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概 要 医薬品の体内動態を規定する因子として、肝臓における薬物代謝（解毒機構）は最も重要な位置を占める。多く

の薬物代謝酵素は、環境因子など、多様な因子により変動し、薬物治療における治療効果及び副作用発現を左右する。

肝臓は主に食事などの影響により、常に浸透圧の変化にさらされているが、これまでに薬物代謝酵素の発現に対する浸透

圧の影響は検討されていない。 

我々は、高食塩ストレス及び浸透圧ストレスの薬物代謝酵素の発現量に及ぼす影響を検討するため、ヒト初代培養肝細

胞を用いて、一連の薬物代謝酵素遺伝子の変動を解析した。その結果、高食塩培地及び高浸透圧培地にて培養した細

胞において、cytochrome P450（CYP）分子種である CYP2A1 と CYP2E1 及び UDP-glucuronosyltransferase（UGT）2B4 遺

伝子の増加が認められた。 

さらに、高食塩ストレスによる CYP2E1 遺伝子の変動に関わる分子メカニズムを検討するためにヒトゲノム DNA 上のプロ

モーター領域の解析を行い、CYP2E1 遺伝子の上流領域に浸透圧応答配列のコンセンサスモチーフを同定した。レポー

ターアッセイの結果、このモチーフが高食塩ストレスによる CYP2E1 プロモーター活性の必要不可欠であることが示された。

また、浸透圧応答配列結合タンパク（TonEBP）が高食塩ストレスによるCYP2E1遺伝子の発現上昇に関わることが明らかに

された。 

今回の結果から、高食塩及び高浸透圧ストレスが薬物代謝酵素 CYP1A1、CYP2E1、UGT2B4 の発現制御に関与する

ことが明らかになり、これらが肝臓における薬物の代謝に影響を及ぼす可能性が考えられた。 

 

１．研究目的 

医薬品の体内動態を規定する因子として、肝臓におけ

る薬物代謝（解毒機構）は最も重要な位置を占める。多く

の薬物代謝酵素は、環境因子など、多様な因子により変

動することがよく知られている。 

細胞内外の浸透圧は食事や水分補給、栄養状態やホ

ルモン、酸化ストレスといったさまざまな生理的または病態

的条件により変動することが報告されている。組織におけ

る浸透圧変化は正常な細胞内のイオン活動を撹乱するた

め、細胞は形態変化をきたし、細胞傷害または細胞死に

至る（Dmitrieva et al. 2001）。一方で、高浸透圧刺激により

ストレスに順応するためのシグナル分子が活性化されるこ

とが報告されており、その一つとして Rel/NFκB/NFAT ファ

ミリーに属する転写因子である tonicity response element 

binding protein（TonEBP）が挙げられる（Woo et al. 2002a; 

Ho 2006）。TonEBP は高浸透圧環境において活性化され、

taurine transporter （ TauT ） や sodium/myo-inositol 

transporter、betaine/GABA transporter-1などの浸透圧調節

物質のトランスポーターや、heat shock protein 70（Hsp70）、

osmotic stress protein of 94 kDa（Osp94）などのシャペロン

タンパクなど、osmoprotective 遺伝子の発現を制御し、高

浸透圧ストレスに対して細胞保護の役割を果たす（Burg et 

al. 1997; Woo et al. 2002b; Ito et al. 2004; Kojima et al. 

2004）。 

肝臓は主に食事などの影響により、常に浸透圧の変化

にさらされているが、これまでに薬物代謝酵素の発現に対
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する浸透圧の影響は検討されてきていない。そこで、本研

究は浸透圧が薬物代謝酵素の遺伝子発現に与える影響

を明らかにすることを目的とし、まず高食塩ストレスおよび

浸透圧ストレスによる P450 や他の薬物代謝酵素の発現変

化を、ヒト肝細胞を用いて網羅的に解析した。さらに、高食

塩ストレスにより発現変動が見られた分子種についてその

発現変動に係る分子メカニズムの解析を行った。 

 

