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研究成果の概要（和文）：近年、酸化ステロールによりストレス応答性の転写因子ATF4の発現が亢進することが
報告された。しかし、その詳細なメカニズムは不明であった。本研究成果により、酸化ステロールによるATF4発
現亢進には、Insigの発現が重要でありATF4の下流遺伝子特にアポトーシス関連遺伝子の発現にも影響を及ぼす
ことが明らかになった。さらに、その応答変化が細胞生存率に影響することが示唆された。また、ヒト肝がん由
来細胞を用いた解析においても同様の応答変化を示しており、細胞腫によらない応答であることが示された。こ
れらの研究成果は、酸化ステロール-Insigによる細胞内応答機構に新たな知見を加えるものである。

研究成果の概要（英文）：Recently, it was reported that several oxysterols, especially 
25-hydroxycholesterol, promote the stress-inducible transcription factor ATF4 expression. However, 
the precise of that induction mechanism was unclear. In this study, we revealed that Insig was 
involved in this ATF4 induction by oxysterol. Moreover, we also revealed that ATF4 induced by 
oxysterol selectively promoted the expression of pro-apoptotic gene expressions. Lacking Insig 
reduced these promoted reactions and improved the cell viability. This information is the novel 
function induced by Insig-oxysterol interaction.

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　酸化ステロール-Insigによる細胞内応答機構は脂質代謝制御や抗ウイルス機能など様々な機能が報告されてき
た。本研究成果は、酸化ステロール-Insigによる細胞内応答機構に新たな知見を加えるものであり、その学術的
意義は大きい。また、近年では動脈硬化や脂肪肝など代謝異常症における酸化ステロールの蓄積等が注目される
なか、本研究成果で明らかとした新規機能はそれら失調の治療や予防のターゲットとなる可能性を有しており、
社会に与えるインパクトも大きいものであると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 コレステロールは生体内においてROSなどによる化学的な反応やCYPなどによる酵素反応
により代謝され、様々な酸化ステロールへと変換される。このように生成された酸化ステロー
ルは CYP7A1や CYP27A1などにより胆汁酸へと代謝される。酸化ステロールはこれまで胆汁
酸生合成経路における中間産物の一つであると考えられてきた。しかしながら、近年これら酸
化ステロールをリガンドとする GPCRの発見や核内受容体等の発見により、ただの中間産物で
はなく、それ自体が生理活性を有する分子であると考えられるようになった。 
 これら酸化ステロールのうち 25-hydroxycholesterol (25HC)は生体内においてコレステロー
ル代謝を最も強力に制御する因子の一つとしても機能しており、Insig はその機能メディエー
ターとして働く小胞体膜タンパク質である。Insig は酸化ステロールと結合することで、
SREBP 活性制御や HMG-CoA 還元酵素の分解制御を介した脂質代謝調節を担う。Insig はこ
れら脂質代謝制御以外にも、抗ウイルス機能を有するタンパク質の制御に関わるなど、多様な
機能を有している。近年、この 25HCによりストレス応答性の転写因子 ATF4 が誘導されるこ
とが報告された。ATF4 はアミノ酸代謝関連遺伝子や糖脂質代謝関連遺伝子、アポトーシス関
連遺伝子などの発現を調節することで生体内恒常性の維持を担っている。しかしながら、この
酸化ステロールによる ATF4発現機序の詳細については不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は酸化ステロールによる ATF4 発現において Insig が関与することを示唆する
結果を得た。本研究では酸化ステロール‒Insig による新機能の解明を目的として、Insig と酸
化ステロールによる ATF4 発現調節機構について解析を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、主に Chinese hamster卵巣由来の CHO-7細胞とその Insig欠損株 SRD-15を用い
て解析を行った。 
 
(1) ATF4発現を亢進する酸化ステロールの同定と Insigの関連解析 
 CHO-7細胞及び SRD-15細胞に 7種の酸化ステロール (5 µM)を処理し、これらの酸化ステロ
ール添加による ATF4 発現応答を解析した。さらに、CHO-7 細胞と SRD-15 細胞間での応答差
を比較することで、Insigの発現が与える酸化ステロールによる ATF4発現応答への影響を解析
した。 
 また、SRD-15細胞に Insigの二つのアイソフォーム Insig1と Insig2をそれぞれレンチウイル
スベクターにより発現させ、酸化ステロールに対する ATF4 発現応答変化をイムノブロット法
により解析した。 
 
 
(2) 酸化ステロールによる ATF4発現亢進が下流遺伝子発現に与える影響解析 
 Insigを介した酸化ステロールによる ATF4発現亢進が ATF4標的遺伝子の発現に及ぼす影響
を明らかにするために、25HC (5 µM)を 12、18、24時間処理後の各種遺伝子発現変動を RT-qPCR
法により解析した。 
 
 
(3) 酸化ステロールによる細胞死に Insigが与える影響の解析 
 CHO-7 細胞並びに SRD-15 細胞における 25HC (5 µM), 48 時間処理後の細胞生存率を MTT 
assayにより測定し、Insigを介した酸化ステロールによる ATF4発現、さらにそれに伴うアポト
ーシス関連遺伝子の発現亢進が細胞死に影響を及ぼすのか検証した。 
 
