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研究成果の概要：ER-60 の各臓器での生理的役割を明らかにするために、標的臓器特異的に

ER-60 を欠損するノックアウトマウス作製用の loxP ターゲティングマウスを作製した。この

マウスを用いて肝臓特異的に ER-60 を欠損したマウスの作出に成功し、肝臓のみでのノックダ

ウンではマウスの発生・成長・体重・運動能力に影響はないことを明らかにした。また、ER-60

にはアルツハイマー病の原因の一つとされるアミロイドβペプチドの害作用を抑制する効果が

あることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

 動物細胞の小胞体に局在し、粗面小胞体
で生合成された新生タンパク質のジスルフ
ィド結合を伴う高次構造形成（フォールデ
ィング）及び品質管理を担う一群のタンパ
ク質としてプロテインジスルフィドイソメ
ラーゼ（PDI）ファミリーが存在する。複
雑な構造を持つ分泌タンパク質及び膜タン
パク質の高次構造形成においては正確なジ
スルフィド結合の形成が必須であり、その
形成機構の解明及びその破綻と疾病との関

係の解明がタンパク質フォールディング研
究における最重要課題の一つとされている。
小胞体には、多様な分子構造を持つ PDI
ファミリータンパク質が共存することから、
個々の PDI ファミリータンパク質が特異
的な生理的役割を分担していると予想され
ているがその詳細は不明である。ER-60 は、
研究代表者が 1992 年に世界に先駆けて発
見した PDI ファミリータンパク質の一つ
であり、哺乳動物ではタンパク質生合成の
盛んな臓器に広く発現している。1998 年に
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ER-60 の持つ foldase 活性が、糖鎖に特異
的に結合する分子シャペロンであるカルネ
キシン及びカルレチキュリンとの複合体形
成を介して活性化されることが見いだされ、
糖タンパク質のフォールディングに重要な
役割を果たしていることが示された。研究
代表者はこの報告後 ER-60 と分子シャペ
ロンの相互作用に関する研究を行い、
ER-60 のドメイン構造及び calnexin との
相互作用部位の同定を行うとともに、他の
分子シャペロンBiPとも共同作業しうるこ
とを明らかにした。ER-60 は foldase 活性
以外にエンドプロテアーゼ活性及びトラン
スグルタミナーゼ活性などを有す多機能性
タンパク質であることが明らかにされてお
り、様々な生理機能において多面的な役割
を果たしていることが明らかにされつつあ
る。研究代表者は、トロント大学 Adeli 教
授及びワシントン大学医学部 Bu 教授との
共同研究により、肝細胞からのリポタンパ
ク質(VLDL)の分泌量の制御などに ER-60
が関わっていることを肝培養細胞を用いて
明らかにしてきた。また、MHC class I に
よる抗原提示複合体の形成に ER-60 が必
須の役割を果たしていることも明らかにさ
れている。しかし、個体レベルで ER-60 が
高発現している各臓器での役割について深
く踏み込んだ研究は殆ど行われていない。 
 

２．研究の目的 

(1) 個体レベルでの ER-60 の欠損により、
その必須性あるいは他の PDI ファミリー
との重複性(redundancy)の有無及び生理
的役割を解明することを目指して研究を行
うこととした。特に、脂質代謝の要となる
臓器である肝臓及び ER-60 の発現量が高
い脳における ER-60 の役割を解明するた
めの研究を展開することとした。 
(2) ER-60 の肝臓における生理的役割の分
子機構を探索するために、肝臓培養細胞を
用いて、脂質代謝と ER-60 の関係を探索す
ることとした。すなわち、血清脂質濃度の
制御に ER-60 の関与が報告されているこ
とから、肝実質細胞のモデルである HepG2
細胞を用いて、血清脂質濃度を上昇を引き
起こす飽和脂肪酸や血清脂質異常症改善効
果を有する食品成分である大豆βーコング
リシニンと ER-60 の発現量との関係を明
らかにすることとした。 
(3) エネルギー代謝の制御ホルモンである
レプチ及びインスリンによる ER-60 の発
現調節について明らかにすることとした。 
(4) アルツハイマー病の原因タンパク質の
一つであるアミロイドβペプチドの害作用
と、ER-60 との関係について明らかにする
こととした。 
 