２．実験方法 

２．１ 細胞培養 

ヒト肝凍結細胞（Xeno Tech LLC）を 106 cells/well の濃さ

でコラーゲンタイプ 1 によりコートされた 6 ウェルプレートに

播種し、ランフォード培地（Charls River Japan）にて二日間

培養した。ヒト肝がん由来 HepG2 細胞は 6 ウェルプレート

に播種し、Minimum Essential Mediumにて培養した。その

後、細胞を等張培地または高浸透圧培地で 24 時間培養

し、実験に用いた。高浸透圧培地は 20、50 mM の NaCl

（高食塩培地）、もしくは 50、100 mMのスクロースを培地に

添加し調製した。本検討での結果が、物質の透過性によ

るものではないことを確認するために、細胞を透過する

NaCl と、透過しないスクロースをそれぞれ用いた 2 種の高

浸透圧培地で検討を行った。 

２．２ DNA マイクロアレイ 

Total RNA は、細胞を Qiazol（QIAGEN）により回収し、

製品プロトコールに準じて抽出した。逆転写反応は 10 µg

の total RNA を鋳型とし、Cy3-dUTP（GE Healthcare Bio 

-Sciences Corp. ） 、 oligo(dT)12-18primer （ Invitrogen ） 、

RNase Inhibitor（TOYOBO）および SuperScript II Reverse 

Transcriptase（Invitrogen）を含む 50 mM Tris-HCl（pH 8.3）、

75 mM KCl、3 mM MgCl2、10 mM DTT と dNTPs から成

るバッファー中で行った。反応は 42℃ 80 分間行い、反応

開始 40 分後に SuperScript II Reverse Transcriptase を加え

た 。 反 応 液 よ り MinEluteTM PCR Purification Kit 

（QIAGEN）を用いて、製品プロトコールに準じてCy-3によ

ってラベルされた cDNA プローブを精製した。 

遺伝子発現のスクリーニングには Kurabo Multiple 

Assay DNA array for Human（MAPH-01, Kurabo）を用いた。

スライドはまず 4x standard saline citrate（SSC）、0.5% 

sodium dodecyl sulfate（SDS）、1% bovine serum albumin 

（BSA）から成るブロッキング溶液と 42℃において 45 分反

応させた。ラベルされた cDNA は 2x SSC、4x Deahardt’s 

solution（Sigma-Aldrich）、salmon sperm DNA（Invitrogen）

を含むハイブリダイゼーションバッファー中で 95℃ 2 分の

変性の後、室温まで冷却した。それらの cDNAを個々のア

レイウインドウにアプライし、65℃において 16 時間ハイブリ

ダイズさせた。スライド上のラベルされた cDNA を 2x SSC

と0.1% SDSを含むバッファーにより洗浄し、直ちにスライド

を以下の組成のバッファーで洗浄した（2x SSC と 0.1% 

SDS で室温 5分間、0.2x SSCと 0.1% SDS で室温 5分間、

0.2x SSC と 0.1% SDS で 55°C5 分間、0.2x SSC で室温に

てすすいだ後、0.05x SSC で室温 2 分間）。ハイブリダイズ

したイ メージは GenePix 4000B microarray scanner 

（Molecular Devices）によって取り込み、Genepix Pro 6.0 

software（Molecular Devices）を用いて数値化した。補正さ

れた強度は、それぞれの遺伝子の強度からバックグラウン

ドの値を減じたものである。補正された強度がバックグラウ

ンドの値の２倍未満である遺伝子は未検出とみなした。 

２．３ リアルタイム RT-PCR 

逆転写反応は 3 µg の total RNA を鋳型とし、

oligo(dT)12-18 primer（Invitrogen）0.5 µg、dNTP各0.8 mM、

RNase Inhibitor（TOYOBO）40 units および Rever Tra Ace 

（TOYOBO）100 unitsを含むRT反応液20 µL中で42℃ 60

分間反応を行い、cDNAを合成した。反応後、滅菌蒸留水

を加え 2 倍希釈液とし、そのうちの 1 µL を PCR に供した。

Real-time PCR は SYBR green と、センスおよびアンチセン

スプライマーを各 0.16 µM、0.2 M dNTPs、Ampli Taq Gold 

