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要旨 

 

LXRα (Liver X receptor α) は LDL (low density lipoprotein) など酸化ステロールの受容

体として機能し、脂質代謝、胆汁酸代謝などに関与する核内受容体である。しかし特異

性の高い抗体がこれまでなかったため mRNA レベルの研究が多く、その組織細胞内局

在や機能については不明な点が多い。本研究では最近作製された LXRα に対する特異的

抗体を用いて、LXRα の細胞内局在とこれまで知られていなかったリボソーム生合成へ

の関与について解析を行ったので報告する。LXRαは核小体内において fibrillarin、UBF

および RNA polymerase I (RNA pol I)の転写活性の高い領域、すなわち dense fibrillar 

component と呼ばれる領域に局在することがわかった。HepG2細胞において RNA pol I

の転写活性を Actinomycin D投与によって抑制すると、LXRαは核小体内に局在できず

核質へ移行したことから LXRαの核小体内局在は RNA pol Iの転写活性に依存している

ことがわかった。クロマチン免疫沈降法を用いた検討の結果、LXRαは 18S rDNAと 28S 

rDNAに結合することが判明した。さらに、HepG2 細胞に対して LXRα を活性化する合

成リガンドである T0901317 を投与するとリボゾーム前駆体 47S/45S rRNA の転写が促

進されたが、LXRαを siRNAでノックダウンすると転写促進が起こらなかった。以上の

結果より、LXRαはリボソーム生合成において重要な役割を担っていることが示唆され

た。 

 

 

キーワード：LXRα、核小体、リボソーム RNA、fibrillarin、UBF 
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緒言 

 

 核内受容体スーパーファミリーは低分子脂溶性物質をリガンドとする転写因子群で

あり、ヒトにおいては 48種類存在する。エストロゲン受容体(ER)などのホルモン受容

体のほか、マクロファージの脂質代謝と抗炎症作用に関わる LXRα, PPARγ 等が存在す

る。多くの受容体が広く炎症、代謝、発癌などに関わり創薬分野で最近注目されてい

る 1)が、特異性の高い抗体はごくわずかであったため、核内受容体の発現解析に関して

は mRNAレベルの研究が多く、タンパク質レベルでの組織発現や細胞内局在について

は不明な点が多い。 

 これまで新潟大学と東京大学の研究グループ、ペルセウスプロテオミクス社は共同で、

バキュロウイルス発現系を用い 48 種類の核内受容体全てに対し新規抗体の作製を行い、

うち 26受容体 31種類について免疫染色にも使用可能な特異的抗体を作製することに成

功した (http://www.ppmx.com/products/antibody/ NuclearReceptor/index.html) 。その抗体作

製に成功した核内受容体のひとつが LXRαである 2)3)。 

 LXRαは oxysterol、すなわち oxydized low-density lipoprotein (oxLDL) などのコレステ

ロール酸化物をリガンドとする核内受容体で、リガンドの刺激により retinoid X receptor 

(RXRs) とヘテロダイマーを形成して ABCA1, ABCG5、ABCG8 などのコレステロール

代謝に関わる遺伝子群や、CYP7A1 などの胆汁酸合成に関わる遺伝子、そして脂肪酸合

成を行うSREBP-1cなどの遺伝子のmRNA転写を促進する機能が報告されている 
4)-7)

 。

上記の核内受容体抗体作製プロジェクトで作製に成功した抗 LXRα抗体を用いて LXRα

の発現と細胞内局在について検討を行った結果、筆者らのグループは LXRαはほ乳類に

おいて肝臓、小腸、脂肪組織やマクロファージの核内に発現すること、および核小体内

に強く局在しており核質 (nucleoplasm) にはごく微弱なシグナルが存在するのみであ

ることを明らかにした 
7)-9)。核質は mRNAを転写する機能を有する RNA polymerase II
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が存在する mRNA 転写の場であり 10)、核質に存在する微量な LXRα はコレステロール

