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研究成果の概要（和文）： 
短鎖脂肪酸のトランスポーターをコードする Slc5a8は生体においても Cdx1・2による発
現制御を受け、Apc変異マウスの大腸腺腫では Cdx2の発現低下に伴い Slc5a8の発現も低
化していた。また、Plekhg1 が CDX1・2 の直接の標的遺伝子であり、そのコードするタ
ンパクは E-cadherinを介した細胞間接着に関与し、Ser611のリン酸化に依存して 14-3-3
に結合することを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Expression of the Slc5a8 gene encoding a short-chain fatty acid transporter was positively 
regulated by Cdx1/2 in vivo, and its level was reduced in the colonic polyps of Apc mutant 
mice, accompanied by decreased expression of Cdx2. Plekhg1 was shown to be a direct 
target gene of Cdx1/2. Plekhg1 was involved in E-cadherin-mediated cell-cell adhesion, 
and bound to 14-3-3 only when phosphorylated at serine 611. 
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１．研究開始当初の背景 
 CDX2 (Caudal-type homeobox gene 2) 及
びCDX1は、ホメオドメイン転写因子であり、
消化管の発生、消化管上皮細胞の分化及分化
形質の維持に深く関わっていることが分か
っていた。また、ヒト大腸癌では CDX1・２
の発現は顕著に低下しており、大腸癌細胞株
に強制発現させると細胞増殖を抑制するこ
と、Cdx2変異マウスは腸に過誤腫を形成す
ること、Apc変異マウスと Cdx2のヘテロ接

合変異マウスを交配すると、大腸腺腫の数が
増加することから大腸癌の癌抑制遺伝子の
候補とされていた。我々は、クロマチン免疫
沈降 Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
によるスクリーニング法を用いて、CDX1及
び CDX2の新規標的遺伝子の候補として、
SLC5A8 (Solute carrier family 5, member 8)
及び PLEKHG1 (pleckstrin homology domain 
containing, family G (with RhoGef domain), 
member 1)を同定していた。SLC5A8のコー
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ドするタンパクは、酪酸・プロピオン酸・酢
酸などの短鎖脂肪酸を細胞内に取り込む Na+

共役型トランスポーターであり、大腸癌にお
いてその発現が低下しその発現は予後と相
関すること、強制発現により大腸癌細胞株の
増殖を抑制することから、やはり癌抑制遺伝
子の候補として報告されていた。 
 一方、PLEKHG1がコードするタンパクは、
そのアミノ酸配列から、Rho/Rac/Cdc42ファ
ミリーの低分子量 GTP結合タンパクに対す
る GEF 活性を持つことが知られる Dblファ
ミリーに属すると考えられ、Dbl homology 
(DH) domain、及び phosphoinositidesとの結
合に関与する Pleckstrin homology (PH ) 
domainを持つが、この分子に関する研究報
告は一報も存在しなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究計画では、転写因子 CDX1・CDX2 の
新規標的遺伝子候補である SLC5A8 (Solute 
carrier family 5, member 8)及び PLEKHG1が
腸上皮細胞の分化、腸管腫瘍発生において果
たす役割を解明し、腸癌の新たな治療法開発
の手がかりを見出すことを目指して、以下の
二つを具体的な目的とした。 
(1) SLC5A8の CDX標的遺伝子としての役割
を解明すると共に、ヒストン脱アセチル化酵
素(HDAC)阻害活性を持つ酪酸 (butyric acid) 
とそのトランスポーターである SLC5A8、そ
の発現を制御する CDX の間の相互作用が大
腸上皮細胞の分化、癌化に関与する可能性に
ついて検証する。 
(2) PLEKHG1の CDX標的遺伝子としての役
割を明らかにし、腸上皮細胞における
PLEKHG1 の生理的機能及び癌化への寄与に
ついて、タンパク・細胞・個体レベルにおい
て解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) [14C]ニコチン酸の Na+依存的な取り込み
は、HCT116細胞株を 50μmol/L の[14C]ニコ
チン酸を含む Hank’s balanced salt solution
中で培養し、Na+存在下での取り込みから
Na+非存在下（K+使用）での取り込みを差し
引いて算出した。 
(2) Cdx1–/–

