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略語表 

 

22R  22(R)-hydroxycholesterol 

22S  22(S)-hydroxycholesterol 

AA  arachidonic acid 

ABC  ATP-binding cassette 

AF  activation function 

AP  alkaline phosphatase 

bp  base pair 

cDNA  complementary DNA 

CMV  cytomegalovirus 

CYP7A  cholesterol 7α-hydroxylase 

DAPI  4',6-diamidino-2- phenylindole 

DBD  DNA-binding domain 

DMEM  Dulbecco's modified Eagle's medium 

DNA  deoxyribonucleic acid 

DR  direct repeat 

DRIP205  vitamin D receptor-interacting protein 205 

ECL  enhanced chemiluminescense 

EDTA  2-({2-[bis(carboxymethyl)amino]ethyl}(carboxymethyl)amino) 

acetic acid 

EGFP  enhanced green fluorescent protein 

EMSA  electrophoretic mobility shift assays 

FAS  fatty acid synthase 

FBS  fetal bovine serum 

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GRIP  glucocorticoid receptor-interacting protein 

 



GW3965  3-[3-[N-(2-chloro-3-trifluoromethylbenzyl)-(2,2-diphenylethyl) 

amino]propyloxy]phenylacetic acid hydrochloride 

HEK  human embryonic kidney 

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid） 

HRP  horseradish peroxidase 

IR  inverted repeat 

LA  linolenic acid 

LBD  ligand-binding domain 

LRH-1  liver receptor homolog-1 

LXR  liver X receptor 

LXRE  LXR-responsive element 

MT  mutant 

N-CoR  nuclear receptor corepressor 

NF-κB  nuclear factor-kappaB 

NMD  nonsense-mediated mRNA decay 

NR  nuclear receptor 

PBS  phosphate bufferd saline 

PCR  polymerase chain reaction 

PPAR  peroxisome proliferator-activated receptor 

RLU  relative light unit 

RNA  ribonucleic acid 

RXR  retinoid X receptor 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyaclylamidegel electrophoresis 

siRNA  small interfering RNA 

SMRT  silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor 

snRNPs  small nuclear ribonucleoproteins 

SRC  steroid receptor activator 

SREBP-1c sterol regulatory element-binding protein -1c 



SR  serine/arginine-rich 

T0901317 N-(2,2,2-trifluoro-ethyl)-N-[4–(2,2,2-trifluoro-1-hydroxy-1- 

trifluoro-methyl-ethyl)-phenyl]-benzenesulfonamide 

TBE  TCF-binding element 

TCF  T-cell factor 

TE  Tris-EDTA 

UAS  upstream activation sequence 

UTR  untranslated region 

VDR  vitamin D receptor 

WT  wild type 
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第１章 概	 要 

 
	 核内受容体 liver X receptor (LXR) はリガンド依存性転写因子であり、LXRα

及び LXRβが存在する。LXRは体内で脂質やコレステロールの代謝調節センサ

ーとして働くことから、動脈硬化やメタボリックシンドロームなどの標的とし

て注目されている。本研究において、我々はヒト LXRαの２種のスプライシン

グ変異体 LXRα4及び LXRα5を同定した。これまで核内受容体のスプライシン

グ変異体に関して数多くの報告があり、組織特異的な機能や病態との関連が示

唆されているが、LXRα変異体についてはまだその詳細は明らかではない。そ

こで、同定した２種を含む３種のヒト LXRα変異体 LXRα3、LXRα4及び LXRα5

の生体内における発現、機能及び病態との関連性を検討した。まず、各種ヒト

組織及びがん由来細胞株における変異体の mRNA またはタンパク質発現を調

べたところ、がん細胞では LXRα3 の明らかな発現が、LXRα4 及び LXRα5 の

弱い発現が確認された。また、ヒト正常組織の各変異体の発現は野生型 LXRα 

(LXRα1) と比べ弱いものであった。ヒト LXRα遺伝子は、LXRαによる正の自

己調節が知られている。興味深いことに、細胞株における各変異体の発現も

LXRリガンド処理によって変化し、この効果は細胞間で異なることが示された。

次に、各変異体のリガンド依存性転写誘導活性を評価したところ、LXRα4のみ

で弱い活性が示された。また、DNA への結合性を調べたところ、LXRα4 及び

LXRα5 が DNA 上の LXR 結合領域へ結合した。へテロ二量体パートナーであ

るレチノイド X受容体 (retinoid X receptor, RXR) 及びコファクタータンパク質

との相互作用を評価したところ、LXRα4は RXRと相互作用した。また、LXRα4

及び LXRα5 はコファクタータンパク質と弱く相互作用するが、その様式は

LXRα1 と異なることが明らかとなった。さらに、LXRα1 に対する変異体のド

ミナントネガティブ効果を検討したところ、LXRα5のみが LXRα1の活性を抑

制した。以上の結果から、各 LXRαスプライシング変異体は、組織、細胞間で

異なる発現パターンを示し、リガンド刺激に対し細胞選択的に異なる制御が行

われることが示された。また転写レベルにおいて、リガンド結合からコファク
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ター複合体の形成、DNAの応答配列への結合に至る過程に選択性があることか

ら、LXR のスプライシング制御機構の代謝関連疾患等 LXR が関与する病態へ

の関連性が示唆された。 
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第２章	 緒	 言 

 
2-1.	 核内受容体の構造と機能 

	 核内受容体 (nuclear receptor, NR) はリガンド依存性転写因子であり、発生、

代謝、恒常性など生命機能の維持に不可欠な遺伝子の転写制御を行っている。

1980年代に Evansらのグループによって初めてグルココルチコイド受容体がク

ローニングされた[1]。その後、遺伝子工学のクローニング技術の発達によりア

ミノ酸配列が類似するリガンド未知の受容体”オーファン受容体”が次々と同定

され、リガンドや機能が明らかとなった。 

	 ヒト核内受容体は現在 48種類が報告され、大きなスーパーファミリーを構成

している。このファミリーにはアンドロゲン、エストロゲンを認識するステロ

イドホルモン受容体、レチノイン酸受容体 RXR を始めとするホモ二量体型オ

ーファン受容体、ビタミン D受容体 (vitamin D receptor, VDR) などの RXRヘ

テロ二量体型受容体、そして liver receptor homolog-1 (LRH-1) などの単量体型

受容体のグループが存在する[2,3]。核内受容体の構造は広く保存された特徴的

な構造を有している。アミノ末端側の activation function (AF)-1ドメインは、リ

ガンド非依存性の転写制御に関与すると言われている。２つの高度に保存され

た Zinc フィンガーモチーフを含む DNA 結合ドメイン (DNA-binding domain, 

DBD) は、標的遺伝子のプロモーターへの結合を担っている。カルボキシル末

端側のリガンド結合ドメイン (ligand-binding domain, LBD) は、リガンドの結合

及び RXRなどとの二量体形成に必須である。また、AF-2ドメインは、リガン

ド依存性転写制御に重要な役割を果たしている。核内受容体は、リガンドが

LBDに結合することにより立体構造変化を起こし、一部の細胞質に存在する受

容体は核内へ移行する。そして、ホモ二量体もしくは RXR とのヘテロ二量体

形成 (もしくは単量体で存在) を経て、steroid receptor activator-1 (SRC-1) など

のコアクチベータータンパク質と転写複合体を形成し、DBDを介して NR応答

配列と呼ばれる規則配列に結合することで標的遺伝子の調節を行う(図 1)。 
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2-2.	 Liver X receptor (LXR) の機能と病態との関連 

	 LXR は、RXR とヘテロ二量体を形成するオーファン受容体として同定され

た[4,5,6]。LXRには LXRα (NR1H3) と LXRβ (NR1H2) の２種類のアイソフォ

ームが存在し、LXRαは主に肝臓、小腸、脂肪組織、マクロファージなどに発

現し、一方 LXRβは全身に発現している。1996 年に Mangelsdorf らのグループ

によって、コレステロール代謝産物である 24(S),25-epoxycholesterol や

22(R)-hydroxycholesterolなどのオキシステロールが LXRの内在性リガンドであ

ることが報告された[7]。その後、LXR 欠損マウスの解析により、LXR が体内

でコレステロール代謝調節センサーとして働くことが明らかとなった[8]。肝臓

の LXRは ABCトランスポーター (ATP-binding cassette) ABCG5/G8の発現を誘

導してコレステロールを胆汁への排泄を促す。齧歯類では、LXRαは cholesterol 

7α-hydroxylase (CYP7A) を誘導し、胆汁酸合成を刺激する。また、肝臓の LXR

は脂肪酸代謝関連遺伝子の発現を制御する転写因子 sterol regulatory 

element-binding protein -1c (SREBP-1c) を誘導し、中性脂肪合成を刺激する。さ

らに小腸粘膜の LXR はステロール排出ポンプである ABCG5/G8 や ABCA1 の

発現を制御する。マクロファージでは、LXRは ABCA1やアポ Eの発現を誘導

し、コレステロール逆転送系を刺激する。アポ E欠損動脈硬化モデルマウスに

LXR欠損マウスの骨髄を移植すると動脈硬化は増悪し[9]、また LXRアゴニス

トを投与したマウスでは動脈硬化の進展が抑制されることから[10]、LXR リガ

ンドは動脈硬化を始めとする循環器疾患のターゲット分子として期待されてい

る。また、マクロファージの LXRはコレステロール代謝制御だけでなく、nuclear 

factor-kappaB (NF-κB) 経路を介する炎症反応を抑制することも報告されている。

さらに、我々は大腸癌細胞において LXR が Wnt-β-catenin シグナルを抑制する

ことにより、細胞増殖を抑制することを見出した[11]。 

	 これらのことから、LXRは過剰なコレステロールを、その代謝産物であるオ

キシステロールを感知することで様々な遺伝子の発現を制御し、コレステロー

ル恒常性を維持するだけでなく、脂質代謝や自然免疫、細胞増殖を制御するな

ど、多岐にわたる機能を有している。 
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2-3.	 LXRスプライシング変異体の同定 

	 近年、詳細なゲノム解析により、多種多様なタンパク質を作り出すための重

要な過程である RNA スプライシング機構が注目され、核内受容体についても

数多くのスプライシング変異体やスプライシング異常と疾患との関連性が報告

されてきた。近年、我々は住友化学株式会社の藤森 (現：大阪薬科大学) らと

の共同研究によって３種のヒト LXRαスプライシング変異体 LXRα3、LXRα4、

LXRα5 を同定した。このうち、LXRα3 は既にデータベースに登録されており

(GenBank Accession No. BC008819)、2005年に Chenらから報告されていた[12]。

従って、今回報告する新規変異体は LXRα4及び LXRα5である。また、LXRα4

及び LXRα5 については 30%以上相同性の有するアミノ酸配列がデータベース

上に存在しないことを確認している。 

	 図 2にヒト LXRαの遺伝子、mRNA及びタンパク質のドメイン構造を示した。

ヒト LXRαはスプライシングを経て 1から 10のエキソンによって構成され、タ

ンパク質に翻訳される。エキソン 1は非翻訳領域 (untranslated region, UTR) で

あり、エキソン 5以降がLBDに該当する。よって、３種の変異体LXRα3、LXRα4、

LXRα5は全て LBDに変異を有することになる。 

	 変異体 LXRα4はエキソン 6-7間のイントロン 6 (192塩基、64アミノ酸) が

挿入されているが、挿入部分が 3の倍数であるためエキソン 7以降のアミノ酸

配列は野生型 (LXRα1) と同じであり、511アミノ酸（1,533塩基）からなるタ

ンパク質となる (図 3)。変異体 LXRα5 はエキソン 7 と 8 の間のイントロン 7

の一部の 109塩基対が挿入されているが、途中に in-frameで終止コドンが存在

するため、エキソン 7以降に 26アミノ酸が挿入された、356アミノ酸からなる

ポリペプチドが翻訳される。変異体 LXRα3はエキソン 5（180塩基、60アミノ

酸）が欠損した変異体であるが、欠損するエキソンが３の倍数であるため、エ

キソン 7 以降のアミノ酸配列は LXRα1 と同じであることから、387 アミノ酸

（1,161塩基）からなるタンパク質が翻訳される。 
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	 一般的に、核内で遺伝子が pre-mRNAへと転写された後、スプライソソーム

複合体内でイントロンが除去され、エキソン同士が連結して成熟 mRNAが産生

される反応を mRNA スプライシングという。mRNA スプライシングには、１

つの遺伝子から１種類の mRNA が産生される恒常的スプライシング 

(constitutive splicing) と、エキソンが選択されて複数の mRNA が産生される選

択的スプライシング (alternative splicing) が存在する。生物が遺伝子の数よりも

はるかに多くのタンパク質を生み出すことができる背景には、この選択的スプ

ライシング機構の働きがあげられる。スプライシング反応には、遺伝子配列に

おいて、エキソンとイントロンの境目の配列は、5’側は必ず GTで始まり (splice 

donor site)、3’側は AGで終わる (splice acceptor site)、GT-AG則と呼ばれる法

則が存在する。この規則性は、真核生物の全ての細胞において保存されている

[13]。本研究にて同定した変異体 LXRα5はイントロン 7の一部がエキソンとし

て挿入されているが、その挿入配列の両末端にも他のエキソンと同様に GT 及

び AG 配列が存在し、スプライス部位として認識されている (図 4)。スプライ

ス部位の誤認識や周辺のコンセンサス配列に変異が生じると、エキソンのスキ

ップや変異による新たなスプライス部位の形成が観察され (cryptic splice siteと

いう)、結果、選択的スプライシング反応が生じ本来とは異なる構造の mRNA

が産生される。こうしたスプライシング異常と遺伝性疾患との関連も近年報告

されている。核内受容体においては、前立腺がん患者のサンプルから同定され

たアンドロゲン受容体 (androgen receptor, AR) のスプライシング変異体で、

cryptic splice siteの出現により、ARの DBDへ 23アミノ酸の挿入が認められた

例が報告されている[14]。今回報告する３種の変異体は、いずれもスプライス

部位での点変異は存在せず、上記のように、挿入及び欠損部位以外は野生型

LXRα1と同一の配列を有するが、原因は不明ながらヒト組織での発現が確認さ

れたため、野生型 LXRの機能に変化を及ぼし、その結果として LXRが関与す

る代謝及び循環器関連疾患、メタボリックシンドロームなどへの影響が示唆さ

れる。本研究では、これらのヒト LXRαスプライシング変異体の組織及び細胞

株における発現、また生体内における機能の解明を目的とする。 
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第３章	 実験方法 

 
3-1.	 使用試薬 

	 N-(2,2,2-Trifluoro-ethyl)-N-[4–(2,2,2-trifluoro-1-hydroxy-1-trifluoro-methyl-ethyl)- 

phenyl]-benzenesulfonamide (T0901317) は Cayman Chemical Company (Ann Arbor, 

MI) から、24(S),25-Epoxycholesterol (EC) は Enzo Life Science (Farmingdale, NY)

から、 22(R)-Hydroxycholesterol (22R) 及び 22(S)-hydroxycholesterol (22S)は

Steraroids (Newport, RI) から、アラキドン酸 (arachidonic acid, AA) 及びリノレ

ン酸  (linolenic acid, LA) は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) から購入した。 