代謝、胆汁酸合成、脂肪酸合成を行う遺伝子群の mRNA を転写すると解釈されるが、

核小体内に発現している LXRαの機能についてはこれまで不明であった。 

 核小体は、酵母から植物やヒトに至るまで全ての真核生物に存在する核内構造の一つ

で、大量のリボソーム RNA (ribosome RNA、以下 rRNA) と、rRNAの転写に特異的に

働く RNA ポリメラーゼである RNA polymerase I (以下 RNA pol I) 、そしてその付随因

子が豊富に存在するリボソーム生合成 (ribosome biogenesis) の場である。核小体のさら

に内部には３つの異なる領域が存在し、リボゾーム DNA (以下 rDNA) からリボソーム

RNA前駆体 (precursor rRNA、以下 pre-rRNA) への転写は核小体の最深部のコアである

fibrillar centerとその周囲に存在する dense fibrillar component の境界部付近で起こり、核

小体の外郭を形成する granular componentにおいて pre-rRNAから rRNAへのプロセシン

グや修飾などを含む成熟やリボソームサブユニットの集合が起こると言われている。リ

ボソームの制御は細胞の増殖や成熟、分裂などを支える基本過程であるとともに、細胞

の機能分化とも密接に結びついている 11)12)。 

そこで本研究では、LXRα の核小体内の詳細な局在を検討するとともに、LXRα がリ

ボソーム生合成へ影響を及ぼすかどうかについて検討を行った。 
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実験材料と方法 

 

1. 細胞培養と siRNAトランスフェクション 

HepG2細胞は、抗生物質・L-グルタミン・10%FBS加 high glucose DMEM培地で培養

した。LXRα 刺激には LXR 特異的合成リガンド T0901317 (Cayman 社) を DMSO/PBS 

(DMSO：PBS＝1：1) で溶解して使用した。また、RNA polymerase I 特異的抑制には

Actinomycin D (和光純薬) を、RNA polymerase II, III特異的抑制には α-amanitin (和光純

薬) をそれぞれ DMSO/PBS で溶解して使用した。いずれも陰性対照には DMSO/PBSの

みを同量投与した。 

 LXRα siRNA (LXRa si1: NR1H3-HSS115298 and LXRa si2: NR1H3-HSS173357) と陰性

対照 siRNA (Stealth
TM

 RNAi Negative Control Medium GC duplex) は Invitrogenより購入し

た。Lipofectamine RNAi MAX (Invitrogen) と OPTI-MEM (GIBCO) を用いて HepG2細胞

に対する推奨プロトコールどおりにトランスフェクションした。トランスフェクション

から 24 時間後に LXR 特異的合成リガンド T0901317 (Cayman 社) を最終濃度 10μM

となるように培地に添加し、さらに 24 時間培養後に PBS でリンスした後、lysis buffer 

(1%TritonX100, 150mM NaCl, 50mM Tris-HCl (pH8.0) , 5mM EDTA, protease inhibitors ま

たは 1% NP-40, 0.5% Sodium deoxycholate, 150mM NaCl, 50mM Tris-HCl (pH7.6) , 5mM 

EDTA, protease inhibitors) を用いてタンパク抽出または ISOGENを用いて RNA抽出を

行い western blotまたは定量 RT-PCRに用いた。 

 

2. 抗体 

使用抗体は以下のとおりである。 

• Mouse monoclonal anti-LXRα antibody (PPZ0412, K8608；ペルセウスプロテオミク

ス) 
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• Mouse monoclonal anti-RXRα antibody (K8508 ；ペルセウスプロテオミクス) 

• Rabbit polyclonal anti-fibrillarin antibody (ab5821 ；Abcam) 

• Rabbit polyclonal anti-UBF (upstream binding factor) antibody(H-300；Santa Cruz) ま

たは Mouse monoclonal anti-UBF antibody (F-9；sc-13125；Santa Cruz) 

• Mouse monoclonal anti-nucleophosmin (NPM) antibody (Zymed) 

• Mouse monoclonal anti-Nucleoporin p62 antibody (611962；BD Biosciences) 

• Alexa Fluor 568 F(ab’)2 fragment of goat anti-mouse IgG (H+L) (invitrogen) 

• Alexa Fluor 488 F(ab’)2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L) (invitrogen) 

• Anti-mouse IgG, HRP-linked F(ab’)2 fragment sheep (GE healthcare) 

 

2. 蛍光免疫染色 

培養細胞は各 reagent を投与する前に約 48 時間 glass chamber slide (Nunc) で培養したの

ちに使用した。PBS でリンスしたのちに 4% paraformaldehyde/PBS で 5 分間 4℃固定し

PBSで 5分ずつ 2回洗浄後 0.5% TritonX-100/PBSを用いて 5分室温で透過処理した。PBS

で 5分ずつ 2回洗浄後 10% normal goat serum/PBS で 30分ブロッキングし一次抗体を入

れて 4℃overnight 反応を行った。PBSで 5分間 3回洗浄後蛍光二次抗体をそれぞれ 1000

倍希釈で室温 1 時間反応を行った。Mouse monoclonal anti-nucleophosmin antibody は

Zenon Alexa Fluor 488 mouse IgG1 labeling kit (Invitrogen) を用いて推奨プロトコールど

おり標識し最終濃度 50倍希釈として室温 2時間反応を行った。PBSで洗浄後、ProLong 

Gold Antifade Reagent with DAPI (Invitrogen) で封入し共焦点レーザー顕微鏡

LSM510META (Carl Zeiss) で観察、撮影した。 

 

