
 

論 文 概 要 
 

脂質合成転写因子 SREBP-1a は、サイクリン依存性キナーゼインヒビターを介して細胞増殖を

抑制する 

 

目的 
哺乳類の細胞では細胞分裂に伴って、娘細胞の細胞膜や細胞内小器官を形成するため、また

細胞周期に応じた核膜の消失や再構成のため、秩序だった脂質の供給が必要である。しかしな

がら細胞周期と脂質合成との関連性については十分な解明はされていない。 
脂質合成を促す転写因子 SREBP-1a は、細胞増殖の盛んな細胞や組織で高い発現を示し、細胞

増殖との関連が指摘されている。本研究では、SREBP-1a を発現させた細胞または遺伝子改変

マウスを用いて SREBP-1a と細胞増殖の関連性を検討した。 
SREBP は、膜結合型の転写因子であり SREBP cleavage activating protein (SCAP)や小胞体膜蛋

白質の Insig-1 と結合した状態で小胞体上に存在する。細胞や生体が脂質不足の環境に曝される

と、SREBP/SCAP 複合体は、ゴルジ体へ移行し２種の蛋白分解酵素（Site-1 protease、Site-2 
protease）によって切断される。切断された N 末端フラグメントが、核へ移行し転写活性を発

揮する。SREBP には、SREBP-2、SREBP-1c、SREBP-1a の３つのサブタイプがある。SREBP-2
はコレステロール生合成や LDL 受容体を制御し、また SREBP-1c は主に脂肪酸合成を制御する

転写因子である。これに対して SREBP-1a は、脾臓、胸腺などのリンパ組織や培養細胞など分

裂、増殖の盛んな細胞で主要に発現している。SREBP-1a は SREBP-1c に比し強い転写能を有

し、コレステロール、中性脂肪合成系に加えてリン脂質合成系の遺伝子の転写を活性化する。 
これまで SREBP-1a は、細胞分裂に伴って細胞膜を構成するリン脂質、コレステロール、脂

肪酸を供給するものと考えられてきた。しかしながら我々の研究室にて SREBP-1a トランスジ

ェニック（以下 tg）マウスの肝臓 DNA チップ解析をもとにして、SREBP-1a がサイクリン依

存性キナーゼ（以下 cdk）インヒビターp21 遺伝子のプロモーターに結合し、その遺伝子発現を

活性化することを見出した。このことは SREBP-1a が、細胞増殖に脂質供給面からでなく、そ

の制御機構に積極的に関わる可能性を示唆するものであった。そこで、本研究にて活性型

SREBP-1a を培養細胞に発現させて細胞増殖への影響を検討した。 
 

対象と方法 
Ⅰ．SREBP-1a の細胞増殖への影響： 
（1）SREBP 遺伝子発現誘導型の stable CHO 細胞株を用いた解析 

誘導剤 IPTG で活性型 SREBP 蛋白を発現する stable CHO 細胞株を作成して、

SREBP-1a の細胞増殖、細胞周期関連因子への影響を検討した。 
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脂質合成転写因子 SREBP-1a は、サイクリン依存性キナーゼインヒビターを介して細胞増殖を

抑制する 

 

概要 
 
哺乳類の細胞では細胞分裂に伴って、娘細胞の細胞膜や細胞内小器官を形成するため、また

細胞周期に応じた核膜の消失や再構成のため、秩序だった脂質の供給が必要である。しかしな

がら細胞周期と脂質合成との関連性については十分な解明はされていない。 
脂質合成を促す転写因子 SREBP-1a は、細胞増殖の盛んな細胞や組織で高い発現を示し、細胞

増殖との関連が指摘されている。本研究では、SREBP-1a を発現させた細胞または遺伝子改変

マウスを用いて SREBP-1a と細胞増殖の関連性を検討した。 
SREBP は、膜結合型の転写因子であり細胞内コレステロール量をセンスする SREBP cleavage 

activating protein (SCAP)や小胞体膜蛋白質である Insig-1 と結合した状態で小胞体上に存在する。

細胞や生体が脂質不足の環境に曝されると、SREBP/SCAP 複合体は Insig-1 から乖離してゴル

ジ体へ移行する。ゴルジ体にて SREBP は、２種の蛋白分解酵素（Site-1 protease、Site-2 
protease）によって切断されて、その N 末端フラグメントが膜から遊離し核へ移行する。移行