3-[3-[N-(2-Chloro-3-trifluoromethyl-benzyl)-(2,2-diphenylethyl)amino]propyloxy]phe

nylacetic acid hydrochloride (GW3965) は岡山大学大学院 医歯薬学総合研究科 

創薬生命科学専攻 創薬科学講座 有機医薬品開発学分野の宮地弘幸教授より供

与して頂いた[15]。 

 

3-2.	 細胞培養 

	 ヒト胎児腎臓由来 human embryonic kidney (HEK) 293細胞は RIKEN Cell Bank 

(Tsukuba, Japan) から購入し、5%ウシ血清 (fetal bovine serum, FBS) 及び抗生物

質 (100 unit/mL ペニシリン、100 µg/mLストレプトマイシン) を含む Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM) 培地を用いて継代培養を行った。細胞は 37°C 

に保温した 5% CO2を含むインキュベーター内で培養し、継代及び培地交換は

１日置きに行った。ヒト肝癌由来 HepG2細胞及びアフリカミドリザル腎臓由来

Cos-7細胞は RIKEN Cell Bankから, ヒト大腸癌由来 HCT116、SW480、神経芽

腫由来 NT2-D1細胞は American Type Culture Collection (Manassas, VA) から購

入し、ヒトケラチノサイト HaCaT 細胞は日本大学 医学部 皮膚科学分野 照井

正教授より供与して頂いた。上記の各細胞は 10% FBS 及び抗生物質 (100 

unit/mL ペニシリン、100 µg/mLストレプトマイシン) を含む DMEM 培地を用

いて継代培養を HEK293細胞と同様に行った。ヒト大腸癌由来 CaCO2、骨肉腫

由来MG63及び神経芽腫由来 SK-N-SH 細胞は RIKEN Cell Bankから購入し、
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10% FBS 及び抗生物質 (100 unit/mL ペニシリン、100 µg/mLストレプトマイシ

ン) を含むminimal essential medium 培地を用いて継代培養をHEK293細胞と同

様に行った。ヒト単球系 U937、HL-60、THP-1細胞は RIKEN Cell Bankから、

ヒト乳癌由来MCF-7 細胞は American Type Culture Collectionから購入し、10% 

FBS 及び抗生物質 (100 unit/mL ペニシリン, 100 µg/mL ストレプトマイシン) 

を含む RPMI1640培地を用いて継代培養を HEK293細胞と同様に行った。 

 

3-3.	 プラスミド 

	 ヒト野生型 LXRα1 (GenBank accession no. NM_005693)[5]、Tontonozらによっ

て報告されたスプライシング変異体 LXRα3 (GenBank accession no. 

NM_001130101)[12]、住友化学株式会社 藤森（現：大阪薬科大学）らとの共同

研究により同定された新規スプライシング変異体 LXRα4及び LXRα5の各全長

フラグメントは PCRを用いて増幅し、pFLAG-CMV2 (Sigma-Aldrich) ベクター

に挿入することで、それぞれ pFLAG-CMV2-LXRα1、pFLAG-CMV2-LXRα3、

pFLAG-CMV2-LXRα4及び pFLAG-CMV2-LXRα5を作製した。ヘルペスウイル

ス由来転写因子VP16の転写活性化ドメインは pCMX-VP16ベクター[16]から制

限酵素 HindIIIを用いて切り出し、各 pFLAG-CMV2-LXRα変異体ベクターに挿

入することで、 pFLAG-CMV2-VP16-LXRα1、 pFLAG-CMV2-VP16-LXRα3、

pFLAG-CMV2-VP16-LXRα4 及び pFLAG-CMV2-VP16-LXRα5 を作製した。各

LXRαスプライシング変異体 LBD は PCR 法を用いて増幅し、得られたフラグ

メントを pCMX-GAL4 ベクターに挿入することで pCMX-GAL4-LXRα1、

pCMX-GAL4-LXRα3、pCMX-GAL4-LXRα4及び pCMX-GAL4-LXRα5を作製し

た。全長 EGFPフラグメントは pEGFP-C1 (Clontech, Mountain View, CA) を鋳型

として PCR 法を用いて増幅し、各 pFLAG-CMV2-LXRα変異体ベクターに挿入

す る こ と で pFLAG-CMV2-EGFP-LXRα1 、 pFLAG-CMV2-EGFP-LXRα3 、

pFLAG-CMV2-EGFP-LXRα4 及び pFLAG-CMV2-EGFP-LXRα5 を作製した。作

製したプラスミドは全て DNA シークエンスを用いて配列を確認した。ヒト野

生型β-catenin 発現プラスミド pCMX-β-catenin-WT、恒常的活性型変異体
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β-catenin (S33A, S37A, T41A及び S45A) 発現プラスミド pCMX-β-catenin-MT、 

各種発現プラスミド pCMX-GAL4、pCMX-RXRα (GenBank accession number 

NM_002957)、pCMX-GAL4-RXRα、pCMX-VP16-RXRα、pCMX-β-galactosidase、

pCMX-GAL4-SRC1 (amino acids 595-771; GenBank accession No. U90661)、

pCMX-GAL4-DRIP205 (amino acids 578-728; GenBank accession No. Y13467)、

pCMX-GAL4-SMRT (amino acids 2003-2517; GenBank accession No. AF113003)、

pCMX-GAL4-N-CoR (amino acids 1990-2416; GenBank accession No. U35312)及び

各ルシフェラーゼレポータープラスミド  rCYP7A1-DR4x3-tk-LUC、

IR1x3-tk-LUC、TOPGLOW及びMH100(UAS)x4-tk-LUC は以前当研究室で作製

または報告されたものを用いた[11,16]。 

 

3-4.	 マウスの飼育及び繁殖 

	 C57BL/6J マウスは日本チャールス・リバー株式会社 (Yokohama, Japan) から

購入した。LXRα及び LXRβダブル欠損マウス(Lxrα(-/-)/Lxrβ(-/-)マウス)はDavid. 

J. Mangelsdorf博士 (University of Texas Southwestern Medical Center at Dallas, 

TX) より供与して頂いた[17]。Lxrα(-/-)/Lxrβ(-/-)マウスは自然交配による繁殖が

困難であるため、雄及び雌 Lxrα(-/-)/Lxrβ(+/-)マウスを自然交配させることによ

って得た。生まれたマウスは遺伝子型を判別する必要があるため、尻尾を 1 cm

程度カットし、DNA 抽出を行った後、PCR 反応を行い遺伝子型 (+/-または-/-) 

を判別した。ケージ内での個体識別のため耳にパンチで穴を開けた。マウスは

室温 23±1°C 及び湿度 45–65%の管理下に保ち、水及び飼料 (Laboratory Animal 

Diet MF; オリエンタル酵母株式会社, Tokyo, Japan) は自由摂取させ飼育した。

実験に用いたマウスの各組織は８から９週齢の雄マウスを用い炭酸ガスで安楽

死させた後、採取した。全てのマウス実験は日本大学医学部の定めた動物実験

指針に従い行った。 

 

3-5.	 細胞及びマウス組織からの総 RNA抽出、逆転写反応による cDNA合成 

	 細胞及びマウス各臓器からの総 RNA抽出は以下に示すように acid guanidine 
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thiocyanate-phenol/chloroform法に基づいて行った。各種細胞は 6 ウェルプレー

トに 2x105 cells/wellで播種し、48時間培養した。リガンド処理は、播種 24時

間後に T0901317 (1 µM) を処理し、再び 24時間培養した。培地を除去し、PBS

で洗浄後、Solution D mixture (水飽和フェノール 0.6 mL, 2 M sodium acetate 60 µL

及び Solution D (+) 溶液 (4 M guanidine thyocyanate, 25 mM sodium citrate (pH 

7.0), 0.5% Sarkosyl (L-laurelsarcosine), 0.72% 2-メルカプトエタノール) 0.6 mL) 

1.26 mLを加え細胞を溶解後、2.0 mLチューブに回収した。マウス各臓器は 5 mm

片を 1.26 mL Solution D mixture溶液に入れ、ホモジェナイザーを用いて破砕し、

2.0 mLチューブに回収した。クロロホルム/イソアミルアルコール (50 : 1) 溶液

を 130 µL加え、激しく撹拌した。氷上で 15分間静置後、15,000 rpm、4℃で 20

分間遠心分離した。新しい 1.5 mL チューブに水層を移し、イソプロパノール

500 µL を加え４回転倒混和後、-20℃にて 30 分間静置した。15,000 rpm で 10

分間遠心分離後、溶液を除去し、75% エタノール 500 µLで洗浄した。遠心分

離後、溶液を完全に除去し、ペレットを超純水に溶解した。得られた総 RNA

抽出液は、分光光度計を用いて OD260及び OD280値を測定し、濃度を算出した。

総 RNA抽出液は超純水で 250 ng/µLに希釈した。 

	 cDNAの合成は ImProm-II Reverse Transcription system (Promega Corporation, 

Madison, WI) を用い、プロトコールに従い行った。500 ngの RNA (250 ng/µL

を 2 µL) に 10 µM oligo dTプライマー 0.5 µLと超純水を加え 5 µLの反応液を

作成し、サーマルサイクラーPCR を用いて 70℃で５分間加温し、4℃で５分間

冷却した。このサンプルに ImProm-II 5xReaction buffer 2 µL、25 mM MgCl2 1.2 µL、

10 mM deoxynucleotide triphosphates mixture 0.5 µL、ImProm-II Transcriptase 0.5 

µL及び超純水の混合液を加え 10 µLの反応液を調製した。逆転写反応はサーマ

ルサイクラーPCRを用いて 25℃で 15分間加温後、42℃で 60分間伸長反応を行

った。その後 70℃で 15 分間加温することで酵素を失活させ、4℃に冷却した。

得られた cDNAは Tris-EDTA (TE)バッファーで３倍希釈し、-20℃で保存した。 
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3-6.	 PCR反応及びリアルタイム PCR 

	 PCR反応は GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

を用いて行った。培養細胞の RNA溶液から合成した cDNA 1 µLに Go Taq DNA 

polymerase master mix (Promega Corporation) 7.5 µL、forward primer (10 µM) 0.3 µL、

reverse primer (10 µM) 0.3 µL及び超純水を加えて反応溶液を調製した。反応に

用いたプライマーの配列は表１に示した。PCR反応は次のように行った。まず、

94℃で２分間反応させた。次に 94℃で 30秒間熱変性させ、60℃で 30秒間アニ

ール後、72℃で１分間伸長反応を行い、ここまでを１サイクルとし、計 30サイ

クル反応させた。反応後 ethidium bromideを含む 1% アガロースゲルにて電気

泳動を行い、紫外線照射し、バンドを確認した。 

	 リアルタイム PCR反応は ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems) を用いて行った。ヒト培養細胞及びマウス組織から抽出した総

RNAより合成した cDNA 2 µLに Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) 7.5 µL、forward primer (10 µM) 0.3 µL、reverse primer (10 µM) 0.3 µL

及び超純水を加えて反応溶液を調製した。ヒト組織 cDNAパネル (Clontech) は

5 ng (1 ng/µLを 5 µL) 用いた。反応に用いた各プライマーの配列は表２ (ヒト) 

または表３ (マウス) に示した。PCR 反応は次のように行った。まず、95℃で

10分間反応させた。次に 94℃で 15秒間熱変性させ、アニール及び伸長反応は

60℃、１分間で行い、２ステップを１サイクルとし 40サイクル行った。発現量

の計算は逆転写させた総 RNA 1 ngあたりのコピー数を算出することによって

行った。コピー数計算のための標準サンプルとして、各 LXRα変異体の発現ベ

クターを用いた。また、内部標準として glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH) の値を用いて RNA発現量を補正した。 

 

3-7.	 プラスミドの導入及びルシフェラーゼレポーターアッセイ 

	 HEK392 細胞へのプラスミド導入はリン酸カルシウム法にて行った。まず、

ルシフェラーゼレポーターアッセイについては、96 ウェルプレートに細胞を

1x104 cell/wellにて播種した。翌日、各発現プラスミド (15 ng/well)、レポータ
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ープラスミド (50 ng/well) 及びβ-ガラクトシダーゼ発現プラスミド（10 ng/well）

の導入を行った。８時間後リガンドを処理し、16-18 時間後、ルシフェラーゼ

及びβ-ガラクトシダーゼの活性を評価した。活性評価はルミノメーター及びマ

イクロプレートリーダー (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) を用いて行った。

実験データはルシフェラーゼ活性値をβ-ガラクトシダーゼ活性値で補正し算出

した。タンパク質検出用実験では、10 cm dishに細胞を 1x106 cell/dishにて播種

した。翌日、各発現プラスミド (10 µg/dish) を導入し、24時間後にタンパク質

を抽出した。SW480 細胞へのプラスミド導入は FuGene HD (Roche Applied 

Science, Indianapolis, IN)を用いて行った。細胞は 6 ウェルプレートに 2x105 

cell/wellで播種した。翌日、各発現プラスミド (2.5 µg/well) を導入し、培養し

た。48時間後、上記の通りに総 RNAを抽出した。 

 

3-8.	 Small interfering RNA(siRNA)の導入	  

	 LXRα (siLXRα-1; Dharmacon RNA Technologies, Lafayette, CO) 及びコントロ

ール siRNA は Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA) より購入した。LXRα 

(siLXRα-2; 5′-AGA AAC UGA AGC GGC AAG A-3′) 及び LXRα/β (siLXRα/β; 

5′-CAU CAA CCC CAU CUU CGA G-3′) に対する siRNA配列は Yangsik Jeong

博士 (Department of Biochemistry, Institute of Lifestyle Medicine, and Nuclear 

Receptor Research Consortium, Yonsei University Wonju College of Medicine) によ

る供与を受けた。siRNA の細胞への導入は以下の通りに行った。HaCaT 及び

HepG2細胞はそれぞれ 10 cm dishに 1x106 cell/dishで播種した。翌日、各 siRNA 

(0.2-0.3 nmol)をそれぞれ DharmaFECT1 reagent (Thermo Fisher Scientific) 及び

Trans IT-TKO Reagent (Mirus Bio, Madison, WI) を用いて導入し 48時間培養した。 

 

3-9.	 細胞タンパク質の調製、ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 

及びウェスタンブロッティング 

	 内在性 LXRα変異体の検出用の細胞核抽出サンプルは以下の通りに調製した。

HaCaT及び HepG2細胞は、siRNA導入 48時間後、PBSで洗浄、1.5 mLチュー
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ブに細胞を移し、Buffer A (10 mM HEPES (pH 7.9), 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA 

(pH 8.0), 0.1 mM EGTA (pH 8.0)) 0.4 mLで懸濁し、氷上で 15分間静置した。10% 

Nonidet P-40 10 µLを加えて激しく撹拌し、3,000 rpm、4℃で５分間遠心分離し

た。上清 (細胞質画分) を除き、沈殿に Buffer C (50 mM HEPES-KOH (pH 7.9), 

420 mM KCl, 0.1 mM EDTA (pH 8.0), 5 mM MgCl2, 20% Glycerol) を 0.1 mL加え、

4℃にて 60分間回転混和した。15,000 rpm、4℃にて 15分間遠心分離し、上清

を核画分として回収した。 

	 強制発現 LXRα変異体検出用タンパク質は以下の通りに調製した。HEK293

細胞は、プラスミド導入 24時間後、細胞を PBSにて洗浄後 1.5 mLチューブに

移し、Lysis buffer (62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 1% Glycerol, Protease 

inhibitor cocktail) 0.1 mLを加えた。ホモジェナイザーを用いて細胞を破砕し、

15,000 rpm、4℃にて 10分間遠心分離を行った。上清をWhole cell lysateとして

回収した。 

	 得られたタンパク質は Pierce BCA Protein Assay Reagent Kit (Thermo Fisher 

Scientific) を用い、ウシ血清アルブミンを標準サンプルとして定量した。各タ

ンパク質は 30 µg/15 µLに希釈後、1.5 mLチューブに移し 2xサンプルバッファ

ー (62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% Glycerol, 2% SDS, 5% 2-メルカプトエタノー

