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研究成果の概要（和文）：近年、肥満は小胞体(ER)ストレスを惹起することで肝臓および脂肪組織にインスリン抵抗性
を誘導することが示された。本研究では、肥満がいかにERストレスを誘導するかの分子メカニズムを解明した。肥満状
態の肝臓ではプロテアソーム(PS)活性が低下し、ポリユビキチン化蛋白質が蓄積した。このPS機能異常は、異常蛋白質
の蓄積に起因するERストレスを誘導し、JNK活性化を介して肝にインスリン抵抗性を惹起した。これとは独立して、PS
機能障害はFoxO1分解を抑制して肝糖新生を促進した。さらにPS機能障害によるタンパク分解抑制とERストレスの惹起
がSREBP-1cを活性化して直接的に肝を脂肪化した。

研究成果の概要（英文）：Chronic endoplasmic reticulum (ER) stress is a major contributor to obesity-induce
d insulin resistance in the liver. Here, we investigated the molecular link between obesity and ER stress.
 Mouse models of obesity and diabetes and proteasome activator 28 (PA28)-null mice showed 30-40% reduction
 in proteasome activity and accumulation of poly-ubiquitinated proteins in the liver. PA28-null mice also 
showed hepatic steatosis, decreased hepatic insulin signaling, and increased hepatic glucose production. T
he link between proteasome dysfunction and hepatic insulin resistance involves ER stress leading to hypera
ctivation of c-Jun N-terminal kinase and forkhead box O1 (FoxO1) activation in the liver. Taken together, 
our data suggest that proteasome dysfunction mediates obesity-induced ER stress, leading to insulin resist
ance in the liver.
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１．研究開始当初の背景 
肥満は小胞体(ER)ストレスを惹起することで
肝臓にインスリン抵抗性を誘導することが示
されたが(Ozcan U et al. Science 2004, 2006)、
肥満がいかに ER ストレスを誘導するかの分
子機構は不明であった。 
 申請者は SAGE や DNA Chip 等を用いてエ
ネルギー代謝の司令塔であるヒト肝臓の発現
遺伝子情報を整備し(Diabetologia 2004 & 
2007, Obesity 2008, Curr Pharm Biotechnol 
2008)、過栄養状態の肝臓から産生され２型
糖尿病の病態を形成する新しいホルモンを同
定した（Cell Metab 2010）。この過程で、2型糖
尿病に肥満が伴った患者の肝臓で協調的発
現亢進する代謝パスウェイとして、ミトコンドリ
ア酸化的リン酸化経路につながる糖・脂質代
謝系遺伝子群に加えて、プロテアソーム関連
遺伝子群を同定した(Obesity 2008)。 
近年、タンパク合成系が臓器の機能維持、加
齢、インスリン作用に関わっていることを示す
基礎研究結果が報告されてきた。例えば、
mTOR-S6K 系を中心とするタンパク合成系が
加齢やインスリン抵抗性を促進し、カロリー制
限や糖尿病薬メトフォルミンがこの経路を阻
害することが示された。一方、タンパク分解系
に関しては、オートファジーの阻害が膵β細
胞などの臓器の機能維持に重要な役割を演
じて可能性が示されたが、インスリン抵抗性
における役割の解明は不十分である。プロテ
アソームはエネルギー依存性の選択的タン
パク質分解を担い、細胞周期、免疫応答など
広範囲な生命現象に関与している。プロテア
ソーム阻害が小胞体（ER）ストレスを生じ、癌
治療の標的となることが示された。そこで申
請者は、肥満に伴う肝インスリン抵抗性の原
因と考えられている ER ストレスの上流にプロ
テアソーム機能異常が成因として関与する仮
説を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで不明であった肥満状態
の肝臓におけるプロテアソームの機能破綻が
インスリン作用に及ぼす影響とその分子機構
を、肥満モデルマウスおよび Proteasome 
activator (PA) 28 ノックアウト(KO)マウスを用
いて解明することを目的とする。 
1. 肥満・糖尿病モデルマウスにおけるプロ
テアソーム機能異常と遺伝子発現異常
の関連 

種々の肥満・糖尿病モデルマウスの肝臓にお
けるプロテアソーム活性、プロテアソーム関
連遺伝子群の発現レベル、ER ストレスとの相
互関連を解析する。 
2. 肥満に起因するプロテアソーム機能異
常モデルマウスの確立 