3. In situ run-on transcription assay 

HepG2細胞を約 48時間 glass chamber slide (Nunc) で培養したのちに、RNA polymerase 
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II, IIIの選択的阻害薬である α-amanitin を最終濃度 50μg/ml となるように投与して 2時

間 37℃, 5% CO2 下で培養した。陰性対照として PBSのみを投与した HepG2 細胞を用い

た。その後 5-ethynyl uridine (EU) で培養 HepG2細胞を 1時間処理し、緑色蛍光の Alexa 

Fluor® 488 azideと Click-iT® Cell Reaction Buffer Kit (Invitrogen) を用いて推奨プロトコ

ールどおり染色することにより EU の取り込み部位すなわち 1 時間以内の RNA の新規

転写部位を検出した。本法は “click chemistry” とも称されている 13)14)。その後、抗 LXRα

抗体 (PPZ0412) を用いて蛍光免疫染色を行い、ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI 

(Invitrogen) で封入したのちに共焦点レーザー顕微鏡 LSM510META (Carl Zeiss) で観察、

撮影した。 

 

4. Western blot 

得られたサンプルに Laemmli sample buffer を加え 98℃3分間熱変性を行った。8.5%ポ

リアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE で蛋白を分離し、PDVF メンブレン (GE 

healthcare) に転写した。転写メンブレンを blocking buffer (5%スキムミルク/PBS) で 4℃

overnight マスキングし、 blocking buffer で希釈した一次抗体を 4℃ 一晩または室温 1

時間かけ抗体反応を行った。反応後 PBSで 5 分ずつ 3回洗浄後、blocking buffer で 2000

倍希釈した二次抗体 (Anti-mouse IgG, HRP-linked F(ab’)2 fragment sheep; GE healthcare) 

を室温 1時間反応させ、 PBSで 5分ずつ 3回洗浄後、 ECL Plus Western Blotting Detection 

System (GE healthcare) で検出した。 

 

5. 定量 RT-PCR 

 RT は The SuperScript® VILO (Invitrogen) を、定量 PCRは iQ SYBR Green Supermix と

CFX96 リアルタイム解析システム (BIO-RAD) を常法通り使用した。使用したプライマ

ーは Table 1に示した。LXRは各 3 well、rRNAは各 2 well測定を 3回実施した。rRNA
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については 2 wellの平均値から有意差を検定した。 

 

7. 免疫沈降 

タンパク抽出液に等量の Protein Aまたは Protein G-sepharoseを入れて 4℃30分転倒混

和して前除去を行った。一次抗体を加えたのちに 4℃ overnight 転倒混和した。Protein A

または Protein Gを入れて 4℃ 2h  転倒混和したのち 5000rpm, 30 秒遠心または磁石で

ビーズを回収し、PBSで 3回洗浄後に Sample buffer を加え、98℃ 3 分間煮沸したのち

に上清で SDS-PAGE (8.5%アクリルアミドゲル) を施行し western blot に用いた。 

 

8. クロマチン免疫沈降-定量 PCR (ChIP-qPCR) およびクロマチン免疫沈降シークエン

ス (ChIP-seq) 

HepG2細胞を1% formaldehydeで室温10分処理しglycine を0.2Mになるよう加えた。冷

PBSで洗浄後、細胞をcell scraperで回収し、SDS lysis buffer [50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 

mM EDTA, 1% SDS, and protease inhibitors] に溶解した。超音波処理を行い13,000gで10

分間4℃で遠心後、 上清をChIP dilution buffer [0.01% SDS, 1.1% tritonX100, 1.2 mM EDTA, 

16.7 mM Tris-HCl, pH8.1, 167mM NaCl, and protease inhibitors] で10倍希釈した。一次抗体

を入れ4℃一晩転倒混和したのちProtein G-sepharoseを加えて２時間転倒混和し、

sepharoseを回収、洗浄し、elution buffer [1% SDS, 0.1M NaHCO3, 100 μg/ml Pronase] を加

えて42℃  2 時間、その後65℃で一晩インキュベートさせて溶出し、したものをPCR 

purification kit (Qiagen) で抽出して次世代シーケンサーもしくはreal time qPCRに用いた。

ChIP-seqサンプルはIlumina社の推奨プロトコールどおりに用意し、次世代シーケンサー

Genome Analyzer 1G (Ilumina社) を用いて解析した。得られたシークエンスをマッピン

グする際のレファレンスゲノムにはrDNAが含まれていないため、リファレンスゲノム

Build #36のクロモソーム１の130,000,001~130,042,999番配列にrDNA (GenBank accession 
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No. U13369)を挿入した後にマッピングを実施した。ChIP-qPCRで用いたプライマーを

