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研究成果の概要（和文）：本研究では、SREBP-1活性化を制御するプロテアーゼXによる新たな脂質代謝制御機構
を解明し、脂質代謝異常を改善する分子基盤を構築することを目的とした。
プロテアーゼXの過剰発現やノックアウトによるSREBP-1活性化制御機構をin vitro及びin vivoにおいて解析し
た。プロテアーゼX はER上でSREBP-1と共局在し、SREBP-1-SCAP-Insig複合体と相互作用した。プロテアーゼXが
SREBP-1を切断活性化すること、SREBP-1の標的である脂質合成遺伝子を制御することを見出した。本研究によ
り、プロテアーゼXが生体内過栄養時にSREBP-1を切断活性化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：SREBP-1 is the master regulator of lipid synthesis, and recently we 
identified a novel protease (proteaseX) that activates SREBP-1. In this study, we aimed to clarify 
the mechanisms of SREBP-1 activation and lipid metabolism by proteaseX.
We analyzed the mechanisms of SREBP-1 activation by overexpression or knockout of proteaseX in vitro
 and in vivo. We found that proteaseX activates SREBP-1 and its target lipogenic genes expressions 
by cleavage of SREBP-1. ProteaseX and SREBP-1 were co-localized in the ER, and proteaseX interacted 
with SREBP-1-SCAP-Insig complex. In mouse experiments, activated SREBP-1 and lipid synthesis genes 
expressions were decreased in proteaseX knockout mice on western diet (WD) compared with wild-type 
mice on WD. These results suggest that proteaseX is required for activating SREBP-1 and lipid 
metabolism in response to nutrient overload.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、脂質合成のマスターレギュレーターであるSREBP-1の活性化制御に新たな因子を介した経路が存
在することを示すことができた。
脂質異常症などにおける過度なSREBPの活性化を抑制することは、生活習慣病の改善に繋がることから、異常な
SREBPの活性を低下させる研究はとても重要であると考えられる。本研究では、プロテアーゼXが高脂肪食負荷時
にSREBP-1を活性化し脂質合成酵素群の発現を誘導すること、この活性化が多価不飽和脂肪酸により抑制される
ということを示した。従って、脂質異常症におけるSREBP-1活性化機構の一旦を明らかにし、その活性化抑制機
構を提案することができたと考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、深刻な社会問題となっている生活習慣病の発症には遺伝子の発現レベルでの調節が大

きく寄与し、様々な転写因子による代謝系遺伝子発現の破綻により代謝の異常が引き起こされ
る。これら転写因子の中でも、SREBP (sterol regulatory element-binding protein) は脂質代
謝のマスターレギュレーターとして知られている。膜タンパクとして小胞体上に存在する
SREBP は、小胞体からゴルジ体に輸送されて切断を受け、活性化型となった SREBP は核に
移行、標的の遺伝子発現制御を行う。これまでの SREBP の切断制御に関する研究により、ゴ
ル ジ 体 で SREBP を 切 断 す る プ ロ テ ア ー ゼ (S1P, S2P) 、 及 び SCAP (SREBP 
cleavage-activating protein)や Insig (insulin inducing gene)などの活性化制御因子が同定さ
れてきた。最近、SREBP の小胞体からゴルジ体への移行に関わる因子が相次いで報告され、
SREBP の切断に関わる因子やメカニズムの研究が注目されている。 
 SREBP は肥満モデルマウスやヒト脂肪症研究において活性化型の亢進が認められており、
脂質異常症などにおける過度な SREBP の活性化を抑制することは、生活習慣病の改善に繋が
ることから、異常な SREBP の活性を低下させる研究はとても重要であると考えられる。しか
し、脂質代謝異常の病態における SREBP 活性化の分子機構は未だ不明な点が多く残されてい
る。 
 
２．研究の目的 
転写因子 SREBP は脂質代謝を制御するマスターレギュレーターである。異常な SREBP の

活性化による脂質代謝制御不全は、肥満や脂肪肝、インスリン抵抗性などの生活習慣病の増悪
化に関与していることが知られている。多価不飽和脂肪酸により SREBP-1 の活性化が抑制さ
れることが知られているが、その詳細な分子機構は未だ明らかになっていない。我々は、多価
不飽和脂肪酸による SREBP-1 の活性化制御因子として、新しいプロテアーゼ X を同定するこ
とができた。本研究では、SREBP-1 活性化を制御するプロテアーゼ X による新たな脂質代謝
制御機構を解明し、脂質代謝異常を改善する分子基盤を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
プロテアーゼ X による SREBP-1 活性化制御に焦点を当て、生体材料(マウス)を用いて解析

を行い、より生理的な機能の解析を行った。 
 
(1) プロテアーゼ X ノックアウトマウスの解析 
筑波大学生命科学動物資源センターとの共同研究で CRISPR/Cas9 system にて短期間で効

率的にマウスを作製する技術を使い、プロテアーゼ X のノックアウトマウスを作製した。
SREBP-1 は多様な条件により活性化されるため、長期では普通食とウェスタンダイエット負
荷の比較検討、短期では絶食と再摂食による影響、及びインスリンによる影響を検討した。そ
れぞれの条件で、プロテアーゼ X ノックアウトマウスと野生型マウスを比較し、プロテアーゼ
X による SREBP-1 切断と転写活性化への影響を検討した。 
 
