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LXRαの核小体への局在とリボソームDNA転写制御
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要　　旨

　㎜α（Liver　X　receptorα）はLDL（low　density　Upoprotein）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正XRαに対する特異的抗体を用いて，㎜α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飾rillarin，　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飾rillar　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　lの転写活性をAcdnomycin　D投与によって抑制する

と，1XRαは核小体内に局在できず核質へ移行したことから1XRαの核小体内局在はRNA　pol

l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，

㎜α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

㎜αを活性化する合成リガンドであるTO901317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，1XRα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，IXRα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．
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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，
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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お

よび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　htm1）．その抗体作製に成功した核内受容

体のひとつが㎜α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，　ABC

G8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口c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LXR

α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1XRα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　poly－

merase　Hが存在するmRNA転写の場であり10），

核質に存在する微量なIXRα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㎜α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（ribosorne　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，

リボソーム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丘brillar

centerとその周囲に存在するdense丘brillar　com－

ponent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，㎜αの核小体内の詳細な

局在を検討するとともに，1XRα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．

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一グルタミン・

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

TO901317（Cayman社）をDMSO／PBS（DMSO：

PBSニ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豆，皿特異的抑制に

はα一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．

㎜αsi脳A（㎜a　sill　NRIH3－HSS115298

and　LXRa　si2：NRIH3－HSS173357）と陰性対照

siRNA（StealthTM　RNAi　Negative　Control　Medi－

um　GC　duplex）はInvitrogenより購i入した．

Lipofectamine　RNAi　MAX（Im肚rogen）とOPTI－

MEM（GIBCO）を用いてHepG2細胞に対する
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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

IXR特異的合成リガンドTO901317（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，50m

MTris－HC1（pH8．0），5mM　EDTA，　protease

illhibitorsまたは1％NP－40，0．5％Sodium

deoxycholate，150mM　NaC1，50mM　Tris－HC1

（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westem　blotまたは定量即「－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－1）（Rαantibody

　　　（PPZO412，　K8608；ペルセウスプロテオミク

　　ス）

　・　Mouse　monoclonal　antトRXRαantibody

　　　（K8508；ペルセウスプロテオミクス）

　・　Ral）1）it　polyclonal　anti－fibrilla㎡n　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’＞2fragment　of　goat

　　anti－mouse　IgG（H十L）（invitrogen）

　・　Alexa　Fluor　488　F（ab’）2丘agment　of　goat

　　anti－rabbit　IgG（H十L）（invitrogen）

　・　Anti－mouse　IgG，　HRP－1mked　F（ab’）2fra－

　　gment　sheep（GE　healthcare）

3.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％para－

fo㎜aldehyde／PBSで5分間4℃固定しPBSで5

分ずつ2回洗浄後0、5％THtorD（－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％nomlal　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　IgGl

labeHng　kit（Im肚rogen）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　An斑ade　Reagent　with　DAPI（lnvitrogen）で

封入し共焦点レーザー顕微鏡LSM510META
（Carl　Zeiss）で観察，撮影した．

4.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　H，

皿の選択的阻害薬であるα一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，緑色蛍光の祖exa　Fluor⑧488　azideと

Click－iT⑪Cell　Reac60n　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“cHck

chemistry”とも称されている13）14）．その後，抗

LXRα抗体（PPZO412）を用いて蛍光免疫染色を

行い，ProLong　G⑪ld　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，
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5.Western blot

得られたサンプルに』e㎜li　s㎜ple　b雌er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　bu丘er（5％ス

キムミルク／PBS）で4℃ovemight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（And－mouse　IgG，　HRP－

1inked　F（ab’）2fragment　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　Westem　Blotting　Detec60n　System

（GE　healthcare）で検出した．

第9号平成26年（2014）9月

6.定量RT-PCR
　　　RTはThe　SuperScnpt⑧VILO（lnvitrogel1）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．使用したプラィマーは表1に示し

た．㎜は各3well，　r脳Aは各2well測定を3回

　　実施した，rRNAについては2well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Protehl

　　Gを入れて4℃2h転倒混和したのち5，000rpm，

　　30秒遠心または磁石でビーズを回収し，PBSで3

表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㌧TGTCGGCTCTTCCTATCATTGT－31 5LACCCAGCTCACGTTCCCTATTA－3’

47S／45S

窒qNA

51－GAACGGTGGTGTGTCGTTC－3‘ 5’－GCGTCTCGTCTCGTCTCACT－3’

