自発的核移行は NLS2 の働きによるものであり，

XRS へ変異を導入した rCAR では NLS1 が自発的

核移行を担っていることが示唆された．ちなみに，

われわれは核外輸送シグナル NES にも種差が存在

していることも明らかとしている．23)

NLS を持つ分子量 4060 kDa 以上のタンパク質

はインポーチンと Ran よって認識され，核膜孔を

介し輸送される．2528) Cargo であるタンパク質はイ

ンポーチン a を介して，又は直接インポーチン b

によって NLS が認識される．インポーチンと結合

した Cargo は核内へ運ばれ，そこでインポーチン b

に Ran-GTP が結合することにより Cargo は乖離す

る．Cargo を放したインポーチン b は Ran-GTP と

複合体を形成して細胞質に戻る．細胞質では Ran

の GTPase 活性により GTP が GDP に変換される

とインポーチン b は再び Ran と離れて Cargo 結合

能を獲得する．そこで，CAR がこのようなイン

ポーチン-Ran システムで核内へ輸送されているか

否かを検討することとした．29) GTPase 活性を欠く

Ran 変異体を細胞内で過剰発現させると，このシ

ステムによる Cargo の核輸送がかく乱されること

が報告されている．30)蛍光タンパク質を融合させた

CAR（GFP-CAR）と Ran 変異体を発現させその

局在を観察したところ，CAR の核移行は Ran 変異

体の過剰発現によって抑制された．この結果より，

CAR の核内への輸送はインポーチン b-Ran システ

ムによって行われていることが示唆された．CAR

の核内輸送に関与するインポーチン b ファミリー
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Fig. 2. Schematic Illustration of the DiŠerence in Intracellular Localization Signals and Regulation by Microtubule Interfere Agent
(MIA) between rCAR and hCAR

A) Depiction of full length rCAR and hCAR (358 and 348 amino acids, respectively), with the positions of the DNA-binding domain (DBD) and ligand bind-
ing domain (LBD). Figure shows the nuclear localization signals (rat NLS1 and common NLS2s), nuclear export signals (human NES1, rat NES2, and common C-
terminal NESs), rat cytoplasmic retention region (CRR), and common Xenochemical response signals (XRSs). B) a) In human, microtubule network disruption
aŠects the PB-dependent induction of CYP2B at two steps: the nuclear translocation of GR responsible for the expression of CAR and the nuclear translocation of
CAR itself. b) In rat, since rCAR is not the target gene of GR, microtubule network disruptors aŠect only the nuclear translocation of CAR.
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の分子種を探索し，インポーチン 13（IPO13）が

CAR と相互作用することを見い出した．IPO13 は

N 末端側に核移行及び Ran との結合領域を持ち C

末端側には Cargo との結合領域を持つ双方向型

（異なる 2 種類の Cargo を核膜孔を介して細胞質と

核の反対方向へ輸送する）輸送タンパク質である．

免疫共沈降法により，IPO13 の C 末端の Cargo 結

合領域と CAR の LBD との間で結合していること

が判明した．すなわち，IPO13 は CAR の LBD に

存在する NLS2 を認識していることが示唆された．

IPO13 の C 末端領域断片は IPO13 の核膜孔輸送に

対するドミナントネガティブ体として機能すること

が報告されている．そこで，この断片を初代培養肝

細胞に GFP-CAR とともに発現させたところ，PB

による CAR の核移行は抑制され，PB による CAR

の核輸送は NLS2 を介したインポーチン-Ran シス

テムによって行われていることが明らかとなった．

4. XRS, NLS 及び NES 以外の細胞内局在調節

シグナル

これまでに，XRS, NLS, NES の機能のみでは説

明がつかなかった未処置の初代培養肝細胞と肝がん

細胞との間にみられた CAR の細胞内局在性の違い

を明らかにする目的で，種々の CAR ディレーショ

ンミュータントを作製し，これら変異体 CAR の細

胞内での局在を初代培養肝細胞と肝がん細胞間で比

較検討した．その結果，220258 番目のアミノ酸か

らなる領域が CAR の細胞質への保持に重要である

（CRR と命名）ことがわかった．24) rCAR では，こ

の領域が未処置の初代培養肝細胞においては NLS1

及び NLS2 よりも優位に働いていること，肝がん

細胞では，CRR の機能が失われており，NLS1 及

び NLS2 による自発的な核移行が起こってしまっ

たものと考えられる．CRR がどのようにして CAR

を細胞質に保持しているのかが解明され，肝がん細

胞で CAR を細胞質に保持させることが可能になれ
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Fig. 3. Putative Subcellular Localization Mechanism of CAR
CAR is retained to the cytoplasm in primary hepatocyte in the absence of any activators or ligands, since NLS is suppressed by CRR and XRS (left). Upon

stimulation, NLS2 is activated by XRS and suppression by CRR is canceled (middle). In immortallized cells, CAR spontaneously translocates into the nucleus since
CAR lacks CRR function (right).
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ば，初代培養肝細胞を用いることなく CAR を介し

