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研究成果の概要（和文）：(1) 高発現した FABP5 が核内で、癌の増殖・転移促進関連遺伝子群の

転写を活性化している可能性が示唆された。(2) FXR によって活性化される新規 miRNA とその

標的遺伝子を同定した。また、FABP6 のバリアント (FABP6-L) が、胆汁酸存在下で抗アポトー

シス活性を有することを明らかにした。(3) FABP5 遺伝子は、ヒト悪性前立腺癌細胞 PC-3 にお

いてより脱 DNA メチル化傾向にあった。 
研究成果の概要（英文）：(1) Functional analysis of FABP5 in nuclear receptor PPAR signaling 
in carcinogenesis or metastasis: I have found that nuclear receptor PPAR target gene, 
FABP5, is up-regulated in human malignant prostate cancer cells and that is localized 
into the nucleus in a ligand (fatty acid)-dependent manner. (2) Functional analysis of 
FABP6 in nuclear receptor FXR signaling: I have identified novel miRNAs and their target 
genes that were activated by the FXR agonist.   Furthermore, I have demonstrated that 
a variant protein for FABP6, called FABP6-L/IBABP-L, has exhibited anti-apoptotic 
activity in the presence of bile acid in colorectal cancer cells. (3) Activation 
mechanisms of FABP5 gene expression: I have found that DNA methylation status of FABP5 
gene isolated from PC-3 is much more demethylated compared with that of the gene from 
PNT-2.   
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１．研究開始当初の背景 
核内受容体のリガンドの多くは、脂溶性

低分子化合物 (脂質) であることから、細

胞膜を自由に通過して核へ直接到達する

と考えられているが、生理的条件では必ず
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しもこのことが当てはまるわけではない。

細胞毒性の強い脂容性リガンドを核内へ

効率的に輸送するシステムがあるはずで

ある。例えば、核内受容体 PPAR のリガン

ド（脂肪酸）は、分子機構の詳細は不明で

あるが、細胞膜の脂肪酸トランスポーター

FATP (fatty acid transport protein) あ

るいは FAT/ CD36 (fatty acid 

transporter) を介して取り込まれ、細胞

質の FABP によって脂肪酸の引き抜きや輸

送が行われると考えられている。また、FXR

のリガンド(胆汁酸)は、回腸では細胞膜の

ISBT (ileal Na+/bile acid 

cotransporter/ASBT/SLC10a2)、細胞質の

I-BABP (ileal bile acid-binding 

protein/FABP6) などの分子によって輸送

されると考えられている。通常、これらの

トランスポーターは、核内受容体と共発現

しているが、核内受容体シグナルの制御に

いかに関与しているかほとんど解明され

ていない。 

 申請者は、これまで胆汁酸の核内受容

体FXRおよび脂肪酸の核内受容体PPARの

標的遺伝子の同定と機能解析に焦点を当

ててきたが、これらの核内受容体および

FABP に関する研究で、以下のことを明ら

かにした (下線の原著論文)。  

(1)  核内受容体 FXR の内因性リガンド

(胆汁酸)の同定とその標的遺伝子が

FABP6 であることを明らかにした (J. 

Biol. Chem. 274: 29749, 1999)。また、

FABP6 (I-BABP)の特異的リガンドは胆汁

酸で、構造上 FABP ファミリーに属すタン

パク質であることを報告した (Biochem J. 

330: 261, 1998)。更に、FABP6 は核内へ

移行し、FXR と相互作用することによって

FXR 依存的な転写を活性化することを明

らかにした (J. Biol. Chem. 280: 42283, 

2005)。 

(2)  ヒト大腸癌における DNA マイクロアレ

イ解析で、正常大腸では発現していない

FABP6 が、悪性大腸癌で高発現し、大腸癌の

増殖を促進していることを明らかにした 

(Clin. Cancer Res. 12: 5090, 2006)。 

(3)  脂肪酸の細胞内輸送に関与している上

皮細胞型 FABP (FABP5/ C-FABP) が、転移能

を獲得した悪性癌細胞（前立腺癌や乳癌な

ど）で高発現し、FABP5 の発現レベルと転移

活性が密接に関係していること、および

FABP5 の核内局在化にともなって核内受容体

PPAR の下流遺伝子群 (VEGF など) が活性化

されることなどを明らかにした (Cancer Res. 