ル, 0.05% ブロモフェノールブルー) を 15 µL加え、95℃で５分間加熱し、サン

プルを調製した。SDS-PAGEは 10%ポリアクリルアミドゲルを用いて行い泳動

後、タンパク質をニトロセルロース膜に転写した。転写後のニトロセルロース

膜は 5%スキムミルクを含むPBST (1xPBS, 0.1% Tween 20) で１時間ブロッキン

グを行った。ブロッキング後、１次抗体を 4℃で一晩反応させた。抗 LXRα抗

体は Perseus Proteomics Inc. (Tokyo, Japan)、抗 FLAG抗体は Sigma-Aldrichから

購入した。翌日、膜を PBSTにて洗浄後、２次抗体を室温で 60分間反応させた。

２次抗体、HRP標識抗マウス IgG及び AP標識抗マウス IgGは Dako (Glostrup, 

Denmark) から購入した。反応後、化学発光 (ECL Plus Western Blotting Detection 

System, GE healthcare, Buckinghamshire, UK) またはアルカリホスファターゼ染

色 (AP Conjugate Substrate Kit, Bio-Rad, Hercules, CA) を用いて検出した。 各タ
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ンパク質の検出方法、抗体の希釈倍率及び組み合わせは以下に示した。 

タンパク質サンプル １次抗体 ２次抗体 検出方法 

HaCaT, HepG2細胞 

(核画分) 

抗 LXRα抗体  

(500倍希釈) 

HRP標識抗マウス IgG 

(1,000倍希釈) 

化学発光 

(ECL) 

HEK293細胞 

(Whole cell lysate) 

抗 FLAG抗体 

(1,000倍希釈) 

AP標識抗マウス IgG 

(2,500倍希釈) 

AP発色 

 

3-10.	 ゲルシフトアッセイ 

	 Electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) は以前の文献に従って行った

[12,18]。LXRα変異体及び RXRαタンパク質は pFLAG-CMV2-LXRα変異体発現

プラスミドまたは pCMX-RXRαを鋳型に TNT Quick-Coupled Transcription/ 

Translation System (Promega Corporation) を用いて合成した。マウス SREBP-1c

プロモーターの LXRE を含む２本鎖オリゴヌクレオチド 5′-CAG TGA CCG 

CCA GTA ACC CCA GC-3′ (LXREa) 及び 5′-GGA CGC CCG CTA GTA ACC 

CCG GC-3′ (LXREb) は Yoshikawaらの論文[18]、ラット CYP7Aプロモーター

上の LXREを含む２本鎖オリゴヌクレオチド 5′-GCT TTG GTC ACT CAA GTT 

CAA GTT A-3′ は Luらの論文[19]、ラット FASプロモーター上の LXREを含

む２本鎖オリゴヌクレオチド 5′- GAT CAC GAT GAC CGG TAG TAA CCC CGC 

C-3′は Chen らの論文[12]に従い合成した。オリゴヌクレオチドは[γ-32P]ATP、

T4 DNA ポリヌクレオキナーゼを用いてアイソトープラベルを行った。ラベル

したオリゴヌクレオチドとタンパク質を reaction buffer (10 mM Tris-HCl (pH 

7.6), 50 mM KCl, 0.05 mM EDTA (pH 8.0), 2.5 mM MgCl2, 8.5% glycerol, 1 mM 

dithiothreitol, 0.5 µg/ml poly(dI-dC), 0.1% Triton X-100及び nonfat milk) 内におい

て 30 分間氷中で結合反応を行った。未ラベルのプローブ及び抗 LXRα抗体 

(Perseus Proteomics Inc.) は競合実験及びスーパーシフト実験に用いた。反応後

サンプルは 5%ポリアクリルアミドを用いて SDS-PAGE を行い、オートラジオ

グラフィーにてプローブを検出した。 
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3-11.	 LXRαスプライシング変異体の細胞内局在の観察 

	 Cos-7細胞を 1 cm2 スライドチャンバーに 1x105 cell/wellで播種した。翌日、

各 pFLAG-CMV2-EGFP-LXRα変異体発現プラスミド (1 µg/well) を FuGene HD 

(Roche Applied Science) を用いて導入し、培養した。48時間後、細胞を PBSで

洗浄し、4%パラホルムアルデヒドを 10 分間処理し細胞を固定した。PBS で洗

浄後、0.05% Triton X-100を５分間処理した。さらに、PBSで洗浄後、PBSで

50,000倍に希釈した4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 溶液を室温で５分間処

理した。PBSで洗浄後、スライドガラスに封入材 ProLong® Gold Antifade Reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) を塗り、カバーガラスを被せた。細胞は蛍光顕微鏡 

(KEYENCE, Osaka, Japan) を用いて観察した。EGFPは励起波長 488 nm、蛍光

波長 509 nm、DAPIは励起波長 358 nm、蛍光波長 461 nmにて検出した。 

 

3-12.	 モデリングによる LXRα4構造予測 

	 LXRα4-LBD の構造予測は Sybyl 7.3 (Tripos, St. Louis, MO) を用いて行った。

LXRα4-LBDのアミノ酸配列を Swiss-Prot ExPASy proteomics tools に入力し、

Protein Data Bank (PDB) に登録されたヒト LXRβ-LBDの X線結晶構造 (PDB 

file No. 1p8d) [20]を元に概形を構築した。得られた構造に、Svenssonらによっ

て報告されたヒト LXRα1-LBD、リガンド (T0901317) 及び RXRβ-LBD 複合体

の X線結晶構造 (PDB file No. 1uhl)[21]を標準として、エネルギー計算を行った。

さらに SRC-1の核内受容体相互作用ドメインにある LXXLLモチーフを含むペ

プチド[20]を標準とし解析した。 

 

3-13.	 統計処理 

	 全ての実験結果は平均値±標準誤差として示した。有意差検定は Student’s-t

検定を用いて算出した。 
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第４章	 実験結果 
 

4-1.	 ヒト及びマウスにおける LXRα変異体の発現 

	 ヒト各種細胞株において新規 LXRα変異体 mRNAを検出するため、サーマル

サイクラーPCR を用いて mRNA 発現量を評価した。PCR 反応には、エキソン

4-エキソン 8間を増幅するプライマーセット (4-8プライマー) 及びエキソン 6-

エキソン 8間を増幅するプライマーセット (6-8プライマー) を用いた (表１)。

4-8プライマーでは、LXRα1、LXRα3、LXRα4及び LXRα5 が検出される。各

LXRα変異体発現ベクターを標準サンプルとして PCR 反応を行った結果、

LXRα1は 844 bp、LXRα3は 652 bp、LXRα4は 472 bpと理論値と一致する位置

でバンドが検出された (図 5A)。LXRα5は理論上 735 bpの位置で検出されるが、

発現ベクターにはエキソン 8の配列が含まれないため標準サンプルとして使用

できなかった。細胞株 cDNAを用いて PCR反応を 30サイクル行った結果、野

生型 LXRα1の発現は全ての細胞株で発現が確認され、LXRα3はMG63細胞を

除く多くの細胞株で発現が認められた。LXRα4 細胞は乳癌由来 MCF-7 細胞な

どで発現が認められた。LXRα5 は本実験条件では検出されなかった (図 5A)。

6-8プライマーを用いた PCR反応では LXRα1、LXRα4及び LXRα5が検出され

る。標準サンプルの PCR反応より、LXRα1は 235 bp、LXRα4は 427 bpの位置

にバンドが確認され、計算値と一致した (LXRα5は理論上 318 bpで検出される) 

(図 5B)。細胞株 cDNAを用いた PCR反応の結果、5-8プライマーと同様全ての

細胞株で LXRα1の発現が認められた。LXRα4の発現は HepG2、MCF-7細胞な

どで検出された。この条件においても LXRα5は検出されなかった (図 5B)。 

	 次に、LXRα変異体のヒト各組織及び細胞株での mRNA発現量を、リアルタ

イム PCRを用いて定量するため、各変異体を特異的に増幅するプライマーを設

計した。各変異体のエキソン上にプライマー配列の位置を図 6に示した。LXRα1

は forwardプライマーがエキソン 6-7、reverseプライマーはエキソン 8間で設計

した (増幅サイズは 197 bp)。LXRα3は forwardプライマーがエキソン 5、reverse

プライマーはエキソン 5-6 間で設計した (増幅サイズは 166 bp)。LXRα4 は
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forwardプライマーがイントロン 6、reverseプライマーはエキソン 8間で設計し

た (増幅サイズは 233 bp)。LXRα5は forwardプライマーがエキソン 6-7、reverse

プライマーはイントロン 7間で設計した (増幅サイズは 155 bp)。いずれのプラ

イマーセットについても LXRα変異体発現ベクターを用いて PCR 反応を行い、

目的の変異体以外は増幅されないことを確認した (図 6)。これら設計した各プ

ライマーを用いてリアルタイム PCR反応を行い、各細胞株における LXRα変異

体の mRNA発現量を定量し、結果を図 7に示した。各 LXRα変異体の発現量を

比較した結果、測定した全ての細胞株で野生型 LXRα1が最も高発現していた。

LXRα3の発現は大腸癌由来CaCO2を除く細胞株でLXRα1の次に発現が高かっ

た。MG63細胞では、変異体の発現はほとんど認められなかった。また、CaCO2

細胞では LXRα4 が LXRα3 と比べ高発現していた。LXRα5 の発現は全ての細

胞株で非常に低かった。 

	 次にヒト正常組織における LXRα変異体の発現を調べるため、各組織由来

cDNA パネルを用いてリアルタイム PCR 反応を行った (図 8)。野生型 LXRα1

は肝臓、脾臓、精巣、膵臓、胸腺で高発現が認められた。LXRα3、LXRα4及び

LXRα5 の発現は肝臓、脾臓、卵巣、小腸、大腸で認められたが、LXRα1 と比

較するとそれらの発現量は非常に低かった。 

	 さらに、他の生物種における LXRα変異体発現の有無を検討するため、マウ

ス各組織における LXRα変異体の発現を調べた。ヒト野生型 LXRα1 (GenBank 

accession no. NC_000011.9) 及びマウス野生型 LXRα (GenBank accession no. 

NC_000068.6) のゲノム配列を比較し、ヒト LXRαのエキソンまたはイントロン

と同じ位置の配列を特異的に認識するプライマーを設計した。両生物間の遺伝

子配列を比較したところ、マウス LXRα遺伝子上ではイントロン 7 と相同性の

高い配列が確認できなかったため、本実験では LXRα3及び LXRα4の発現のみ

を検討した。リアルタイム PCRによるmRNA定量結果を図 9に示した。LXRα3、

LXRα4 は野生型マウス (WT) の肝臓、腎臓、腸管、脾臓、心臓、肺で弱い発

現が認められた。ヒト組織、細胞株の結果と異なり、マウスの組織では LXRα3

と比べ LXRα4 の発現量が高かった (図 9A)。また、Lxrα(-/-)/Lxrβ(-/-)マウスは
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LXRα のエキソン 4 から 7 を欠損しているため[22]、両 LXRα変異体発現は

LXRα1と同様にLxrα(-/-)/Lxrβ(-/-)マウスから採取した組織では発現が認められ

なかった (図 9B)。これらの結果から、ヒト組織または細胞株で３種類の LXRα

変異体 LXRα3、LXRα4及び LXRα5が野生型 LXRα1と比べ弱いものの mRNA

レベルで発現していることが示された。また、ヒトだけでなくマウス組織にお

いても２種類の LXRα変異体 LXRα3、LXRα4の mRNAレベルでの発現が確認

された。 

	 次に、ヒト細胞株 HaCaT または HepG2 細胞における各 LXRα変異体のタン

パク質発現を検討した。各細胞に３種類の LXRα発現をノックダウンする

siRNA (siLXRα-1, siLXRα-2, siLXRα/β)をトランスフェクションし、核画分を抽

出後、ウェスタンブロッティングを行い、抗 LXRα抗体を用いて内在性 LXRα

タンパク質を検出した。各変異体のアミノ酸配列からタンパク質の質量を算出

したところ、LXRα1は 50.4 kDa、LXRα3は 43.5 kDa、LXRα4は 57.3 kDa、LXRα5

は 39.5 kDaであった。図 10Aにおいて、HaCaT細胞では、50 kDa付近で検出

された LXRα1 は３種類の siRNA により発現は抑制された。LXRα3 は LXRα1

と比べ弱いながら 43 kDa 付近で検出された。LXRα3 発現は siLXRα-1 及び

siLXRα/βにより抑制されたが siLXRα-2 では抑制されなかった。これは、

siLXRα-1 がエキソン 5、6、8 に対する siRNA の混合物、siLXRα/βがエキソン

8に対する siRNAであるのに対し、siLXRα-2は LXRα3が欠損しているエキソ

ン 6に対する siRNAであるためである。LXRα4は 54 kDa付近に弱い発現が検

出され、siLXRα-2及び siLXRα/βにより抑制された。LXRα5と考えられるバン

ドは検出されなかった。HepG2細胞においても LXRα1は３種類の siRNAによ

り発現は抑制され、LXRα3は siLXRα-1及び siLXRα/βに、LXRα4は siLXRα-2

及び siLXRα/βにより抑制された (図 10B)。これらの実験結果から、２種類の

LXRα変異体 LXRα3、LXRα4 は、ヒト細胞株において mRNA 発現と同様に

LXRα1と比べ弱いながらタンパク質レベルでも発現していることが示された。 
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4-2.	 LXR合成リガンドによる LXRα変異体の mRNA発現変化 

	 過去の報告より、ヒト LXRαプロモーター上には LXREが存在し、マクロフ

ァージなどの細胞で LXR はリガンド依存的に直接自身の発現を誘導する

auto-regulation 機構が知られている[23,24]。この機構による各 LXRα変異体の

mRNA発現変化を調べるため、ヒト細胞株 HepG2、SW480、THP-1及びMCF-7

細胞に LXRの強い合成アゴニストである T0901317 [25]を処理し、24時間後の

各 LXRα変異体の mRNA 発現量を、リアルタイム PCR を用いて評価した (図

11)。LXRα1の発現はMCF-7細胞を除く HepG2、SW480、THP-1細胞でリガン

ド処理により増加した。同様に LXRα4、LXRα5 の発現量についてもこれらの

細胞株で増加が認められた。一方、LXRα3は SW480細胞で増加したが、HepG2、 

THP-1細胞では変化せず、MCF-7細胞ではむしろ減少した。これらの結果から、

各 LXRα変異体は細胞種の違いまたはリガンド処理によって異なる発現制御を

受けることが明らかとなった。 

 

