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要  約
ビタミンAは様々な生理作用を有し、小腸内のビタミンA吸収・代謝に関わる各種の酵素や

タンパク質についての重要性が報告されてきたが、これらの発現がどのような機序で調節されて

いるかは十分に解明されていない。これまでに著者らは、ニワトリヒナ十二指腸及びヒト小腸上

皮吸収細胞様細胞株 CacO-2 BBe細胞を用い、小腸のビタミンA及びβカロテン吸収・代謝の中
心的な役割を演ずるβカロテン中央開裂酵素 (β…carotene 15,15生 mOnOOxygenase:BCM01)の 生

理的役割とその発現調節メカニズムについて追究した。その結果、ニワトリヒナの十二指腸の孵

化後数日において、レチナールからレチノイン酸を生成する酵素 reintt dehydoЮ genase りpe l

(RALDH l)と BCMOl遺伝子発現が共に増大 した。また、ニワトリ十二指腸や CacO-2 BBe
細胞において、各種ホルモンによりBCMOl発現が克進した。これらの研究成果は、小腸内の
ビタミンAの生体内利用効率や恒常性の調節機構について新たな基礎的知見を提示できると考

えている。

キーワー ド :ビ タミン A、 BCMOl、 ニ ワ トリ十二指腸 、CacO-2 BBe細胞

1.序  論

脂溶性ビタミンの一種であるビタミンAは細胞の分化・増殖、形態形成、視覚作用、免疫系などにおい

て重要な役割を演じ、レチノール、レチナール、レチノイン酸とその類縁化合物を総称してレチノイドと呼

ばれている。。ビタミンAの供給源として、いくつかの動物性食品に含まれるレチエルエステルと、主に緑

黄色野菜や果物などの植物性食品に含まれるカロテノイドの中で、ビタミンAの前駆体プロビタミンA(β

カロテン、αカロテン、クリプトキサンチン)がある。ビタミンAは、ヒトなどの哺乳類の生体内では合

成できないので、これらの食品から摂取しなければならない。現在、温暖化による気候変動や世界人口の急

増により、将来的に食糧不足が予測される。現実として、食糧不足に悩まされている開発途上国ではビタミ

ンAの摂取不足による夜盲症や免疫力の低下、さらに乳幼児の発育不良や栄養失調は深刻な問題とされて

いるの`9。 その一方で、ビタミンA過剰摂取による全身倦怠感、頭痛、吐き気などの脳圧克進などの症状も

見られめ、特に妊婦の場合には、胎児奇形が問題になっている
°。

そのため、上記のようなビタミンA栄養問題を改善するためにも、食事から如何にしてビタミンAを効

率よく生体内で利用し、その生理作用を発揮するかを究明する必要がある。筆者らはこれまでにヒトの小腸
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上皮吸収細胞をモデルとしたヒト小腸上皮吸】踊田胞様細胞株CacO-2 BBe細 胞やニワトリ十二指腸を用いて、
ビタミンA吸収・代謝に関わる研究を行ってきた。本稿は、小腸のビタミンA及びβカロテン吸収・代謝
の中心を担うβカロテン中央開裂酵素 (β―carotene 15,15■monooxygenasα  BCM0 1)に関して、これまでの
筆者らの研究成果の概要をまとめた。

2.小腸ビタミンAの吸収・代謝

食餌から摂取されたビタミンA(レ チエルエステル)お よびβカロテンは、図1に示すように吸収、代
謝、輸送される。食餌由来のカロテノイド(主にβカロテン)は複合ミセル内に取り込まれ、scavenger recep―

tor dass B type I(SR― BI)を介して小腸粘膜上皮細胞内に取り込まれる0。 このβカロテンは、そのままカイ
ロミクロンに組み込まれ、腸管膜リンパ管へと輸送される経路と、βカロテン中央開裂酵素 (β―carottne 15,15'
―monooxygenase:BCM0 1)に より2分子のレチナールに転換する経路があるのヽ0。 βカロテンから転換され
たレチナールは、細胞性レチノール結合タンパク質タイプⅡ (cellular reinol― binding prottin type Ⅱ:CRBPII)

