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研究成果の概要（和文）：SREBPは脂肪酸とコレステロール合成のマスターレギュレーターであり、その活性制
御の破綻により脂質異常症病態を引き起こす。小胞体膜上に存在するSREBPは、栄養をsensingすることで切断活
性化される。活性化型となったSREBPは核に移行し、標的遺伝子の発現制御を行う。本研究では、新規にSREBP-1
を切断活性化するプロテアーゼR4を見出し、その作用メカニズムを明らかにした。R4-SREBP-1活性化経路は、脂
肪酸をsensingすることで、脂質合成・多価不飽和脂肪酸合成・リポタンパク質分泌を促進し、生体内脂質の蓄
積や恒常性の維持に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：SREBPs are the master regulators of fatty acid and cholesterol synthesis, 
and their dysregulation of activity leads to dyslipidemia pathology. SREBPs on the endoplasmic 
reticulum membrane are cleaved and activated by nutrient sensing. The activated SREBPs translocate 
to the nucleus and regulate the expression of target genes. In this study, we identified a novel 
protease R4 that cleaves and activates SREBP-1 and elucidated its molecular mechanism. The 
R4-SREBP-1 pathway promotes lipid synthesis, polyunsaturated fatty acid synthesis, and lipoprotein 
secretion by sensing fatty acids, and plays an important role in lipid accumulation and homeostasis 
in the body.

研究分野： 分子生物学

キーワード： SREBP-1　protease　脂肪酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質代謝異常の病態におけるSREBP-1活性化の分子機構は不明な点が多く残されており、既存の経路では説明で
きない新たなメカニズムの解明が必要とされていた。本研究により、新規プロテアーゼR4によるSREBP-1活性化
制御機構を明らかにしたこと、また脂肪酸によるsensing機構を明らかにしたことから、R4-SREBP-1経路が新た
な脂質異常症治療戦略に繋がることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

SREBP は脂肪酸とコレステロール合成のマスターレギュレーターであり、その活性制御の破
綻により生活習慣病 (肥満、脂肪肝、インスリン抵抗性、糖尿病など) 病態を引き起こす。小胞
体膜上に存在する SREBP は、栄養を sensing することによって、小胞体からゴルジ体に輸送さ
れて切断を受け活性化される。活性化型となった SREBP は核に移行し、標的遺伝子の発現制御
を行う。コレステロールによる SREBP の活性化は、既知の制御因子である SCAP や INSIG、
SREBP を切断するプロテアーゼ (S1P, S2P) により綿密に制御されていることが知られている。
しかし、脂質代謝異常の病態における SREBP-1 活性化の分子機構は不明な点が多く残されてお
り、既存の経路では説明できない新たなメカニズムの解明が必要とされていた。 
これまでに我々は、多価不飽和脂肪酸による SREBP-1 の活性化抑制に関する論文を報告し 

(Yahagi N et al. JBC. 1999, Yoshikawa T et al. JBC. 2002, Sekiya M et al. Hepatology. 2003, 
Nakakuki M et al. J. Biochem. 2014) 、脂肪酸による SREBP 活性化制御機構にいち早く着目
してきた。さらに研究を進めてきた結果、多価不飽和脂肪酸による SREBP-1 特異的な活性化制
御に関わる新たなプロテアーゼの候補、R4 を見出すことができた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新規 SREBP-1 プロテアーゼ (R4) が担う SREBP-1 活性化制御に関わる lipid-

sensing 分子機構を解明し、その生理的意義を明らかにすることを目的とした。 
これまでの SREBP 切断機構の解析は、小胞体からゴルジ体への移行による機序が注目され、

それらに関連する因子の同定や分子機構の解析が進められていた。また、lipid-sensing に関し
ても、コレステロールによる negative feedback 機構の解析は進んでいるが、脂肪酸による詳細
な制御機構は明らかになっていなかった。R4 による SREBP-1 切断は、小胞体上で行われおり、
小胞体からゴルジ体へと移行を介する既存の切断経路とは異なる、新たな SREBP-1 活性化経路
を示唆するものであった。さらに、R4 による SREBP-1 の切断には飽和脂肪酸による活性化、
多価不飽和脂肪酸による抑制が見られており、これまでに明らかになっていない脂肪酸による
SREBP-1 活性化制御の新たなメカニズムを提唱することができると考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）新技術として開発された in vitro タンパク質発現システムを用いて、膜タンパク質ある
SREBP-1、R4 の全長タンパク質を合成・精製し、リポソームと混合することにより cell-free の
再構築系を確立し、解析を行った。 
（２）これまでに明らかになっている R4 や SREBP-1c の構造解析をベースに in silico 解析を
用いて、R4 の相互作用点を明らかにし、既知の経路との比較検討を行った。 
（３）培養細胞を用いて、ERAD 関連分子による R4-SREBP-1 経路の活性化制御や、脂質によ
る制御機構を解析した。また、既知の因子のノックアウト細胞を用いて、R4-SREBP-1 経路の
新規性を検討した。 
（４）野生型および R4 ノックアウトマウスを用いて、ウェスタンダイエット負荷による肝臓中
の脂肪酸組成を解析し、脂質代謝への影響を検討した。また、スタチンとエゼチミブ負荷による
コレステロール合成系の活性化による作用を解析した。 