プロテアソーム活性に関わる PA 28 を欠失し
たマウスが、肥満に伴うプロテアソーム機能
低下のモデルとなることを、肝臓プロテアソー
ム活性、臓器特異性インスリン抵抗性、代謝
異常、発現遺伝子解析等から明らかにする。

本研究では、PA28 KO マウスがインスリン抵
抗性を生じる機序として以下の仮説を立て検
証する。 
3. プロテアソーム機能異常と ER ストレスと
の関係 

プロテアソーム機能異常によりタンパク分解
系が低下することがポリユビキチン化タンパ
クの蓄積を招き、肥満に起因する肝インスリ
ン抵抗性の一経路である ER ストレスとストレ
スキナーゼ JNK の活性が生じる仮説を立て
た。この検証のため、PA28 KO マウスの肝臓
におけるER形態とERストレスマーカー、JNK
活性を評価する。さらに、培養肝細胞にプロ
テアソーム阻害薬および ERストレスに対する
ケミカルシャペロンが ER ストレスとインスリン
抵抗性に及ぼす効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
1 肥満・糖尿病モデルマウスにおけるプロ
テアソーム機能異常と遺伝子発現異常
の関連 

種々の肥満・糖尿病モデルマウス（高脂肪食
負荷マウス、自然発症肥満モデルob/obマウ
ス、自然発症肥満2型糖尿病モデルdb/dbマ
ウス）の肝臓における、プロテアソーム活性が
対照マウスに比し亢進あるいは減弱している
かを検討する。また、ポリユビキチン化タンパ
ク蓄積と ER ストレスが生じているかを確認す
る。 
2 肥満に起因するプロテアソーム機能異
常モデルマウスの確立 

プロテアソーム機能異常がいかなる機序でイ
ンスリン抵抗性をもたらすのかを解析する目
的で、プロテアソーム活性に関わる PA 28 を
欠失したマウスの肝臓におけるプロテアソー
ム活性と耐糖能、インスリン感受性を評価す
る。高インスリン正常血糖下クランプ試験、お
よび各臓器のインスリン誘導性 Akt リン酸化
により、肝臓、骨格筋、各々の臓器特異的イ
ンスリン感受性を評価する。 

 
４．研究成果 
１． 肥満モデルマウスの肝臓ではプロテア
ソーム機能が低下していた 

肥満に関連した代謝経路を同定する目的で、ヒ
ト肝生検を行い肝臓に発現する遺伝子を包括
的に解析した。２型糖尿病、肥満患者および非
肥満患者の肝臓組織を採取し、発現遺伝子を
DNA チップ法により包括的に解析し、有意に変
動しているパスウェイを抽出した。その結果、肥
満２型糖尿病患者の肝臓では、肥満を有さない
糖尿病患者の肝臓と比較して、プロテアソーム
系関連遺伝子群の発現が協調的に亢進してい
た。特にその中でも、プロテアソーム活性化因
子 PA28α 遺伝子は有意に上昇していることを
見出した。つぎに、食事性肥満モデルマウスで
ある高脂肪食負荷 C57BL/6J マウスの肝臓に
おけるUPS遺伝子発現およびプロテアソーム機
能を定量した。三菱レイヨンが独自開発した新し
い繊維型DNAチップジェノパール®により遺伝子



