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WehadshownthatSquaieneepoxidase(SE)酢ne,Whichisoneoftheenzymesin

cholestcTOlbiosyntheSis.sr喝uiatedbyoxysもerol,andSEisaLbletosynthesizeoneof

theoxysterol,epoxycholesterol.

Recently,itwasreportedthatthe廃andsofnuclearreceptorLXRsandAd4BP/

SF-1areoxysteTOis.WehavestudiedwhetherLX況sareinvolvedinthesi欝nal

transductionpathwayfromoxysteroltotranscriptionalfactorsregulatingcholesterol

metabolismrelatedgenesornot.

OurdatashowoverexpressionorLXRinHeLacellscausetoinductionorLXRE

(LXR-responseeiemenも)drivedgene,whilesuppressionofSEpromoterdrivedgene.

MostefficientinducertoLXREisprovedtobeepoxycholesterol,andinorderaccord-

ing to inductionability,22R-hydroxycholesterol,20α-hydroxycholesterol,25-

hydroxycholesteroland 22S-hydroxycholesterol. Induction ability to LXRE of

oxysterolscorrelatessuppressionabilitytoSE promoter. Thequantityofepoxy-

cholesterol,putativephysiologicalLXRligand,mustberegulatedbytheratioofac-

tivit.iesofSEandfollowingenzymelanosterolsynthase.Tissuespeciricitiesorthetwo

enzymesshowextremelydirrerentpattern. ItispossiblethattheepoxycholesteroI

worksashormoneinvarioustissue.
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は じ め に

コレステロー)i/は生体内の必須物質であるが,高濃度

の血中コレステロールは冠動脈硬化症をはじめとする循

環器疾患の危険因子であることが知られている.従って.

血中コレステロール濃度を適度に保つことが,循環器疾

患の発症を抑える上で最大の課題である.最近になって,

コレステロール合成を抑える HMG-CoA還元酵素阻

害剤が開発され広く用いられるようになった.ヨーロッ

パにおいて大規模な試験が数年間にわたって行われた結

莱,この阻害剤を使用した患者群は使悶しなかった患者

群に比べて.循環器疾患の発病が3割減り,死亡率も同

様に減少していることが報告されている1121.また動脈

硬化の伸展を抑えるだけでなく,プラークがはがれて血

栓をおこす確率も抑制することが明らかになり,ますま

すコレステロール濃度制御の重要性が高まっている.

適切に血中コレステロール濃度を維持し.またより効

果的な新しい薬剤開発を目指すためには.生体内におけ

るコレステロール代謝の調節機構について解明すること

が慶要である.既に LDL受容体3),H掴G-CoA 合

成酵素 射 HMG-CoA還元酵素5)6),ファルネシルピ

ロリン酸合成酵素 7),スクアレン合成酵素 8),スタアレ

ンエポキシダーゼ (SE)9),各遺伝子の発現調節機構に

ついての解析が進められている.その結果,これらの遺

伝子群の調節が,主に SREBP(st･erolregulatory

elemenもbindまn監pTOteまn)10)と NF-Yll)という

二つの転写因子によって行われていることが明らかになっ

ている.また,SREBPは小胞体膜,柁膜に存在してお

り,ステロールの欠乏によりプロテアーゼによって切断

され.柁内に移行して遺伝子を活性化することも明らか

になっている121.これらの遺伝子にネガティブにフィー

ドバック制御を行う制御物質は,コレステロール自身で

はなく酸化ステロールであると考えられている.しかし

ながら制御物質がどのような酸化ステロールであるのか

具体的には特定されておらず.またその制御物質からこ

れらの転写因子への情報伝達経路についても全く明らか

になっていない.

凝近になって,肝娘に多く存在しているLXRa頼-15),

脳など各騰落に広く存在する LXRβ16)119),性別 巳と

関わり,またステロイドホルモン合成に関わる遺伝子群

の制御因子である Ad4BP/SF-120ト221などの柁内

レセプターのリガンドが酸化ステロールであることが明

らかになった.そこでこれらの核内レセプターが,酸化

ステロールによるコレステロールネガティブフィードバッ

ク制御機構に関わっているのかどうか非常に興味深い.