Table 1に示す。 
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結果 

 

1. HepG2細胞を用いた LXRαの核小体内局在の解析 

核小体は、外殻を形成する Granular component (GC) 、その内部に位置する Dense 

fibrillar component (DFC)、さらにその内部に存在する Fibrillar center (FC) の三層の微細

構造からなる。GCには nucleophosmin (B23/NPM) が、DFC には fibrillarin が、DFC と

FCの境界部および FCには RNA pol Iと結合して rRNAの転写を活性化する転写調節因

子である Upstream binding factor (UBF) が局在し、それぞれの部位を示す局在マーカー

として広く用いられている 12)。HepG2 細胞に対して抗 LXRα 抗体とこれら核小体内微

細構造マーカー蛋白に対する抗体とを用いた二重染色を行い検討した。LXRα は

nucleophosmin の局在部位のさらに内部に位置し、核小体内に局在することが示された

が nucleophosmin とは共局在しなかった (図 1A) 。LXRαは fibrillarinと完全一致し、核

小体の dense fibrillar component に局在することが判明した (図 1B) 。さらに、LXRαと

UBF
12)

 とも核小体内で部分的に共局在した (図 1C) 。そして、HepG2 細胞に RNA pol I 

の特異的 inhibitor として知られている Actinomycin D
15)を低濃度 (50ng/ml) で投与し

37℃, 5% CO2下で 2 時間培養を行うと LXRα、fibrillarin, UBF はいずれも核小体から核

質へと移行した (図 1B, C) 。なお、この局在変化は、RNA polymerase II, IIIの選択的

inhibitorである α-amanitin 
15)の投与では起こらなかった (data not shown) 。以上の結果か

ら、LXRαの核小体内局在、ことに dense fibrillar component への局在は RNA pol I によ

る rRNAの転写活性に依存していることが示唆された。 

 

2. LXRαの核小体内局在部位は RNA の新規転写活性部位に一致する 

LXRαが rRNA の転写に関与しているならば、RNA pol I による新規転写活性部位に

一致して LXRαが局在するはずである。RNAの新規転写部位を描出するためには DNA
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には含まれず RNA にのみ含まれる核酸である uridine のアナログ、たとえば

5-Bromouridine 5’-triphosphate (BrUTP) や 5-ethynyl uridine (EU)、水素の放射性同位体で

ある H3 を含む H3-uridine などを培養細胞に取り込ませ、取り込まれた誘導体を染色あ

るいはオートラジオメーターで検出する In situ run-on transcription assayあるいは EUを

用いた方法については“click chemistry”  と称されている手法が用いられる 12)-14), 16)。

RNA polymerase II, III の選択的阻害薬である α-amanitin を投与し RNA pol I の転写のみ

が起こっている状態にした細胞に対して 1mM EU を投与して一時間培養し、細胞を固

定して透過処理し、新規合成された RNAに取り込まれた EUを、“click” chemistry”  の

手法を用いて検出した。その結果、RNA pol I によって EU投与後 1時間の間に新たに

転写された核小体内領域と LXRαとが共局在した (図 1D) 。 

 

3. 免疫沈降法を用いた LXRαと UBFの相互作用の検討 

培養HepG2細胞に対して LXRαの合成リガンドT0901317を投与またはコントロール

として少量の DMSOを投与したのち、タンパク抽出を行った whole cell lysate を用いて

LXRα 抗体 (K8608) による免疫沈降を行った。その結果、fibrillarin、UBF ともにヒト

LXRαとの共沈は明らかでなかったが、リガンド依存的な相互作用の増大は確認されな

かった(図 2A, 2B) が、マウス肝組織においては LXRαと UBFの共沈が観察された (図

2C) 。 

 

4. クロマチン免疫沈降法 (ChIP-qPCR) および全ゲノムクロマチン免疫沈降シーケン

ス (ChIP-seq) による LXRαタンパクの ribosomal DNA との結合部位の検出 

HepG2 細胞における LXRα のゲノム結合領域を網羅的に見るため、抗 LXRα を用い

て ChIP-seq 解析を実施した。得られたシークエンスを rDNA 配列が挿入されたリファ

レンスゲノムにマッピングした結果、18S、28S rDNAに LXRαがリガンド依存性に結合
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していることが見出された(図 3A)。本結果をより定量的に確認するため、ChIP-qPCR

