
図32 SOX6に よるサイ ク リンD1プ ロモー ター 上の アセチル化 ヒス トンH3、H4の 減 少

サ イク リンD1プ ロモー ター上のHDAC/SOX6/β-カ テ ニン/TCF複 合体の模式図

(A)5μgのpCMV-FLAG-SOX6又 はpCMVベ クター を形質導入 したHEK293細 胞の

抗 アセチル化 ヒス トンH3抗 体(左 カラ ム)又 は抗 アセチ ル化 ヒス トンH4抗 体

(右カラム)を 用 いたChIP解 析結果。免疫沈降の ネガテ ィブコン トロールにはウサギ

IgGを 使用 した。サ イク リンD1プ ロモー ター の アンプ リコンはQRT-PCRに よ り定量

し、任意 の相対値 で示 した。

(B)0.1μgの サ イク リンD1プ ロモー ター ル シフェラー ゼ リポー ター プラスミ ドと

0.01μgのpRL-TK及 びpCMV-β-cateminとpCMV-SOX6を 図中に表示 の量、形質導入 した

HEK293細 胞 の相 対ル シフェラーゼ活性。形質導入の24時 間後、細胞 を

図中表示 の濃度 のScriptaidで16時 間処理 した後、 ルシフ ェラーゼ活性を測定 した。

相対ルシフェラー ゼ活性はホタルルシフェラーゼ活性 を

海シイタケルシフェラーゼ活性で補正することで算出した。
エラーバー は標準誤差(n=3)を 示 し、*はP<0.01で 有 意である ことを示す。



図33 SOX6に よ るサ イ ク リンD1プ ロモ ー ター 上 へ の ヒス トン デ ア セ チ ラ ー ゼ

(HDAC)1の リクル ー ト

1μgのpCMV-FLAG-SOX6又 はpCMVベ ク ター を形 質 導 入 したHEK293細 胞 の

抗HDAC1抗 体 を用 いたChIP解 析 結 果(上 図)。 下 図 は免 疫 沈 降 前 の 細 胞 抽 出 液

(Pre IP)と 免疫 沈 降物(Post IP)の 抗HDAC1抗 体 に よ る イ ム ノブ ロ ッ ト解 析 結 果 を

示 す。 免 疫 沈 降 の ネ ガ テ ィブ コン トロー ル に は ウサ ギIgGを 使 用 した。 サ イ ク リン

D1プ ロモー タ ー の ア ンプ リコ ンはQRT-PCRに よ り定 量 し、 任 意 の 相 対値 で 示 した 。

エ ラー バー は標 準 誤 差(n=3)を 示 し、*はP<0.01で 有 意 で あ る こ と を示 す。



図34 HEK293細 胞 に お け るHDAC1/SOX6/β-カ テ ニ ン複 合 体 形 成

HEK293細 胞(5×105個/T-25フ ラ ス コ)に 、1μgのpCMV-FLAG-SOX6、

pCMV-β-catenin-Hisを 形 質 導 入 した。2日 後 、 細 胞 を 回収 し、 抗 ヒスチ ジ ン抗 体

若 し くは、 抗FLAG抗 体 で免 疫 沈 降 した。 免 疫 沈 降 物 をSDS-PAGE展 開 した後 、

抗HDAC1抗 体 抗(上 図)、FLAG抗 体(中 図)又 は、 抗 ヒスチ ジ ン抗 体(下 図)で

イ ム ノ ブ ロ ッ ト解 析 を 行 った 。



図35 SOX6とHDAC1の 相 互 作 用

(A)GST融 合SOX6とin vitro翻 訳HDAC1及 び その 変 異 体 の 結 合

(B)GST融 合HDAC1とin vitro翻 訳SOX6及 び その 変 異 体 の 結 合

グル タチ オ ン ビー ズ と結 合 したGSTタ ンパ ク又 はGST融 合 タ ンパ ク と

35S標 識 したin vitro翻 訳 タ ンパ ク を室 温 で1時 間 、 混 合 した 。

数 回 洗浄 した後 、 ビー ズ に結 合 したin vitro翻 訳 タ ンパ ク と5%のinputをSDS-PAGE

で展 開 し、FUJIX BAS2000(富 士 フ ィル ム)で 解析 した。

(C)HDAC1/SOX6/β-カ テ ニ ン複 合体 の 結合 模 式 図



図36 SOX6の 発現制御 による膵 β細胞の インス リン抵抗性適応メカニズム

SOX6は サ イク リンD1プ ロモー ター 上 では β-カ テニン と、 インス リンプロモーター

上ではPDX1と 複合体 を形成 し、HDAC1を リクル ー トする ことでそれ ら遺伝子を

