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研究成果の概要（和文）：パルミチン酸 (PA)及びエイコサペンタエン酸 (EPA)がインスリン抵抗性誘導セレノ
プロテインP (SeP)発現に及ぼす影響を検討。H4IIEC肝細胞において、Sepp1遺伝子発現はPAにより亢進し、EPA
により減少。SEPP1プロモーター上の応答配列はPA及びEPAに対して共通で、Sterol regulatory element (SRE)
-likeな配列を有する。PAはSREBP-1c経路非依存的にSeP発現を誘導、EPAはSREBP-1c経路依存的にSeP発現を抑
制。EPAはSREBP-1cの不活化を介し肝臓でのSeP発現を抑制し、全身のインスリン抵抗性を改善する可能性があ
る。

研究成果の概要（英文）：Selenoprotein P (encoded by SELENOP in humans, Selenop in rat), a 
liver-derived secretory protein, induces resistance to insulin and VEGF in type 2 diabetes.  The 
present findings demonstrate that EPA suppresses SELENOP expression by inactivating SREBP-1c in 
H4IIEC3 hepatocytes. Treatment with EPA caused concentration- and time-dependent reduction in 
SELENOP promoter activity. EPA activated AMPK; however, the inhibitory effect of EPA on SELENOP 
promoter activity was not canceled with an AMPK inhibitor compound C and dominant-negative AMPK 
transfection. Deletion mutant promoter assays and computational analysis of transcription 
factor-binding sites conserved among the species resulted in identification of a SRE-like site in 
the SELENOP promoter. A ChIP assay revealed that EPA decreases binding of SREBP-1c to the SELENOP 
promoter. Knockdown of Srebf1 resulted in a significant down-regulation of Selenop expression. 
SREBP-1c overexpression inhibited the suppressive effect of EPA.

研究分野： ヘパトカイン

キーワード： ヘパトカイン　インスリン抵抗性　脂肪酸

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はこれまでに、セレノプロテインP (SeP) がインスリン抵抗性を誘導する”ヘパトカイン”であることを報
告してきた。H4IIEC肝細胞において、パルミチン酸 (PA)はSREBP-1c経路非依存的にSeP発現を誘導すること、エ
イコサペンタエン酸 (EPA)はSREBP-1cの核移行を抑制し、不活化を介して肝臓でのSeP発現を抑制することを示
唆した。よって、EPAによるSeP発現抑制は全身インスリン抵抗性を改善する可能性がある。今後、マウスおよび
臨床サンプルを利用したさらなる研究が、EPAの全身のインスリン抵抗性改善薬としての新たな臨床的有用性を
明らかにすることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

