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要 旨

FarnesoidXreceptor (FXR)は胆汁酸を生理的リガンドとし,胆汁酸代謝制御に重要な役割

を果たすと考えられている楼内受容体型転写国子である.近年,胆汁酸トランスポーターの発

現や肝細胞における胆汁酸合成調節(律連酵素　　α1)に関与してtlることが明らかにされ

ており, FXRの胆汁うっ滞性疾患への関与やFXR分子機構に基づく別薬の可能性が注目されて

tlる.本研究では　Wistarratに総胆管結集手術を施行して閉塞性黄痘モデルを作製し,胆汁う

っ滞時の胆汁酸腸肝循環構成臓器におけるFXRの発現の変化を検討した.方法はReal-time

pcR及びwestern blotting法によりFXRの発現を検討し,免疫染色によって発現組織を確認し

た.正常ラットではFXR,及びFXRの活性化制御を受ける輸送賃自Healbile acid-bindingpro-

tein (I-babp)は回腸に強く発現してtlた.また,肝臓におtlては肝細胞以外に類洞における

星細胞にもFXRの発現を認めた.一方,結紫モデルでは回腸のFXRの発現は保持されてtlたの

に対し, I-babpの発現量は低下してtlた.胆汁うっ滞肝におけるFXR,及びFXRの活性化制

御を受けるトランスポーターBilesaltexcretoiγpump (Bsep)の発現は低下した.この時,肝

線推化の進行と共に類洞におけるFXR陽性肝星細胞の数も減少していた.胆管括紫によって腸

管内に胆汁酸が存在しなも1状況下では回腸でのFXRの発現が保持されるにも関わらずI-babp

の発現は減少したことから, I-babpはリガンド依存性のFXR転写活性制御を受けることが示

唆された.一方,胆汁うっ滞肝では肝組織内にリガンドは存在するものの, FXR自身の発現が

down-regulateすることでBsepの発現量が減少し,胆管側への胆汁酸排継が減少する可能性
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が考えられ た. こ の ことは胆汁う っ 滞時における F X R , 及びその 活性化制御を受け る胆汁酸 ト

ラ ン ス ポ ー タ ー の 発現は生体内に おい て リ ガ ン ド依存性に
,
か つ 生体の 恒常性を維持する方向

へ 変化する ことを示唆 して い る . ま た
, 胆汁う っ 滞肝に おける F X R m R N A 発現量の 低下は肝細

胞と肝星細胞の両者に おける F X R の発現低下を反映した結果で ある こ とがわか っ た . 肝線維化

の病態進行における肝星細胞の 関与を形態学的に評価する上 で, 抗 F X R 抗体は有用なマ
ー カ ー

となりうると思われた .

キ
ー

ワ
ー

ド : F X R , 胆汁酸 ト ラ ン ス ポ
ー

タ
ー

,
閉塞性黄痘モ デ ル , 肝星細胞

緒 盲

リ ガ ン ド依存性 の 転写 因子 で ある核内受 容体

は, 標 的遺伝子 の 発現 を介 して 個体発生 に お け

る 形態形 成 や細 胞内増殖 ･ 分化, 及び生体 の ホ

メ オ ス タ シ ス の 維持や 高次神経機能の 制御 など
,

様 々 の 生理機能に 関与する 1) . 近年, 当初リ ガ ン

ド未知の オ ー フ ァ ン レ セ プタ ー

と されて い た核内

受容体の リガ ン ドが次 々 に同定さ れ これまで 代

謝中間体と位置付けられて い た化合物が核内受容

体を介する標的遺伝子の 転写活性化 シ ス テ ム を中

心的に制御 して い る こ とが明らか にな っ た 2) . コ

レ ス テ ロ
ー ル や胆汁酸代謝に関与する核 内受容体

は, F a r n e s oid X r e c e pt o r (F X R : N R I H 4) , Li v e r X

r e c e pt o r ( Ii K R : N R I H 3) , P r e g n a n e X r e c e pt o r

( P X R : N R II2) 等が知 ら れ
,
ほ とん ど が R eti n oid

X r e c e p t o r ( R X R : N R 2 B) と ヘ テ ロ ダイ マ
- を形

成 して
,
転写因子結合領域 である E c R 応答配列 :

