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要旨 

多価不飽和脂肪酸（PUFA）は肝臓における中性脂肪合成を抑制し、高脂血症治療薬に

用いられる。肝臓における脂肪酸・トリグリセリド・コレステロール合成を制御する転

写因子として SREBP（sterol regulatory element-binding protein）が知られるが、

SREBP に対する PUFAの作用機序は未解明の点が多い。 

我々は先行研究において、アデノウイルスで導入したルシフェラーゼレポーターの

定量を行い、生きたマウスの肝臓における SREBPの切断活性を in vivo imaging 

system(IVIS)で評価するアッセイ系を構築した。その先行研究では、PUFAが SREBP-1

の切断活性を特異的に抑制すること(一方でSREBP-2の切断活性は抑制しないこと)を

明らかにしたが、詳細な機序は未解明のままであった。 

そこで、SREBP-1上のPUFA作用ドメインを絞り込むことを目的として、本研究を行

った。まず、レポーター遺伝子の発現を安定化させる工夫として既報を参考に転写活

性化因子を改変したところ、培養細胞においても生体（マウス肝臓）においても、十

分高いルシフェラーゼ値が得られたため、先行研究に比較してより強いレポーター活

性を有する転写活性化因子を用いて実験を進めることが可能となった。。 

また、SREBP-1とSREBP-2のハイブリッド分子等、SREBPの配列を改変した分子を複

数作成し、培養細胞やIVISを用いてそれらの特性を評価した。培養細胞を用いた実験

から、SREBPのC-terminal regulatory domainにおけるSCAPとの相互作用部位が、

transmembraneからSREBP-1c 777、SREBP-2 796の間にある可能性が示唆された。ま
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た、IVISを用いた実験から、SREBP-1上の PUFA作用ドメインがCOOH末端側に存在す

ることが判明した（具体的には、SREBP-1c 777より更にCOOH末端側に存在する可能

性が示唆された）。このように、具体的なSREBP配列をもとに、SREBPに対するPUFAの

作用ドメインを模索し、同定した先行研究がまだ無いため、ここに報告する。 
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略語一覧 

CopⅠ:coat protein Ⅰ 

CopⅡ:coat protein Ⅱ 

DHA:docosahexaenoic acid 

EPA:eicosapentaenoic acid 

HDL: high density lipoprotein 

INSIG：insulin inducing gene 

IVIS: in vivo imaging system 

LDL：low density lipoprotein 

PUFA：polyunsaturated fatty acid 

S1P：site 1 protease 

S2P：site 2 protease  

SCAP:SREBP cleavage-activating protein 

SRE：sterol regulatory element 

SREBP-1: sterol regulatory element-binding protein-1 

SREBP-2: sterol regulatory element-binding protein-2 

SSD：sterol sencing domain 

TG: triglyceride 
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序文 

脂肪酸は、分子構造から、二重結合をもたない飽和脂肪酸（saturated fatty acid）

と、二重結合を有する不飽和脂肪酸（unsaturated fatty acid）に分類される（Fig.1）

（１）。不飽和脂肪酸は更に、二重結合を 1つ持つ一価不飽和脂肪酸（monounsaturated 

fatty acid）と、2つ以上持つ多価不飽和脂肪酸（PUFA：polyunsaturated fatty acid）

に分かれる。PUFAは、二重結合の始まる位置によって、n-6 系多価不飽和脂肪酸と、

n-3系多価不飽和脂肪酸に大別される（Fig.2）（２）。前者には、リノール酸、γ-

リノレン酸、アラキドン酸等があり、植物油に多く含まれる。後者には、αリノレン

酸、エイコサペンタエン酸（EPA:eicpsapentaenoic acid）、ドコサヘキサエン酸

（DHA:docosahexaenoic acid）等があり、魚油に多く含まれる。人体に存在する PUFA

は生体内で合成されず、そのほとんどが食物由来の脂肪酸である。 

 

Fig.1     脂肪酸の分類

文献（1）より引用
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PUFAには、肝臓での中性脂肪合成を抑制する働きがあることが 1960年代から知ら

れてきた（３）。同時期より、Keysらによる 7か国研究（Seven Countries Study）

において、北欧や米国と比較し、日本や地中海諸国における虚血性心疾患の死亡率が

低いことが観察された（４）。1970年代に入り、Dyerbergらが、グリーンランドイ

ヌイットではデンマーク人に比較して血中総コレステロール値、中性脂肪値が低く、

虚血性心疾患の死亡割合が少ないことを報告した（５）。 

しかし一方で、本邦における平成 17年度の死因の統計（Fig.3）を見ると、虚血性

心疾患や脳血管障害が約 3分の 1もの割合を占めていることが分かる。 

Fig.2 多価不飽和脂肪酸の代謝および構造

文献（2）より引用
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更に、長期臥床を強いられる原因疾患として脳血管障害が約 4割を占めるという厚生

労働省の報告（Fig.4）もある。

  

歴史的に見ても、日本では食生活の欧米化等に伴い魚の摂取量が年々減少しているが、

この動きと対称的に虚血性心疾患や脳梗塞による死亡数が増加している（Fig.5）。 

Fig.3 本邦における死亡原因の割合

厚生労働省「平成17年人口動態調査」より引用

Fig.4 本邦における「寝たきり」の原因の割合

より引用
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こうした流れを受け、1990年代に入り、PUFAの一種である EPAが高脂血症治療薬と

して開発され、臨床応用されるに至った。   

その後、日本人の高脂血症患者における高純度 EPA製剤の長期投与による冠動脈イ

ベントの発症抑制効果（1次予防および 2次予防）を検討するため、世界で初めての

大規模無作為化比較試験 Japan EPA Lipid Intervention Study（JELIS）が 1996年か

ら実施された。結果、冠動脈疾患の 1次及び 2次予防に対して EPAが有用であること

が判明し、高中性脂肪血症管理の重要性がより広く認識されるようになった（６）。 

 

 

厚生統計協会:国民衛生の動向, 厚生の指標 36：48.1989より引用

Fig.5
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このように動脈硬化性疾患との関連が知られる一方で、本来コレステロールや脂肪

酸は、生体の維持に重要な働きを担っている。コレステロールは脳や副腎を始め各臓

器に存在して細胞膜の主要成分となり、副腎皮質ホルモンや性腺ホルモンの原料にも

なる。脂肪酸は骨格筋などのエネルギー源としてβ酸化に利用されたり、褐色細胞組

織では熱産生に利用されたりもする。特にコレステロールは、1980年代後半より研究

が進み、細胞内で一定の含量を維持する繊細な調整がなされていることが判明した。 

すべての細胞は、アセチル CoAを出発物質として、30段階近くの酵素反応を介して

コレステロールを合成することが出来る（Fig.6）（７）。それと同時に、細胞は細胞

膜表面に LDL（low density lipoprotein）受容体を発現し、血液中の LDLを取り込み、

そこに含まれるコレステロールを細胞外から獲得することも出来る。この取り込み経

路により、細胞がコレステロール供給過多の状態になると、フィードバック機構が働

き、合成や取り込みが抑制され、細胞内コレステロール量は減少する。このフィード

バックは主として転写レベルで行われ、コレステロール合成の初期を触媒するヒドロ

キシメチルグルタリル CoA(HMG-CoA)合成酵素や還元酵素、更に LDL 受容体の mRNA 量

は、細胞内コレステロール量と連動を示す。この機構を明らかにする目的で、これら

遺伝子の 5´上流域に存在するコレステロールによる転写制御に応答するシスエレメ

ントである SRE（sterol regulatory element）が同定され、それに結合する転写因子

の精製が進められた。そして 1993 年、脊椎動物の肝臓における脂肪酸・トリグリセ
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リド・コレステロール合成を制御する転写因子として、SREBP（sterol regulatory 

element-binding protein）の存在が判明した（８）・（９）。 

 

SREBPは、bHLH-Zip(basic-helix-loop-helix-leucine zipper)型の転写因子であり、

小胞体膜に 2回膜貫通型の前駆体タンパクとして存在する（Fig.7）（７）。この時 SREBP

は、C末端同士で SCAP(SREBP cleavage-activating protein)と結合し複合体を形成

しており、この SCAPがコレステロールセンサーとして機能する（１０）。 

なお、SCAPは 8回膜貫通領域を持ち、C末端側を細胞質に突き出す形で、主に小胞

体膜上に存在する。SCAPの解析の結果、その一次配列を解析すると、コレステロール

合成の律速酵素である HMG-CoA還元酵素等に見られる SSD(sterol sencing domain) 

が見出された（１１）。 

Fig.6 脂質代謝に関与する諸酵素

文献（7）より引用
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小胞体膜中のコレステロール含量は細胞膜等に比べ少ないことが分かっているが、

この量がモル比で 5％を超えている場合は、SSDにコレステロールが結合し、構造変

化した SCAPを Insig（insulin inducing gene）が認識し、三量体を形成する（Fig.8）

（１２)。この SCAPを介して SREBPも小胞体上に留められるため、活性化されない。

一方、コレステロール含量が 5％を下回ると、三量体の形成は抑制され、MELADLとい

う配列を介して SCAPが CopⅡ(coat protein Ⅱ)タンパクに結合することで、

SCAP/SREBP複合体がゴルジ体へ輸送される（１３）。 

ゴルジ体では膜結合部位周辺でタンパク分解酵素（S1P、S2P）によって 2か所の切

断を受けると、N末端側が遊離し、核内へ移行し、転写因子として働く（Fig.7）（７）・

（Fig.8）（１２)。  

Fig.7 SREBPの分子動態 （切断による活性化）

文献(7)より引用
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現時点で SREBP ファミリーとして、2 種類の遺伝子にコードされた SREBP-1 と

SREBP-2が知られている（Fig.9）（１４）。SREBP-1には、開始コドンを含むエキソ

ン 1a と、そこから 14kb 下流の同じく開始コドンを含むエキソン 1c から、スプライ

シングの違いにより生じる 2 種類のスプライシングアイソフォームが存在する

（Fig.10）（１５）。その結果、SREBP-1aと SREBP-1cは N末端側が異なり、SREBP-1a 

に比べて、SREBP-1c は 24 アミノ酸残基が欠落している。転写活性化領域が短い分、

SREBP-1c は転写因子活性が弱い。また、これらの発現割合は細胞毎に異なっている。

肝臓などの分化した組織の細胞では SREBP-1c と SREBP-2 が主要なアイソフォームで

あり、SREBP-1aは培養細胞や増殖が活発な細胞での主要なアイソファームである 

(１６)。 

Fig.8 小胞体膜コレステロール含量による
SREBP活性化の調節機構

文献(１２)より引用
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興味深いことに、SREBP-1 と SREBP-2 は、比較的高いアミノ酸相同性を有している

にも関わらず（Fig.9）（１４）、それぞれ固有の働きを担う（SREBP-1c は脂肪酸や

トリグリセリドの合成、SREBP-2はコレステロールの合成、SREBP-1aは脂肪酸・コレ

ステロールの両方の合成を制御する）ことが判明してきた。 

Fig.9 SREBP-1とSREBP-2の配列比較

文献(１４）より引用

Fig.10            小胞体膜上のSREBP-1とSREBP-2

文献(１５）より引用
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具体的には、SREBP-1 欠損マウスでは摂食による中性脂肪合成系の遺伝子発現誘導