マウス、Cdx2+/–
マウスの大腸にお

ける Slc5a8の発現は、ABI PRISM7700 
sequence detection system を用いた real 
time PCRによって計測した。 
(3) ChIPスクリーニングで同定されたヒト
PLEKHG1遺伝子の上流領域を PCRクロー
ニングし、欠失変異を導入して CMV minimal 
promoterを持った pGL4ルシフェラーゼレポ
ーターベクターに挿入、HCT116細胞を用い
てレポータージーンアッセイを行った。 
(4) ラット正常腸上皮細胞株 IEC6に tet-on
システムを導入して Cdx1、Cdx2を誘導発現

できる系を構築、Plekhg1の発現変化を real 
time PCRによって測定した。 
(5)レンチウイルス shRNAベクターを用いて
HCT116細胞で PLEKHG1をノックダウン、
E-cadherinの発現を蛍光免疫抗体法で調べ
た。 
(6) 3xFlagタグを付加したPLEKHG1を293T
細胞で強制発現させ、Flag抗体で免疫沈降し
たものを SDS-PAGEで分離、銀染色により
得られたバンドを切り出して質量分析によ
り共沈したタンパクを同定した。 
(7) マウス Plekhg1遺伝子の第３エクソンを
loxP サイトで挟むようなターゲティングベ
クターをリコンビニアリング法で構築し、ES
細胞(D3a2)に導入、発生工学研究会に委託し
て正常な核型を持つクローンからキメラマ
ウスを作出、その後、C57BL6Nとの交配に
より生殖細胞系列への導入を確認した。更に、
CAG-creマウスとの交配によって Plekhg1
のヘテロ接合ノックアウトマウスを、
flippase発現マウスとの交配によって
Plekhg1の floxアレルを持つマウスをそれ
ぞれ作出し、それらが設計した通りの
genotypeになっていることを確認した。 
 
４．研究成果 
(1) SLC5A8・CDX・短鎖脂肪酸の相互作用 
 ヒト大腸癌細胞株 HCT116に CDX1や
CDX2を強制発現させると SLC5A8の発現
が上昇するが、そのような細胞では

SLC5A8の基質の一つである 14C-ニコチン
酸のナトリウム依存性の取り込みが有意に

増加することを見出した（図 1）。 
また、逆に内在性 SLC5A8を高発現する大
腸癌細胞株 T84において CDX1、CDX2を
ノックダウンしたところSLC5A8の発現低
下に伴って 14C-ニコチン酸のナトリウム依
存性の取り込みは有意に減少した（図 2）。  
 一方、SLC5A8プロモーターに結合する
CDX1、CDX2の量が酪酸投与により顕著
に上昇したことから、この SLC5A8の発現
上昇は、酪酸の HDAC阻害活性により
SLC5A8プロモーター領域でヒストンのア
セチル化が起こり、CDX1、CDX2が結合
しやすくなったためと考えられた。また、

Cdx1変異マウス及び Cdx2変異マウスの
大腸における Slc5a8の発現を、定量的
RT-PCR法によって野生型マウスの大腸で
の発現と比較したところ、両変異マウスで

は発現レベルが有意に低下していたことか

ら、Slc5a8は生体内においても Cdx1, 
Cdx2の標的遺伝子であることが示唆され
た（図 3）。 



 

図１  Cdx1、Cdx2の高発現による Na+

依存的なニコチン酸の取り込みの変化  

図２  CDX1、CDX2のノックダウンによ
る Na+依存的なニコチン酸の取り込み

の変化  

図 3 Cdx1変異マウス、Cdx2変異マウス
の大腸における Slc5a8の発現  
（左：qRT-PCR、右：ウェスタンブロッ
ト）  

これらの結果から、大腸上皮細胞が酪酸等

の短鎖脂肪酸を取り込むと、その HDAC阻
害活性によって CDX1、CDX2の発現が上
昇し、その結果として CDXの標的遺伝子
であるSLC5A8の発現が上昇して短鎖脂肪
酸の取り込みがさらに増加する、という

positive feedback機構が存在する可能性を
示唆された。 
 また、家族性大腸腺腫症のマウスモデルで
腺腫を自然発症する ApcΔ716マウス、及び

過誤腫を発症する Cdx2へテロ接合変異マ
ウスの大腸腫瘍におけるSLC5A8の発現を
qRT-PCR、Western blot、免疫組織化学に
より解析したところ、いずれの腫瘍におい

