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研究成果の概要（和文）：　セレノプロテインP（SeP）は、肝臓と骨格筋にインスリン抵抗性を惹起するヘパト
カインである。本研究では、SePとその受容体との相互作用を分子間相互作用解析および複合体の結晶構造解析
により明らかにし、SeP阻害剤の候補化合物を構造に基づいて探索することを目的とした。
　骨格筋のSeP受容体であるLRP1は500kDaを超える大きな分子であり、期間中にSeP/LRP1複合体の結晶化に成功
するまでには至らなかった。しかしながら、分子間相互作用解析の結果、SePは脳や精巣のSeP受容体である
ApoER2と極めて特異的な相互作用様式で強固に結合することを解明することが出来た。

研究成果の概要（英文）： Selenoprotein P (SeP) is a diabetes-associated hepatokine. Analysis of the 
interaction between SeP and its receptors makes it possible to screen new compounds as potential 
anti-diabetic drugs. In this study, we have analyzed the interaction between SeP and its receptors 
such as ApoER2 by surface plasmon resonance (SPR) binding analysis.
 SPR revealed the unique binding mode; 1) SeP binding to ApoER2 was quit strong, 2) the SeP binding 
site would not be the ligand binding domains but the other domains such as the beta-propeller domain
 in ApoER2. The strong binding of SeP to the receptor would have an advantage in uptake of selenium 
to cells. To investigate more details of the interaction, we are now trying to crystallize 
SeP/receptor complex. Also, the interaction between SeP and LRP1 that is the receptor in the 
skeletal muscle will be analyse by SPR.  

研究分野： 代謝・内分泌学

キーワード： ２型糖尿病　ヘパトカイン　セレノプロテイン　LDL受容体ファミリー　タンパク質間相互作用

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年の増え続ける２型糖尿病に対し、従来の概念には依存しない新しい治療法の開発が求められている。肝臓
から分泌されるセレノプロテインP（SeP）は２型糖尿病の病態を悪化させる要因の１つであり、SePの作用を阻
害する化合物は新しい治療薬に結びつくと考えられる。
　本研究ではSePと受容体との詳細な相互作用様式を検討した。その結果、SePは既知の様式とは全く異なる相互
作用様式で受容体に結合することが明らかとなった。得られた知見はSePが受容体に結合できなくなるような化
合物の探索に極めて有用な情報となる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
研究代表者のグループでは、セレノプロテイン P（SeP）が肝臓から分泌されるヘパトカイン

であり、過剰に分泌された SeP は肝臓や骨格筋にインスリン抵抗性を惹起することを先の研究
から見出した。さらに、過剰な SeP が受容体を介して細胞内に取り込まれることでシグナル伝達
に必要な活性酸素が消去される還元ストレスが誘導され、その結果、運動療法抵抗性が惹起され
ることも明らかにしてきた。従って、SeP は従来の概念に依存しない新規な 2型糖尿病の治療標
的であると考えられ、SeP 阻害剤を見出すことは新規な 2型糖尿病治療法の開発に結びつくと考
えられる。 
SeP の受容体として精巣や脳においては LDL 受容体ファミリーに属する ApoER2（LRP8）が知ら

れていたが、我々は、骨格筋においては、同じく LDL 受容体ファミリーに属する LRP1 が SeP 受
容体であることを解明した。つまり、SeP と LRP1 との相互作用を阻害する化合物を骨格筋に作
用されることができれば、SeP により惹起される骨格筋のインスリン抵抗性や運動療法抵抗性が
改善することが期待できる。そのような阻害剤を探索するためには、SeP と LRP1 との相互作用
様式を詳細に解明することが重要であり、SeP/LRP1 複合体の結晶構造解析や分子間相互作用解
析（Biacore）はそのための最適な手法である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、分子間相互作用解析装置（Biacore）を用いて SeP とその受容体（LDL 受容体フ