が顕著に低下しており、血中中性脂肪値も低いことが報告された（１７）。次に PUFA

やそれを豊富に含む魚油を投与したマウスの肝臓では、SREBP-1 の核内活性型タンパ

ク質量が顕著に減少する一方、SREBP-2は全く影響を受けないことが判明した（１８）。

さらに、切断活性化が不要な核型 SREBP-1c をトランスジーンとして発現したマウス

に PUFA ないし魚油を投与したところ、このマウスでは核型 SREBP-1 タンパク質量は

PUFA 投与の影響を受けなかった。このことから、PUFA による核型 SREBP-1 タンパク

質量低下の作用機序として、核型 SREBP-1 タンパクの分解促進によるものではなく、

膜結合型の前駆体タンパク質の切断の過程で行われている可能性がもっとも高いと

推定された。加えて、同報告では、PUFAで影響を受けないトランスジーンを発現した

ジェニックマウスでは、SREBP-1下流の中性脂肪合成系遺伝子に PUFAの抑制効果が見

られず、PUFAの抑制効果は SREBP-1の抑制を介したものであることも証明された（１

８）。次にその機序を更に解明をするため、SREBP-1の切断による活性化を定量するア

ッセイ系の開発が取り組まれた。当初、培養細胞での実験結果では、PUFAに特異的で

あるはずの SREBP-1抑制が 1価の不飽和脂肪酸においても認められるという問題が生

じた（Fig.11）（１９）。しかし、生体（マウス肝臓）においてはそうした問題は生

じず、PUFAに特異的に SREBP-1の抑制が認められた（Fig.12）（１８）。つまり、SREBP

に対する PUFA の作用を検討するためには、培養細胞ではなく、マウス肝臓を用いた

系を確立する必要があると考えられた。そこで我々は、生きたマウスの肝臓で評価出
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来るアッセイ系を用いることとし、IVIS (in vivo imaging system) （Fig.13）で評

価する系を構築した。 

 

 

Fig.11  培養細胞における
1価不飽和脂肪酸によるSREBP-1の抑制

培養細胞において、 PUFAに特異的であるはずのSREBP-1の抑制が、
なぜか1価不飽和脂肪酸 (OA： oleic  acid) においても認められた。

PUFA

MUFA

文献(１９）より改変

Fig.12  生体（マウス肝臓）における
1価不飽和脂肪酸のSREBP-1に対する影響

文献(１8）より改変

mature SREBP-1

mature SREBP-2

CTRL SA OA LA EPA Fish Fish

PUFAMUFA

一方、生体（マウス肝臓）においては、 培養細胞の結果（Fig. 11)と異なり、
PUFAに特異的にSREBP-1の抑制が認められた。
そのため、 SREBP-1に対するPUFAの作用を検討する為には、
in vitroではなく、in vivoにおける実験系を確立する必要が生じた。
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具体的には、アデノウイルスで肝臓へ導入した切断活性評価のためのルシフェラー

ゼレポーターの定量を IVISで行うことにより、切断活性を測定した(in vivo Ad-luc

解析法)。その結果、PUFAは SREBP-1切断活性を特異的に抑制し、SREBP-2に対して

は抑制しないことが判明した（Fig.14）（２０）。

 

 

Fig.13 in vivo imaging system  (IVIS)

Xenogen社 HPより引用

Fig.14 IVISを用いたPUFAによるSREBP切断活性の評価

文献(２０）より改変

我々のグループの先行研究において、
PUFAがSREBP-1の切断活性を特異的に抑制する一方で、
SREBP-2の切断活性は抑制しないことが判明した。

E： EPA

C： CTRL
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しかし、PUFAが選択的に SREBP-1の切断を抑制することの詳細な機序は不明のまま

であった。そこで本研究では、転写促進因子の改変を行いレポーター遺伝子の発現を

安定化させる工夫を凝らしつつ、SREBP-1と SREBP-2のハイブリッド分子などを作成

し、その特性を評価することで、PUFAによる SREBP-1特異的な切断活性化抑制の分子

メカニズムを調べたため、ここに報告する。 
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実験方法 

(1) 実験材料 

 エイコサペンタエン酸（EPA）エチルエステル（95%純度）は持田製薬（株）から供

与された。エイコサペンタエン酸（EPA）とドコサヘキサエン酸（DHA）の混合製剤（EPA

約 49%、DHA約 40%）は武田製薬（株）から供与された。High-Sucrose fat-free diet

（カゼイン 20％、シュークロース 70％、セルロースパウダー2.7％、ミネラル混合 5％、

ビタミン混合 2％、DL-メチオニン 0.3％）はオリエンタル酵母（株）から購入した。 

 

(2) 実験動物および食餌 

動物の飼育は東京大学動物施設の規則に従った。5～7 週令の雄の ICR マウス（25

～34g）は三協ラボサービス（株）より購入し、最低 4 日間以上、飼育環境に順応さ

せてから実験に用いた。すべてのマウスは、12時間毎の明暗周期の飼育室で、一定の

室温（約 23℃）にて、自由に餌と水を与えられた。食事は酸化を避けるため、毎日新

たに与えた。実験に際しては、各グループのマウスは、自由摂食状態で、主に明期の

時間帯に解析された。 

 

（3）肝臓からの核タンパク質の抽出 

マウスの肝臓からの核タンパク抽出は既報に従った（２１）。マウス肝臓（1匹あた

り 0.5gを使用）を、それぞれ 5mlの緩衝液 A(10mM Hepes pH 7.9、25mM KCl、 
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1mM Na-EDTA、2M Sucrose、10% glycerol、0.15mM spermine、2mM spermidine、 

1mM phenylmethane-sulfonyl fluoride (PMSF)、 2.5μg/ml pepstatin A、2μg/ml 

leupeptin、2.5μg/ml aprotinin、12.5μg/ml ALLN)中で、ポリトロンにより氷上で

ホモジェナイズした。同一の条件のマウスが複数いる場合、ホモジェナイズ後に検体

を混合した。その後、ポッター型ホモジェナイザーでさらに 1ストロークのホモジェ

ナイズを加え、ガーゼで濾し、あらかじめ 10mlの緩衝液 Aをいれた超遠心チューブ

の上から静かに重層させた。その後、スウィングローター(SW-28)上で 24000rpm 4℃

にて 1.5時間超遠心し、沈澱を 0.8mlの緩衝液 B(10mM Hepes pH 7.9、100mM KCl、2mM 

MgCl２、1mM Na-EDTA、10% glycerol、1mM PMSF、2.5μg/ml pepstatin A、2μg/ml 

leupeptin、2.5μg/ml aprotinin、1mM DTT、12.5μg/ml ALLN)に溶解。さらに 0.08ml

の 5M NaClを加え、4℃にて 30分ローテーター上で撹拌してから、89000rpmで 4℃に

て 30分超遠心して得た上清を、核タンパク質抽出液として用いた。 

 

(4) ウエスタンブロッティング 

 （3）で得られたタンパク質の濃度を、ブラッドフォード法にて測定した。50μg

の核タンパク質抽出物に対し、タンパク質溶液と等量の 2×SDS loading bufferを加

え、99℃にて 3 分間熱し、室温まで冷ました。その後、10％ SDS-polyacrylamide 

gel(SDS-PAGE)を用いて、Glycine buffer(0.25M Tris、1.92M Glycine、1% SDS)中に

て電気泳動を行った。20％メタノールを含む Glycine bufferにて、4℃、一晩でゲル
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内のタンパク質をメンブレン（Hybond ECL; Amersham Pharmacia Biotech)へトラン

スファーした。その後、5％スキムミルク（50ml TBS-Tween（0.2％Tween-20（Santa 

Cruz））、2.5gスキムミルク）にてメンブレンをブロッキングし、1次抗体用の抗体を

1/1000 希釈し、5％スキムミルクにて 2 時間メンブレンと反応させた。TBS-Tween に

て 3 回洗浄した後、2 次抗体を 1/2000 希釈し、5％スキムミルクにて 1 時間メンブレ

ンと反応させた。さらにTBS-Tweenで3回洗浄した後、ECL Western Blotting Detection 

System (Amersham Pharmacia Biotech)で反応させ、X線フイルム（XAR-5film(Eastman 

Kodak Co)）に現像し、バンドを検出した。フイルムは XAR-5film (Eastman Kodak Co)

を用いた。ここで用いた 1次抗体である、うさぎポリクローナル抗マウス SREBP-1（931

抗体）は、島野らによって作成されたものである（２２）。 
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(5)自作のコンストラクトの作成 

（5）-① GAL4-minimumVP16の作成  

＜step1  activation domainのアミノ酸配列の確認＞ 

酵母の転写因子 GAL4は、N端が DNA結合ドメインで、C端が酸性アミノ酸から成る

活性化ドメインである。一方、単純ヘルペスウイルスの転写活性化因子 VP16は、DNA

結合能は無いが、強力な転写活性化ドメインを持つ。従って、GAL4 の DNA結合領域と

VP16 の転写活性化領域を持つ GAL4-VP16は、GAL4部位に結合しながら VP16特有の強

い転写活性化を発揮することで知られる（Fig.15）（２３）。 

 

先行研究（２０）ではVP16が使用された。しかし、VP16は強力な転写活性化因子で

あるが、細胞毒性が懸念されてきた（２４)。一方で、VP16転写活性化ドメインはPhe442

を残存させていればアミノ酸の一部を削除した最小領域であっても転写活性は低下

せず、最小領域の2回の繰り返し反復配列で転写活性が上昇した（２５)ことや、最小

領域（minimum VP16)まで削減した転写活性化因子はホスト細胞への毒性低減が期待

された（２６)こと、これらにより非発現誘導時に残存するTRE配列への結合活性が抑

えられ、ホスト細胞への毒性が低減し、哺乳類細胞での発現と安定性が期待される（２

６)という既報をふまえ我々の実験系では転写活性化因子VP16を改変することとした。

Fig.15 GAL4 DBD-VP16の配列

文献(２３）より引用
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具体的には、activation domainを最小領域の3回反復配列に置き換えた minimumVP16

（以下、minVP16）を後述のように自作した。この改変した転写活性化因子である

minVP16のアミノ酸配列の概略図を（Fig.16）に示した。 

 

 

＜step2 PCRで作成する配列の設計＞（Fig.17） 

GAL4-minVP16の 5´側には順に、HindⅢ (AAGCTT)、SalⅠ (GTCGAC)、Kozak (GCCACC)、

開始コドン (ATG)、Myc-tag (GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG)を付加した。また、

3´側には順に SfiⅠサイト(GGCCAAATCGGCC GGCCATAAGGGCC)および XbaⅠ (TCTAGA)を

付加した。このような PCRで得られた GAL4-minVP16の両端は HindⅢと XbaⅠで囲ま

Fig.16 GAL4 DBD-minimumVP16の作成

(step1) activation domainのアミノ酸配列の確認

1 148 151
195

LPADALDDFDLDM

GAL4-minimumVP16 GAL4-DNA-binding domain

linker

minimum VP16 
activation domain

PADALDDFDLDM L PADALDDFDLDM L

2回目1回目 3回目

同じアミノ酸配列が3回繰り返されていること、
VP16よりも配列が短いことが特徴。
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れているため、HindⅢと XbaⅠで切り出しを行い、pCDNA3.1(+)(Invitrogen)や pENTR4 

(Invitrogen)内に挿入出来るようにした。 

なお（5）-②で後述する SREBPの配列を改変した各種 DNA配列は、5´側及び 3´側

を SfiⅠサイトで挟み込むように設計し、PCR (polymerase chain reaction)を行った。

これにより、SfiⅠサイトに囲まれたまま自作の DNA配列をそのまま切り出し、

GAL4-minVP16内の SfiⅠサイトにそのまま挿入出来るよう工夫した。 

 

 

 

 

Fig.17 GAL4 DBD-minimumVP16の作成
(step2) PCRで作成する配列（inserｔ）の設計

GAL4-DNA
binding domain

min VP16
activating  domain

HindⅢ

Kozak

Start 
codon

Myc
tag

XbaⅠ

SfiⅠ(3´)SfiⅠ(5´)

SREBPを改変したDNA配列

後述する、SREBPを改変した種々のDNA
配列は、両端にSfiⅠサイトを付加しているため
GAL4 DBD-minimumVP16 内のSfiⅠサイトに
このままligationすることが出来る。

下記のように設計し、PCRを行い、HindⅢとXbaⅠで切り出したinserｔを、
pCDNA.3.1(+)やpENTR4に挿入した。

後で挿入

PCRで作成したinsert

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)
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＜GAL4-minVP16の具体的な配列＞ 

上述の、HindⅢと XbaⅠで囲まれた GAL4-minVP16の全配列を下記に示した。 

(青下線部は GAL4-DNA binding domain、赤下線部が minVP16に相当する) 