60: 2390, 2000, Cancer Res. 61: 4357, 2001, 

Oncogene 22: 2739, 2003, Int. J. Oncol. 

32: 767, 2008)。 

 

２．研究の目的 

 これまでの核内受容体シグナルの研究は、

主としてリガンドの同定、標的遺伝子の機能

解析およびリガンド特異的な転写制御機構

の解析など、様々な角度から行われてきたが、

リガンド供給系の分子機構、即ちリガンドが

細胞膜トランスポーターを介して細胞内へ

取り込まれた後、いかにして核内へ輸送され

リガンド特異的核内受容体による転写制御

が行われるか、その分子基盤は解明されてい

ない。特に、細胞内の微量のリガンドを核内

へ効率的に輸送するメカニズムはほとんど

わかっていない。従って、本申請課題の目的

は 、 核 内 受 容 体 PPAR (peroxisome 

proliferator-activated receptor) あるい

は FXR (farnesoid x receptor) のリガンド

輸送に関与している脂肪酸結合タンパク質

FABP (fatty acid-binding protein) による

核内受容体シグナル制御機構を解析するこ

とによって、これらの核内受容体シグナルの



変異に起因する疾患発症機序の解明を目指

している。 

(1)  FABP による核内受容体(PPAR あるいは

FXR)シグナル制御機構の解明                  

(2)  典型的な核移行シグナルを持たない

FABP の核局在化機構の解明。特に、悪性腫

瘍細胞における FABP の核移行メカニズムと

その生理的意義の解明  

(3)  悪性腫瘍細胞における FABP遺伝子の転

写活性化機構の解明 

 
３．研究の方法 
 

(1)  核内受容体 PPAR シグナルにおける

FABP5 の機能解析 

  ① FABP5 による前立腺癌の転移能獲得機構

を明らかにするために、FABP5 の siRNA 導入

によって発現が変動する遺伝子群を DNAマイ

クロアレイ解析で同定し、FABP5 によって活

性化される遺伝子産物 (VEGF 以外) の機能

を解析する。 

 

② FABP5 と相互作用するタンパク質を同定

する。 FABP5 と特異的に相互作用するタンパ

ク質を同定するため、FABP5 およびにタグ 

(FLAG) をつけた発現ベクター  を癌細胞で

発現させ、FLAG 抗体による免疫沈降後、

SDS-PAGE のゲルから回収されたタンパク質

を LC-MS 法で同定する。 

 

③ FABP5 の転移能獲得活性に重要なアミノ

酸残基や機能ドメインの決定 

FABP5 の変異体遺伝子 (脂肪酸が結合できな

い変異体: M-1(R106A)およびR129A)の細胞内

導入による転移能獲得活性を解析し、転移能

獲得活性に脂肪酸が必要かどうか検討する。 

 

④  通常は細胞質にある FABP5 が、腫瘍の悪
性化にともなって発現レベルが上昇し、細胞
質から核内に移行することを確認している

が (Int. J. Oncol. 32: 767, 2008)、典型
的な核移行シグナルをもたない FABP5が細胞 
質から核内へ移行するメカニズムとその生

理学的意義の解明。 

 

(2)  核内受容体 FXR シグナルにおける

FABP6/I-BABP の機能解析 

正常大腸で発現していない FABP6/I-BABP が

ヒト大腸癌で高発現し、大腸癌の増殖を正に

制御していることを確認したが、大腸癌の癌

化過程における FABP6 の機能を解析する。上

記(1)- ②と同様に、高発現 FABP6 によって

活性化される遺伝子群および FABP6と特異的

に相互作用するタンパク質を同定する。更に、

高発現 FABP6 によって活性化される FXR の標

的遺伝子の同定と機能解析をする。 

 