A G G T C A a T C C A G T (I R
-

1 型) に結合し ,
その

転写を活性化する ( 図 1 ) 3) . F X R は , 胆汁酸を生

理 的リ ガ ン ドとする核内受容体型転写 因子 で あ

り, 別名 Bil e a cid r e c e p t o r ( B A R) とも呼ばれて

い る
4)

. F X R の主要発現臓器 は肝鳳 小腸 ,
腎臓

である が
,
脳, 大腸, 副腎, 卵巣, 精巣にも弱 い 発

現 を認 め る こ と が m R N A レ ベ ル の研 究で報告 さ

れた 5) . ま た
,
F X R 欠損 マ ウス で は脂質代謝異常

を認 め る こ と が 報告 され て お り, F X R は i n vi v o

の 実験系にお い て も胆汁酸プ ー ル の セ ンサ
ー

と し

て 胆汁酸腸肝循環 の 中心的な役割を果た して い る

もの と考えられる 6) .

一

方, 胆汁酸の 腸肝循環は肝臓
･ 回腸末端を中

心 に局在 して い る胆汁酸トラ ン ス ポ ー タ ー の働 き

と肝細胞に特異的に発現 して い る胆汁酸生成の 律

逮 酵素 C h ol e st e r o1 7 α - b y d r o x yl a s e 遺伝子 チ ト

ク ロ ー ム P 4 5 0 7 α ( C y p 7 α 1) の胆汁酸合成調節

によ っ て成立 して い る
7)

. 近年, それら胆汁酸ト

ラ ン ス ポ ー

タ ー の 発現は核内受容体の 標的遺伝子

の 活性化制御を受ける こ とが明 らか にされ, 特に

回腸上皮細胞 内の サイ トゾ - ル 結合蛋白と して 発

見 さ れ た Il e al bil e a cid - bi n di n g p r o t ei n ( 卜

B A B P) 8) 千 , 肝細胞の 毛細胆管側腰上に存在する

胆 汁酸排子世性 A B C ト ラ ン ス ポ ー タ ー Bil e s alt

e x c r et o r y p u m p ( B S E P: A B C B l l)
9) は

, F X R を介

し た発現調節が機能 して い る と想定 されて い る .

既 に
,
進行性家族性肝内胆汁う っ 滞症 2 型 ( P FI C

ty p e 2) で は B S E P 遺伝子の m ut ati o n が , D u bi n
-

J o h n s o n sy n d o r o m e で は M R P 2 遺伝 子 の m ut a -

ti o n が明ら か に され, 胆汁酸ト ラ ン ス ポ
ー タ ー の

発現異常と胆汁う っ 滞性先天性疾患と の 関連に つ

い て は
, その メ カ ニ ズ ム が次第 に明ら か に な っ て

来て い る
1 0 ト 11)

本研究で は, ラ ッ ト閉塞性黄痘モ デル を作製し

胆汁う っ 滞時 の胆汁酸腸肝循環構成臓器にお ける

F X R の 発現 につ い て検討する こ と で, 胆汁う っ 滞

性疾患の病態解明を試みた の で報告する .

材料と方法

1
. 動物と実験処置

生 後 6 -

7 週 の 雄 の W i s t a r ラ ッ ト ( 平 均

1 7 0 ± 1 5 g) を使 用し ,
全 身麻酔下 に開腹 ･ 総胆

管結 糸 ( B il e d u ct lig ati o n : B D L) 手術を施行 し

た .
コ ン ト ロ ー ル群と して 開腹侵襲の み を与えた

Sh a m 群を作製した . 術後 2 日, 4 日, 7 日,
10 日,

1 4 日目 ( 2 - 1 4 p o st o p e r ati v e d a y s: P O D ) に屠

殺し (各 n - 4) ! 肝臓, 腎臓, 小腸, 大腸, 月琴臓,
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図 1 核内受容体 と転写制御シ ス テ ム

牌臓, 精巣を摘出 した . 摘出 した小腸は幽門輪 か

ら回盲弁まで を 5 分節 に分割 し, 更に各 1 分節を

前後 2 つ に分 ける こ と で 合計 10 分割 (S e g m e n t

l a
,
1 b

,
2 a

,
2 b

,
3 a

,
3 b

,
4 a

,
4 b , 5 a , 5 b : 平均

6 ± 0 .5 c m ) し て 評価した .