HindⅢ SalⅠ  Kozak  startcodon     Myc-tag 

AAGCTT GTCGAC GCCACC ATG GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG 

ATGAAGCT ACTGTCTTCT ATCGAACAAG CATGCGATAT TTGCCGACTT AAAAAGCTCA AGTGCTCCAA 

AGAAAAACCG AAGTGCGCCA AGTGTCTGAA GAACAACTGG GAGTGTCGCT ACTCTCCCAA 

AACCAAAAGG TCTCCGCTGA CTAGGGCACA TCTGACAGAA GTGGAATCAA GGCTAGAAAG 

ACTGGAACAG CTATTTCTAC TGATTTTTCC TCGAGAAGAC CTTGACATGA TTTTGAAAAT 

GGATTCTTTA CAGGATATAA AAGCATTGTT AACAGGATTA TTTGTACAAG ATAATGTGAA 

TAAAGATGCC GTCACAGATA GATTGGCTTC AGTGGAGACT GATATGCCTC TAACATTGAG 

ACAGCATAGA ATAAGTGCGA CATCATCATC GGAAGAGAGT AGTAACAAAG GTCAAAGACA 

GTTGACTGTA TCGCCG GAATTCCCAGCCGACGCCCTTGACGATTTTGACCTTGACATGCTCCCT 

GCAGATGCCCTTGACGACTTTGACCTTGATATGCTGCCTGCTGACGCTCTTGACGATTTTGACCT 

SfiⅠ          XbaⅠ 

TGACATGCTCGAAGGATCCTTCGACCA GGCCAAATCGGCC GGCCATAAGGGCC TCTAGA 
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＜GAL4-minVP16作成の PCR用プラスミドテンプレート＞ 

筑波大学 武内謙憲先生より頂戴した pMvectorの GAL4下流に存在する MCS内の

EcoRⅠ-BamHⅠ間に minVP16を挿入したプラスミド(unpublished)を利用した。このプ

ラスミドは、下記のように作成された。まず、rtTA(reverse tetracycline-controlled 

TransActivators)を発現させる uPHD172-1neo内の BamH1サイトに minVP16の配列が

挿入されたプラスミドをテンプレートとし、PCRを行って、minVP16の両端に EcoRⅠ

-BamHⅠサイトを付加した。その PCR productを T-vectorにクローニングし、EcoRⅠ

- minVP16-BamHⅠフラグメントを切り出し、pMvectorの GAL4下流に存在する MCS内

の EcoRⅠ-BamHⅠ間に挿入した。 

 

＜GAL4-minVP16作成の PCR 用 primer＞ 

下記の 2種類を自作した。 

Sense Primer 

AAGCTTGTCGACGCCACCATGGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGATGAAGCTACTGTCTTCTATCGAA

CA 

 

Antisense Primer 

TCTAGAGGCCCTTATGGCCGGCCGATTTGGCCTGGTCGAAGGATCCTTCGAGC 
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＜GAL4-minVP16作成の PCR条件＞ 

PCRの際は、AmpliTaq DNA Polymerase (Invitrogen) を利用した。最初に 94℃ 5

分を 1サイクル、次に 94℃ 1分→60℃ 1分→72℃ 1分を 35サイクル、最後に 72℃ 10

分を 1サイクル行った。 

 

＜GAL4-minVP16のクローニング＞ 

PCR productをゲルで泳動し、およそ 667bp の場所に DNAが存在することを確認

の上、TAcloningを行った。その後、Plasmid Midi Kit(QIAGEN)を用いて DNA 

midipreparationを行い、HindⅢと XbaⅠで十分な時間切断し、HindⅢ- 

GAL4-minVP16- XbaⅠフラグメントを切り出した。 

 

＜GAL4-minVP16を挿入する vectorの作成＞ 

今回我々は 2種類の vector（pCDNA3.1(+)および pENTR4）に HindⅢ- GAL4-minVP16- 

XbaⅠフラグメントを挿入するため、下記のように vectorの作成を行った。 

 

① pCDNA3.1(+)(Invitrogen)の作成 

pCDNA3.1(+)(Invitrogen)に関しては、十分な時間をかけた制限酵素処理により、

MCS内の HindⅢと XbaⅠで開口した（Fig.18）。その後、切り出した HindⅢ- 

GAL4-minVP16- XbaⅠフラグメントを挿入した（Fig.19）。 
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Fig.18 GAL4 DBD-minimumVP16の作成 (step3-1)
vectorの作成 （pCDNA.3.1(+)版）

Amp

ori
pCDNA.3.1(+)

HindⅢ

XbaⅠ

CMV
promoter

MCS内のHindⅢとXbaⅠでpCDNA.3.1(+)を開口してvectorを作成し、
Insertである(HindⅢとXbaⅠで囲まれた）GAL4 DBD-minimumVP16
を挿入した。

Fig.19 全体図
（pCDNA.3.1(+) にGAL4 DBD-minimumVP16を挿入したプラスミド）

Myc-tag

GAL4
Amp

ori

HindⅢ

SfiⅠ(5´)

SfiⅠ(3´)

minVP16

XbaⅠ

CMV
promoter

pCDNA.3.1(+)

Kozak
Start codon
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② pENTR4 (Invitrogen) の作成 

pENTR4 (Invitrogen) に関しては、ATGを含む NCOⅠ（CCATGG）及び ccdBを消去し

た pENTR4（NCO1(-)、ccdB（－））を筑波大学 武内謙憲先生より頂戴した。HindⅢ- 

GAL4-minVP16- XbaⅠフラグメントを挿入するために、pENTR4（NCO1(-)、ccdB（－））

に HindⅢを付加する必要があったため、まずは下記の stepで、MCS内の SalⅠ(GTCGAC)

および BamHⅠ(GGATCC)内に HindⅢを挿入した。 

 

（HindⅢ挿入の step）（Fig.20） 

(Step1) 

まずオリゴマー（sense、antisense）を用いて、SalⅠ- HindⅢ-BamHⅠを作成した。 

Sense：AAA GTC GAC AAG CTT GGA TCC TTT 

Antisense：AAA GGA TCC AAG CTT GTC GAC AAA 

これをそれぞれ 13.5μl（10μM）ずつ作成し、H Buffer(TaKaRa) 

(500mM Tris-HCl(pH7.5)、100mM MgCl２、10mM Dithiothreitol、1000mM NaCl)3μl

と氷上で混合した。95℃ 2分→72℃ 1分、その後は 22℃まで約 30分間かけて温度

を下げる条件で PCRを行い、得られた PCRproductは 80％イソプロパノールおよび

100％エタノールを用いて精製した。 
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(Step2) 

次に pENTR4（NCO1(-)、ccdB（－））を SalⅠおよび BamHⅠで十分な時間をかけて

制限酵素処理を行った。 

(Step3) 

(Step2)で SalⅠおよび BamHⅠで開口した pENTR4（NCO1(-)、ccdB（－））に、(Step1)

で得た SalⅠ- HindⅢ-BamHⅠを挿入した。 

(Step4) 

(Step3)で得られた pENTR4（NCOⅠ(-)、ccdB（－））に HindⅢを挿入した vector

を、今度は十分な時間をかけて HindⅢと XbaⅠで制限酵素処理を行い、最終的に Hind

Ⅲ- GAL4-minVP16- XbaⅠフラグメントを挿入した（Fig.21）。 

 

Fig.20 GAL4 DBD-minimumVP16の作成 (step3-2)
vectorの作成 （pENTR4版）

pENTR4
Nco1(-)
ccdB (-)

SalⅠ

BamHⅠ

（１）MCS内に
HindⅢが無いため、
SalⅠとBamHⅠの間に
HindⅢ を挿入した。

Km

ori

attL2

attL1

pENTR4
Nco1(-)
ccdB (-)

XbaⅠ

Km

ori

attL1

attL2

XbaⅠ

HindⅢ

HindⅢ

pENTR4
Nco1(-)
ccdB (-)

（２）その後、 HindⅢ とXbaⅠで
pENTR4を開口してvectorを作成し、
Insertである(HindⅢとXbaⅠで囲まれた）
GAL4 DBD-minimumVP16を
挿入した。
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このようにして、pCDNA3.1(+)+GAL4-minVP16や、pENTR4+GAL4-minVP16が完成した。

次に、SREBPの転写因子としての特性（SREBP上の PUFA 応答性ドメインの絞り込み）

を配列の違いから評価するために、下記のように SREBPの配列を様々に改変した DNA

の作成を行った。これら自作の DNA配列は、GAL4-minVP16の SfiⅠサイト内に挿入出

来るように、両端を SfiⅠサイトに囲まれるように設計した。 

 

（5）-② SREBP配列を改変したDNA配列の作成 

2段階に及ぶSREBP切断機構は、小胞体内腔に突出するループのほぼ中央に存在する

Site-1でSREBPを切断するプロテアーゼにより開始される（Fig.22）（２７）・（Fig.23）

Fig.21 全体図
（ pENTR4にGAL4 DBD-minimumVP16を挿入したプラスミド）

Myc-tag

GAL4

Km

ori

HindⅢ

minVP16

XbaⅠ

pENTR4
Nco1(-)
ccdB (-)

attL1

attL2

Kozak

Start codon

SfiⅠ(5´)

SfiⅠ(3´)
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（２８）。 

 

 

 

 

Fig.22 SREBPの2段階切断機構

文献(２７）より引用

Fig.23 SREBPの2段階切断部位

文献(２８）より引用
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Site-1プロテアーゼ（S1P）（サブチリシン様セリンプロテアーゼ）の切断の際、特

にR（アルギニン）はS1Pの認識部位として重要である（Fig.24）（２９）。この切断

により、SREBPはNH2末端部とCOOH末端部に二分断されるが、それらはまだ膜に結合し

たままである。 

 

 

この後すぐにSite-2プロテアーゼ（S2P）（メタロプロテアーゼ）によってNH2末端

部の中間体SREBPは、疎水性アミノ酸から構成される第1膜貫通シーケンスの内側のL

（ロイシン）-C（システイン）結合で切断を受ける。S2P切断は、第1膜貫通シーケン

スのすぐNH2末端側にあるDRSRの4アミノ酸残基を必要とする（Fig.25）（２９）。こ

のようなS1P及びS2Pの2段階の切断により、SREBPは最終的な成熟型SREBPに変換され、

小胞体膜から細胞質へと切り離され、即座に核へと移行する。そこでSREBPは脂質代

謝に関与する標的遺伝子のプロモーターに結合し、転写を活性化する。 

Fig.24 SREBPの2段階切断部位 （S１Pの切断）

文献(２９）より引用
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今回我々は、SREBP上のPUFA応答性ドメインの絞り込みを行う目的で、human SREBP

全長のみならず、NH2末端部やCOOH末端部の一部を削除した分子や、SREBP-1とSREBP-2

を組み替えたhybrid分子等の人工的な配列を有する分子を作成し、それぞれ前述((5）

-①）したGAL4-minimumVP16のSfiⅠサイト内に挿入した。 

 

＜SREBP配列を改変した各種DNA配列の呼称について＞ 

まず、呼称について下記に記載する。FLはfull length、RegはC-terminal regulatory 

domain、NucはN-terminal nuclear partより命名した。右の数字は全長配列における

アミノ酸数を示す。なお、SREBP-2においては、13アミノ酸部分のメチオニンがKozak

配列に囲まれており、転写開始点の重複が生じることを避けるため、NH2末端部の13

アミノ酸が除かれた配列を用いた（２９）。 

Fig.25 SREBPの2段階切断機構 （S2Pの切断）

文献(２９）より引用
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●SREBP-1c FL  1–1123 

●SREBP-1c Reg 431–1123 

●SREBP-1c Reg 431–777  

●SREBP-1c Nuc 1–436 

●SREBP-1c Nuc 1–777  

●SREBP-2  FL  14–1141 

●SREBP-2  Reg 450–1141  

●SREBP-2  Reg 450–796 

●SREBP-2  Nuc 14-460  

●SREBP-2  Nuc 14-796 

●hybrid  N1C2 

(N-terminal nuclear partが-1c(1-518)、C-terminal regulatory domainが

-2(547-1141)) 

●hybrid  N2C1 

(N-terminal nuclear partが-2(14-546)、C-terminal regulatory domainが-1c 

(519-1123)) 
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次に、各々の DNA 配列の概図を（Fig.26）（Fig.28）（Fig.29）に示すとともに、