（Applied Biosystems）1 unit を含む 25 µL 液を反応液とし、

ABI PRISM Sequence Detector 7700（Applied Biosystems）

により行った。各プライマーの配列を Table 1 に示した。な

お、各プライマーはイントロンを挟んだ領域に設定し、混

在するゲノムDNAの影響を受けないよう考慮した。反応条

件はまず 95℃で 5 分間加熱後、95℃ 30 秒、60℃ 1 分の

反応を 40 サイクル繰り返した。なお、ハウスキーピング遺

伝 子 の glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）を補正に用いた。 

２．４ プラスミド作製 

CYP2E1のプロモーター領域、-1361～＋32はヒトのゲノ

ムDNAを鋳型とし、PCR反応により増幅した。PCRのため

のプライマー＋32RにはHindIIIサイトを連結し、-1361Fの

XhoⅠサイトとのフラグメントを pGL3-basic（Promega）へ
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Table 1.  プライマー配列 

Gene primer sequence Tm annealing amplicon size 

CYP1A1 forward: 5’-GATCCTTGTGATCCCAGGCTC-3’ 
60 ºC 122 bp 

 reverse: 5’-GAAACTCCGTGGCCGACAT-3’ 

CYP2E1 forward: 5’-TCAATCTCTGGACCCCAACTGT-3’ 
60 ºC 115 bp 

 reverse: 5’-AGTCACGGTGATACCGTCCATT-3’ 

UGT2B4 forward: 5’-GGCTGTACAAGTGGATACCCCAG -3’ 
60 ºC 147 bp 

 reverse: 5’-CAGGTTGATCTGCAAACAATGGA-3’ 

GAPDH forward: 5’-CAATGGAAATCCCATCACCATC-3’ 
60 ºC 101 bp 

 reverse: 5’-TGAAGACGCCAGTGGACTCC -3’ 

 

サブクローニングして p2E1-1342 とした。このフラグメントを

鋳型とし、異なる長さの CYP2E1 プロモーター領域のフラ

グメントを作製した。-586 から＋32 と、-566から＋32 のフラ

グメントは PCR により増幅し、pGL3-basic へ挿入して

p2E1-586、p2E1-566とした。-230から＋32を含むレポータ

ープラスミド、p2E1-230はp2E1-586のフラグメントをNheⅠ

で切断し、セルフライゲーションにより作製した。また TonE

コンセンサス配列を変異させたプライマー -586mutF を用

いた PCR により複製したフラグメントを pGL3 へ挿入し、

p2E1-586mut を作製した。作製したプラスミドの塩基配列

はダイレクトシークエンス法により確認した。CYP2E1 のプ

ロモーター領域に存在する TonE コンセンサス配列を四つ

つなげたレポータープラスミド p4x2E1TonE-SV40-Luc は、

SV40 promoter を含むpGL-3-promoter vectorに5’-CTAG 

CGGATCCCATGGAATTTTCCAGTTCATGGAATTTTC

CAGTTCATGGATTTTCCAGTT-3’ の塩基対を挿入する

ことにより作製した。また、TonEBP の発現ベクター 

pFLAG-TonEBP ま た は ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 体 

（dnTonEBP）の発現ベクター pFLAG-dnTonEBP は既存

のものを用いた（Ko et al. 2000; Ito et al. 2004）。 

２．５ レポーターアッセイ 

HepG2 細胞へのプラスミドのトランスフェクトは、Fugene 

6 transfection reagent（Roche）を用い、製品プロトコールに

準じ行った。Thymidine kinase（TK） promoter を有するウミ

シイタケルシフェラーゼプラスミド pRL-TK はトランスフェク

ト効率の補正のためにコトランスフェクトした。細胞は等張

培地または高浸透圧培地で 24 時間培養後、回収し、Dual 

Luciferase assay system（Promega）を用いて、ホタル及びウ

ミシイタケのルシフェラーゼ活性を測定した。 

２．６ ゲルシフトアッセイ 

HepG2細胞を 1.9×105 cells/wellで 10 cm dishに播種し、

浸透圧処置後、既報に従い核抽出液を回収した（Ito et al. 