発現抑制する。SOX6の 発現が抑 制 され る ことで、 サイ クリンD1、 インス リンの

発現が上昇 し、細胞増殖及びインス リン分泌が亢進する。



2-5実 験 手 法

①試薬

抗 体: Rabbit polyclonal anti-β-catenin antibody (H-102) (sc-7199)、 

anti-HDAC1 antibody (H51) (sc-7872)、 peroxidase-conjugated 

affinity-purified donkey anti-rabbit IgG、 peroxidase-conjugated 

affinity-purified donkey anti-mouse IgGはSanta Cruz Biotechnology 

(CA)よ り購 入 した 。monoclonal anti-Flag M2 (F3165) antibodyは

Sigma-Aldrichよ り購 入 した 。monoclonal anti-RGS-His (34610)はQiagen 

よ り購 入 した 。rabbit polyclonal anti-SOX6 (ab-12054)、 monoclonal 

anti-β-actin (ab-8226)はAbcam Ltd. (UK)よ り購 入 した 。monoclonal 

anti-nucleoporin (610497)はBD Transduction Laboratoriesよ り購 入 した 。

control rabbit IgG (I-1000)はVector Laboratoriesよ り購 入 した 。

MG132 (ZW8440) and Scriptaid (GR-326)はBiomolよ り購 入 した 。

β-Galactosidase Staining KitはMirus (Madison, WI)よ り購 入 した 。

②細胞培養

INS-1E細 胞 、MIN6細 胞 は 第1部 実 験 手 法 に記 載 した 方 法 で 培 養 した。

NIH-3T3細 胞(マ ウス胎 児 由 来 繊 維 芽 細 胞 株)は 東 北 大 学 加 齢 医 学 研 究 所 医

用 細 胞 資 源 セ ンター か ら入 手 した。293細 胞(ヒ ト胎 児 腎 臓 由 来 細 胞)(HEK293,

CRL-1573)はthe American Type Culture Collection (Manassas, VA)か ら

入 手 した。これ らの 細 胞 は10%非 働 化FBS、100units/mlペ ニ シリン/ス トレプ ト



マ イシ ン 含 有DMEM培 地 で37℃ 、5%二 酸 化 炭 素 濃 度 下 で培 養 した。

HIT-T15細 胞 は 大 日本 住 友 製 薬 より入 手 し、2%非 働 化FBS、25mMグ ル コー

ス,100units/mlペ ニ シリン、100μg/mlス トレプ トマ イシ ン含 有DMEM培 地 で

37℃ 、5%二 酸 化 炭 素 濃 度 下 で 培 養 した。

③siRNA導 入 と細 胞 増 殖 アッセイ

SOX6に 対 す るsiRNAは 第1部 実 験 手 法 に記 載 の 配 列 を用 い た。細 胞 増 殖

実 験 の た め に,INS-1E、NIH-3T3、MIN6、HIT-T15細 胞 をT-25 flaskに

5×105個 播 き込 ん だ 。 翌 日 、INS-1EとNIH-3T3細 胞 に はHVJ envelope 

Vector Kit Genom ONE (Ishihara Sangyo Kaisha)を 使 っ て 、キット添 付 の マ

ニ ュア ル に 従 ってsiRNAを 導 入 した 。MIN6とHIT-T15細 胞 は

LipofectAMINE PLUS reagentを 用 い てsiRNA導 入 を行 った 。siRNA導 入 後 、

細 胞 を6穴 プ レー トに 図 の レジ ェン ドに 記 載 した細 胞 数 播 き込 み 、24時 間 お きに

細 胞 数 を計 測 した。SOX6の 発 現 はイムノブ ロットで 検 出 した。ヒトβ-カ テ ニ ン に対

す るsiRNAはInvitrogenのvalidated StealthTM RNAi DuoPak (12938-123)