2 . 総胆汁酸値の測定

血中の 総胆汁酸
,
総蛋白, ア ル ブミ ン, 総 ビリル

ビン
, 直接 ビリル ビン, ア ラ ニ ン ア ミノ トラ ン ス フ

エ ラ
ー ゼ ( A I J ) 値 を測定 し , 栄養状態 ,

黄痘
,

肝機能上昇の 指標 と した . 更に , 提出臓器組織内

の 胆汁う っ 滞 の 指標 と して
,
2 c m 角 の肝臓, 両側

腎臓, 小腸 S e g m e n t l a + 1 b , 及び s e g m e nt 5 a +

5 b を生 食 5 m l と ホ モ ジ ナイ ズ して 遠心分 離後 ,

その 上層液 3 m l を採取 し総胆汁酸値を測定 した .

3 . W e st e r n bl o tti n g

h F X R - p C M V を t r a n sf e ct した pla s m id 導入 強

制発現細胞 ( C O S - 1 c ell h F X R - P C M V t r a n sf e ct -

e d) , 及び ラ ッ ト正常肝細胞 か ら核抽出 した内在

性 タ ン パ ク に対 し, 抗 ヒ ト F X R モ ノ ク ロ
-

ナ ル

抗 体 ( P e r s e u s P r ot e o m i c s , 東 京) を 用 い て

W e st e r n bl o 仕in g ( 蛋 白量 2 5
-

50 〃 g /l a n e) を施

行 した .

4
. 免疫組織化学的角牢析

1 0 % ホ ル マ リ ン固定パ ラ フ ィ ン匂埋後, 薄切切

片を抗 ヒ ト F X R モ ノ ク ロ
-

ナ ル 抗体 ( P e r s e u s

P r o t e o m i c s , 東京) , 抗 ラ ッ ト マ ク ロ フ ァ
ー ジ抗体

3 8 1

C D 6 8 ( E D - 1; B M A , S w it z e rl a n d) , 抗 ヒト D e s m i n

モ ノ ク ロ - ナ ル 抗 体 ( D a k o , 東京) を用 い て 免

疫染色 (1 : 5 0 0 - 1 : 1 0 0 0 希釈) を行 っ た . 二次抗

体 に は ラ ッ ト シ ン プル ス テイ ン M a x 二P O / M ulti

( Ni c bi r ei , 東 京) を使用 し ,
発色 基 質 は 3 , 3

'

-

Di a m i n o b e n zidi n e ( D ojin , 熊本) を使用 し た . 二

重 染色 に お け る 第 二 抗体 の 発 色 基 質 は ,
4 -

C hl o r o - 1 - n a p hth ol ( N ak a r ai , 京都) を用い た .

5 .
R T - P C R 解析

① 1 サイ ク ル ( 9 4 ℃ , 1 0 分) , ② 3 0 サ イ ク ル

([ a] 9 4 ℃ , 1 分, [b] 5 0 - 5 6
o

C , 1 分, [ c] 7 2
o

C ,

1 分) , ③ 1 サイ ク ル (7 2
o

C
,
1 分) , ④ 4 ℃保存の

標準プ ロ トコ ー ル で施行 した . 各 p ri m e r は ,
FX R

( F : 5
'

- A A T G A IC C C A G G A A G A G T A C G - 3
'

,
R :

5
'

- T T C A C C C T C C A A G A C A T C A G - 3
'

P r o d u ct: 2 4 3 b p) , I
-

b a b p ( F : 5
'

-

C A C T A T G G C

C T C A C C G G C A A A T A - 3
'

, R : 5
'

- A C C C T C

C A T m C A C G (;T T G C m - 3
'

,
P r o d u ct:

2 2 8b p) ,
B s e p ( F : 5

'

- C G A T G A C C T C A G A A A

T j u T C C T G G - 3
'

, R : 5
'

- G C C G C A A T G A T G

m G T G A A G G - 3
'

, P r o d u ct: 1 2 6 b p) , β- a cti n

( F : 5
'

- A A G T C C C T C A C C C T C C C A A A A G - 3
'

,

R : 5
'

- A A G C A A T G C T G T C A C C T r C C C - 3
'

P r o d u ct: 9 6 b p) で デザイ ン した.