Cyclophilin 5LTTCGTGCTCTGAGCACTGGAGA－3’ 5㌧GGACCCGTATGCTTTAGGATGAAG－3’

rDNA　l 5㌦AACCCCATTCGTGATGGGGATC－31 5㌔GCTTATGACCCGCACTTACTCG－39

rDNA2 51－GCGTTCATAGCGACGTCGCTTT－3’ 5LTCCAACGCTTGGCGAATTCTGC－3，

rDNA3 51－CACCGTGCCCGGCTAACTTTTT－3’ 5㌔GTCAGGAGATCGAGACCATじ3’

rDNA4 51－CTTTGAGATCGTGCTCTCGG－3’ 5㌧TTTCCGGAGCTCTGCCTAGCT－3，

ABCA1
51－TGCTTTCTGCTGAGTGACTGAACTAC－

R1

51－CAATTACGGGGTTTTTGCC－3「
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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westem　blotに用いた．

8．クロマチン免疫沈降一定量PCR（ChIP－

　　qPCR）およびクロマチン免疫沈降シークエ

　　ンス（ChlP－seq）

HepG2細胞を1％fom創dehyde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－HCI，　pH　8．0，10　mM

ED阻1％SDS，　and　protease　inhibitorsl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　IO．01％

SDS，1．1％tritonX100，1．2　mM　EDTA，16．7　mM

Tris－HC1，　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　bufεer［1％SDS，α1M　NaHCO3，100μg／

ml　Pronasej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　puri血ca60n　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．

ChlP－seqサンプルは11umina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　IG（numina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　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，

結 果

1．HepG2細胞を用いたLXR皿の核小体内局在

　　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Densdbrilar　compo一

nent（DFC），さらにその内部に存在するFibrillar

center（FC）の三層の微細構i造からなる．　GCには

nucleophosmin（B23／NPM）が，　DFCにはfib－

rillarin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㎜α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

を行い酬した．㎜αはnucleophosmm媚在
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IA）．㎜αは飾rillarinと完全一

致し，核小体のdense勒rillar　componentに局在

することが判明した（図IB）．さらに，㎜αと

UBF12）とも核小体内で部分的に共局在した（図

lC）．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　D15）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，飾rillarin，　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　H，皿の選

択的inhibitorであるα一amanitin15）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

　㎜αがrRNAの転写に関与しているならば，

RNApol　Iによる新規転写活性部位に一致して

㎜α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　5L　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1h　sf加run－on
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　　　　　　　図2　免疫沈降法を用いた㎜αとUBFの糧互作用の検討

（A）H叩G2細胞におけるヒト㎜αと飾瓢1肛inとの免疫沈降法の結幕リガンド（一〉で

　　玉np琉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，確実に飾riU翻nが

　　沈降されているとは判断できない．

培）H印瑳酬胞におけるヒほXR膨とUBFとの免疫沈降法の結果．

（C）マウス肝臓のwh趣lysa忙を用いたマウスLXRαとUBFとの免疫沈降法の結梁．

tr狐scri麟i岨鎚sayあるいはEUを用いた方法に

ついては“di汰chernistrジと称されている手法

が用いられる互2ト曲鋤，RNA　po］ymera驚涯，正

の選択的阻害薬であるα唱manitinを投与しRNA

poぽ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，‘‘C蔦ck　chemisせジの手法を絹い

て検出した．その結果，RNApol　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㎜αとが共局在した（図唖）．

3。免疫沈降法を用いたLXRαとUBFの相互

　　作用の検討

　培養H印G2細胞に対して1XRαの合成リガンド

TO901317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　ce1誼ysateを用いてLXRα抗体（K8608）

による免疫沈降を行った．その結果，鏑醸瓢n，

UBFともにヒトLXRαとの共沈は明らかでなか
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った（図2A，　B）が，マウス肝組織においては

㎜αとUBFの共沈が観察された（図2C）．

4．クロマチン免疫沈降法（ChlP－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1XRαのゲノム結合領域

を網羅的に見るため，抗LXRαを用いてChlP－

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㎜αがリ

ガンド依存性に結合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㎜α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ChlP－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　i遺伝子のプロモーター

領域（矢印4）についてもChIP－qPCRを施行し

たが，㎜α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，㎜α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㎜αのrDNA遺伝子への結合にお