具体的な PCR 方法について下記に示した。全ての PCR の際は Prime STAR GXL DNA 

Polymerase(TaKaRa)を用いた。用いた PCR primer をまとめた一覧表を（Fig.31）

（Fig.33）に示し、PCR条件をまとめた一覧表も（Fig.32）（Fig.34）に示した。 

 

なお、今回我々は最初にSREBP-1c FL 1–1123及びSREBP-2 FL 14–1141を作成し、

T-vectorとTAクローニングを行った。そこで完成したT-vector＋SREBP-1c FL 1–1123

や、T-vector＋SREBP-2 FL 14–1141を、他種のDNA配列作成のためのPCR用プラスミド

テンプレートとして用いた。下記に記載したのは、SREBP-1c FL 1–1123及びSREBP-2 FL 

14–1141を作成するPCRを行った際にプラスミドテンプレートとして用いた、pM 

vector+ GAL4-VP16-SREBP-1c FL及びpTK-HSV- SREBP-2 FLに関する作成背景である 

(いずれのプラスミドも、筑波大学 武内謙憲先生より頂戴した)。 

 

（pM vector+VP16-SREBP-1c FLについて） 

このプラスミドは先行研究（２０）で使用された。まずpM vectorのGAL4-DBDの3´

側のEcoRI-BamHIに、pACT vectorからEcoRI-BamHIで切り出したVP16を挿入した

(pM-VP16)。次に、pM-VP16内のMCSのSalIをClaIに変更した vector (pM-VP6-ClaI)に、

ClaI-XbaIで、SREBP-1c FLを挿入した。ClaI-XbaIを用いた理由は、既報（２９）に

おいてpTK-HSV vectorに、ClaI-XbaIでSREBP-1c FLが挿入されていたことを活用した。 



35 

 

（pTK-HSV- SREBP-2 FLについて） 

このプラスミドは既報（２９）で使用された。まず、pXH4 vectorのKpnⅠ-SalⅠか

らSREBP-2（316-1141）を切り出した。次にオリゴマー(NotⅠとKpnⅠで囲まれた) 

SREBP-2（14-351）をPCRで作成し、pXH4 vector内のSREBP-2（316-1141）とligation

を行った。その後、pTK-HSV vectorのSalⅠ(blunted with Klenow flagment)- NotⅠ

に、pXH4 vectorのNotⅠ- SalⅠで切り出したSREBP-2（14-1141）が挿入され、pTK-HSV- 

SREBP-2 FL 14-1141が作成された。 

 

SREBP配列を改変した各種DNA配列の作成においては、（Fig.30）-(1)で示した通り、

自作したSREBP-1c FL 1–1123やSREBP-2 FL 14–1141（いずれも両端にSfiⅠを有する）

をTAクローニングして得たプラスミドである、T-vector+ SREBP-1c FL  1–1123(「Sfi

Ⅰ挿入後①」と称する)、T-vector+ SREBP-2  FL  14–1141(「SfiⅠ挿入後②」と称

する)を PCR用プラスミドテンプレートとして、PCRを行った。 

 

また、2種類の hybridに関しては他の 10種と異なり、megaprimer PCR法を用いた

2段階の PCRを経て作成した（Fig.27）-(1)。本実験では、具体的には（Fig.27）-(2) 

で示した様に、PCR で C-terminal regulatory domain 部分のみを作成し、この

PCRproduct そのものを megaprimer として使用し、N-terminal nuclear part を含め

た全 hybrid配列を PCRで得た。詳細を下記にも示した。 
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＜hybrid N1C2の作成＞ 

DNA配列を、N-terminal nuclear partが-1c(1-518)、C-terminal regulatory domain

が-2(547-1141))となるように設計し、megaprimer PCR法を用いて作成した。 

 

(step1) C-terminal regulatory domain部分の作成  

（1stPCR用プラスミドテンプレート） 

T-vector+ SREBP-2  FL  14–1141を利用（「SfiⅠ挿入後②」）。 

（1st PCR用 Primer） 

Sense Primer：CTGGCTGGGCCCAGTGGATGATGCCTACTCTTCTCTTAT 

これは hybrid の境目となる部分であり、赤文字は SREBP-1c、黒文字は SREBP-2 の配

列となるように設計した。 

Antisense Primer：antisense2-①を利用（Fig.33）。 

（PCR条件） 98℃ 10秒→60℃ 15秒→68℃ 2分を 35サイクル行った。 

この 1stPCR productを切り出し（これが megaprimerとなる、次の 2nd PCR用プラ

スミドテンプレート（後述）と 94℃ 10分置き、denatureさせた。その後、室温で冷

まし、2nd PCRに進んだ。 

（step2）megaprimerを用いた hybrid全長の作成  

（2nd PCR用プラスミドテンプレート） 

T-vector+ SREBP-1c FL 1–1123を利用（「SfiⅠ挿入後①」）。 
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（2nd PCR用 Primer） 

Sense Primer：sense1-①を利用（Fig.31）。 

Antisense Primer：1stPCR productそのものを megaprimerとして使用。  

（PCR条件）98℃ 10秒→60℃ 15秒→68℃ 4分を 35サイクル行った。 

以上の 2段階の PCRにより、目的とする hybrid N1C2の全長配列を得ることが出来た。 

 

hybrid N2C1に関しても、同様の手順で作成した。 

＜hybrid N2C1の作成＞ 

N-terminal nuclear partが-2(14-546)、C-terminal regulatory domainが-1c 

(519-1123)となるように、megaprimer PCR法を用いて作成した。 

（1stPCR用プラスミドテンプレート） 

T-vector+ SREBP-1c FL 1–1123を利用（「SfiⅠ挿入後①」）。 

（1st PCR用 Primer） 

Sense Primer：GGCTGGTTTGACTGGCTGCTGCCCCCAGTGGTCTGGCTG 

黒文字は SREBP-2で、赤文字は SREBP-1cの配列である。 

Antisense Primer：antisense1-①を利用（Fig.31）。 

（PCR条件）98℃ 10秒→60℃ 15秒→68℃ 2分を 35サイクル行った。 

この 1stPCR product を切り出し（これが megaprimer となる）、次の 2nd PCR 用プ

ラスミドテンプレート（後述）と 94℃ 10分置き、denatureさせた。その後、室温で
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冷まし、2nd PCRに進んだ。 

（2nd PCR用プラスミドテンプレート） 

T-vector+ SREBP-2  FL  14–1141を利用（「SfiⅠ挿入後②」）。 

（2nd PCR用 Primer） 

Sense Primer:sense2-①を利用（Fig.33）。  

Antisense Primer:1stPCR productそのものを megaprimerとして使用。  

（PCR条件）98℃ 10秒→60℃ 15秒→68℃ 4分を 35サイクル行った。 

以上、2段階の PCRにより、目的とする hybrid N2C1の全長配列を得ることが出来た。 

 

 

Fig.26    SREBP配列を改変した各種DNA配列 (hybrid の配列）

SREBP-1c FL  1–1123

SREBP-2  FL  14–1141

hybrid  N1C2 (N -1c (1-518)、C -2 (547-1141))

hybrid  N2C1  (N -2 (14-546)、C -1c  (519-1123))

SfiⅠ(3´)SfiⅠ(5´)

N C

１ 1123

Transmembrane

bHLH-Zip

N C

14 
1141 

N

１ 1141 

C

14 
1123

CN
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Fig.27-(1) megaprimer法の概図

(step 1)
primerの設計

(step 2)
1回目のPCR template

1回目のPCR product（＝megaprimer）完成

(step 3)
2回目のPCR

megaprimerを
antisense primer 
として利用

hybridの境界を含む
sense primerを設計する

2回目のPCR product
（＝hybrid配列）完成

hybridの3´側より
antisense primerを
設計する

step 1で設計した2 つのprimerを使用

template

hybridの5´側より
sense primerを
設計する

hybrid配列を設計する
(3´)(5´)

PCR

PCR

hybrid  N1C2 (N -1c (1-518)、C -2 (547-1141))作成例

N C

Transmembrane

bHLH-Zip

１

14 

Fig.27‐（2） 本研究で用いたmegaprimer法によるhybrid作成例

(step 1)
primerの設計

N

1141 

(step 2)
1回目のPCR template=SREBP-2 FL C

1141 

1回目のPCR product（＝megaprimer）完成

C

1123 

N

１

(step 3)
2回目のPCR

N C

1141 
１

hybridの境界を含む
sense primerを設計

2回目の
PCR product
（＝hybridN1C2）
完成

anti sense 2-①
（Fig 33)を利用

megaprimerを
antisense primer 
として利用

sense 1-①
（Fig 31)を利用

template=SREBP-1c FL

PCR

PCR

(SfiⅠ5´) (SfiⅠ3´)
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Fig.28   SREBP配列を改変した各種DNA配列 (SREBP-1cの改変）

SREBP-1c FL  1–1123
SfiⅠ(3´)SfiⅠ(5´)

N C

1 1123

Transmembrane

bHLH-Zip

N C

431 

N

1 436 

C

1 777

CN

SREBP-1c Reg 431–1123

SREBP-1c Nuc 1–777

SREBP-1c Nuc 1–436 

1123

SREBP-1c Reg 431–777

431 777

N C

Fig.29   SREBP配列を改変した各種DNA配列 (SREBP-2の改変）

SREBP-2 FL  14-1141

SfiⅠ(3´)SfiⅠ(5´)

N C

14 1141

Transmembrane

bHLH-Zip

N C

450 

N

14 460 

C

14 796

CN

SREBP-2 Reg 450-1141

SREBP-2 Nuc 14-796

SREBP-2 Nuc 14-460

1141

SREBP-2 Reg 450-796

450 796

N C
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Fig.30-(1) SREBP配列を改変した各種DNA作成のPCR方法

pM vector
Amp

Sense1-① antisense1-①

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)
両端にSfiⅠサイトが付加された
SREBP-1c 1-1123が完成したため、
TAクローニングを行った。

(step1)
pM vectorにSREBP-1c FLが挿入された
プラスミド（これを「SfiⅠサイト未挿入プラスミド」
と呼称する）を用いて、左図のPCRを行い、
SREBP-1c FLの両端にSfiⅠサイトを付加した。

1 1123

SREBP-1c の配列の改変を例に説明する。

Fig.30-(2) SREBP配列を改変した各種DNA作成のPCR方法

T-vector
Amp

1‐②

1-①

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)

(step2‐1 Regバージョンの作成)

T-Vector に、（step1)で完成した
SREBP-1c FL 1-1123（両端にSfiⅠサイト付加）
を挿入したプラスミド（「SfiⅠ挿入後①」と呼称）を
PCRテンプレートとして、2種類のRegを作成した。

431 1123

1-②

SREBP-1c 
Reg 431–1123が
完成

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)

SREBP-1c 
Reg 431–777が
完成

431 777

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)

1‐②

Sense

Anti
sense

Sense

Anti
sense
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Fig.30-(3) SREBP配列を改変した各種DNA作成のPCR方法

T-vector
Amp

1‐①

1-③

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)

(step2－2 Nucバージョンの作成)

T-Vector に、（step1)で完成した
SREBP-1c FL 1-1123（両端にSfiⅠサイト付加）
を挿入したプラスミド（「SfiⅠ挿入後①」と呼称）を
PCRテンプレートとして、2種類のNucを作成した。

1 436

1-②

SREBP-1c 
Nuc 1–436が
完成

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)

SREBP-1c 
Nuc 1–777が
完成 1 777

SfiⅠ(5´) SfiⅠ(3´)

1‐①

Sense

Sense

Anti
sense

Anti
sense
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Fig.31  SREBP配列を改変した各種DNA作成のPCR
(SREBP-1cの改変に用いたprimer一覧）