ァミリー）との相互作用様式を明らかにすることを目的とした。また、SeP/LRP1 複合体の結晶
構造解析により相互作用様式を原子レベルで解明すること目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（１） LDL 受容体ファミリーの固定 
Biotin acceptor sequence を用いてセンサーチップに

固定する方法を利用した。具体的には、既報を参考にして
LDL 受容体ファミリー（細胞外ドメイン）の C 末端側に
biotin acceptor sequence を付加した組み換えタンパク
質を調整し、それをストレプトアビジンで修飾したセンサ
ーチップに固定した。このように固定することで、すべて
の受容体が細胞膜で発現している時と構造上の自由度が
ほぼ同様となることが期待され、また、受容体のリガン
ド結合ドメイン等がセンサーチップにより覆われてし
まうことも回避できるため、より vivo での環境に近い
と考えられる状態での相互作用解析が可能となる（図
1）。 
 
（２） システイン置換体 SeP と受容体との相互作用解析 
SeP は肝細胞の特異的なメカニズムによって翻訳されるセレノシステインを１分子あたりに

10 個含むため、既存の技術では組換え体を得ることは困難である。研究代表者の先行研究で確
立した方法によりヒト血液から高純度に精製することは可能であるが、測定条件の検討を行う
ことも考慮すると、相互作用解析に必要となる十分な量を確保することは困難であると考えら
れる。そこで、すべてのセレノシステインをシステインで置換したシステイン置換体 SeP（cSeP）
を組み換えタンパク質として動物細胞で発現させて精製した。Biacore を用いて得られた cSeP
と（１）で固定した受容体との相互作用を解析した。 

 
（３） 天然型 SeP と受容体との相互作用解析 
（２）で測定条件を検討した後、Biacore を用いてヒト血液から精製した天然型 SeP と（１）

で固定した受容体との相互作用を解析した。 
 
（４） SeP と LRP1 複合体の結晶構造解析 
結晶構造解析は原子レベルでのタンパク質間相互作用を解明するには極めて有効な手法であ

る。そこで、SeP/LRP1 の結晶化を試みた。 
 
４．研究成果 
 
（１） LDL 受容体ファミリーの固定 
SeP 受容体である ApoER2 と LRP1（図 2）の発現系を構築した。それぞれ細胞外ドメインの C 
 
 

図 1 vivo により近い環境を再現
し得る新規なセンサーチップへの
固定化法の模式図 



 
末端側に biotin acceptor sequence を付加して動物細胞での発現を試みた
ところ、ApoER2 に関しては測定に必要な量を得ることができた。しかし、
LRP1 では僅かな発現量（ウェスタンブロットでは発現が確認できたものの、
CBB 染色では発現が確認できない程度）であった。要因として、LRP1 には多
くのドメインが存在すること、巨大であること（500kDa 以上）などが考え
られる。そこで、LRP1 に関しては、ドメインごと、例えば、“リガンド結合
ドメイン II“や“リガンド結合ドメイン III“の発現系を構築したが、それ
らも発現量が不安定であり、測定や結晶化に十分な量の精製タンパク質を
得ることは困難であった。 
そこで、本研究では LDL 受容体ファミリーの代表例として ApoER2 に着目

し、SeP との相互作用解析に用いた。リガンドが結合しなくなることが知ら
れている変異をリガンド結合ドメインに導入した２種の変異型 ApoER2（変
異型１と変異型２）も調整し、それぞれをストレプトアビジンで修飾したセ
ンサーチップに固定した。Biacore を用いて既知のリガンドと ApoER2 との
相互作用を解析したところ、既報と同様の解離定数を得ること
ができ、また、変異型 ApoER2 には結合が見られなかったこと
から、それぞれの ApoER2 が期待通りにセンサーチップ上に固
定ができたと結論した。 
 