6 . R e al - ti m e P C R 角牢析

① 1 サ イ ク ル (9 5
o

C , 10 分) , ② 4 0 サ イ ク ル
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図 2 S b a m 群
,
及び B D L 群 における摘出臓器組織内の 総胆汁酸値の 相対的変化

A : 胆汁酸の 腸肝循環構成臓器. 小腸は十二指腸 か ら回腸末端までを 5 分節(S e g m e n t l - 5)

に分割摘出して 測定 した ( S l a - b ; d u o d e n u m , S 2 a - S 4 a;j ej u n u m , S 4 b - S 5b ;il e u m ) . 肝 臓 は

2 c m 角を
, 腎臓は両側ともにホ モ ジネ - 卜 し た, B : B D L 群 で は腸管内総胆汁酸量の 減少を

認め , 肝臓
･

腎臓で は逆に胆汁う っ 滞 の所見を認めた .

([ a] 9 5 ℃
,
5 秒

, 【b] 68
o

C
,
2 0 秒)

,
③ M elt c u Ⅳ e

解析; 6 0 ℃で ス タ
ー

ト, 9 5
o

C 終了 (0 .2 ℃/ 秒) の

シ ャ ト ル P C R 法 ( s y B R G r e e n b y T A K A R A

S m a rt c y cl e r) 標準プロ ト コ
ー

ル で 施行 し た . 各

p ri m e r は , R T - P C R と 共通の p ri m e r を 採用 し ,

ま た定量的評価 はβ- a cti n と の 比を算出する こ と

によ っ て 行 っ た t

成 績

1 . 血液 ･ 生化学検査

総胆管結集ラ ッ ト ( B D L 群) は
,
術後 2 日目に

は高 ビリ ル ビ ン血症 ( D - bili r u bi n 優位) と なり

閉塞性黄痘の 病像を呈 した . 総胆汁酸値は術後 7

日目に, A L T は術後 4
- 7 日目に か けて 最 も上昇

した .

2
. 各組織内総胆汁酸 ( 図 2)

Sh a m 群 にお ける小腸内総胆汁酸量は , 回腸側

S e g m e n t 5 ( 5 a + 5 b) は 十 二 指 腸側 S e g m e n t 1

( 1 a + 1 b) の 5 倍量で あ っ た の に対 し, B D L 群

で は著明に減少 して い た . 逆に, B D L 群 の肝臓 に

お い て は
,
sb a m 群 に比 べ 胆汁酸量 は 1 . 2 - 1

.
5

倍に増加 して い た . 腎臓 にお い て も同様に ,
B D L

群 で は 1 .5 - 2 .5 倍 の 総胆汁酸値 の 上昇 が見 られ

た .

3 . 肝組織形態

H E 染色上, B D L 群の 肝臓 に お い て ,
門脈域を

中心と した軽度 - 中等度の 炎症細胞 (好中球 ,
リ

ン パ 球
,
好酸球 , マ ク ロ フ ァ

ー ジ) 浸潤 と門脈域

の 拡大, 細胆管 の 増生 が見られ, 胆汁う っ 滞時の

肝組織変化の 像を呈 した . また
, 術後日数を経る

に つ れ肝細 胞 は 不規則 に壊 死 し, 所 々 f e ath e ry

n e c r o si s の 像を認め た .

4
. W e st e r n bl o tti n g ( 図 3)

核抽出内在性 タ ン パ ク と pl a s m id 導入 C O S - 1

細胞 の 両者 とも 55k D a 前後 の バ ン ドが確認 でき ,

ラ ッ ト F X R に対す る抗 ヒ ト F X R 抗体 の交差性を

確認 した .

5 . 免疫組織化学

① F X R の 発現 ( 図 4 , 表 l) : S h a m 群 の 小腸

で は回腸末端を中心 ( S4 - 5) に腸上皮細胞の 核

に強く F X R の 発現 が 認め られ, 特 に微減毛 の 増

殖帯 - 先端部 に目立 っ て い た. S l - S3 で の 発現

は少なか っ た . 肝臓 で は肝細胞の 核 に陽性所見が

見 られ, また類洞 に小型 の F X R 陽性細胞 を認 め

た . 腎臓 で は近位尿細管の核に強く発現を認め た
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図 3 抗 ヒ ト F X R 抗体 を用 い た W e st e rn bl ot-

ti n g 法 に よる評価

A : ラ ッ ト正常肝細胞か ら核抽出した内在性

タ ン パ ク の バ ン ド (lo a di n g p r o t ei n d o s e : 5 0 /∠ g/

l a n e) . B : h F X R - p C M V を ト ラ ン ス フ ェ ク 卜

した プラ ス ミ ド導入 F X R 強制発現細胞 の バ ン

ド (l o adin g p r o t ei n d o s e : 2 5 〃 g/l a n e) . l a n e 1 ;

