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要旨 

	
 乳癌は本邦で増加の一途を辿り、代謝面からの発症機序解明が進んでいる。

Liver X receptor（LXR）は酸化ステロールをリガンドとする核内受容体であり、

全身のコレステロール代謝に関与する一方、乳癌等の細胞増殖抑制作用を併せ

持つ。その制御機構は不明な点も多いが、近年脱アセチル化酵素 SIRT1が LXR

を脱アセチル化して正に制御する事が明らかとなった。Cell cycle and apoptosis 

regulator 2 (CCAR2)は SIRT1に直接結合し SIRT1を抑制、細胞増殖やエネルギー

代謝などに関与する転写因子であり、種々の核内受容体と相互作用を持つ。代

謝と細胞増殖に対する深い関連性から、CCAR2と LXRとの相互作用に着目し

解析した。CCAR2は SIRT1の LXRへの正の制御に拮抗、LXRのリガンド依存

性転写活性化能の抑制を通じて乳癌の細胞増殖促進に働くという新規機能を明

らかにした。 
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1) 序文 

日本では、乳癌発生頻度は増加の一途を辿っている。本邦における女性の癌

罹患率としては第一位、1980 年と比較して現在罹患頻度は約 3 倍であり、今後

もこの増加傾向は続くと考えられる。 

乳癌発症のリスクファクターとして、乳癌家族歴や BRCA1変異等の遺伝的因

子、初経及び閉経年齢、出産や授乳、ホルモン補充療法（HRT）などの内分泌

環境因子等が指摘されている。近年、特に肥満や高コレステロール血症等、メ

タボリックシンドロームに関連した生活環境因子と乳癌の発症との関連性が注

目されている。具体的な報告として、日本人における肥満と閉経情報別の乳癌

の関連性につき 8つのコホート研究を含む 18万人以上のデータのプール解析を

行った前向きコホート研究が挙げられる 2。本報告によると閉経前、閉経後共に

BMI高値で乳癌リスクは上昇する。 

閉経後の肥満女性における乳癌の罹患率上昇は、エストロゲンの主な供給源

が卵巣から脂肪組織に移るというエストロゲンメカニズムで説明可能である。

しかしながら閉経前乳癌については、無排卵を伴う肥満女性でエストロゲンレ

ベルは低値となる事が多く、このメカニズムでの説明は困難である。さらに HDL

コレステロールが抗酸化及び抗炎症作用によって発癌に影響しうるという報告

3、27ヒドロキシコレステロール (27HC) という、血中に豊富に存在するコレス

テロールの代謝産物が、乳癌の成長及び多臓器への転移を促進するといった報
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告等々存在する 4。こうした乳癌とコレステロールの深い関連性から、酸化ステ

ロールをリガンドとし、細胞増殖抑制や抗炎症作用作用を併せ持つ核内受容体

肝臓 X受容体（Liver X receptors; LXRs）に着目した。	
 

	
 LXRsはヒトに 48種類存在する核内受容体（Nuclear receptor, NR）の一種であ

る。内因性リガンドである酸化ステロールが結合すると核内に移行し、DNAに

結合して転写因子として作用する。NRの転写促進領域は 2カ所存在し、一方は

アミノ基末の A/B 領域に存在し、リガンド非依存的、恒常的に転写活性化能を

示す activation function- 1（AF-1）領域である。もう一方はカルボキシル基末に

存在し、リガンド結合部位を有するリガンド結合依存性転写活性化能を有する

AF-2領域である 5。 LXRsは同じ核内受容体の一種であるレチノイド X受容体

（Retinoid X receptor、RXR）とヘテロダイマーを形成し、LXR応答配列（LXRE）

に結合する。リガンドが結合することでコリプレッサーが解離し、コアクチベ

ーターとの相互作用が起こり、下流に存在する標的遺伝子の転写を制御する 6。

LXRsにはα/βのサブタイプが存在し、αは肝臓、マクロファージ、小腸で多く発

現し、βは全身に普遍的に発現している。トランスポーターである ATP-binding 

cassette transporter A1 (ABCA1) や ATP-binding cassette transporter G１（ABCG1）

の発現を介して、マクロファージからのコレステロール逆輸送を助け、泡沫細

胞の形成を防ぐことからアテローム性動脈硬化の治療標的としても期待されて

いる。またコレステロールの胆汁酸異化や小腸での吸収抑制する機序を含め、
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全身の脂質センサーとしての役割を担っている 7。最近はマクロファージにおい

て、iNOS、IL-1β、IL-6、VEGF などの発現抑制を介して炎症反応の抑制に関与

しているという報告 8や、乳癌や前立腺癌等を始めとする、種々の癌及び正常細

胞においての細胞増殖抑制効果も報告されている 9-12	
 。LXRの婦人科領域にお

ける知見としては、LXRノックアウトマウスに関した報告がある 13。LXRノッ

クアウトマウスに過排卵誘発刺激を行うと、卵巣過剰刺激症候群に類似した症

状が引き起こされることが知られており、その機序は LXRの抗炎症反応を介す

るとされる。先進国においては晩婚化が顕著であり、女性の加齢と共に妊孕能

が低下することから、不妊女性に対する生殖補助医療の果たす役割は大きい。

生殖補助医療における過排卵誘発刺激は、卵巣過剰刺激症候群 (OHSS) を惹起

することがある。OHSSは重症化すると胸腹水貯留、血栓症、腎不全などを引き

起こす重篤な合併症であり、特に多嚢胞性卵巣症候群 (PCOS: polycystic  ovary 

syndrome) と呼ばれる排卵障害のある体質のある女性でリスクが高い。PCOS女

性は内分泌異常、代謝異常と関連もあるとされており、代謝及び抗炎症作用の

クロストークに LXRが関与している可能性も示唆される。 

このように LXRsの機能についての報告は数多く存在するものの、その制御メカ

ニズムについては不明な点も多い。近年、Sir2 (Silent information regulator 2)のヒ

トの Orthologである SIRT1が LXRs を正に制御していると報告された 14。その

機序は、SIRT1 が LXR のリガンド依存性転写活性化領域である AF-2 領域近傍
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のリジン残基を脱アセチル化して、そのリジン残基を標的としてユビキチン化

が進行する。そのユビキチンされたリジン残基を標的に LXRの分解がプロテア

ソーム機序により促進されることで、新たな LXRのリクルートメントが促進さ

れるというものである。SIRT1は寿命延長、抗老化に関与する一つの因子であり、

カロリー制限によりその発現が上昇し、寿命が延長する 15。SIRT1は元来 NAD+

依存性ヒストン脱アセチル化酵素であり、タンパク質中のアセチル化を受けた

リジン残基からアセチル基を脱アセチル化することがその主な酵素活性である。

低栄養状態など細胞内内外のシグナルにより、細胞内の NAD/NADH比が上昇す

ることによって活性化が上昇する 16。生体内の様々なタンパクと相互作用するこ

とにより、広範な生理機能を制御しており、p53、FOXOs (forkhead box O)17、

PGC-1α18 等の分子と相互作用し、細胞周期・細胞老化・アポトーシス・代謝等

に関与している 19。SIRT1の主要な制御因子の 1つとして、Cell cycle and apoptosis 

regulator 2 (CCAR2)があり、CCAR2は SIRT1に直接結合することで、その脱ア

セチル化活性を抑制する 20,21。 

	
 CCAR2は Deleted in breast cancer 1 (DBC1) / KIAA1867とも同意の転写因子で

ある。染色体 8p21領域にコードされ、その従来名Deleted in breast cancer 1 (DBC1)

の通り乳癌において欠失している領域から同定された。アポトーシス、細胞増

殖 22、二本鎖 DNA修復 23等に関与するといった、その生物学的機能が徐々に明

らかになってきている。SIRT1の脱アセチル化活性は、カロリー制限下において
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高まるが、その機序は SIRT1-CCAR2 結合が解離し、CCAR2 による抑制が解除