 
(4) ヒト肝がん由来細胞 HuH-7細胞を用いた検証 
 酸化ステロールによる Insigを介したATF4発現応答が種を超えて保存されているかを検討す
るため、ヒト肝がん由来細胞 HuH-7細胞を用いて CRISPR/Cas9システムにより Insig欠損株を
樹立し、酸化ステロール 25HC (15 µM)に対する応答変化を解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ATF4発現を亢進する酸化ステロールの同定と Insigの関連解析 
 酸化ステロールによる ATF4発現亢進に Insigの発現が関与するのか、また ATF4発現亢進に
寄与する酸化ステロールを同定するため、CHO-7細胞及び SRD-15細胞を 7種の酸化ステロー
ルで処理した際の ATF4発現をイムノブロット法により解析した。その結果、CHO-7細胞にお
いて Insig結合能の高い 25HC、 27HC (27-hydroxycholesterol)、24SHC (24S-hydroxycholesterol)
の三種の酸化ステロールにより ATF4の発現が顕著に亢進した。一方、Insig欠損株 SRD-15細



胞では ATF4 発現亢進のポジティブコントロールであるサプシガルジンの処理により ATF4 の
発現は亢進したものの、これら三種の酸化ステロールによ
る ATF4発現亢進は顕著に減弱した。また、SRD-15細胞を
用いた Insig のレスキュー実験により、Insig の発現回復が
ATF4発現に与える影響を解析した。その結果、Insig1、Insig2
いずれの発現においても酸化ステロールによる ATF4 発現
亢進が回復した(図 1)。これらの結果から、酸化ステロール
による ATF4 発現亢進は Insig を介して行われていること、
またこれらの応答において Insig1 と Insig2 は同等の機能を
有することが示唆された。 
 
 
(2) 酸化ステロールによる ATF4発現亢進が下流遺伝子発現に与える影響解析 
 ストレス応答性の転写因子である ATF4 は各種ストレスに対応し、アミノ酸代謝関連遺伝子
やアポトーシス関連遺伝子など様々な遺伝子の発現を制御する。そこで、酸化ステロール、と
くに 25HC によって発現が亢進した ATF4 が下流遺伝子の発現に及ぼす影響について、その遺
伝子発現変動を解析した。 
 その結果、CHO-7細胞においてアミノ酸代謝関連遺伝子の発現に比べ、アポトーシス関連遺
伝子の発現は 25HC により時間依存的に強く誘導された。さらにこの発現誘導は SRD-15 細胞
において有意に減弱していた。これらの結果から、25HCにより亢進した ATF4は選択的にアポ
トーシス経路を誘導することが示唆された。 
 
 
(3) 酸化ステロールによる細胞死に Insigが与える影響の解析 
 Insig 欠損による酸化ステロール 25HC に対する応答変化が細
胞生存率に及ぼす影響をMTTアッセイにより解析した。その結
果、48時間の 25HCの処理により CHO-7細胞においては顕著に
細胞生存率が低下したのに対し、SRD-15細胞においてその低下
はわずかであった(図 2)。このことから、Insigの発現は 25HCに
よる細胞死にも影響を及ぼすことが示唆された。 
 
 
 
 
 (4) ヒト肝がん由来細胞 HuH-7細胞を用いた検証 
 HuH-7 細胞 (WT)並びに CRISPR/Cas9 システムによ
り樹立した Insig欠損株 Insig1 KOおよび Insig2 KOに
25HCを 24時間処理した際のATF4発現応答及びATF4
標的遺伝子の発現変動を解析した。その結果、CHO-7
細胞と SRD-15細胞の時同様、WTにおいて 25HCの処
理により発現が亢進した ATF4は Insigの欠損によりそ
の発現亢進が減弱した。さらに、ATF4 標的遺伝子
CHOP の発現も WT で 25HCの処理により発現が亢進
し、Insig1 KO及び Insig2 KOでその発現亢進が減弱し
た(図 3)。 
 
 
 
 
 
 以上のデータより、25HCによる ATF4発現亢進には、Insigの発現が重要であり ATF4の下流
遺伝子特にアポトーシス関連遺伝子の発現にも影響を及ぼすことが明らかになった。さらに、
その応答変化が細胞生存率に影響することが示唆された。また、ヒト肝がん由来細胞を用いた
解析においても同様の応答変化を示しており、細胞腫によらない応答であることが示された。 
 酸化ステロール‒Insigによる細胞内応答機構は脂質代謝制御や抗ウイルス機能など様々な機
能が報告されてきた。本研究成果は、酸化ステロール‒Insigによる細胞内応答機構に新たな知
見を加えるものであり、その学術的意義は大きい。また、近年では動脈硬化や脂肪肝など代謝
異常症における酸化ステロールの蓄積等が注目されるなか、本研究成果で明らかとした新規機
能はそれら失調の治療や予防のターゲットとなる可能性を有しており、社会に与えるインパク
トも大きいものであると考えられる。現在、以上の内容をまとめて論文投稿準備中である。 
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