本研究においては,これらの楼内レセプター,特にコレ

ステロール代謝の中心である肝臓に多く発現している

LXRαが,実際にコレステロール代謝系酵素遺伝子,

中でも合成経路後半の簿速酵素と考えられるスクアレン

エポキシダーゼ (SEl遺伝子2311251の発現調節に関わっ

ているかどうかについて実験を行った,また,SE はエ

ポキシコレステロールといわれる酸化ステロールを生成

することが知られている26).ェポキシコレステロールが

LXRαの生理的リガンドである可能性についても検討

を行った.

方 法

プラスミドの作製

LXRa遺伝子の発現ベクター pCh･･IVLXRaは次の

ように作製した.まず HeLa細胞よi.)ISOGEN キッ

ト(日本ジーン)を開いてグアニジンチオシアネー ト

フェノー)i,クロロホルム法にて totalRNA を得.さ

らに1st･strandCDNA synthesiskit(CLONTEC

Laboratorieslnc.)を用いて1stst､randcDNA を

合成した.合成した cDNA から,5′-GAATTCAA

GCTTAGAGATGTCCTTGTGGCTGG-3′及び

5′-GAATTCTCTAGAACAGTCArrTCGTGCAC

ATCC-3′配列をプライマーとして開いて PCR 法に

よりLXRα遺伝子を増幅し,さらに制限酵素 Hind

m及びXbaIを用いて切断し精製した断片を.PCDNA

3ベクターのサイトメガロウイルスのプロモーター下流

の IiindⅢ-XbaIサイトに挿入した.

LXR反応エレメントLXRE(LXRresponeeele-

ment)のレポータープラスミ ド pGVLXRE は,

LXRE配列である5ノーCTTGCGGTTCCCAAGGT
TTAAATAAGTTCA-3′を3回繰り返した配列を合

成し.サイレントプロモーターであるiヲ型インターフェ

ロン遺伝子のプロモーターー55か ら+19遺伝子 を

PGVB(東洋インキ)のルシフェラーゼ遺伝子の上流

に組み込んだプラスミド pGVBi3IFN のさらに上流

の SacI-XhoIサイトに挿入し作製した.

SEプロモーターのレポータープラスミドpGVHSE-

741は.ヒトSE プロモーターの-741から+20の断片

を pGVBの)レシフェラーゼ遺伝子の上流,SacI-

XhoIサイ吊二挿入し作製した. 】

ルシフェラーゼアッセイ

直径3.5cm の培養皿中に5×105個の HeLa細胞

をまき,10%ウシ胎仔血清 (FBS)を加えた DMEM
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(Dulbecco'smodifiedesseritialmedium)培地 2

ml中において5%炭酸ガス37℃条件下で2那審問培養し,

コンプルエントになった時点で トランスフェクションに

用いた.発現ベクタ- pCMVLXRα10flg,レポ-夕-

遺伝子 pGVLXRE または pGVHSE-7服10pg,及

び内部コントロ-ルとしてβ-ガラクトシダーゼ発現ベ

クター pCMV鋼 p哲 に,2M CaC1212,5plを加え

10mM TTisCH pH7.5)で100両 とした後,100〃l

HBS(HEPESbufferedsaline)を加えて3分間ヴオ

ルテックスし,さらに室温で30分静置 し,培養皿に 185

f11ずつ加えた後37℃で培養した 8時間後培養皿を取

り出し10% DMSO (Dimethylsulfoxide)で 1分間

ショックを与え,PBS(Phosphatebufferedsaline)