を施行した。18S、28S rDNA におけるリガンド依存的な LXRαの結合が特に強く見られ

た部位(図 3A の矢印１、２)、陰性対照（矢印３）、にそれぞれプライマーを設計し

ChIP-qPCRを行った結果、リガンド依存的な結合性が確認された (図 3B)。また、rDNA

遺伝子領域（矢印４）についても ChIP-qPCRを施行したが、LXRαとの結合、リガンド

依存的な結合は有意でなかった(図 3B)。 

LXRα は脂肪酸代謝に関係する遺伝子各種の mRNA を転写する際には RXRα とヘテ

ロダイマーを形成し、LXRαのリガンド投与によって RXRαが間接的に転写活性を有す

ることが知られている 4)-6)。そこで LXRαの rDNA遺伝子への結合における RXRαの関

与を RXR 抗体による ChIP-seq(図 3A)および ChIP-qPCR (図 3B)で同様に確認したが、

LXRαリガンド投与の有無に関わらず RXRα の rDNAへの結合は検出されなかった。以

上の結果は rRNAの転写はヘテロダイマーを形成することなくLXRαのモノマーまたは

ホモダイマーで行われている可能性が示唆された。 

 

5. LXRαのリガンド投与による rRNA転写促進の有無の検討 

HepG2細胞において、リガンドにより LXRα を活性化させた際の rRNAの転写量が変

化するかどうか LXRα 特異的 siRNAと定量 RT-PCRを用いて解析した。 

まず、HepG2 細胞に対して LXRα 特異的 siRNA をトランスフェクションして LXRα

のノックダウンが確実に起こることを確認する実験を行った。LXRα特異的 siRNAトラ

ンスフェクション群ではコントロール siRNA をトランスフェクションした群と比べて

LXRαタンパクの発現量 (図 4A) と LXRα mRNAの発現量 (図 4B) が減少した。LXRα

のリガンド T0901317 (最終濃度 10μM) を加えて 24時間培養するとコントロール siRNA 

群で強く、LXRα ノックダウン群では弱く LXRα のタンパクおよび mRNA 発現が上昇

した (図 4A, B) 。この結果は LXRα に対するリガンド刺激により LXRα 自身が転写さ
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れるというこれまでの報告と合致している 5)。 

Becherel ら 15)、Young ら 16)
 および Shimono ら 17)が用いたプライマーセットで上記条

件のサンプルを rRNA前駆体である 47S/45S rRNA (pre-rRNA) と成熟 r RNAである 28S 

rRNAの発現量を定量 RT-PCRで解析した。結果、リガンド投与群では 47S/45S rRNAお

よび 28S rRNAの有意な転写促進が観察された (図 4C,D) 。LXRαをノックダウンする

とリガンド投与した際の 47S/45S rRNAの転写量は有意に減少した (図 4C) 。28S rRNA

に関してはリガンド投与した際の転写量の減少傾向が見られたが、２つのうちの１つの

siRNAについては有意差が見られなかった。 (図 4D) 。 また、リガンド投与なしで単

に LXRαをノックダウンしただけでも 47S/45S rRNA の転写は有意に抑制された。 
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考察 

 