されることによる。この事から両者の相互作用はメタボリックセンサーとして

機能しているとも言及できる 29。さらにCCAR2ノックアウトマウスの表現型は、

高脂肪食負荷時における脂肪肝からの保護にあり、これは SIRT1 の活性が恒常

的に高まっていたためと考えられている。CCAR2の欠損により白色脂肪組織か

ら褐色脂肪組織への変換が進行するという報告も存在する 30。 

また、CCAR2は Estrogen receptor α (ERα)24,25、ERβ26、Androgen receptor (AR)27、

Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor I  (COUP-TF1)28等、様々

な核内受容体と結合することが知られる。ERβとの結合によりその転写活性を抑

制し 26、AR との結合によりその転写活性を促進する 27COUP-TFI の転写活性化

能の抑制に関しては、COUP-TFIと Nuclear receptor corepressor（NCoR）との結

合の安定化に寄与している 28等、その結合及び制御様式は一様ではない。 

	
 CCAR2 の細胞増殖に関する生理的意義については現時点で未解明である。

CCAR2は従来名 DBC1 (Deleted in breast cancer1) の通り、癌抑制遺伝子の候補と

して同定された 21。しかしその後 CCAR2の発現が亢進しているという報告が乳

癌 31、胃癌 32、大腸癌 33において相次ぎ、CCAR2が腫瘍促進に働くか、腫瘍抑

制に働くのかは未解決で、組織あるいは環境特異的である可能性が考えられる。

CCAR2 や LXR の代謝及び細胞増殖における深い生理的意義を踏まえ、その相

互作用と制御機構の解明を通じて、代謝面からの乳癌発症におけるメカニズム
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の 解 明 の 一 助 と な る こ と を 目 的 と し 、 本 研 究 を 施 行 し た 。	
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2) 方法  

1.細胞培養及び試薬	
  

	
 ヒト乳癌培養細胞株 MCF-7細胞、ヒト胎児腎臓由来の培養細胞株 HEK293T、

及びヒト肝細胞癌培養株 HepG2は、American Type Culture Collectionより入手し

た。ヒト単球系白血病培養株 THP-1 は小川誠二博士（The University of Tokyo, 

Japan）より譲与して頂いた。HEK293T細胞, HepG2細胞の培養は 10% fetal bovine 

serum （FBS）を添加した Dulbecco's modified Eagle medium （DMEM） を用い

て、THP-1 細胞の培養は、10%FBS 添加の RPMI 1640 を用いて 37℃、5% CO2

の条件で行った。FBS、DMEMは Sigma Aldrichより購入した。LXR選択的リガ

ンド GW3965を加える際には、溶媒 DMSOを用い、培養液中の GW3965の最終

濃度が 0.5-2.0x 10-6 Mになるように調整した。GW3965を加える際には、一般の

培養液に pHセンサーとして添加されている phenol red freeの培養液を使用した。

また培養液に添加して用いるウシ胎児血清にも微量のオキシステロールが含ま

れている可能性があるためこれらの物質を可及的に吸着・除去するチャコール

処理血清を使用した。 

２ .	
 免疫沈降法	
  

	
 HepG2細胞を用いて細胞内におけるCCAR2とLXRαとの複合体形成能を検



 12 

討した。HepG2細胞を DMEM（10% FBS）にて 100 mm dish上で培養し、細胞

をスクレーパーで回収した。回収した細胞を TNEバッファー（10 mM Tris-HCl, 

pH 7.8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, protease inhibitor cocktail添

加）で溶解し、超音波破砕装置であるバイオラプター（コスモ・バイオ株式会

社）を用いて 10 秒破砕、20秒冷却を 10回反復して細胞溶解液を調整し遠心処

理を行った。上清に anti-CCAR2抗体 2 µg、（当研究室において作成された rabbit 

polyclonal抗体：CCAR2の 201-699 amino acidsを GSTタンパクとして合成し、

PreScission Proteinaseで GSTを切断したタンパクを抗原として、タカラバイオ株

式会社に依頼して作成した。13週齢ウサギで免疫し、抗血清を ProteinAカラム

でアフィニティ精製し、SDS PAGE で純度検定をした後、ウエスタンブロット

法により確認し、特異的なシグナルを認めたものを用いている。）コントロー

ルとして preimmune IgG抗体を加え 4℃において一晩インキュベートした。ここ

に Protein G Sepharose 4 Fast Flowビーズ（GE healthcare）を加え、4℃において 1

時間インキュベートすることで免疫複合体を精製した。ビーズを軽く遠心して

回収し、十分に洗浄した後に、ビーズ結合蛋白を 10% SDS-PAGE で泳動し、

Immobilon-P（Millipore）にブロッティングした。ブロッティング後メンブレン

を、10%スキムミルク入り TBS-T (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% 

Tween 20)で 1時間ブロッキング、一次抗体 anti- LXRα抗体（PP-K8607; PPMX）

入り TBS-Tで 1晩、二次抗体（anti-rabbit IgG抗体：1:3000、Cell Signaling）入



 13 

り TBS-Tに 1時間浸透した。メンブレンは各々の段階で TBS-Tで 3回ずつ洗浄

した。二次抗体に結合している horseraddish peroxidase は ECL advance（GE 

healthcare）のマニュアルに従い化学発光され、ImageQuant LAS 4000（GE 

healthcare）で検出した。逆免疫沈降では anti- LXRα 抗体 (PPMX) で免疫沈降し

て同様の方法で免疫複合体を精製し、anti-CCAR2 抗体にて複合体形成を確認し

た。同様に培養した HepG2細胞を溶解し、それぞれ LXRα抗体、CCAR2抗体で

イムノブロッティングし、LXRα、CCAR2 それぞれの細胞内での発現を確認し

た。以上の実験を別個に 3回繰り返し、画像処理ソフトである Image J を用いて

バンド強度を定量化し有意差検定を行った。 

	
 CCAR2 と SIRT1 の LXRα結合に対する競合を確認するため、HEK293T 細胞

を用いて過剰発現系にて競合的免疫沈降（Competitive immunoprecipitation assay）

を行った。まず 100mm dishに phenol red-free DMEM (5% チャコール処理 FBS) 

にて前培養し、発現ベクターFlag- LXRα、Flag-SIRT1、Myc−CCAR2をそれぞれ、

① Flag- LXRα、Flag-SIRT1、 pcDNA	
 ②Flag-LXRα、Flag-SIRT1、Myc−CCAR2

のようにトランスフェクションし、2 µM GW3965を培養液に添加した。トラン

スフェクションは Effectene（Qiagen）を用いて行った。各々トランスフェクシ

ョンの 24時間後、上記の方法にて細胞を回収、細胞溶解液を作成し、anti-SIRT1

抗体（ab32441；Abcam）で免疫沈降し、Anti- LXRα抗体でイムノブロットする

ことで両者の結合度合いを比較した。①、②それぞれの細胞溶解液を、LXRα、
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CCAR2抗体でイムノブロットし、トランスフェクションの効率を確認した。 

次に、CCAR2特異的 siRNAを用いて内在性の CCAR2をノックダウンさせた場

合の、LXRαと SIRT1の結合程度の変化を検討した。HEK293T細胞を 100mm dish

に、phenol red-free DMEM (5% チャコール処理 FBS) で前培養した後、内在性

CCAR2を、CCAR2特異的 small interfering RNA (siRNA) を用いてノックダウン

した（①）。トランスフェクションは、Lipofectamine RNAimax（Lifetechnologies）

を用いて行い、コントロールには All Star Negative siRNA（1027281: Qiagen）を

使用（②）し、siRNAの最終濃度はすべて 10 nMとなるように調整した。siRNA

トランスフェクションの 24時間後、①、②それぞれの dishに発現ベクターFlag- 

LXRα、Flag-SIRT1をトランスフェクションし、同時に 2 µM のGW3965を添加、

さらに 24 時間追加培養した後に回収した。細胞溶解液を作成し、anti-SIRT1 抗

体（Abcam）で免疫沈降し、Anti-LXRα抗体でイムノブロットすることで両者の

結合度合いを比較した。①、②それぞれの細胞溶解液を LXRα、CCAR2抗体で

イムノブロットし、siRNA および発現ベクターのトランスフェクションの効率

を確認した。細胞同様の実験を 3回反復して行い、Image Jにてバンド強度を定

量化し、有意差検定を行った。 
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３ . プラスミド作成  

 全長の CCAR2（Clone ID 5496068）、SIRT1（Clone ID 4518906） 発現ベク

ターは Thermo Fisher Scientific Open Biosystemsより購入し、pcDNA-Mycベクタ

ーおよび pcDNA-Flagベクターに挿入して作成した。これらは全て全長をシーク

エンスして、変異が存在しないことを確認した。LXRα/β 発現ベクター及びル

シフェラーゼレポーター（ABCG-LXRE-luc: ABCG1プロモーター領域、制御領

域とルシフェラーゼレポ−タ−遺伝子が結合したもの）は、Eckardt博士（Center for 

biosciences, Department of Biosciences and Nutrition, Karolinska Institutet, Huddinge, 

