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研究成果の概要（和文）：プロテアソームの機能異常は様々な病態に関連していることが推定さ

れている。本研究ではプロテアソームの機能低下を示すモデルマウスを新規に作製し、プロテ

アソームの機能異常と病理作用に関する検討を行った。作製したマウスは体重減少や短寿命、

背骨の彎曲等の老化の表現型を示し、同マウスに高脂肪食を負荷することで脂肪代謝の異常な

ど、老化に関連した病態が誘導されることが明らかとなった。また、プロテアソームは免疫応

答においても重要な役割を果たしているが、本マウスでは T 細胞の成熟分化の異常を認め、プ

ロテアソームの機能異常が免疫系の疾患病態にも関わっている可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： In this study, we established a transgenic (β5t-Tg) mouse model with 

decreased proteasomal chymotrypsin-like activity. β5t-Tg mice exhibited a shortened lifespan and 

age-related phenotypes. When β5t-Tg mice were fed a high-fat diet, they developed more pronounced 

obesity and hepatic steatosis than wild-type mice. It has been known that proteasome plays an important 

role in the immune system, and β5t-Tg mice show abnormal T cell maturation. Our results demonstrate 

that decreased proteasomal chymotrypsin-like activity affects longevity and aggravates age-related 

metabolic disorders such as obesity and hepatic steatosis, and may correlate to the pathogenesis of 

immune-related disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
プロテアソームはユビキチン化されたタン
パク質を分解するための巨大なプロテアー
ゼ複合体であり、細胞周期や転写制御、シグ
ナル伝達、ストレス応答、異常タンパク質の

分解、免疫応答等、生物の恒常性維持に重要
な役割を果たしている。そのため、プロテア
ソームの機能異常は様々な病態に関連して
いることが推定されてきたが、遺伝子ノック
アウトにより致死となることから生理機能
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や病態関連性について個体レベルでの詳細
な解析がこれまでは困難であった。 
 
２．研究の目的 
本研究はプロテアソームの機能異常と病態
形成のメカニズムを解明するために、酵素活
性の弱いβ5t サブユニットを全身発現させ
た遺伝子導入マウス（β5t-Tg）の解析を行
う。β5t-Tg の解析により、プロテアソーム
機能の低下と老化・老齢病態や免疫異常の病
態関連性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス 
β5t-Tg の作製には発現プロモーターpCAGGS 
（ CMV-IE、 chicken β -actin、 rabittβ
-globin）を用い、C57BL/6N（B6）をバック
グラウンドとして、マウスβ5t cDNA を全身
発現するトランスジェニックマウスの作製
をオリエンタル酵母（株）に委託した。実験
には雄性β5t-Tg と雌性 B6 野生型（wild 
type; WT）マウスを交配した F1 マウスを用
いた。コントロールマウスは雄性 B6 WT マウ
スを三共ラボより購入した。高脂肪食投与実
験では、6 週齢の雄性β5t-Tg と WT を用い、
高脂肪食（HFD-60）あるいはコントロール食
（AIN-93G）（いずれもオリエンタル酵母）を
16 週間与えた。老齢 WT マウスへの高脂肪食
投与には、76 週齢雄性 WT を用い、高脂肪食
あるいはコントロール食を 16週間投与した。 
(2)組織学的解析 
ホルマリン処理した組織から作製し、H＆E染
色を行った。肝臓の脂肪染色には凍結組織を
用い、oil red O 染色（sigma）を行った。 
(3)ウエスタンブロット 
組織は lysis buffer を加えて氷中にて
homogenize し、15000 rpm 10 分遠心後、上
清をタンパク抽出液として調整した。タンパ
ク抽出液に sample buffer を加えて 95℃、5
分ボイルし、サンプルを SDS-PAGE スクラブ
ゲルにて 200V、約 60 分泳動後、ニトロセル
ロース膜に転写した。転写後は室温にて、ブ
ロッキング、一次抗体の反応、二次抗体の反
応をそれぞれ 1 時間ずつ行った。洗浄は各反
応後 10分、TBS-T にて 3 回行った。最後に基
質を 5分反応後、露光して写真撮影を実施し
た。一次抗体の希釈には Can Get Signal 
Immunoreaction Enhancer Solution 1
（TOYOBO）、ブロッキング溶液と二次抗体の
希釈には 2%スキムミルク TBS-Tを用いた。二
次抗体には HRP-conjugated anti-rabbti IgG
（Jackson ImmunoResearch）を用いた。プロ
テアソームサブユニットの検出にはウサギ
抗血清を用い、β5、β5i、β5t、α6抗血清
を使用した。その他の抗体として、RNaseL
（Santa Cruz）、Bcl-xL（Sigma）、Ub（Enzo Life 
Science）、CIDE A、CIDE B、Fsp 27、perilipin 