で洗った後,10%リボプロテイン除去血清 (LPDS)を

加えた DMEM 中で48時間培養し,ラバーポリスマン

を用いて回収した,必要に応 じて各種酸化ステロール

(25-ヒドロキシコレステロ-ル,20α-ヒドロキシコ

レステロール,22S-ヒドロキシコレステロール,22R-

ヒドロキシコレステロ-ル,24125エポキシコレステロー

ル)ltlg/ml,あるいは moekinduction (エタノー

ル)を加えている.r刺叉した HeLa細胞を Ⅰ.Cβ (東

洋インキ)で懸濁した後,室温に15分静置し遠心した上

清を細胞細田液として用いた.纏胞抽出液20fllにピッ

カジ-ン基質溶液 (東洋インキ)100711を加え Lumat

LB9501(ベル トールド)を用いて10秒間ルシフェラ-

ゼ活性を測定した.II?一ガラクトシダーゼ活性は細胞抽

出液 10FH に ReacもionBufferDiluentで100倍に希

釈 した基質 Galacto-L短htPlus(Tropix)100tLl

を加え,室温で 1時間静覆し,Li哲htEmissionAcceト

eraもoT-Ⅲ100plを加え LumatLB9501を用いて

10秒間β-ガラクトシダーゼ活性を測定し,その値によっ

てルシフェラーゼ活性の値を補正した.

ヒ ト組織ノーザンハイブリダイゼーション

ヒト組織より得られた各 2〃gのポリ ARNA をア

ガロ-スゲル電気泳動し陽慢荷電ナイロン膜にブロッティ

ングした Mu損pleTissueNor血ernBlot.Human

I及び Human刀 (CLONTECLaboTatOTies王nc.)

を用いた HumanⅠは心臓,脂,胎軌 肺,肝臓,骨

格筋,腎臓,藤娘,Human江 は碑臓,胸腺,前立腺,

精巣,卵巣,小腸,大腸,白血球,各組織由来の RNA

が含まれている.ヒト HMG CoA 還元酵素 cDNA

pfiRF.D の2.8kt)Bglll断トト ヒ ト SE (,i)NÅ

(Gpllt)llnkNo.1_)7812射,ヒトラ/ステr1--ル合成酵

莱 (LS)cDNA断片 日 棚1432)に Me腎aPrimeキッ
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ト (Amersham Cor野.)を用いてランダムプライム法

にて[甜32p-]dCTP(DuPonNEW)を取 り込ませ

標識した.0,5M リン酸嬢衝液 (pH7.2),7% sos,1

mM EDTA 溶液にて65℃,15分プレハイプリダイゼ-

ションを行い,プレハイブリダイゼーションと同一の溶

液にプロ-ブを加え65℃ 18時間ハイブリダイゼーショ

ンを行った.購mM リン酸ナ トーゴウム横衝液 (pH7.2)

で65℃で5分,さらに25℃で15分3回転渡 しメンブレン

を洗った.その後Ⅹ Rayfilm (FujiRX)を用いて

オ- トラジオグラフィーを行った.同一のメンブレンを

各プロ-ブ短にリハイプリダイゼ…シヨンを行った.

結 果

LXRαの強発現による LXRE 及び sE 遺伝子

プロモーターへの影響

HeLa細胞に,LXR反応エレメント LXRE(LXR

responceelement)によって制御されるレポ-タープ

ラスミドを導入し,その発現農の変化についてルシフェ

ラ-ゼアッセイを用いて調べた.遺伝子導入後,10%リ

ボプロテイン除去血清 LPDS(LipopTOteindeficient

serum)を加え48時間培養した細胞と,lo粕 LPDSに

さらに1Flg/mlの25-ヒドロキシコレステロールを加

え48時間培養した細胞における発現量を比較すると,25-

ヒドロキシコレステロールを加えた細胞においてはコン

トロ-舶 こ比べて1.75倍の増加が見られた (図1).ま

た,さらにサイトメガロウイルスプロモーターにより

LXRaを強発現させて,同様の実験を行ったところ,i

XRαを強発現させた細胞は強発現させていない細胞に

比べて18.7倍もの発現量の増加が見られた.また25-ヒ

ドロキシコレステロールを加えると24.9倍とさらなる発

現量の増加が見られた (図日,

次にスクアレンエポキシダーゼ (SE)プロモーター

のレポ-夕-プラスミドを導入して同様の実験を行った

まず25-ヒドロキシコレステロールを加えると LXRE

の場合とは逆に0.29倍と減少 した.さらに LXRaを

強発現させて発現量の変化を調べたところ,LXRαを

強発現させていないものに比べ,10% LPDSのみの培

養下では0,031倍と極めて強く発現が抑制され,さらに

25-ヒドロキシコレステロールを加えると0.017倍 とさ

らなる強い抑制が観察され,LXREとSEプロモータ-

においては全く連の挙動を示すことが兄いだされた.