C O S - 1 c ell h F X R - P C M V t r a n sf e c t e d . l an e 2 ;

u n t r a n sf e c t e d . A
,
B い ずれも 5 5k D a 前後 の バ ン

ドを確認 した,

図 4 S h a m 群 に お ける F X R 発現臓器 (免疫染

色)

A : 十 二 指腸 の上皮細胞には ほとん ど発現 し

て い な か っ た ( × 4 00) .
B : 回腸末端微繊毛の

増殖帯か ら先端部にか けて の 上皮細胞核 に強い

発現を認め た ( × 4 00) . C : 腎近位尿細管の 核

に強く発現 して い た ( × 1 00 0) . D : 月率ラ氏島

内の細胞に軽度発現を認め た ( × 1 00 0) .

表 1 F X R 発現月蔵器の まとめ - 免疫染色 の結果 -

3 8 3
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図 5 B D L 群肝小葉内に お ける F X R 陽性細胞

数の 変化

A : P o rt al v e n o u s a r e a
,
B : C e n t r al v e n o u s

a r e a . A
,
B い ずれも F X R 陽性細胞数 の減少を認

めたが
,
門脈城 ( グ リ ソ ン鞘) 周囲でより著明

に減少して い た .

が
, 牌臓 で は F X R 陽性細胞は認め なか っ た . 月琴ラ

氏島内の細胞に も軽度の 発現を認め た .
B D L 群 の

小腸で は回腸上皮細胞の 核内陽性所見は保持され

て おり
, 有 意 な変化 は認 め ら れ なか っ た .

一 方,

肝細胞で は核内陽性所見 が
一

部軽度低下 して い

た . 類洞の F X R 陽性細胞 は細胞数 が減少 し て い

た ( 図 5) . 腎臓に おける有意な変化 は認め られな

か っ た.
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図 6 S h a m 群 と B D L 群 の 肝臓 における F X R の 発現変化 ( A , B) , 及 び F X R

と E D - 1 (C)
,
F X R と D e s m in の 二 重染色像 ( D , E , F)

A : S h a m 群 に お ける肝細胞核
,
肝類洞に おける小型細胞 ( - ) の F X R 陽

性所見 ( × 1 00 0) , B : B D L 群 (10 P O D ) に お ける F X R の 発現変化 . 肝細胞

核にお いて F X R の 軽度発現低下を認め
,
ま た肝類洞の F X R 陽性細胞は数が減

少 した ( × 1 0 00) , C : 肝渠洞 における F X R 陽性細胞 ( - ) と E D -

1 陽性ク

ッ パ
- 細胞 ( ▽) の 二 重染色像. 両者 の

一

致を認め な か っ た ( × 10 0 0) . D
,
E
,

F : S h a m 群 ( D) , B D L 群 4 P O D ( E) , B D L 群 1 0P O D ( F) に お け る肝類洞

の F X R 陽性細胞 ( - ) と D e s m i n 陽性肝星細胞 ( ▼) の 二重染色像 . 両者 の

一

致 か ら肝類洞における F X R 陽性細胞は肝星細胞である こ とが分か っ た . ま

た
,
胆汁う っ 滞とそれに伴う グ リ ソ ン鞘 の線維化が進む過程 にお い て , 肝星細

胞核にお ける F X R 発現 は低下 して い っ た ( × 1 0 0 0) .

② F X R と C D 6 8 ( E D
-

1) , 及 び F X R と

D e s m i n の 二重染色 (図 6) : 肝類洞に おける F X R

陽性細胞 は, C D 6 8 ( E D
- 1) を発現 して い な い が

D e s m i n 陽性にて肝星細胞と見なされた .