（２） システイン置換体 SeP と ApoER2 との相互作用解析 

研究代表者の先行研究において構築した発現系を用いて調整した cSeP と野生型 ApoER2 との
相互作用を解析したところ、EDTA 存在下においても cSeP は ApoER2 から解離しないほどに強く
結合することが明らかとなった。0～100 nM における cSeP 濃度依存的な測定を行ったが、強い
結合のために解離定数を求めることは困難であった（図 3）。さらに、変異型 ApoER2 においても
野生型 ApoER2 と同様の強い結合が見られた（図 3）。細胞を用いた cSeP と ApoER2 との相互作用
解析に関する報告によると、cSeP は ApoER2 のリガンド結合ドメインではなく、β-プロペラド
メインに結合することが報告されており、本研究の結果はその報告と矛盾しない。非特異的な結
合であることを否定することは出来ないが、cSeP は極めて特異的な相互作用様式により ApoER2
と相互作用することが示唆された。 

図 3 cSeP と ApoER2 との相互作用解析 （左）cSeP の濃度依存性、（右）cSeP と野生型 ApoER2 
または変異型 ApoER2（変異型１と変異型２）との結合 

 
 
（３） 天然型 SeP と ApoER2 との相互作用解析 
 cSeP と ApoER2 との特異的な相互作用様式は 10 個のセレノシステインをシステインに置換し
たことが影響していることも否定できない。そこで、ヒト血液から天然型の SeP を高純度に精製
し、野生型 ApoER2 との相互作用を解析した。その結果、天然型 SeP においても cSeP と同様、
ApoER2 と強く結合することが明らかとなった。0～100 nM における SeP 濃度依存的な測定を行
ったが、解離定数を求めるには至らなかった。なお、本研究では EDTA による再生ではなく、酸
性条件下（MES-Na, pH 5.5）での再生を行ったため、測定の途中で固定した ApoER2 が分解等を
受けている可能性もある。そこで、SeP との相互作用解析を行った後のセンサーチップを用いて
既知のリガンドとの相互作用解析を引き続き行った。その結果、固定した直後のセンサーチップ
を用いた時と同様の濃度依存性を示したことから、SeP で観測された結合はセンサーチップ上の
ApoER2 の分解等による影響ではないことが分かった。 
 
（４） SeP と LRP1 複合体の結晶構造解析  
（３）の結果から相互作用部位を推定し、複合体形成に適した組み換え LRP1 を用いて複合体

の結晶化を行う計画であったが、安定した LRP1 発現系を構築できず、研究期間中に複合体の結
晶化に成功するまでには至らなかった。 
 
 

図 2 本研究で着目したLDL
受容体ファミリーに属する
SeP 受容体 



本研究での結果は、SeP は LDL 受容体ファミリーに属する受容体と特異的な相互作用様式で強
固に結合することを示唆している。SeP はヘパトカインとしての機能のみならず、肝臓に貯蔵さ
れているセレンを全身に運ぶセレントランスポーターとしての機能も有している。セレンは生
体必須微量元素であるため、セレンを細胞内に効率よく取り込むメカニズムとして、①SeP が受
容体に強く結合する、②受容体ごと細胞内に取り込まれる、③細胞がセレンを必要とするまでは
SeP は分解されずに細胞内に留まり、セレンが必要となった時には受容体との結合が弱まるよう
な構造上の変化が引き起こり SeP がリソソームで分解される、または、受容体ごとリソソームに
おいて分解される、と想定することは合理的である。実際、少なくとも膵 β 細胞においては細
胞に取り込まれた SeP が 48 時間後でも分解されずに細胞内に留まっていることが報告されて
いる。つまり、取り込まれた SeP が速やかに分解されるわけではなく、細胞内の SeP/受容体複
合体を制御することでセレン供給を調節している可能性があり、そのためには、受容体が他のリ
ガンドとは異なる相互作用様式で SeP を結合するモデル、すなわち、本研究の結果が示唆するモ
デルは適切であると思われる。 
 
