
第2部 転 写 因子SOX6と β-カテニンによる細胞 増 殖調節 機

構

2-1緒 言

第1部 で 、SOX6が インスリン抵 抗 性 マウスの膵 β細 胞 にお いて発 現 抑 制 され る

こと、PDX1の 活 性 を阻 害 す ること、更 にインスリン分 泌 を抑 制 す ることを明 らか とし

た。この結 果 から、インスリン抵 抗 性 を代 償 す るため に膵 β細 胞 がインスリン分 泌 を

亢 進 す る機 構 にSOX6が 関 与 することが示 唆 された。

一 方
、代 償 的 インスリン分 泌 亢 進 を考 える上 で、インスリン分 泌 能 の上 昇 に加 え

て、膵 β細 胞 マスの増 加 も重 要 であることが知 られ ている(63)。 膵 β細 胞 マスは大

きく分 けて4つ のメカニズム(① β細 胞 の増 殖 、② 細 胞 サイズ、③ 膵 臓 上 皮 細 胞 か

らの β細 胞 新 生 、④ アポトー シス)に よって制 御 され てお り、正 味 の膵 β細 胞 マス

は①+②+③-④ と定 義 す ることが出 来 る。4つ のメカニズム全 て重 要 なステップ

であるが 、最 近 のマウスを用 いた実 験 で は、膵 β細 胞 マスの変 動 は① の β細 胞 自

体 の増 殖 によるところが大 きいと報 告 されている(64)。 ヒトにお いても、肥 満 に伴 う

膵 β細 胞 マスの増 加 は β細 胞 の増 殖 及 び 新 生 によると報 告 され ている(63)。 そこ

で 、筆 者 らはSOX6の 膵 β細 胞 増 殖 に対 す る影 響 を検 討 した結 果 、SOX6は ヒス

トン脱 アセチル 化 酵 素(HDAC)1を リクル ー トしβ-カテニンの転 写 活 性 を阻害 す る

ことで 、細 胞 増 殖 を抑 制 す ることが分 かった。

β-カテニンはWntシ グナル の所 謂 カノニカル 経 路 の 中で 中 心 的 役 割 をす る分

子 であり、細 胞 増 殖 、細 胞 分 化 、組 織 ・器 官 の発 達 、アポトーシス等 様 々な生 理



現 象 を調 節 す る因 子 で ある(図20)。Wntが 作 用 してい な い とき、β-カ テニ ン は

Axin,Adenomatous Polyposis Coli(APC),Glycogen Synthase Kinase-3

β(GSK-3β)等 の 因 子 と複 合 体 を形 成 し、この 複 合 体 中 でGSK-3β によってN

末 端 が リン酸 化 され て い る(65)。 リン酸 化 され た β-カ テ ニン は β-Transducin

Repeat-Containing protein(BTRC)に 認 識 され て ユ ビ キ チ ン 化 を 経 て プ ロテ オ

ソー ム で 分 解 され ることで 、そ の 転 写 活 性 化 能 は 抑 制 され て い る。一 方 、Wntが 受

容 体 で あ るFlrizzled、Low density lipoprotein Receptor-related Protein

(LRP)5/6に 結 合 す る と、シ グ ナ ル がDishevelled(Dvl)に 伝 え られ 、GSK-3β 依

存 性 の β-カテニンのリン酸 化 が抑 制 され る。その結 果 、β-カテニンは分 解 を免 れ

て細 胞 質 に蓄 積 した後 、核 内 に移 行 し遺 伝 子 発 現 を誘 導 す ることで 、様 々な生

理 活 性 を発 揮 す る。

β-カ テ ニン とSOXフ ァミリー に 属 す る遺 伝 子(SOX1、SOX3、SOX9、SOX17)