6 .
R T - P C R , R e a l

- ti m e P C R ( 図 7)

S h a m 群と B D L 群を比較すると , 小腸 ( 回腸中

心) で は F X R m R N A の 発現量 がほ ぼ保た れて い

たの に対 し, 肝臓で は術後 4 日目以降, 50 % の 水

準 まで の 発現低下 を認 め た . ト b ab p m R N A は,

B D L 群 に おい てそ の 発現 は ほと ん ど抑制 さ れて

い た
. B s e p m R N A は , 術後 4 日目で 6 5 % , 術後

10 日目 で 5 0 % ま で 発現 が低下 し た . R T - P C R
,

R e al - ti m e P C R の い ずれの 方法 に お い て も結果

はほ ぼ
一

致 し, また免疫染色の 成績とも矛盾 しな

い もの であ っ た .

考 察

コ レ ス テ ロ
ー ル は生体 における細胞膜の 形成や

ス テ ロ イ ド
,
及び胆汁酸の 生合成 に不可欠 であり,

肝臓に おける o x y st e r ol (2 4 - h y d r o x y c h ol e st e r ol)

や胆汁酸合成の 唯
一

の 基質とな る. 胆汁酸は胆汁

中に排渦 され脂質の 消化吸収に 関与する こ とで ,

余分の コ レ ス テ ロ ー ルを体外に排推するため の 重

要 な代謝経路を担 い , そ の 9 5 % 以上は 回腸末端

か ら再吸収 されて 肝 臓 へ と戻 る 12) . こ の 腸肝 循

環の 過程でもう
一

つ 重要な役割を担っ て い る の が

C y p 7 α 1 であり, S m all h et e r o di m e r p a rt n e r ( S H P)

依存経 路
,
非依 存経 路 の 2 つ の カ ス ケ ー

ドを介

して 胆汁中に排子世さ れ る胆汁酸 量を規定 して い

る
1 3)

.

一

方, 実際に胆汁酸の 輸送担体と なる の が

胆汁酸ト ラ ン ス ポ ー タ ー と呼ばれる膜 タ ンパ ク 質
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図 7 R e al- ti m e P C R 解析結果

s h a m 群 ( Wh it e b a r)
,
B D L 群 4 P O D ( G r ay b a r) , B D L 群 1 0 P O D (b la c k b a r) .

A : F X R

m R N A の 発現変化 . S h a m 群 に比 し B D L 群 の 肝臓にお ける発現低下が認め られた . 小腸 にお

ける有意 な発現変化は認め られな か っ た . B : Ⅰ- b a b p m R N A の 発現変化. S h a m 群 に比 し

B D L 群 の 回腸にて有意な発現低下を認め た. C : B s e p m R N A の 発現変化. い ずれも肝臓にお

い て特異的に発現 し , 線維化の 進行に伴い そ の 発現は低下 した .

H e p at o c yt e

O x y st e r ol s + C h ol e st e r ol
l

C y p7 α

C y p 8 β

Bil e d u ct

lig ati o n

< C a n ali c ul a r >

B A s

くA pi c al >

( : sti m ul at e

ト ー : illllibit

B A s : bil e a cid s

< B a s ol at e r al >

ー

｢
B A s

Eg 8 胆汁う っ 滞時の 胆汁酸腸肝循環 : ラ ッ ト モ デ ル

フ ァ ミリ
ー

A B C ( ÅⅠ? - bi n di n g c a s s e 仕e) タ ン パ

ク質であり, 胆汁酸依存性または胆汁酸非依存性

に肝細胞からの 排滑と腸管か ら の再吸収 ( 回腸末

端の み に存在す る特異的な能動輸送とそれ以外の

部位で の受動拡散) を行 っ て い る. 近年, C y p 7 α1

3 8 5

や胆汁酸 ト ラ ン ス ポ
ー

タ
ー の 発現が核 内受容体型

転写因子 により制 御さ れて い る こ と が報告 さ れ

た
.
こ の こ と は

,
コ レ ス テ ロ

ー

ル代謝産物で ある

o x y st e r ol や胆汁酸が, 核内受容体を介 して 自身の

生合成や運搬 に関わる タ ン パ ク質を コ
ー ドする遣
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伝子発現を制御 し, ホル モ ン と して の 役割を果た