したＮ末端フラグメントは、活性型 SREBP として脂質合成系の酵素群の転写を活性化する。

SREBP には、SREBP-2、SREBP-1c、SREBP-1a の３つのサブタイプがある。SREBP-2 はコ

レステロール生合成や LDL 受容体を制御し、また SREBP-1c は主に脂肪酸合成を制御する転写

因子である。これに対して SREBP-1a は、脾臓、胸腺などのリンパ組織や培養細胞など分裂、

増殖の盛んな細胞で主要に発現している。SREBP-1a は SREBP-1c に比し強い転写能を有し、

コレステロール、中性脂肪合成系に加えてリン脂質合成系の遺伝子の転写を活性化する。 
これまで SREBP-1a は、細胞分裂に伴って細胞膜を構成するリン脂質、コレステロール、脂

肪酸を供給するものと考えられてきた。しかしながら我々の研究室にて SREBP-1a トランスジ

ェニック（以下 tg）マウスの肝臓 DNA チップ解析をもとにして、SREBP-1a がサイクリン依

存性キナーゼ（以下 cdk）インヒビターp21 遺伝子のプロモーターに結合し、その遺伝子発現を

活性化することを見出した。このことは SREBP-1a が、細胞増殖に脂質供給面からでなく、そ

の制御機構に積極的に関わる可能性を示唆するものであった。そこで、本研究にて活性型

SREBP-1a を培養細胞に発現させて細胞増殖への影響を検討した。 
活性型 SREBP-1a は、CHO 細胞、HEK293 細胞、Swiss-3T3 線維芽細胞、または p53 を欠

損した Saos-2 細胞において、顕著な細胞増殖の抑制、DNA 合成の抑制、及び細胞周期 G1期停

止作用を示した。この細胞増殖抑制作用は、転写機能や DNA 結合能を失活させた変異型

SREBP-1a では認められず、SREBP-1a の転写活性化能に依存するものであった。 
SREBP-1a は脂質合成系酵素の発現を促して、組織中の脂質含量を増大させるため、阻害剤

を用いて脂質蓄積と増殖抑制の関係を検討したが、コレステロール合成阻害剤や脂肪酸合成阻

害剤は SREBP-1a の増殖抑制作用に影響を及ぼさず、そこに脂質蓄積は関与しないものと考え
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られた。 
SREBP-1a と細胞周期制御因子との関連においては、SREBP-1a を発現させた細胞中に cdk

インヒビターの p27KIP１、p21(Waf1/Cip1)、p16INK4A 遺伝子発現の亢進を認め、p27 と p21 は

その蛋白量の亢進をも確認した。また、サイクリン依存性キナーゼ cdk２及び cdk４の活性は低

下し、サイクリン依存性キナーゼの標的蛋白である Rb 蛋白質の脱リン酸化が亢進していた。 
cdk インヒビターのプロモーターへの SREBP-1a の影響をレポーターアッセイにて評価した

結果、SREBP-1a は p21(Waf1/Cip1)、p16INK4A プロモーターを活性化し、これらの cdk インヒ

ビターを転写レベルで活性化することが示された。p27 においては、その分解を司る SCF ユビ

キチンリガーゼの基質認識コンポーネント Skp2 やユビキチンリガーゼ KPC1 の発現が低下し

ていた。p27 は、細胞周期の進行おいて蛋白量の変動によってそのインヒビター活性が制御され

ると言われており、SREBP-1a はこれらの p27 の制御因子群を介して p27 蛋白量を増大させてい

るものと考えられた。 
今回の解析で興味深いのは、SREBP-1a を発現させた細胞中に SREBP-1a の分解を促すユビ

キチンリガーゼ Fbw7/CDC4 蛋白が亢進していたことでことである。Fbw7 は以前からサイクリ

ン D、c-Jun、c-Myc の分解を促して細胞増殖を抑制する腫瘍抑制因子として捉えられており、

SREBP-1a による Fbw7 蛋白量の増加は、今回認められた細胞増殖抑制に関与する可能性も想

定される。 
SREBP-1a tg マウスでは、部分肝切除術後の肝再生が障害されており、培養細胞のみならず

生体の臓器においても SREBP-1a の細胞増殖抑制作用が確認された。 
内在性の SREBP は脂質欠乏時に活性化されることが知られている。培養液から脂質画分を除