A、ADRP（以上、Abcam）を用いた。 
(4)ELISA、抗体アレイ 
β5t-Tg と WT の骨格筋を lysis buffer を加
えて氷中にて homogenize し、15000 rpm 10
分遠心後、上清をタンパク質抽出液として調
整し、ELISA 法によってポリユビキチン化タ
ンパク質を測定した（Cylex）。酸化タンパク
質の指標となるカルボニル化タンパク質も
ELISA 法にて測定した（BioCellCorp）。また、
Panorama Ab Microarray XPRESS Profiler 725 
(Sigma)を用い、網羅的タンパク質発現解析
を行った。 
(5)プロテアソーム活性の測定 
コラゲナーゼ処理によってマウス組織から
分離培養した線維芽細胞と肝細胞を用いて、
96穴プレートに 1wellあたり 10000 cellsを
分注し、triplicate にて Proteasome-Glo 
Cell-Based Assay （promega）を使用して解
析を行った。データは各 well 中の生細胞数
を CellTiter-Glo Luminescent Cell 
Viability Assay（Promega）にて算出し、補
正した。 
(6)フローサイトメトリー 
β5t-Tgおよび WTマウスより採血を行い、犠
牲死後に脾臓、胸腺を摘出した。末梢血は溶
血後に一次抗体を添加し、4℃で 30分染色し、
洗浄した後にフローサイトメトリーによる
解析を行った。脾臓、胸腺はセルスクレーパ
ーと 100μｍのセルストレイナーを用いて細
胞を分離し、PBS に浮遊させた。PBS 浮遊細
胞を溶血後、一次抗体を添加し、4℃で 30分
染色し、洗浄した後にフローサイトメトリー
による解析を行った。フローサイトメトリー
は FACS Calibur (BD Bioscience)を用い、Cell 
Quest software（BD Bioscience）でデータ
を解析した。抗体は以下のものを使用した。
PE-conjugated anti-mouse CD4 、 FITC- 
conjugated anti-mouse CD8 、 PerCP- 
conjugated anti-mouse CD3 、 PE-Cy5- 
conjugated anti-mouse TCRβ、PerCP-Cy5.5- 
conjugated anti-mouse CD69(いずれも BD 
Bioscience)。 
(7)統計処理 
Student t検定にて統計処理を行った。 
 
４．研究成果 
(1)β5t-Tg におけるβ5t の発現とプロテア
ソーム活性 
作製したβ5t-Tgの全身臓器におけるβ5tの
発現をウエスタンブロットにより検討した。
WT ではβ5t は胸腺にのみ検出されるが、β
5t-Tgではβ5tの発現は胸腺だけでなく全身
臓器で確認された。また、β5t-Tg ではキモ
トリプシン様活性が有意に減少していた。 
(2)β5t-Tgに認められる成長障害と短寿命 
β5t-Tg の表現型について検討したところ、
成長障害や短寿命が観察された（図）。12 週



までのβ5t-Tg に体重低下以外の目立った変
化は認めないが、24 週前後より背骨の屈曲が
見られ（図）、筋の萎縮や皮下脂肪織の減少
を認めた。これらの所見より、β5t-Tg では
老化に類似した表現型が誘導されている可
能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図β5t-Tgに認められる成長障害と短寿命 
 
