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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、腸管上皮細胞に特異的に発現しているホメオボックス転写因子CDX2
が、DNA結合領域であるホメオドメインを介して、オートファジーの必須酵素であるATG7と直接に結合して、オ
ートファジーを活性化することや、オートファジー活性化を介して大腸癌細胞の増殖と生存を抑制することが分
かった。その機序として、CDX2によるオートファジーの活性化により、活性酸素（ROS）を産生することにより
細胞障害を発生することが分かった。とくに、大腸癌細胞が浮遊したときに、これらの機構が強く働くことか
ら、CDX2が大腸癌細胞の腫瘍の成長過程だけではなく、転移などの悪性化過程を抑制することが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have found that intestine-specific homeoprotein CDX2 bound
 to ATG7, an essential enzyme for autophagy, directly via its homeodomain and that CDX2 stimulated 
autophagy in colon cancer cells. We have also found that CDX2 strongly suppressed proliferation and 
survival of colon cancer cells through autophagy activation. Notably, inhibition of cancer cell 
proliferation and survival by CDX2 were mediated by increased levels of reactive oxygen species 
(ROS) caused through autophagy activation. Interestingly, CDX2 increased levels o ROS and suppressed
 cancer cell survival upon its detachment more strongly than attachment. These results have 
suggested that CDX2 blocked malignant progression of colon cancer cells including metastasis as well
 as tumor development.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
（１）CDX2 は、腸管上皮細胞に特異的に発現
するホメオボックス転写因子である。また、
ヒト大腸癌で CDX2 の発現が低下しているこ
とから、大腸癌の抑制因子であることが示唆
されていた。 
 
（２）この結果と一致して、代表者ら以前の
研究から、CDX2 が大腸の腫瘍形成を抑制する
ことが遺伝子変異マウスを用いた解析など
から明らかになっていた。しかし、CDX2 が、
大腸癌細胞の細胞周期を抑制することが分
かっていたが、その機序が不明であった。そ
こで、CDX2 による大腸癌細胞の増殖および生
存の制御機構の解明を行った。 
 
 
２．研究の目的 
（１）本研究課題では、CDX2 による大腸癌細
胞の増殖と生存の制御機構の解明を進める
ことを目的とした。 
 
（２）大腸癌細胞の増殖や生存を抑制する
CDX2 の機能における、CDX2 の転写に依存し
ない機能の役割を明らかにすることにした。
この目的のために、とくに CDX2 の結合タン
パク質を網羅的に明らかにすることにした。 
 
（３）大腸癌細胞の増殖や生存を抑制する
CDX2 の機能における、CDX2 の転写機能の役
割を明らかにすることにした。とくに、cDNA
マイクロアレイ法を用いて、CDX2 により発現
を制御される遺伝子群を網羅的に解析する
ことにした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）代表的なヒト大腸癌細胞株である DLD1
細胞を用いて、flag タグを融合した CDX2 を
発現する Tet-Off 細胞を作成した。この細胞
を用いて、flag-CDX2 を免疫沈降後、CDX2 結
合分子を電気泳動し、銀染色を行った後に、
特異的な分子を質量分析法により解析した。 
 
（２）flag-CDX2の発現を誘導できるTet-Off
細胞で、CDX2 の発現を誘導後に、RNA を回収
して、cDNA を合成し、cDNA マイクロアレイ
法によりその発現を解析した。 
 
（３）flag-CDX2の発現を誘導できるTet-Off
細胞において CDX2 の発現を誘導後に、異な
る複数の ROS プローブで細胞を染色して、フ
ローサイトメトリーにより解析を行った。 
 
（４）cDNA マイクロアレイ解析により抽出し
た候補遺伝子の発現は、同様の細胞などで
real-time PCR を用いて確認した。 
 
（５）ATG7 と CDX2 の直接の結合を解析する
た め に、大 腸 菌を用 い てそれ ぞ れ の

recombinant タンパク質を合成後、分離精製
して、GST-pull down 解析などを行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）CDX2 の結合タンパク質として ATG7 を
同定した。 
 flag融合のCDX2を大腸癌細胞株DLD1で発
現誘導して、anti-flag M2 抗体により免疫沈
降し、3xflag peptide を用いて、flag-CDX2
複合体を溶出した。その溶出液を SDS-PAGE
により電気泳動して、特異的と思われる分子
を質量分析法により解析した。その結果、約
70 キロダルトン付近の分子として ATG7 を同
定した。実際に、免疫沈降した複合体を
Western blotting により解析したところ、
CDX2 の複合体に ATG7 が含まれていることが
確認できた。 
 さらに、内在の CDX2 と内在性の ATG7 の結
合についても検出することができた。重要な
こととして、CDX2 は DNA 結合タンパク質であ
るが、ATG7 との結合は細胞質でより顕著に検
出された。 
 そこで、次に、CDX2 のどのタンパク質領域
が ATG7 との結合に関与しているかを解析す
るために、CDX2 の deletion 変異体を作成し
て解析を行った。興味深いことに、CDX2 は、
ホメオドメインを介して、ATG7 と結合してい
ることが分かった。 
 また、CDX2 と ATG7 の結合が直接かどうか
を解析するために、それぞれの recombinant
タンパク質を大腸菌で作成して、GST-pull 
down 解析を行った。その結果、CDX2 と ATG7
の結合が直接であることも分かった。 
 