す こ と を意味 して い る . 特 に
,
1 99 9 年の F X R の

発見は胆汁酸 - 生体内調節因子とい う概念を明確

に し
, 種々 の肝胆道疾患 (胆汁酸の 腸肝循環不全)

や その 病態生理を理解する上 での k e y f a ct o r と し

て 注 目さ れ る
一

つ の き っ か け に な っ た 1 4) ~ 15)

そ の 後, F X R の活性化制御を直接受ける標的遺伝

子と して , 肝細胞 にお ける B S E P 遺伝子 , 下部小

腸 ( 回腸) における ト B A B P 遺伝 子等が報告さ

れ, 胆汁酸代謝の 活性化制御 の詳細が次第に 明ら

か にな っ てき た 1 6) - 1 7)

こ の様に分子生物学的手法により脂質代謝経路

の 解 明が進 む 中, 現在 ま で in vi v o に お ける核内

受容体の 蛋白 レ ベ ル の 報告 はほとん ど無 い . 今回,

まず新規 に作製され た抗 F X R 抗体を用 い て ラ ッ

ト全身臓器 に おける F X R 蛋白の 発現 , 局在 を明

ら か に した . その 結果, F X R は肝
･

腎
･

小腸と い

っ た胆汁酸腸肝循環の 重要な構成臓器に発現 して

おり
,
し か も小腸 にお い て は回腸末端 に強 い 発現

を認め
,
十二 指腸 ･ 空腸 ･ 回腸で は脂質代謝 にお

ける役割の比重を異にする こ と で腸肝循環 を成立

させ て い る こと が示唆された . また
,
G r o b e r らの

報告と 同様 , ト b ab p は F X R とほ ぼ重複す る範囲

の腸管に発現 して い た 1 7) . い ずれの 所見 も, 胆汁

酸の 再吸収に は回腸末端が重要な役割を果 たすこ

とを裏付ける もの と理解 され る 1 8) . 胆 管結果 に

おける実験的腸肝循環不全状態と は, リ ガ ン ドで

ある胆 汁酸の 部位による濃度差 の 存在 を意 味す

る . 本研究で は, 小腸 での F X R 発車削ま m R N A 量,

蛋白量 と もに有意 な変化を認 めな か っ た の に対

し
,
ト b a b p の m R N A 発現量は著明に低下 し て い

た . 即ち, 腸管内胆汁酸非存在下 で は, F X R の 発

現 は保 持 される に も関わらず下流域 に位置 する

Ⅰ- b a b p 発現 は減少 し, こ の こ と か らⅠ - b a b p は

リ ガ ン ド依存性の F X R 転写活性制御を受 けて い

るもの と考 えられる 19)

胆汁う っ 滞時の 肝臓 における種 々の 胆汁酸 トラ

ン ス ポ ー

タ
ー の 発車馴こ つ い て は, 多数 の報告 があ

る . Le e
,
T a kik a w a ら は ラ ッ ト胆汁 う っ 滞肝の

B s e p 発現 の 低下を報告 して おり ,
本研究の 結果

と
一

致 して い た 2 0 ト 2 1) . ま た
, 本研究 で は B s ep

の 発現と 同時 に胆 汁う っ 滞時の F X R 発現 につ い

て も検討 した . 免疫染色上の 差 は僅 か であ っ た も

の の
,
m R N A レ ベ ル で は F X R は発現 が低下 した .

つ まり胆汁う っ 滞肝で は肝細胞内にリガ ン ドであ

る胆汁酸が存在する もの の , F X R 自身の 発現が抑

制さ れる こ とでそ の活性化制御を受ける B s e p の

発現量 が減少し, 胆管側 へ の 胆汁酸排渦 (主 にア

ミ ノ酸抱合型胆汁酸) を減 じて い る可能性が示唆

された ( 図 8) .