 核内受容体はその全てが様々な mRNA を標的とした転写因子としての役割を担い、

各々の受容体についてその標的遺伝子や転写機構に関する報告がなされてきた。LXRα

についても、その主たる機能は ABCA1、ABCG5、ABCG8、CYP7A1、SREBP-1c など

のコレステロールの合成・代謝や胆汁酸合成などに関わる遺伝子の mRNA 転写を行う

こととされ、それに関する詳細な報告がなされてきた 4)-7)。mRNA を転写するためには

RNA polymerase IIが存在する mRNA の転写の場である核質にその転写因子が局在する

必要がある 10)。本稿では、我々が作成した抗 LXRα抗体を用いて蛍光免疫染色を行うこ

とにより、核質における LXRαの発現は極めて微弱であり、核小体内の rRNA転写部位

である DFC領域に LXRαタンパクが濃く発現している (図 1) こと、さらには LXRαが

rDNAと結合して rRNA転写を促進する機能、すなわちリボソーム生合成に関与するこ

とについて証明した。このことは、LXRα の局在が弱い核質での mRNA 転写は LXRα

の機能の副次的側面であり、むしろ LXRαが強く局在する核小体内での機能であるリボ

ソーム生合成の方がより LXRαの主たる機能である可能性を示唆している。そして本研

究は、これまで mRNA の転写因子としての機能のみが報告されてきた核内受容体スー

パーファミリーに属するタンパク質において rRNA 転写に対する機能を有する核内受

容体が存在することを報告する初の論文である。 

LXRα と類似のアミノ酸配列およびドメイン構造を有する類縁核内受容体である

LXRβについては Lallらが cyan fluorescent protein (CFP) と LXRβのキメラをコードした

cDNA配列を組み込んだ plasmidを COS-7細胞にトランスフェクションして強制発現す

る系により LXRβ が核小体に局在することを報告しているがその核小体内での詳細な

機能についての解析はなされていない。Lall らは同様の実験を CFP と LXRα のキメラ

で行っているが、LXRα は核質に局在したと結論づけている 18)。また、Prűfer らは
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YFP-LXRαキメラをHEK293細胞にトランスフェクションする強制発現系で実験を行い、

Lallらと同じく LXRα は核質に局在した結果を得ている 19)。これらの報告と本実験にお

ける LXRαの局在結果の差異について考察すると、Lall らおよび Prűfer らの解析は強制

発現系という人工的な発現系での局在解析であるので CFP などの蛍光タグタンパク質

とキメラとなることにより分子量を増すことやタンパク質の翻訳後修飾などの影響で

タンパク質の立体構造が変化したりするなどの影響でタンパク質の正確な細胞内輸送

ができなくなり自然界で本来生理的に局在すべき細胞内部位とは異なる部位にタンパ

ク質が移行する可能性が生ずるのに対して、本実験は内在性の LXRα をターゲットとし

ているためと考えられる。つまり本実験系の方が自然界における LXRα のより正確かつ

特異的な局在を示していると考える。 

 UBFは RNA pol Iおよび rDNAと直接結合して rRNA転写を調節する働きを有するタ

ンパクである 12), 20)-22)。UBFと共局在および結合してかつ rDNAのプロモーター領域と

結合し pre-rRNAの転写促進に働くタンパクとしては MCRS1、Mi-2β、RFP 
17)、c-Myc 

23) 

24)、C/EBPα 
25)、RasL11a 

26)、DHX33
27)

 などが、また、転写抑制に働くタンパクとして

は Runx2 
16)

 , p14
ARF

 
28)などがこれまでに報告されている。HepG2 細胞において LXRαは

UBF と共局在し (図 1C)、かつ新規 rRNA 転写部位とは共局在した (図 1D)。LXRα と

UBFとの結合は HepG2細胞においては観察されなかったが (図 2B) 、マウス肝では観

察された (図 2C)。ChIP-seq 解析から LXRα の rDNA 遺伝子領域へ結合およびリガンド

依存的な結合の増大が見られている(図 3)。さらに LXRα の特異的リガンドによる

pre-rRNAの転写促進および LXRαノックダウンによる転写抑制も観察された(図 4)。以

上のことから、LXRα ノは核小体内において UBFと結合し、rRNA転写を調節する働き

を持つ可能性が示唆された。HepG2 細胞における LXRαと UBF の結合が見られなかっ

たのは、抗 LXRα 抗体や抗 UBF 抗体とヒトあるいはマウスの内在性タンパクとの親和

性の差や、LXRαが核小体内において微量しか存在しないことなどが実験結果に影響し
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た可能性がある。本研究の実験結果で得られた LXRαの rDNA遺伝子領域結合パターン