(2) 細胞系を用いた実験 
培養細胞での過剰発現実験により、プロテアーゼ X と SREBP-1 との相互作用を検討した。

さらに SREBP-1 と complex を形成する SCAP、Insig、Ubxd8 などの因子との相互作用も検
討した。タンパク質間相互作用は共免疫沈降実験を用いて行い、細胞内局在を可視化できる蛍
光タンパク質との融合ベクターを用いた解析により局在変動を確認した。プロテアーゼ X によ
る SREBP-1 の切断部位を同定するため、様々な部分欠損変異体および点変異体を作製し、検
討を行なった。 
 
(3) プロテアーゼ X による遺伝子発現の網羅的解析 
 プロテアーゼ X による生理的意義を探るため、普通食とウェスタンダイエット負荷時におけ
る、野生型とプロテアーゼ X のノックアウトマウスの肝臓から RNA を抽出し、RNA-seq 解析
を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) プロテアーゼ X による SREBP-1 切断活性化の検討 

培養細胞、及びマウス肝臓にプロテアーゼ X を過剰発現させ、SREBP-1 タンパク質の解析
を行なった。培養細胞においては、既存の SREBP-1 活性化因子である SCAP をコントロール
とした。また、マウス実験においては SREBP-1 が活性化される再摂食（Refed）条件での検討
を行なった。その結果、SREBP-1 タンパク質の活性化型
（核型 N）が、プロテアーゼ X の過剰発現により増加し
ていること明らかになった。このことにより、プロテア
ーゼ X が SREBP-1 を切断活性化する新規のプロテアー
ゼであることを示すことができた。 
 



(2) プロテアーゼ X と SREBP-1-SCAP-Insig complex との相互作用 
培養細胞に蛍光タンパク質 GFP と融合したプロテアー

ゼ X と Ds-Red 融合 ER 及び mCherry 融合 SREBP-1c を
共発現させ細胞内局在を観察した。その結果、プロテアー
ゼ X が ER 上で SREBP-1 タンパク質と共局在するこが見
出された。この結果により、これまで Golgi へ移行され切
断を受けることが知られているSREBP-1がER上で切断さ
れる可能性が示唆され、従来とは異なる新規切断活性化パ
スウェイが存在することが示唆された。 

SREBP-1 は ER 上で SCAP、Insig とタンパク質間で相
互作用し、複合体を形成することが知られている。そこで、プロテアーゼ X とこれらタンパク
質との相互作用について、免疫沈降法を用いた実験により検討した。その結果、プロテアーゼ
X が SREBP-1、SCAP、Insig とそれぞれ相互作用することが明らかになった。このことから、
SREBP-1-SCAP-Insig 複合体にプロテアーゼ X が含まれている可能性が示唆された。 
これらの相互作用に

は細胞内脂質（コレステ
ロールや脂肪酸など）に
より制御されているこ
とが明らかになりつつ
あり、現在詳細な機構を
解析中である。 
 
(3) プロテアーゼ X ノックアウトマウスの解析 
 CRISPR/Cas9 system を用いてプロテアーゼ X のノックアウトマウス（KO）を作製し、解
析を行った。SREBP-1 を活性化させる様々な条件検討を行なった結果、ウェスタンダイエッ
ト（WD）負荷時における野生型とプロテアーゼ X KO の顕著な差を見いだすことができた。
野生型とプロテアーゼ X KO に普通食とウェスタンダイエットを負荷し、SREBP-1 の切断活
性化型と SREBP-1 標的遺伝子発現変動の検討を行なった。その結果、ウェスタンダイエット
負荷条件において、プロテアーゼ X KO の肝臓では、野生型に比べて、SREBP-1 活性化型タ
ンパク質、及びに標的遺伝子の発現低下が見られた。従って、プロテアーゼ X が生体内の過栄
養条件において SREBP-1 を切断活性化し、下流の脂肪酸合成酵素群の発現を増加させている
ことが示唆された。また、野生型マウスに多価不飽和脂肪酸を摂取させると SREBP-1 の活性
化型や標的遺伝子の著しい低下が見られるが、プロテアーゼ X KO ではその効果が減弱してお
り、プロテアーゼ X が多価不飽和脂肪酸による SREBP-1 パスウェイの抑制に影響を及ぼすこ
とが示唆された。 

 
さらに、プロテアーゼ X による遺伝子発現変動を網羅的に検討するため、RNA-seq 解析を

行なった。野生型とプロテアーゼ X KO に普通食とウェスタン
ダイエットを負荷し、マウス肝臓から RNA を抽出し解析を行
なった。その結果、プロテアーゼ X により低下した遺伝子は
148 あり、その中でウェスタンダイエット負荷により増加した
遺伝子と共通する遺伝子は 47 あった。リアクトームを用いた
パスウェイ解析を行なった結果、プロテアーゼ X ノックアウ
トマウスで低下している多くの遺伝子がSREBP-1パスウェイ
に関わっていることが示された。このことにより、プロテアー
ゼXがSREBP-1パスウェイに深く関与していることが示唆さ
れた。今後は、プロテアーゼ X による SREBP-1 パスウェイ制
御の詳細な分子機構を探るとともに、SREBP-1 以外のパスウ
ェイに関しても興味深い結果が得られたので、さらなる解析を
進めていく予定である。 
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