の 相 互 作 用 は 既 に 複 数 の 報 告 が な され て い る(66-68)。SOX1はC末 端 領 域 で β

-カ テニ ン と結 合 してそ の 転 写 活 性 を抑 制 し
、哺 乳 動 物 の ニュー ロン細 胞 の 分 化 を

制 御 して い る(66)。SOX3、17も β-カ テ ニ ンと結 合 して そ の 活 性 を抑 制 し、

Xenopusの 胚 発 生 を制 御 す ると言 わ れ て い る(67)。 更 に 、SOX9はT-cell

factor(TCF)/Lymphoid enhancer factor(LEF)と 拮 抗 的 に β-カ テニ ン と結 合

し、β-カ テ ニ ンの プ ロテ オ ソー ム分 解 を促 進 す ることで 、β-カ テ ニンシ グナ ル を遮

断 す ることが知 られ てお り、このメカ ニズ ム により、SOX9は 軟 骨 分 化 を制 御 してい

ると言 わ れ てい る(68)。

また、筆 者 はSOX6が 、β-カテニンと共 にヒストン脱 アセチル 化 酵 素(HDAC)に

結合 す ることも明 らか とした。HDACは ヒストンのN末 端 のアセチル 化 され たリジン



残 基 からアセチル 基 を除 去 す る反 応 を触 媒 し、ヌクレオ ソーム構 造 をコンパクトに

す ることで遺 伝 子 発 現 を負 に調 節 す る役 割 を担 っている(69)。 ヒストン脱 アセチ ル

化 酵 素 は、エピジェネティックな遺 伝 子 発 現 調 節 の中 で重 要 な役 割 を担 っている

ことが分 か りつ つあり、ガン治 療 のターゲット遺 伝 子 として注 目され ている。

第2部 では 、SOX6が 膵 β細 胞 の増 殖 を抑 制 すること、β-カテニン、HDAC1と

複 合 体 を形 成 し、サイクリンD1等 の転 写 活 性 を抑 制 することを示 す 。



2-2結 果

①SOX6の 細 胞 増 殖 抑 制 効 果

SOX6の 細 胞 増 殖 に対 す る影 響 を検 討 した。siRNAを 用 い て膵 β細 胞 由 来 株

化 細 胞 であるINS・1E細 胞 とNIH-3T3細 胞 でSOX6の 発 現 を60～70%抑 制 した

ところ、細 胞 増 殖 が促 進 され ることが分 か った(図21)。 更 に、MIN6細 胞 、

HIT-T15細 胞 でも同様 の結 果 を得 たことから、SOX6は 膵 β細 胞 増 殖 を負 に調

節 していることが示 唆 された(図22)。 一 方 、レトロウイル スを用 いてINS-1E細 胞 、

NIH-3T3細 胞 とMIN6細 胞 にSOX6を 内 因 性 の発 現 に比 べ て6～7倍 程 度 の

過 剰 発 現 させ たところ、細 胞 増 殖 が著 明 に抑 制 された(図23)。 次 に、BrdUを 用

い てDNA合 成 を測 定 したところ、SOX6過 剰 発 現 細 胞 のDNA合 成 量 が減 少 して

いることが分 かった(図24)。 また、SOX6強 制 発 現 細 胞 の形 態 はコントロール 細 胞

と比 較 して大 きな違 い は認 め られ ないことも確 認 した(図25上 図)。更 に、SOX6

強 制 発 現 細 胞 が細 胞 周 期 の どの段 階 で止 まっているのか調 べ るため に、

Fuluorescence-Activated Cell Sorting(FACS)解 析 を行 った。その結 果 、

SOX6強 制 発 現 細 胞 はGo/G1期 の細 胞 の割 合 が多 く、S期 及 びG2期 の割 合 が

減 少 していた(図25下 図)。これ らの結 果 か ら、SOX6はG1期 か らS期 へ の細 胞

周 期 の移 行 を妨 げることで細 胞 増 殖 を抑 制 す ることが示 唆 され た。

②SOX6に よる β-カテニンシグナル 抑 制

SOX6過 剰 発 現 細 胞 とコントロール 細 胞 にお いて、G1期 か らS期 へ の細 胞 周 期

の移 行 を制 御 す る遺 伝 子 群 の発 現 変 動 をQRT-PCRを 用 い て検 討 した。血 清 添



加12時 間 後 の細 胞 のRNAを 用 い てQRT-PCRを 行 った結 果 、サイクリンA2、D1、

D2、D3、E1、CDK4の 減 少 、p27の 増 加 が認 め られ た(図26)。 特 にサイクリンD1

の発 現 が70%以 上 と最 も顕 著 に抑 制 され ることが分 か った。この結 果 か ら、SOX6

はサイクリン遺 伝 子 群 の発 現 を抑 制 す ることで、G1期 に細 胞 を留 めておき、細 胞

増 殖 を抑 制 していることが示 唆 され た。

サイクリンD1は 細 胞 周 期 がG1期 からS期 へ 移 行 す る際 に、重 要 な役 割 を果 た

す ことが知 られ ている。また 、サイクリンD1プ ロモ ーター は典 型 的 なTcf/Lef-1結 合

サイトを有 し、その活 性 は β-カテニンの転 写 活 性 に依 存 していることが知 られ てい

る(70,71)。 そこで、サイクリンD1プ ロモー ター とTOPFLASHプ ロモー ター

(TCF/LEF-1結 合 配 列 を持 つc-fos遺 伝 子 のプロモー ター)の 転 写 活 性 に対 する

SOX6の 効 果 を調 べ た(72)。 この実 験 で は、通 常 の野 生 型 配 列 の β-カテニンに

加 えてS33Yと いう変 異 型 の β-カテニンを使 用 した。S33Y変 異 体 は 、GSK-3β の

標 的 残 基 である33番 目のセリン残 基 をチ ロシン残 基 に変 換 す ることでリン酸 化 と

そ の後 のタンパ ク分 解 が抑 制 され 、恒 常 的 に強 い転 写 活 性 を示 す 、所 謂 恒 常 的

活 性 化 型 の変 異 体 である。図27Aに 示 すように、通 常 の β-カテニンとS33Yβ-カ

