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緒緒  言言  

 
肥満人口の増加と、それに伴う糖・脂質代謝異常は世界的な健康課題である。肝臓は糖・脂質代謝の中心的役割を  

担っているが、肥満に伴う肝臓への脂肪蓄積とインスリン抵抗性は糖・脂質代謝異常における重要な病態基盤である。

これまでに、肝臓と糖・脂質代謝及び肥満が及ぼす影響について多くの研究がなされ、数多くの分子や調節機構に   

関する知見が得られている。プロスタシン（prostasin：PRSS8）は1994年にChaoらがヒト精液より精製した分子量

40 kDaの細胞膜に局在するセリンプロテアーゼであり［1，2］の切断を介し機能調節を担う［3］。PRSS8の生理機能

として、腎尿細管細胞における ENaC の活性化を介した Na 調節機構が知られ、PRSS8 は DNA メチル化制御を   

介して乳癌の進展・転移を抑制したり［4］、前立腺癌の進展に抑制的に作用するという報告が認められる［5］。 
我々の研究室では、肝細胞特異的PRSS8欠損（liver-specific PRSS8 knock-out：LKO）マウスの解析から、肝PRSS8

は Toll 様受容体（Toll-like receptor：TLR）4 を切断し、リポ多糖や飽和脂肪酸などにより惹起される肝臓の炎症を  

抑制していることを示した［6］。また、高脂肪食や肥満では小胞体ストレスを介して肝PRSS8の発現が低下し、PRSS8
による炎症防御機構の破綻をきたしてインスリン抵抗性へ進展することを明らかにした。このことは、肝 PRSS8 を 

起点とした新たな糖・脂質代謝調節機構が存在することを示唆する。本研究では､肝細胞における肝 PRSS8 の基質の

網羅的解析を行い、新規基質蛋白を同定する。加えて、新規に同定した基質蛋白やその下流分子・メカニズムについて

in vitro、in vivoにおける検討で明らかにし、肝臓における新たな糖・脂質代謝調節機構の解明を目指す。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  
 
11．．LLTTggママウウススににおおけけるる糖糖・・脂脂質質代代謝謝のの表表現現型型解解析析 
高脂肪食給餌野生型及びLTgマウスの体重、摂餌量、随時血糖値を経時的に測定し、糖、インスリンおよびピルビン

酸負荷試験を施行した。高脂肪食給餌 8 週目の絶食後に血液、肝臓、白色・褐色脂肪組織、骨格筋を採取した。     

これまで、LTg マウスが高脂肪食負荷にて体重非依存的にインスリン抵抗性が軽減し、血清 LDL-コレステロール値 

及び肝中性脂肪蓄積が減少することを見出した（図1）。今後は耐糖能改善の機序の検討としてグルコースクランプ法、

脂肪肝改善の機序の検討として in vivo lipogenesis assayを追加する。 
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図1．LTgマウスの耐糖能および血清LDL-C値 
高脂肪食給餌下 LTg マウスは WT マウスと比較して、A：耐糖能の改善、

およびB：血清LDLコレステロール値の低下が認められる。 
n = 6～10, * p < 0.05, ** p < 0.01 by non-paired t-test 

 
22．．肝肝細細胞胞ににおおけけるるPPRRSSSS88のの新新規規標標的的蛋蛋白白のの同同定定  
これまでの予備データとPRSS8の分子特性より、肝臓において脂質の取り込み及び代謝に関連する膜蛋白にPRSS8

が作用し、脂肪肝と糖・脂質代謝が改善している可能性を考えている。候補的に LTg マウス由来初代培養肝細胞に   

おける種々の脂質トランスポーターと脂質代謝関連分子（CD36、LDL受容体、PCSK9）の蛋白発現を検討しており、

肝細胞における PRSS8 の新規標的蛋白を絞り込む。これまで、LTg マウスの肝臓では脂肪酸トランスポーターCD36
の蛋白発現が減少しており（図2）、ヒト肝癌由来細胞株（HepG2細胞）にPRSS8を過剰発現させることによりCD36
の蛋白発現が同様に減少することを確認している。 
並行して、LTg マウス由来初代培養肝細胞の培養上清と細胞をショットガン解析（大阪大学大学院共通基盤部門へ 