けるRXRαの関与をRXR抗体によるChlP－seq

（図3A）およびChIP－qPCR（図3B）で同様に

確認したが，㎜α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．

以上の結果より，rRNAの転写はヘテロダイマー

を形成することなく㎜α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1XRα

を活性化させた際のrRNAの転写量が変化するか

どうか㎜α繰的si蝋Aと題1び一PCRを用

いて解析した．

　まず，HepG2細胞に対してLXRα特異的
si即Aをトランスフェクションして㎜α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．㎜α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1XRαmRNAの発現量（図4B）が減

少した．㎜αのリガンドTO901317（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，㎜α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㎜αに対するリガ

ンド刺激によりIXRα自身が転写されるというこ

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rRNAである28S　rRNAの

発現量を定量皿一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．

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．1XRα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
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（A〕ChlP－scqの結！足．結果のグラフの．ドの模式図‘よribosoma［DNA　repぐatの相当部｛立

　　を示したものである．

（B〕ChIP－qPCRρ）‘li果．　ChlP－seqで〕’［）NAとの結合性が観察された抗【XR‘f抗休

　　（vkmc　PPZO4／2）と，別の抗LXRα十ノt体（d《川c　K8608）をllll時に解析したが，

　　cb【）e　PPZO412での免」’芝沈降の方が効率よくrI〕NAとの結fWl：を示した．　RXR力と

　　1・DNAとの結合は明らかでなかった．

れてきた．11．一．ア），mRNAを転写するためにはRNA

polymerase　nが存在するmRNAの転写の場であ
る核質にその転：与杁1］仁がII・）在んする必要が、ちる101．

本稿では，我々が作成した抗LXRα抗体を川いて

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｝．），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U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り・すること

にっいて証1り1した．このことは，LXR任の局在が

弱い核質でのmRNA転写はLXR〈～の機能の副次

的f則面であり，むしろ1ぷ‘、が強くLl］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

LXRσの｝三たる機能である所1旨性を示峻している．

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

バ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

rl：することを報川する初の1論文である．
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の転写促進は有意に（ρ＜α01）抑制された（○．同様に瑠SrRNAの転写量もリガンド投与によって軽度

上昇し（〆◎・曲パ双・峰ノックダウンした際およびリガン鍛与時1こは軽度掲糊された（P＜o．05）⑦）．

同じ実験を3回行なった．

　㎜α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犯（Rβについて

はLa｜1らがcy磁1口uore8c鍛t　pmtein（CFP）と

LXRβのキメラをコードしたcD　NA配列を組み込

んだplasmidをCOS－7細胞に｛・ランヌフェクシ

ョンして強舗発現する系により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祈はなされていない．

語Uらは同様の実験をCFPと㎜αのキメラで

行っているが，㎜αは核質に局在したと結論づ

けている18），また，P語ferらはYFP一㎜α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，L認らと岡じくLXRα

は核質に局在した結果を得ている疎。これらの
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報告と本実験における㎜αの局在結果の差異に

ついて考察すると，LallらおよびPrufer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㎜α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IXRαにより近い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－Myc23）24），　C／EBPα25），

RasLlla26），　DHX3327）などが，また，転写抑制に

働くタンパクとしてはRur［x216），　p14ARF　28）など

がこれまでに報告されている，HepG2細胞におい

て1XRα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ID）．㎜α

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㎜α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，㎜α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

㎜αとUBFの結合が見られなかったの｝ま，抗

1XRα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，工XRαが核

小体内において微量しか存在しないことなどが実

験結果に影響した可能性がある．本研究の実験結

果で得られたIXRα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1、ても㎜

α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，㎜

α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㎜αのrDNAプロモータ

ー領域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㎜α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，

　血brillarin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（smalI

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㎜αと蹴la血との齢
性は明らかでなかった（図2A）が，共局在した

（図IB）ことから，　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

る可能性がある，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），飽rillarin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BIG133），　HIV　Tat　pro－

tein　34），　PIP235）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
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も未だ不明な点が多い36）．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D（Rα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下があった

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㎜α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

詳細に価rillarin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，㎜α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．

　興昧深いことに，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
IXRα一RXRヘテロダイマーが形成される4）－6）37）

のに対して，rDNAのプロモーター領域と結合し

ているのは1XRα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LXR

αモノマーまたは品ダイマーはすぐ1こ㎜α一

RXRヘテロダイマー化するといわれている37）こ

とから，㎜α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．

結 語

　HepG2細胞を用い，　IXRα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ソーム生合成

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㎜α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

的機能であるリボソーム生合成にも関与する．ま

た，mRNA転写には㎜α一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㎜αモノマーまたはホモダイマ

ーが関与する．
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