各種酸化ステロールによる LXRE及び SE遺伝

子プロモーターへの影響

次に, LXR に対する生理的リガンドを検索する目
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図1 LXR鍔の大量発現による LXRE及び SE プロモーターに柑する影響
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図2 各種酸化ステロールの LXRE及び SEプロモ-夕-に対する影響

25こ25ヒドロキシコレステロ-)i/,20α:20aヒドロキシコレステロ一札

22S:22Sヒドロキシコレステロール,22R:22Rビドロキシコレステロ-ル,

epoxy:24-25エポキシコレステロ-形

的で,HeLa纏胞に LXRE レポータープラミス ドを

導入し,様々な酸化ステu-ルによる発現畳の変化につ

いて調べた.その結果,25-ヒドロキシコレステロ-jt,,

20a-ヒドロキシコレステロール,22S-ヒドロキシコ

レステロ-ル,22R-ヒドロキシコレステロ-ル,24-

25エポキシコレステロ-捗を各 lpg/mi加えて48時間

培養 した細胞においては,対照に比べそれぞれ 5.9倍,

4.9倍,2.3倍,8.9倍,且0.2倍と発現蚤が増大 している

のが観察された (閲慧).あっとも発現豪が増大する,

誘導効率の高い酸化ステロールは24-25エポキシコレス

テロ-舟であった.

また,同じ酸化ステロールが SE 遺伝子プロモ-夕-

に対 しどのような影響を与えるか,同様に実験を行った.

その結果,25-ヒドロキシコレステロール,20α-ヒド
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図3 エポキシラノステロ- ルヤエポキシコレステロールの生成

ロキシコレステロール,22S-ヒドロキシコレステロ-

ル,22R-ヒドロキシコレステロール,24-25エポキシ

コレステロ-ル各1fLg/mlを加えて48時間培養 した細

胞においては,対照に比べてそれぞれ0.63倍,0.79倍,

1.02倍,0,78倍,0.66倍と抑制されていた.これは25-

ヒドロキシコレステロ-ルを除いて LXRE に対する

誘導能と全く逆相関の関係にあることがわかった.