日本人は軽度な肥満からインスリン抵抗性をきたしやすいが、その機序は十分に解明されてい

ない。以下の研究から、肝臓への異所性脂肪蓄積が全身のインスリン抵抗性をはじめとする 2 型糖

尿病の病態形成に大きく寄与すること示してきた。 

１． 核磁気共鳴スペクトロスコピー、生体電気インピーダンス法、および安定同位体標識グルコー

スを組み合わせた高インスリン血症下正常血糖クランプ検査を用いて、インスリン標的臓器で

ある肝臓・骨格筋・脂肪組織それぞれの脂肪量と臓器特異的インスリン抵抗性を、ヒトで精密

かつ安全に定量する系を確立した（PLoS One 2014）。その結果、従来の概念と異なりヒトでは

骨格筋細胞内の脂肪量は、骨格筋、肝臓、脂肪組織、いずれの臓器のインスリン抵抗性とも

関連しなかった。また、体脂肪量は脂肪組織のインスリン抵抗性と関連しなかった。一方、肝

細胞内の脂肪蓄積は、BMI と独立して、肝糖産生および骨格筋のインスリン抵抗性と相関し

た（PLoS One 2014）。これらの結果は、肝臓の脂肪化が、肝臓だけではなく全身のインスリン

抵抗性増大に中心的な役割を果たすこと、そのメカニズムに肝臓と骨格筋を結ぶネットワーク

が存在することを示唆する。 

２． 肥満症を有する 2 型糖尿病患者の肝臓では、肝臓の線維化と動脈効果を促進する

Plasminogen activator inhibitor-1（PAI-1）の発現が亢進すること、TNF-αとレニン-アンギオ

テンシン系が協調的に肝細胞に作用し PAI-1 発現を高めることを示した（Metabolism 2006, 

Eur J Pharmacol 2008）。 

３． ヒト肝臓に蓄積する脂肪酸のプロファイリングから、インスリン抵抗性および脂肪肝炎の病理と

関連する Toxic Fatty Acids を同定した（Liver Int 2015）。 

４． ヒトで、コレステロールが Toxic lipids として肝臓に炎症とインスリン抵抗性をもたらすことを、小

腸コレステロールトランスポーター阻害薬エゼチミブの介入試験から臨床病理学的に検証し

た（Diabetologia 2014）。 

５． ヒト肝臓の包括的発現遺伝子解析から、肝臓から産生され、一部に AMPK の活性抑制を介し

て肝臓と骨格筋のインスリン作用を障害する SeP を再発見し、病態を形成するヘパトカイン概

念を創出した(Cell Metabolism 2010)。 

６． 血中の SeP 濃度がアディポネクチンレベルと負に相関すること（PLoS One 2012）、SeP が

VEGF 抵抗性を介して血管新生を阻害すること（Diabetologia 2014）、還元ストレスによる

AMPK 抑制を介して運動抵抗性を示すことなどから、SeP は 2 型糖尿病の新たな治療標的の

ひとつと考えられるようになってきた。 

SeP を標的とした治療を実現するにはその遺伝子 SEPP1 発現制御機構を明らかにする必要が

ある。そこで、種々の脂肪酸による SEPP1 発現制御機構を明らかにすることで 2 型糖尿病の治療

開発につなげる研究を着想した。 

 

２．研究の目的 

1. 脂肪酸による SEPP1 発現制御機序の解明（培養実験） 

これまでに SEPP1 発現はインスリン、グルコース及び脂肪酸により制御されることを見出し、SeP

発現制御の重要性を示してきた(Cell Metabolism 2010)。本研究では脂肪酸として、飽和脂肪酸パ

ルミチン酸(PA)及び多価不飽和脂肪酸エイコサペンタエン酸 (EPA)を用いる。欠損変異体を有す

る SEPP1 プロモーター領域をルシフェレース遺伝子に組み込み、レポーターアッセイを行い、転写

因子結合領域を特定する。これまでに PA および EPA が及ぼすプロモーター活性の結果を予備

的に確認しており、さらに詳細な変異体を作製し、転写因子の結合部位を決定する。遺伝子発現



に重要な制御領域は種間で保存されていると考えられ、12 種間で保存されているプロモーター領

域内の転写因子を遺伝子データベースから抽出し、より詳細に転写因子結合領域を特定する。さ

らに変異体を作製し、転写因子と結合部位の特定をすすめる。 

2. ヒトへの脂肪酸投与が血中 SeP レベルおよびインスリン抵抗性に及ぼす作用（臨床研究） 

脂肪肝を有する患者のうち、2 型糖尿病および耐糖能異常を有する患者と有しない患者を用い

て、血液中の脂肪酸と、SeP 濃度、インスリン抵抗性との関連を明らかにする。EPA 投与が行われ

ている患者における、肝臓の脂肪化、血液中の脂肪酸と、SeP 濃度、インスリン抵抗性との関連を

明らかにする。EPA 内服で血中 SeP 濃度が低下した症例において、インスリン抵抗性が改善した

かどうかを安定同位体標識グルコース(6,6-2H2 グルコース)併用高インスリン正常血糖クランプ検査

法で評価する。EPA が及ぼすインスリン抵抗性の改善効果を、事前に SeP 濃度を測定することによ

って予測できないかを検討する。 

 