いて HeLa 細胞や Swiss-3T3 細胞に脂質欠乏を誘発すると、内在性 SREBP-1 の活性化に伴っ

て、細胞増殖抑制と G1期の停止を生じた。単価不飽和脂肪酸のオレイン酸は、脂質欠乏による

SREBP-1 活性化を抑制するともに細胞増殖抑制を回復させた。 
SREBP-1a は従来、細胞分裂に伴って発現し、細胞に脂質を供給して増殖を促す転写因子と

捉えられてきた。しかし、今回の研究にて SREBP-1a は、cdk インヒビターを誘導して細胞増

殖を停止、遅延させることが明らかになった。我々は、この SREBP-1a の増殖抑制作用は、細

胞がその増殖に応じた脂質を供給できない環境においては、SREBP-1a が増殖を一旦 G1期に留

め、同時に次の細胞分裂に対して十分な脂質を供給するためと考えている。 
 
 

 

 

 

 

 

 



 3

 

緒言（文献的考察，当該研究の目的を含む） 

 

SREBP は、コレステロールや脂肪酸合成に司る酵素群の発現を制御する転写因子である[1, 2]。

SREBP は、転写されて蛋白に翻訳されると一旦、小胞体や核膜上に移行して、細胞内コレステ

ロール量をセンスする SREBP cleavage activating protein (SCAP)や小胞体膜蛋白質のひとつであ

る Insig-1 と結合した状態で存在する[3]。SREBP が転写因子として核に移行して働くためには、

SREBP-1 蛋白質の分子内で切断を受けることが必要である。細胞内のコレステロールが枯渇し

た状態では、小胞体上の SREBP/SCAP 複合体は Insig-1 から離れてゴルジ体へ移行する。 ゴル

ジ体にて SREBP は、２種の蛋白分解酵素（Site-1 protease、Site-2 protease）によって分子内の 2

箇所が切断を受ける。切断された N-末端の SREBP フラグメントが活性型 SREBP として核内へ

移行し、標的遺伝子のプロモーター上の SRE 配列に結合してその転写を活性化する[1]。 

SREBP には、SREBP-1a、SREBP-1c、SREBP-2 の３つのサブタイプが存在する。SREBP-2 は、

全身に発現し、コレステロール合成系の酵素群や LDL 受容体の発現を促す。SREBP-1c は、主

に肝臓や脂肪組織に発現し、脂肪酸合成系の酵素群を制御する[4, 5]。これに対して、SREBP-1a

は、精巣、胸腺、脾臓などの細胞増殖の盛んな臓器や多くの培養株細胞で高度に発現している[6]。

SREBP-1a の標的遺伝子には、コレステロール合成系、脂肪酸合成系に加えて、細胞膜の成分と

なるホスファチジルコリンなどのリン脂質合成系の酵素群も含まれる[7]。核中の SREBP-1a レ

ベルは、細胞内の脂質含量の変化に応じて、また外的環境からの脂質供給量の変化に応じて変

動し、コレステロール、リン脂質、脂肪酸の合成を制御する。そのため SREBP-1a は、増殖中の

細胞増殖において、脂質供給因子として考えられてきた。しかしながら SREBP-1a の細胞増殖機

構への影響については十分な解析は為されていない。最近、我々は、SREBP-1a がサイクリン依

存性キナーゼ（以下 cdk）インヒビターである p21 のプロモーターに結合して、その発現を誘導

することを見出した[8]。このことは SREBP が、細胞増殖機構に対して、脂質供給の面からだけ

でなく、積極的にその制御に関わる可能性を示唆したものであった。本研究では、培養細胞に

活性型 SREBP-1a 蛋白を誘導し、細胞増殖および細胞周期関与因子群への影響を検討した。 

 

 

 

対象及び方法 

 

SREBP-1a の細胞増殖への影響： 

Ⅰ SREBP 遺伝子発現誘導型の stable CHO 細胞株を用いた解析 

チャイニーズハムスター卵巣由来CHO細胞にLac switch inducible mammalian expressing system

を用いて活性型 SREBP 遺伝子を導入し、SREBP 誘導型の stable 細胞株 CHO-BP-1a と CHO-BP-2

を作成した[9, 10]。この細胞株は、それぞれヒトの活性型 SREBP-1a（アミノ酸 1-487）とヒト活
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性型 SREBP-2（アミノ酸 1-481）をゲノム内に有しており、誘導剤イソプロピル-β-チオガラク