tIMG-CoA還元酵素.SE.ラノステロ-ル合成

酵素 mRNAの組織特異性

もっとも肝臓に蓄積している酸化ステロ-ルと考えら

れているエポキシコレステロールは,前項の結果から

LXR の生理的リガンドである可能性が高まった.エポ

キシコレステロ- ルほ SEが本来の活性であるスクア

レンをスクアレンエポキシドに触媒する活性の他に,さ

らにもう一つの二重結合をエポキシ化しスクアレンジエ

ポキシドを生成してそれがコレステロ-ル生合成系にのっ

てエポキシコレステロ-ルになると考えられている (図

3).そのスクアレンジエポキシドは SE とその後に位

置するラノステロール合成酵素との活性の比によって生

成濠が変わると考えられている.ラノステロ-ル合成酵

素を阻害することによりスクアレンジエポキシドの生成

が多く認められるからである26).またスクアレンジエポ

キシドは一億 生成されれば,スクアレンエポキシドより

もラノステロール合成酵素により極めて効率的にステロー

ル変換されるという報告もなされている.そこで SE

とラノステロール合成酵素の活性の比がどうなっている

のかが塞要な問題となる,そこで組織別に SE,ラノス

テロ-ル合成酵素,H掴G-CoA 還元酵素の mRNA

量を調べた (図4).その結果 HMG-CoA 還元酵素

は胸腺,前立腺,心臓,脂,胎盤,節,肝臓,骨格筋,腎

臓,豚臓で発現がみられていた,また肺では二本のバン

ドがみられていた.SEは胸腺,前立腺,精巣,卵巣,小

腸,脂,胎盤,肺で比較的多 く発現がみられていた.ま

た,ラ}ステロ-ル合成酵素は腺臓,胸腺,卵巣,小腸,

胎盤,節,肝臓で比較的多く発現がみられ,多 くの臓器

で二本のバンドが確認された.コレステロ-ル合成系酵

素群遺伝子はその制御機構がほとんど同一であることか

らほぼ同一の組織特異性を示しているのではないかと考

えられていたにもかかわらず,このように全く異なった

組織特異性を示しているという驚くべき結果が得られた

考 察

1.XRαは遺伝子を負に制御 している

LXRaを大濠に発現させることにより,SEプロモー
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夕-の発現が劇的に抑制されることが明らかになった

(図日 .また様々な酸化ステロ-ルによる LXRE の

誘導能と SE遺伝子プロモ-夕-の抑制能がほぼ相関

していることが明らかになった (図2).なかでも22S-

ヒドロキシコレステロ-捗,22R-ヒドロキシコレステ

ロ-ルは光学異性体であるにもかかわらず,LXRE に

対する誘導能が2.3倍,8.9倍と全 く異なっているが,

SEプロモ-夕-に対する抑制能も1.02倍,0.78倍と

全く異なっていることが明らかになった.これらの結果

はLXRαがコレステロ-ル合成の調節機構に重要な役

割を果たしていることを強 く示唆 している.おそらく

LXRαが調節物質である酸化ステロ-]L,のセンサ-と

して働き,その存在量によってコレステロ…ル代謝系遺

伝子群を調節しているのであろう,しかしながらその調

節機構は間接的なものであると考えられる.それは LX

Rαにより LXREが誘導されるのに対し,SEプロモ-

ダーは逆に抑制されるからである.その抑制機構が

SREBP を介するものか現時点では明かではない

SREBPを介するのであれば,例えば SREBP を活性

化するプロテア-ゼの阻害物質を誘導するという可能性

が考えられる,また,今までに知られていないコレステ

ロ- ル代謝系遺伝子群のリブレッサ-を誘導している可

能性もある.この点を明らかにするためには,LXRα

により誘導される (つまり LXRE により抑制されて

いる)標的遺伝子を特定することが次の塞要な課題とな

るであろう.

また本研究において,酸化ステロ-捗の中で25-ヒド

ロキシコレステロ-ルのみが,LXREに対する誘導能

がさほど高くないにも関わらず,SE遺伝子プロモ-ダー

に対する抑制能が高くなっているのが見いだされた.義

近,酸化ステロ-ルと細胞内輸送との関係が注目を集め

ているが,25-ヒドロキシコレステロールは細胞内輸送

を阻害してしまうことが明らかになっている.25-ヒド

ロキシコレステロールは LXRαを介する情報伝達機構

以外に,このような別の働きをしているのかもしれない.

LXRαの生理的リガンドは何か?

本研究により様々な酸化ステロールのなかで最も L

XR段の誘導能が高いのはエポキシコレステロールであ

ることが明らかになった (図2).エポキシコレステロ-

ルは,コレステロール代謝の中心的な役割を果たしてい

る肝臓における主要な酸化ステロ-ルであると考えられ

ている.このことはエポキシコレステロ-ルが LXRa
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の生理的リガンドとして働いている可能性が極めて高い

ことを示している.本研究に用いた SE には,スクア

レンエポキシドばかりではなくスクアレンジエポキシド

を生成する活性があり,そのスクアレンジエポキシドか

らまずエポキシラjステロ-ルが生成され,さらにエポ

キシコレステロ-ルが生成されると考えられている.エ

ポキシラノステロ-裾まHMG-CoA還元酵素の分解

を濠も促進するステロールとして知られている27).これ

らの事業からすれば,スタアレンジエポキシドの生成量

がコレステロ-ル代謝を調整しているのかもしれない.