Sweden）より供与を受けた。GST LXRα/β AF-1/2は、LXRα AF-1領域（アミノ

酸 1～99）、AF-2領域（アミノ酸～205-447）、LXRβAF-1領域（アミノ酸 1～

85）、AF-2領域（アミノ酸～219-461）を pGEX 4T-1 vector（GE healthcare）の

マルチクローニングサイトにフレームがあうように組み込み構築したものを用

いた。17m8 AdMLP Lucは既報のものを用いた 22。	
  

４ . 蛍光免疫染色  

 HepG2細胞を用いて、CCAR2と LXRα/βが核内において共在しているかどうか

検討した。HepG2細胞は 6-well ディッシュの 12 mmカバーグラス（BD BioCoat 

glass）の上で、DMEM （10% FBS）で培養した。細胞を PBS + 4% Paraformaldehyde

で固定し、PBS + 0.2% Triton X-100で浸透化した。PBS + 6% bovine serum albumin
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を用いて blockingをおこなった後、HepG2細胞は anti-LXRα抗体（Sigma-Alrich）、

抗 LXRβ抗体（Abcam）、および anti-CCAR2 抗体（先述）で反応させた。一次

抗体を洗浄後、蛍光標識二次抗体として Alexa fluor 488 donkey anti-mouse IgG 

（Invitrogen）と Alexa fluor 555 goat anti-rabbit IgG（Invitrogen）、核染色として

Hoechst 33342（Sigma Aldrich）を用いた。Hoechst 33342を洗浄後、MountQuick 

(Daido Sangyo）を用いてグラスを固定し、共焦点顕微鏡（Carl-Zeiss MicroImaging）

を用いて細胞を観察した。 

５ . GST pull downアッセイ  

GST-pull downアッセイにより LXRα/βと CCAR2との直接的結合の有無、その

結合部位を検討した。GST 融合タンパクカラムは以下のように調整した。GST 

LXRα/β AF-1、GST LXRα/β AF-2、GSTのみのベクターを、大腸菌 BL 21 Codon 

Plus（Stratagene）に形質転換した。形質転換後の大腸菌は、37℃で震盪しなが

ら LB 培地にて培養し、培養液の OD600 が 0.4~0.5 に到達した直後に、

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosideを最終濃度 0.1 mMになるように培地に加え、

GST融合タンパクとしてタンパク発現誘導を行い、IPTG誘導後は培地を 30℃で

2 時間震盪培養した。タンパク発現誘導終了後は遠心にて大腸菌を集菌し、

PBS+10% Glycerol、10 mM EDTAで大腸菌ペレットを溶解し、超音波にて大腸

菌を機械的に破砕した。Triton X-100を最終濃度 1%になるように加え、タンパ
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クを 4℃で可溶化し、可溶化したタンパクを遠心にて回収した後、

Glutathione-Sepharose 4Bビーズ（GE healthcare）に、可溶化画分に含まれる GST

融合タンパクを結合させた。ビーズは 4回の洗浄後、少量を SDS-PAGEにかけ

Coomassie Brilliant Blue染色をすることにより、目的のタンパクの発現を確認し

た後、アフィニティーカラムとして使用した。以上のように大腸菌により発現

され、ビーズに結合した GST融合タンパクを、GST pull down assayに用いた。 

CCAR2の全長とその分割された断片 ｛CCAR2 N末端（1~230 amino acid）、

CCAR2ΔN（230~923）｝は TNT coupled transcription-translation system（Promega）

を用いてマニュアルに従って、 in vitro 転写翻訳にて [35S] methionine（GE 

healthcare）標識タンパクを作成した。GST融合タンパクに GW3965 2 µMもしく

は vehicleを添加した後 NET-N+ バッファー（50 mM Tris-HCl、 pH 8.0、 150 mM 

NaCl, 5mM ethylenediaminetetraacetic acid、protease inhibitor cocktail）の存在下で

30分間インキュベートした後、[35S] methionine標識されたタンパク（CCAR2、

CCAR2N、CCAR2ΔN）と、4℃で 60分間インキュベートした。ビーズを NET-N+ 

bufferで 6回洗浄後、12.5%の SDS-PAGEで泳動した。バンドの解析は、ゲルを

スラブゲルドライヤー（Bio-Rad）で乾燥後、OptiQuant Image Analyzer（Packard 

BioScience）にておこなった。ゲルは Coomassie Brilliant Blueで染色し、等量の

タンパクが泳動されていることを確認した。 
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6. short-interference RNA（siRNA）による内在性 CCAR2のノックダウン  

ヒト単球系培養株 THP-1、ヒト乳癌培養細胞株 MCF-7 細胞の内在性 CCAR2

を CCAR2特異的 siRNA（KIAA1967-HSS1267711、KIAA1967-HSS184064）を用

いてノックダウンした。siRNAは Invitrogen社に合成を依頼した。Sense側配列

は各々以下の通りである。 

CCAR2 siRNA #1  

  5’-CAGCGGGUCUUCACUGGUA-3’ 

  5’-UACCAGUGAAGACCCGCUG-3’ 

CCAR2 siRNA #2 

  5’-AAACGGAGCCUACUGAACA -3’ 

  5’-UGUUCAGUAGGCUCCGUUU-3’ 

コントロール siRNAには All Stars Negative Control siRNA（Qiagen）を用いた。

MCF ７ 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は Lipofectamine RNAimax

（Lifetechnologies）を用いてマニュアルに記載されたリバーストランスフェクシ

ョン法にて行った。THP1細胞へのトランスフェクションは、不死化センダイウ

ィルスを用いた GenomONE-SI (Ishikawa Sangyo Kaisha Ltd.) を使用し、マニュア

ルに沿って行った。siRNAの最終濃度はすべて 10 nMとなるように調整した。

トランスフェクション後、24時間で GW3965 0.5 µM / 2 µMもしくは vehicleを添

加し、さらに 24 時間培養を継続した後、回収した。内在性 CCAR2 のノックダ
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ウンは 2種類の siRNAを用いて行い、同様の実験を 3回反復した。CCAR2がノ

ックダウンされていることはウエスタンブロットおよび定量的 RT−PCR 法にて

確認した。 

 

7.	
 RNA抽出及びリアルタイム定量的 RT-PCR 

	
 回収したMCF7、THP１各細胞からの総 RNAの抽出は QIAGEN RNeasy Mini 

Kit (Qiagen)を用い、OD260、OD280 を測定することにより濃度および純度を測定

しながら抽出した。抽出した RNAを ReverTra Ace (TOYOBO) を用いて 42℃ 5 

分で逆転写反応をおこない、cDNAを精製した。それぞれの遺伝子の相対的遺伝

子発現レベルを、Roche Light Cycler System (Roche Applied Science)で SYBR Green

Ⅰ master solutionを使用して定量的 RT-PCRを行って測定した。PCRのサイク

ル数は予備実験を繰り返し、各試料すべての PCRによる増幅がプラトーとなる

サイクル数とした。伸長反応終了後、増幅曲線と融解曲線を確認し検量線を作

成して定量を行った。mRNA 量の補正は、house keeping gene として各試料の

GAPDH量を測定することによって行った。用いたプライマーは以下の通りであ

る。 

ABCA1 

Forward：5'- GCACTFAGGAAGATGCTGAAA -3' 

Reverse：5'- AGTTCCTGGAAGGTCTTGTTCAC -3' 
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ABCG1 

   Forward：5'- CGGAGCCCAAGTCGGTGTG -3' 

Reverse：5'- TTTCAGATGTCCATTCAGCAGGTC -3' 

CyclinA2  

   Forward：5'- CCTGCAAACTGCAAAGTTGA -3' 

Reverse：5'- AAAGGCAGCTCCAGCAATAA -3' 

CyclinD1  

   Forward：5'- CTGGCCATGAACTACCTGGA -3' 

Reverse：5'- GTCACACTTGATCACTCTGG -3' 

Skp2  

   Forward：5'- CCCACGGAAACGGCTGAAGA-3' 

Reverse：5'- CGCTAGGCGATACCACCTCTTACAA -3' 

CCAR2 

   Forward：5'- CAAACATCCCACACACTTCAC -3' 

Reverse：5'- GACCTGGATCCGGCTTGGATG -3' 

GAPDH 

Forward：5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3' 

Reverse：5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3' 