2007）。各サンプルは BCA assay（Pierce Biotechnology）で

タンパク定量し、-80℃で保存した。 

目的の配列を含んだオリゴヌクレオチドと、その相補鎖

のオリゴヌクレオチド（2E1-TonE sense: AACTGGAAAA 

TTCCATG, antisense: CATGGAATTTTCCAGTT）を等量

混和し、95℃で 5 分加熱し、その後徐々に冷却しアニーリ

ングさせ、2 本鎖 DNA を作製した。プローブのラベルリン

グには、10 µM DNA Probe 1.0 µl、10×Protruding End 

Kinase buffer 1.0 µl、[γ32P]-ATP（Perkin Elmer）3.0 µl、T4 

Polynucleotide Kinase（9 U/µl）（TOYOBO）1.1 µl、Nano 

Pure 3.9 µlを加え、全量 10 µlの系で 37℃、60分間ラベル

化反応を行った後、95℃で 2 分処理し、徐冷した。反応後、

プローブをスピンカラム（BioLad）にて精製し、-20℃に保

存した。 

核抽出タンパク 5 µg を [γ32P]-ATP でラベルした 200 

fmol の 2E1/-580 to -564 プローブと結合させた。DNA プ

ローブと核抽出物は以下の条件下（7.5 mM HEPES（pH 

7.8）, 0.9 mM EDTA, 3.6 mM MgCl2, 4.7 mM DTT, 10% 

glycerol, 1 µg/ml polydI-dC）で、30℃にて 20分反応させた。

Competition assay のために、過量の wild もしくは mutant 

2E1-TonE, wild TauT-TonE オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

（ 2E1-TonEmut sense: AACTCGATCATTCCATG, 
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antisense: CATGGAATGATCGAGTT, TauT-TonE sense: 

AGCTGGTATTTTTCCACCCAG, antisense: CTGGGTGG 

AAAAATACCAGCT） （Ito et al., 2007）をプローブとイン

キュベートする前に 5 分間プレインキュベートした。スーパ

ーシフトの検出のために、核抽出物を 2 µg の抗体（抗

TonEBP 抗体（Oncogene）, コントロール IgG（Santa Cruz 

Biotechnology））と 30℃で 15 分さらに反応させた。その後、

4% polyacrylamide 1×TBE gel を用いて電気泳動を行い、

タンパク質を分離した。終了後、酢酸メタノール（酢酸：メタ

ノール：水 = 1 : 1 : 8）を用いてタンパク-DNA 複合体を固定

し、シグナルを X 線フィルム上に露光して検出した。 

２．７ 統計処理 

得られた結果は平均値 ± 標準誤差（S.E.）で表し、2 群

間比較の有意差は student’s test にて検定し、p < 0.05を統

計学的な有意差とした。 

 

３．結 果 

３．１ 高食塩ストレス及び浸透圧ストレスによる薬物代謝

酵素遺伝子の発現変動 

浸透圧負荷により遺伝子発現が調節される薬物代謝関

連遺伝子を同定するため、ヒト肝初代培養細胞を高食塩

含有培地及び高浸透圧培地（スクロース添加培地）にて

24 時間培養後、RNA を精製し、cDNA マイクロアレイによ

る遺伝子発現解析を行った。99の薬物動態関連遺伝子の

発現変化を解析した結果、高食塩含有培地及び高浸透

圧培地にて培養した細胞において、CYP2E1、CYP1A1、

UGT （UDP-glucuronosyltransferase） 2B4遺伝子の2倍以

上の発現誘導が認められた。さらに、リアルタイム RT-PCR

法により、高食塩条件で培養された細胞においてこれらの

遺伝子発現の増加を確認した（Fig. 1）。 

３．２ 高食塩ストレスによる CYP2E1 誘導メカニズム 

高食塩ストレスによる薬物代謝酵素の遺伝子発現変動

に関わる分子メカニズムを検討するため、ヒトゲノム DNA

上のプロモーター領域の解析を行った。高食塩及び高浸

透圧培地で培養後に発現上昇のみられた遺伝子

（CYP2E1, CYP1A1, UGT2B4）のコーディング領域上流

約 5 kbp のプロモーター領域の塩基配列を調べ、転写調

節に関わるモチーフの塩基配列の探索を行った。その結

果、CYP2E1 遺伝子上流領域の -577～-567 において、浸

透圧応答配列（TGGAAA・・C/T・C/T）が確認された （Fig. 