テニンはTOPFLASHプ ロモ ーター活 性 を増 加 させ るが 、SOX6を 共 発 現 させ ると

増 加 した活 性 は抑 制 され ることが分 かった。同 様 に、サイクリンD1プ ロモー ター を

用 いた場 合 も、S33Yβ-カ テニンで増 加 した活 性 がSOX6で 減 少 す ることが分 か

った(図27B)。 以 上 か ら、SOX6は β-カテニンの転 写 活 性 を抑 制 す ることが示 唆

された。そこで、SOX6が β-カテニンに結 合 す るか どうか を、GAL4 DNA結 合 領

域 とβ-カテニンの融 合 タンパ クを用 いたmammalian two-hybridア ッセイを用 い

て検 討 したところ、SOX6は 濃 度 依 存 的 にGAL4融 合 β-カテニンによる転 写 活 性



を抑 制 す ることが分 か った(図27C)。 この結 果 、SOX6は β-カテニンと結 合 す るこ

とで、その転 写 活 性 を抑 制 していることが示 唆 され た。

③SOX6の ロイシンジッパ ー/ポ リ(Q)(LZ/Q)領 域 とβ-カテニンのアル マジロリピー

ト1-4の 相 互 作 用

次 に、β-カテニンとSOX6がin vitroで 直接 結 合 す ることをGST-プ ルダウンアッ

セイを用 いて証 明 した。大 腸 菌 発 現GST融 合SOX6タ ンパ クに35S標 識 した β-カ

テニンの各 種 デリーション変 異 体 が結 合 す るか どうかを調 べた結 果 、β-カテニンの

アル マジロリピー ト1-4の 領 域 にSOX6が 結 合 す ることが分 かった(図28A(iv))。

逆 に、当該 領 域 を欠 失 した β-カテニン変 異 体 はSOX6と の結 合 能 を失 っていた

(図28A(v))。 β-カテニンの 中央 部 には12個 のアル マジロ領 域 と呼 ばれ る機 能

領 域 が存 在 す る。アル マジロ領 域 はTCF、axin、APC、 α-カテニン、E-カ ドヘ リン

等 の数 多 くのタンパ ク質 と相 互 作 用 す ることが知 られ ている(73)。 同 様 の手 法 を用

いて、GST融 合 β-カテニンタンパ クにSOX6の 各 種 デ リーション変 異 体 が結 合 す

るか どうか を検 討 した。その結 果 、SOX6の β-カテニンとの結 合 領 域 はロイシンジ

ッパー/ポ リ(Q)(LZ/Q)領 域 であることが分 かった(図28B)。 また、Lz/Q領 域 を欠 い

たSOX6変 異 体(ΔLZ/Q)は β-カテニンと結 合 す ることが出 来 ないことも示 され た

(図28B(v))。 一 方 、ΔLZ/QはS33Yβ-カ テニンにより活 性 化 され たサイクリンD1

プ ロモ ーター 活 性 を抑 制 しないことが分 か った(図29A上 図 レーン2と6)。 これ ら

の結 果 か ら、SOX6と β-カテニンの直 接 結 合 が、SOX6の β-カテニン転 写 抑 制

効 果 に重 要 であることが示 唆 された。なお 、全 長SOX6とΔLZ/Qが 同程 度 発 現 し

ていることをイムノブ ロットで確 認 した(図29A下 図)。



次 に 、in vivoでN末 端FLAG融 合SOX6(FLAG-SOX6)と 内 因 性 β-カテニ

ンが結 合 す ることを免 疫 沈 降 法 により確 認 した。FLAG-SOX6発 現 ベ クターを形

質 導 入 したHEK293細 胞 の溶 解 液 を用 いて、抗 β-カテニン抗 体 又 は抗FLAG

抗 体 で免 疫 沈 降 した。それ ぞれ の免 疫 沈 降 物 をSDS-PAGEで 展 開 した後 、抗

FLAG抗 体 又 は抗 β-カテニン抗 体 でイムノブロットを実 施 したところ、抗 β-カテニ

ン抗 体 の免 疫 沈 降 物 中 にFLAG-SOX6が 検 出 され(図29B上 図)、逆 に抗

FLAG抗 体 免 疫 沈 降 物 中 に β-カテニンを検 出 した(図29B下 図)。この結 果 は 、

FLAG-SOX6と β-カテニンがHEK293細 胞 中 で複 合 体 を形 成 していることを示

している。以 上 から、SOX6のLZ/Q領 域 とβ-カテニンのアル マジロリピー ト1-4の

相 互 作 用 がSOX6の β-カテニン転 写 活 性 抑 制 に重 要 であることが示 唆 され た。

④SOX6の β-カテニンの安 定 性 に対 す る影 響

β-カテニンと相 互 作 用 す るSOXフ ァミリー に属 す る遺 伝 子 としてSOX1、SOX3、

SOX9、SOX17が 知 られ ている(66-68)。 その 中 で、SOX9と β-カテニンに関す る

研 究 が最 も進 んで お り、現 在 以 下 のような作 用 メカニズムが提 唱 され ている。

SOX9はTCFと 拮 抗 的 に、SOX9/β-カ テニン複 合 体 を形 成 し、形 成 され た複 合

体 はプロテオソーム移 行 が促 進 され 、速 や か にタンパク分 解 される。このような仕 組

み で、β-カテニンのタンパ ク量 が減 少 す ることで、β-カテニンシグナル が減 弱 す る

とされ てい る。

そこで 、SOX6もSOX9同 様 、β-カテニンタンパ クの安 定 性 に影 響 を及 ぼすか

調 べた。始 めに、SOX6もTCFと 競 合 的 に β-カテニンと結 合 す るか を、GST-プ ル

ダウンアッセイを利 用 したin vitro結 合 実 験 で検 討 した。既 報 通 り大 腸 菌 発 現



SOX9タ ンパ ク存 在 下 では、TCFと β-カテニンの結 合 が 阻 害 され る(図30Aレ ー

ン3と5)の に対 して、SOX6はTCFと β-カテニンの結 合 には全 く影 響 を及 ぼ さな

かった(図30Aレ ー ン3と4)。 更 に、細 胞 内 の β-カテニンタンパ クの安 定 性 をイム