が過去に報告されている UBF のそれ 29)
 とよく似ていることからも、ヒトにおいても

LXRαと UBFの結合が存在する可能性が極めて高いと考えられる。これまで UBFと結

合することが報告されている上記の各種タンパクと異なり、LXRαはリガンドの投与に

よって pre-rRNA 転写が促進される点、および LXRα の rDNA との結合性がリガンド依

存性に結合性が高くなるという点が非常に特徴的である。これまで報告されている

pre-rRNAの転写促進に働くタンパクの多くにおいて、rRNAの転写促進が細胞増殖や分

化に関与することが示されている 23)-27)
 。本研究結果は LXRαもマクロファージをはじ

めとする LXRα を発現する種々の細胞における細胞分化に関わるタンパクの mRNA の

転写を促進するのみならず、リボソーム生合成が機能分化に関与している可能性を示唆

している。 

 fibrillarin は box C/D small nucleolar RNP と呼ばれる核小体低分子リボ核タンパク質 

(small nucleolar ribonucleoprotein; snoRNP) の構成因子で、U3 snoRNA (small nucleolar 

RNA) および pre-rRNAと結合し、pre-rRNAのプロセシングやメチル化による rRNAの

成熟、すなわち真核生物においては成熟 rRNAである 18S, 5.8S, 28S rRNAの形成やリボ

ソームの会合に関与すると考えられている 30)-33)。今回の実験結果では、HepG2 細胞に

おいて LXRαは fibrillarin とも結合性を示したことから (図 2) 、LXRα は pre-rRNAのプ

ロセシングなどの成熟過程に何らかの役割を担っていることが示唆された。実際、LXRα

のリガンド投与で mature-rRNA (28 rRNA) の転写上昇が観察されたが、LXRαのノック

ダウンによる mature-rRNA の有意な低下は見られなかった (図 4D)。UBF を介した

pre-rRNA の転写は前述のとおり非常に多くのタンパクが関与していることが証明され

つつあるが 16), 17), 23)-27)、fibrillarinと結合するタンパクや rRNAのプロセシングに関与す

ることが推測されるタンパクは BIG1
33)、HIV Tat protein

34)、PIP2
35)など少数の報告があ

るのみであり、また、プロセシングの過程そのものについても未だ不明な点が多い 36)。
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リボソーム生合成は細胞の生命維持にとって最低限必要な基本過程であるので、非常に

多数の分子が相補的に関与していることが予測され、LXRαはあくまでもそのうちの一

つの候補であって LXRα だけが発現が低下したりリガンドが不足したりする状況があ

ったとしてもほかのタンパクで補ったりしながら互いにバランスをとって細胞の増

殖・分化・成熟に関与していると考えられる。今後、実際に LXRαが snoRNAと結合し

ているかどうかや、全ての成熟 rRNAの発現態度についての検討を実施し、より詳細に

fibrillarin との結合における役割の検討が必要である。また、pre-rRNA のプロセシング

などの成熟過程に LXRαはむしろ抑制的に働いている可能性や、LXRα が転写活性化あ

るいは抑制するなんらかの下流転写因子が pre-rRNA のプロセシングに影響している可

能性があり、今後の詳細な検討を要する。 

興味深いことに、一般的に LXRα を介した mRNA の転写においてはリガンド投与に

よって LXRα-RXRヘテロダイマーが形成される 
4)-6), 37)

 のに対して、rDNAと結合して

いるのは LXRαのみで RXR との結合は検出されなかった (図 3) 。この実験結果から、

X 線構造解析ではその存在が確認されているもののこれまで mRNA 転写に対する機能

的効果の有無が疑問視されてきた LXRαモノマーまたはホモダイマー37)が rDNA遺伝子

領域に結合している可能性が推定される。十分量の RXR の存在下において LXRα モノ

マーまたはホモダイマーはすぐに LXRα-RXR ヘテロダイマー化するといわれている 37)
 

ことから、LXRα の発現量とリガンドの有無のみならず RXR の有無が rRNA 転写と

mRNA転写のどちらに進むかの調節に関与していると考えられる。これまでの複数の報

告で RXRは核質に局在し核小体には局在しないことが示されており 38) 39)、本質的には

RXRの局在自体が mRNA転写を調節している可能性があると考えられる。 
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結語 

HepG2細胞を用い、LXRαの詳細の細胞内局在とこれまで知られていなかったリボゾ

ーム生合成への関与について解析した。LXRα は核質には薄く観察されるのみであるが

核小体内の DFC と呼ばれる領域に多く局在し、これまで専ら LXRα の主たる機能とさ

れてきたコレステロールの合成・代謝や胆汁酸合成などに関わるさまざまな遺伝子の

mRNA転写を行うのみでなく、核小体の中心的機能であるリボゾーム生合成にも関与す

る。また、mRNA 転写には LXRα-RXR ヘテロダイマー化が必要であることが知られて

いるのに対して、rRNA転写には LXRαモノマーまたはホモダイマーが関与する。 
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図の説明 

 