発現を、キモトリプシン様プロテアーゼ活性を蛍
光法で測定することにより、プロテアソーム活性
を測定した。C57BL/6J マウスに 60％高脂肪食
を負荷したところ、プロテアソーム活性は通常食
飼育C57L/6Jの約60％に低下し、ポリユビキチ
ン化蛋白質が蓄積していた。一方、ヒト由来の
データと一致して、ユビキチン-プロテアソーム
関連遺伝子群の発現は代償的に上昇していた。
遺伝的肥満モデルマウスであるレプチン欠損
ob/ob マウスおよびレプチン受容体変異 db/db
マウスにおいても肝臓でのプロテアソーム活性
は低下し、ポリユビキチン化蛋白質が蓄積して
いた。 
２．肝プロテアソームはインスリン抵抗性を誘導
する 
そこで、プロテアソーム活性に関わる PA28 ノッ
クアウトマウスを樹立した。肝プロテアソーム活
性は上記の肥満モデルマウスと同程度であり、
このマウスは肥満に伴うプロテアソーム機能低
下を再現したモデルマウスと考え、以後の実験
を行った。PA28 ノックアウトマウスは、糖負荷試
験にて耐糖能異常を示し、高脂肪食負荷でさら
に悪化した。インスリン負荷試験にて全身のイ
ンスリン抵抗性を評価したが有意な差は認めな
かった。トレーサーを併用した高インスリン正常
血糖クランプ法により臓器特異的イスリン抵抗
性を評価したところ、PA28 ノックアウトマウスで
は、野生型に比較し、肝糖産生量は 45%亢進し、
骨格筋の糖取込み率は上昇傾向で、全身のイ
ンスリン抵抗性には有意な差を示さなかった。
PA28 ノックアウトマウスの肝臓では、インスリン
受容体の主要な基質である IRS1 （ insulin 
receptor substrate 1）のSer307残基がリン酸化
され、インスリン刺激による PI3-キナーゼ活性
および Akt リン酸化が減弱した。プロテアソーム
機能障害は、肝臓でインスリン抵抗性を惹起す
ることが明らかとなった。さらに、PA28ノックアウ
トマウスの肝臓においてインスリンシグナル伝
達タンパク質を解析したところ、肝インスリン作
用に主要な役割を果たす IRS2の発現が選択的
に低下していることが見い出された． 
３．肝プロテアソーム機能障害が、小胞体ストレ
スを誘導する 
新規に合成されたタンパク質が機能を発揮する
ためには、ポリペプチドが適切にフォールドされ、
正しい立体構造を形成する必要がある。外界か
らのストレスや遺伝的な要因などによりタンパク
質のミスフォールディングが生じて、高次構造異
常のたんぱく質が小胞体に蓄積されると小胞体
ストレス負荷状態となる。小胞体には品質管理
機構（ER quality control mechanism）と呼ばれる
システムが備わっていて、正しくフォールドされ
たタンパク質のみが分泌され、ミスフォールドし
たタンパク質は小胞体内に留められるような仕
組みになっている。このとき、センサータンパク
質が働いて、翻訳を停止して小胞体への負担を
軽くし、また、シャペロンたんぱく質を誘導して高
次構造異常を正常化するが、これらのミスフォ
ールドしたタンパク質の多くは、小胞体から細胞
質に逆輸送されて、細胞質のプロテアソームに