を購 入 して使 用 した 。コン トロー ル に はStealthTM RNAi Negative Control 

Med GC (12935-300)を 使 用 した。293細 胞 をT-25 flaskに5×105個 播 き、フラ

スコ 当 た り200 pmolのsiRNAをLipofectAMINE 2000 reagentを 用 い て トラン

スフェクシ ョンした。48時 間 後 の 細 胞 をクロマ チ ン免 疫 沈 降 実 験 に使 用 した。



④レトロウイルス感染 と細 胞増 殖 、BrdU取 り込 み 、細 胞 周 期 アッセイ

INS-1E、MIN6、NIH-3T3細 胞 へ のSOX6及 びgreen fluorescent protein 

(GFP)発 現 の レトロウイル ス感 染 は 第1部 実 験 手 法 に 記 載 の 方 法 で 行 った 。感 染

翌 日か ら6日 間 、5μg/mlの ピュー ロマイシ ンを含 む 培 地 で細 胞 培 養 を行 い 、感

染 細 胞 の 選 抜 を行 った 。外 来 遺 伝 子 の ゲ ノムへ の 挿 入 部 位 の 影 響 を極 力 減 らす

た め に 、混 合 クロー ン の状 態 で 以 下 のア ッセ イを行 った。

細胞 増殖 速度 の測 定は6穴 プレー トに0.3×105個 の細 胞 を播 種 し、24時 間 毎

に4日 日間 細 胞 数 を測 定 して行 った。

BrdU取 り込 み 試 験 はBrdU labeling kit (Roche Applied Science)を 用 い て

実 施 した 。

細 胞 周 期 ア ッセ イ は0.1%FBS含 有DMEM培 地 で30時 間 前 培 養 す ることで 、

G1ア レ ス トした 細 胞 を 用 い た 。細 胞 を0.2% TritonX-100、0.1mg/ml of RNase 

A、25μg/mlヨ ウ化 プ ロピ デ ィウム 含 有PBSで 懸 濁 した 後 、細 胞 を フ ロー サ イ トメ

トリー(FACS Calibur; Becton Dickinson Biosciences, Bedford, MA)に 供 し 、

ModFit LT software (Verity Software House, Topsham, ME)を 用 い てG1、

S、G2/M期 に あ る細 胞 数 を 計 測 した 。

⑤ルシフェラーゼアッセイ

24穴 プ レー トにNIH-3T3 or 293細 胞 をウェル 当 た り1.0×105個 播 種 し、翌 日

FuGENE6TM (Roche)を 用 い て 、ル シ フェラー ゼ リポ ー ター プ ラスミド、発 現 プ ラス

ミド、内 標 準 とな る β-ガ ラクトシダ ー ゼ 、海 シイタケル シフェラー ゼ 遺 伝 子 を含 む プ

ラスミドを形 質 導 入 した 。各 ウェル の形 質 導 入 す るDNA量 は 空 ベ クター を加 えるこ



とで、一 定 にした。形質 導入 の20時 間 後 、細 胞 を溶 解 し、第1部 実 験 手 法 に記

載 の方 法 で、ホタルルシフェラーゼ活性 とβ-ガラクトシダ ーゼ活 性 若 しくは海 シイ

タケルシフェラーゼ活性 を測 定した。全 てのアッセイは3連 で行 い、3度 以 上 行 っ