図1. LXRαの細胞内局在 

細胞周期を同期していないHepG2細胞に蛍光免疫染色を行い、間期核を対象として共焦

点レーザー顕微鏡 LSM510METAを用いて撮影した。核DNAの対比染色には

Hoechst33342を用いた。 

(A) LXRα (赤) と核小体のgranular componentに存在する nucleophismin (NPM) との重染

色。LXRαは核小体内に局在するが、nucleophosminとは共局在しない。 

(B, C) LXRα (赤) と核小体のdense fibrillar componentに存在するfibrillarin (緑) (B) 、UBF 

(緑) (C) との重染色。LXRαとfibrillarinおよびUBFは核小体内で共局在した。Actinomycin 

D (50ng/ml) で2時間処理するとLXRα、fibrillarin, UBFは核小体から核質へと移行した。

(D) In situ run-on transcription assay の結果。RNA polymerase II, IIIの選択的阻害薬である

α-amanitin (50μg/ml) を投与して1時間培養し、その後EU (1mM) を投与してHepG2細胞

を1時間処理した。新しく合成されたRNAに取り込まれたEUを緑色蛍光にて検出し、そ

の後LXRαを赤で染色し、共焦点レーザー顕微鏡LSM510METAを用いて観察、撮影した。

RNA polymerase I の転写活性部位、すなわちリボゾームRNA新規転写部位とLXRαの局

在部位が一致した。 

 

図2. 免疫沈降法を用いたLXRαとUBFの相互作用の検討 

(A) HepG2細胞におけるヒトLXRαとfibrillarinとの免疫沈降法の結果。リガンド(-)でInput

と類似のバンドが検出されたが、若干分子量が異なっており、確実にfibrillarinが沈降さ

れているとは判断できない。 

(B) HepG2細胞におけるヒトLXRαとUBFとの免疫沈降法の結果。 

(C) マウス肝臓のwhole lysateを用いたマウスLXRαとUBFとの免疫沈降法の結果。 
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図3. クロマチン免疫沈降法によるLXRαタンパクとribosomal DNAとの結合の検討 

(A) ChIP-seqの結果。結果のグラフの下の模式図はribosomal DNA repeatの相当部位を示

したものである。 

(B) ChIP-qPCRの結果。ChIP-seqでrDNAとの結合性が観察された抗LXRα抗体 (clone 

PPZ0412) と、別の抗LXRα抗体 (clone K8608) を同時に解析したが、clone PPZ0412での

免疫沈降の方が効率よくrDNAとの結合性を示した。RXRαとrDNAとの結合は明らかで

なかった。 

 

図4. LXRαのリガンド投与によるrRNA転写促進の有無の検討 

(A, B) LXRα特異的siRNAとコントロールsiRNAをHepG2にトランスフェクションし、

LXRαタンパクおよびmRNAを対象としてノックダウン効率を検討した。 

(A) LXRαのwestern blotの結果。リファランスタンパクとしてnucleoporin p62を用いた。 

(B) LXRα mRNAをターゲットとしたreal time RT-PCRの結果。リファランス遺伝子とし

てCyclophilinを用いた。 

(C, D) HepG2細胞に対しLXRα特異的リガンドT0901317 (10μM) を投与すると24時間後

には47S/45S rRNAの転写促進が観察された (p＜0.05)。LXRαをノックダウンするとリガ

ンド投与時の47S/45S rRNAの転写促進は有意に (p＜0.01) 抑制された (C) 。同様に28S 

rRNA の転写量もリガンド投与によって軽度上昇し (p＜0.05)、LXRαをノックダウンし

た際およびリガンド投与時には軽度抑制された (p＜0.05) (D) 。同じ実験を3回行なった。 
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Table 1. 本研究で使用した PCRプライマーセット 

Gene Forward primer sequence Reverse primer sequence 

LXRα 5’-ATGATGCCGAGTTTGCCTTG-3’ 5’-ATGGGGATGGTGGATGGAG-3’ 

28S rRNA 5'-TGTCGGCTCTTCCTATCATTGT-3' 5'-ACCCAGCTCACGTTCCCTATTA-3' 

47S/45S 

rRNA 

5'-GAACGGTGGTGTGTCGTTC-3' 5'-GCGTCTCGTCTCGTCTCACT-3' 

Cyclophilin 5'-TTCGTGCTCTGAGCACTGGAGA-3' 5'-GGACCCGTATGCTTTAGGATGAAG-3' 

rDNA1 5'-AACCCCATTCGTGATGGGGATC-3' 5'-GCTTATGACCCGCACTTACTCG-3' 

rDNA2 5'-GCGTTCATAGCGACGTCGCTTT-3' 5'-TCCAACGCTTGGCGAATTCTGC-3' 

rDNA3 5'-CACCGTGCCCGGCTAACTTTTT-3' 5'-GTCAGGAGATCGAGACCATC-3' 

rDNA4 5'-CTTTGAGATCGTGCTCTCGG-3' 5'-TTTCCGGAGCTCTGCCTAGCT-3' 

ABCA1 

5'-TGCTTTCTGCTGAGTGACTGAACTAC-

3' 

5'-CAATTACGGGGTTTTTGCC-3' 
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