解析には Light Cycler 2.0：DX400 および Light Cycler FastStart DNA Master SYBR 

Green I（Roche Applied Science）を使用した。 
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8.	
 ルシフェラーゼアッセイ	
 

 LXRα/βのリガンド依存性転写活性化能に対するCCAR2の作用を検討するた

め、ルシフェラーゼアッセイをおこなった。293T 細胞を用いて phenol red-free 

DMEM（5% チャコール処理 FBS）にて前培養し、トランスフェクションの前

日 12 well dishに 1×105 cells / wellの濃度で platingした。発現ベクター及びルシ

フェラーゼレポーター遺伝子を Effectene（Qiagen）にてトランスフェクション

した。その内容は以下の通りで、すべてトリプリケートで行っている。 

A)  ABCG1 LXRE-Luc (LXRα) 

Lane 1~4: (GW3965なし)  

1. pcDNA3、2. pcDNA3+Flag LXRα、3. pcDNA3+Flag LXRα+CCAR2 

4. pcDNA3+Flag LXRα+CCAR2ΔN    

Lane 5~8: (2x10-6Mの GW3965を培地中に添加)  

5. pcDNA3、6.pcDNA3+Flag LXRα、7. pcDNA3+Flag LXRα+CCAR2 

8. pcDNA3+Flag LXRα+CCAR2ΔN   

B) ABCG1 LXRE-Luc (LXRβ ) 

Lane 1~4: (GW3965なし)  

1. pcDNA3、2. pcDNA3+Flag LXRβ、3. pcDNA3+Flag LXRβ +CCAR2 

4. pcDNA3+Flag LXRβ +CCAR2ΔN 

Lane 5~8: (2x10-6Mの GW3965を培地中に添加)  
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5. pcDNA3、6. pcDNA3+Flag LXRβ、7. pcDNA3+Flag LXRβ +CCAR2 

8. pcDNA3+Flag LXRβ +CCAR2ΔN 

C)  17m8 AdMLP Luc (LXRα)  

  Lane 1~2: (GW3965なし)  

1. pM、2. pM+pMLXRαAF2 

 Lane 3~4: (2x10-6Mの GW3965を培地中に添加)	
  

3. pMLXRαAF2+ CCAR2、4  pMLXRα AF2 + CCAR2ΔN 

D)  17m8 AdMLP Luc (LXRβ ) 

 Lane 1~2: (GW3965なし) 

1. pM、2. pM+ pM LXRαAF2 

 Lane 3~4: (2x10-6Mの GW3965を培地中に添加) 

	
 3. pMLXRβAF2 + CCAR2、4.  pMLXRβ AF2 + CCAR2ΔN 

E)  ABCG1-LXRE-Luc (LXRα  SIRT1 CCAR2)  

 Lane 1~7: (GW3965なし) 

1 pcDNA3、2 pcDNA3+Flag LXRα、3 pcDNA3+Flag LXRα+CCAR2 

4 pcDNA3 + Flag LXRα  +CCAR2x2、5 pcDNA3+Flag LXRα +SIRT1 

6 pcDNA3+Flag LXRα +SIRT1+CCAR2x3 、 7 pcDNA3+Flag LXRα 

+SIRT1+CCAR2x6 

Lane 8~14: (2x10-6Mの GW3965を培地中に添加) 
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8 pcDNA3、9 pcDNA3+Flag LXRα、10 pcDNA3+Flag LXRα  +CCAR2 

11 pcDNA3+FlagLXRα +CCAR2x3、12 pcDNA3+FlagLXRα+SIRT1 

13 pcDNA3+FlagLXRα+SIRT1+CCAR2x 、 14 pcDNA3+Flag LXRα 

+SIRT1+CCAR2x6 

A) B) E)全ての wellにルシフェラーゼレポーター遺伝子 ABCG-LXRE-luc250 ng 

C）D) 全ての wellにルシフェラーゼレポーター遺伝子 17m8 AdMLP Luc 250 ng 

添加 

A)～E) 全てのwellに internal controlとして phRL CMV Lucを 1 ng共にトランス

フェクションしている。 

発現ベクター（pcDNA3、pcDNA3 Flag LXRα/β、pM LXRα/β AF-2、SIRT1）は

0.1 µgをトランスフェクションした。CCAR2は E)で 0.3 µg/0.6 µgと容量を変え

てトランスフェクションした。トランスフェクションと同時に GW3965 2 µMも

しくは vehicleを添加し、トランスフェクションの 24時間回収。Dual Luciferase 

Reporter System（Promega）のマニュアルに従い Firefly luciferase活性を測定、ト

ランスフェクション効率の影響を是正するため Renilla luciferase活性も同時に測

定した。活性測定は、3点採取した実験を、別個に最低 3回繰り返したものの平

均と標準誤差を用いた。LXRβについても同様である。 

 

9.細胞カウント（トリパンブルー色素排除試験）	
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  CCAR2の LXRsに対する転写活性抑制作用が、細胞増殖に与える影響を検討

するため、乳癌細胞株MCF7（1 × 105 /well）を用いて検討した。内在性 CCAR2

を siRNAでノックダウンした上で、GW3965 2 µMもしくは vehicleを加えて 2

日間培養を継続した。24 時間後、48 時間後の生存細胞数を、それぞれトリパン

ブルーで染色下に自動セルカウンターにてカウントした。 

 

10. 統計学的手法  

多群間の比較に対しては、統計プログラムとして StatView Version 5 for 

Windowsを使用。One-way ANOVAの後に、Bonferroni/Dunnett post hoc testを用

い、2群間の比較に関しては、Mann-Whitney U-testを用いた。P値は 0.05以下を

有意差ありとし、データには最低限 3 回の実験結果の平均値及び標準誤差値で

記載した。 
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3）結果 

 

1. 内在性 CCAR2と LXRαとの複合体形成についての解析  

LXRαと CCAR2との複合体形成を検討するため、肝細胞癌細胞株 HepG2の細

胞抽出液を用いて免疫沈降を行った。anti-CCAR2抗体（方法参照 2 µg）または

コントロールとしてイムノグロブリン IgGで免疫沈降を行い、anti-LXRα抗体に

よってウエスタンブロットを行ったところ、両者が HepG2細胞内で複合体を形

成していることが示された (Fig 5A)  反対に anti- LXRα抗体（2 µg）で免疫複合

体を形成し、anti-CCAR2 抗体でウエスタンブロットを行うことで（逆免疫沈降

法）両者の複合体形成を確認した	
 (Fig 5B)。いずれも 3回の実験結果を画像解

析ソフト ImageJで解析し、CCAR2抗体（もしくは-LXRα抗体）にて免疫沈降し

たレーンとコントロールとのバンド強度の平均値・標準誤差を算出し、有意差

を確認した。 

2. 内在性 CCAR2と LXRα /βとの共在についての解析  

HepG2細胞を用いた蛍光免疫染色法を施行した。 anti-LXRα抗体（Sigma-Aldrich）、

anti-LXRβ抗体（Abcam）および anti-CCAR2抗体（先述）を over nightで反応さ

せ、蛍光標識二次抗体として Alexa fluor 488 donkey anti-mouse IgG （Invitrogen）

と Alexa fluor 555 goat anti-rabbit IgG（Invitrogen）、核染色として Hoechst 33342
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（Sigma Aldrich）を行い、共焦点顕微鏡（Carl-Zeiss Micro Imaging）を用いて細

胞を観察した。HepG2 細胞の核内（Hoechst 33342 により青染）で CCAR2 と

LXRα/βが共在することが示された（Fig. ６）。LXRs 特異的リガンド投与によ

り、その局在に変化は認めなかった。 

3. CCAR2と LXRα /βの in vitroでの直接的結合及びその結合領

域についての解析  

CCAR2と LXRα/β の直接結合の有無、及びその結合部位を同定するため、GST 

プルダウンアッセイを行った。Glutathione-Sepharose 4B（GE healthcare）ビーズ

に結合した GST-LXRα AF-1/AF-2 および GST-LXRβ AF1/AF-2 タンパクに、

GW3975 2 µM または vehicle を添加したのち、 in vitro 翻訳によって[35S] 

methionine標識された全長 CCAR2（1-923 amino acids）とともにインキュベート

した。GST ビーズに結合するタンパクを 10% SDS-PAGE で泳動し、[35S] 

methionine 標識された結合タンパクをイメージアナライザーにて解析した。

LXRα/βはともにリガンド依存性転写活性化領域である AF-2 領域において

CCAR2と結合しており、特異的リガンドである GW3965の存在によりその結合

程度に有為差は認めなかった (Fig. 7A) 全長の CCAR2の代わりに CCAR2 N末

端（1~230 amino acid）、CCAR2ΔN（230~923）断片と GST-LXRα AF-1/AF-2お

よび GST-LXRβ AF1/AF-2 タンパクをインキュベートし、解析を施行した。
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CCAR2 は N 末端を介して、LXRα/β AF-2 領域と結合していることが判明した