ノブ ロッティングで検 討 したところ、既 報 通 りSOX9と β-カテニンタンパクの分 解 は

プ ロテオソー ム阻 害 剤 であるMGC132の 添 加 によって抑 制 され た(図30Bレ ーン

6と12)。 一 方 、SOX6を 強 制 発 現 しても、β-カテニンタンパ ク量 は全 く変 化 が見 ら

れ なかった(図30Bレ ーン2、3と4)。SOX6はTCFと 拮 抗 す ることなくβ-カテニ

ンと結 合 し、形 成 され たSOX6/β-カ テニン複 合 体 の分 解 も認 められないことか ら、

SOX6はSOX9と は異 なる作 用 機 序 で β-カテニン活 性 を抑 制 していることが示 唆

された。この違 い は、SOX6とSOX9の β-カテニン結 合 部 位 の違 い によると考 えら

れる。SOX9の 結 合 部 位 は 、TCFと 同 じアル マジロリピー ト4-10で あるため 、TCF

と競 合 して β-カテニンに結 合 する。一 方 、SOX6は アル マジロリピー ト1-4に 結 合

するため、TCFと の拮 抗 は生 じない と考 えられる(68)。 更 に、図30Bで 示 したイム

ノブロッティング実 験 で用 いた細 胞 のサイクリンD1プ ロモ ーター活 性 を測 定 したと

ころ、SOX9に よるサイクリンD1プ ロモー ター活 性 の抑 制 はMGC132添 加 により

キャンセル され たが(図30Cレ ー ン2と6、8と12)、SOX6の 抑 制 効 果 は

MGC132添 加 細 胞 でも維 持 されていた(図30Cレ ーン2と4、8と10)。 この結 果

か らも、SOX6の β-カテニン活 性 阻 害 はプ ロテオソームによるタンパ ク分 解 とは異

なる機 序 であることが確 認 された。

⑤SOX6の β-カテニンを介 したサイクリンD1プ ロモ ーターへ の結 合

図30の 結 果 か ら、SOX6と β-カテニンの複 合 体 が細 胞 内 で安 定 に存 在 してい



ることが 分 か った。次 に 、SOX6/β-カ テ ニ ン複 合 体 が β-カ テ ニ ン標 的 遺 伝 子 の プ

ロモ ー ター 上 に存 在 して い るか を、クロマ チ ン免 疫 沈 降(ChIP)ア ッセ イを用 い て 調

べ た 。N末 端FLAGタ グを付 加 したSOX6(FLAG-SOX6)を 強 制 発 現 した

HEK293細 胞 に 対 して 、抗FLAG抗 体 を用 い てChIPア ッセ イを行 った 結 果 、

FLAG-SOX6が サ イクリンD1プ ロモ ー ター 上 に存 在 す ることが 分 か った(図31A

上 図 レー ン2と4)。 一 方 、抗 β-カ テニ ン抗 体 によるChIPア ッセイを行 った ところ 、

サ イクリンD1プ ロモ ー ター 上 の β-カ テ ニ ン量 は 変 化 しなか った(図31A上 図 レ

ー ン6と8)
。この 結 果 か ら、SOX6は サイクリンD1プ ロモ ー ター 上 の β-カ テ ニ ンの

量 に影 響 しな い ことが 分 か った。次 に 、内 因 性 β-カ テニ ンタンパ クをsiRNAを 用

い てノックダ ウンした ところ 、サ イクリンD1プ ロモ ー ター 上 のSOX6量 が 減 少 す るこ

とが 分 か った(図31B上 図 レー ン2と4)。 この 結 果 か ら、SOX6の サ イクリンD1

プ ロモ ー ター へ の 結 合 に は β-カ テ ニ ンが 必 要 で あることが 示 唆 され た 。なお 、図

31下 図 の イムノブ ロットは 、免 疫 沈 降 によりFLAG-SOX6、 β-カ テ ニ ンが 回 収 され

て い ることを示 す 。図31の 結 果 、two-hybridア ッセイに よるプ ロモ ー ター 配 列 非

依 存 的 なSOX6の β-カ テ ニ ン活 性 の 抑 制(図27C)、 及 びSOX6と β-カ テニ ン が

直 接 結 合 す ること(図28)か ら、SOX6は β-カ テ ニ ンを介 してサ イクリンD1プ ロモ

ー ター に 結 合 す ると考 えられ る
。

⑥SOX6の ヒス トンア セ チ ル 化 抑 制 効 果

クロマ チ ンタンパ クで あるヒストンの アセ チ ル 化 は 遺 伝 子 発 現 制 御 に 重 要 な役 割

をす ることが 知 られ てい る。そ こで 、SOX6の β-カ テ ニ ン転 写 活 性 抑 制 効 果 にヒス

トンア セ チ ル 化 が 関 与 す るか を調 べ た。FLAG-SOX6強 制 発 現 細 胞 とコントロー



ル 細 胞 の 、サ イクリンD1プ ロモ ー ター 上 の ヒストンH3、H4の ア セ チル 化 の 程 度 を

比 較 した ところ 、SOX6強 制 発 現 細 胞 で はア セ チ ル 化H3、H4が 減 少 す ることが

分 か った(図32Aレ ー ン2と4、8と10)。 一 方 、SOX6に より減 少 したアセ チ ル 化

H3、H4は 、ヒス トンデ アセ チ ラー ゼ(HDAC)の 阻 害 剤 で あるスクリプ タイドを添 加

す ることで 、元 の レベ ル へ 回 復 す ることが 分 か った(図32Aレ ー ン4と6、10と12)。

更 に 、スクリプ タイド添 加 に よりSOX6強 制 発 現 で減 少 したサ イクリンD1プ ロモ ー

ター 活 性 が 回 復 す ることが 分 か った(図32Bレ ー ン2、3と5)。 以 上 の 結 果 か ら、

SOX6はHDACを サ イクリンD1プ ロモ ー ター 上 にリクル ー トす ることで ヒス トンの 脱

ア セチ ル 化 を引 きお こし、転 写 活 性 を抑 制 してい ると考 え られ た 。

⑦SOX6に よるHDAC1の サ イクリンD1プ ロモ ー ター 上 へ の リクル ー ト