と複合体を形成し9、 レチナール還元酵素 (reintt reductase)に よリレチノエルーcRBPII複合体へ転換され

る10ヽけ。レチノールーcRBⅢ複合体は、長鎖脂肪酸とレシチンレチノールアシル転移酵素 (lecithin retinol acyト
transattasα  LRAT)に よってレチエルエステルを形成するりヽ0。 このレチエルエステルは、マイクロソーム
トリグリセリド転送タンパク (�crosom江 伍glyceride ttansfer pЮ tein MTP)の作用によって、他の脂質 (ト
リグリセリド、リン脂質、コレステロールなど)と もにカイロミクロンに取り込まれて、リンパ管へ輸送さ
れ、血液を循環して、各組織へ連ばれる勁。一方、レチナール脱水素酵素 (reinal dehydrogenase:RALDH)

により、レチナールからビタミンAの生理活性を有するレチノイン酸へ生成されるn。 9_θねレチノイン酸
や all―″η∫レチノイン酸は、核内受容体レチノイン酸レセプター (reinOic acid recepto■ RAR)及びレチノイ
ドXレセプター (reinoid X receptor RXR)の リガンドとして結合することで生理作用を発揮し、様々な遺

図 1 小陽のビタミン A及びβ力ロテンの吸収・代謝
BCMO■ β―carotene 15'15'―monooxygenase,SR― BI:scavenger rcceptor class B type I,cRBPⅡ :cellular reinoユ ‐binding proteinサ pe Π,LRAT:lecithin
reinol acyltranferasc,MTP:Hucrosomal tiglycende transfer protein,ROLDH:retinol dehydrogenase,RALDHi reinal dehydrogenase,CRABPi cellu―

1をr reinoic acid― binding proゃ in,REととretlnylester hydrolase,RAR:reinoic acid receptor・ RXR:reinold X FeCCptoi

htestinal lumen
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伝子発現の転写因子として機能する
。
。なお、これらのレチノイン酸の中で、 9‐どねレチノイン酸はRAR