た。

⑥定量的RT-PCR

第1部 実 験 手 法 に記 載 の方 法 で行 った。使 用したプライマー配 列 は第1部 図

表 中 の表3に 記 載 した。

⑦ プラスミド

全 長 マ ウスSOX6及 び 、SOX6(ア ミノ酸1-617、181-827、263-827、181-262、

617-827、617-696、 △LZ/Q(△181-262))の 各 種 デ リー シ ョン変 異 体 はPCRに よ

り各 フラグメン トを増 幅 した後 、pcDNA3ベ クター に 組 み 込 ん で 作 製 した。マ ウス

TCF4発 現 ベ クター(pcDNA/myc-mTCF4)はBert Vogelstein博 士(The 

Johns Hopkins Oncology Center)よ り供 与 頂 い た。マ ウスサ イクリンD1プ ロモ

ー ター
、TOPFLASHプ ロモ ー ター はJohan Auwerx博 士

(CNRS/INSERM/Universite Louis Pasteur)よ り供 与 頂 い た 。マ ウス β-カ テ ニ

ン発 現 ベ クター(pCMV-β-catenin)は マ ウス肝 臓RNAを 鋳 型 としたRT-PCRに よ

り得 られ た 全 長 マ ウス β-カ テニ ン(ア ミノ酸1-781)をpcDNA3ベ クター に挿 入 す る

ことで 得 られ た。pCMV-β-catenin (S33Y)は 前 述 した ベ クター の33番 目 の セ リン

残 基 をチ ロシ ン残 基 にQuick ChangeTM Site-directed Mutagenesis Kit 

(Stratagene)を 用 い て 変 換 す ることで得 られ た。マ ウス β-カ テ ニ ン(ア ミノ酸



1-468、1-134、135-300、 △135-387)の 各 種 デ リー シ ョン変 異 体 はPCRに より各

フラグメントを増 幅 した 後 、pcDNA3ベ クター に組 み 込 ん で 作 製 した 。

pCMV-β-catenin-His及 びpCMV-β-catenin (S33Y)-Hisは

pcDNA3.1/myc-His (Invitrogen)に マ ウス β-カ テ ニ ン及 び 、マ ウス β-カ テ ニ ン

(S33Y)を 挿 入 す ることで 得 られ た。pCMV-Flag-SOX6及 びpCMV-Flag-SOX9

は マ ウス全 長SOX6(ア ミノ酸1-827)及 び 、ヒト全 長SOX9(ア ミノ酸1-509)を

pCMV-Tag2 (Stratagene)に 挿 入 す ることで 得 られ た。pBIND-β-cateninは

GAL4と β-カ テニ ン の融 合 タンパ クを作 製 す る発 現 ベ クター で あ り、pBIND

(Clontech)に マ ウス β-カ テ ニンを挿 入 す ることで 得 られ た 。全 長 マ ウスHDAC1及

び 、HDAC1(ア ミノ酸1-482、1-139、140-482)の 各 種 デ リー ション変 異 体 は

pCIneo mouse HDAC1-myc (Christian Seiser博 士University of Vienna)