 
４．研究成果 
（１）膜タンパク質である SREBP-1 や R4 は、その
発現や精製の効率が悪いことが問題点であったが、コ
ムギ無細胞系を用いて簡便に発現・精製できる系を確
立した。精製したタンパク質をリポソームと混合し、
in vitro で R4 による SREBP-1 の切断を示すことが
できた。この結果は、R4 が SREBP-1c を直接切断す
ることを示唆するものであった。また、R4 が既存の
経路に依存しない切断系であることを証明するため
に、SREBP-1c の切断に大きく寄与する SCAP のノ
ックアウト細胞を用いた検討を行った。その結果、
SCAP ノックアウト細胞でも R4 の酵素活性依存的に SREBP-1c が切断されることを見出すこ
とができた。 
 
（２）Molecular Operating Environment (MOE) プログラムを用いた in silico 分子可視化によ
り、R4 と SREBP-1 複合体の相互作用点を示すことができた。MOE 解析の結果、R4 の活性化
中心（histidine 80、serine 144、histidine 195）が既知のプロテアーゼである S2P で認識・切
断をうけることが知られている SREBP-1c の第一膜貫通領域近傍に位置することが示された。
この領域には R4 が属するロンボイドプロテアーゼファミリーのコンセンサス認識配列である



Arg-(X)n-Arg に該当する「LDRSRL」配列が存在することを見出し
た。そこで、serine 462 を phenylalanine に置換した SREBP-1c の
点変異体を用いた実験により、この第一膜貫通領域の serine 462 が
R4 による SREBP-1c の切断認識の一部を担っていることを示すこ
とができた。この結果により、R4 による SREBP-1c の切断は、こ
れまの報告通り膜貫通領域で行われ、切断された SREBP-1c が転写
活性化されることが示唆された。 
 
（３）これまでの報告から R4 による基質の認識、切断にはユビキチンを介した ERAD 系との
関連性が示唆されてきた。ERAD 関連因子である ATPase p97 は、R4 と結合
することやユビキチンを介した基質との相互作用に働いていることが報告さ
れている。そこで、培養細胞に p97 を過剰発現させ、SREBP-1c の切断活性化
に関わる機能を Gal4-VP16-SREBP-1c レポーターアッセイを用いて検討を行
った。その結果、R4 により SREBP-1ｃの切断活性化が増加し、さらに p97 を
発現させることにより活性化が亢進することを示すことができた。この結果
は、R4 は ERAD 関連因子である p97 を介して、SREBP-1c の転写活性化を増
加させることを示唆するものであった。さらに、R4 KO マウスの肝臓を用いた
我々の RNA-seq の結果により、ER stress や UPR 関連遺伝子の発現が変動し
ていることからも、R4-SREBP-1 経路と ERAD の関連性が示唆された。 
 
（４）マウスにウェスタンダイエットを負荷し、野生型と R4 KO マウスの血液や肝臓の脂質を
測定した結果、R4 KO マウスでは脂質蓄積が減少していることが示された。さらに、肝臓での
脂肪酸組成をガスクロマトグラフィーで解析した結果、遊離脂肪酸の総量の減少と共に、アラキ
ドン酸、EPA、DPA、DHA などの多価不飽和脂肪酸の低下が見られた。これらを合成する関連
酵素の発現低下も RNA-seq や qPCR により確認できたことから、R4-SREBP-1 経路が多価不
飽和脂肪酸の合成に機能することを示唆することができた。さらに、培養細胞に多価不飽和脂肪
酸を添加すると R4 による SREBP-1c
の切断が抑制されることや、野生型に
対して R4 KO マウスでは多価不飽和
脂肪酸による SREBP-1c の切断活性
化抑制が減衰することが示された。こ
れらの結果により、R4-SREBP-1 経路
で合成された多価不飽和脂肪酸はこの
新規経路に対してネガティブフィード
バック制御を行うことが示唆された。 
 
（５）マウスにウェスタンダイエットを負荷した実験により、過度な飽和脂肪酸が R4 による
SREBP-1 の切断活性化や脂肪酸合成
を亢進していることを見出した。脂質
による R4-SREBP-1 活性化能の差別化
を検討するため、マウスにスタチンと
エゼチミブを負荷し、コレステロール
合成系を亢進させる実験を行った。そ
の結果、R4 KO マウス肝臓では野生型
と同様に、コレステロール合成の責任
因子である SREBP-2 の発現や切断が
増加し、下流のコレステロール合成系
遺伝子の発現に大きな差は見られなか
った。このことから、R4 による SREBP
の切断は、脂肪酸を介した SREBP-1 に
特異的であり、コレステロールを介し
た SREBP-2 の切断活性化機構とは異
なることが示唆された。 
 
本研究により、新規 R4-SREBP-1 活性化経路は、脂肪酸を sensing することによって、脂質合

成、多価不飽和脂肪酸合成、リポタンパク質分泌を制御し、生体内脂質の蓄積や恒常性の維持に
働くことを見出すことができた。今後は、細胞内脂質の量や組成変化による膜の流動性変動と
R4-SREBP-1 経路の制御機構を明らかにすることで、脂質代謝異常における新たなメカニズムを
提唱し、脂質異常症の治療基盤を構築できると期待される。 
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