及びRXRに よる転写活性を有するが、証1-′胞乃∫レチノイン酸はRARに対してだけ親和性を示す
り`0。 一方、

食餌由来のレチエルエステルは、レチニルエステル水解酵素 (俺dttlester hydrolase:REH)に よって加水分

解されてレチノールとなり、小腸粘膜上皮細胞内に吸収される
。。吸収されたレチノールはレチノールー

CRBPⅡ 複合体を形成し、レチノール脱水素酵素 (reinol dehydrogenasei ROЫ )H)に よリレチノイン酸
へ合

成する経路と、LRATに よって再びレチニルエステルを形成し、各組織へ運搬される。

3.BCM01発 現の生理的意義

BcM01は脊椎動物の細胞質に存在する酵素であり、 1原子の酸素がβカロテンの15,15'位 に付加し、

エポキシ化され、 1分子の水分子の付加により開裂し、その結果 2分子のレチナールが生成される
20。
多く

の杏椎動物において、BCMO lは小腸上皮吸1跡巴胞で高い酵素活性を示し、その他に肝臓や、肺、脳、腎臓

などにも酵素活性が確認されている
20、勃。また、各種のBCMO l遺伝子が同定されたことで、BcMOl遺伝

子の発現性や発現調節の機序などの遺伝子工学を用いた研究が進められた。ヒトやマウスのBCMOl遺伝

子の 5'上流プロモーター解析を行ったところ、脂質代謝に関わる転写因子ペルオキシソーム増殖剤活性化

レセプターγ (perOxisome prolif∝ ね r activtted receptor γ:PビN)と RXRの二量体の応答領域が確認され

た20、 20。 Lindqvistら は、ヒトBCMO l遺伝子の変異型 (ア ミノ酸配列170番 目のスレオニンがメチオニンに

置換した型)では、βカロテンのビタミンAへの転換効率が著しく減少し、体内にβカロテンが過剰に蓄

積され、低ビタミンA状態に陥る可能性について報告した
20。 さらに、BCM0 1遺伝子ノックアウトマウス

を用いた研究では、低ビタミンAレベルに陥るだけではなく脂質代謝の恒常性が崩壊し、脂肪肝を発症す

ることも報告されている
20。 このように、BCM0 1は 体内のβカロテン及びビタミンAレベルを調節する

だけではなく、脂質代謝の調節にも関わつていることが示された。

BCMO lは ビタミンA恒常性において重要な生理的な調節機能を持ち、βカロテンを過剰に摂取しても

ビタミンA過剰による疾患は発生しないと言われている。その根拠とされている研究として、過剰のレチ

ノイン酸やレチエルエステルを投与した場合、ラツト小腸のBCMOl酵素活性は低 くなり、逆にRARア ン

タゴエストやシトクローム P450(レチノイン酸を異化する酵素)の活性化剤を投与したラットではBCMO

l活性は上昇した
2の

。最近の研究では、ビタミンA恒常性を調節する因子の一つとして、小腸に特異的に発

現するIntesine specittc homeodomein(lsx)が 、BCM0 1及び SR…BIの発現を負に調節し、さらに体内のビ

タミンAレベルに応じてこれらの遺伝子発現も変動することが報告された
20。 このことから、Isxは小腸吸

収細胞内のβカロテンの取 り込みからレチノイドヘの転換までの調節に関わる因子であることを示唆して

いる。

著者らのBCM0 1発現に関わるこれまでの研究は
29-30、 ニヮトリ胚及びヒナの小腸を用いて、発達過程

におけるBCMOl遺伝子発現性の変動を解析 した。さらに、各組織の成熟化にレチノイン酸の生理作用が

必須であり、その合成酵素であるRALDHと BCMO l遺伝子発現の関連性を検討した。また、ニワトリ小

腸及びヒトの小腸上皮吸J難田胞をモデルとした Caco-2 BBe細胞にグルココルチコイドや甲状腺ホルモ
ンを

投与し、BCMOl遺伝子の発現性を検討した。
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4.ニ ワトリヒナ及びヒト小腸上皮吸収細胞様細胞株 CacO-2 BBe細胞の BCMol発現に関する研
究

(1)ニ ワトリヒナ十二指腸の発達過程におけるBCMolと RALDH l遺伝子発現の関連性
ニワトリ胚およびヒナの発育や各組織発達において、ビタミンA(レチノイン酸)は必須の栄養素である。
孵化後2日 までのニワトリヒナは餌を摂取せず、腸管腔に入り込んだ卵黄からβカロテンまたはレチノー
ルが供給されてレチノイン酸を合成していると考えられている3か。また、ニヮトリヒナの十二指腸を用いたr

研究では、BcMol酵素活性は孵化した数日後に急激に上昇し、十二指腸の絨毛細胞の成熟過程期にBcMo
l酵素活性が誘導されることを報告した39、 30。 そこで著者らは、孵化前から孵化数日後のエワトリ胚及びヒ
ナの十二指腸を用いて、BcMo l遺伝子発現の変動について解析し、さらにレチナールからレチノイン酸を
生成する酵素 RALDH lと BcMo l遺伝子発現の変動との関連性を検討した8ω。その結果、ニワトリヒナの
孵化後において、BcMo l遺伝子発現量が増大した (図 2)。 同様に、RALDH l遺伝子発現量も急激に孵化
後に増大した。また、血清βカロテン濃度もニヮトリ孵化前後において急激に上昇することが報告されて
いる切。これらのデータから、孵化後数日間はBcMo lに よってβカロテンから転換されたレチナールか
らレチノイン酸生成が活発であることが示唆される。このように、孵化前後のニワトリヒナのBcMol発
現の生理的役割として、未成熟の小腸を発達させるために、ビタミンA(レチノイン酸)供給に寄与してい
ることが考えられる。
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図 2 三ワトリヒナ孵化前後の十二指陽 BCM01と RALDH l遺伝子発現の変動
BCMOlと RALDHl mRNA発現量は、ノーザンブロット法により解析し、18S rRNA発現量で補正した相対値をグラフ化した (平均値±SEM、 n=11-12)。 E18は 18日胚 (孵化2日前)を示す。異なるアルファベットは有意差を示す●<o.05、 Duncan's test)。