を鋳 型 としてPCRに より各 フラグメン トを増 幅 した後 、pCR2.1ベ クター

(Invitrogen)に 組 み 込 ん で 作 製 した。PCR反 応 後 シ ー ケ ンス に より配 列 確 認 を行

った 。

⑧in vitro結 合 アッセイ

GST-pulldownア ッセ イは 第1部 実 験 手 法 に 記 載 の 方 法 で 行 った。in vitro

翻 訳 タンパ クとして はSOX6、 β-カ テニ ン 、HDAC1の 各 種 デ リー シ ョン変 異 体 を

使 用 した。大 腸 菌 発 現 タンパ クとしては 全 長mSOX6(ア ミノ酸1-827)、 全 長mβ-

カ テ ニン(ア ミノ酸1-781)、 全 長mHDAC1(ア ミノ酸1-482)のGST融 合 タンパ クを

使 用 した。in vitro競 合 結 合 アッセイ用 のN末 端 ヒスチ ジ ン融 合SOX6とSOX9は

pET15b (TaKaRa, Kyoto, Japan)を 用 い て 作 製 した。Ni2+-NTA column



(Qiagen)で 精 製 した タンパ クをSDS-PAGEで 分 子 量 、純 度 を確 認 した 後 、ア ッセ

イに使 用 した。

⑨免疫沈降実験

免 疫 沈 降 に供 試 す る細 胞 は20mM HEPES (pH 7.9), 1% NP-40, 0.15M 

NaCl, 1mM EDTA, 1mM PMSF and 1μg/ml aprotininか らな るバ ッファー

に 溶 解 した後 、22.5-gauge needleに15回 通 す ことで 、DNAを 細 断 した。該 細

胞 溶 解 液 を毎 分15,000回 転 で 遠 心 分 離 す ることで 得 られ た 細 胞 溶 解 液 上 清 と

各 種 抗 体 とを混 合 し、4℃ 、一 晩 インキュベ ー トした 。続 い て 、2次 抗 体 と4℃ 、1時

間 インキ ュベ ー トした 後 、プ ロテインAア ガ ロー スを加 え て更 に1時 間 インキュベ ー

トした 。得 られ たプ ロテインAア ガ ロー スを16.7mMト リス塩 酸(pH8.1)、167mM 

NaCl、0.01% SDS、1.1% Triton X-100、1.2mM EDTAか らなるバ ッファー で

数 回 洗 浄 した後 、イムノブ ロット解 析 に供 した 。

⑩イムノブロット解 析

SDS-8% PAGEゲ ル を用 い て 解 析 した。抗 体 は抗SOX6、 抗 β-ア クチ ン、抗 ヌ

クレオ ポ リン 、抗 β-カ テ ニ ン、抗 ヒスチ ジン抗 体 、抗FLAG抗 体 、抗HDAC1抗 体

を一 次 抗 体 として使 用 した。二 次 抗 体 に は 、horseradish 

peroxidase-conjugated, affinity-purified donkey anti-mouse IgGと

anti-rabbit IgGを1:3,000希 釈 して使 用 した。結 合 した 抗 体 はECL-PlusR 

systemを 用 い た化 学 蛍 光 発 光 法 により検 出 した 。蛍 光 画 像 はLAS-3000 (Fuji 

Film Inc.)を 用 い て取 得 した 。



⑪クロマチン免疫 沈 降 実験:

第1部 実 験 手 法 記 載 の方 法 で行 った。使 用 した抗 体 は抗アセチル化 ヒストン

H3抗 体 、抗 アセチル 化 ヒストンH4抗 体 、抗 β-カテニン抗 体 、抗FLAG抗 体 で

あり、検 出 に用 いたプライマー配列 はヒトサイクリンD1プ ロモ ーター

(5'-CCGACTGGTCAAGGTAGGAA-3'、

5'-CCAAGGGGGTAACCCTAAAA-3')で あ る。



結語

本研 究結 果から、SOX6が インスリン抵 抗 性 を代 償 す るための膵 β細胞からの

インスリン分 泌増加 機 構の一端 を担っている可 能性 が示唆 された。すなわち、イン

スリン感 受性 臓 器 へ充分 にインスリンが供 給 されている糖 代謝 が正 常な状態 では、

膵 β細 胞 においてSOX6は ブ レーキとして働 くことでインスリン分 泌 量を適正 に調

節 しているが、インスリン抵 抗性 に適 応するためにインスリン分泌増 加 が必要 となっ

た場合 は、膵 β細胞 はSOX6の 発 現 を抑 制 して、言 わ ばブ レー キを外すことでイ

ンスリン感受 性臓器 のインスリン需要 に応 えていると考 えられる(図36)。

図36に 示 す とお り、SOX6は 転 写 因 子PDX1及 び β-カテニンの転 写 活 性 を

調 節 す ることで、膵 β細 胞の細胞増 殖能 とインスリン分泌 能 の両方 を制御 してい

ることが分 かった。一 般 的 に細胞 増殖 と分 化 は、一 方 が促 進 されればもう一 方 は

抑制 される、相 反する関係 と考えられているため(86)、 分 化 した膵 β細 胞 が獲 得

す る形 質 であるインスリン分泌 と細胞 増殖 を同じ方 向に調 節 することは一 見矛盾

するように思 われる。しかし近年 、Dor,Yら は膵 β細 胞 の増 加 に関 して幹 細 胞か

らの分化 よりも成 熟膵 β細胞 の分裂 の方 が寄与 が大きいことを報告 している(64)。

このように、膵 β細 胞 が 分 化 形 質 を保 ちながら細 胞増殖 する場 合 、細 胞増殖 とイ

ンスリン分泌 両方 を制御 するSOX6の 果 たす 役 割 は大 きいと思 われ る。今 後 、

SOX6の 高 脂 肪 食 による発 現 抑 制 機 構 やin vivoで のSOX6の機能解析を行う

ことで、更 に代償 的インスリン分泌 亢 進 メカニズムに迫 りたい。このメカニズムの全

貌 を解 明することが、2型 糖 尿 病 の治 療 に繋 がると信 じる。
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