このスタアレンジエポキシドの生成量は,未知の機構が

働いている可能性もあるが,基本的には SE と次のラ

}ステロ-ル合成酵素 (LS)との活性の比によって決

まってくると考えられている.例えば LSの活性を阻

害するとスクアレンジエポキシドの生成量が増えるので

ある.今回は SEと LSの活性を直接測定することは

できなかったが,それぞれの mRNA 量の比較を試み

た.その結果,ステロール代謝に関わる遺伝子群は

SREBPや NF-Y などほほ共通の制御構情を持つこ

とから,同じ様な組織特異性を示すと考えられていたに

もかかわらず,HMG-CoA還元酵素,SE,LS とい

う3つの遺伝子が全く異なる組織特異性を示すという驚

くべき事実が明らかになった一最近,酸化ステロ-jL,が

脳神経系など様々な臓器においてホルモン様の働きをし,

またコレステロールが形態形成に憂賓な役割を果たして

いるのではないかと考えられるようになった.本実験の

結果はコレステロール生合成系が生f如勺で様々な役割を

果たしていることを示唆している,中でも注目されるの

は肝臓において SE の発現が極めて低いことである.

このことは肝臓において,SEが律速酵素として働いて

いることを強く示唆している.もう一つの注目すべき点

は,精巣,卵巣,前立腺,といった臓器に SEが極めて

強く発現しており,一方 LSはほとんど発現が見られ

ないことである.同じコレステロール生合成系に梶L,

しかも連続する酵素でありながらこれほど発現に違いが

観察されることは驚異的である.LXRαと同様に酸化

ステロールがリガンドであることが明らかになっている

Ad4BPISF-1(fushita.razuF-1の噂乳類カウン

ターパート)はステロイドホルモン産生娩器に特異的に

発現しており了性決定やステロイドホルモン合成に関わ
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る6つの P450遺伝子の制御に関わっていることが知ら

れている.SEが大量に発現し LSがほとんど発現し

ていないことから,これらの臓葛削こおいてはエポキシコ

レステロールが大量に存在 していると考えられ,Ad4

BP/SF-1のリガンドとして働いている可能性が強く

示唆される.エポキシコレステロールが Ad･lBP/SF-

1の生理的リガンドであるのか今後の研究が待たれる.

また,脳においても同様にエポキシコレステロールが蕃

穂されていると考えられ,LXRβのリガンドとして塞

要な役割を果たしている可能性がある.

以上の結果をまとめるとつぎのようなステロール制御

モデルが考えられる (図5).酸化ステロ-ル (SE に

よって生成されたエポキシコレステロール?)により,

LXR を介してコレステロールを合成する遺伝子群が負

に制御される.一方コレステロ-ルかち合成される胆汁

酸合成経路は LXR を介して正に制御される.(胆汁酸

合成の律速酵素であるコレステロール70-ヒドロキシ

ラーゼ遺伝子プロモー ターには LXRE が存在 し.

LXR によって誘導されることが示されている)またコ

レステロ-ルかち合成されるステロイドホルモン合成系

遺伝子群は Ad4BP/SF11を介して酸化ステロール

により正に制御される.

本研究により,LXRαがこのようなコレステロ-ル

制御系に関わっていることが強く示された,今後このよ

うなコレステロ-)i,制御モデルを立証し,さらにその情

報伝達機構を明らかにすることは,新たなコレステロ-

ル制御薬剤の開発に豪賓な役割を果たすであろう,

結 語

LXRαを強発現することにより.SE 遺伝子が強く

抑制されることがわかった.また様々な酸化ステロール

の LXRE に対する誘導能と SE遺伝子プロモーター

に対する抑制能が相関していることから LXRaがコレ

ステロ-ル生合成系酵素遺伝子の発現制御に関わってい

ることが強く示唆された.またエポキシコレステロール

が肝臓における中心的な酸化ステロールであり,意も強

く LXRE を誘導することから生理的リガンドである

可能性が高いことも示された.そのエポキシコレステロー

ルを生成する SEの発現の組織特異性から,エポキシ

コレステロールが LXRαばかりではなく,Ad4BP/S

F-1を介Lてステロイドホルモン合成の制御にも関わっ

ている可能性が示された.
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