Sense

Sense primer
1-①

GGC CAA ATC GGC CAT GGA TTG CAC TTT CGA AGA CAT 
G

Sense primer
1-②

GGC CAA ATC GGC CAG TGA CTC GGA GCC TGA CAG

Antisense

Antisense primer
1-①

GGC CCT TAT GGC CCT AGC TGG AAG TGA CAG TGG TC

Antisense primer
1-②

GGC CCT TAT GGC CCT ACA CCT GGG CCA GGG

Antisense primer
1-③

GGC CCT TAT GGC CCT AGT CAG GCT CCG AGT CAC T

Fig.32  SREBP配列を改変した各種DNA作成のPCR
(SREBP-1cの改変に用いたPCR条件一覧）

DNA
配列

Plasmid
template

Sense
primer

Antisense
primer

denature annealing extention cycle

SREBP-1c 
FL  1–1123

SfiⅠ
未挿入
プラスミド

Sense
1－①

Antisense
1－①

98℃
10秒

60℃
15秒

68℃
4分

35

SREBP-1c 
Reg 431–1123

SfiⅠ
挿入後①

Sense
1－②

Antisense
1－①

98℃
10秒

55℃
15秒

68℃
2分

35

SREBP-1c 
Reg 431–777

SfiⅠ
挿入後①

Sense
1－②

Antisense
1－②

98℃
10秒

55℃
15秒

68℃
2分

35

SREBP-1c 
Nuc 1–436 

SfiⅠ
挿入後①

Sense
1－①

Antisense
1－③

98℃
10秒

60℃
15秒

68℃
3分

35

SREBP-1c 
Nuc 1–777

SfiⅠ
挿入後①

Sense
1－①

Antisense
1－②

98℃
10秒

60℃
15秒

68℃
3分

35
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Fig.33 SREBP配列を改変した各種DNA作成のPCR
(SREBP-2の改変に用いたprimer一覧）

Sense

Sense primer
2-①

GGC CAA ATC GGC CAT   GGA CGA CAG CGG CGA GCT 
GGG TGG TCT GGA GAC CAT GGA GAC CCT CAC GGA GCT G

Sense primer
2-②

GGC CAA ATC GGC CGA CTC TGA GCC AGG AAG CC

Antisense

Antisense primer
2-①

GGC CCT TAT GGC CTC AGG AGG CGG CAA TG

Antisense primer
2-②

GGC CCT TAT GGC CTC AAA TGG GGT CAG CTG G

Antisense primer
2-③

GGC CCT TAT GGC CTC AAT CAT CCA ATA GAG GGC TT

Fig.34  SREBP配列を改変した各種DNA作成のPCR
(SREBP-2の改変に用いたPCR条件一覧）

DNA
配列

Plasmid
template

Sense
primer

Antisense
primer

denature annealing extention cycle

SREBP-2 FL  
14-1141

SfiⅠ
未挿入
プラスミド

Sense
2－①

Antisense
2－①

98℃
10秒

60℃
15秒

68℃
4分

35

SREBP-2 
Reg 450-1141

SfiⅠ
挿入後②

Sense
2－②

Antisense
2－①

98℃
10秒

64℃
15秒

68℃
2分

35

SREBP-2 
Reg 450-796

SfiⅠ
挿入後②

Sense
2－②

Antisense
2－②

98℃
10秒

55℃
15秒

68℃
2分

35

SREBP-2 
Nuc 14-460

SfiⅠ
挿入後②

Sense
2－①

Antisense
2－③

98℃
10秒

60℃
15秒

68℃
3分

35

SREBP-2 
Nuc 14-796

SfiⅠ
挿入後②

Sense
2－①

Antisense
2－②

98℃
10秒

60℃
15秒

68℃
3分

35
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＜SREBPを改変した各種 DNA配列の PCR productのクローニング＞ 

上記のようにして得られた各種の PCR productは、T4 Polynucleotide Kinase （NEW 

ENGLAND BioLabs）を用いて 37℃、2 時間反応させてリン酸化処理を行った。一方、

pENTR4（CCDB－）を EcoRV で十分な時間切断し、100％イソプロパノールと 70％エタ

ノールで精製した vector を予め用意し、この vector は CIAP（NIPPON GENE）を用い

て 37℃、6時間反応させて脱リン酸化処理を行った。     

insert（リン酸化処理後の PCR product）と vector（EcoRV で切断して更に脱リン

酸化処理を行った pENTR4（CCDB－））を、T4 DNA Ligase （Promega）を用いて ligation

を行った。その後は、氷上で 30 分間 Competent E.coli DH5α (NIPPON GENE)内に取

り込ませ、カナマイシン培地で selectionし、クローニングを行った。シーケンスが

適切であることを確認し、Plasmid Midi Kit(QIAGEN)を用いて DNA midipreparation

を行った後、Sfi1を用いて十分な時間切断（50℃）の上、切り出した。 

最後に、Sfi1サイトで囲まれた、これらの SREBPを改変した DNA配列は、実験方法

(5)-①で作成済みの pCDNA3.1(+)+GAL4-minVP16や pENTR4+GAL4-minVP16における

GAL4-minVP16下流の SfiⅠサイト内に挿入した。最終的に得られた

pCDNA3.1(+)+GAL4-minVP16-SREBPや pENTR4+GAL4-minVP16-SREBPの概図を（Fig.35）

（Fig.36）に示した。 
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Fig.35 自作のプラスミドの全体図 (pCDNA.3.1(+)版）
（ pCDNA.3.1(+) ＋GAL4 DBD-minimumVP16に、改変したSREBP配列を挿入後）

Myc-tag

GAL4

SREBPを
改変した
DNA配列

Amp

ori

HindⅢ

SfiⅠ(5´)

SfiⅠ(3´)

minVP16

XbaⅠ

CMV
promoter

pCDNA.3.1(+)

両端をSfiⅠサイトで囲んでいる各種DNA配列をinsertとして、
GAL4 DBD-minimumVP16内のSfi1Ⅰサイトに挿入した。

Kozak

Start codon

Stop codon

Fig.36 自作のプラスミドの全体図 （pENTR4版）
（ pENTR4 +GAL4 DBD-minimumVP16に改変したSREBP配列を挿入後）
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attL1

attL2

両端をSfiⅠサイトで囲んでいる各種DNA配列をinsertとして、
GAL4 DBD-minimumVP16内のSfiⅠサイトに挿入した。

Kozak

Start codon

Stop codon
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（6）293細胞の培養 

293細胞は、25mM glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium 、100 units/ml 

penicillin、100 μg/ml streptomycin sulfate、10% fetal bovine serumにて、37℃、

5％ CO2のインキュベーター内で培養し、細胞を良好な状態に保つよう定期的に継代

した。 

 

（7）トランスフェクションおよびルシフェラーゼ活性の測定 

48-wellプレートに 293細胞を 80～90% confluentまで培養した。ルシフェラーゼ

レポーターベクターとして、pGL3 Basic Vector（Promega）の ClaⅠ（ATCGAT）と Hind

Ⅲ(AAGCTT)内に 17m8-luc（GAL4-DBDが特異的に結合する部分であり、17merの

UAS(upstream activation site)配列を 8個タンデムにつないだ、下記の配列）が挿

入されたものを用いた（３０）。 

 

この 17m8-lucの配列は以下の通りである。 

（□で囲まれた部分が 17merの同じ配列になっている） 

ATCGATAGGTACTCGGAGGACAGTACTCCGTACTCGGAGGACAGTACTCCGTACTCGGAGGACAGTACTCCGTA

CTCGGAGGACAGTACTCCGTACCTCGGAGGACAGTACTCCGCTCGGAGGACAGTACTCCGCTCGGAGGACAGTA

CTCCGCTCGGAGGACAGTACTCCGATCCGTCGACTCTAGAGGGTATATAAGCTT 
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このpGL3-17m8-luc 200ng/wellと、SREBP配列を改変した各種DNA（作成法は実験方

法（5）-①および（5）-②にて前述）を挿入したpCDNA3.1(+)-GAL4minimumVP16-SREBP

プラスミド 100ng/wellを混合し、SCAPの共発現の有無により2群に分けた（SCAPは200 

ng/well添加した。SCAPを共発現しない群においてはpCDNA3.1(+)mockを混合し、トラ

ンスフェクトするDNA量を統一した）。 

上記と、SuperFect transfection reagent (Qiagen)1μ/well、

Opti-MEM(Invitrogen)20μ/well、medium 105μ/wellをよく混合し、室温で15分静置。

その後、37℃でインキュベートした。3時間後、mediumを慎重に吸い取り、新たなmedium 

500μ/wellを入れ、再び37℃でインキュベートした。24時間後、プレートを室温に持

ち込み、Reporter Lysis 5×buffer(Promega)にて細胞を回収の上、十分溶解した。

全量を4℃、15000rpm、10分間遠心分離し、上清のみを回収。luciferase assay 

reagent(Promega)を用いて、ルシフェラーゼ値をルミノメーターで測定した。実験は

各種全てtripleで行い、その平均を取って評価した。 

 

 (8)アデノウイルスの増殖と精製 

上述（5）-②で作成した、SREBP配列を改変した各種DNAをGateway entry vector 

pENTR4 (Invitrogen) に挿入し、Gateway LR Clonase Enzyme Mix (Invitrogen)を用

いて、pAd/CMV/V5-DEST vector (Invitrogen)に組み替えた。組み換えたpAd-DESTプ

ラスミドは制限酵素PacIにてリニアライズした後、Wizard DNA Clean-Up 
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System(Promega)を用いて精製した。最終的にTE（pH7.9）20μlで抽出した液と、

SuperFect transfection reagent (Qiagen)4μ/well、Opti-MEM (Invitrogen)80μ

/wellをよく混合し、室温で15分静置。その後、medium500μ/wellを追加し、

12well-plateで培養中の293細胞(80％ confluent)へトランスフェクトし、約2週間、

37℃でインキュベートした。その後、感染した細胞を回収し、液体窒素を用いて凍結・

融解を4回繰り返した後、3500rpm 15分遠心。上清を回収の上、scale-upした大きさ

のdishで、293細胞に感染させた。この後は、細胞を感染させてから概ね48～72時間

後に、各dishにおいて9割以上の細胞が感染していることを顕微鏡で確認の上、細胞

を回収しては凍結・融解するプロセスを繰り返した。最終的には、150mm培養用dish 20

枚分の293細胞に感染させたアデノウイルスを回収した。150mm培養用dish 20枚分の

細胞をmediumごと回収した後は、3500rpm 15分遠心の上、上清を捨て細胞のみを集め、

最終的に3ml×2本分のmediumになるようにした。これを4回凍結・融解し、精製に回

した。 

精製は、Centrifuge Tube(Beckman)に、CsCl 1.4（CsCl(WAKO) 5.3g+10mM 

Tris-HCl(pH7.9) 8.7ml）1.42ml、CsCl 1.2（CsCl (WAKO)2.68g+10mM Tris-HCl(pH7.9) 

9.2ml）1.06ml、アデノウイルスが溶解したmedium 3mlをこの順番で慎重に重層させ、

89000rpm  3時間遠心。ウイルスが存在する最下層のみを21G針で慎重に回収した。そ

の後、PD-10 Desalting Columns(GE Healthcare)を用いて、PBSCa(Invitrogen)溶液

と置換し、精製。吸光度を確認した後、得られた液体の4分の1量の50％ glycerolと
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併せ、冷凍保存した。 

なお、レポーターとして注射したAd-GAL4-RE-Lucについては、筑波大学 武内謙憲

先生より既報（２０）で利用したウイルス（pGL3-17m8-lucのNotⅠ -SalⅠで切り出

したinsertをpENTR4のMCS内のNotⅠ-SalⅠに挿入し、Clonase反応を行ったもの）を

頂戴した。 

 

 (9) IVIS （In Vivo Imaging System）の測定  

実験方法（8）のように精製したAd-GAL4-RE-Lucと、自作して精製した各種

Ad-GAL4-SREBPをよく混合し、マウスに経頸静脈投与した。頸静脈投与を行ってから

48時間（～72時間）後をday0として、IVIS (IVISTM, Xenogen)を用いて撮影を行い、

ルシフェラーゼ値を測定した。day 0測定後より、CTRL群とPUFA(EPA)投与群に分け、

4日間に渡るPUFA投与後の測定をday4とした（Fig.37）。 

 

 

Fig.37 実験の流れ

飼育環境に慣らす
（4日間以上）

PUFA投与
（1日1回、計4日間）

48（～72）
時間

アデノ
ウイルス
注射

1回目の
IVIS測定
（day0)