トピラノシド（IPTG）によって活性型 SREBP 蛋白の発現が誘導されるシステムである(8,9)。誘

導剤である IPTG 濃度は 100μM とした。 

細胞の培養には、10 %の牛胎児血清と 100 U/mL のペニシリン及び 100 μg/mL のストレプトマ

イシンを含むダルベッコ変法イーグル培地(DMEM)を用い、95 %空気-5 %CO2 の 37℃の培養用

恒温槽で培養した。細胞数の計数では、まず細胞を 100 mm の組織培養用シャーレに 100,000 細

胞/シャーレで播種し、翌日に IPTG を所定の濃度で添加した。一定期間培養後に細胞を回収し

て、細胞数を血球計数盤にて計数した。さらに DNA 合成の指標として BrdU 取り込み量の評価

を行った。細胞を 96 穴プレートに 1500 個／穴の割合で播種し、1 日培養後に IPTG を添加した。

さらに 1 日培養し、BrdU 10 μM を添加してさらに 4 時間培養した。BrdU の取り込み量は、BrdU 

Labeling and Detection kit （Roche Diagnostics）または Cell proliferation ELISA, BrdU （Roche 

Applied Science）を用いて評価した。細胞周期の解析は、細胞をトリプシンで剥がしてから 0.1 % 

Triton X-100、0.1 mg/mL RNase 及び 25μg/mL のプロピジウムアイオダイド（PI、Sigma）を含

む PBS に懸濁して DNA を染色し、フローサイトメーター（FACScaliver Becton, Dickinson and 

Company）にて行った。用いた細胞試料は、全てコンフルエント前の細胞増殖期にあることを顕

微鏡にて確認した。 

 

SREBP-1a の細胞周期への影響： 

Ⅱ SREBP 発現プラスミドを用いた一過性遺伝子導入法による解析 

ヒト活性型 SREBP-1a（アミノ酸 1-487）、ヒト活性型 SREBP-2（アミノ酸 1-481）をコードす

る cDNA を pcDNA3.1(+)（Invitrogen）に挿入して発現プラスミドを作成した[11, 12]。また変異

型 SREBP-1a として、転写調節領域を欠損する SREBP-1（ΔTA-SREBP-1a）と SRE 結合能を失

活した変異型 SREBP-1a（SREBP-1a YR-mutant）も同様に作成した(13,14)。SREBP-1a YR-mutant

は、335 番目のチロシン残基をアルギニンに置換した変異体であり、SRE 結合能はないが E-ボ

ックス結合能は有している。SRE-EGFP プラスミドは、ヒト LDL 受容体プロモーターの SRE 配

列と SP１結合配列[13]を EGFP-1 プラスミド（Clontech）の EGFP（Enhanced Green Fluorescent 

Protein）遺伝子の５‘上流に挿入して作成した。SRE-EGFP は、培養細胞中へ導入されると SREBP

によって EGFP の転写が活性化されて蛍光を発するプラスミドである。  

培養細胞への遺伝子導入では、細胞を 100mm の培養用シャーレに播種し、１日培養した後に

FuGene6 Transfection Reagents （Roche Diagnostics）を用いて SREBP と SRE-EGFP ともに導入し

た。４時間後に新鮮な培地に交換し、さらに１日培養してから、細胞懸濁液をパラフォルムア

ルデヒドとエタノールにて固定し、前述の方法にて PI 染色を施した(37)。フローサイトメータ

ーにて EGFP 陽性の細胞集団を選別し SREBP-1a の細胞周期への影響を解析した[14]。 

 

ノザンブロット及びイムノブロット解析 

ノザンブロット解析として、細胞から total RNA を Trizol Reagent（Life Technologies）を用い
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て抽出精製した。ノザンブロット解析は参考論文[15]に従って施行した。所定の遺伝子のプロー

ブは 32P でラベリングして精製してハイブリダイゼーションに用いた。 

イムノブロット解析は、参考論文[16]に従い培養細胞の細胞破砕液を試料とした。また核型

SREBP 蛋白の評価のため、細胞から核蛋白抽出を行った[17]。１次抗体には、それぞれの蛋白

に対する抗体を用いた。２次抗体として西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識抗 IgG 抗体

を処理した後、ECL Western Blotting Detection Reagents （GE Healthcare Bioscience）で発光させ、

目的抗原のシグナルを Hyper-Film (GE Healthcare Bioscience)で検出した。 

 