HDACは ヒトで 現 在 まで に18種 類 見 つ か って お り、4つ の ファミリー に 分 類 され

る。クラスIとIIは そ れ ぞ れ 酵 母 で 知 られ て いるRpd3とHda1と の 構 造 上 の 相 同

性 に 基 づ い て 分 類 され て い る。クラスIIIはNAD依 存 性 の 脱 アセ チ ル 化 酵 素 活

性 を持 ち 、他 の クラスとの 相 同 性 は 低 い 。また 、クラスIVは クラスIと 相 同 性 の ある

HDAC11の み が 属 す る(74,75)。SOX6がHDAC分 子 をサ イクリンD1プ ロモ ー タ

ー 上 ヘ リクル ー トす るか をChIPア ッセ イを用 い て調 べ た ところ
、SOX6過 剰 発 現 に

よりHDAC1の サ イクリンD1プ ロモ ー ター へ のリクル ー トが 促 進 され ることが 分 か っ

た(図33上 図 レー ン2と4)。HDAC2に つ い ても同 様 の ア ッセ イを行 った が 、

SOX6に よるサ イクリンD1プ ロモ ー ター へ の リクル ー ト促 進 は認 め られ な か った(デ

ー タ示 さず)
。

次 に 、HDAC1、SOX6、 β-カ テ ニ ンの3者 が 細 胞 内 で 複 合 体 を形 成 して い る



か を、免 疫 沈 降 実 験 を用 いて検 討 した。C末 端 ヒスチ ジン融 合 β-カテニン(β-カ

テニン-His)とFLAG-SOX6を 強 制 発 現 したHEK293細 胞 にお いては 、抗

FLAG抗 体 による免 疫 沈 降 物 中 に β-カテニン-HisとHDAC1が 観 察 され た(図

34レ ー ン1)。 同 じ細 胞 を抗 ヒスチジン抗 体 で免 疫 沈 降 するとFLAG-SOX6、

HDAC1両 者 の共 沈 が観 察 され た(図34レ ー ン3)。 この結 果 から、β-カテニン、

SOX6、HDAC1が 含 まれ る複 合 体 が形 成 されていることが示 唆 され た。一 方 、β-

カテニン-Hisの み 強 制 発 現 した293細 胞 を用 いて、抗 ヒスチジン抗 体 で免 疫 沈

降 しても、HDAC1は 共 沈 され なかった(図34レ ー ン2)。 す なわ ち、HDAC1と β-

カテニンの結 合 にはSOX6が 必 要 であることが分 か った。以 上 の結 果 か ら、SOX6

を橋 渡 し役 としたHDAC1/SOX6/β-カ テニン複 合 体 が細 胞 内 で形 成 され ている

ことが示 され た。

次 に、HDAC1とSOX6の 直 接 結 合 を、GST-pulldown実 験 を用 いて検 討 した。

大 腸 菌 発 現GST融 合SOX6タ ンパ クに35S標 識 したHDAC1の 各 種 デ リー ション

変 異 体 が結 合 す るか どうか を調 べ た結 果 、HDAC1のN末 端139ア ミノ酸 とSOX6

が結 合 す ることが分 かった(図35A)。 更 に、大 腸 菌 発 現GST融 合HDAC1タ ンパ

クと35S標 識SOX6で 同様 の解 析 を行 った結 果 、SOX6のHMG領 域 とHDAC1が

結 合 す ることが分 かった(図35B)。 図28の 結 果 も併 せ て考 えると、HDAC1のN

末 端 とSOX6のHMG領 域 が結 合 し、SOX6のLZ/Q領 域 が β-カテニンのアル マ

ジロリピー ト1-4と 結 合 していることが分 かった(図35C)。 以 上 の結 果 から、SOX6

が仲 介 役 となって、HDAC1を β-カテニン転 写 複 合 体 にリクル ー トす ることで、β-

カテニンの転 写 活 性 が抑 制 され ることが示 唆 され た。



2-3考 察

第2部 では 、インスリン抵 抗 性 に対 す る膵 β細 胞 の適 応 機 構 にお ける重 要 な現

象 である細 胞 増 殖 に対 するSOX6の 影 響 を検 討 した結 果 、SOX6は β-カテニン

シグナル を抑 制 することで細 胞 増 殖 を抑 えることが分 かった。

SOXフ ァミリー に属 す るタンパ クが β-カテニンに結 合 しその転 写 活 性 を抑 制 す

ることは既 に知 られ てお り、SOX9に 関す る研 究 か ら抑 制 メカニズムは β-カテニン

タンパ クの分 解 促 進 によると言 われていた。ところが 、SOX6/β-カ テニン複 合 体 は

タンパ ク分 解 を受 けず に、β-カテニン標 的 遺 伝 子 のプ ロモー ター 上 で安 定 的 に

存 在 し、HDAC1を リクル ートすることで標 的 遺 伝 子 の転 写 活 性 を抑 制 す ることが

分 かった。SOX1、SOX17は β-カテニンと結 合 し、その活 性 を抑 制 す ることは知 ら

れているものの、抑 制 メカニズムは 明 らか となっていない(66,67)。 これ らのSOXタ

ンパ クの抑 制 メカニズムがSOX6タ イプか 、SOX9タ イプなのか 、あるいは全 く別 の

機 序 であるのか 興 味 が持 たれる。

第1部 で 、SOX6は インスリンプロモー ター 上 のヒストンの脱 アセチル化 を促 進 す

ることを示 したが(図19)、 その原 因 を突 き止 めるには至 らなかった。しかし、第2部

でSOX6がHDAC1と 直 接 結 合 することが明 らかとなったので(図35)、 インスリン

プ ロモー ター にお いてもSOX6はHDAC1を リクル ー トす ることで、転 写 活 性 を抑

制 している可 能 性 が示 唆 される。今 後 、クロマチン免 疫 沈 降 等 の方 法 で検 証 して

いきたい。

本 研 究 で、SOX6のLZ/Q領 域 とβ-カテニンのアル マジロリピー ト1-4が 結 合 す

ることを示 した(図28)。 一 方 、β-カテニンはLegless-Pygopus(Lgs-Pygo)複 合