（２）CDX2 はオートファジーを活性する。 
CDX2 が ATG7 に結合することから、CDX2 によ
るオートファジーの活性への影響を解析し
た。なぜならば、ATG7 はオートファジーの必
須酵素であるためである。その結果、CDX2 の
過剰発現は、オートファジーの活性を顕著に
上昇することが、大腸癌細胞株の過剰発現系
で確認できた。一方で、CDX2 のノックダウン
により、オートファジーの活性が低下するこ
とも分かった。これらの結果と一致して、
Cdx1 と Cdx2 の複合変異マウスの腸上皮細胞
由来のオルガノイド培養で解析を行ったと
ころ、Cdx の機能が低下すると、オートファ
ジーの活性化が低下することが分かった。こ
れらの結果から、Cdx2 は、ATG7 との結合を
介して、オートファジーの活性を上昇するこ
とが分かった。 
 また、CDX2 のホメオドメインのアミノ酸を
置換して、DNA 結合能を描いた CDX を作成し
て、同様の解析を行った。その結果、CDNA 結
合能および転写活性化能を欠損した CDX2 に
よっても、大腸癌細胞株の増殖や生存が抑制
されることが分かった。 
 
（３）CDX2 はオートファジーの活性化を介し



て大腸癌細胞の増殖や生存を抑制する。 
そこで、つぎに CDX2 誘導時のオートファジ
ー の 役 割 に つ い て 解 析 を 進 め た 。
DLD1-TetOff 細胞にて、ATG7 の発現を shRNA
を用いてノックダウンした細胞と、ATG7 の機
能を抑制する dominant-negative 型の ATG7
を発現する細胞株を作成した。これらの細胞
で、CDX2 の発現を誘導して解析を行った。そ
の結果、CDX2 の発現を誘導しても、ATG7 の
発現をノックダウンしていると、細胞の増殖
の抑制や生存の抑制が生じなかった。同様に、
dominant-negative型のATG7を発現した細胞
でも、CDX2 の発現を誘導しても、大腸癌細胞
の増殖や生存の抑制が促されなかった。これ
らの結果は、CDX2 による大腸癌細胞の増殖や
生存の抑制が、オートファジーの活性化を介
していることを示している。 
 
（４）CDX2 は ROS の産生を促す。 
CDX2 がオートファジーの活性化を介して、大
腸癌細胞の増殖や生存を抑制する機序の解
析を進めた。フローサイトメトリーを用いた
解析の結果、CDX2 の発現の誘導により、ROS
が増加することが分かった。また、DNA 結合
能を欠いた CDX2 によっても同様の結果が得
られた。一方で、オートファジーの抑制薬を
加えると、CDX2 誘導時の ROS レベルの上昇が
解除された。これらの結果から、CDX2 がオー
トファジーの活性化を介して、ROS レベルの
上昇を促すことが分かった。 
 
（５）CDX2 は浮遊した大腸癌細胞の増殖を顕
著に抑制する。 
近年の研究から、浮遊した癌細胞では、細胞
内代謝経路に変化があり、とくに ROS のレベ
ルに変化があることが分かっている。そこで、
まず、大腸癌細胞株で、CDX2 の発現を誘導し
てから、細胞を浮遊させた。その結果、興味
深いことに、CDX2 の発現を誘導すると、顕著
に細胞の生存の抑制が促されて、細胞死が促
進することが分かった。さらに、浮遊した細
胞で、オートファジーが活性化されることや、
ROS レベルが上昇することが分かった。そこ
で、これらの細胞をオートファジー抑制薬で
ある 3MA で処理した。その結果、CDX2 の発現
誘導によって生じる細胞死の誘導が抑制さ
れることが分かった。これらの結果から、
CDX2 は、癌細胞の悪性化の一過程である転移
などを、オートファジーの活性を介して抑制
することが分かった。すなわち、CDX2 の発現
低下は、大腸癌細胞の転移を促進すると考え
られる。 
 
（６）CDX2 は ROS の産生を促す複数の遺伝子
の発現を抑制する。 
cDNA マイクロアレイ解析から、CDX2 の発現
誘導時に活性酸素量を低下させる遺伝子群
の発現が抑制されることが分かった。すなわ
ち、この結果から、CDX2 はオートファジーの
活性化を介した経路により活性酸素の発生

を促し、遺伝子発現制御を介して、活性酸素
の発生を抑制する遺伝子の発現レベルを低
下させることで、発生する活性酸素量を増加
させていると思われる。 
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