３．研究の方法 

１． 脂肪酸による SEPP1 発現制御機序の解明（培養実験） 

SEPP1 プロモーター領域をレポーターベクターに組み、数種の欠損変異体を作製済であり、転

写因子結合領域の特定が可能な状態である。 

1. ラット肝癌由来 H4IIEC 細胞を使用して、PA 及び EPA がどのような転写因子もしくは転写コア

クテイベーターを介して SEPP1 遺伝子発現を制御するか、構築したレポーターアッセイシステ

ムを用いて探索する。 

2. 同定した候補転写因子をプラスミドベクターで過剰発現させ、SEPP1 発現誘導を確認する。 

3. siRNA で候補転写因子をノックダウンし、SEPP1 発現が減弱するかの確認を行う。 

4. クロマチン免疫沈降法を用いて、PA 及び EPA が候補転写因子と SEPP1 プロモーターとの結

合に与える影響を検証する。 

5. 細胞内局在や核内・細胞質移行に関わる場合 

① 候補転写因子と GFP（緑色蛍光タンパク質）との融合プラスミドを作製する。 

② リアルタイムでイメージングできる実験系を構築する。 

③ 転写因子の細胞内局在や核内・細胞質移行を確認する。 

2. ヒトへの脂肪酸投与が血中 SeP レベルおよびインスリン抵抗性に及ぼす作用（臨床研究） 

すでに十分な感度・特異度のあるヒト血中 SeP 濃度測定について特許を取得している。脂肪肝

を有する患者のうち、２型糖尿病および耐糖能異常を有する患者 50 名と有しない患者 50 名を用

いて、血液中の脂肪酸、SeP 濃度、インスリン抵抗性との関連を明らかにする。 

1. EPA 投与が行われている患者における、肝臓の脂肪化、血液中の脂肪酸、SeP 濃度、インス

リン抵抗性との関連を明らかにする。 

2. EPA の投与が行われている症例において、臓器特異的インスリン抵抗性の測定法として確立

した安定同位体標識グルコース(6,6-2H2 グルコース)併用高インスリン正常血糖クランプ検査

法にて臓器ごとのインスリン感受性を評価する。 

3. EPA の有効性を血中 SeP 濃度や臓器別インスリン感受性の変化からその関連性を明らかに

することで、EPA 薬剤有効性の予知因子を抽出する。 

 