（Fig. 7B） 

4. LXRα /βのリガンド依存的転写活性化能に対する CCAR2の影

響についての解析  

293T細胞に、LXRα/β, CCAR2, CCAR2ΔN発現ベクター、ルシフェラーゼレ

ポーター遺伝子 ABCG1-LXRE-luc, phRL CMV Lucをリポフェクション法にてト

ランスフェクションし、CCAR2 が LXRα/βのリガンド依存的転写活性化能に与

える影響について検討した。トランスフェクションはトリプリケートで行い、

それぞれ 3 回繰り返して有意差を検討した。CCAR2 は LXRα/βのリガンド依存

性転写活性化能を有意に抑制した。しかしながらその結合部位である N 末端を

欠いたコンストラクトである CCAR2ΔNの過剰発現においては、その抑制効果

は認めなかった（Fig. 8 A-B） 

5. LXRα /β  AF2のリガンド依存的転写活性化能に対する CCAR2

の影響についての解析  

	
 LXRα/β の DNA結合領域の代わりに酵母の GAL4配列を融合させたコンスト

ラクト LXRα/β  AF-2、とそれに応答するレポーター遺伝子 (17m8 AdMLP Luc)

を用いて、LXRα/β AF2領域に限定した CCAR2の転写活性抑制化能を検討した。

LXRα/β AF2はリガンド依存的転写活性化能を示し、CCAR2の過剰発現により
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その転写活性化能が抑制された。(Fig 8. C-D) 

6. LXRsの標的遺伝子（ABCA1, ABCG1）に対する CCAR2の影

響に対する解析  

	
 CCAR2の LXRα/βに対するリガンド依存的転写活性化能の抑制が、内在性遺

伝子発現において合致するかを、THP1細胞を用いた定量的 RT-PCR法にて検討

した。内在性 CCAR2を SiRNAでノックダウンした 24時間後、特異的リガンド

GW39652 µM/5µMまたは vehicleを加え、さらに 24時間培養を継続し回収した。

逆転写反応の後、ABCA1, ABCG1の相対的 cDNA濃度を定量的 RT-PCR法にて

測定した.。結果 CCAR2 のノックダウンにより ABCA1、ABCG1 の mRNA は

GW3965の用量依存性に有意な上昇がみられ（Fig. 9 A-B）内在性遺伝子発現に

おいても CCAR2 の LXR に対するリガンド依存的転写活性化能の抑制効果が示

唆された。 

7.  MCF7細胞の細胞増殖に関する CCAR2の影響に対する解析  

	
  CCAR2の LXRに対する転写活性抑制化能が、乳癌細胞株MCF7細胞の細胞

増殖において与える影響を検討した。MCF7（1 × 105 /well）において内在性

CCAR2を siRNA (Lipofectamin RNA imax) にてノックダウンし、特異的リガンド

GW3965 2µMまたは vehicleを加えて 2 日間培養を継続した。24 時間後、48 時

間後の生存細胞数を、それぞれトリパンブルー染色をしてカウントした。実験
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はトリプリケートで行い、3 回繰り返して有意差検定を行った。LXR 特異的リ

ガンドの有無に関わらず、CCAR2のノックダウン群では、コントロール群と比

較して細胞増殖は有意に抑制された (Fig. 10) 。 

8 .  細胞増殖関連遺伝子（CyclinD1, Skp2）に関する CCAR2の

影響に対する解析   

   LXRsは、G1/S 停止を引き起こすことで細胞増殖を抑制するという種々の報

告がある 34。細胞周期を押し進める cyclinD1 (G1/Sの移行に促進的な役割を果た

す)	
 や Skp2（細胞周期のブレーキ役である CDK インヒビターを分解すること

で細胞周期を促進する働きを有する）は LXRsのターゲット遺伝子でもあること

が知られており、これらの遺伝子の発現抑制は、G1 arrestを引き起こす 5. 

そこで、細胞周期関連遺伝子 CyclinD1、Skp2 対する CCAR2 の作用を、乳癌細

胞株 MCF7 細胞株を用いて siRNA にて内在性 CCAR2 をノックダウンすること

で検討した。Cyclin D1の発現は、LXR特異的リガンド GW3965 10μMの投与

下において CCAR2 ノックダウンにより有意に抑制された。	
 Skp２の発現は

GW3965 5μM 投与下及びリガンド無し何れにおいても、CCAR2 のノックダウ

ンによって有意に抑制された。(Fig. 11 A-B) 。	
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9.  SIRT1による LXRα制御への CCAR2の影響に対する解析  

 CCAR2 が SIRT1 に直接結合し、その脱アセチル化活性を抑制するという既報

を元とし 11,12,15、LXRα、SIRT1、CCAR2の過剰発現下で LXRαの転写活性に与

える影響をルシフェラーゼアッセイにて検討した。293T細胞に、LXRα、 SIRT1、

CCAR2 (3 倍量、6 倍量)	
 発現ベクター、ルシフェラーゼレポーター遺伝子

ABCG1-LXRE-luc、phRL CMV Lucをリポフェクション法でトランスフェクショ

ン後、24 時間で回収し、SIRT1、CCAR2 が LXRαのリガンド依存的転写活性化

能に与える影響について検討した。トランスフェクションはトリプリケートで

行い、それぞれ 3回同様の実験を繰り返して有意差を検討した。SIRT1の過剰発

現では、有意ではないものの弱いリガンド依存性転写活性化能への促進作用を

認めた。CCAR2 を過剰発現させると、LXRαのリガンド依存性転写活性化能に

対する抑制作用を認め、その作用は SIRT1の存在下でより顕著であった。(Fig. 12 

A) 。 

10.  SIRT1の LXRαとの結合に関する CCAR2の影響に対する解

析  

	
 CCAR2の LXRαに対するリガンド依存性転写活性化能への抑制メカニズムを

解明するため、CCAR2の過剰発現の有無による、SIRT1 –LXRα間の結合状態変

化を、競合免疫沈降（Competitive immunoprecipitation assay）にて検討した。
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HEK293T細胞に発現ベクターFlag-LXRα、Flag-SIRT1、Myc-CCAR2をそれぞれ、

① Flag-LXRα、Flag-SIRT1、 pcDNA	
 ②Flag-LXRα、Flag-SIRT1、Myc-CCAR2

のようにトランスフェクションし、2 µM GW3965を培養液に添加した。各々ト

ランスフェクションの 24時間後、細胞を回収、細胞溶解液を作成し、anti-SIRT1

抗体（Abcam）で免疫沈降し、Anti-LXRα抗体でイムノブロットすることで両

者の結合度合いを比較した。CCAR2の過剰発現下では、SIRT1と LXRαの結合

状態は減弱した。反対に CCAR2を siRNAにてノックダウンにて、SIRT1と LXRα

の結合は増強した。これらの結果より CCAR2は LXRαに結合し、SIRT1と LXRα

の結合を競合的に減弱させることで、その抑制作用の一部を発揮していると示

唆された (Fig. 13 A-B)。 
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4）考察 

 