2回目の
IVIS測定
（day4)
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この撮影の際は、全てのマウスにおいて、同一マウス間のday0とday4における露光

時間やビニング等の撮影条件は統一した。ルシフェラーゼ値を測定する際は、仰臥位

で撮影されたマウスの肝臓に相当する部位を短径2.5cm×長径3.5cm大の楕円形で囲

み計測したが、全てのマウスにおいて、同一マウス間のday0とday4における楕円形の

大きさや形を統一した。 

 

全てのマウスはisofluraneおよび酸素を用いた麻酔条件下で非侵襲的に解析され

た。まず、ルシフェリンを注射する前に、マウスをIVIS内に仰臥位で静置した状態で

撮影し、ルシフェラーゼ値の測定を行った。ここで得た値はbackgroundとして、解析

の際、ルシフェリン注射後に得たルシフェラーゼ値から差し引くこととした。 

そして次に、ルシフェリン(phosphate-buffered salineで7.5 mg/mlになるよう調

整)を0.4ml/body準備し、マウスの腹腔に左右より0.2mlずつ注射。その後速やかにマ

ウスをIVIS内に仰臥位で静置し、注射5分後にルシフェラーゼ値を測定した。 

day0のルシフェラーゼ値を測定した後、同日よりマウスをcontrol群（CTRL：PUFA

と同液量の水道水を投与）と、 PUFA(EPA)投与群の2群に分けた。PUFAは、購入時の

マウスの体重をもとに、7.5g/kg/dayになるよう調整し（２０）、4日間に渡り、1日1

回（24時間毎）経口投与した。PUFAを4日間連日投与した後、day0と同様にIVISを用

いてルシフェラーゼ値を測定した（この2回目の測定をday4とした）。 以上のような

方法で、我々はSREBPの切断活性を評価した（Fig.38）。 
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(10)肝臓に発現しているルシフェラーゼ値の測定（ルミノメーターを用いた測定） 

実験方法（9）のようにIVISで得られたルシフェラーゼ値と、実際に肝臓に発現し

ているルシフェラーゼ値の相関を調べる目的で、day4測定後、速やかにマウス肝臓を

採取し、ルミノメーターを用いてルシフェラーゼ値を測定した。肝臓は1匹あたり正

確に50mg採取し、全て氷上で行った。まず、300μlのReporter Lysis 5×

buffer(Promega)を準備した2mlチューブに、採取した肝臓片を入れ、ポリトロンで十

分に破砕。15000rpmで4℃にて10分遠心後、濁った上清を全て回収。これを更に

15000rpmで4℃にて10分遠心し、透明度が増した上清を回収。このうち10μlを、実験

ER membrane

Cytsol

N

C

luciferase

Nucleus

UAS

precursor SREBP

cleavage

cleavage

mature SREBP Golgi

GAL4-DBD

minVP16AD

N

E1A TATA

Fig.38 SREBPの切断活性を評価するレポーター系の概略
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方法（7）と同様に96well plateに入れ、luciferase assay reagent(Promega)を用い

てルシフェラーゼ値をルミノメーターで測定した。実験は各種全てtripleで行い、そ

の平均を取って評価した。 

  

(11) 統計解析 

 有意差検定は、t検定により P<0.05を有意とした。データは平均値±SEM(Standard 

Error of the Mean)で表示した。 
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実験結果 

（1）多価不飽和脂肪酸（PUFA）によるマウス肝臓の SREBP-1 タンパク質量抑制 

 まず、マウス肝臓における PUFA による核型 SREBP-1 タンパク質量の抑制効果を調

べる目的で、高ショ糖食摂取下で、PUFA（EPA）7.5g/kg/dayを ICRマウスに 2日間投

与し、肝臓の核タンパク質抽出物をウエスタンブロッティング法により解析した。そ

の結果、CTRL（非投与群）に比較して EPA 投与群では、核型 SREBP-1c タンパク質量

が低下していることが認められた（Fig.39）。 

 

次に、高ショ糖食摂取下で、PUFA（EPA、EPA+DHA）7.5g/kg/day を ICR マウスに 4

日間投与し、肝臓の核タンパク質抽出物をウエスタンブロッティング法により解析し

た。その結果、CTRLに比較して PUFA投与群のマウスでは、両者ともに核型 SREBP-1c

タンパク質量が低下していることが判明した（Fig.40）。この抑制効果は、2 回の独

立した実験において認められた。毎回の実験において、マウスの体重を測定したが、

各群間で差はなく、ほぼ同量の食事摂取を行っているものと推定された。 

Fig.39  PUFAによる核型SREBP-1cの抑制

CTRL EPA（×2days)

SREBP-1c
nuclear

lamin

マウスにEPA(7.5g/kg/day)を2日間経口投与した後、
肝臓から核を抽出し、ウエスタンブロッティングを施行した（n=3)。
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(2)培養細胞におけるルシフェラーゼ値の比較 

実験方法（6）をもとに、SREBP配列を改変した各種 DNAを挿入した

pCDNA3.1(+)-GAL4-minimumVP16-SREBPプラスミドを 293細胞にトランスフェクトし、

ルシフェラーゼ値を測定した。全種類のコンストラクトにおいて、SCAP共発現の有無

により 2群に分け、ルシフェラーゼ値の変化を評価することで、培養細胞内における

SREBPの切断活性がどのように変化するかを検討した。なお、SREBP-1c FLについて

は、先行研究（２０）の pCDNA3.1(+)-GAL4-VP16-SREBP-1c FLプラスミドも同様にト

ランスフェクトし、ルシフェラーゼ値を測定した。 

まず、2種類の転写活性化因子（従来の VP16、および今回自作した min VP16）にお

けるルシフェラーゼ値を比較した（Fig.41）。SCAP共発現により、ルシフェラーゼ値

Fig.40  PUFAによる核型SREBP-1c の抑制
(PUFAの種類別による比較）

CTRL EPA EPA+DHA

SREBP-1c
nuclear

lamin

マウスにEPA(7.5g/kg/day)、 EPA＋DHA(7.5g/kg/day)を4日間経口投与した
後、肝臓から核を抽出し、ウエスタンブロッティングを施行した（n=2)。
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は、VP16 で 4.0 倍、min VP16 で 5.1 倍に上昇したが、この変化率は両者で有意差を

認めなかった（P=0.76 by t-test）。しかし、VP16に比較して、min VP16ではルシフ

ェラーゼ値そのものの値が高いことが判明した（SCAP非共発現時で 26.0倍、SCAP共

発現時で 28.8倍の差が認められた）。 

 

次に、転写活性化因子min VP16を有する、SREBP配列を改変した各種コンストラクト

について、培養細胞におけるルシフェラーゼ値を検討した。まず、SREBP-1c FLおよ

びSREBP-2 FLを比較した（Fig.42）（参考（Fig.26））。SCAP非共発現時、両者でル

シフェラーゼ値に差は認めず（P=0.238 by t-test）、ほぼ同程度であった。SCAP共

発現時は、それぞれSCAP非共発現時に比較して5.2倍、2.7倍の上昇を認めた。 

また、SREBP-1c FLおよびSREBP-2 FLを組み合わせた2種類のhybrid分子（hybridN1C2、

Fig.41 培養細胞における
ＳＣＡＰの共発現の有無によるルシフェラーゼ値の変化の確認

2種類の転写促進因子（VP16とminVP16)における比較

luciferase

SCAP

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

(-) (+) (-) (+)

GAL4 DBD-VP16 GAL4 DBD-min VP16

SREBP-1c FL

（平均±SEMとして表した）
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hybridN2C1）に関して調べた（Fig.42）（参考（Fig.26））。hybridは生体内に存在

しない人工的な配列であるが、FLと同様に、SCAP共発現時にルシフェラーゼ値の上昇

を認めた（hybridN1C2で3.0倍、hybridN2C1で7.0倍の上昇であった）。 

 

 

培養細胞における
ＳＣＡＰの共発現の有無によるルシフェラーゼ値の変化の確認

(FL及びhybrid ）

luciferase

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

(-) (+) (-) (+) (-) (+) (-) (+)

Fig.42

SCAP

BP-1c  FL BP-2  FL hybrid N1C2 hybrid N2C1

（平均±SEMとして表した）

参考 Fig.26    SREBP配列を改変した各種DNA配列 (hybrid の配列）

SREBP-1c FL  1–1123

SREBP-2  FL  14–1141

hybrid  N1C2 (N -1c (1-518)、C -2 (547-1141))

hybrid  N2C1  (N -2 (14-546)、C -1c  (519-1123))

SfiⅠ(3´)SfiⅠ(5´)

N C

１ 1123

Transmembrane

bHLH-Zip

N C

14 
1141 

N

１ 1141 

C

14 
1123

CN
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更に、SREBPのNH2末端部の一部を削除した分子である4種類のReg（SREBP-1c Reg 431

–1123、SREBP-1c Reg 431–777、SREBP-2 Reg 450–1141、SREBP-2 Reg 450–796）に関

して調べた（Fig.43）および（Fig.44）（参考（Fig.28）および（Fig.29））。SCAP

非共発現時のルシフェラーゼ値は、4種類いずれもFLに比して低値であった(0.03～

0.1倍)。しかしSCAP共発現時は4種類いずれもルシフェラーゼ値が変化し、SCAP非共

発現時と比して、SREBP-1c Reg 431–1123が90.8倍、SREBP-1c Reg 431–777が42.5倍、

SREBP-2 Reg 450–1141が26.6倍、SREBP-2 Reg 450–796が21.4倍の上昇を認めた。 

 

SREBPのCOOH末端部の一部を削除した分子である4種類のNucに関しては、2パターン

の動態を示した（Fig.43）および（Fig.44）（参考（Fig.28）および（Fig.29））。

SREBP-1c Nuc 1–436およびSREBP-2 Nuc 14-460においては、ルシフェラーゼ値がSCAP

非共発現時で既に高く、FLに比してそれぞれ2.2倍、6.0倍高い値であった。また、こ

の2つに関しては、SCAP共発現時もルシフェラーゼ値の変化率はそれぞれ1.3倍、1.0

倍に留まった。一方で、SREBP-1c Nuc 1–777およびSREBP-2 Nuc 14-796においては、

SCAP非共発現時のルシフェラーゼ値はFLに比して低いが、SCAP共発現時のルシフェラ

ーゼ値の変化率はそれぞれ5.2倍、5.8倍であった。 
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Fig.43 培養細胞における
ＳＣＡＰの共発現の有無によるルシフェラーゼ値の変化の確認

(SREBP-1ｃ改変配列）luciferase
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（平均±SEMとして表した）

参考 Fig.28  SREBP配列を改変した各種DNA配列 (SREBP-1cの改変）

SREBP-1c FL  1–1123
SfiⅠ(3´)SfiⅠ(5´)
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SREBP-1c Nuc 1–777
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1123

SREBP-1c Reg 431–777

431 777
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Fig.44 培養細胞における
ＳＣＡＰの共発現の有無によるルシフェラーゼ値の変化の確認

(SREBP-2 改変配列）luciferase
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（平均±SEMとして表した）

参考 Fig.29   SREBP配列を改変した各種DNA配列 (SREBP-2の改変）

SREBP-2 FL  14-1141
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SREBP-2 Nuc 14-460

1141

SREBP-2 Reg 450-796

450 796

N C



61 

 

（3）IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値と 

肝臓採取後にルミノメーターで測定したルシフェラーゼ値の相関の検討 

day4におけるIVIS測定後、実験方法（10）に準じて速やかに肝臓を採取し、ルミ

ノメーターを用いてルシフェラーゼ値を測定した。用いたマウスは、

Ad-GAL4-minVP16-SREBP1c FLを注射した5匹（CTRL群3匹、EPA群2匹）、

Ad-GAL4-minVP16-SREBP2 FLを注射した3匹（CTRL群2匹、EPA群1匹）、

Ad-GAL4-minVP16-hybridN1C2を注射した7匹（全てEPA群）の計15匹であった。 

IVISで測定した生体におけるルシフェラーゼ値と、肝臓採取後にルミノメーター

で測定したルシフェラーゼ値の相関を調べたところ、R2=0.768であった（Fig.45）。 

 