Cdk インヒビターのプロモーターのクローニングとレポーターアッセイ 

プロモーター領域のクローニング：ヒト p16INK4A、ヒト p19INK4D、マウス p27KIP１のプロ

モーターを以下の primer を用いて PCR 法にてゲノム DNA から増幅し、pGL3Basic プラスミド

（Promega）のルシフェラーゼの５‘上流に挿入してクローニングした。すべてのプラスミドは

作成後シーケンシングを行い、塩基配列を確認した。マウス p21(Waf1/Cip1)は以前の論文[8]で作

成したものを用いた。 

＜primer＞  

p16INK4A            

3’primer : 5’-TGCCTGCTCTCCCCCTCTCC-3’ ,  

5’primer : 5’-GCCACCGCGTCCTGCTCCAAAG-3’   

p19INK4D  

3’primer : 5’-ACACTGGCGGCCTGACAAAG-3’ ,  

5’primer : 5’-AGCTCGTAGTAAGGGCCAATGAATGTTCT-3’ ,  

p27KIP１  

3’primer : 5’-CAAAACCGAACAAAAGCGAAACGCCA-3’   

5’primer : 5’-CAACCCATCCAAATCCAGACAAAAT-3’ 

レポーターアッセイ：HEK293細胞を24穴プレートに25000細胞／穴で播種し、翌日にFuGene6 

Transfection Reagents を用いて cdk インヒビターのプロモーター－ルシフェラーゼプラスミド

（250 ng/well）と SREBP 発現プラスミド（250ng/well）の遺伝子導入を行った。4 時間後に新鮮

な DMEM 培地に交換し、さらに 1 日培養してからルシフェラーゼアッセイを Dual-Luciferase 

Reporter Assay System（Promega）を用いて行った。同量の pcDNA3.1(+)プラスミドを対照群とし

た。また、内部標準として pRL-SV40 プラスミド（Promega）を同時に導入し、cdk インヒビタ

ープロモータープラスミドのルシフェラーゼ活性値を、pRL-SV40 のルシフェラーゼ活性値で補

正した。 

 

SREBP-1a のサイクリン依存性キナーゼ cdk２及び cdk４活性への影響 

 免疫沈降法により cdk2 及び cdk4 活性測定を行った。SREBP 誘導型 CHO 細胞の破砕液を cdk2

及び cdk4 抗体（Santa Cruz）とインキュベーションした後、プロテイン G 結合ビーズ（GE 



 6

Healthcare Bioscience）を用いて抗原-抗体複合体を回収した。cdk２及ぶ cdk４の基質としてヒス

トン H1 蛋白（Santa Cruz）及び Rb 蛋白フラグメント（Santa Cruz）を用いた。酵素活性の

評価は参考論文[18]に従って行った。 
 
肝部分切除モデルを用いた SREBP-1a の肝再生に及ぼす影響 

本研究で行った動物実験は、筑波大学動物実験取り扱い規定に従って行い、筑波大学動物実

験倫理委員会により是認されている。マウスは、明期 12 時間、暗期 12 時間の光条件下で飼育

し、 飼料には通常餌としてオリエンタル MF（オリエンタル酵母）を与え、自由摂取、自由摂

水とした。肝臓に活性型 SREBP-1a 蛋白を発現する SREBP-1a トランスジェニック（以下 tg）
マウス[19]及び SREBP-1 欠損マウス[20]に、肝部分切除術を施行し肝臓の約 70％を切除した。

縫合後、10 日間飼育し、BrdU 取り込みを指標にして、肝細胞の DNA 合成を評価した。BrdU
を 60mg/kg の用量でマウス尾静脈内に投与し、2 時間後に麻酔して腹部大動脈から放血致死さ

せた後、肝臓を摘出した。肝臓重量を測定後、速やかにその一部を 10％ホルマリンで固定した。

定法にてパラフィン包埋し、薄切してプレパラート標本を作製した。BrdU 取り込みとして、免

疫組織染色を行い、BrdU 陽性の細胞核を観察した。核染色として DAPI 染色を同時に行った。 

また、残りの肝組織を眼科バサミで破砕し、メッシュで濾過して細胞懸濁液を調製した。前述

の方法にて PI 染色し、フローサイトメーターで、肝細胞 DNA 量の倍数性を解析した。 
 
SREBP-1 欠損マウス胎児由来の初代線維芽細胞を用いた検討 

SREBP-1 欠損マウスを交配し、膣栓確認日から 13 日から 15 日後のマウスを頚椎脱臼して屠

殺し開腹して胎児を摘出した。摘出した胎児からトリプシン法により線維芽細胞を分離して、

培養系へ移した。胎児線維芽細胞の DNA 合成の評価のため、細胞を 24 穴プレートに 5000 細

胞/well で播種した。指定された期間培養後、培地に BrdU を添加して 2 時間インキュベーショ

ンしてから BrdU 取り込み量を前述のキットを用いて評価した。 
 
脂質欠乏による内在性 SREBP-1 発現誘導と細胞増殖への影響 
マウス Swiss-3T3 線維芽細胞及び HeLa 細胞を用いて、脂質欠乏時の細胞増殖と内在性