体 とアル マジロリピー ト1-4を 介 して結 合 す ることで 、核 内 に係 留 され ているとの報

告 がある(76-78)。SOX6とLgs-Pygo複 合 体 が β-カテニンの 同 じ領 域 に結 合 す

ることか ら、両 者 は拮 抗 的 に β-カテニンと結 合 す ると予 想 され る。ところがChIPア

ッセイの結 果 か ら、SOX6は サイクリンD1プ ロモーター 上 の β-カテニン量 に影 響 し

ないことが分 かっている(図31)。 す なわち、SOX6は 核 内 の β-カテニ ン量 には影

響 しないことを示 している。一 方 、Lgs-Pygo複 合 体 の β-カテニンの核 係 留 効 果

はショウジョウバ エの細 胞 や がん 細 胞 で強 く見 られるものの、293T細 胞 では観 察 さ

れ ないとの報 告 もあり(78)、HEK293細 胞 で は β-カテニンを核 に係 留 す るため に

Lgs-Pygo複 合 体 以 外 の別 のシステムが存 在 す る可 能 性 がある。未 知 のシステム

を仮 定 す ると、HEK293細 胞 で は例 えSOX6がLgs-Pygo複 合 体 と拮 抗 的 に β

-カテニンと結 合 したとしても
、核 内 β-カテニン量 に変 化 は見 られ ない ことも説 明す

ることが出 来 る。今 後 、色 々な種 類 の細 胞 で β-カテニンの核 内 係 留 システムを検

討 する必 要 がある。もし細 胞 の種 類 によりそのシステムが異 なるのであれ ば、SOX6

の β-カテニン活 性 抑 制 メカニズムも、細 胞 によって異 なる可 能 性 がある。

SOX6がHDAC1を リクル ー トす ることを示 したが、HDAC1以 外 にも別 の転 写 抑

制 因 子 をリクル ー トす る可 能 性 がある。Murakamiら は転 写 コレプ レッサ ーの1種

であるC terminal-binding protein(CtBP)がSOX6と 結 合 す ると報 告 してい

る(79)。CtBPの 標 的 タンパ ク質 に対 す る結 合 力 はNAD+とNADHに より調 節 さ

れ 、NADHの 方 が100～1,000倍 結 合 促 進 活 性 が強 いことが知 られ ている

(80,81)。 この結 果 か ら、CtBPは 細 胞 内 の酸 化 還 元 セ ンサー として働 き、様 々な

遺 伝 子 の転 写 調 節 を行 っていると考 えられている。また、グル コー ス代 謝 阻 害 剤(2

-デ オ キシグルコース)を用 いた検 討 か ら
、NADH/NAD+比 はグル コース代 謝 活



性 によって変 動 す ることが分 かっている(82)。 更 に、グル コー ス代 謝 が酸 化 ストレス

を引 き起 こし、膵 β細 胞 からのインスリン分 泌 、細 胞 マス維 持 を障 害 す ることも知 ら

れ てお り、細 胞 内 酸 化 還 元 状 態 は膵 β細 胞 の機 能 にとって重 要 な役 割 を担 って

いることが示 唆 され ている(83)。 このように、CtBPは 膵 β細 胞 にお いてグル コース

代 謝 活 性 や酸 化 ストレスに対 する応 答 を調 節 している可 能 性 がある。一 方 、CtBP

はWnt/β-カ テニンシグナ ル を制 御 す るとの報 告 もあり(84)、SOX6の β-カテニン

転 写 抑 制 効 果 にCtBPが 関 与 す る可 能 性 もある。膵 β細 胞 内 のSOX6とCtBP

の相 互 作 用 の有 無 に興 味 が持 たれ る。

また、β-カテニンはTCF以 外 にも多 くの転 写 因 子 に結 合 し、その転 写 活 性 を促

進 することが知 られ ている。例 えば 、サイクリンE1プ ロモー ター にお いては β-カテ

ニンの結 合 パ ー トナ ー はLRH-1で あるとの報 告 がある(35)。 本 論 文 にデ ー タは示

していないが、SOX6は サイクリンE1プ ロモー ター活 性 も抑 制 す る結 果 を得 ている

ことか ら、TCF以 外 の結 合 パ ー トナ ーの 時もSOX6は β-カテニン活 性 を抑 制 す る

と考 えられ る。近 年 、β-カテニンはForkhead box O(FoxO)と も結 合 しそ の転 写

活 性 を促 進 す ることが報 告 された(85)。 興 味 深 いことに、酸 化 ストレス条 件 下 で は

β-カテニンはTCFよ りもFoxOと 優 先 的 に結 合 し、細 胞 は増 殖 を停 止 し休 止 状

態 あるいはアポトーシスに向 かうと述 べ られ ている(85)。 もしSOX6がFoxO/β-カ

テニン複 合 体 の転 写 活 性 も抑 制 す るとしたら、酸 化 ストレス状 態 では 、通 常 の状 態

とは逆 に細 胞 増 殖 促 進 に働 くかもしれない。インスリン抵 抗 性 へ の適 応 過 程 で 、膵

β細 胞 の酸 化 ストレスは増 加 することは知 られ ているが、そ の程 度 や 時 期 は必 ず し

も明 確 になっていない。インスリン抵 抗 性 時 の膵 β細 胞 の増 殖 促 進 お けるSOX6

の意 義 を考 える上 で は、酸 化 ストレスの程 度 を注 意 しなけれ ばならない。



ところで、Wnt-3a、Wnt-5aが インスリン分 泌 を促 進 す るとの報 告 もある(40)。 第

1部 で 、SOX6の インスリン分 泌 抑 制 効 果 にはPDX1が 重 要 であることを示 したが、

第2部 にお いてWntシ グナル の 中核 である β-カテニンの転 写 活 性 をSOX6が

抑 制 す ることを明 らか とした。以 上 の結 果 か ら、SOX6の インスリン分 泌 抑 制 効 果

にも、β-カテニンの活 性 抑 制 が 関 与 す る可 能 性 がある。細 胞 増 殖 、インスリン分