	
 CCAR2は元々Deleted in breast cancer (DBC1)と呼ばれた転写因子で、染色体

8p21 領域にコードされる。従来名の通り元々乳癌において欠失している領域か

ら同定され、アポトーシス、細胞増殖 16、二本鎖 DNA修復 17等、徐々にその生

物学的機能が明らかになっている。  

	
 CCAR2 の主機能の 1 つとして、NAD+依存性脱アセチル化酵素 SIRT1 への直

接結合、及びその脱アセチル化作用の阻害が挙げられる 20,21。SIRT1は生体内の

様々なタンパクと相互作用する事で広範な生理機能を持ち、寿命延長、抗老化

遺伝子として注目を浴びている。SIRT1の脱アセチル化活性は、カロリー制限下

において高まるが、その機序は SIRT1-CCAR2結合の解離、及び CCAR2による

SIRT1抑制作用の解除にある。この事から両者の相互作用はメタボリックセンサ

ーとして機能しているとも言及できる 

CCAR2は ERα24、ERβ26、COUP-TFI23、AR27等々、様々な核内受容体と相互作

用することが知られており、CCAR2 の制御機構は様々多岐に渡っている。

CCAR2が腫瘍促進に働くか、腫瘍抑制に働くのかは未解明で、組織あるいは環

境特異的である可能性が考えられる。CCAR2の細胞増殖作用及び代謝への深い

関与と核内受容体との相互作用の報告、CCAR2による SIRT1の制御、及び SIRT1



 33 

による LXRに対する正に制御の報告を元に、CCAR2と LXRsとの相互作用とそ

の制御機構、細胞増殖に対する関与の検証を目的に研究を施行した。 

	
 まず両者の結合に関しては LXRαとCCAR2は細胞内で複合体を形成する

ことが示された（Fig 5 A-B）。CCAR2は N末端を介して LXRα/βのリガンド依

存性転写活性化領域（AF-2領域）に直接結合し (Fig. 7 A)、LXRの持つリガン

ド依存性転写活性化能を抑制することが明らかになった（Fig. 8 A-D）。  

 一般的に核内受容体はリガンドと結合し、その標的遺伝子の上流にある受容体

応答配列（LXRsでは LXRE）に結合して転写を制御する。その転写制御には転

写共役因子が必要であり、複合体として機能する。転写共役因子群には転写を

活性化するコアクチベーターと転写を抑制するコリプレッサーがあり、リガン

ドが核内受容体に結合する事でコリプレッサーが解離し、コアクチベーターが

結合、核内受容体の標的遺伝子の転写が促進されるとされる。Nuclear receptor 

corepressor (N-CoR)、silencing mediator of retinoic acid receptor and thyroid hormone 

receptor (SMRT) などのコリプレッサーは、ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）

と複合体を形成してヒストンを脱アセチル化し、クロマチンの構造を凝集させ

ることで転写を抑制すると考えられている。一方で近年報告された HDAC Class

Ⅲに属する SIRT1 の LXR に対する脱アセチル化は、転写抑制を引き起こさず、

脱アセチル化に引き続くユビキチン化、それに伴う受容体の分解及び新しい受

容体のリクルートメントによる正の制御である。SIRT1による LXRsに対する脱
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アセチル化はリガンド結合及び転写開始の後に起こり、毎回の転写終了後のプ

ロモーター領域の清掃が次周期の転写開始に必要なプロセスなのではないかと

考察されている 8。 

	
 本研究において CCAR2 は LXRsの AF2領域に結合し (Fig. 7A)	
 リガンド依

存性転写活性化能を抑制することが明らかとなったが（Fig. 8 A-D）,両者の結合

状態はリガンドの結合によりほとんど変化が見られなかった。CCAR2が SIRT1

に直接結合することで、SIRT1の脱アセチル化能を抑制することは広く知られた

事実である。これらの結果及び事実から、CCAR2の LXRsに対する転写抑制作

用は、SIRT1の正の制御に拮抗しているのではないかと仮定した。SIRTの過剰

発現下で、有意ではないものの弱い転写活性化促進作用を認め、CCAR2を共に

過剰発現させると、LXRαのリガンド依存性転写活性能は有意に抑制された。

LXRαに対する抑制作用は SIRT1の存在下でより顕著であった。 

	
 CCAR2は LZ (leucine zipper) ドメインを介して SIRT1に直接結合し、SIRT1

の脱アセチル化活性に必要な触媒領域（catalytic domain）をブロックするとされ

ている 11。CCAR2によるこの抑制作用が、SIRT1と LXRαの結合状態に拮抗し

ていると仮定し、CCAR2の過剰発現下及びノックダウンによる SIRT-LXRαの結

合状態の変化を検討した。CCAR2 の過剰発現により両者の結合状態は減弱し、

また逆に CCAR2 をノックダウンすることで増強した（Fig. 13 A-B）。CCAR2

は LXRα/βへの結合部位は、AF2領域が主であり、SIRT1の LXRsへの結合部位
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も AF2領域に近接した loop regionであることから 8、その近接した結合部位に

対する競合の可能性が示唆される。 

	
 CCAR2 の他の核内レセプターとの相互作用は、例外はあるものの CCAR2 の

N末端を介することが多い。本研究にて、CCAR2は LXRα/βいずれに対しても、

その N末端を介して結合していることが明らかになった（Fig. 7 B）。また両者

の結合部位である N 末端を欠くと転写抑制作用が発揮できないことが示された

（Fig. 8 A-B）。CCAR2は SIRT1と LXRαとの結合を阻害することでその活性

を抑制する作用以外にも、LXRαに対するその他の機序による抑制作用がある可

能性も示唆される。 

  またヒト単球系細胞株 THP1 において内在性 CCAR2 を siRNA でノ

ックダウンすると LXRs の標的遺伝子であり、コレステロール逆輸送に関与

するトランスポーター遺伝子 ABCA1、ABCG1 の発現が有意に上昇した。この

ことから CCAR2の LXRsに対する転写活性抑制能が、内在性遺伝子発現におい

ても合致することを確認した (Fig. 9 A-B)。 

LXRsはもともとその遺伝子制御により、過剰なコレステロールを体内から排除

する方向に働く。具体的には腸管からのコレステロール吸収の抑制、マクロフ

ァージからのコレステロール逆輸送の促進、胆汁酸合成及び排出の促進等々報

告されており、LXRアゴニスト投与により動脈硬化が抑制される。その逆に LXR

ノックアウトマウスではHDLコレステロールは低下し、動脈硬化が進行する 2。
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また前述のようにカロリー制限下では、SIRT1-CCAR2間の結合が離れ、CCAR2

による抑制が解除されることで、SIRT1 の活性が高まる等 19、SIRT1 や CCAR2

による LXRへの制御は、代謝環境の影響を強く受けることが示唆される。 

	
 LXRsは乳癌や前立腺癌等を始めとし、種々の癌及び正常細胞においての細胞

増殖抑制作用を持つと報告される 3-7。報告されている機序として、LXRはエス

トロゲンの代謝酵素であるエストロゲンスルフォトランスフェラーゼの発現の

促進を介しストロゲンレベルの低下させる事で、乳癌や子宮体癌の増殖を抑制

するというヌードマウスモデルを使った報告 6、ABCA1、ABCG1などのトラン

スポーター遺伝子の発現を促し、細胞からコレステロールを流出させることで

アポトーシスが亢進するといった乳癌細胞株 MCF7 を用いた報告等である 5。

種々の乳癌細胞株における増殖抑制作用を検討した報告においては、LXR は

ERα陽性細胞に対して顕著な増殖抑制効果を有する。さらに LXR特異的リガン

ド投与により細胞周期関連遺伝子である Skp2（細胞周期のブレーキ役である

CDK インヒビターを分解することで細胞周期を押し進める）、CyclinA2、

CyclinD1 (G1/S の移行に促進的な役割を果たし、細胞周期を押し進める)といっ

た遺伝子発現がリガンドの用量依存性に抑制され、G1 arrest を引き起こしてい

ると考えられた 5。この減少は、ERα陽性細胞ほど顕著ではないが、傾向として

陰性細胞にも認められた。 

 本研究においても LXRsの特異的リガンド投与により、有意差はないものの乳
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癌細胞株 MCF7の増殖が抑制される傾向が見られた。LXR特異的リガンドの有

無に関わらず、CCAR2のノックダウン群により、コントロール群と比較して細

胞増殖は有意に抑制された。（Fig. 10）。また細胞周期関連遺伝子 Cyclin D1の

発現は、LXR特異的リガンド GW3965 10μMの投与下において CCAR2ノック

ダウンにより有意に抑制された。同じく細胞周期関連遺伝子 Skp２の発現は

GW3965 5μM 投与下及びリガンド無し何れにおいても、CCAR2 のノックダウ

ンによって有意に抑制された。(Fig. 11 A-B)。 

	
 数々の In vivoおよび in vitro での実験により、CCAR2は造腫瘍的機能と抗腫

瘍的の両者が報告されている。もともと DBC1 (Deleted in breast cancer)という名

の通り、腫瘍抑制遺伝子の候補として同定されたものの、CCAR2の発現の異常

が腫瘍促進に働くか抑制に働くか、現時点では定説はない。それはおそらく

CCAR2のもつ細胞分化やアポトーシスに関連する複雑で多彩な作用のためと示

唆される。これまで我々のグループからも細胞増殖促進に働く報告 10,16 、細胞

増殖抑制に働く報告 13をしてきた。本研究で明らかになった CCAR2と LXRsと

の複合体形成、CCAR2の LXRαに対する転写活性抑制化は、ホルモン非依存的

な細胞増殖に関与する可能性を考える。しかしながら CCAR2が乳癌の予防及び

治療の標的と成りうるためには、LXRs、CCAR2の複合体形成の詳細なメカニズ

ム、及び正常細胞における両者の役割のさらなる解明、In vivo での研究が必要

であろう。 
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 日本人において、閉経前・閉経後共に BMIが高いと乳癌リスクが高くなると