2A）。なお、他の遺伝子の上流配列からは、この配列は同

定されなかった。 

次に、CYP2E1 のプロモーター領域に見つかった浸透

圧応答配列が、高食塩ストレスによる遺伝子発現上昇に

関与するかを検討するため、レポーターアッセイを行った。

レポーターアッセイには、ルシフェラーゼ遺伝子上流に異

なる長さのプロモーター配列を導入したレポータープラス

ミド（Fig. 2A）を用いた。浸透圧負荷により、CYP2E1 プロ

モーターの -1342 から+32 を含む p2E1-1342 のレポータ

ー活性は顕著に増加し、その活性化はp2E1-586でも認め 

 
Fig. 1. Regulation of drug-metabolizing enzymes in human primary hepatocyte culture. Real-time RT-PCR was carried 
out by using primers specific for CYP1A1, CYP2E1 and UGT2B4 with total RNA prepared from human primary hepatocytes 
cultured in isotonic (iso) or hypertonic media [50 mM NaCl (N50) or 100 mM sucrose (S100)] for 24 h. Data are shown in bar 
graphs and represent the mean ± S.E., n = 5. Data were obtained from five independent lines of primary hepatocytes. *, p < 
0.05; **, p < 0.01 versus isotonic condition. 
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Fig. 2. 5’-Flanking region necessary for transcriptional activation of CYP2E1 gene by hypertonic stimulation. 
Luciferase assay driven on CYP2E1 promoter-reporter constructs [A; p2E1–1342, p2E1–586, p2E1–566 or p2E1–230, B; 
p2E1–586 or p-586mut, C; p4xTonE-SV40, D; SV40]. HepG2 cells were cotransfected with each promoter-reporter construct 
and pRL-TK and then cultured in isotonic or hypertonic media [NaCl 50 mM (N50) and 100 mM sucrose (S100)] for 24 h. 
Then, luciferase activities were measured. Underlines indicate consensus sequence of TonE. Data are shown as -fold of 
corresponding control cells cultured in isotonic medium and represent the mean ± S.E., n = 4.  *, p < 0.05; **, p < 0.01 versus 
isotonic condition. Each experiment was repeated at least three times with independent cell preparations. 
 

られた。一方、p2E1-566 と p2E1-230 においては、高浸透

圧刺激による活性の変化は見られなかった。このことから、

浸透圧応答配列の存在する -586 から -566 の間の配列

が高浸透圧条件下でのプロモーターの活性化に必須であ

ることが示唆された。さらに、浸透圧応答配列の塩基配列

を変異させたプラスミド（p2E1-586mut）では、高浸透圧条

件下でのレポーター活性の上昇が消失した（Fig. 2B）。ま

た、TonE モチーフを４つ繋げたレポータープラスミドでは

浸透圧負荷によって活性が上昇したが、TonE モチーフを

含まないプラスミドでは活性上昇は見られなかった（Fig. 

2C, D）。これらの結果から、高浸透圧条件下での CYP2E1

プロモーター活性の変化にはTonEコンセンサス配列が必

要不可欠であることが示された。 

前述のように、転写因子 TonEBP は浸透圧応答配列に

結合し、高浸透圧ストレス下において遺伝子発現を調節

することが知られている。CYP2E1 プロモーター上の浸透

圧応答配列に TonEBP タンパクが結合することを確かめる

ため、ゲルシフトアッセイを行った（Fig. 3）。HepG2 細胞の

核抽出物において DNA-タンパク複合体が認められ、高

浸透圧条件下で培養した細胞の核抽出物で増加が見ら

れた。この複合体はラベルしていないプローブや、既知の

配列を有するオリゴヌクレオチド（タウリントランスポーター

遺伝子プロモーター領域に存在する TonEBP 結合領域; 