泌 両 面 か ら、膵 β細 胞 にお ける β-カテニンの役 割 を解 析 する必 要 がある。

本 研 究 はin vitroの 結 果 が 中 心 であるため、今 後 はin vivoで の膵 β細 胞 に

お けるSOX6の 機 能 解 析 が必 須 となる。SOX6膵 β細 胞 過 剰 発 現 トランスジェニ

ックマウスと通 常 マウスに高 脂 肪 食 負 荷 を行 い、インスリン分 泌 能 や 膵 β細 胞 増

殖 を比 較 解 析 す ることが重 要 と考 えられる。もし、SOX6の 発 現 減 少 が代 償 的 イン

スリン分 泌 増 加 に必 須 なイベ ントであるならば 、高 脂 肪 食 負 荷SOX6ト ランスジェ

ニックマウスはSOX6が 恒 常 的 に発 現 してお り発 現 減 少 しないため に、インスリン

分 泌 が増 加 せず 通 常 マ ウスより早 期 に高 血 糖 を呈 す ると予 想 され る。また 、糖 尿

病 患 者 や 高 インスリン値 患 者 の膵 β細 胞 にお けるSOX6の 発 現 がマウスと同様 に

変 動 するかどうかも非 常 に重 要 である。更 には、緒 言 で述 べ たように 日本 人 と欧 米

人 のインスリン分 泌 能 には大 きな差 があるので 、人 種 間 のSOX6発 現 の比 較 も行

う必 要 がある。本 研 究 結 果 がヒトの病 態 にお ける膵 β細 胞 をどこまで反 映 したもの

で あるのか を、見極 めていきたい。
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図34HEK293細 胞 にお けるHDAC1/SOX6/β-カ テニン複 合 体 形 成

図35SOX6とHDAC1の 相 互 作 用

図36SOX6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



図20Wnt/β-力 テ ニ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路

左 図 がWntシ グ ナ ル が オ フ の 状 態 、 右 図 がWntシ グ ナ ル が オ ン の 状 態 を 示 す 。

βCat:β-力 テ ニ ン 、APC:Adenomatous Polyposis Coli、

GSK-3β:Glycogen Synthase Kinase-3β,Dvl:Dishevelled 

BTrCP:β-Transducin reaeat-Containing Protein 

LRP:Low density lipoprotein Receptor-related Protein 

Clevers,H.(2006)Cell127,469-468引 用 。



図21SOX6siRNAに よ るINS-1E(A)、MH-3T3(B)細 胞 の増 殖促 進

細 胞増 殖 ア ッセ イ の前 日、SOX6に 対 す るsiRNA(si-SOX6)又 は ス ク ラ ン ブルsiRNA

(si-cont)を 実験 手 法 記 載 の方 法 で細 胞 に形 質 導 入 した。

細 胞増 殖 ア ッセ イの 開 始 日(dayO)に 、6穴 プ レー トにINS-1E細 胞(A)は

1.8×105個/well、NIH-3T3細 胞(B)は0.6×105個/wellの 濃 度 で 播 種 した 。

その 後4日 間、24時 間 毎 に細 胞 数 を測 定 した グ ラ フ を上 図 に 示 す 。

2日 目 に、 細 胞 を回 収 し抗SOX6抗 体 、 抗nucleoporin抗 体 又 は 抗β-actin抗 体 を

用 いて イ ム ノブ ロ ッ トを行 った(下 図)。

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22SOX6 siRNAに よ るMIN6(A)、HIT-T15(B)細 胞 の 増 殖 促 進

細 胞 増 殖 ア ッセ イの 前 日、SOX6に 対 す るsiRNA(si-SOX6)又 は ス ク ラ ン ブルsiRNA

(si-cont)を 実 験 手 法 記 載 の 方 法 で細 胞 に形 質 導 入 した。

細 胞 増 殖 ア ッセ イの 開 始 日(dayO)に 、6穴 プ レー トにMIN6細 胞(A)は

1.4×105個/well、HIT-T15細 胞(B)は1.8×105個/wellの 濃 度 で播 種 した。

その 後3日 間 、24時 間 毎 に細 胞 数 を測 定 した グ ラ フ を示 す。

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23SOX6に よるINS-1E(A)、NIH-3T3(B)、MIN6(C)細 胞 の 増 殖 抑 制

実 験 手 法 記 載 の 方 法 でSOX6又 はGFPを 含 む レ トロ ウ イル ス を感 染 させ た 細 胞 を、

細 胞 増 殖 ア ッセ イの 開 始 日(dayO)に 、6穴 プ レー トにINS-1E細 胞(A)、

NIH-3T3細 胞(B)、MIN6細 胞(C)共 に0.3×105個/wellの 濃 度 で播 種 した。

その 後3、4日 間 、24時 間 毎 に細 胞 数 を測 定 した グラ フ を示 す 。

エ ラ ー バ ー は標 準 誤 差(n=3)を 示 す 。



図24SOX6に よ るDNA合 成 の抑 制

実 験 手 法 記 載 の方 法 でSOX6又 はGFPを 含 む レ トロウ イ ル ス を感 染 させ た

NIH-3T3細 胞 のDNA合 成 量 をBrdUrd Iabeling kit(Roche Applied ScieRce)を

用 い て測 定 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25SOX6発 現 細 胞 のFluorescence-Activated Cell Sorting(FACS)解 析