4-3.	 LXRα変異体のリガンド依存性転写誘導活性評価 

	 各 LXRα変異体の転写因子としての機能を評価するため、HEK293 細胞を用

いてリガンド依存性転写誘導活性を評価した。HEK293 細胞に各 LXRα変異体

の発現プラスミドを導入後、24時間後に総タンパク質を抽出し、抗 FLAG抗体

を用いてウェスタンブロッティングを行ったところ、全ての LXRα変異体は理

論上の分子量付近で均等に過剰発現し、細胞内のタンパク質分解制御等を受け

ず、安定に発現することを確認した (図 12)。 

	 次に、上記の各 LXRα変異体の発現プラスミドを HEK293細胞に導入し、ル

シフェラーゼレポーターアッセイを行った。LXRαは RXRαとヘテロ二量体を

形成後、標的遺伝子プロモーター上のコンセンサス配列 (AGGTCA) が４塩基

隔てて順方向に並んだ direct repeat 4 (DR4) 及び１塩基隔てて逆方向に並ぶ

inverted repeat 1 (IR1) に結合する[26]。本実験では、ラット Cyp7a1プロモータ

ー上の LXRE (DR4) を３つ含むルシフェラーゼレポーター rCYP7A1-DR4x3-	 

tk-LUC またはAGGTCA配列の IR1を３つ含む人工的レポーター (IR1x3-LUC)
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を使用した。 

	 rCYP7A1-DR4x3-tk-LUC を用いて T0901317 による転写誘導活性評価を行っ

たところ、RXRα非導入下 (内在性RXRを利用) では野生型 LXRα1は T0901317

処理濃度依存的に強く転写活性を増加させた (図 13A上)。新規 LXRα変異体の

うち、LXRα4は LXRα1と比べ弱い転写活性を誘導したのに対し、LXRα5は転

写活性を認めなかった。LXRα3は過去の報告と一致し転写活性は認めなかった

[12]。RXRαを導入すると、LXRα1は T0901317非依存性転写活性を増加させた 

(図 13A下)。LXRα4は T0901317依存性転写活性を増加させたが LXRα3, LXRα5

による転写活性は認められなかった。同様の実験を IR1x3-LUCレポーターを用

いて行った結果、RXRαの導入の有無も含め DR4レポーターとほぼ同様の傾向

が観察された (図 13B)。 

	 次に、LXRα変異体の転写誘導活性に対する別の LXRリガンドの効果につい

て検討した。合成アゴニストである GW3965 は、T0901317 が別の核内受容体

pregnane X receptorなどにも作用するのに対し[27]、LXR選択的リガンドとして

報告されている[28]。rCYP7A1-DR4x3-tk-LUC レポーターを用いて転写誘導活

性を評価したところ、T0901317 の効果と同様に、GW3965 及び LXR 天然リガ

ンドであるオキシステロール、24(S),25-epoxycholesterol (EC)、  22(R)-hydro- 

xycholesterol (22R) は LXRα4の転写活性化を示したが、その効果は LXRα1よ

りも弱かった (図 14A-C)。またこれらのリガンドもまた LXRα3 及び LXRα5

を転写活性化しなかった。オキシステロール 22(S)-hydroxycholesterol (22S) 及び

不飽和脂肪酸アラキドン酸 (arachidonic acid, AA) 及びリノレン酸 (linolenic 

acid, LA) は LXR アンタゴニストとして機能することが報告されている

[29,30,31]。これらの LXR アンタゴニストはいずれの LXRα変異体も活性化し

なかった (図 14D-F)。これらの結果から、新規 LXRα変異体のうち、LXRα4の

みが弱い転写誘導活性を保持することが複数のリガンドを用いたアッセイによ

り示された。 
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4-4.	 LXRα4の転写誘導活性に対する LXRアンタゴニストの効果 

	 図 13,14に示すように、転写活性化能を有する LXRα4についてアンタゴニス

ト活性を評価した。図 14で用いた LXRアンタゴニスト 22Sまたは AAは、各

アゴニスト (T0901317, GW3965, EC, 22R) により誘導された LXRα1の転写活

性を濃度依存的に抑制した (図 15)。また、アゴニストにより誘導された LXRα4

の転写活性についても同様に抑制した。これらの結果から、LXRα4の転写誘導

活性は LXRアンタゴニストにより抑制されたことから、野生型 LXRα1と同様

の機構で転写制御が行われることが示唆された。 

 

4-5.	 LXRα変異体の細胞内局在の評価 

	 転写因子が機能するためには核での局在が不可欠である。VDRなどの一部の

核内受容体はリガンドによって細胞質から核へ移行するシグナルが働いている

のに対し[32]、LXRは、ラットのマクロファージに発現する LXRをモノクロー

ナル抗体で免疫染色したところ、内在性 LXRは通常核に局在することが報告さ

れた[33]。そこで、LXRα変異体の細胞内局在を観察するため、各 LXRα変異体

のアミノ末端側に EGFP をつないだ EGFP-LXRαキメラベクターを作製した。

Cos-7 細胞に各 EGFP-LXRα変異体を導入し、24 時間後、細胞を固定しマーカ

ーとして核を DAPI で染色後、蛍光顕微鏡を用いて観察したところ、コントロ

ールである単独の EGFP は細胞質及び核に存在していた  (図 16)。一方、

EGFP-LXRα1 を導入すると、EGFP-LXRα1 は核に局在していた。EGFP-LXRα

変異体はいずれも EGFP-LXRα1と同様に核での局在が観察された。これらのこ

とから、転写誘導活性を持たない LXRα3、LXRα5 を含む各 LXRα変異体にお

いても、野生型 LXRα1 と同様に通常核内に存在し、変異による細胞内局在に

変化は認められなかった。 

 

4-6.	 LXRα変異体のβ-catenin転写抑制活性評価 

	 我々はこれまでの研究から、canonical Wnt- β-cateninシグナル経路が恒常的に

活性化した大腸癌細胞において、LXR がリガンド依存的にβ-catenin に結合し、
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β-catenin による転写誘導活性を抑制することを報告した (図 17)[11]。そこで、

このLXRのβ-catenin転写抑制機構に対するLXRα変異体の効果をルシフェラー

ゼレポーターアッセイにて検証した。TCF-binding element (TBE) を４つ含むレ

ポータープラスミド TOPGLOWを導入すると内在性の転写因子 TCFが TBEに

結合し、さらにβ-cateninが TCFに結合することで転写活性を誘導することが知

られている。コントロールベクターを導入しても活性は認められないが(図

18A)、図 18Bに示したように野生型β-catenin (β-catenin-WT) を発現させると転

写活性が誘導され、さらに核外移行に必須なリン酸化を受けるセリン残基をア

ラニンに変異させた核内安定型β-catenin (β-catenin-MT) を発現させるとその転

写活性はさらに増強された (図 18C)。LXRα1 はリガンド依存的にこれらの

β-catenin の活性を抑制したが、他の LXRα変異体については抑制効果が認めら

れなかった。これらの結果から、LXR転写誘導活性を有した LXRα4は LXRα1

とは異なりβ-catenin転写抑制効果は示さず、その効果には選択性が認められた。 

 

4-7.	 VP16-LXRα変異体の転写誘導活性評価の検討 

	 LXRα変異体と RXR、コファクタータンパク質との相互作用を評価するため、

ヘルペスウイルスの転写因子 VP16 ドメイン (78 アミノ酸) をアミノ末端側に

つないだ VP16-LXRαキメラベクターを作製した。作製した各ベクターを

HEK293 細胞に導入し、総タンパク質を抽出し、FLAG タグを認識するモノク

ローナル抗体を用いてウェスタンブロッティングを行った。図 19に示すように、

全ての VP16-LXRα変異体タンパク質の発現を確認した。 

	 次に、作製したベクターを用いて VP16-LXRα変異体の転写誘導活性を評価し

た。これまでの報告から、VP16-核内受容体は DNA上の応答配列に結合すると

VP16 を介するメカニズムでリガンド非依存的に転写誘導活性を示すことが知

られている。そこで、rCYP7A1-DR4x3-tk-LUCレポーターを用いて VP16-LXRα

変異体の転写誘導活性を評価した。その結果、VP16-LXRα1は非リガンド依存

的な転写活性を示し、リガンドにより転写活性は若干増強した (図 20A上)。こ

の結果はVP16-LXRα1がレポーター上のLXREに結合していることを示してい
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る。LXRα変異体のうち、VP16-LXRα4 はリガンド依存性の弱い転写活性を示

し、VP16-LXRα5はリガンド非依存性の非常に弱い転写活性を示した。同じ実

験を IRx3-tk-LUCレポーターを用いて行ったところ、全く一致する結果が得ら

れた (図 20B上)。さらに、RXRαを共に導入すると、図 20A上図で認められた

VP16-LXRα1、VP16-LXRα4、VP16-LXRα5の活性はさらに増強された (図 20A

下, 20B下)。VP16-LXRα1に関してはリガンド依存性が消失した。また、RXRα

によって VP16-LXRα4のリガンド非依存的な転写活性が増加した。これらの結

果から、VP16-LXRα1 はリガンド非存在下でも DNA に結合すること、

VP16-LXRα3は DNAに結合しないこと、VP16-LXRα4は DNAに結合できるが

リガンド及び RXR が必要であること、VP16-LXRα5 はリガンド非依存的に非

常に弱く DNAに結合することが示された。 

 

4-8.	 LXRα変異体の DNA結合能評価 

	 次に、LXRα変異体の DNA上に存在する LXREへの directな結合を調べるた

め、EMSAアッセイを行った。 

	 始めに in vitroで合成した LXRα1を用いて SREBP-1cプロモーター上に存在

する LXRE への結合を評価した。ヒト SREBP-1c プロモーターには２種類の

LXRE (LXREaまたは LXREb) が存在するが[18]、本実験では LXREaについて

検討した。図 21Aより、LXRα1は RXRαとの共存下でのみ LXREへ結合した。

また、LXRα抗体を加えたところバンドはスーパーシフトした。さらに、競合

阻害分子として過剰量の非ラベル体プローブを加えるとバンドは消失した。こ

れらの結果から、LXRα1-RXRαは LXREに特異的かつ直接結合することが示さ

れた。次に、各 LXRα変異体について検討した。LXRα1と同様に RXRα存在下

で検討したところ、いずれの変異体についても LXREへの結合は認められなか

った。また、リガンドによる効果も認められなかった (図 21B)。さらに、図 20

において VP16-LXRα5 に転写誘導活性が認められたことから、LXRα5 に関し

ては SREBP-1cプロモーターの LXREb、CYP7A、FASのプロモーター上の LXRE 

[18,19,12] についても検討したところ全ての LXREについて LXRα1-RXRαの結
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合が認められたが、LXRα5の結合は観察できなかった (図 21C)。 

 

4-9.	 LXRα変異体と RXRαのヘテロ二量体形成能の検討 

	 LXR 転写活性化機構において、RXR とのヘテロ二量体形成は必須な過程で

ある。そこで、LXRα変異体と RXRαとの相互作用を評価するため、HEK293細

胞に VP16-LXRα変異体と GAL4-RXRαを過剰発現させ、mammalian two-hybrid

アッセイを行った。VP16-LXRα1 は GAL4-RXRαとリガンド非依存的に強く結

合し、T0901317処理の効果は観察されなかった。VP16-LXRα4と GAL4-RXRα

との相互作用はリガンド依存的に弱く誘導された。VP16-LXRα3 及び

VP16-LXRα5 はリガンド処理の有無に関わらず GAL4-RXRαとの結合は示さな

かった (図 22A)。次に、GAL4 キメラ体と VP16 キメラ体を逆の組み合わせ、

すなわち GAL4-LXRα変異体と VP16-RXRαとの相互作用を同じく mammalian 

two-hybridアッセイにより検討した。GAL4-LXRα1と VP16-RXRαの相互作用は

図 22Aと同様に、リガンド非依存的に強い相互作用を示した。また、リガンド

処理により若干相互作用は増強した。全ての GAL4-LXRα変異体は VP16-RXRα

との相互作用を示さなかった (図 22B)。これらの結果より、LXRα4に関しては

LBDのみをGAL4につないだキメラ体では RXRαとのヘテロ二量体を形成でき

ないことが示唆された。 

 

4-10.	 LXRα変異体とコファクタータンパク質との相互作用の検討 

	 核内受容体は、通常リガンド非結合時には、N-CoRや SMRTなどのコリプレ

ッサー類と結合しており、それらのタンパク質はリガンド結合によりすみやか

に解離する。リガンドが受容体の LBDに結合するとタンパク質の立体構造変化

を起こし、(LXRの場合、RXRとのヘテロ二量体形成を経て) SRC-1 や DRIP205

などのコアクチベーター類を動員し、大きな転写複合体を形成する。これら受

容体とコファクターとの結合には、コファクタータンパク質の相互作用ドメイ

ンに存在する”LXXLLモチーフ”と呼ばれる規則的な配列が必要である[34]。 

	 そこで、各 LXRα変異体とコファクターとの相互作用を解析するため、
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HEK293 細胞に GAL4 と LXXLL 配列を含むコファクター相互作用ドメインと

のキメラ体  (GAL4-コファクター ) 及び各 VP16-LXRα変異体を導入し、

mammalian two-hybridアッセイを行った。まず、RXRαを過剰発現しない条件で

は、VP16-LXRα1はリガンド非依存的に GAL4-SRC-1や GAL4-DRIP205と相互

作用し、リガンド存在下でその結合を増強させた。VP16-LXRαの変異体はいず

れもリガンド処理の有無に関わらずコアクチベーターとの相互作用を起こさな

かった (図 23A左, 23B左)。次に、LXRとコアクチベーターとの結合における

RXR の影響を検討するため、RXRαを過剰発現し、同様の実験を行った。

VP16-LXRα1はリガンド非存在下で GAL4-SRC-1と結合し、リガンドによって

その相互作用を増強させた。VP16-LXRα1 は、RXRαによってリガンド非依存

的な GAL4-DRIP205との結合を増強させ、リガンドによる更なる効果は観察さ

れなかった。VP16-LXRα4は RXRαによって GAL4-SRC-1と弱い相互作用を形

成し、リガンドによってわずかに結合を増強させた。また、VP16-LXRα4 は

GAL4-DRIP205 とも弱く結合し、リガンドによる相互作用の増強効果が認めら

れた (図 23A左, 23B左)。これらの結果から、VP16-LXRα4は VP16-LXRα1と

比べ、弱いながらコアクチベーターとの結合能を保持していることが示された。

しかしながら、RXRα過剰発現下においても VP16-LXRα3、VP16-LXRα5 とコ

アクチベーターとの相互作用は観察されなかった。次に VP16-LXRα 変異体と

コリプレッサーの相互作用について検討した。野生型 VP16-LXRα1 は、

GAL4-N-CoR と結合し、リガンドによって相互作用は減弱された。また、

VP16-LXRα1 は、GAL4-SMRT とも相互作用を形成したが、リガンドによる減

弱効果は観察されなかった。VP16-LXRα変異体の中で、VP16-LXRα5のみがリ

ガンド非依存性に弱くGAL4-N-CoR及びGAL4-SMRTと結合した (図 24A-B)。

これらの結果から、VP16-LXRα5はコリプレッサーと相互作用する能力を保持

することが示された。 

 

4-11.	 LXRα変異体の LXRα1に対するドミナントネガティブ効果の検討 

	 各 LXRα変異体の野生型 LXRα1 に対するドミナントネガティブ効果を検討
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した。以前に同定された LXRα3 については既にドミナントネガティブ効果を