SREBP-1 核蛋白量への影響を検討した。脂質除去血清（delipidated serum 以下 DLS）を培

養用の牛胎児血清から参考論文[21]に従って作成した。または血清中からリポ蛋白質を除いたリ

ポ蛋白欠乏牛胎児血清（以下 LPDS）を Sigma から購入した。HeLa 細胞及び Swiss-3T3 線維

芽細胞を、24 穴プレートに 5000 細胞/well で播種し、翌日に DLS 血清を含む DMEM 培地、

または LPDS を含む DMEM 培地に交換した。対照として通常の牛胎児血清（FCS）を含む

DMEM 培地を用いた。2 日間培養した後、MTT アッセイを行い細胞数の変化を評価した。ま

た細胞周期解析のため、同日の細胞試料を前述のごとく PI 染色を施行しフローサイトメーター

にて解析した。さらに、DLS を含む DMEM 培地へ 100 μM オレイン酸または 5 μM コレス

テロールを添加し、脂質補充の影響を MTT アッセイや細胞周期解析で検討した。また脂質除去
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処置を施した HeLa 細胞または Swiss-3T3 細胞の核分画をイムノブロット法にて内在性の核型

SREBP-1 蛋白量の変動を評価した。 
MTT アッセイでは、細胞培養液へ 5 mg/mL の MTT 溶液を培地の 1/5 量添加して 37℃で 90 分

間インキュベートした。培地を除き 0.25N HCl-イソプロピルアルコールを加えて、形成された

ホルマザンを溶出させ、吸光光度計にて測定した。 
 
 
 
結果 
 
SREBP-1a は、培養細胞の増殖を抑制し、細胞周期を G1期で停止させる。 

IPTG 誘導下で活性型 SREBP-1a 蛋白及び SREBP-2 蛋白を発現する CHO-BP-1a 細胞、

CHO-BP-2 細胞を用いて、細胞数および BrdU 取り込み量を評価した。対照として Lac レプ

レッサーを発現する CHO-Lac 細胞を用いた。CHO-BP-1a 細胞に IPTG を添加した結果、細胞

数の増加（図１A）や BrdU の取り込み（図１B）は、CHO-Lac 細胞に比べてほぼ完全に抑制

された。これに対して SREBP-2 を発現する CHO-BP-2 細胞では細胞増殖はほとんど影響を受

けなかった。この細胞周期をフローサイトメーターで解析した結果、CHO-BP-1a 細胞で明確な

G1期の細胞頻度の増加、S 期の低下が見出されたが、CHO-BP-2 細胞では、細胞周期の変化は

認められなかった（表１）。CHO-BP-1a 細胞の増殖抑制は IPTG 添加３日後までも継続してい

たが、細胞の培養容器からの剥離はわずかであり、結果には提示していないが IPTG の除去に

より再度、細胞増殖を再開した。 
CHO-BP-1a 細胞における外因性 SREBP-1a の細胞増殖抑制と、内在性の SREBP-1a による

細胞増殖抑制作用を比較した。活性型の核 SREBP は、脂質欠乏条件で誘導されることが知られ

ているので[9, 10]、ヒト子宮頚部癌由来培養細胞株 HeLa 細胞を、脂質を除去した牛胎児血清を

含む DMEM 培地で培養して、内在性の活性型核 SREBP-1a 蛋白を誘導するとともに、細胞増

殖を MTT アッセイで評価した。脂質除去血清を含む DMEM 培地中のトリグリセリド濃度、総

コレステロール濃度及び遊離脂肪酸濃度は、通常培地の約 1/10 に低下していることを確認して

いる。本培地で HeLa 細胞を培養した結果、核 SREBP-1a 蛋白量が増加するとともに細胞の増

殖は抑制された（図２A、B）。CHO-BP-1a 細胞を IPTG の用量を変えて処理し、SREBP-1a の

発現量と細胞増殖の抑制程度の関係を検討した結果、CHO-BP-1a 細胞では、IPTG 5μM か

ら著明な核 SREBP-1a 蛋白発現増加と細胞増殖抑制を示した。IPTG５μM で誘導される活性

型 SREBP-1a 蛋白量は、脂質除去処理で HeLa 細胞に誘導される活性型 SREBP-1a 蛋白量とほ

ぼ同程度であった（図２ A、B）。この SREBP-1a による細胞周期の G1 期停止は、HEK293
細胞、マウス Swiss-3T3 繊維芽細胞に活性型 SREBP-1a を一過性に導入して発現させた場合に