実験 手 法 記 載 の方 法 でSOX6又 はGFPを 含 む レ トロ ウ イル ス を感 染 させ た

NIH-3T3細 胞 の 写真(上 図)とFACS解 析 結 果(下 図)を 示 す 。



図26SOX6発 現細胞 にお ける細胞周期関連遺伝 子の発現

実験手法記載の方法でSOX6又 はGFPを 含む レ トロウイル スを感染 させ たNIH-3T3細 胞

に、12時 間の血清処理 を行 った後、RNAを 調 製 しQRT-PCRを 行 った。

マウスサ イクロフ ィリン遺伝子の発現量 を内標準 とした。縦軸 はGFP発 現細胞 の

各遺伝子の発現 を1と して表示 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27SOX6に よ る β-カ テ ニ ン転 写 活 性 の 抑 制

(A)0.1μgのTOPFLASHル シ フ ェ ラー ゼ リポ ー ター プ ラ ス ミ ドと0.01μgのpCMV/β

及 びpCMV-SOX6、pCMV-β-catenin、pCMV-β-catenin(S33Y)を 図中 に表 示 の 量 、

形 質 導 入 したNIH-3T3細 胞 の 相 対 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 。

(B)0.1μgのcyclin D1プ ロモ ー ター ル シ フ ェ ラー ゼ リポ ー ター プ ラ ス ミ ド

(Cyclin D1-luc)と0.01μgのpRL-TK及 びpCMV-SOX6とpCMV-β-catenin(S33Y)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 。

(C)0.1μgのpG5lucと0.01μgのpRL-TK及 びpBIND-β-cateninとpCMV-SOX6を

図 中 に表 示 の 量 、 形 質 導 入 した 日EK293細 胞 の 相 対 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 。

形 質 導入 か ら20時 間 後 の 細 胞 を用 いて、 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 β-ガ ラ ク トシ ダー ゼ 又 は、

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28 SOX6と β-カ テ ニ ンの 相 互 作 用

(A)GST融 合SOX6とin vitro翻 訳 β-カ テ ニ ン 及 び そ の 変 異 体 の 結 合

(B)GST融 合 β-カ テ ニ ン 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 土 フ ィル ム)で 解 析 した 。



図29 SOX6と β-カ テ ニ ンの機 能 的相 互 作 用

(A)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-catenin(S33Y)、pCMV-SOX6、pCMV-SOX6(ΔLZ/Q)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 入か ら20時 間 後 の 細 胞 を用 い て、 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。n.s.は 有意 差 が無 い こ とを 示 す。

(B)β-カ テ ニ ン とFLAG融 合SOX6の 免疫 沈 降。HEK293細 胞(5×105個/T-25フ ラ ス コ)

に、1μgのpCMV-FLAG-SOX6又 はpCMVプ ラ ス ミ ドを形 質 導入 した。

2日 後、 細 胞 を回収 し、 抗 β-カ テ ニ 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FLAG抗 体(上 図)又 は 、

抗 β-カ テ ニ ン抗体(下 図)で イム ノブ ロ ッ ト解析 を行 った 。



図30 SOX6とSOX9の β-カ テ ニ ン転 写 活 性抑 制 機構 の 違 い

SOX6とSOX9の β-カ テ ニ ン転 写 活 性 抑 制 機 構 を模 式 的 に示 す 。SOX6は β-カ テ ニ ン

と安 定 的 に複 合 体 を形 成 す るが 、SOX9は β-カ テ ニ ンの 分 解 を促 進 す る。

(A)SOX9に よ る β-カ テ ニ ン/TCF4複 合体 形 成 の 阻 害 。 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TCF4を

大 腸 菌発 現 ヒ スチ ジ ン融 合SOX6(レ ー ン4)、 又 は大 腸 菌 発 現 ヒスチ ジ ン融 合SOX9

(レー ン5)存 在 下 で 、 室 温 、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TCF4と5%のinput(レ ー ン1)をSDS-PAGEで 展 開 し、

FUJIX BAS2000(富 士 フ ィル ム)で 解 析 した 。

(BとC)0.2μgのpCMV-β-catenin(S33Y)と0.2μgのpCMV-FLAG-SOX6又 は

pCMV-FLAG-SOX9を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0.05μgのpRL-TKと 共 にHEK293細 胞 に形 質 導 入 した 。 形 質 導 入 後、

0.3μMのMG132(プ ロテ オ ソー ム阻 害 剤)処 理 又 は0.1%DMSO処 理 を 行 った 。

16時 間後 、 細胞 を回 収 し、 抗 ヒスチ ジ ン抗 体 又 は抗FLAG抗 体 で イ ム ノブ ロ ッ ト解

析(B)と ル シフ ェ ラー ゼ 活 性 測 定(C)を 行 った 。 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 。

n.s.は 有 意 差 が 無 い こ とを示 す 。



図31サ イ ク リンD1プ ロモ ー タ ー 上 のSOX6と β-カ テ ニ ンの 相 互 作 用

サ イ ク リンD1プ ロモ ー ター 上 の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FLAG抗 体(左 カ ラ ム)又 は抗 β-カ テ ニ ン抗 体(右 カ ラ ム)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FLAG抗 体 に よ る イム ノブ ロ ッ ト解 析 結 果 を示 す 。

(B)β-カ テ ニ ン に対 す るsiRNA(si-β-catenin+)又 は コ ン トロー ルsiRNA(-)を 形 質 導

入 したFLAG-SOX6発 現HEK293細 胞 の抗FLAG抗 体(左 カ ラ ム)又 は抗 β-カ テ ニ ン抗 体

(右 カ ラ ム)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 β-カ テ ニ ン抗 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 。

n.s.は 有 意差 無 しを示 す 。