持たないことが報告されている[12]。そこで、HEK293細胞を用いてルシフェラ

ーゼレポーターアッセイを行い、LXRα1により誘導されるリガンド依存性転写

誘導活性に対する LXRα変異体の影響を評価した。図 25Aに示すように、LXRα4

または LXRα3を過剰量トランスフェクションしても、LXRα1による活性は抑

制されなかった。一方、LXRα5についてはトランスフェクション濃度依存性に

LXRα1の転写誘導活性は抑制された。これらの結果から、LXRα5のみが LXRα1

に対しドミナントネガティブ機能を有することが示された。 

	 次に、内在性 LXRに対する各 LXRα変異体のドミナントネガティブ効果を調

べるため、SW480細胞にコントロールベクターまたは各 LXRα変異体発現プラ

スミドを導入し、T0901317 処理 24 時間後の LXR 標的遺伝子 SREBP-1c 及び

ABCA1の mRNA発現量を、リアルタイム PCRを用いて定量した。コントロー

ルベクターを導入すると、内在性 LXRにより SREBP-1c及び ABCA1の mRNA

発現がリガンドにより誘導された (図 25B)。LXRα1を過剰発現すると、両遺伝

子発現は有意に増強された。これは導入した LXRα1が内在性 SREBP-1cもしく

は ABCA1プロモーターに結合し、転写因子として機能したことを示している。

これに対し、LXRα5 を過剰発現させるとどちらの遺伝子も発現量が減少した。

LXRα3、LXRα4の導入による遺伝子発現量の変化は認められなかった。これら

の結果から、各 LXRα変異体のうち、LXRα5 は内在性 LXR に対してもドミナ

ントネガティブ体として機能することが明らかとなった。 

	 更に、上記実験で観察された LXRα5の LXRα1に対するドミナントネガティ

ブ効果に対する LXRアンタゴニストの影響を検証した。HEK293細胞に LXRα1

と LXRα5をトランスフェクションし、LXRアゴニストとして GW3965または

EC を処理した。同時に LXR アンタゴニストである 22S、AA を処理し、ルシ

フェラーゼレポーター活性を測定した (図 25C)。アゴニストのみを処理すると

LXRα5濃度依存的な LXRα1に対するドミナントネガティブ効果が観察された。

アンタゴニストを同時に処理すると、その抑制効果はさらに増強された。 
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4-12.	 LXRα変異体タンパク質の構造予測 

	 これまでの細胞株を用いた実験から、転写レベルにおいて各 LXRα変異体に

はリガンド結合による RXR とのヘテロ二量体形成、コファクターのリクルー

トメントを経て DNA の応答配列へ結合する過程に選択性があることが示唆さ

れた。これらの結果を分子構造学的に考察するため、LXRα変異体 LBDのドッ

キングモデルを作製し、各変異体の構造予測を試みた。 

	 ヒト LXRα-LBD (LXRα1-LBD) の X線結晶構造は、リガンドとして T0901317

が結合し RXRβ-LBD、glucocorticoid receptor-interacting protein (GRIP-1) ペプチ

ドと複合体を形成した構造として、2003 年に Svensson らにより初めて報告さ

れた[21]。図 26Aにその X線結晶構造 (PDB file; 1uhl) を示した。他の多くの

核内受容体と同様に LXRα-LBDもまた高度に保存された 10つのα-へリックス

と２つのβ-シートを含む３層α-ヘリックス (helix, 以下 H) サンドイッチ構造

を形成し、リガンドとの相互作用に必須であるH12 (AF-2ドメイン) を有する。

LXRαと T0901317 との結合にはヒスチジン残基 His421 との水素結合が必須で

あり、また H12に位置するトリプトファン残基 Trp443も hydrogen donorとし

て存在する。RXR との相互作用には H7、9、10 がヘテロ二量体インターフェ

ースとして機能する。多くの核内受容体には H3 のカルボキシル末端側にリジ

ン (Lys) 残基が、H12にグルタミン酸 (Glu) 残基が保存されて存在し、この陽

電荷 (Lys) 及び陰電荷(Glu)を帯びた２つの残基は”charge clamp”を形成し、コ

ファクタータンパク質に存在する LXXLL モチーフの適切な位置での相互作用

形成に必須であることが報告されている[35]。 別の核内受容体 VDR において

も、遺伝性 VDR変異によるビタミン D抵抗性２型くる病患者の VDRミスセン

ス変異 (Glu420Lys) は charge clampを形成できず、コアクチベーターとの相互

作用、VDR の転写活性化を阻害することから H12 の Glu 残基が必須であるこ

とが示されている[36]。ヒト LXRα1においてもこの２つの残基は保存されてお

り、それぞれ Lys273及び Glu441に該当し、GRIP-1ペプチドと安定な相互作用

を形成している[21]。 

	 上述の LXRα-LBDの構造を元に、まず転写誘導活性を持たない LXRα変異体
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LXRα3及び LXRα5の構造を考察した。LXRα3はエキソン 6からコードされる

60アミノ酸を欠損しているが、この領域は LBDのコア部分である H3及び H4-5

に該当する。したがって、LBDは基本的なポケット構造を維持することができ

ず、リガンドとの結合も不可能であることが示唆された。この推測は、細胞レ

ベルで行った全てのアッセイにおいてネガティブであった結果と一致し、

LXRα3を同定した Chenらの報告においても同様の見解が述べられている[12]。

LXRα5は、イントロン 7途中の終止コドンの出現により、結果としてエキソン

8以降を全て欠損するタンパク質として合成される。AF-2ドメインを欠損した

LXRα5はリガンドと結合できず、その結果転写誘導活性が認められない。ただ

しカルボキシル末端以外は LXRα1 と同一であるため、コリプレッサーとの相

互作用や、LXRα1に対するドミナントネガティブ効果を保持する可能性が示唆

された。 

	 次に、弱い転写誘導活性が認められた LXRα4 の構造を予測するため、単量

体における LXRα4-LBDの構造予測を試みた。すでに PDBに登録されているヒ

ト LXRβ-LBD の構造  (PDB file No. 1p8d)[20]を鋳型とし、SWISS-MODEL 

work-space を用いて LXRα4-LBD モノマーモデル M1 を作製した。なお、ヒト

LXRαと LXRβにおける LBDの相同性は 75%、全体の相同性は 54%である[37]。

SYBYL7.3 software を用いて論文[21]の構造から T0901317 を抽出し、M1 に

merge した。得られた複合体を minimize し、図 26B に示すモデル M2 を得た。

M2 より、LXRα4 のイントロン 6 に相当する挿入部分は H10-11 の手前から外

へ飛び出し、β-シート及びα-ヘリックス構造を形成し、H8の下から再びポケッ

ト内へ入る構造が得られた。ラマチャンドランプロットを作製した結果、この

モデルがエネルギー的に安定であることは確認できたが、RXRと二量体を形成

することは極めて難しいことが示された。 

	 しかしながら、mammalian two-hybridアッセイの結果では LXRα4が弱く RXR

とヘテロ二量体を形成できることが示唆されたことから (図 22)、この結果を裏

付けるため M2 のイントロン部分に位置するセリン残基 Ser282 の二面角 (ψ

[psi], φ[phi]) を分子エネルギー的に安定な範囲内で回転させ、LXRα4-LBDと
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RXRβ-LBDがヘテロ二量体を形成できるモデルの作成を試みた。Ser282の二面

角を回転したモデルに、論文[21]より RXRβ-LBD と T0901317 を抽出し merge

させた。得られた複合体の minimizationは RXRβ-LBD, T0901317を固定して行

い、モデル M3 を図 26C に示した。LXRα4 のイントロン 6 に相当する部分は

M2と比べて前方に飛び出した形となり、RXRとのヘテロ二量体形成能を有す

ることが示唆された。また、M3モデルにおいて minimizationによる LBD全体

の大きな構造変化は認められなかった。更に LXRα4 とコアクチベーターとの

相互作用についても M3 モデルを用いて検討した。文献[20]より SRC-1 の

LXXLL モチーフを含むペプチドを抽出し、M3 モデルに merge させ、モデル

M4 を得た。図 26D より、merge させた SRC-1 ペプチドの両端に charge clamp

を形成する 2つのアミノ酸残基 Lys273及び Glu441が位置しており、LXRα4は

コファクタータンパク質との相互作用が形成できることが示唆され、これは

mammalian two-hybridアッセイの結果と一致した。また、LXRα4と RXRがヘ

テロ二量体を形成できる可能性として LBD以外の相互作用が示唆された。2008

年に DNA に結合した核内受容体 peroxisome proliferator-activated receptor γ 

(PPARγ) と RXRαのヘテロ二量体の X線結晶構造が報告された[38]。この X線

結晶構造では、PPARγと RXRとの相互作用は LBD同士間のみで起こるもので

はなく、PPARγ-LBDのβ-ストランド領域が RXRα-DBDの方向に位置し、両者

が弱く相互作用することを示していた。これより、RXRとヘテロ二量体を形成

する他の核内受容体についても同様の傾向が示唆され、LXRα4についても LBD

と RXR-DBDのみで弱く相互作用している可能性が示唆された。 
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第５章	 考	 察 
 

	 本研究において、２種の新規ヒト LXRαスプライシング変異体 LXRα4、

LXRα5 を同定し、発現及び機能解析を行った。細胞株を用いた実験によって

LXRα4はリガンド依存性転写誘導活性、RXRとの二量体形成、DNAとの結合、

コファクタータンパク質との相互作用能を保持することが明らかとなった。し

かし、その効果は LXRα1 と比べ効果は弱かった。分子モデリングにより

LXRα4-LBD のタンパク質構造をシミュレーションした結果、イントロン 6 の

63 アミノ酸の挿入により、RXR との二量体形成が可能ながら不安定であるこ

とが示唆された。また、LXRα4の機能はリガンド処理により増強されたことか

ら、リガンドの LBDへの結合がタンパク質全体の安定化をもたらすことが示唆

された。 

	 LXRα5はリガンド結合に必須であるAF-2ドメインを含む 91アミノ酸を欠損

するため、転写誘導活性、RXR との二量体形成能が認められなかった。一方、

DNA、コリプレッサータンパク質との弱い結合が認められ、LXRα1 活性を競

合阻害することが明らかとなった。これは、カルボキシル末端は失われたもの

の、DBDを含む前方の配列は全て保存されていることが機能の一部分を保持し

ている理由と考えられる。 

	 LXRα3 は本研究によって、LXR 転写制御における過程での機能が全て失わ

れていることが示された。EMSA法により LXRα変異体の直接的な LXREへの

結合を評価したところ、全ての変異体でDBDは保存されているにも関わらず、

結合は確認できなかった。Chen らの報告では LXRα3 の FAS プロモーター上

LXRE への結合が観察されたことから[12]、実験条件の違いによりタンパク質

の安定化に変化が生じている可能性が示唆された。 

	 各 LXRα変異体の mRNA発現量を定量した結果、ヒトまたはマウス正常組織

において LXRα3、LXRα4、LXRα5の発現は LXRα1と比べ非常に低かった (図

8,9)。また、がん細胞株ではMCF-7、NT2-D1、SK-N-SH細胞では変異体の発現

の割合が比較的高かったが、いずれも LXRα1と比べると発現量は低かった (図



 

 31 

7)。LXRα2 は精巣での発現が LXRα1 よりも高いことが報告されたが[12]、本

研究では各変異体が pre-dominant に発現する組織を見つけることはできなかっ

た。しかし、細胞や組織、正常もしくはがん細胞などにより、変異体の発現パ

ターンが異なることから、LXRα遺伝子のスプライシング制御は組織または細

胞選択的に行われていることが示唆された。また、ヒト正常組織と比較すると、

がん細胞株において野生型 LXRα1 に対する各変異体の発現比率が高いことか

ら(図 7, 8)、変異体発現増加とがんとの関連が示唆される。核内受容体エストロ

ゲン受容体 β及び PPARγにおいて報告されたスプライシング変異体は、ともに

野生型に対しドミナントネガティブ効果を有するが、両変異体はがん組織また

は細胞から同定された[39,40]。よって、がん細胞において各 LXRα変異体、特

に LXRα5 が増加し細胞内代謝系に影響を及ぼす可能性は示唆されるが、変異

体の発現増加に伴いがん化が進展するのか、もしくはがん化の結果発現が増加

するのかという点はスプライシング機構が複雑に制御されているため未だ不明

であり、今後の課題である。 

	 RNAスプライシング反応は serine/arginine-rich (SR)タンパク質や small nuclear 

ribonucleoproteins (snRNPs) などのメディエーターによって厳密に制御されて

おり、これらが破綻するとがんや神経疾患などに関与することが知られている

[13,41]。核内受容体であるレチノイン酸受容体のリガンド all-trans retinoic acid

が神経芽腫細胞においてSRタンパク質SC35の発現を介してプロテインキナー

ゼ Cδの選択的スプライシングを制御するという報告もあるため[42]、LXRリガ

ンド及び LXR タンパク質とスプライシング制御機構との関連についても今後

の課題としてあげられる。さらに、近年異常な mRNA を分解する機構として、

ナンセンスコドン介在性 mRNA 分解機構 (non-sense-mediated mRNA decay, 

NMD) が注目されるようになった。NMDは、遺伝子変異により mRNAの正常

な終止コドンの位置よりも上流に終止コドンが出現するとナンセンスコドンと

して認識し mRNAが翻訳される前に分解することで RNAの品質を維持してい

る[43]。LXRα5はイントロン 7中に終止コドンが出現した変異体であり、他の

変異体と比べ mRNA発現量が非常に低いことから NMDに代表される RNAの
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品質管理機構によって通常細胞内で分解されている可能性が示唆される。 

	 LXR は生体内でコレステロールや脂質のバランスを調節する重要なメディ

エーターである。LXRα5のようなドミナントネガティブ変異体の発現が上昇す

ると、体内のコレステロールバランスを保つことができなくなる。特に、LXRα

は肝臓におけるコレステロール排出、末梢組織からのコレステロール逆転送系

に主に関わることが報告されているため、LXRの機能不全により各組織でのコ

レステロール蓄積、それに伴う細胞障害、動脈硬化を発症する危険性が示唆さ

れる。本研究では、発現は低いながらも選択的機能を持つヒト LXRαスプライ

シング変異体 LXRα4, LXRα5を同定した。特に、LXRα5は LXRα1の機能を阻

害するため、LXRが関与する循環器疾患やメタボリックシンドロームのターゲ

ットとなりうることから、スプライシング制御機構が治療ターゲットとなる可

能性が見出された。 
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第７章 まとめ 
 

	 選択的スプライシングは多種多様なタンパク質を生み出し、最近のハイスル

ープット配列解析技術の進歩により、複数のエキソンを持つ遺伝子の 95%以上

が選択的スプライシングを受けていることが明らかとなっている[44]。その一

方で、スプライシング異常により選択的に生み出された一部の変異体はがんな

どの様々な疾患との関与が示唆されている。本研究では、ヒト LXRαにおいて、

選択的スプライシングにより産生される２種類の変異体を同定し、いずれも

LXRの機能を選択的に維持することが明らかとなった。また、野生型 LXRαの

機能を阻害する変異体の存在が明らかとなったことから、スプライシング制御

機構が LXRの関与する疾患に対するターゲットとなりうる可能性を見出した。 
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表・図 