(2)ニ ワトリ十二指腸の BCMol遺伝子発現に及ぼすハイドロコルチゾンの影響
副腎皮質から分泌されるグルココルチコイドゃ甲状腺ホルモンは、小腸上皮吸収細胞の分化・成熟おいて
重要な生理的役割を果たしている30。 先述したように、エワトリヒナ十二指腸のBCMO l発現は孵化後急激
に上昇する。従って、ニヮトリヒナ十二指腸において、これらのホルモンの作用によってBcMol発現が
どのように影響するかを検討した30。 まず、孵化前後のニワトリヒナを用いて、ニヮトリの生理的グルココ
ルチコイドである血清ハイドロコルチゾン (hydЮco�sOne:HC)濃度変動を測定したところ、BcMo l発現
変動と類似していることが分かった (図 3A)。 次に、ニヮトリ胚 (受精卵)に Hc投与したところ、孵化
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図 3 ハイドロコルチゾンは孵化前後のニワトリヒナ十二指陽の BCM01遺伝子発現を誘導する
(Alニ ヮトリヒナ孵化前後の血清ハイドロコルチゾン (HC)の濃度変動をELISA(Enzymc■ �ed iHImunosorbent assay)に よつて測定した

(平均値上SEM、 n〓 9-15)。 異なるアルファベットは有意差を示す ●<0.05、 Duncan's ttst)。 (B)ハ イドロコルチゾンによる
ニワトリヒ

ナ孵化前後の十二指腸BCMOl遺伝子発現への影響。BCMOlと RALDH l―A発現量は、ノーザンブロット法により解析し、18S
TRNA発現量で補正 した相対値をグラフ化 した (平均値±SEM、 ■=6-9)。 E18は 18日 胚 (孵化 2日 前)を示す。 *:フ <0.05(Smdent's
t test)。

2日 前 (ニワトリ胚18日 )及 び孵化当日で BCM0 1遺伝子発現量が増大した (図 3B)。 これらの結果から、

Hcは BCMOl発現を遺伝子レベルで誘導することが示唆された。また、HC投与群では、甲状腺ホルモン

の活性型であるトリヨードサイロニン (T3)の血清濃度も上昇していた
29。 これらの結果から、孵化前後に

おけるニワトリ十二指腸のBCM0 1発現誘導にはHC及び T3な どのホルモン因子によつて調節されている

可能性を考えた。

(3)CaCO-2 BBe細胞のビタミンA吸収 。代謝に及ぼす T3の影響

CacO-2 BBe糸 田胞は、Caco-2細胞からサブクローニングされた細胞である。小腸吸収細胞は、未分化のク

リプト細胞から増殖し、絨毛先端へと分化・成熟する過程を有する特徴がある。Caco-2 BBe細胞はヒトの

小腸吸収細胞の形態学的に良く似た特徴を示すモデルとして用いられている
30。 また、BCM0 1酵素活性は

Caco跡田胞では検出できないが、Caco-2 BBe細 胞ではBCMO l酵素活性及び遺伝子発現量ともにCaco-2

細胞に比べてかなり高い
°ヽ朝`3つ。従って、著者らはヒト小腸吸1琳田胞のビタミンA及びβカロテン吸収・代

謝に関わる冴究では Caco 2 BBe細胞を用いている。

上記の結果のように、ニワトリヒナ十二指腸でのBCM0 1発現は、HCや T3の影響によって九進される可

能性を示した。そこで、著者らは CacO-2 BBe細胞を用いて、T3及び合成グルココルチコイドであるデキサ

メタゾンによるBCMO l発現への影響について検討した鋤。その結果、デキサメタゾンで処理したCaco-2

BBe細胞ではBCM0 1発現は変動しなかったが、T3で処理した場合、濃度依存的にBCM0 1遺伝子発現量

が増大した (図 4A)。 さらに Caco-2 BBe細胞が未分化の状態よりも、コンフルエント7日 後の成熟した状

態で顕著にBCM0 1遺伝子発現量が増大することが分かつた (図 4B)。 また、転写阻害剤であるアクチノ

マイシンDと T3で同時に処理した細胞中では、T3に よるBCM0 1発現量の増大を抑制した (図 4C)。 これ

らの結果から、BCMOl発現は転写レベルで吼によつて調節される可能性を示 した。同時に T3で処理した

CacO-2 BBe細 胞は、LRAT遺伝子発現量も増大したことから (図 4D)、 T3は βカロテンからビタミンAの

転換、更にその腸管吸収に関わる遺伝子発現を調節 している可能性を示 した。しかし、BCM01発現が T3

をリガンドとする甲状腺ホルモン受容体 (血yroid horlnone receptor:TR)を 介して直接調節されているかは明
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7 days pos卜co■muent