(3)β5t-Tg におけるユビキチン化タンパク
質、酸化タンパク質の増加 
WTおよびβ5t-Tgの骨格筋からタンパク抽出
液を調整し、組織中のポリユビキチン化タン
パク質と酸化タンパク質量を ELISA法により
検討した。その結果、β5t-Tg ではポリユビ
キチン化タンパク質が WT に比して有意に増
加していた。酸化タンパク質の指標として、
カルボニル化タンパク質を測定した結果で
は、β5t-Tg で有意な増加を認めた。 
(4)抗体アレイによるタンパク質発現解析 
β5t-Tg の組織内で発現変化を示すタンパク
質を同定するために、細胞周期やシグナル伝
達、ストレス応答等に関連した 725 種のタン
パク質に対する抗体を搭載した抗体アレイ
による解析を行った。その結果、β5t-Tg で
は多種類のタンパク質が増加、あるいは減少
していた。その中でもβ5t-Tg で 2 倍以上増
加あるいは減少していた RNase L、Bcl-xLに
ついて、ウエスタンブロットによる検討を行
ったところ、抗体アレイ解析の結果を反映し、
Tg に有意な発現変化を認めた。組織内に増加
していた RNase L に関しては、RNase L 抗体
で免疫沈降し、ウエスタンブロットでユビキ
チン抗体を反応させた結果、β5t-Tgで RNase 
L のユビキチン化が強く認められた。 
(5)β5t-Tgへの高脂肪食負荷 
6週齢雄性の WTおよびβ5t-Tgに高脂肪食を
16 週間投与した。その結果、β5t-Tgでは高

脂肪食投与により WT に比べ有意な体重増加
と血中コレステロール値の高値を示した。組
織学的な解析を行った結果では、WTおよびβ
5t-Tg のいずれにも脂肪肝を認めたが、WT で
は小滴性の脂肪肝を認め、β5t-Tg では大滴
性の脂肪肝が観察された。Oil red O 染色に
よって肝臓内の脂肪沈着量を検討した結果、
Tg に有意な脂肪沈着の増加を認めた。 
(6)脂肪滴関連タンパク質の変化 
細胞内の脂肪代謝や脂肪蓄積には脂肪滴関
連タンパク質である perilipin, adipose 
differentiation-related protein (ADRP)、
cell-death-inducing DNA fragmentation 
-factor-45-like effector (CIDE) family 
proteins (CIDE A、CIDE B、Fsp27)等の分子
が関与している。WTおよびβ5t-Tgの肝臓に
おけるこれらの分子の発現をウエスタンブ
ロットで検討した結果、β5t-Tgで ADRP の増
加が認められた。 
(7)β5t-Tg末梢血、脾細胞の解析 
β5t-Tg 末梢血の白血球数、リンパ球数、T
細胞分画について、フローサイトメトリーに
より解析を行った。その結果、白血球数、リ
ンパ球数にβ5t-Tgと WTに有意な差は認めな
かった。その一方で、T細胞を CD4+ T細胞と
CD8+ T細胞に分けて CD4/CD8 比を解析した結
果では、β5t-Tg で有意に CD4/CD8 比が増加
していた。脾細胞でも CD4/CD8 比がβ5t-Tg
で有意に増加していた。 
(8)β5t-Tg胸腺細胞の解析 
β5t-Tg 胸腺細胞の分画について、double 
negative (DN)細胞、double positive(DP)細
胞、CD4+ SP 細胞、CD8+ SP 細胞に分けて解
析した。その結果、β5t-Tg 胸腺細胞では DP
細胞が増加し、CD8+ SP 細胞が減少する傾向
にあった。CD4/CD8 比を算出した結果では、
末梢血や脾細胞と同様にβ5t-Tg で有意な比
の増加が認められた。β5t-Tg 胸腺細胞にお
ける TCRβの発現を解析した結果、β5t-Tg
胸腺細胞では TCRβ発現が低い CD8+ SP 細胞
の割合が増加し、中等度～高発現を示す CD8+ 
SP 細胞が減少していることが明らかとなっ
た。そのような TCRβ発現の低下は CD8+ SP
細胞に特異的であり、DP細胞や CD4+ SP 細胞
では WTと同程度の発現が観察された。 
(9)結果のまとめ 
本モデルを用いた研究により、プロテアソー
ムの機能低下は個体老化の重要な要因の１
つになっていることが初めて明らかになっ
た。加えて、同マウスに高脂肪食負荷などの
環境要因ストレスを負荷することで老化に
関連した病態が誘導されることを明らかに
した。また、プロテアソームは免疫応答にお
いても重要な役割を果たしているが、本マウ
スでは T 細胞の成熟分化の異常を認め、プロ
テアソームの機能異常が免疫系の疾患病態
にも関わっている可能性が示唆された。 
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