３．研究の方法 

(1) loxP/Cre リコンビナーゼ系を用いたコ
ンディショナルターゲッティング法により、
ER-60 の臓器特異的ノックアウトマウス
を作製する。最初に ER-60 のゲノム上で遺
伝子発現に必要な領域を loxP 配列で組み
換えた ES 細胞を用いて、キメラマウスを
作製する。キメラマウスの交配によりヘテ
ロマウスを作出した後、さらにヘテロマウ
ス同士の交配でホモマウスを作製する。ホ
モマウスと臓器特異的プロモーター下で
Cre リコンビナーゼを発現するトランスジ
ェニックマウスを交配し、臓器特異的に
ER-60 をノックアウトしたマウスを作製
する。肝臓特異的ノックアウトではアルブ
ミンプロモーター連結Creリコンビナーゼ
トランスジェニックマウスと loxP/loxP マ
ウスを掛け合わせ、生まれた仔マウスの尾
からゲノム DNA を採取し、サザンブロッ
ティング法により loxP/loxP ホモマウスを
同定する。同定したマウスの肝臓を取り出
し、ウエスタンブロッティングにより
ER-60 の欠損を確認する。 
(2) HepG2 細胞にインスリン、レプチン、
パルミチン酸及びβコングリシニン由来ペ
プチドを添加し、アポリポプロテイン
B-100 の分泌量、ER-60 mRNA の定量を
リアルタイム RT-PCR 法により行う。 
(3) 野生型マウス、レプチン欠損及びレプ
チン受容体欠損マウスを用いて、肝臓及び
脳における ER-60mRNA 量をリアルタイ
ム RT-PCR で、タンパク質量をウエスタン
ブロッティング法で定量する。また、レプ
チン欠損マウスでは腹空内にレプチンを投
与し同様の分析を行う。飢餓状態にしたマ
ウスを用いて、同様の分析を行う。以上の
マウスの分析で ER-60 量がコントロール
マウスと差があったものについて、レプチ
ンあるいはインスリンを腹空内投与して
ER-60 の発現が正常化されるか検討する。 
(4) ヒト細胞 HEK293 を用いて、細胞の生
死判定を指標にアミロイドβに対する感受
性を検証する。siRNA により ER-60 のノ
ックダウウンを、哺乳動物発現用ベクター
のトランスフェクションによ ER-60 の強
制発現を行い、アミロイドβに対する感受
性と ER-60 との関係を解析する。アミロイ
ドプラーク形成の原因となるアミロイドβ
線維化に対する ER-60 の抑制効果を、in 
vitro 反応系を用いて解析する。 
  

４．研究成果 
(1) 臓器特異的ノックアウトマウスを作製
するために、マウスゲノムライブラリーを
用いて ER-60 遺伝子領域を polymerase 
chain reaction でクローニングした。遺伝
子領域のうち、エキソン１を含んだ 5' 



 

 

homology armはターゲッティングベクター
の 5'側 LoxP の上流に、２，３，４は LoxP
と PGK neo の間に、3'側 LoxP の下流に 3' 
homology armをサブクローニングした。タ
ーゲッティングベクターを ES 細胞にトラ
ンスフェクトし、相同組み替えを起こさせ、
ネオマイシン耐性により組み換え体となっ
た細胞を選別した。得られた ESクローンを
C57BL/6G マウス初期胚へ導入後、偽妊娠雌
マウスへインジェクションした。帝王切開
により出産させたマウスの中からキメラマ
ウスをコートカラーにより選択した。キメ
ラマウスをwild C57BL/6Gマウスと交配し、
生まれたヘテロマウスをコートカラーによ
り選別するとともに、尾より抽出した DNA
について Lox リコンビナントに特異的な
9.2kb のバンドの検出を PCR 法で行いヘテ
ロマウス(Lox/wt)であることを確認した