いう疫学データが近年発表された 2。閉経前乳癌においては、閉経後乳癌のよう

に脂肪組織が主なエストロゲン供給源になるというエストロゲンメカニズムで

の説明が困難である。また高コレステロール血症の女性において乳癌罹患リス

クが高まるというデータもある	
 3。メタボリック環境と細胞増殖に関して何らか

のクロストークがあると考えられるが、カロリー摂取の少ない、BMI の低い女

性においては、CCAR２の SIRT1 に対する抑制が解除されて、LXR による細胞

増殖抑制作用、及び LDLコレステロール低下作用が発揮されている可能性があ

る。高コレステロール血症及び肥満と乳癌進展の関連について、CCAR2 及び

SIRT1による LXRの制御が、その機序の一端を担っている可能性を考える。 
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5）結論 

本研究において、CCAR2は LXRと細胞内で複合体を形成、直接結合して LXR

の有するリガンド依存性転写活性化能を抑制した。その機序の一部は、SIRT1

の LXRに対する正の制御に対しての拮抗作用（競合的結合阻害）によるもので

ある。さらに CCAR2は LXRの持つ細胞増殖抑制作用に拮抗して、乳癌の細胞

増殖に対し促進的に働くという新規機能を明らかにした。 
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略語 

HRT；Hormone replacement therapy  

BMI; Body mass index 

BRCA1; Breast cancer susceptibility gene 1 

27HC; 27 hydroxycholesterol 

LXRs; Liver X receptors  

NR; Nuclear receptor 

AF-1; Activation function- 1  

RXR; Retinoid X receptor 

LXRE; LXR response element 

ABCA1; ATP-binding cassette transporter A1  

ABCG1; ATP-binding cassette transporter G１ 

VEGF; Vascular endothelial growth factor 

OHSS；Ovarian hyperstimulation syndrome 

PCOS: polycystic  ovary syndrome) 

SIRT1; Silent mating type information regulation 2 homolog 1  

Sir2; Silent information regulator 2  

NAD; Nicotinamide adenine dinucleotide  

FOXOs ; Forkhead box O 
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PGC-1α; Peroxisome proliferatoractivated receptor γ coactivator-1 

CCAR2; Cell cycle and apoptosis regulator 2  

DBC1; Deleted in breast cancer 1 

ER; Estrogen receptor 

AR; Androgen receptor 

COUP-TF1; Chicken ovalbumin upstream promoter transcription factor1 (COUP-TF1) 

NF-κB; nuclear facter-kappa B 

NCoR; Nuclear receptor corepressor  

FBS; Fetal bovine serum 

DMEM; Dulbecco's modified Eagle medium 

SDS-PAGE; Sodium dodecyl sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis 

CDK; Cyclin dependent kinase 
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Figure 1	
 LXR (Liver X receptor) 構造	
  

 
Anna C. Kalkin: Transcriptional integration of metabolism by the nuclear 
sterol-activated receptors. Nature Reviews Molecular cell biology 13 Apr 2012より引
用 
 

a) 核内受容体の基本構造を示している。主にDNA結合ドメイン(DNA binding 
domain)、リガンド結合領域 (Ligand binding domain) を有する。また、N末
端に存在する、リガンド非依存的な転写活性化領域AF1領域、リガンド依
存的に転写活性化能を有するAF2領域がある。 
 

b) LXRsは同じ核内受容体の一種であるレチノイドX受容体（Retinoid X 
receptor RXR） とヘテロダイマーを形成し、LXR応答配列（LXRE）に結
合する。リガンドが結合することでコリプレッサーが解離し、コアクチベ

ーターとの相互作用が起こり、下流に存在する標的遺伝子の転写を制御す

る。
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Figure 2	
 LXR (Liver X receptor)  機能  
 

 
 

LXRsはコレステロール代謝に関与する遺伝子発現を制御する. 
マクロファージからATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) やG１（ABCG1）
の発現を介して、コレステロール逆輸送に関与し、泡沫細胞の形成を防いでい

る。 
さらにLXRsは、最近感染等により引き起こされる、iNOS、COX2、IL-6、MMP9、
MCP1、IL-1βなどの遺伝子発現を抑制する。その機序はNF-kB の抑制を介する
ものである。また種々の細胞増殖抑制作用も併せ持つ。 
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Figure 3	
 CCAR2	
  SIRT1-CCAR2相互作用	
  

A)  

	
 	
 	
 ↓ N末端	
 多くの核内受容体結合	
 

	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
        	
 	
 	
 ↑	
 SIRT1 相互作用部位  

B)  

 

C） 

  
A) CCAR2の構造を示している。N末端で多くの核内受容体と結合し、 

LZ (Leucine zipper)ドメインでSIRT1と結合することが知られている。 
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B) SIRT1は、元来NAD+依存性ヒストン脱アセチル化酵素であり、様々な分子

（p53、FOXOsなど）と相互作用して生体内で広範な生理機能を有する。
CCAR2は、そのSIRT1と直接結合し、SIRT1の脱アセチル化を抑制する。 

C）CCAR2は定常状態ではSIRT1と直接結合し、SIRT1の脱アセチル化を抑制す 
	
  る。カロリー制限下では、SIRT1-CCAR2間の結合が解離しCCAR2による抑	
 	
  
	
  制が解除されることでSIRT1の脱アセチル化活性が高まる。 
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Figure 4	
 SIRT1のLXRに対する制御機構  
 

 
 
NAD依存性の脱アセチル化酵素、SIRT1は生体内でエネルギー代謝、抗酸化、Aging な
ど様々に関わり、抗老化作用があると知られる。 
そのSIRT1がLXRを正に制御しているという報告14である。その機序は 
１、	
 SIRTが、LXRのAf2領域にあるリジン残基を脱アセチル化する。 
２、	
 アセチル基の外れた、フリーのリジン残基にユビキチン鎖が結合する。 
３、	
 ユビキチン鎖の結合したリジン残基がプロテアソームによって分解を受ける。 
４、	
 古いLXRの分解が、新しいLXRの収集に必要である。 
といった正のメカニズムである。
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Figure 5. CCAR2と LXRαとの複合体形成についての解析  

 

 

 

A) 肝細胞癌細胞株HepG2の細胞抽出液を用いて免疫沈降を行い、LXRαと
CCAR2の内在性複合体を確認した。  

Anti-CCAR2抗体（方法参照 2µg）もしくはコントロールとしてイムノグロ
ブリンIgGで免疫沈降後、anti-LXRα抗体によってイムノブロットを施行し
た。バンド強度を画像解析ソフトImageJで解析、3回繰り返して行い、有意
差ありを確認した。両者がHepG2細胞内で内因性複合体を形成しているこ
とが示された 

B） 逆免疫沈降ではanti- LXRα抗体（2 µg）で免疫沈降し、anti-CCAR2抗体で
ウエスタンブロットを行った。同様に3回繰り返し同様LXRαとCCAR2の
内在性複合体を確認した。  
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Figure 6.  内在性 CCAR2と LXRα /βとの共在についての解析  

   LXR α	
 	
 	
  	
  CCAR2          Merge        Hoechst 33342 

 
    LXRΒ	
 	
 	
  	
  CCAR2           Merge        Hoechst 33342 

 
HepG2細胞を用いた蛍光免疫染色法を施行しLXRα、CCAR2の共在について確認
した。anti-LXRα抗体（Sigma-Alrich）およびanti-CCAR2抗体（先述）、または
anti-LXRβ抗体及びanti-CCAR2抗体over nightで反応させ、蛍光標識二次抗体とし
てAlexa fluor 488 donkey anti-mouse IgG （Invitrogen）とAlexa fluor 555 goat 
anti-rabbit IgG（Invitrogen）、核染色としてHoechst 33342（Sigma Aldrich）を行
い、共焦点顕微鏡（Carl-Zeiss MicroImaging）を用いて細胞を観察した。HepG2
細胞の核内（Hoechst 33342により青染）でLXRα 及びLXRβは、CCAR2が共在す
ることがわかった。LXR特異的リガンドGW3965  2µM投与によりその局在に変
化は見られなかった。 
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Figure 7 CCAR2と LXRα /βの in vitroでの直接的結合及びその