てもSLC5A8の発現が正常部位に比べて有
意に低下していた（図 4）。 

図 4 ApcΔ716マウスの大腸ポリープにお
ける Cdx1、Cdx2と Slc5a8の発現  
（左：ウェスタンブロット、右：

qRT-PCR）  
この結果から、CDX2の発現低下に伴う
SLC5A8の発現低下が大腸の腫瘍発生に寄
与する可能性が示唆された。 
 
(2) PLEKHG1の発現及び機能の解析  
 PLEKHG1 が CDX 転写因子の直接の標
的遺伝子かどうかを明らかにするため、
CDX2或は CDX1を強制発現させた大腸癌
細胞株を用いてChIP-PCR解析を行ったと
ころ、CDX2、CDX2共に、ヒト PLEKHG1
遺伝子上流 約 30 kb の領域に結合するこ
とが分かった（図 5）。 

 
図 5 Cdxは PLEKHG1上流領域に結合す
る (ChIP-PCR) 



 また、ルシフェラーゼレポーター遺伝子
アッセイにより、CDX1、2がこの領域を介
してレポーター遺伝子の転写を活性化する
こと、その活性化には約 300 bp の領域が
必要であることが分かった（図 6）。 

図 6 PLEKHG1上流領域は Cdx依存的エ
ンハンサー活性をもつ  
 
 さらに、ラットの正常腸上皮由来細胞株 
IEC-6 で tet-on システムにより CDX2、
CDX1 を誘導的に発現させると、Plekhg1
の発現が誘導され（図 7）、ヒト大腸癌細胞
株 DLD-1で shRNA発現ベクターを用いて
CDX2 をノックダウンしたところ、
PLEKHG1の発現は低下した（図 8）。 

図 7 Cdx1/Cdx2による PLEKHG1の発現
誘導  

図 8 CDX2 ノ ッ ク ダ ウ ン に よ る
PLEKHG1の発現低下  
 
これらの結果から、PLEKHG1は CDX転写
因子の直接の標的遺伝子であると結論づけ
ることができた。 

 PLEKHG1 の機能を解明するため、レンチ
ウイルスベクターを用いて shRNA により
HCT116大腸癌細胞株で PLEKHG1をノック
ダウンしたところ、対照細胞と比較して細胞
間の接着が疎になっていた。また、蛍光抗体
法で E-cadherin の局在を調べたところ、
PLEKHG1 をノックダウンした細胞では細胞
間に局在する E-cadherin が疎になっていた
（図 9）。CDX2、CDX1は E-cadherinを介し
て大腸癌細胞の細胞間接着を亢進させるこ
とが報告されているが、その機序は不明であ
る。この結果から、CDXによる細胞間接着の
制御にPLEKHG1が寄与する可能性が示唆さ
れた。 

図 9 PLEKHG1ノックダウンの影響  
  
 3xFlag-PLEKHG1を強制発現させた細
胞の抽出液から 3xFlag-PLEKHG1を免疫
沈降し、共沈してくるタンパクを質量分析
で解析することにより、PLEKHG1結合タ
ンパクとして 14-3-3ζ/δ/εを同定した。
これら14-3-3とPLEKHG1との結合を免疫
沈降／ウェスタンブロット法で確認し、更
に PLEKHG1に欠失変異、アミノ酸置換を
導入することにより、両者の結合が
PLEKHG1の 611番目のセリン残基のリン
酸化に依存することを見出した。 
 さらに、Plekhg1 の生体内での役割を解
明するため、マウス Plekhg1遺伝子の第 3
エクソンを Creで誘導的に欠失させるよう
なコンディショナル・ターゲティングベク
ターをマウス ES 細胞株に導入し、相同組
換えを起こしたクローンを複数確立した。
キメラマウスを作出し、C57BL6 マウスと
交配させ、生殖細胞系列へのトランスミッ
ションに成功した。 Plekhg1 flox/+ マウスと
CAG-cre トランスジェニックマウスとの交
配によって得られたPlekhg1ヘテロ接合ノッ
クアウトマウス同士を交配したところ、野生
型、ヘテロ接合ノックアウトマウス、ホモ接
合ノックアウトマウスがほぼ 1:2:1 の確率で
産まれ、Plekhg1 のホモ接合変異が胎生致死
ではないことが分かった。 
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