この結果から、IVISで得られるルシフェラーゼ値は、実際に生体（マウス肝臓）に

発現しているルシフェラーゼ値を適切に反映していると判断した。 

Fig.45 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値と
肝臓採取後にルミノメーターで測定したルシフェラーゼ値の相関

R² = 0.768
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(IVIS)
luciferase

luciferase

(ルミノメーター)

アデノウイルスを注射し、6日後（day4)にＩＶＩSを用いてルシフェラーゼ値を測定。

その後、速やかに肝臓を採取し、ルミノメーターを用いてルシフェラーゼ値を測定

した (n=15)。
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(4)生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値の比較（2 種類の転写活性化因子

の検討） 

先行研究（１９）で使用された VP16を有するアデノウイルス

Ad-GAL4-VP16-SREBP1c（FL）と、今回自作した Ad-GAL4-minVP16-SREBP1c（FL）を、

それぞれマウスに頸静脈投与し、IVISを用いてルシフェラーゼ値を測定した。 

まず実験方法（1）に準じ、ICRマウス（オス、7週齢）に High-Sucrose fat-free diet

を与え、飼育環境に順応させた。アデノウイルスはあらかじめ力値を測定し、全ての

マウスに 3.8x10^8 pfu/bodyの Ad-GAL4-RE-Luciferaseを注射した。VP16群(n=3)に

1.0x10^8 pfu/body の Ad-GAL4-VP16-SREBP1c（FL） 、min VP16群(n=3)にも 1.0x10^8 

pfu/bodyの Ad-GAL4-minVP16-SREBP1c（FL）を注射した（n=3）。実験方法（9）に準

じ、注射投与 48時間後に、IVISを用いて肝臓におけるルシフェラーゼ値を測定した。 

結果、ルシフェラーゼ値は、VP16群で 1.002x10^4、1.184 x10^4、6.790x10^3の値

である一方、min VP16群では 8.509x10^6、2.269x10^7、2.145x10^7であった（Fig.46）。

等力価のアデノウイルスを注射したにも関わらず、ルシフェラーゼ値は、VP16群に比

して min VP16群では約 3 x10^3倍も高い値であった（P=0.018 by t-test）。  
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(5) 生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値の比較 

（各種コンストラクトの検討） 

実験方法（9）に準じ、Ad-GAL4-minVP16-SREBP1c FL、Ad-GAL4-minVP16-SREBP2 FL、

Ad-GAL4-minVP16-hybridN1C2、Ad-GAL4-minVP16-hybridN2C1、SREBP-1c Nuc 1–436、

SREBP-1c Nuc 1–777の 6種類に関して、IVISを用いて肝臓におけるルシフェラーゼ

値を測定した。 

なお day0の測定の段階で、backgroundを差し引いたルシフェラーゼ値が 1.0x10^5

未満、2.0x10^7以上のマウスに関しては評価から外した。除外基準を設けた理由とし

ては、アデノウイルスを注射して十分な時間（本実験では 48～72時間）を経過して

Fig46 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
2種類の転写促進因子（VP16とminVP16)における比較

（先行研究版）

GAL4 DBD-VP16版

（自作版）

GAL4 DBD-minimumVP16版

同力価（※）のアデノウイルスを投与し、

48時間後にＩＶＩSを用いてルシフェラーゼ値を測定した。(n=3)

（※）Ad-GAL4-RE-Luc（3.8x10^8 pfu/body）＋Ad-GAL4-SREBP1c-FL（1.0x10^8 pfu/body）。
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もルシフェラーゼ値が 1.0x10^5未満のマウスは、アデノウイルスが肝臓で十分に感

染出来ない要因があると考えられ、PUFA(EPA)による抑制効果を経時的に判定するに

は不適切として除外した。また、2.0x10^7以上のマウスに関しては、PUFAの抑制効

果を一定期間評価するためには、day0におけるルシフェラーゼ値が高い状態は適切と

思われたが、ルシフェラーゼ値が急峻に低下する傾向が見られたため（アデノウイル

ス感染に対するマウスの免疫活性賦活による機序が関与しているか）、除外した。 

 

検討数であるが、Ad-GAL4-minVP16-SREBP1c FLを注射したマウスは、CTRL群 13匹、

EPA 群 16匹。Ad-GAL4-minVP16-SREBP2 FLを注射したマウスは、CTRL群 8匹、EPA 群

10匹。Ad-GAL4-minVP16-hybridN1C2を注射したマウスは、CTRL群 6匹、EPA 群 9匹。

Ad-GAL4-minVP16-hybridN2C1を注射したマウスは、CTRL群 9匹、EPA 群 10匹。

Ad-GAL4-minVP16-SREBP-1c Nuc 1–436を注射したマウスは、CTRL群 3匹、EPA 群 5

匹。Ad-GAL4-minVP16-SREBP-1c Nuc 1–777を注射したマウスは、CTRL群 6匹、EPA 群

6匹であった。実験方法(9)に準じ、day0における IVISにてルシフェラーゼ値を測定

し、同日より PUFA投与を開始した。4日間連日に渡る PUFA 投与を終え、day4におけ

るルシフェラーゼ値を測定した（それぞれのコンストラクトについて、day0から day4

にかけての変化を追った写真の一例を、(Fig.47)～(Fig.50)、(Fig.52) 、(Fig.53)

に示した）。day0および day4におけるルシフェラーゼ値の平均を取り、day0に対す

る day4のルシフェラーゼ値の変化率を表した結果、(Fig.51)および(Fig.54)のよう
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なグラフが得られた（つまり、day0における平均ルシフェラーゼ値を｢１｣とした時に、

day4における平均ルシフェラーゼ値を求め、各種コンストラクト毎に比較したグラフ

である）。具体的には、Ad-GAL4-minVP16-SREBP1c FLを注射したマウスにおける平均

ルシフェラーゼ値の変化率は、CTRL群を 1とした時、EPA 群で 0.465であった

（P=0.0449 by t-test）。同様に Ad-GAL4-minVP16-SREBP2 FLを注射したマウスは、

CTRL群を 1とした時、EPA 群で 1.421 （P=0.525 by t-test）。

Ad-GAL4-minVP16-hybridN1C2を注射したマウスは、CTRL群を 1とした時、EPA 群で

3.894 （P=0.301 by t-test）。Ad-GAL4-minVP16-hybridN2C1を注射したマウスは、CTRL

群を 1とした時、EPA 群で 0.422 （P=0.014 by t-test）であった。

Ad-GAL4-minVP16-SREBP-1c Nuc 1–436を注射したマウスは、CTRL群を 1とした時、

EPA 群で 3.34（P=0.165 by t-test）。Ad-GAL4-minVP16-SREBP-1c Nuc 1–777を注射

したマウスは、CTRL群を 1とした時、EPA 群で 10.40 （P=0.096 by t-test）であっ

た。 
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Fig.47 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
自作のコンストラクト毎におけるday0とday4の画像の変化

Ad-GAL4-SREBP-1c FL

day0 day4

CTRL EPA

day0

day4

CTRLCTRL EPAEPA

day0 day4

Fig.48 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
自作のコンストラクト毎におけるday0とday4の画像の変化

Ad-GAL4-SREBP-2 FL

day0 day4

CTRL EPA

day0

day4

CTRLCTRL EPAEPA

day0 day4
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Fig.49 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
自作のコンストラクト毎におけるday0とday4の画像の変化

Ad-GAL4-hybrid  N1C2

day0 day4

CTRL EPA

day0

day4

CTRLCTRL EPAEPA

day0 day4

Fig.50 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
自作のコンストラクト毎におけるday0とday4の画像の変化

Ad-GAL4-hybrid  N2C1

day0 day4

CTRL EPA

day0

day4

CTRLCTRL EPAEPA

day0 day4
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Fig.51 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
各コンストラクト毎におけるCTRL群およびＥＰＡ群の比較

EPA/CTRL
（＊＜0.05）
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（＊） （＊）

(n=13) (n=16) (n=8) (n=10) (n=10)(n=9)(n=9)(n=6)

（平均±SEMとして表した）

Fig.52 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
自作のコンストラクト毎におけるday0とday4の画像の変化

Ad-GAL4-SREBP-1c Nuc1-436

day0 day4

CTRL EPA

day0

day4

CTRLCTRL EPAEPA

day0 day4
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Fig.53 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
自作のコンストラクト毎におけるday0とday4の画像の変化

Ad-GAL4-SREBP-1c Nuc1-777

day0 day4

CTRL EPA

day0

day4

CTRLCTRL EPAEPA

day0 day4

Fig.54 IVISで測定した生体（マウス肝臓）におけるルシフェラーゼ値
CTRL群およびＥＰＡ群の比較
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考  察 

 本研究において、マウス肝臓において多価不飽和脂肪酸(PUFA)は核型 SREBP-1c

の発現を抑制し、核型 SREBP-2に関しては影響を与えないという先行研究の結果に矛

盾することなく、SREBP-1cに対する PUFAの特異的な作用ドメインが COOH末端側にあ

る可能性を示した。SREBP上の PUFAの作用点に関しては未解明の部分が多いが、今回

の結果には解明への糸口があると考え、ここに報告する。我々の仮説としては、

SREBP-1 に特異的な何らかの未知のアダプタータンパクが切断・活性化のプロセスに

実は関与しているのではないかということを想定しているため、今回その作用ドメイ

ンが COOH末端側にある可能性を示したことにより、今後は COOH末端側の構造の解明

を中心に、更なる検討を続けていく予定である。 

 

最初に我々は、PUFA によりマウス肝臓の核型 SREBP-1c タンパク質量が低下するこ

とをイムノブロッテイングで示した（結果（1））（Fig.39）（Fig.40）。経口摂取さ

れた PUFA は小腸から吸収され、triglyceride の一部として末梢に運ばれ、リン脂質

に変換され細胞膜の構成成分となり、細胞膜上のタンパク質が変化することで多彩な

生理活性が発揮される（Fig.55）（３１）。 
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ヒトにおいて動脈硬化性疾患に対する様々な作用（抗不整脈、中性脂肪低下、心拍

数低下、血圧低下、抗血栓等）が発生に要するまでの時間はそれぞれ異なっており（３

２）、赤血球膜や心筋細胞膜の EPA や DHA 濃度が安定するまで 30～60 日かかる（３

３）ことを考えると、（Fig.39）で示した様に PUFAによるマウス肝臓の核型 SREBP-1c

タンパク質量の低下が2日間という比較的短期間のうちに速やかに認められたことは

興味深い。ただし、現在本邦でヒトに臨床応用されている EPA 投与量の上限は 1.8g

～2.7g/day であり、我々がマウスに投与した PUFA は 7.5g/kg/day である。この量を

仮にヒト（体重 60kg）に投与すると 450g/day に相当する。つまり、ヒトに許容され

るよりも高用量の PUFA をマウスに投与する計算になるが、マウス肝臓において PUFA

Fig.55  ヒトにおけるPUFAの多彩な生理活性とその必要量

ヒト肝臓において
中性脂肪合成抑制

ヒトでは
1日7g程が
上限

文献(３１）より改変
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の核型 SREBP-1c 抑制効果は dose-dependent に認められるため（２０）、今回我々は

PUFA投与量を 7.5g/kg/dayに統一して全ての実験を行った。 

次に、2 種類の PUFA（EPA 単剤、EPA+DHA の混合製剤）を 4 日間投与した結果、両

者同等にマウス肝臓における核型 SREBP-1c 抑制が認められた（Fig.40）。肝臓にお

ける EPA や DHA の脂質代謝への影響は様々な分子メカニズムが想定されている（２）

が、現段階では EPA と DHA のどちらが有意に肝臓における核型 SREBP-1c を抑制する

かについて、動物実験を含めて確定的な報告はまだ無い。DHA（22:6n-3）は、EPA

（20:5n-3）からエロンガーゼにより DPA（docosapentaenoic acid）に変換され、後

に不飽和化酵素により DHA に変換されることは知られているが（Fig.2）（２）、両者

の差異はまだ明確でないため、今回我々は主に EPA単剤を用いて実験を進めた。 

 