Ito et al. 2004, 2007）とインキュベートすると競合したが、コ

ンセンサス配列を変異させた、ラベルしていないオリゴヌク

レオチドとでは競合は見られなかった。DNA-タンパク複合

体は抗TonEBP抗体とインキュベートしたことでスーパーシ

フトしたが、コントロール IgG ではシフトしなかったことから、

複合体が TonEBP を含むことが示された。これらのことから、

CYP2E1 遺伝子上流に存在する浸透圧応答モチーフは

TonEBP の結合配列として機能し、また、高浸透圧刺激は

CYP2E1 プロモーターに存在するモチーフへの TonEBP

の結合を亢進することが示唆された。 

次に、TonEBP が TonE モチーフを介して CYP2E1 のプ

ロモーター活性を上昇させるかの検討を行った（Fig. 4）。

TonEBP を発現ベクターにより過剰発現させると、浸透圧
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Fig. 3. TonEBP binds with TonE motif in CYP2E1 promoter. Gel shift assay was performed with nuclear extract from 
HepG2 cells cultured in isotonic (I) or hypertonic (Suc100) (H) media and 32P-labeled 2E1-TonE oligonucleotide. w, wild-type 
oligonucleotide; T, TonE motif encoded in 5’-flanking region of TauT gene (Ito et al. 2004); mu, mutant oligonucleotide. 

 

 

Fig. 4. Involvement of TonEBP on hypertonicity-induced activation of CYP2E1 promoter. Effect of expression vector 
carrying wild-type or dominant-negative TonEBP on promoter activity driven on CYP2E1 promoter-reporter constructs. A, 
HepG2 cells were cotransfected with p2E1–1342 and pRL-TK, and each expression vector [pcDNA (100 ng/well), 
pCMV-TonEBP (1 ng/well), and pCMV-dnTonEBP (100 ng/well)] and cultured in isotonic (white bar) or hypertonic media 
(+50 mM NaCl, light gray bar; 100 mM sucrose, dark gray bar) for 24 h. B, HepG2 cells were transfected with reporter 
plasmids (p2E1–586 or p2E1–586mut) and expression vectors [pcDNA (100 ng/well), white bar; pCMV-TonEBP (100 

ng/well), black bar] and cultured in isotonic medium for 24 h. Then, luciferase activities were measured. Data are shown as 
-fold of corresponding control cells cultured in isotonic medium and represent the mean ± S.E., n = 4. *, p < 0.05; **, p < 0.01 
versus isotonic condition; ##, p < 0.01 versus pcDNA. Each experiment was repeated three times with independent cell 
preparations. 
 

負荷によるCYP2E1プロモーターの活性を促進した。一方、

dnTonEBP 発現ベクターとのコトランスフェクションにより、

CYP2E1 プロモーター活性は等張時と高浸透圧時の両方

において消失した。また、野生型 TonE モチーフを含むプ

ロモーター領域のレポータープラスミド（p2E1-586）では、

TonEBP 発現ベクターとのコトランスフェクションにより等張

条件下で活性が増大したが、変異型のプラスミド

（p2E1-586mut）では、活性に変化は見られなかった。これ

らの結果から、TonEBPは浸透圧負荷による CYP2E1の遺

伝子発現誘導に必須であることが示された。 
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４．考 察 

CYP450 活性は食事、絶食や病態生理など、環境的要

因によって変化する。今回、薬物代謝酵素が浸透圧負荷

により調節されるという仮説の元に検討を行い、CYP2E1

がヒト肝初代培養細胞において高食塩及び高浸透圧スト

レスにより誘導されることを見出した。さらに、TonEBP が

CYP2E1 のプロモーター領域に存在する浸透圧応答配列

を介して CYP2E1 の誘導に関与していることが明らかとな

った。今回の結果は、浸透圧による薬物代謝酵素の遺伝

子発現調節という初めての知見を提示するものである。 

TonEBP は、哺乳類細胞において osmoprotective 遺伝

子の誘導を介して、浸透圧ストレスに対する細胞保護の役

割を担っていることが示唆されている。例えば、TonEBP の

ドミナントネガティブ体により TonEBP を阻害すると、細胞

機能が障害され、浸透圧ストレスへの感受性が亢進するこ

とが報告されている（Trama et al. 2002; Wang et al. 2005; 