図 4 Caco-2 BBe細胞の T9による BCM01及 び LRAT遺伝子発現への影響
いCaco-2 BBe細胞をジメチルスルホキンド (DMSO)及び1100由r T3で 24時間処理したときBcMol遺伝子発現畳。(B)コ ンフルエント
(細胞が培養器面を覆い尽くした状態)当 日及びコンフルエント7日後のCaco-2 BBe細胞をDMSO及び1004M Taで 24時間処理したとき
の BCMOl遺伝子発現畳。(CICacO-2 BBe細胞をDMSO、 1004M T 3及 び 5 vg/期アクチノマイシンDで24時間処理したときのBCMol
遺伝子発現量。(Dlcaco-2 BBe細胞をDMSO及び100nM島で24時間処理したときのLRAT遺伝子発現量。い―(D)の BCMol及 びLRAT遺
伝子発現量は、リアルタイム RT‐PCRに よって測定し、内部標準�bosomal PЮ tein,large,PO(RPLP O)で 補正した相対値をグラフ化した
(平均値士sEM、 n=4)。 *:P<o.o5,**:p<0.01(smdent'st― test)。

確になっていない。今後、BcMo lプロモーター領域内のTR結合領域の同定やTR発現ベクターを用いた
トランスフェクションなどの遺伝子工学的(な手法を用いた更なる研究が必要とされる。

このように、ホルモンによるBcMol遺伝子発現の調節機序はヒトやニヮトリなどの種によって異なる
ことが考えられるが、小腸でのビタミンA吸収・代謝を調節する上でこれらのホルモンは必要不可欠であ
ると考えられる。

以上のように、我々はニワトリヒナおよびcacO-2 BBe細 胞を用いてBcM0 1発現の調節機序について研
究してきた。ニヮトリヒナの発達のために、十二指腸でのBCMO l発現はビタミンA(レ チノイン酸)供
給源のための重要な生理的役割を有していることが考えられる。また、ニヮトリとcacO-2 BBe細 胞を用い、

各種ホルモンを投与した結果から、ニヮトリとヒトの間にはBCMol発現誘導のメカニズムに種差がある
かもしれない。それについては更に追究していく必要がある。現在、我々は、cacO-2 BBe細 胞を用いた研

究を中心に進展 してお り、Hepttocyte nuclear factOr-4α (IINF-4α )及び IINF-lα による BcMol遺伝子
発現が遺伝子転写 レベルで調節されていることを見出した。これらの転写因子やホルモンは、互いに競合ま

たは相互的にBCMol発現を制御することで、小腸内でのビタミンAの利用と吸収・代謝、及び各組織ヘ
の輸送を調節し、各生体内のビタミンAの恒常性の維持に寄与している可能性が考えられる。このように、
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我々のニワトリヒナおよび Caco-2 BBe細胞を用いた研究成果は、ビタミンA生体内利用効率やその代謝の

恒常性をについて新たな基礎的知見を掲示できると考えている。

5.ま と め

ビタミンAは小腸の成熟化や小腸吸収細胞の増殖・分化において必要不可欠な生理作用を有する。ニワ

トリヒナの孵化期における十二指腸では、BCMO l遺伝子発現が増大し、同様にRALDH l遺伝子発現の変

動も認められた。これは、十二指腸の機能発達、成熟のためにβカロテンから由来するレチノイ
ン酸生成

に必要であると考えられる。また、BCMO l発現はニワトリ十二指腸やヒトの小腸吸収細胞をモデルとした

caco 2 BBe細胞において、それぞれハイドロコルチゾン及び島によりBCMO l発現を克進することが示さ

れた。
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