よって分解される。電子顕微鏡により PA28 ノッ
クアウトマウスの肝臓組織切片像を詳細に解析
したところ、肥大した小胞体を認めた。肝組織中
での小胞体ストレス状態を表す protein kinase 
R–like endoplasmic reticulum kinase (PERK)、
eukaryotic initiation factor 2 (eIF2) α subunit
や c-junのリン酸化体及びシャペロンタンパク質
immunoglobulin heavy-chain binding protein 
(BiP)の mRNA、タンパク質発現などをリアルタイ
ム RT-PCRおよびウェスタンブロットにより解析
した。PA28 ノックアウトマウスの肝臓では、
PERK-eIF2α 経路および IRE1-XBP1 といった
unfolded protein response（UPR）が活性化し、
BiP 、転写因子 C/EBP homologous protein
（CHOP）などの発現が増加した。さらに、小胞体
ス ト レ ス 関 連 キ ナ ー ゼ で あ る c-Jun 
NH2-terminal kinase (JNK)およびその基質
c-JUN のリン酸化が亢進していた。4-フェニル
酪酸(PBA)はケミカルシャペロンの 1 つで、タン
パク質が正しく折り畳まれるのを助けることによ
り、小胞体ストレスを解消することが知られてい
る。もし、小胞体ストレスで PA28 ノックアウトマ
ウスの肝臓におけるインスリン抵抗性が生じて
いるのであれば、小胞体ストレスを軽減させる
PBA によるレスキューが可能なはずである。そ
こで、PA28 ノックアウトマウスに PBA を経口投
与したところ、肝での小胞体ストレスの軽減とイ
ンスリンシグナルの減弱が改善した。 
つぎに、PA28ノックアウトマウスで認められた肝
のインスリン抵抗性に同様な分子機構が in 
vitro で再現できるかどうかについて検討を行っ
た。ラット肝癌由来 H4IIEC3 細胞を用いて選択
的プロテアソーム阻害剤 Bortezomib が小胞体
ストレスとインス抵抗性を引き起こすかを検討し
た。PA28 ノックアウトマウスの肝臓での観察と
同様、Bortezomib 処置により、ユビキチン化蛋
白の蓄積、小胞体ストレス、JNK 活性化、インス
リン抵抗性が生じ、PBA により改善した。 
４．肝臓における FoxO1 の蛋白量が増加した 
Forkhead box protein O1(FoxO1)は核内ホルモ
ン受容体のコファクターであり、糖新生系酵素
の遺伝子転写を促進する。FoxO1 は、インスリ
ン刺激により、PI3-キナーゼ/Akt 依存性にリン
酸化され、核内より核外へ転出されることにより
その転写活性が抑制される転写因子である。さ
らに、spliced form of XBP-1 (XBP-1s)が転写因
子 FoxO1 と結合して、プロテアソームによる
FoxO1 分解を誘導されることが知られている。
PA28 ノックアウトマウスの肝臓では小胞体スト
レスに応答して XBP-1s の遺伝子発現および核
内蛋白量が増加しているにもかかわらず、
FoxO1リン酸化が減弱し、核内FoxO1の蛋白量
が増加し、Pck1 をはじめとする肝糖新生関連遺
伝子の発現が亢進した。 
５．プロテアソーム機能異常が、肝脂肪化を促
進する 
肥満患者では脂肪肝が観察されるため、肝脂
肪化を評価した。脂質合成系の転写活性化因
子として知られている Sterol responsive element 
binding protein (SREBP)は、膜タンパク質として



小胞体上に局在するが、小胞体ストレスにより
小胞体膜からのプロセシングを経て活性化され
ると、核内へ移行し遺伝子発現を制御する。核
内へ移行した SREBP は、役割を果たした後に
ユビキチン化修飾を受け、速やかにプロテアソ
ームによる分解を受ける。PA28 ノックアウトマウ
スの肝では、核内の mature cleaved form 
SREBP-1c が有意に増加し、膜の uncleaved 
form SREBP-1c は変化がなかった。それに相
関して、SREBP-1c により発現調節を受けること
が知られている lipogenic 酵素 ACC1 mRNA が
亢進しており、中性脂肪含量が 50%増加した。
PA28 ノックアウトマウスの肝臓の核には高いレ
ベルでSREBP-1cが存在することから IRS-2発
現低下の原因であること、肝臓での IRS-2 低下
により PI3-キナーゼ/Akt 経路を介するインスリ
ンシグナル障害が惹起される可能性が考えら
れた。 

以上の結果より、肥満状態の肝臓ではプロテア
ソーム活性が低下し，ポリユビキチン化蛋白質
が蓄積する。このプロテアソーム機能異常は，
異常蛋白質の蓄積に起因する小胞体ストレスを
誘導し、JNK 活性化を介して肝にインスリン抵
抗性を惹起する（図１）。これとは独立して，プロ
テアソーム機能障害は FoxO1 分解を抑制して
肝糖新生を促進する（図１）。さらにプロテアソー
ム機能障害によるタンパク分解抑制により、さら
に、小胞体ストレスに起因する転写後プロセシ
ングによりmature cleaved form SREBP-1cが増
加し、肝を脂肪化する（図１）。近年、活性酸素
種がプロテアソーム機能を低下させたことから、
肥満に起因する酸化ストレスがプロテアソーム
機能を低下させる可能性を考える。これまで糖
尿病の治療薬としてさまざまな分子機構をもつ
薬剤が臨床で使用されているが、肝プロテアソ
ーム機能をターゲットとした薬剤はまったく存在
しないのが現状である。これまでに登場した糖
尿病治療薬ではまだ十分に血糖コントロールの
できていない背景の一部に、こうしたまだわれ

われがアプローチできていないインスリン抵抗
性の分子機構のある可能性は否定できない。
本研究は、肥満による肝インスリン抵抗性に対
する新規治療標的としてプロテアソームの機能
保持を新たに提案するものである。 
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