も認められ、特定の細胞に限定した現象ではなく、普遍的な作用と考えられた（表２）。また p53
を欠損したヒト骨肉腫由来 Saos-2 細胞[22, 23]でも SREBP-1a 導入による G1期停止がみられ
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（表２）、そこに p53 の関与はないものと考えている。 
SREBP の転写機能と細胞増殖抑制の関係をさらに解析するため、２つの変異型 SREBP-1a

の検討を行った。ΔTA-SREBP-1a は、SREBP-1a 分子内の DNA 結合ドメインを残し、転写

活性化ドメインを欠損させた SREBP-1a で、SRE 配列には結合するものの標的遺伝子への転写

活性化能が消失している[24]。また SREBP-1a YR-mutant は、DNA 結合ドメインのアミノ酸

置換により SRE 配列への結合能を失活させた変異体 SREBP-1a である。この変異体はプロモ

ーターの E-ボックスへの結合能は残存している[11, 12]。いずれの変異型 SREBP-1a も、導入

されたHEK293細胞の細胞周期進行に、まったく影響を及ぼさず、SREBP-1aの増殖抑制には、

SREBP-1aが標的遺伝子プロモーターのSREエレメントに結合してその遺伝子発現を促すこと

が必要であることが示された（表３）。 
コレステロール合成阻害剤であるスタチン系薬剤は、内在性 SREBP を活性化するとともに、

培養細胞の増殖を抑えることが知られている[25]。スタチン系薬物の細胞増殖抑制の原因は、コ

レステロール合成経路の副産物であるイソプレノイド欠乏によるものとされているため[26]、
SREBP-1a の増殖抑制とイソプレノイド欠乏の関連性について検討した。まず、CHO-Lac 細胞

にてスタチン系薬剤であるシンバスタチンの細胞増殖抑制作用とイソプレノイドであるゲラニ

ルゲラニルピロフォスフェート（GGPP）及びファルネシルピロフォスフェート（FPP）のシン

バスタチンの増殖抑制への軽減作用を確認した（図２C-左上）。次に SREBP-1a 誘導により細胞

増殖を抑制させた CHO-BP-1a 細胞に GGPP と FPP を添加したが、細胞増殖抑制の軽減はまっ

たく認められず、SREBP-1a の細胞増殖抑制にイソプレノイド欠乏は関与しないものと考えら

れた（図２C-右上）。 
SREBP-1a は、コレステロール合成や脂肪酸合成を担う酵素群の遺伝子を強く発現させて細

胞中のコレステロールや脂肪酸含有量を増加させる[19]。我々の CHO-BP-1a 細胞においても

SREBP-1a 誘導により脂肪酸合成酵素（FAS）、コレステロール合成にメバロン酸経路にある

HMG-CoA 合成酵素とファルネシルジフォスフェート（FPP）合成酵素の発現亢進が確認され

た（図３A）。SREBP-1a のコレステロール蓄積や脂肪酸蓄積と細胞増殖抑制との関連性につい

て検討するために、CHO-BP-1a 細胞にコレステロール合成酵素の阻害剤シンバスタチン、また

は脂肪酸合成酵素の阻害剤セルレニンを添加して、SREBP-1a の細胞増殖抑制への影響を検討

した。その結果、シンバスタチン、セルレニンともに SREBP-1a のよる細胞増殖停止にはまっ

たく影響を及ぼさず（図２C-下）、SREBP-1a の増殖抑制は、過剰なコレステロールや脂肪酸の

蓄積によるものではないと考えられた。 
 
SREBP-1a の細胞増殖抑制における cdk インヒビターの関与 

cdk インヒビターは細胞周期の進行を制御する重要な因子である。今回、SREBP-1a による

細胞増殖抑制と cdk インヒビターの関連性を検討した。我々は、以前に活性型 SREBP-1a を肝

臓に発現する SREBP-1a tg マウス肝臓の DNA マイクロアレイ解析から、SREBP-1a が p21 遺

伝子発現を誘導することを見出し、そのプロモーター解析から、SREBP-1a が新規な p21 遺伝
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子の SRE エレメントに結合してその転写を制御することを報告している[8]。今回、SREBP-1a
発現誘導型 CHO-BP-1a 細胞においても、cdk インヒビターp21 に加えて p16、p27 の mRNA
増大を認めた（図３A）。またノイムノブロット解析によって p21、p27 蛋白質の発現亢進を認