次に、自作した転写活性化因子 GAL4-minVP16 に関して考察した。まず、培養細胞

における結果(2)(Fig.41）では、VP16版よりも minVP16版の方でルシフェラーゼ値が

大幅に高く、培養細胞において minVP16 版の方がより多くの reporter gene product

を合成したことが分かった。また生体（マウス肝臓）における IVIS結果(4) (Fig.46）

でも、minVP16版の方でルシフェラーゼ値が大幅に高かった。この 2つの結果からは、

VP16版よりも minVP16版の方がより強いレポーター活性を有すると考えられた。 

我々が用いた IVIS は、SREBP が 2 段階の切断を受け NH2 末端部が核内に移行し、

UAS(upstream activation site)と結合すると、reporter gene productであるルシフ
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ェラーゼが合成され、その値を評価するアッセイ系である(Fig.38）。IVIS 結果(4) 

(Fig.46）で示した様に、VP16 版を用いた先行研究（２０）では、マウスにおけるレ

ポーター活性が弱く、得られるルシフェラーゼ値が低いことから、SREBP 上の PUFA

応答性ドメインの絞り込みを行うために十分な期間、安定して IVIS の評価を継続す

ることが困難であった。そのため、レポーター活性を強めるための工夫として、実験

方法(5)-①で検討したように minVP16版に改変したところ、今回の結果のように十分

高いルシフェラーゼ値を得たため、改善がなされたと判断した。そこで、我々は転写

活性化因子として、GAL4-minVP16を用いて実験を進めた。 

  

今回、我々はSREBP配列を改変した様々なDNA配列を作成したが、まず培養細胞にお

いて各種コンストラクトの性質を評価した（結果(2)）（Fig.42）～（Fig.44）。 

SREBP-1c Nuc 1–436およびSREBP-2 Nuc 14-460を除く全てのコンストラクトでは、

SCAP共発現に伴い、ルシフェラーゼ値の上昇を認めた。一方で、SREBP-1c Nuc 1–436

およびSREBP-2 Nuc 14-460の2種類のコンストラクトに関しては、SCAP共発現に伴っ

たルシフェラーゼ値の変化を認めなかった。 

序論で前述したように、小胞体膜に存在するSREBPはCOOH末端同士でSCAPと結合し、

CopⅡと共にゴルジ体へ輸送され（１３）、ゴルジ体でS1P、S2Pによって2か所の切断

を受け、遊離したNH2末端側が核内へ移行する。酒井らの既報（３４）では、SREBP-2

のCOOH末端部を削除していくと、S1P及びS2Pによる切断が徐々に低下し消失したこと
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や、SCAP/SREBP複合体複合体の形成も同様に消失したことから、このSCAP/SREBP複合

体がS1P及びS2Pの切断に必須であると決定付けた。 

我々の作成したコンストラクトのうち、SCAPとの結合部位であるCOOH末端部を削除

したコンストラクトは、SREBP-1c Nuc 1–436およびSREBP-2 Nuc 14-460、SREBP-1c Nuc 

1–777およびSREBP-2 Nuc 14-796の4種類である。このうち前2者は、SCAPを共発現し

ても切断が生じなかったことから、膜結合部位を持たずそのまま核へ移行する活性型

として存在していると考えられた。一方後2者は、COOH末端を有する他のコンストラ

クトと同様に、SCAP共発現に伴い切断による活性化が起きたことから、SCAPと

interact出来る構造を保持していると考えられた。SCAPと結合するSREBPの

C-terminal regulatory domainの具体的な部位の詳細は未解明であるが、今回の結果

から、SCAPとの相互作用部位が、transmembraneからSREBP-1c 777、SREBP-2 796の間

にある可能性が示唆された(Fig.56）。 
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そして、生体（マウス肝臓）において、PUFA が SREBP-1cおよび SREBP-2に対して及

ぼす影響について、IVIS を用いて検討した（結果（5））。結果、マウス肝臓において

PUFA は核型 SREBP-1c の発現を抑制する一方、核型 SREBP-2 に関しては影響を与えな

いことが判明した（Fig.51）。これは先行研究（２０）に矛盾しない結果であった。

また、hybrid N2C1 に関しては、SREBP-1c と同様、PUFA 投与群において核型 SREBP

の核への移行が抑制されていた。一方 hybridN1C2 では、SREBP-2 と同様、PUFA 投与

群でも核型 SREBPの核への移行は抑制されないという興味深い結果が得られた。つま

り、PUFA 投与下で、SREBP-1c と hybrid N2C1 が類似の動態（核型 SREBP がの発現が

ER membrane

Cytsol

N

C
precursor SREBP

Golgi

Fig.56 SREBPとSCAPの複合体形成
（本研究から得られた仮説）

C N

：ＳＲＥＢＰにおけるC-terminal domain

：ＳＣＡＰにおけるＷＤ repeats

(※） 培養細胞におけるSREBP-1c Nuc 1-777およびSREBP-2 Nuc 14-796は、
SCAP添加で切断による活性化が起きており、SCAPとinteract出来る構造を
有していると思われた。つまり、SCAPとSREBPの相互作用部位の開始点は
transmembraneからSREBP-1c 777  (SREBP-2では796)の間にある
可能性が高いと考えた。

BP-1c 777
BP-2 796
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抑制された）を呈し、一方 SREBP-2 と hybridN1C2 が類似の動態（核型 SREBP の発現

が抑制されなかった）を呈した。 

今回我々が作成した hybrid（Fig.26）は、 S1P による切断部位の直下で SREBP-1c

と SREBP-2 を組み替えた。そのため、COOH 末端側が SREBP-1c の配列を有する

hybridN2C1において PUFAによる核型 SREBPの抑制効果が見られた結果(Fig.51）から、

SREBP-1c に対する PUFA の作用ドメインは、S1P で切断を受ける部分よりも下流であ

る COOH 末端側に存在する可能性があるのではないかと考えた。また、COOH 末端側が

SREBP-2 の配列である hybridN1C2 では、PUFA による核型 SREBP の抑制効果が見られ

なかった結果(Fig.51）も併せると、SREBP-1cと SREBP-2における PUFAの作用ドメイ

ンの差異は、COOH末端側に存在する可能性が強く示唆された（Fig.57）。 

更に、SREBP-1c Nuc 1–436及び SREBP-1c Nuc 1–777の配列において、PUFAによる

核型 SREBPの抑制効果が見られなかった結果(Fig.54）からは、SREBP-1cに対する PUFA

の特異的な作用ドメインが、SREBP-1c 777 よりも更に COOH 末端側にある可能性もあ

ると考えた。 

このように、具体的な SREBP配列をもとに、SREBPに対する PUFAの作用ドメインを

模索し、同定した先行研究がまだ無いため、ここに報告する。 
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序論で前述したように、SREBP-1 と SREBP-2 は比較的高いアミノ酸相同性を有して

いるにも関わらず（Fig.9）（１４）、我々の行った実験では、PUFA 投与に対する核

型タンパク質の発現には、前者が抑制され、後者が抑制されないという点において差

異が認められた。他にも、SREBP-1cが摂食刺激により遺伝子発現を亢進させるのに対

し、SREBP-2の遺伝子発現は絶食-摂食サイクルで大きな変動を見せないといった差異

や、SREBP-1cが脂肪細胞分化の制御因子としてクローニングされた経緯を持ち、脂肪

細胞の分化過程で発現が上昇するが、SREBP-2 は脂肪細胞分化過程で発現に変動を示

さない（３５）等といった差異も報告されている。 

アミノ酸配列の相同性が高い SREBP-1と SREBP-2が、なぜこの様に生体における役

PUFA

ER membrane

Cytsol
N C

TA

SREBP-1c mRNA

TA

N

Nucleus

TAN

SRE-Complex

precursor SREBP-1

cleavage

cleavagemature SREBP-1

Golgi

Fig.57 本研究により提唱されたPUFAによるSREBP-1抑制機構
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割に差異を有するかに関して、分子メカニズムの観点からの明確な報告はまだ無い。

我々の研究グループは、PUFA が SREBP-1 の切断による活性化を抑制すること(一方で

SREBP-2の活性化は抑制しないこと)を先行論文で明らかにした（２０）。しかし、PUFA

の作用点と考えられる「切断・活性化」のプロセスについては、SCAPによる小胞体か

らゴルジ体への輸送とゴルジ体での S1P及び S2Pによる切断しか明らかになっておら

ず、これらのプロセスについては、SREBP-1も-2も全く同様と考えられている。すな

わち、SREBP-1と-2とで全く同じ活性化機序が働くと考えられているのにも関わらず、

PUFAの作用が SREBP-1特異的となるメカニズムは全く不明であり、本研究の最終目標

はこの SREBP-1特異的な PUFAの作用メカニズムを明らかにすることである。 

我々の仮説としては、SREBP-1 に特異的な何らかの未知のアダプタータンパクが切

断・活性化のプロセスに実は関与しているのではないかということを想定しており、

その未知のアダプタータンパクの実体に迫るための手がかりとして、SREBP-1 上の

PUFA作用ドメインを絞り込むことを本研究で目指した。その未知のアダプタータンパ

クを介して SREBP-1と SCAPとの相互作用に PUFAが影響を及ぼすのではないかと予想

している。 

ただし、もうひとつ、全く別の仮説として、ゴルジ体から小胞体への逆輸送という

経路も SREBPの活性化調節に関して知られるようになってきており(３６)、その逆輸

送系に PUFAが影響を与えている可能性も理論上は考えられる。すなわち、CopⅠと複

合体を形成してゴルジ体から小胞体に「戻る」際の動態において SREBP-1 と SREBP-2



79 

 

との間に PUFAへの反応の差異が存在している可能性も考えられる（３７）。 

最後に、今回我々は EPA 単剤を用いてマウス肝臓における核型 SREBP-1c の抑制効

果を検討したが、PUFAの種類によって、SREBPの分子メカニズムにも影響を及ぼすか

どうか追究することも、動脈硬化性疾患に対する治療の観点からは意義深い。例えば

哺乳動物は n-3系脂肪酸合成酵素を有さないが、線虫は脂肪酸の n-3位に二重結合を

付加し、アラキドン酸から EPA に変換する n-3 系脂肪酸合成酵素 Fat-1 を持つため、

体内で n-3系脂肪酸を合成することが出来る。この Fat-1を全身に発現させた遺伝子

改変マウス fat-1マウスの組織では、遺伝学的に n-3系脂肪酸/n-6系脂肪酸比が高い

状態が維持され（３８）、癌の増殖や転移に抵抗性を示し（３９）、高脂肪食飼育下で

抗動脈硬化作用を呈した報告（４０）がある。 

その一方で、PUFAが欠乏すると、知能発達障害、皮膚障害、視覚障害、さらには免

疫機能障害から心血管機能障害まで様々な病態や疾患を引き起こすことも知られて

いる（４１）（４２）。これらの中にはプロスタグランジンなど脂質性メディエーター

の欠乏で説明可能なものもあるが、脳神経系の発達等については、アラキドン酸代謝

物だけでは説明できず、PUFA が他にも重要な機能を果たしていることが予想できる。

しかし、その分子的基盤はほとんど解明されていない。 

本研究を通じて、多彩な生理作用を有する PUFAにおいて、SREBP-1を特異的に抑制

する分子機構を明らかにすることができれば、その分子をターゲットとする分子標的

薬の開発にも道が開かれるかもしれない。 
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総  括 

1. マウス肝臓において多価不飽和脂肪酸(PUFA)は核型 SREBP-1cの発現を抑制し、核

型SREBP-2に関しては影響を与えないという先行研究の結果に矛盾することなく、

SREBP-1c に対する PUFA の特異的な作用ドメインが COOH 末端側にあることを示し

た。またその作用ドメインは具体的に、SREBP-1c 777よりも更に COOH末端側にあ

る可能性も示した。 

 

2．転写活性化因子を GAL4 DBD-VP16 から GAL4 DBD-minimumVP16 に変更することで、

レポーター活性を上昇させることが出来た。 

 

3． SREBPと SCAPの相互作用部位が、transmembraneから SREBP-1c  777および

SREBP-2  796の間にある可能性を示した。 

 

以上のような脂質代謝を制御する SREBPの分子メカニズムの解明は、 

動脈硬化性疾患のみならず種々の病態の解明や治療に役立つことが期待される。 
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