依託予定）に供する。加えて、HepG2細胞（ヒト肝癌細胞株）を用いてテトラサイクリン発現誘導システムによるPRSS8
過剰発現安定細胞株を既に作製済みであり、SILAC（Stable Isotope Labeling using Amino Acids in Cell Culture）法

による定量比較により蛋白レベルでの網羅的解析を推進する。データベースを用いて PRSS8 による切断予測部位を 

抽出し変異体を作製、組換え PRSS8 との in vitro の反応系により作用部位の同定を試みる。更には個体レベルでの  

確認のため、PRSS8新規標的蛋白のPRSS8作用部位に変異を導入したノックインマウスの作製も検討する。 
  

  
  

図2．LTgマウス肝のCD36発現 
LTgマウス肝では野生型マウスと比較してCD36発現が低下している。  

  
33．．可可溶溶性性PPRRSSSS88投投与与にによよるる糖糖・・脂脂質質代代謝謝異異常常のの治治療療効効果果のの検検討討  

LTg マウスの血中において可溶性 PRSS8 濃度が貯蔵していることを確認した。既にバキュロウィルスを用いて  

可溶性 PRSS8 を大量に精製しており、肥満、糖尿病並びに脂質異常症モデルマウスに浸透圧ポンプを用いて 4～8 週

間投与し、表現系を解析する。 
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44..  培培養養細細胞胞をを用用いいたた可可溶溶性性PPRRSSSS88のの肝肝外外臓臓器器へへのの作作用用機機構構のの解解明明 
3．の結果により、肝外の代謝関連臓器への可溶性PRSS8の作用機序を解析する。脂肪細胞株、骨格筋細胞株にLTg

マウス由来初代培養肝細胞の培養上清、並びに可溶性 PRSS8 を添加し、in vivo の表現型に即した細胞機能への影響

（糖新生、糖取込、インスリンシグナルへの影響等）を確認すると共に、候補的並びに網羅的（マイクロアレイ解析）

手法により可溶性PRSS8の肝外臓器への新たな作用を検討する。 
 

考考  察察  
  
これまでの結果より、肝細胞に発現する PRSS8 が高脂肪食に伴う糖・脂質代謝異常と脂肪肝に保護的に作用する 

ことが想定され、本研究においては主に臨床医学的効果が期待される。肝細胞に発現するPRSS8が肝臓における脂質

取り込み関連分子の活性を制御するだけでなく、肝PRSS8 由来の血中可溶性PRSS8 が肝外の代謝関連臓器において

も糖・脂質代謝の調節を担っていることが想定される（図 3）。したがって、肝 PRSS8 の発現または活性の薬理学的 

制御も同様の治療的可能性を有することとなり、新たな薬剤の創出につながる可能性がある。加えて、外因性 PRSS8
の肝外臓器への作用を伴う糖・脂質代謝異常の治療効果が明らかになれば、可溶性 PRSS8 自体の治療薬としての   

臨床応用を見据えることが可能である。さらに、病態および治療対象の臓器（組織）に応じてより症例の病態に即した

治療応用が可能となることが考えられる。近年、LDL コレステロール値が低下するほど心血管イベントのリスクを  

減少させることが明らかとなっており、より厳格な LDL コレステロール管理が求められつつある。肝 PRSS8 を標的

とした治療法が臨床応用されることにより、今後脂質管理法の選択肢が増す可能性があることは有意義であることに 

加え、単剤により脂質のみならず糖代謝の改善と脂肪肝の抑制がもたらされれば、ハイリスクな症例に対するより  

効果的かつシンプルな治療オプションとなる可能性がある。 
 

 
図3．本研究の展望 
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