 
表 1	 サーマルサイクラーPCRに用いたヒト LXRαプライマー配列 

プライマー名 配	 列 

Fw 	 	 5’-CAT GGA CAC CTA CAT GCG TC-3’ 4-8 プライマー 
Rev 	 	 3’-CAA GGC AAA CTC GGC ATC A-5’ 

Fw 	 	 5’-GGT GAA GAC CTC TGG GAT CG-3’ 6-8 プライマー 
Rev 	 	 3’-CAA GGC AAA CTC GGC ATC A-5’ 

 Fw; forward, Rev; reverse 

 

表 2	 リアルタイム PCRに用いたプライマー配列と増幅サイズ (ヒト) 

遺伝子 [accession No.] 配	 列 (bp) 

LXRα1 Fw 5’-CTG CGA TCG AGG TGA TGC TT-3’ 

[NM_005693] Rev 3’-CAA GGC AAA CTC GGC ATC A-5’ 
197  

LXRα3 Fw 5’-TGA AGC GGC AAG AGG AGG AA-3’ 

[NM_001130101] Rev 3’-GAA GCA TCA CCG TGA CTC GA-3’ 
166  

Fw 5’-CGT TTG AGG TTT GCT GCT TG-3’ 
LXRα4 

Rev 3’-CAA GGC AAA CTC GGC ATC A-5’ 
233  

Fw 5’-CTG CGA TCG AGG TGA TGC TT-3’ 
LXRα5 

Rev 3’-GCT GCA TTG AGC CAT GAT TG-5’ 
155  

SREBP-1c Fw 5’-GCG CCT TGA CAG GTG AAG TC-3’ 

[NM_004176] Rev 3’-GCC AGG GAA GTC ACT GTC TTG-5’ 
 

ABCA1 Fw 5’-AAT CCT GAC CGG GTT GTT CCC-3’ 

[NM_005502] Rev 3’-CCG CCT TCA CGT GCT TCT CA-5’ 
200  

GAPDH Fw 5’-ACT TCG CTC AGA CAC CAT GG-3’ 

[NM_002046] Rev 3’-GTA GTT GAG GTC AAT GAA GGG-5’ 
139  

	 Fw; forward, Rev; reverse 
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表 3	 リアルタイム PCRに用いたプライマー配列と増幅サイズ (マウス) 

遺伝子 [accession No.] 配	 列 (bp) 

LXRα1 Fw 5’-CTG CAA TCG AGG TCA TGC TT-3’ 

[NM_013839] Rev 3’-GCA GAG CAA ACT CAG CAT CA-5’ 
198 

Fw 5’-TGA AGC GGC AAG AAG AGG AA-3’ 
LXRα3 

Rev 3’-CTC TCC AGA AGC ATG ACC GT-5’ 
189 

Fw 5’-CCT GTC TGA AAG ATG CTG CT-3’ 
LXRα4 

Rev 3’-GCA GAG CAA ACT CAG CAT CA-5’ 
216 

GAPDH Fw 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA G-3’ 

[NM_008084] Rev 3’-GAT GCA GGG ATG ATG TTC-5’ 
176 

	 Fw; forward, Rev; reverse 
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図 1	 LXRによる転写制御機構 

 

 

	 LXR リガンドであるオキシステロールは細胞核内に取り込まれると LXR の

LBDに結合する。リガンドが結合した LXRは立体構造変化を起こし、RXRと

ヘテロ二量体を形成する。SRC-1などのコアクチベータータンパク質群と大き

な転写因子複合体を形成し、プロモーター上の LXREに結合し、標的遺伝子の

発現を誘導する。 
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図 2	 ヒト LXRαスプライシング変異体の構造 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 ヒト LXRαの mRNA は 1 から 10 のエキソンで構成され (エキソン１は非翻

訳領域)、各変異体 LXRα3、LXRα4、LXRα5は LBDに変異が存在する。LXRα3

はエキソン 6が欠損し、LXRα4はエキソン 6と 7の間のイントロン (イントロ

ン 6) が含まれる。LXRα5はエキソン 7と 8の間の一部のイントロン (イント

ロン 7) を含む。 
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図 3	 ヒト LXRαスプライシング変異体のアミノ酸配列 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 野生型 LXRα1タンパク質は 447アミノ酸で構成されるが、LXRα3はエキソ

ン 6の欠損により 60アミノ酸を欠損する。LXRα4はイントロン 6の挿入によ

り 64 アミノ酸が増加する。LXRα5 はイントロン 7 を含むが、途中に in frame

で終止コドン TGA が存在するため、以降のアミノ酸が翻訳されない。結果、

91アミノ酸が欠損したタンパク質となる。 
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図 4	 ヒト LXRα遺伝子配列 (GenBank accession no. NC_000011.9より引用) 

 

	 各エキソンを灰色、splice donor site (GT)、splicing acceptor site (AG) をそれぞ

れ赤色で示した。イントロン挿入部分は青色で示した。ATG及び TGAはそれ

ぞれ開始コドン、終止コドンを示した。 

 

AGGAGGGGAG GGCTGTGGTC ACCAGGCAGG AAGGAGGGGT GGCCTGACCC CTCGGCAGTC CCTCCCCTCA GCCTTTCCCC 

AAATTGCTAC TTCTCTGGGG CTCCAGGTCC TGCTTGTGCT CAGCTCCAGC TCACTGGCTG GCCACCGAGA CTTCTGGACA 

GGAAACTGCA CCATCCTCTT CTCCCAGCAA GGGGGCTCCA GAGACTGCCC ACCCAGGAAG TCTGGTGGCC TGGGGATTTG 

GTGGGTCTGC TCCTTAGCAG TGGCCTGGGG CTCTGTGTGT GTATCTGGGG TGGGGTCGGG GAATGTCCTA AGGATCTGAG 

AAGGGGGTTT CTGGGGAGAA GTGAGGGGTG ATGGTGATGG AAGCTTGGGA CAGGAGCAGG ACTCTGGGTC CCAGAATAAC 

TCATGAGGGG CTCAGGGGAG GAGGTCCTCT ATGTGAATTG GGGAGATTCT TGGAGACAGG TTTGTGCTGG GACCCTGGAA 

AGTGGCACGA GCGAGGTTCT CTAATAAGCA GCGTGTTTCA CTGGGTGGAG TGAGCTGTCC TCAGTGTTGG AGTGAGGGGG 

AAGGGGCCCA AGAGAAGCAG GGCAGATGCA CCCAAACATT CCCTGCTGGC CTGGAGGGGA CTTTGGGGGA GAAAAGCCGG 

CACGGTGGCT GGGAGCCCAG ACTTTGGAGT CAGAGGAGGG TTGGAGTCTT GACTCTACCG CCGCCTAACT GTGTGACCAT 

AGTTACTTAA TCTCTTTGAA CCTCAGTTTG CTTATCTGTA AAATGAGTTT AAGAATAGTC CTGAGCCAGG AGCAGTAGCG 

TGCGCCCATA ATCTCAGATA CTCAGGAAGC TGAAACCTGA TTGCTTCAGC CCAGTAGTTT GAGGCGATAG TGTCCTATTA 

TTGCACCTGT GAATAGCACT GAGTTCCAGC CTGGGCAACA TAGAGAGACC CCATCTCAAA AAAAAAATTA ATAGTTTTGA 

CCTCAGAGGG ATATTATGAG GAAAGCACAT AAAGCCTTAT AACAGGCTGG GCGCAGTGGC TTACTCCAAT AATCCCCACA 

CTTTGGGAGG CCCAGGTGAG AGGATCACTT GAGCCCAGGA ATTCCTAGAC TAGCCTGGGC AAAATAGGGA GAACCTGTCT 

CTAAAAAACA TAATAGTAAT ATAATAAAGC CTTAGTACAG GCTAATATAT GGCAAGTAAA TGTTAGCTGA TATTGTTGAT 

ATTGATAAAA GGGAGGATCA GGTGGAGAAG GGAGCTGAGG CCAGAAAGGA GCCCAGTTCT AGAAGAGTAT AATCTGGGTC 

CTTCCTGCAG GACAGTGCCT TGGTAATGAC CAGGGCTCCA GGAAGAGATG TCCTTGTGGC TGGGGGCCCC TGTGCCTGAC 

ATTCCTCCTG GTAAGCTTCA TTCCATCCCT CTCCCCTGAG CCCAGACCGC AGGCTCCACG CCTCCTGTAG GAATCAGCCT 

CCTTCATTAC CTGCCTTCTT CCTTCCTCCA GAGAGCAGTC CAGAGTCATT CTTAGTCGTG CTTGCCTCCC GCCCAGATCA 

CCTCTCCCCT GGTTCCAGTG CCTGGCCCTT GCAGGCACCC GCCCAGTCCT CCCCAGTCTG GATTTGCTGC TAGAGAGTTG 

GCCAGCTGAG TGCTTACCCT GCTCTGGCTT TGAAGAGTTT TATCTGATCT CTGAAATGCA TACACTCCAG CCCCCCAAAG 

GGACAAGGAT TAACATCTTC ATTTAAGGTC CTGAGATGTA AGAAACTACA AGTGACTAGT CCTAGCTAGA GCCCACACAG 

ACTCTAGGGT CCCAAAGCCT GAGCTGGGAC TTTGCTGCCC TCTAAGGGTG GGGATAAGTT TGCAGTTTCC CAGCTAGGAC 

GCTGGGCCGT GGAGCCGGGA TGGGGCCTGA GACCCCCTTG TGCCTCTCTT TTGGAGCTCA GACTCTGCGG TGGAGCTGTG 

GAAGCCAGGC GCACAGGATG CAAGCAGCCA GGCCCAGGGA GGCAGCAGCT GCATCCTCAG AGAGGAAGCC AGGATGCCCC 

ACTCTGCTGG GGGTACTGCA GGGGTGGGGC TGGAGGCTGC AGAGCCCACA GCCCTGCTCA CCAGGGCAGA GCCCCCTTCA 

GAACCCACAG GTGAGGAGCT TCTGGGTTTG GAGGAGGTAG GGGTCCAGAT TCCAGGTCCT GGATCTGGAA GAGGTTCCTT 

GGGGGTTTTT ACTTTATATA TAATCTCATG GTTAAGTTCA GAGGCTTTAG AGCTAACTAA ATCTGACTGA TCTAAGTGTG 

Exon1 

Exon2                        START (LXRα1,α3,α4,α5)                        

Exon3                        
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図 4	 ヒト LXRα遺伝子配列続き 

	 	  (GenBank accession no. NC_000011.9より引用) 

 

 

 

 

AATTTTGTCT CTAGGCCTTT CTGAGCCTCA CTTTCCTTGT TTATAAAATG GAAATAAAAA TTATGGTTGT CATAAGGATC 

AGTGCATATA AAAGGCTCAT ACAGTACCTA GAACATAATG GCACTTGGCA AATGAGGGCT ACTCTTCTCA TAAAAGAGAG 

ACTGGAGTTT GTATAATGAA GGGAATGAAG GTCACTGAGT GCCCAGGGCA GTGGCTGAGT CAGGGAGAAC ATGATGTTTT 

TCCTCGGGGG AGAGCGTTGA AGCACTTTCC TGTATCCAGA GATCCGTCCA CAAAAGCGGA AAAAGGGGCC AGCCCCCAAA 

ATGCTGGGGA ACGAGCTATG CAGCGTGTGT GGGGACAAGG CCTCGGGCTT CCACTACAAT GTTCTGAGCT GCGAGGGCTG 

CAAGGGATTC TTCCGCCGCA GCGTCATCAA GGGAGCGCAC TACATCTGCC ACAGTGGCGG CCACTGCCCC ATGGACACCT 

ACATGCGTCG CAAGTGCCAG GAGTGTCGGC TTCGCAAATG CCGTCAGGCT GGCATGCGGG AGGAGTGTGA GTTTCTGGGG 

CTGGAGTGGG GAAGAGGCTG AGGGGAAAGA GGGGGCCAGG GTGTGACCCA AAACAGGTGC CTGAACTTGC AGGGGCTAAC 

TGATCCCTAA GTATGGATCC CAGTATCTTT CTTGACCGGG CGCGGTGGCT CATGCCTGTA ATCCCAGCAC TTTGGGAGGC 

CGAAGCGGGT GGATCACCTG AGATCAGAAG TCCGAGACCA GCCTGGCCAA CATAGTGAAA CCCCGACTCT ACTAAAAATA 

CAAAAATTAG CCGGGTGTGG TGGTGAGCGC CTGTAATCCC AGCTACTCAA GAGACTGAGG CAGGAGAATC ACTTGAACAC 

GGGAGGTGGA GGTTGCAGTG TGCCAAGATC ATGCCACTGC ACTCCAGCCT GAGCAAGTGT GAGACTCTGT TTCAAAAAAA 

AAAAATCTTC TTGCCTTTAC CCAGTGCTGT CTGCTTTTCT GGAGCCCCAA ACCACCCCCT TTGCCCCATC CTTCCCTCCT 

GTCTTTCCCC CACCCCCTTG CCCCATCCTT TCCCCATCTG CTCCCTTCCT CATATTTGGC CCTGTCCTTA GGTGTCCTGT 

CAGAAGAACA GATCCGCCTG AAGAAACTGA AGCGGCAAGA GGAGGAACAG GCTCATGCCA CATCCTTGCC CCCCAGGGCT 

TCCTCACCCC CCCAAATCCT GCCCCAGCTC AGCCCGGAAC AACTGGGCAT GATCGAGAAG CTCGTCGCTG CCCAGCAACA 

GTGTAACCGG CGCTCCTTTT CTGACCGGCT TCGAGTCACG GTACTTGACA CACCTGGGGA GAGGCGGCTG CGCCCAGATC 

ACCAGTGGGC TTCTTGATGT CCGACTCAAA GCGCTTTGCC TTTTCCCTCC TGGGTAGCCT TGGCCCATGG CACCAGATCC 

CCATAGCCGG GAGGCCCGTC AGCAGCGCTT TGCCCACTTC ACTGAGCTGG CCATCGTCTC TGTGCAGGAG ATAGTTGACT 

TTGCTAAACA GCTACCCGGC TTCCTGCAGC TCAGCCGGGA GGACCAGATT GCCCTGCTGA AGACCTCTGC GATCGAGGTG 

GCTGGAGAAG GGCAAGGGAT GAAGGGAGAA GCAGAGTGGG ATTATCTGTG GGAGGGGCCT CCAGACATCG AGCTGGGAGA 

GCCAAATCTG CTGGGAAGCA GGGATGAGGA GAATCGGCCT CCCTGGAAGA GGCCATGCTC CAAGACCAGC CCTCCTAGTC 

CCCGTTTGAG GTTTGCTGCT TGTGTGCAGG TGATGCTTCT GGAGACATCT CGGAGGTACA ACCCTGGGAG TGAGAGTATC 

ACCTTCCTCA AGGATTTCAG TTATAACCGG GAAGACTTTG CCAAAGCAGG TGAGAACTGA GATCACACAG GGATTGGGGT 

TGGGTGGACA GATGCTTCTT TTTTTATTTT TTATTTTTAA AAATTGAGGG CCAGGCGCGG TGGCTCATGC CTGTAATCCC 

AGCACTTTGG GAGGCCGAGG TGGGCAGATC ACCAGGTCAG TAGATCAAGA CCATTCTGGC TAACACGGTG AAACCCTGTC 

TCTACTGAAA ATACAAAAAA TTAGTCAGGC ATGGTGGCAC GCGCCTGTAG CCCCAGCTAC TTGGGAGATC GAGGCAGGAG 

AATCACTTGA ATCTGGGAGG CAGAGGTTGT AGTGAGCCAA GATCGCACCA CTGCACTCCA GCCTGGGCAA CAACAACAAC 

Exon4 

Exon5 

Exon6 

Intron6 

Exon7 
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図 4	 ヒト LXRα遺伝子配列続き 

	 	  (GenBank accession no. NC_000011.9より引用) 