４．研究成果 

１． 脂肪酸による SEPP1 発現制御機序の解明（培養実験） 

1. H4IIEC 肝細胞（H4 細胞) に EPA を処置し、Sepp1 遺伝子発現を Real-time PCR 法にて検



討した。EPA 処置により用量依存及び時間依存的に Sepp1 遺伝子発現が及び SeP タンパク

発現が減少した。Primary hepatocyte においても Sepp1 遺伝子発現が同様に減少した。同じ

多価不飽和脂肪酸（PUFA）であるドコサヘキサエン酸 (DHA)やアラキドン酸、飽和脂肪酸の

アラキジン酸では大きな変化はなかった。 

2. EPA のセレノプロテイン P 転写活性に対する応答領域を決定するためにいくつかのセレノプ

ロテイン P プロモ－タ－の欠損変異体を作成した。これらを用いて転写完成を検討したところ

転写開始点-200 から-100bp を欠損したベクタ－では EPA の抑制作用が消失した。先の結果

で絞られた領域において、2 型糖尿病、脂肪酸合成と関連する転写因子の結合配列を検索し

たところ、転写因子 Sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c)が結合しうる配

列が存在しており種間で保存されていた。 

3. SREBP-1 は、脂肪酸合成を促進する転写因子であり、細胞質に存在する前駆体 SREBP1ｃは

刺激が加わると切断され、N 端側が核に移行し活性化することが知られていす。そこで

SREBP-1ｃがセレノプロテイン P 遺伝子発現を制御するか検討した。H4 細胞に EPA を 24 時

間処置したところ、Sepp1 と同様に Srebp-1、Fatty acid synthase （Fasn）遺伝子発現が用量

依存的に減少した。細胞質と各分画に分けたウェスタンブロットでは、EPA は細胞質に存在す

る前駆体の SREBP-1ｃを増加させ、核内の活性型の SREBP1ｃを減少させた。 

4. EPA のセレノプロテイン P 発現抑制効果に SREBP－1c 結合配列用部位が必要かを明らかに

するためにその部位を欠損させたプロモ－タ－ベクタ－を作成した、SREBP-1ｃノックダウンで

セレノプロテイン P 遺伝子発現が減少したように、欠損したベクタ－では、ベーサルのセレノプ

ロテイン P 活性が減少した。この結果は SREBP-1ｃがセレノプロテイン P の基礎転写活性を抑

制することを意味していた。 

5. EPA が SREBP-1ｃと Sepp1 プロモ－タ－への結合に及ぼす影響を ChIP assay にて確認した

ところ、EPA により SREBP-1c とセレノプロテイン P プロモーターDNA との結合が減弱してい

た。この結果は EPA が SREBP-1ｃの切断だけでなく、セレノプロテイン P プロモ－タ－の結合

も抑制することを示していた。 

6. 多価不飽和脂肪酸が AMPK を活性すること、活性化された AMPK は SREBP-1ｃを直接リン酸

化し不活性化することが報告されている。そこで EPA によるセレノプロテイン P 遺伝子発現抑

制に AMPK 経路を介するか検討したところ、AMPK ドミナントネガティブを処置した細胞でも、

EPA による Sepp1 遺伝子発現抑制が認められたことから、この抑制は AMPK pathway 非依存

的であることを示した。 

7. EPA によるセレノプロテイン P 抑制効果は、EPA 処置後 12 時間後より認めている一方で、

Srebp-1、Fasn 遺伝子発現は EPA 処置後 3 時間と早期から認めており、経時的な差があるこ

とが明らかになった。この結果から、経時的な差が起こる原因について FoxO1 に注目した。

我々は以前、Foxo1 をノックダウンすることでセレノプロテイン P 発現遺伝子量が減少すること

を報告（H.takayama et al, J Biol Chem 2014）しており、FoxO1 が Sepp1 発現を正に制御する

ことを示していた。そこで、EPA が FoxO1 遺伝子発現量に影響を与えるか検討した。EPA は

Foxo1 遺伝子発現を誘導した。この結果から、EPA は Foxo1 を介して Sepp1 遺伝子発現を増

加させるのではないかと推測し、Foxo1 の siRNA を用いて評価した。Foxo1 遺伝子をノックダ

ウンすると EPA によるセレノプロテイン P 発現遺伝子抑制が早期の段階から顕著に認めてい

た。 

2. ヒトへの脂肪酸投与が血中 SeP レベルおよびインスリン抵抗性に及ぼす作用（臨床研究） 

適格基準を 20 歳以上の 2 型糖尿病患者かつ高中性脂肪血症患者を EPA 群（E 群：EPA1800 ㎎



投与）あるいは観察群（C 群）の 2 群にランダムに振り分け、3 か月間観察行った。主要評価項目を

血中 SELENOP 濃度の変化、副次評価項目をグルコ-スクランプによるインスリン抵抗性の変化・血

糖変化・脂質変化・身体組成変化・安全性と有害事象評価等とした。パイロットスタディとして各群

10 例ずつ計 20 名エントリ-した。 

1. 両群の患者背景は、年齢 59 ± 14 歳、体重 75.8 ±19.5 kg、FPG 127 ±22 mg/dL、HbA1c 

7.2 ±1.4％であり、年齢・空腹時血糖・HbA1c・脂質状態（総コレステロ-ル・中性脂肪）・血中

SELENOP 濃度は両群間で同等であった。 

2. 3 か月間前後で金コロイド凝集法による血中 SELENOP 濃度を測定した。3 ヶ月後 EPA 投与

前後で血中 SELENOP レベルに有意な変化なし。血中 SELENOP 濃度は両群とも前後で変化

（E 4.30 ± 0.76 → 4.22 ± 0.71, C 4.46 ± 0.53 → 4.45 ± 0.89 µg/ml）しなかった。

EPA 群のみで、SELENOP 変化量と血中 EPA 濃度変化量は正相関した（p=0.040、r=0.511）。 

3. 空腹時血糖は、両群ともに変化しなかった。HbA1c は C 群で上昇傾向(6.6 ± 0.8 → 7.0 ± 

1.1, P = 0.088)にあるも、E 群では変化しなかった。C 群にて体重 (79.1 ± 23.7 → 80.7 ± 

25.7, P = 0.093)・BMI (27.7 ± 6.5 → 28.4 ± 7.2, P=0.079)が上昇傾向にあるも、 E 群で

は変化しなかった。 

4. 安定同位体元素により標識されたブドウ糖([6,6-2H2]glucose)を 0.05-0.3mg/kg/min 投与し、人

工膵臓 STG-55 を用いて高インスリン血症 (Insulin Injection Rate = 1.25 mU/kg/min) とする。

そのときに血糖値 100mg/dl を維持するために要するブドウ糖注入率(Glucose Injection Rate 

mg/kg/min)をインスリン抵抗性の指標とした。グルコースクランプ前後の全ブドウ糖中の安定

同位体標識ブドウ糖の割合から、肝臓でのインスリン抵抗性の指標である HGP(Hepatic 

Glucose Production), 骨格筋でのインスリン抵抗性の指標である Rd(Rate of Disappearance)を

それぞれ算出した。EPA 投与後の血中 EPA 変化量は肝インスリン感受性指標である HGP 抑

制率変化量と正相関し（P=0.013）,末梢インスリン感受性指標 Rd と負に相関する傾向を示した

（P=0.092）。 
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