Ito et al. 2007）。今回の検討より、TonEBPはCYP2E1の発

現調節を介し、肝臓において外因性の毒性物質の代謝を

制御しているという新たな役割が推察された。CYP2E1 は、

アルコール、アセトアミノフェン、脂質などのさまざまな外因

性および内因性の低分子毒性物質の代謝に関与し（Caro 

and Cederbaum 2004）、外来異物に対する生体防御に重

要な役割を果たしている。CYP2E1 が浸透圧ストレスにより

転写活性化を受ける生理学的意義は明らかではないが、

浸透圧ストレスにより増加する毒性物質を代謝するために

CYP2E1 が誘導される可能性や、CYP2E1 による反応によ

って浸透圧調節物質が合成される可能性が考えられる。

一方、CYP2E1 は外因性物質の酸化的代謝を担っており、

過酸化物質の産生に寄与している。CYP2E1による酸化ス

トレスの増大が発癌やアルコール性および非アルコール

性肝障害などの発症に関与することが報告されており

（Caro and Cederbaum 2004; Gonzalez 2005）、TonEBP が

CYP2E1 誘導を介して肝障害の発症に関与している可能

性も考えられる。高食塩及び高浸透圧ストレス下における

CYP2E1の役割について、今後のさらなる検討が必要であ

る。 

また、TonEBP は浸透圧ストレス以外にも免疫反応であ

る細胞遊走や、アミノ酸欠乏、抗腫瘍薬であるドキソルビシ

ンなどによっても活性が変化することが知られており

（Franchi-Gazzola et al. 2001; Jauliac et al. 2002; Ito et al. 

2007）、何らかのシグナル分子による TonEBP の活性化が、

CYP2E1 の機能亢進につながる可能性も考えられる。さら

に、CYP2E1 はエタノールやアセトンなどの基質によって

誘導を受けるという特性を持ち、その機序の一つとして

mRNA の安定化が報告されているが（Gonzalez et al. 

2006）、基質により TonEBP が活性化される可能性も十分

に考えられ、今後さらに検討すべきと考える。 

cDNA マイクロアレイでのスクリーニングにより、CYP1A1

や UGT2B4 もヒト肝初代培養細胞において浸透圧負荷で

誘導されるという新たな事実が明らかとなった。モチーフ

検索の結果、プロモーター領域の 5 kbp以内にはTonEモ

チ ー フ が 存 在 し な か っ た （ CYP1A1: NT_010194, 

UGT2B4: NT_077444）。薬物代謝酵素のゲノム構造は複

雑であり、遺伝子が転写開始地点から遠く離れたシスエレ

メントの関与を受ける可能性や、TonEBP 非依存的な機序

により制御されている可能性も考えられる。これらの遺伝

子の浸透圧ストレスによる転写活性化については、さらな

る検討が必要である。 

 

５．今後の課題 

本検討での細胞実験による結果が、生体内における高

食塩ストレス下の生体反応を反映したものであるかどうか

を動物実験等により検証する必要がある。当初、ラットやマ

ウス等の小動物において高食塩負荷による解析を試みる

予定であった。しかし、ラット及びマウスのゲノム DNA をデ

ータベース上で解析したところ、CYP2E1 遺伝子の上流領

域には浸透圧応答配列のコンセンサスモチーフやその周

辺の配列が見つからなかったことから、これらの動物種に

おいては本検討で確認された遺伝子発現の変動が見られ

ないものと判断した。今後、高食塩ストレス下での CYP2E1

の生体内における生物学的および病態生理学的意義を

解明する上で、動物モデルにおける解析方法の確立が必

要である。また、本検討において、CYP2E1 の他、

CYP1A1及びUGT2B4が高食塩ストレスにより発現誘導さ

れることを明らかにした。これらの発現調節に関わるシグナ

ル経路の同定及び生物学的役割を解析することにより、細

胞内に内在する高食塩及び高浸透圧ストレスに対しての

防御機構の解明が進むものと考えられる。 
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Summary 
In this study, we evaluated the influence of high salt stress and hyperosmotic stress on the expression of 

drug-metabolizing enzymes in the cultured human hepatocyte.  After the primary cultured human hepatocytes 
were exposed to the high salt or hypertonic media, cytochrome P450 (CYP) 1A1, CYP2E1 and UDP 
-glucuronosyltransferase (UGT) 2B4 were induced at RNA level.  Furthermore, we identified the tonicity-response 
motif in the 5’-flanking region of CYP2E1, and revealed that this motif is related to the up-regulation of CYP2E1 
genes through the interaction with tonicity response element binding protein (TonEBP).  These novel findings 
indicate the possibility that hypertonic stress would influence the capacity of the drug metabolism in human liver, 
which may affect the therapeutic effect of drugs. 
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