結合領域についての解析  

 

A) 大腸菌を用いて発現させた Glutathione-Sepharose 4B（GE healthcare）ビーズ
に結合したGST-LXRα AF-1/AF-2および GST-LXRβ AF1/AF-2タンパクに in 
vitro 翻訳によって[35S] methionine標識された全長 CCAR2（1-923 amino 
acids）とともにインキュベートし、CCAR2と LXRα/β の直接結合の有無及

びその結合部位を確認した。LXRα/βはともにリガンド依存性転写活性化領

域である AF-2領域において CCAR2と結合しており、LXR特異的リガンド
である GW3965の存在によりその結合の程度に有為差は見られなかった。 
 

B) 次に全長の CCAR2の代わりに CCAR2 N末端（1~230 amino acid）、CCAR2
ΔN（230~923）断片と GST-LXRα AF-1/AF-2および GST-LXRβ AF1/AF-2
タンパクをインキュベートした。CCAR2は N末端を介して、LXRα/β AF-2
領域と結合していることが判明した。
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Figure 8  LXRα /βのリガンド依存的転写活性化能に対する

CCAR2の影響についての解析  

 
A-B)  293T細胞に、LXRα/β, CCAR2, CCAR2ΔN発現ベクター、ルシフェラー
ゼレポーター遺伝子 ABCG1-LXRE-luc, phRL CMV Lucをトランスフェクション
し、LXR特異的リガンド GW3965  2µMもしくは vehicle を加えて、CCAR2が
LXRα/βのリガンド依存的転写活性化能に与える影響について検討した。CCAR2
は LXRαのリガンド依存性転写活性化能を有意に抑制した。しかしながらその結
合部位であるN末端を欠いたコンストラクトであるCCAR2ΔNの過剰発現にお
いては、その抑制効果は認めなかったトランスフェクションはトリプリケート

で行い、それぞれ 3回同様の実験を繰り返して有意差を検討した。（* p < 0.05）
(** p < 0.01) (*** p < 0.001) 
C-D)  LXRα/β DNA結合領域の代わりに酵母の GAL4配列を融合させたコンス
トラクト LXRα/β  AF-2及びそれに応答するレポーター遺伝子 (17m8 AdMLP 
Luc)をリポフェクション法にてトランスフェクションし、LXRα/β AF2領域に限
定した CCAR2の転写活性抑制化能を検討した。LXRα/β AF2はリガンド依存的
転写活性化能を示し、CCAR2過剰発現により転写活性化能が抑制された。（* p 
< 0.05）(** p < 0.01)  
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Figure 9.  LXRs の標的遺伝子（ABCA1, ABCG1）に対する

CCAR2の影響に対する解析 

 
 
THP1細胞において、SiRNAを用いた CCAR2ノックダウンさせた場合の下流遺
伝子の発現の変化を確認した。トランスフェクションは不死化センダイウィル

スを用いた GenomONE-SIを使用し、トランスフェクション後 24時間で LXR特
異的リガンド GW3965  0.5µM / 2µMもしくは vehicle を加え、さらに 24時間培
養を継続した上で回収した。mRNAを逆転写した後、ABCA1, ABCG1の相対的
cDNA濃度を定量的 RT-PCR法にて測定した。コントロールと比較して、CCAR2
のノックダウンにより ABCA1、ABCG1の mRNAは LXR特異的リガンド
GW3965の用量依存性に有意な上昇がみられた（* p < 0.05）(** p < 0.01)
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Figure 10.  MCF7 細胞における細胞増殖に関する CCAR2 の

影響に対する解析  

 
 
CCAR2の LXRに対する転写活性抑制化能が、乳癌細胞株MCF7細胞の細胞増
殖において与える影響を検討した。MCF7（1 × 105 /well）において内在性 CCAR2
を siRNA (Lipofectamin RNA imax) にてノックダウンし、特異的リガンド
GW3965 2µMまたは vehicleを加えて 2日間培養を継続した。24 時間後、48 時
間後の生存細胞数を、それぞれトリパンブルー染色をしてカウントした。実験

はトリプリケートで行い、3回繰り返して有意差検定を行った。LXR特異的リ
ガンドの有無に関わらず、CCAR2のノックダウン群により、コントロール群と
比較して細胞増殖は有意に抑制された。(** p < 0.01) 
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Figure 11. 細胞増殖関連遺伝子（CyclinD1, Skp2）に関する

CCAR2の影響に対する解析   

  A                         B 

 
 
細胞周期関連遺伝子 CyclinD1、Skp2対する CCAR2の作用を、乳癌細胞株MCF7
細胞株を用いて siRNAにて内在性 CCAR2をノックダウンすることで検討した
Cyclin D1の発現は、LXR特異的リガンド GW3965 10μMの投与下において
CCAR2ノックダウンにより有意に抑制された。	
 Skp２の発現は GW3965 5μM
投与下及びリガンド無し何れにおいても、CCAR2のノックダウンによって有意
に抑制された。(* p < 0.05) 
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Figure 12.  SIRT1による LXRα制御への CCAR2の影響に対す

る解析   

A) 

 
図に示すように LXRα、CCAR2の SIRT1を一過性に過剰発現させ、CCAR2及
び SIRT1の LXRαの転写活性化能に与える影響をルシフェラーゼアッセイにて
検討した。前述のルシフェラーゼアッセイ同様に、HEK293T細胞に、LXRα、
 SIRT1、CCAR2 (3倍量、6倍量)	
 発現ベクター、ルシフェラーゼレポーター遺
伝子 ABCG1-LXRE-luc、phRL CMV Lucをトランスフェクションし、LXR特異
的リガンド GW3965  2µMもしくは vehicle を加えて 24時間後ルシフェラーゼ
アッセイを行った。トランスフェクションはトリプリケートで行い、それぞれ 3
回同様の実験を繰り返して有意差を検討した。SIRT1の過剰発現では、有意では
ないものの弱い転写活性促進作用を認めた。CCAR2を共過剰発現させると、
SIRT1の存在下でより顕著に LXRαに対する転写活性抑制能を認めた。（* p < 
0.05）(** p < 0.01) 
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Figure 13. SIRT1の LXRαとの結合に関する CCAR2の影響に

対する解析  

 A                      B 

 
 
CCAR2の LXRαに対する転写抑制作用のメカニズムを解明するため、SIRT1 
LXRαとの結合状態が、CCAR2の過剰発現にて変化をするか競合免疫沈降
（Competitive immunoprecipitation assay）にて検討した。 
 
A) 
293T細胞を前培養し、発現ベクターFlag-LXRα、Flag-SIRT1、Myc-CCAR2をそ
れぞれ、① Flag-LXRα、Flag-SIRT1、 pcDNA	
 ②Flag-LXRα、Flag-SIRT1、
Myc-CCAR2のようにトランスフェクションし、2µM GW3965を培養液に添加し
た。トランスフェクションの 24時間後、細胞を回収。anti-SIRT1抗体（Abcam）
で免疫沈降し、Anti-LXRα抗体でイムノブロットすることで両者の結合度合いを
比較した。CCAR2の過剰発現下では、SIRT1と LXRαの結合状態は減弱した。 
(* p < 0.05) 
B) 
CCAR2を siRNAにてノックダウンさせた上で、SIRT1と LXRαの結合は増強し
た。24時間後、それぞれ発現ベクターFlag- LXRα、Flag-SIRT1をトランスフェ
クションし、同時に 2µM の GW3965を添加、さらに 24時間追加培養した後に
回収した anti-SIRT1抗体（Abcam）で免疫沈降し、Anti-LXRα抗体でイムノブロ
ットすることで両者の結合度合いを比較した。CCAR2 をノックダウンすると
SIRT1と LXRαの結合状態は増強した。(* p < 0.05)1 
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Figure 14  LXR, SIRT1, CCAR2の関連性について  

 
 
CCAR2は LXRと細胞内で複合体を形成、直接結合して LXRの有するリガンド
依存性転写活性化能を抑制した。その機序の一部は、SIRT1の LXRに対する正
の制御に拮抗作用（競合的結合阻害）によるものである。さらに CCAR2は LXR
のもつ細胞増殖抑制作用に拮抗して、乳癌の細胞増殖に対して促進的に働くと

いう新規機能を明らかにした。 
  