（図２）。これらのヘテロマウスからホモマ
ウス 
 
(loxP/loxP)を作製し、アルブミンプロモー
ターを有するCre reconbinase遺伝子 トラ
ンスジェニックマウスと交配することによ
り、肝臓特異的に ER-60 を欠損したマウス
の作出に成功した。ゲノム解析及びタンパ
ク質レベルで ER-60が欠損していることを
確認した。ノックアウトマウスの出生率は
野生型と同等であり、外観・成長・体重・
運動性なども野生型との差が認められなか
った。従って、今後ノックアウトマウスを
用いて肝臓関連の代謝や小胞体機能及びこ
れらの機能に対する食餌の影響と ER-60と
の関係を解析することが可能となった。 
(2) 食事に含まれる代表的な飽和脂肪酸で
肝細胞や膵臓β細胞に対する脂肪酸毒性が
強いことが明らかにされているパルミチン
酸により ER-60 mRNAが誘導され、この誘導
がエネルギー代謝に関わる情報伝達系の阻
害剤で抑制されることを明らかにした。ま
た、インスリンの添加により、肝細胞で
ER-60 mRNA 量が増加することを見出した。
一方、ヒトで血清中性脂肪低下作用がある
βコングリシニン由来ペプチドの添加によ

り肝細胞で血清中性脂肪含有リポタンパク
質の構成タンパク質であるアポリポプロテ
インＢ-100の分泌量が低下し、ER-60 の発
現量も低下することを見出した。 

(3)個体レ
ベルでも、βコングリシニン摂取により肝
臓でのER-60 mRNA量が低下することを見出
した。また、レプチン欠損及びレプチン受
容体欠損マウスの両方で、肝臓及び脳の
ER-60 の発現量が低下することを明らかに
した。さらに、飢餓で肝臓の ER-60が激減
することを明らかにした。レプチン欠損マ
ウスへのレプチン投与により肝臓及び脳で
の ER-60発現量が回復したことから、ER-60
の両臓器での発現調節にレプチン情報伝達
系が関与していることが明らかとなった。
一方、飢餓マウスへのレプチン及びインス
リンの投与による ER-60発現量の回復はな
かった。従って、エネルギー代謝に関わる
複数の因子が ER-60の発現を制御している
ことが明らかとなった。病的肥満ではレプ
チン抵抗性が生じることから、そのような
状況で ER-60の発現が慢性的に低下し、小
胞体機能が低下する可能性が考えられる。
従って食餌性肥満マウス及びレプチン欠損
マウスで見出された肝臓での小胞体ストレ
ス応答は ER-60の発現低下による小胞体機
能低下による可能性が考えられる。さらに
は、小胞体ストレス応答情報伝達系の活性
化により憎悪することが明らかとなってい
るインスリン抵抗性に、ER-60 の発現量が
関わる可能性が示唆された。 
(4) ER-60 は、アルツハイマー病において
神経変性の原因とされるアミロイドβ(A
β)を生成する神経細胞に高発現しており、
強力な Aβ線維化阻害効果及び線維化 Aβ
解離活性を有することをin vitroで明らか
にした。この Aβ線維化阻害効果は ER-60
の bb’ドメインが担っていることを示し
た。培養細胞を用いた siRNA による ER-60
のノックダウンが Aβの毒性に対して細胞
を脆弱化させること、さらに ER-60ノック
ダウン細胞への ER-60 の強制発現が Aβ毒
性への抵抗力を付与することを明らかにし
た。 
 本研究により作製に成功したノックアウ
トマウスと培養細胞を用いて得られた知見
は、小胞体機能と食餌に起因する肝臓及び
脳での代謝異常との関係解明への研究発展
を可能にする成果であり、その科学的意義
は大きいと考えられる。 
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