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研究成果の概要：乳癌の発生・進展には ER が深く関与する。乳癌細胞を使用し ER を介するエ

ストロゲン(E2)作用に対するタイプⅡ核内受容体である SXR の関与を解析した．E2 による転写

活性は SXR により用量依存性に増強された．乳癌細胞に SXR が発現することにより E2 の作用が

増強され、乳癌の進展に影響をきたすことが推測された。乳癌細胞における SXR 発現の有無が

ER 陽性乳癌治療法の選択及び治療の効果予測因子として有用であることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 
乳癌の発生、進展にはエストロゲン受容体 
(estrogen receptor、 ER)が重要な役割を果
たしている。ER は Type I 核内ホルモン受容
体に属し、アゴニスト及び、アンタゴニスト
が結合し転写が調節される。ER の転写活性の
調節にはコアクチベーターやコリプレッサ
ーなどの転写共役因子複合体が関与してお
り、乳癌細胞においても多数のコアクチベー
ターやコリプレッサーが同定されている。一
方、ステロイド・アンド・ゼノバイオテック
受容体（steroid and xenobiotic receptor、
SXR）は Type II 核内ホルモン受容体に属し、
レ チ ノ イ ン 酸  X 受 容 体 （ retinoid X 
receptor, RXR）と２量体を形成し薬物代謝

に重要な Cytochrome P-450 3A4 (CYP3A4)の
プロモーター領域にある生体異物応答配列
（SXRE）に結合し作用する。SXR のリガンド
結合ポケットは大きく、内因性ステロイドホ
ルモンやリファンピシン等の外因性薬物が
結合しその薬物自体の代謝を促進する。SXR
は主に肝臓及び、小腸に発現しているが、近
年乳癌細胞にも発現していることが報告さ
れた。SXR の発現により、内因性ステロイド
ホルモンや外因性薬物の作用が乳癌細胞に
おいて修飾される可能性がある。 
 
２．研究の目的 
我々は近年タモキシフェン（tamoxifene、
TAM）により CYP3A4 遺伝子の転写活性が促進



され、TAM 耐性に関与する可能性を見出した
また、核内ホルモン受容体を介する転写は他
の受容体の修飾を受けることが知られてい
る。そこで、ER と SXR の間の相互作用とその
機序について解析した。 
 
３．研究の方法 
レポーターアッセイ：エストロゲン応答配列
(ERE)レポータープラスミド，及びSXR発現ベ
クターを，乳癌由来細胞株MCF-7，および腎
線維芽細胞由来CV-1 に遺伝子導入し，E2を添
加後，ルシフェラーゼ活性を測定した． 
Mammalian two-hybrid assay : Gal4-ER・LBD, 
VP16-SXR(LBD)，VP16-SMRT各発現ベクターを
作成しERとSXRの結合の有無およびERと転写
抑制因子 (SMRT)のligand 存在下での結合
の 有 無 と SXR の 影 響 を 検 討 し た ．
Electropholetic mobility shift assay 
(EMSA): 32P-標識EREとER，SXRの結合の有無
を検討した．GST-pull down assay : GST-SMRT
を作成し，35S-標識ER・とのligand 存在下で
の結合の有無とSXRの影響を検討した．
Liquid chemiluminescent 3-hybrid DNA pull 
down assay (LC3DPA):ジゴキシゲニン(DIG)
で核酸を標識し，発光基質で標識した抗DIG
抗体と反応させ，ルミノメーターで発光強度
を測定し，放射性同位元素なしにEMSAと同様
に核酸と蛋白の結合を確認できる実験系で
ある．グルタチオンビーズ存在下でGST-SMRT
蛋白とER，SXR蛋白を結合させ，さらに標識
したEREを binding buffer内で結合させ
ERE-ER-SMRTの結合を測定した． 
real time RT-PCR：MCF-7 にSXRを遺伝子導入
し，E2添加後totalRNAを抽出し，real time 
RT-PCRを行った. 
  
