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研究成果の概要（和文）: 
 
これまでに我々は Tysnd1 がペルオキシソームで働くプロテアーゼであることを証明した。本研
究では Tysnd1 の生体内での機能を明らかにするために、Tysnd1 欠損マウスを作製し、その表
現型を解析した。Tysnd1 欠損マウスは超長鎖脂肪酸やフィタン酸の代謝活性が低下していた。
また、プラスマローゲン合成能の低下が原因と考えられる雄性不妊であった。このような研究
結果から、我々は、Tysnd1 によるペルオキシソームタンパク質のプロセッシングがペルオキシ
ソームの脂質代謝機能の維持に重要である事を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Tysnd1 (Trypsin domain containing 1) is a peroxisomal protease that directly processes 
peroxisome targeting signal containing enzymes. To clarify the in vivo function and 
physiological importance of Tysnd1, we analyzed the phenotype of Tysnd1-/- mice. The VLCFA 
β-oxidation activity and phytanic acid metabolism of Tysnd1-/- mice was reduced compared 
to wild type mice. Male Tysnd1-/- mice are infertile, which is most likely the result of 
a decreased plasmalogen synthesis. These results suggest that peroxisomal processing 
protease, Tysnd1, is necessary for proper functioning of peroxisomal fatty acid 
metabolism.  
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１．研究開始当初の背景 
ペルオキシソームは真核細胞に広くみられ
る細胞内小器官の一つで、脂肪酸のβ-酸化、
特に超長鎖脂肪酸のβ-酸化やコレステロー
ルの酸化、胆汁酸合成など重要な機能を持っ
ている。しかし、ペルオキシソームに存在す
るタンパク質及びその機能については不明
な点が多い。このため、大規模 Mass 
spectrometry システムやバイオインフォマ
ティクス的手法によりペルオキシソームで
働く酵素を特定しようという世界的な動き
がある。応募者らはバイオインフォマティク
ス的手法によって、大規模シーケンスプロジ
ェクトで公開された遺伝子配列の中からペ
ルオキシソーム局在化シグナルや膜結合ド
メインの有無などの情報をもとにペルオキ
シソームに存在する可能性の高いタンパク
質の予測を行った。その結果、我々は Tysnd1
がペルオキシソームに局在していることを
証明し。さらに Tysnd1は、長年研究者が追
い求めてきたペルオキシソームプロセッシ
ングプロテアーゼであることを突き止めた 
 
２．研究の目的 
Tysnd1(Trypsin domain containing 1)は
ペルオキシソームにおいて、超長鎖脂肪酸
β酸化に関わる代謝酵素を切断するプロセ
ッシングプロテアーゼである。しかし、こ
の Tysnd1 の詳細な機能については分かっ
ていない。そこで Tysnd1 の生体内での機
能を解明するために、Tysnd1 遺伝子改変
マウスの表現型を観察する。 
 
３．研究の方法 
（１）Tysnd1 欠損マウス及び Tysnd1 過剰発
現マウスの作製 
 Tysnd1欠損マウスはCre-LoxPシステムによ
り Tysnd1 のエキソン２－４を削除した、全身
で Tysnd1 が欠損しているものを解析に使用
した。ホモの Tysnd1 欠損マウスはヘテロマ
ウス同士の交配により得た。 
 Tysnd1 過剰発現マウスは CAGGS promoter
と polyA シグナルを含む Tysnd1 cDNA を
Rosa26 に挿入したヘテロマウスを解析に使
用した。 
（２）Tysnd1 欠損マウスの超長鎖脂肪酸β‒
酸化活性の測定 
測定は、末端を標識した超長鎖脂肪酸である 
[1-14C] リグノセリン酸 (C24) を加えた緩
衝液と肝臓ホモジネートを用いてβ－酸化反
応を行い、切断により遊離する水性代謝物を
シンチレーションカウンターで測定し、１時
間あたりに代謝されるリグノセリン酸の量
を測定した。 
（３）Tysnd1 欠損マウスの妊孕性及び精巣、
精巣上体、精子の解析 

妊孕性の確認は Tysnd1 欠損オスマウスと妊
娠経験のある C57BL/6J メスマウスを交配す
る事で行った。精巣と精巣上体は HE 染色や
免疫染色で観察した。精巣は光学顕微鏡での
観察と、電子顕微鏡による形態の詳細な観察
を行った。 
（４）生化学的解析 
精巣及び精巣上体中のプラスマローゲンは
コリン方及びエタノールアミン型のプラス
マローゲンの各分子種を LC-MS/MS により解
析した。血中の超長鎖脂肪酸とフィタン酸の
測定は GC/MS にて解析を行った。 
（５）Tysnd1 の新規基質の同定 
COS7 細胞に Tysnd1 を発現するベクターをト
ランスフェクションし、Tysnd1 の量依存的に
基質の切断型が増えるかどうかを確認した。 
（６）Tysnd1 欠損マウス由来細胞を用いた
Tysnd1 基質タンパク質の細胞内局在解析 
肝臓より Tysnd1 欠損マウス及び、野生型の
初代培養細胞を採取し、GFP を融合した
Tysnd1 基質タンパク質を発現させたのち、共
焦点顕微鏡で細胞内局在を観察した。 
４．研究成果 
（１）Tysnd1 遺伝子改変マウスの作製 
Tysnd1 欠損マウスは体長、体重等の外見的に
は異常はなかった。mRNA レベルとタンパクレ
ベルの両方で確かに Tysnd1 は欠損している
事を確認した。また、Tysnd1 欠損マウスでは
Tysnd1 の基質である酵素群が確かに切断さ
れず、非切断型のみが存在する事を確認した。 
Tysnd1 過剰発現マウスではヘテロでも mRNA
レベル及びタンパクレベルで Tysnd1 が野生
型に比べて過剰に発現している事を確かめ
た。 
（２）Tysnd1 欠損マウスは超長鎖脂肪酸のβ
－酸化活性が低下している。 
[1-14C]リグノセリン酸を基質としてβ̶酸化
活性を測定した結果、Tysnd1 欠損マウスのβ
酸化活性はは野生型の活性の約 60%に低下し
ていた。 
（３）Tysnd1 欠損マウスは雄性不妊である。 
Tysnd1 欠損マウスのオスは不妊であった。メ
スの Tysnd1 欠損マウスは正常に妊娠出産し
た。精巣、精巣上体、精子の病理解析及び、
プラスマローゲン量の測定結果から、Tysnd1
欠損マウスはプラスマローゲンの合成能の
低下による精子奇形が不妊の原因である事
が明らかになった。 
（４）Tysnd1 欠損マウスのフィタン酸代謝機
能は低下している。 
Tysnd1 欠損マウスは長期飼育により血中フ
ィタン酸が野生型マウスと比べて有意に上
昇していた。 
（５）Tysnd1 の新規基質の同定 
Tysnd1 の新たな基質として、プラスマローゲ
ン合成経路で働く Agps とフィタン酸の代謝



経路で働く Phyh を同定した。 
（６）Tysnd1 は PTS2 タンパク質のペルオキ
シソームへの局在に重要である。 
PTS2 をもつペルオキシソームタンパク質で
ある、Acaa1, Agpa,Phyh は Tysnd1 が欠損し
た細胞ではペルオキシソームへの局在の異
常が観察された。 
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