今後、SeP を標的とした 2 型糖尿病の新たな

治療法の開発には、SeP と LDL 受容体ファミリ
ーとの極めて特異的な相互作用を原子レベルで
より詳細に解明する必要がある。特に、LRP1 で
は複数のドメインにより１つの SeP を結合して
いることも考えられる。実際、研究代表者の先
行研究では、本研究とはセンサーチップへの固
定化法が異なるものの、LRP1 には SeP と強く相
互作用するドメインがあることを明らかにして
いる（図 4）。SeP の結合ドメインとして ApoER2 で
はβ-プロペラドメインがその候補ではあるが、
LRP1 で推定される SeP 結合ドメインにはβ-プロ
ペラドメインは含んでいない。従って、SeP を強
く結合させるためにいくつかのドメインが協調している可能性もある。LRP1 は巨大分子である
ことから、SeP と全長 LRP1 の複合体を得ることができれば、結晶構造解析のほか、電子顕微鏡
による構造解析も可能であり、構造情報から相互作用様式を原子レベルで解明することができ
るはずである。今後、全長 LRP1 の大量発現系を構築することが課題となる。 
 
本研究では SeP を標的とした 2 型治療法の開発とし

て LDL 受容体ファミリーとの相互作用に着目したが、
vivoにおける SePの体内動態に関しては未知な部分も
多く、未解明な受容体も存在すると思われる。そこで
本研究では、SeP と相互作用する LRP1 以外のターゲッ
トを探索する手法として、放射線トレーサー法の開発
も行った。予備的な実験として、ラベル化の行いやす
さを考慮し、SeP ではなく、別のヘパトカインである
leukocyte cell-derived chemotaxin 2（LECT2）を 125I
でラベル化してマウスに投与し、その体内動態を追跡
した。その結果、LECT2 は短時間で骨格筋に集積し、そ
の後、経時的に徐々に解離していくことが明らかとな
った（図 5）。このことは、骨格筋に LECT2 受容体があ
ることを示唆している。LECT2 は骨格筋にインスリン
抵抗性を惹起するが、トレーサー法実験により新たな
受容体の存在が示唆され、詳細なメカニズムを解明
する手がかりを得ることが出来た。今後、SeP にお
いても RI でラベル化することで、vivo での体内動
態を追跡し、SeP と相互作用する新たなターゲット
を見出すことを目指す。 
  
本研究の Biacore 測定に関しては横浜市立大学の根谷崎 牧子 先生、矢野 七海希 先生、

そして、禾 晃和 先生に多大なご協力をいただきました。深く感謝の意を示します。 
 
 
 
 

図 4 LRP1のドメインYはSeP結合ドメ
インの候補であるが、ドメイン Yにはβ
-プロペラドメインは含まれていない 

図 5 大腿筋における放射線集積率 
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 ２．発表標題
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第40回日本肥満学会

第61回日本糖尿病学会年次学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

肥満関連ヘパトカインLECT2のマウスにおける血中半減期および体内動態

肝脂肪化を感知するヘパトカインLECT2のマウスにおける体内動態

インスリン受容体基質（IRS-1）の栄養依存的タンパク質発現変動における選択的オートファジー受容体p62介在性オートファジーの役割

 １．発表者名
菊地　晶裕、高山 浩昭、柴　和弘、御簾　博文、篁　俊成

菊地　晶裕、 高山 浩昭、 柴　和弘、 御簾　博文、 箕越　靖彦、 篁　俊成

井川 寛章、 菊地 晶裕、 御簾 博文、石井 清明、 金子 周一、 篁 俊成
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Inhibin βE (INHBE) is a possible insulin resistance-associated hepatokine identified by
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菊地 晶裕、 篁 俊成
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 ２．出版社
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 ５．総ページ数
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 ３．書名
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菊地 晶裕、 高山 浩昭、 津金 寛彦、 Swe Mar Oo、 御簾 博文、 柴 和弘、 篁 俊成

 ３．学会等名

病態形成ヘパトカインLECT2のマウスにおける体内動態
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 １．発表者名

 １．発表者名

新規な肥満関連ヘパトカインinhibin βEの同定と機能解析
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 ２．出版社
日本糖尿病・肥満動物学会 1

 ４．発行年
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 ５．総ページ数
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