 

 

 

 

AACAACAAAA ATTGAGATAG AGTCTTACTA TGTTGCCCAG GTTGGTCCCA AACTCCTGGC CTCAAGTGAT CCTCCTGCCT 

CTGACTCCCA AAGTGCTGGG ATTACAGGCG TGAGCCACCC ACCATGCCCG GCCAAGTACT TTTTTTTTGT TTCATTTTTT 

TTTTTAGACA GAGTTTGCTC TGTCACCCAA GCAGGAGTGC AGTGGCGTGA TCTTGGCTCA CTACAACCTC CGCCTCCCGG 

GTTCAAGCAA TTCTCCTGCT TCAGCTTCTC AAGTAGCTGG GATTAGGTGC ACCACCATGC CCAGCTAATT TTTGTACTTT 

TAGTAGAGAC AGGGTTTTAC CATGTTGACC AGGCTGGTCT TGAACTCCTG ACCTTAAGTG ATCCATGTGC CTCAGCCTCC 

CAAAATGCTG GGATTACAGG CATGAGCCAC TGAACCTGGC CAGGACTGGT GCTTTTTGTC AGAGGCCCAT AGTGACTACA 

GAGCCACAGG CCCAATGTTT GGGTGGCTGG TAAGGGAAGG CTCCCTTGTT TTTTGAAGAT AGAAAATTGG AATGCTGATA 

GGCTTCTCTC AGCTGCTCCA GATAGACCCC TGTCCTCTGT TGCTTTAGGT CAGTGGTTTT CAAACTGTAT TCCAAGGAAC 

CTGAGAGATA TATGGAATGG CACCTTGGAG GAGAAACAGG GAGGCACAGG AATGTCCTTC ATCTTTACTT TAGCCAAACA 

AGAAGCTCCA TTTAAATCTG CATTATATAT TGCACTGCTA CATAGTATTT TGCTTGCAGA TTTTACAGCT TGAAAAAAAA 

GTTTGAAACT CAGTGCACTC AACTTTTTAG TAGTCAAAAA GTGAACAAAT CTTCCTCACA TGTGCTCTTT GGGGATCATG 

GGGGCTGATT TCCCCTACTT TTTTTTTTTT TTTGAGATAA GTTCTTGCTC TGTCACGCAG GCTGAAGTGC AGTGGCATGA 

ACGTGGCTCA CTGCAGCCTC AACCACCTGG GCTCCAGTAA TCCTCCTGCC TCAGCCCCCA AGTAGGTGGG ACTACAGGCA 

TGCACCACCA TGCCAGGCTA ATTTTTATAT TTTTTTGTAG AGAGTGGGTT TCGCCATGTT GCCCAGGCTG GTCTCAAAAT 

GGTCTCGAAC TCCTGAGCTC AAGTGATCCA CCCACCTCGG CCTCCCAATG TGCTGGGATT ACAGGCATGA GCCACCACAC 

ACAGCCTCCC CTACTCTTTT TCTTTTTTTT TCTTTTCTTT TTTTTTTTTT TTGAGATGGA TTCTCACTCT GTTGCCAGGC 

TGGAGTGCAG TGACGCGATC TTGGCTCACT GCAACTTCTG CCTCCCGGAT TCAAACGATT CCCCTGCCTC AGCCTCCTGA 

GTAGCTGGGA CTACAGGCGC GCGCCACTAC GCTCAGCTAA CTTTTGTATT TTTAGTAGAG ATGGGGTTTC ACTGTTTTGC 

CCAGGCTGGT CTTGAACTCC TGAGCTCAGG CAATCCGCCC GCCTTGGCCT CCCAAAGTCC TGGGATTACA GCCATGAGCC 

ACTTGTCCAG GCCCCTCCCC TACTCTTTTT CAATTGCACT TTCTGACGAA CCAGAACCAT GGCATGGCAA ACATGCCCAG 

AGAGGATGTA CAATAAGAGC GAATGCTTCC ATCTCCATCC TATATCTGAA GTATTTTCTC CAAAAATTAG TTCATTCTGC 

GGCTCTCTAT CTGATGCTCG CTTGGGAGCT ACGCAGAAGG GGTTTCTTCA TATTCAACTA TTGATAATGT TTGTATCATG 

AGAACTGGCC TGGGAAAGGA CGGGAGGCTG AGGGAGTTTT GGAGGGACTG GAATTGAGCT TCAGCAGGAA ACCAAGTAGC 

TTAACGACTG GATGAGTGGG GCTGTAAAAT ATGGCTGATG CCCTGACTCC ACTCTCAGGG CTGGTAGATC TGTGGCCAGG 

CCAGTCATCA AGCCTTCCTT GGTTTCTGAT AACTCAGGCC AGCTCACGTG CCTCTTGCTC TCCCAACGCA GTCCACCCAG 

TGAGCTTTCT AGGAAGGCCA CTCTTCGCTG TAGGGCATAA CAGGGCTATG TTGGCACCTT TTGCCTTCTA TAGTAACCGG 

TGTGCTGCCT GGATGTATTG ACACCTAATG GGGTGATTTA ATGACTTTAT CCAGCTTTAA AGCCCAGCCC TGCTCCCCTC 

TTCCAAACCA CTTTTTCCTC GATGGTTATT ATCTCAGACC TTCTTAACCG TGGCTCTCCC CTCCTTCAGA ATATCCTCCT 
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図 4	 ヒト LXRα遺伝子配列続き 

	 	  (GenBank accession no. NC_000011.9より引用) 

 

 

 

 

TGTGGAACCC TGCCCAGTTC TAAGATCTTT GTATTCCTTT GGCACTTGTA GACTCATGCT ATCTGAATCT GCACCTATTC 

ATAGATTTAT TTATACAAGC AGTTTTGAAG TAATCATGCT TGCATTTCTT ATTTCATGAG TGAGGTCTTG GGGAGAAGGA 

ACAGGAGCTC TGCTTGTCAA GTCTCCTCCC CTCCCTATCC GCTACTATTT ACTGCATGCA GTAGATAACT GGTGACATGG 

ACTGAGCACA TTTGAGGTGT TCATTCCGTG GGCATCAGCA GACCCTCAGA GGTGCATTAG CTAACTATAG AACCTCCTCT 

TAATTTCTCT ATAAAGGGGG CTGTTTGCCA CACTTTGGGG CTCAAAACCT CACCAAGAAA TGCTTTAGAA AATGGGGCTT 

GCCGCCGGGC GTGGTGGCTT ACACCTGAAA TCCCAGCACT TTGGGAGGCC GAGGCAGGCG GATCACCTGA GGTCAGGAGT 

TCGAGACCAG CCTGGCCCAT ATGGCAAAAC CCCATCTCTA CTGAAAATAC AAAAATTAGC TGGGCGTGGT GGTGCACACC 

TGTGGTCCCA GCTACTCAGG AGGCTGAGGC AGGAGAATTG CTTGAACCAG AAGGCTGAGG TTGCAGTGAG CTGAGATCGC 

GCCACTGCAC TCCAGCCTGG GTGACAGAGC AAGACTCCAT CTCAAAAAAA GAAAAAAGAA AAAGAAAATG GGGCCTGCCC 

ATTAAATGGA CCAACACACA ACACTTGATA AACATCAGGG TGAAAGTACA GGAAGTGACT CACCAAGAAG CCTTGAATGG 

AAAAGTGTAG CAGATGGTTG CTAAAAGAAA TCTGACAAAG CCTGGGGAAC TCTGTAGGGT GCAGAGACTT TGACAATGTG 

TATGAGAGAC ATTCTCTAGG TATCATTACT TTAGCTCATG TTTTGTTGCA TTTTAGTCTT CTCAGCAGGA AGACTGTTTC 

CAAGAAAAAT GTATTATTTA TTGACCAGGC GCGGTGGCTC ATGCCTGTAA TCCCAGTACT TTGGGAGGCC GAGGCAGGCA 

GATCACGAGG TCAAGAGATC GAGACCATCC TGGCCAACAT GGTGAAATCC TGTCTCTACT AAAAATACAA AAATTAGCTG 

GGCGTGGTGA CATGCACCAG TAGTCCCAGC TACTCAAGAG GCTGAGGCAG GAGAATTGCT TGAACCTGGG AGGCAGAGCT 

TGCAGTGAGC CGAGATCATG CAACTGCACT CTAGTCTGGC AACAGAGCAA GACTCTTTGT CTCAAAAAAA ATTTTTTTAT 

TTATTTTACA AACACTTATG TGGTAGTTAC CATATATGCC ACATATTTAT GAGATAGGTA CTATTATTAT TCCCATTTTA 

CAGATGGGAA AACCAAAGCC CAGAGAGGTT AAATAACTTA CACAAGGTCA CACTGCCTTG TAAGTGGTAG AGGCAGGACT 

CAACCCGAGG CAGTCTGGCA CCAAAATCCA CATCCTCACC CATACTGCAA TATTCCCTCG AGGATGTGAT ACATGAAATG 

TATCTCTAGT GTTCAAATAA GTAAGGCCAA TGCCAGTGAA AAACAAGTCT TTTTTTTTTC TTTGAAACAG GGTCTCGCTC 

TGTCGCCCAG GCTGAATGCA GTGGTGTGAT CAATCATGGC TCAATGCAGC CTCGACCTTC TGGGCTCAAG TGATCCTCCT 

TGAGTAGCTG GGACTACAGG TGTGAACCAC CGTGCCCTGC TGAAAAAGGA TTTTTTTTTT TTTTGAGCCA GAATCTTGCT 

CTGTCGCCCA GGCTGGAGTG CAAGTAGAAC AATCTCGGCT CACTGCAACC TCCACCTCCC AGGTTCAAGC AATTCGCCTG 

CTCAGCCTCC CGAGTAGCTG GGACTACAGG TGCGCCACCA TGCCCAGTTA ATTTTTGTAT TTTTAGTAGA GACCGGGTTT 

CACTGTGTTG CCCAGGCTGG TCTCAAACTC TTGAGCTCAG GCAATCCGTC TGCCTCGGCC TCCTAAAGTG CTGGGATTAT 

AGGGATAAGC CACCGCATCC AGCCTTTTTT CTTTTTCTTT TTTTTTTTTT GAGATGGAGT TTCGCTCTGT CATCCAGGCT 

GGAGTGCAGT GGCGTGATCT CGGCTTACTG CAACCTCCGC CTCCCAGATT CAAGCAATTC TCCTGCCTCA GCCTCCTAAG 

TAGCTGGAAT TACAGGAGTG CACCACCACG CCCAGCTAAT TTTTGTATTT TCAGTGAGAC AGGGTTTTGC CATGTCGGCC 

inserted intron7 STOP (LXRα5) 
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図 4	 ヒト LXRα遺伝子配列続き 

	 	  (GenBank accession no. NC_000011.9より引用) 

 

 

 

 

AGGCTGGTCT CAAACTCCTG AACTCAGGTG ATCCCCCTGC CTCGGCCTCC CAAAATACTG GGATTACAGG CATGAACCGC 

CGTGCCTTGC TGAAAAACGA TTCTTGATAA ACAAAAATAA GAGTTGCCTC TATTTCTAGA AATGTGGAGC CCTCAAGAAT 

TTTAATGACA GAATTGGCAG GTGATGGTGT CTGGTGCCTG TAATCCCAGC ACTTTGGGAG GGCGAGGCGG GTGGATTGCT 

TGAGTCCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGGGC AACATGGTGA AATCCTGTCA CAACTGAAAA TATAAGAATT AGCTACTTGT 

GATGGTATGC ACCTGTAGTC CCAGCTACTA GGGAGGCTGA AGTAGGAGGA TGGCTTGCAC CCGGGAGGTC GAGGCTGCAG 

TGAGCTGTGA TTGTGCCACT GCACTCCAGT CTGGGTGATA GAACAAGACC CTGTCTCAAA GAAAAAAAAC AAGAATACCA 

GAATTATTAT TTAATTCAGC ACCTCTTGTG TGCCAGACAC AGCGCTAAGT GCCCTGCATA CTTTGTCATT GAACTATACC 

AACAATTTTC TGAGAAGGGT TCAGATATGA TTCCCATTTC ACAGATGAGG CTTATAGAGG GGTTAAGACA TTTGCTCAAG 

GTTACACAGC AAAGCCTTGT AGACCTTTTT TTTTTTTTTG ACGGAATCTC GCTCTATCGC CCAGGCTGGA GTGCAGTAGT 

GCAATCTTGG GTCACTGCAA CCTCTGCCTC CCGTGTTCAA GCAATTCTCC TGCCTCAGCC TCCCAAGTAG CTGGGATTAC 

AGGCACCTGC CACCACGCCC GGCTAGTTTT TGTGTTTTTA GTACAGACGG GGTTTCGCCA TGTTGGCCAG GCTCTTCTCG 

AACTCCTGAC TTCAGGTGAT CCGCCCGCCT CAGCCTCCGA AAGTGCTGGG ATTACAGGCG TGAGCCACTG TGCCCGGCCT 

CAGTAAACTT CTTAGTGAGT TCCTAATAGT TCCCTAAGGT GAGGAGAGAA GAAAGTTCCT GCTGCTCCTG CTGCTTGCGT 

CAGCCTCCCT TCTTCCTCCC CAGGGCTGCA AGTGGAATTC ATCAACCCCA TCTTCGAGTT CTCCAGGGCC ATGAATGAGC 

TGCAACTCAA TGATGCCGAG TTTGCCTTGC TCATTGCTAT CAGCATCTTC TCTGCAGGTG TGGAGGAGGG GCAATGGGAA 

ACAGCAAGAG ACTTACACCA AGGAGGGCTG CAGGTCCCAC AGGAATCGGT GGGGGGAGGG GGGTGGTGGC TTGGGAGGGT 

GGAGGCATTT GCTGTGTTAT TTTAGGATGA GAGAGCTTGG CTGGAGCATG TCTCTATATT TTGGTTGCAA TTTGGGGTAT 

GGAACTGGAC CCTGGCCAGA CCTGCTCCTC AACTCTCTTG GTGACCTATA GACCGGCCCA ACGTGCAGGA CCAGCTCCAG 

GTAGAGAGGC TGCAGCACAC ATATGTGGAA GCCCTGCATG CCTACGTCTC CATCCACCAT CCCCATGTGA GTCTCCCCAT 

GGTGTTCCTT TTCCTCCTTC CCACACACAG GCCCATTCCC TGACATACCT ACTTTCCCTT CAAGAATTTC TCTCTGACTG 

CATGCTGTGC AGACAATTCA CCTCTCCCAC AACTCCCCTA CTCTTGCCCC GCTTCCCTGG GGACAGGCAA AAGCTGTGTT 

TGTCTCTCTC CTTTCCCCAG GACCGACTGA TGTTCCCACG GATGCTAATG AAACTGGTGA GCCTCCGGAC CCTGAGCAGC 

GTCCACTCAG AGCAAGTGTT TGCACTGCGT CTGCAGGACA AAAAGCTCCC ACCGCTGCTC TCTGAGATCT GGGATGTGCA 

CGAATGACTG TTCTGTCCCC ATATTTTCTG TTTTCTTGGC CGGATGGCTG AGGCCTGGTG GCTGCCTCCT AGAAGTGGAA 

CAGACTGAGA AGGGCAAACA TTCCTGGGAG CTGGGCAAGG AGATCCTCCC GTGGCATTAA AAGAGAGTCA AAGGGTTGCG 

AGTTTTGTGG CTACTGAGCA GTGGAGCCCT CGCTAACACT GTGCTGTGTC TGAAGATCAT GCTGACCCCA CAAACGGATG 

GGCCTGGGGG CCACTTTGCA CAGGGTTCTC CAGAGCCCTG CCCATCCTGC CTCCACCACT TCCTGTTTTT CCCACAGGGC 

CCCAAGAAAA ATTCTCCACT GTCA 

Exon8 

Exon9

 