(3)  悪性腫瘍細胞における FABP5 遺伝子

の特異的転写活性化機構の解析 

① ヒト悪性前立腺癌細胞 (PC-3) およ

び良性 (PNT-2) における FABP5 遺伝子プ

ロモーターのメチル化解析       

② PC-3 および PNT-2 における FABP5 遺

伝子のクロマチン構造の解析(ChIPアッセ

イ) 

 
４．研究成果 
 

(1)  核内受容体 PPAR シグナルにおける

FABP5 の機能解析 

 FABP5 による前立腺癌の転移能獲得機構

を明らかにするために、高発現したFABP5に

よって活性化される遺伝子VEGFに着目し、 

FABPの過剰発現によるVEGF遺伝子の発現誘

導機構を解析したころ、VEGF遺伝子は脂肪酸

によって発現が誘導された。また、細胞質に

局在しているFABP5が、脂肪酸の存在下で、

核内へ移行することを明らかにした。VEGF遺

伝子はPPARδのアゴニストによって活性化さ

れることから、前立腺癌で高発現したFABP5

が核内へリガンド(脂肪酸)を輸送し、核内受



容体PPARδへ供給することによって、転移能

獲得の鍵分子であるVEGFの遺伝子発現を亢

進させる可能性が示唆された。 

 また、FABP5と特異的に相互作用するタン

パク質を免疫沈降法で探索し、いくつかのタ

ンパク質が同定された。その中には、転写共

役因子として機能しているp68/DDX5 

(ATP-dependent RNA helicase)が含まれてい

た。更に、FABP5がリガンド (脂肪酸) 依存

的に細胞質から核内へ移行し、核内で 

p68/DDX5と特異的に相互作用し、この相互作

用が、脂肪酸で増強されることを見出した。

一方、P68は転写共役因子としても機能して

いることから、p68は、FABP5による転移能獲

得に関与している遺伝子の特異的転写複合

体のコンポーネントとして機能している可

能性が示唆された。                                         

 

 

 

今後、FABP5による転移能獲得におけるp68機

能解析が必須である。また、脂肪酸依存的な

FABP5の核移行は、脂肪酸をリガンドとする

PPARシグナルの活性化につながる可能性を

示唆しており、VEGF以外のFABP5の下流標的

遺伝子の同定も必須課題である(図1)。 

 

(2) 核内受容体 FXR シグナルにおける

FABP6/I-BABP の機能解析 

悪性ヒト大腸癌細胞 Lovo を用いて、FXR のア

ゴニストによって変動する遺伝子を同定し

た。胆汁酸あるいは FXR のアゴニストによっ

て、FABP6 だけでなく、いくつかの miRNA 遺

伝子の発現が正あるいは負に制御されてい

ることが示唆された。このことは、胆汁酸が

FXR を介して、FABP6 や miRNA の発現を制御

し、細胞の癌化過程においてなんらかの機能

を果たしていることを示唆している。 

 次に、高発現したFABP6と特異的に相互作

用するタンパク質の同定を試みたが、まだ同

定できていないため、今後の課題の一つとす

る。 

 更に、最近報告された、FABP6のバリアン

ト (FABP6-L/I-BABP-L) の機能についても

解析し、FABP6-L/I-BABP-L が、胆汁酸 (100 

μM)の存在下で抗アポトーシス活性を有す

ることがわかった。一方、FABP6は逆に汁酸

(100 μM)存在下でアポトーシスを誘導し、

癌細胞の増殖を抑制した。今後、FABP6と

FABP6-Lの機能的差異とその発現機構につい

て検証する。更に、FXRに応答するmiRNAの機

能解析、大腸癌におけるFXRおよびFABP6の機

能を解析する必要がある。 

    

(3)  悪性腫瘍細胞における FABP5 遺伝子の

特異的転写活性化機構の解析 

 ヒト悪性前立腺癌細胞 PC-3と正常前立腺

細胞 PNT-2におけるFABP5遺伝子のDNAメチ

ル化解析の結果、FABP5遺伝子はPC-3におい

てより脱DNAメチル化傾向にあった(図2)。今

後、FABP5遺伝子の発現制御に関与している

転写因子の結合部位の同定とDNAメチル化と

の関係を解析し、FABP5遺伝子の高発現との

関連について明らかにする必要がある。 
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