一 方 で, ヒ トの 肝障害性疾患 にお

い て B S E P 及び M R P 2 の m R N A 発現量 は低下 一

不変 との 報告もあり 22)
,
これら の 相違は急性期

と慢性期, 又は それに伴う胆汁酸負荷 の程度差 に

より ト ラ ン ス ポ ー タ ー の 発現量 が変化 して い る こ

と を示 唆 して い る 2 0) . 胆管結紫モ デル で は短期

間に胆汁う っ 滞と それに伴う胆管内庄 の 上昇を招

く極端な急性期の 病態 モ デル であり, 本研究 で観

察した F X R と B s e p の 発現低下は, それ以上の 胆

汁酸負荷を避けて ホ メ オ ス タ シ ス を維持する方向

へ 作用 して い る とも解釈される . 実際, 肝細胞の

基底膜側 に発現する M r p 3 は, 閉塞性黄痘時に発

現 増強する と報告 さ れて い る こ と か ら 2 3) , 肝 細

胞内に蓄積 した胆汁酸 は血中輸送され, 尿中に排

推する ことで毒性回避 の メ カ ニ ズ ム が機能 して い

るもの と理解される
2 4)

. と こ ろが近年, これらト

ラ ン ス ポ ー

タ ー は肝細胞 中にプ ー ル を持ち, 遺伝

子 レ ベ ル での 転写を待 たずに短時間に細胞膜上に

t r a n sl o c ati o n する こ と で機能 したり
, 逆に胆汁う

っ 滞時に は毛細胆管腰上か ら近くの 小胞 に移動 し

機 能 を消失する こ と が報告 された 2 5) ~ 2 6) . B s e p

輸送能低下に 関 し て も毛細胆管膜 へ の v e si c ul a r

t a rg eti n g の 障害 によ る影響 が大き い と の 報告 も

あり 2 7) , 胆汁う っ 滞時 に は毛細胆管側 の 腰上 ト

ラ ンス ポ ー タ ー

機能 がより重要な因子に な っ て い

る もの と考えられる .

本研究 で は, 新 し い知見と して 形態的に肝類洞

壁 にお ける F X R 陽性細胞 の存在 を確認 し, マ ク

ロ フ ァ
ー ジ系 マ ー

カ
ー

や肝星細胞 (It o 細胞, 脂

肪摂取細胞) マ
ー

カ
ー

と の 二重染色の 所見か ら肝

星細胞 で ある こ とを確認 した . Fi o n l C Ci ら は, 揺

養星細胞 にお い て F X R の m R N A 発現を報告 して

い る 28) . 今回
,
ラ ッ ト胆汁う っ 滞肝における F X R
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m R N A 発現量の 低下は, 肝細胞 と肝星細胞の 両者

にお ける F X R の 発現低 下を反映 し た結果 で ある

こ とが初めて 分 か っ た . 肝星細胞 は肝線推化 ･ 類

洞の 毛細血管化 に関与する が 29) ~ 3 0) , そ の 病態

機序に F X R を介 し た胆汁酸と核内受容体の 転写

制御 シ ス テ ム も関与 して い るの か
,
だとすればど

の よう な形で 機能 し て い る の か 詳細 は不 明 であ

り , 抗 F X R 抗体 は今後肝線維 化の 病態進行 に お

ける肝星細胞 の 関与を形態学的に評価する上で有

用な マ ー カ ー になりうると思われた .

近年, リガ ン ド
ー 核内受容体 シ ス テ ム の 解明が

進む につ れ, 疾患との 関連や レセ プ タ
ー を標的分

子 と し た創 薬研 究が注 目 さ れて い る
3 1)

. 既 に ,

F X R 欠損マ ウ ス 胆 管結紫モ デ ル にお ける胆汁棟

塞の 欠如や 3 2) , F X R ア ゴ ニ ス ト ( G W 4 0 64) 投与

による胆汁う っ 滞時の 肝保護作用効果も報告 され

て い る
3 3)

.
い ずれも胆汁う っ 滞性肝疾患 に お い

て F X R を介 し た治療薬作製の 有用性を示 唆する

知見であり, F X R を介する胆汁酸代謝メ カ ニ ズ ム

の 解明は新規治療法開発 へ の
一

助と なるもの と思

われた .

宝玉
I)E)

F X R
, 及びその 活性化制御を受ける胆汁酸ト ラ

ン ス ポ ー タ ー の 発現 は, 胆汁う っ 滞 ラ ッ トモ デル

にお い て リガ ン ド依存性に, か つ 生体の 恒常性を

維持する方向 ヘ シ フ トす る . また, 肝臓で は肝細

胞 に加 え肝星 細胞 にも F X R が発現 し, 胆汁う っ

滞肝 における F X R m R N A 発現量 の低下は両者 に

おける F X R の 発現低下を反映 して い る .
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