４．研究成果 
(1)乳癌細胞における SXR による ERを介する
転写の活性化 
ER陽性、SXR陽性乳癌細胞株MCF-7 に

ERE-luciferaseと、SXR発現ベクターの用量
を変えて遺伝子導入し，E2添加後にルシフェ
ラーゼアッセイを行ったところ、SXRの用量
依存性にエストロゲンによるEREを介した転
写が活性化された。 
この SXR による ER を介した転写活性増強の
機序について以下の仮説をたて、この仮説に
基づき以降の実験を実施した。 
① SXR 単独での ERE への結合による ERE を

介する転写活性の増強。 
② ERと SXRとの直接結合による SXR作用の

修飾。 
③ SXRによるERとコアクチベーターとの結

合増加。 
④ SXRによるERからのコリプレッサーの解

離。 
 

(2)SXR単独ではERE-Lucレポーターを活性化
しない 
ER 陰性 CV-1 細胞に ER を遺伝子導入せずに、
SXR の用量を変えて遺伝子導入し、Ⅰと同様
の実験を行った。ER を遺伝子導入したときは
ER-ERE を介した転写は活性化されたが、ER
を遺伝子導入しなかったときは EREを介した
転写は活性化されなかった。これより，SXR
は ERE に作用しないことが示唆された。 
 
(3)SXR は単独では ERE へ結合しない 
EMSAを行い32P-標識EREとER、SXRの結合の有
無を検討したところ、SXRはEREへin vitroで
結合しないことが分かった。これよりⅡと合
わせ仮説①は否定的であった。 
 
(4)ER と SXR は直接結合しない 
Gal4-ERαLBD, VP16-SXR LBD を作製し CV-1
細胞を用いて Mammalian two hybrid assay
を行ったところ，ER と SXR は結合しないか極
めて弱いことが示唆された。一方、GST pull 
down 法及び、EMSA でも同様の結果が得られ
た。以上より ER と SXR は直接結合しないこ
と（仮説②は否定的）が示唆された。 
 
(5)SXR により ER とコアクチベーターとの結
合は増加しない 
乳癌細胞に多く発現するコアクチベーター
と し て p300/CBP interacting potein 
(p/CIP)(AIB-1/SRC-3/TRAM-1 ともよばれる)
が報告されており、今回 ER と p/CIP の結合
が SXR によって増加するか検討した。
Gal4-p/CIP と VP16-ERα-LBD を作成し、CV-1
細胞を用いて Mammalian two hybrid assay
を行ったところ、SXR により Gal4-p/CIP と
VP16-ERα-LBD の転写は活性化されなかっ
た。これより、CV-1 細胞において ERと p/CIP
の結合は SXRにより増加しないことがわかっ
た。一方、GST pull down 法及び、EMSA でも
同様の結果が得られた。 
以上より以上より SXR により ER と p/CIP の
結合は増加しなかった。仮説③は否定的と考
えられた。 
 
(6)SXR による ER からのコリプレッサーの解
離． 
ER はリガンド非依存性にコリプレッサー

(nuclear receptor corepressor (N-CoR)や, 
silencing mediator for retinoid and 
thyroid receptors (SMRT))と結合すること
が知られている。一方我々は、SXR は N-CoR
と結合せず、SMRT のみと結合することを報告
した。また、この結合はリガンド存在下で増
強されることを報告した。そこで、我々は
SMRTの ER及びSXRに対する関与を検討した。 

Gal4-ER α -LBD 、  VP16-SMRT を 作 成 し
Mammalian two-hybrid assayを行い、ERと



SMRTの結合の有無とSXRの影響を検討した。
また、GST-SMRTを作成し、GST-pull down 
assayを用いて35S-標識ERαとのligand存在
下での結合の有無とSXRの影響を検討した。
その結果、どちらのアッセイ法においてもER
とSMRTの結合がSXRの用量依存的に解離した。
さらに、LC3DPAにより、ERE存在下でもERに
結合していたSMRTがSXRにより解離すること
が明らかとなった。 

 
(7)乳癌細胞における SXR によるエストロゲ
ン応答遺伝子の発現の促進 
SXRによりERを介するエストロゲン応答遺伝
子の発現が促進されるか real time RT-PCR
法を用いて検討した。MCF7 において、プロゲ
ステロン受容体の mRNA 発現が SXR により増
加することが確認された。 
 
まとめ 
以上より、SXR と SMRT が結合し ER から SMRT
が解離することにより ER の転写が増強され
たと考えられた。したがって、SXR の発現そ
のものがエストロゲン作用増強をきたすと
推測される。また、我々は既に乳癌細胞にお
いてタモキシフェンが SXRのリガンドとして
CYP3A4 転写活性を上昇させる事を報告して
おり、本研究と併せて乳癌細胞における SXR
発現の有無が ER 陽性乳癌治療法の選択及び
治療効果の推測に有用である可能性が示唆
された。 
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