Exon10

 

STOP (LXRα1, α3, α4) 
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図 5	 LXRα変異体のヒト細胞株における mRNA発現 

 

 

	 ヒト肝癌由来 HepG2、ヒト大腸癌由来 HCT116、SW480、CaCO2、ヒト単球

系U937、HL-60、THP-1、腎臓由来HEK293、乳癌由来MCF-7、骨肉腫由来MG63、

神経芽腫由来NT2-D1、SK-N-SH細胞より抽出したmRNAから cDNAを合成し、

PCR反応を行った。PCR反応にはエキソン 4-8間を増幅するプライマー (A)、

エキソン 6-8間を増幅するプライマー (B) を用いた。各変異体の増幅サイズを

確認するためのコントロールとして、各変異体の発現プラスミドを増幅させた。    
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図 6	 LXRα変異体のリアルタイム PCR用プライマーの特異性の確認 

 

 

	 コントロールベクター (pFLAG-CMV2) 及び各 LXRα変異体の発現プラスミ

ド(pFLAG-CMV2-LXRα変異体) を鋳型とし、各 LXRα変異体のプライマーセッ

ト (表２) を用いて PCR反応を行った。 
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図 7	 ヒト細胞株における LXRα変異体の mRNA発現量の定量 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 各細胞株から RNAを抽出し、合成した cDNAを用いてリアルタイム PCR反

応を行った。プライマーは表２に示したものを用いた。各変異体の発現量は

GAPDHの発現量で補正した。 
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図 8	 ヒト正常組織における LXRα変異体の mRNA発現量 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 (A) 各ヒト正常組織由来の cDNAパネルを用いてリアルタイム PCR反応を行

い、各 LXRα変異体の mRNA発現量を定量した。各変異体の発現量は GAPDH

の発現量で補正した。プライマーは表２に示したものを用いた。(B) 各 LXRα

変異体の発現量を野生型 LXRα1に対する割合で示した。 
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図 9	 マウス組織における LXRα変異体の mRNA発現量の定量 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 WTまたは Lxrα(-/-)/Lxrβ(-/-)マウスから各臓器を摘出し、RNAを抽出した。

RNAから合成した cDNAを用いてリアルタイム PCR反応を行った。プライマ

ーは表３に示したものを用いた。各変異体の発現量は GAPDHの発現量で補正

した。(A) WTマウス由来組織における野生型 LXRα1、変異体 LXRα3、LXRα4

の mRNA発現量。WTまたは Lxrα(-/-)/Lxrβ(-/-)マウス由来組織における変異体

LXRα3、LXRα4の mRNA発現量の比較。 
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図 10	 ヒト細胞株における内在性 LXRα変異体タンパク質の発現 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 (A) HaCaT 細胞にコントロール siRNA または LXRα siRNA (siLXRα-1, 

siLXRα-2, siLXRα/β) をトランスフェクションし、24時間後に核画分を抽出し、

得られたタンパク質 (30 µg) を用いてウェスタンブロッティングを行い、抗

LXRα抗体で検出した。上段は X 線照射を 90 秒、下段は 180 秒行った。 (B) 

HepG2細胞に各 siRNAをトランスフェクションし、抽出した核タンパク質を用

いてウェスタンブロッティングを行い、抗 LXRα抗体で検出した。 
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図 11	 細胞株における LXRα変異体発現に対するリガンドの効果 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 HepG2、SW480、THP-1及びMCF-7細胞に T0901317 (1 µM)を 24時間処理後、

RNAを抽出した。合成した cDNAを用いてリアルタイム PCR反応を行い、各

LXRα変異体の mRNA発現量を定量した。プライマーは表２に示したものを用

いた。各変異体の発現量は GAPDHの発現量で補正した。***, P < 0.001, **, P < 

0.01 and *, P < 0.05 compared with EtOH control. 
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図 12	 発現 LXRα変異体のタンパク質発現 

 

 

	 HEK293 細胞に pFLAG-CMV2 (Cont.)、pFLAG-CMV2-LXRα1 (α1)、LXRα4 

(α4)、LXRα3 (α3)、LXRα5 (α5) ベクターをトランスフェクションし、24時間

後に細胞の総タンパク質を抽出し、抗 FLAG抗体を用いてウェスタンブロッテ

ィングを行った。 
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図 13	 T0901317誘導性 LXRα変異体の転写誘導活性化能の評価 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より一部引用) 

 

	 HEK293 細胞にルシフェラーゼレポーター (A: rCYP7A1-DR4x3-tk-LUC, B: 

IR1x3-tk-LUC)、コントロールベクターまたは各 LXRα変異体発現プラスミドを

トランスフェクションし、EtOHまたは T0901317 (10 nM, 30 nM, 0.1 µM) を処

理した。下段は各 LXRα変異体とともに RXRα発現プラスミドをコトランスフ

ェクションした。 
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図 14	 各種 LXRリガンド誘導性 LXRα変異体の転写誘導活性化能の評価 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より一部引用) 

 

	 HEK293 細胞にルシフェラーゼレポーター (rCYP7A1-DR4x3-tk-LUC)、コン

トロールベクターまたは各 LXRα変異体発現プラスミドをトランスフェクショ

ンし、 EtOH または GW3965 (A)、 24(S),25-epoxycholesterol (EC) (B)、

22(R)OH-cholesterol (22R) (C)、22(S)OH-cholesterol (22S) (D)、Arachidonic acid 

(AA) (E)、Linoleic acid (LA) (F) をグラフに記載された濃度で処理した。 
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図 15	 LXRα1、LXRα4のリガンド依存性転写誘導活性に対する LXRアンタゴ

ニストの効果 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より一部引用) 

 

	 HEK293細胞にレポータープラスミド	 (rCYP7A1-DR4x3-tk-LUC)、コントロ

ールベクター、LXRα1、LXRα4発現プラスミドをトランスフェクションし、各

LXRアゴニスト (T0901317; 0.1 µM, GW3965; 1 µM, 24,25EC; 10 µM, 22R; 10 

µM)及びアンタゴニスト (22Sまたは AA; 10 µM, 30 µM, 100 µM) を処理した。 
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図 16	 各 LXRα変異体の細胞内局在の評価 

 

 

	 Cos-7 細胞に EGFP コントロール  (pFLAG-CMV2-EGFP) または各

EGFP-LXRα変異体発現プラスミド (pFLAG-CMV2-EGFP-LXRα変異体) をト

ランスフェクションし、24時間後細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固定した。

細胞核は DAPIを用いて染色し、蛍光顕微鏡下で観察した。 
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	 図 17	 LXRによる canonical Wnt-β-cateninシグナル経路の抑制機構 

 

 

	 Wntシグナルは不活性化状態ではβ-cateninはGSK3βらによりリン酸化されす

みやかに分解される。Wnt リガンドが膜受容体 Frizzled に結合するとβ-catenin

リン酸化経路が抑制されβ-catenin は核内に移行する。β-catenin は転写因子

TCF/LEFに結合し標的遺伝子の発現を誘導する。LXRは LXRリガンド依存的

に核内でβ-cateninと相互作用し TCF応答配列 (TBE) に結合し、β-cateninの標

的遺伝子の発現を抑制する[11]。 
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図 18	 LXRα変異体のβ-catenin転写活性に対する効果 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より一部引用) 

 

	 HEK293細胞に TBEを４つ含むレポータープラスミド (TOPGLOW)、pCMX

コントロール (A)、pCMX-β-catenin-WT (B)、pCMX-β-catenin-MT (C) プラスミ

ド、各 LXRα変異体の発現プラスミドをトランスフェクションし、EtOHまたは

T0901317 (0.1 µM, 0.3 µM, 1 µM) を処理した。  
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図 19	 過剰発現 VP16-LXRα変異体のタンパク質発現 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 HEK293細胞に、pFLAG-CMV2 (Cont.)、pFLAG-CMV2-VP16 (VP16)、pFLAG- 

CMV2-LXRα1 (LXRα1)、pFLAG-CMV2-VP16-LXRα1 (VP16-LXRα1)、pFLAG- 

CMV2-LXRα4 (LXRα4)、pFLAG-CMV2-VP16-LXRα4 (VP16-LXRα4)、pFLAG- 

CMV2-LXRα3 (LXRα3)、pFLAG-CMV2-VP16-LXRα3 (VP16-LXRα3)、pFLAG- 

CMV2-LXRα5 (LXRα5)、pFLAG-CMV2-LXRα5 (VP16-LXRα5) ベクターをトラ

ンスフェクションし、24時間後に細胞の総タンパク質を抽出し、抗 FLAG抗体

を用いてウェスタンブロッティングを行った。 
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図 20	 VP16-LXRα変異体の T0901317誘導性転写誘導活性化能の評価 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より一部引用) 

 

	 HEK293 細胞にルシフェラーゼレポーター (A: rCYP7A1-DR4x3-tk-LUC, B: 

IR1x3-tk-LUC)、VP16コントロールベクターまたは各 VP16-LXRα変異体発現プ

ラスミドをトランスフェクションし、EtOHまたは T0901317 (10 nM, 30 nM, 0.1 

µM) を処理した。下段は VP16-LXRαとともに RXRα発現プラスミドをコトラ

ンスフェクションした。 
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図 21	 EMSA法による LXRα変異体の LXREへの結合評価 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 (A) 32Pラベルした SREBP-1cプロモーター由来 LXRE (LXREa) プローブと in 

vitro で合成した LXRα1 及び RXRαタンパク質をインキュベートした。また、

同時に抗 LXRα抗体を加えスーパーシフトを、非ラベル化 LXREαを加えてバン

ドの消失を確認した。(B) 各 LXRα変異体タンパク質をラベル化 SREBP-1c プ

ロモーターLXREaプローブ、RXRαタンパク質とともにインキュベートした。 

(C) LXRα1 または LXRα5 タンパク質を RXRαタンパク質、各ラベル化 LXRE

プローブ (SREBP-1c由来 LXREa, LXREb, CYP7A由来 LXRE, FAS由来 LXRE)

とともにインキュベートした。各反応溶液を用いて SDS-PAGEを行い、オート

ラジオグラフィーにてバンドを検出した。 
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図 22	 各 LXRα変異体と RXRαとのヘテロダイマー形成能の評価 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より一部引用) 

 

	 (A) HEK293 細胞に MH100(UAS)x4-tk-LUC レポーター、VP16-RXRα及び

GAL4-LXRα変異体をトランスフェクションし、EtOHまたは T0901317 (0.1 µM, 

0.3 µM, 1 µM) を処理し、mammalian two-hybridアッセイを行った。(B) HEK293

細胞にMH100(UAS)x4-tk-LUC レポーター、GAL4-RXRα及び VP16-LXRα変異

体をトランスフェクションし、EtOHまたは T0901317 (0.1 µM, 0.3 µM, 1 µM) を

処理し、mammalian two-hybridアッセイを行った。 
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図 23	 各 LXRα変異体とコアクチベータータンパク質との相互作用 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 HEK293細胞に MH100(UAS)x4-tk-LUC レポーター、VP16-LXRα変異体及び

GAL4-DRIP205 (A)または GAL4-SRC-1 (B)をトランスフェクションし、EtOHま

たは T0901317 (0.1 µM) を処理し、mammalian two-hybridアッセイを行った。

A, Bともに右図では RXRαをコトランスフェクションした。  
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図 24	 各 LXRα変異体とコリプレッサータンパク質との相互作用 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

 

	 HEK293細胞に MH100(UAS)x4-tk-LUC レポーター、VP16-LXRα変異体及び

GAL4-N-CoR (A)または GAL4-SMRT (B)をトランスフェクションし、EtOHまた

は T0901317 (0.1 µM) を処理し、mammalian two-hybridアッセイを行った。  
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図 25	 各 LXR変異体の LXRα1に対するドミナントネガティブ効果の検討 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

(A) HEK293細胞に rCYP7A1-DR4x3-tk-LUCレポーター、LXRα1発現プラスミ

ド (+; 0.1 ng) 及び LXRα3、LXRα4、LXRα5 発現プラスミド (+; 15 ng, ++; 30 ng, 

+++; 60 ng) をそれぞれトランスフェクションし、EtOHまたはT0901317 (10 nM, 

100 nM) を処理した。 (B) SW480細胞にコントロールベクターまたは各 LXRα

変異体プラスミドをトランスフェクションし、EtOHまたは T0901317 (30 nM)

を処理した。24 時間後、RNA を抽出し、合成した cDNA を用いてリアルタイ

ム PCR反応を行い、SREBP-1c及び ABCA1の mRNA発現量を定量した。各変

異体の発現量は GAPDHの発現量で補正した。***, P < 0.001, **, P < 0.01 and *, 

P < 0.05 compared with EtOH control. 
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図 25	 各 LXR変異体の LXRα1に対するドミナントネガティブ効果の検討続き 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

(C) HEK293細胞に rCYP7A1-DR4x3-tk-LUCレポーター、LXRα1発現プラスミ

ド (+; 0.1 ng) 及び LXRα3、LXRα4、LXRα5 発現プラスミド (+; 15 ng, ++; 30 

ng) をそれぞれトランスフェクションし、アゴニスト (GW3965; 1 µM, EC; 10 

µM) またはアンタゴニスト (22S, AA; 10 µM, 30 µM) を処理した。 
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図 26	 モデリングにより構築した LXRα4-LBDの分子構造モデル 

(Endo-Umeda et al, Mol.Pharmacol. 81, 800-810, 2012より引用) 

 

	 (A) LXRα1-LBD の X 線結晶構造。PDB file; 1uhl [21] より引用した。(B) 

LXRα4-LBDの単量体モデル (M2)。LXRβ-LBD (PDB file; 1p8d) [20] を用いて

M1 モデルを構築し、T0901317 を merge した。(B) LXRα4-LBD と RXRβ-LBD

のヘテロ二量体モデル  (M3)。M2 モデルの二面角  (S282)を回転させ、

RXRβ-LBDを mergeした。 (D) M3モデルと SRC-1ペプチドとの相互作用モデ

ル (M4)。LXXLLモチーフを含む SRC-1ペプチドをM3モデルにmergeさせた。 
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