た薬物代謝酵素の誘導を観察することが可能になる

ものと期待される．

これまでの報告より，核内受容体の核移行には微

小管ネットワークが重要であることが知られてい

る．31,32) Hsp90 などを介して微小管に結合したグル

ココルチコイド受容体（GR）は，ダイニンをモー

ターとして微小管上を移動するモデルが提唱されて

いる．

ヒト初代培養肝細胞において PB による CYP の

誘導が微小管重合阻害剤（MIA）であるコルヒチ

ンで阻害されることが報告されている．33,34)このメ

カニズムとして，CAR の発現誘導に関与している

GR の核移行がコルヒチンによって阻害され，CAR

の発現量が減少するために PB による CYP の誘導

が抑制されることが提唱されていたが，CAR の核

移行に対する直接的な影響は明らかとなっていなか

った．そこで CAR の核移行への微小管ネットワー

クの関与を検討した．35)

最初に MIA であるコルヒチンとノコダゾールの

CAR の発現量に対する影響について検討した．ウ

エスタンブロット及び Real-time RT-PCR によって

タンパク質量及び mRNA 発現量を検出したところ

大きな変化は認められなかった．また，GR のアゴ

ニストであるデキサメタゾンによる CAR mRNA

の誘導もみられなかったことから，ラット初代培養

肝細胞では CAR は GR によって制御を受けていな

いことがわかった．次に，PB による CYP2B mRNA

及び CAR の応答配列を含む PB-responsive enhanc-

er module（PBREM）レポーター活性の誘導に対

する MIA の影響を検討したところ，両アッセイ系

において MIA による PB 誘導の抑制が観察され

た．これらのことから，微小管ネットワークは

CAR の PB による活性化に直接的に関与している

ことが示唆された．さらに，GFP 融合 CAR タン

パク質の細胞内局在，核画分のウエスタンブロット

により，CAR の核移行がノコダゾールの前処理に

より阻害されることが明らかとなった．以上の結果

より GR などの核内受容体と同様に CAR の核移行

もまた微小管ネットワークにより制御されているこ

とがわかった．条件の違いにより，MIA はこれま

での報告にある GR の核移行阻害を介した CAR の

発現抑制と CAR の核移行への直接的な阻害の 2 つ

の経路で CYP2B タンパク質の発現を抑制している

ことが考えられる［Fig. 2(B）］．ラットにおいては

CAR の発現は GR によって制御を受けておらず，

MIA による PB 誘導抑制機構にも種差が存在する

ことがわかった．
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5. おわりに

これまでの研究結果より，CAR の核移行のメカ

ニズムは以下のように考えられる（Fig. 3）．初代

培養肝細胞では CAR は CRR 及び XRS により

NLS の機能が抑制されており，細胞質に局在して

いる．リガンド及びアクチベーターによる刺激によ

り XRS を介した NLS2 の活性化が引き起こされる

と同時に CRR による抑制も解除され，CAR は微

小管を介して細胞質を移動し，NLS2 を認識した

IPO13 により核膜孔を通過して核内へ移動し，標

的遺伝子の転写を促進する．一方，肝がん細胞にお

いては，XRS による NLS2 の恒常的な抑制解除及

び CRR の機能の欠落によって CAR は自発的に核

へ輸送されてしまう．

このように CAR の核移行には様々なシグナルが

関係していることがわかってきたが，CRR や XRS

による NLS の制御機構など，いまだ不明な点も多

く残っている．また，近年，CAR は異物代謝に加

え，生体内におけるグルコースや脂質などのエネル

ギー代謝にも関係していることが明らかとなってき

ており，環境汚染物質による代謝異常やメタボリッ

クシンドロームとの関係も推測され，CAR の活性

化機構を明らかにすることにより，さらに CAR の

生理機能も明らかになっていくものと考えている．

不死化細胞株における CAR の細胞内局在の異常の

メカニズムが明らかとなれば，環境化学物質の生体

への毒性や薬物相互作用の予測などを培養細胞系で

再現できることが期待される．
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