めた（図４B）。さらにこれらの cdk インヒビターにおいては、その遺伝子プロモーターをクロ

ーニングして、SREBP-1a の影響についてレポーターアッセイにて検討した。 
陽性対照として、LDL 受容体の SRE エレメントを５‘上流に持つルシフェラーゼ発現プラス

ミド（SRE-LUC）を用いた。図３B に示したごとく cdk インヒビターのプロモーターに対して、

SREBP-1a は p21 と p16 プロモーターを活性化したが、p27 と p19 へのほとんど影響を及ぼさ

なかった（図３B）。また SREBP-2 は、いずれの cdk インヒビターのプロモーター活性も増大

させなかった。p27mRNA は CHO-BP-1a 細胞にて SREBP-1a によってその増加を認めたが、

レポーター実験では SREBP-1a により p27 プロモーターは活性化されず、その乖離については

不明である。 
これまでに p27 と細胞周期に関する多くの報告から、細胞周期の過程で p27 蛋白量の安定性

がユビキチン－プロテオーム経路を介して変動するとされている[27]。今回、CHO-BP-1a 細胞

では、SREBP-1a によって 2 つの p27 制御因子が変動していた。ひとつは SCF ユビキチンリガ

ーゼの基質認識コンポーネントである Skp2 で、他はユビキチンリガーゼ KPC1 である[28, 29]。
両因子ともに細胞周期の G1または G2期において p27 蛋白レベルを低下させることが報告され

ている。CHO-BP-1a 細胞では SREBP-1a 誘導によって KPC1mRNA、Skp2ｍRNA はともに

低下し（図４A）、Skp2 は蛋白レベルでも低下していた（図４D）。これらは、SREBP-1a 誘導

時の p27 蛋白増加の原因と考えている。さらに cdk インヒビターの標的酵素である cdk2、cdk4
活性と Rb 蛋白のリン酸化を評価した結果、両サイクリン依存性キナーゼは著明に低下し（図４

C）、Rb 蛋白のポリアクリルアミド電気泳動の移動度は長くなり高リン酸化型 Rb から低リン酸

化型 Rb へ変化したものと考えられた（図４D）。またサイクリン D、サイクリン E 蛋白レベル

も低下していた（図４D）。いずれの因子の変化も G1 期から S 期への細胞周期の進行抑制につ

ながるものと考えられる[30-32]。興味深いのは、今回、SREBP-1a によって癌抑制因子と言わ

れている[33]Fbw7/cdc4 蛋白レベルが著しく増大していたことである（図４D）。この因子は、

ユビキチンリガーゼとしてサイクリン D、c-Jun、c-Myc の分解を促して細胞増殖を抑制する因

子である[34]。今回の CHO-BP-1a 細胞でも SREBP-1a によってサイクリン D レベルが低下し

ており、Fbw7 が SREBP-1a の増殖抑制に寄与するものと考えている。 
 
肝部分切除モデルを用いた SREBP-1a の肝再生に及ぼす影響 

SREBP-1a の細胞増殖抑制作用を SREBP-1a tg マウスの肝再生実験にて検討した。

SREBP-1a tg マウスは、ホスホエノールピルビン酸カルボキシキナーゼのプロモーター制御下

にて肝臓に活性型 SREBP-1a を発現するマウスであり、顕著な脂肪肝を呈する[19]。野生型マ

ウスでは、その肝臓の約 70%を摘出すると 10 日後までに肝臓再生が生じ本来の大きさまで回復

するが、SREBP-1a tg マウスでは、部分肝臓摘出後、約半数のマウスは死亡し、肝臓の再生も
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ほとんど起こらなかった。BrdU の取り込みを指標にして肝再生時の DNA 合成を評価した結果、

野生型マウスでは肝臓摘出の 36-48 時間後で DNA 合成が起こり細胞周期の進行を示していた。

これに対して SREBP-1a tg マウスでは BrdU 取り込みがほとんど検出されず、肝臓の肝再生障

害を裏付ける結果となった（図５A）。SREBP-1a tg マウスの肝細胞の DNA の倍数性は、野生

型マウスに比べて４倍体核数が少なく、２倍体核数が多かった（図５B）。肝細胞の２倍体から

４倍体化へは DNA 合成が必要であり[35]、SREBP-1a による細胞増殖能の低下が、両群の肝臓

核の倍数性の相違に起因するものと考えられた。 
 

内在性 SREBP-1a と細胞増殖との関連性 
内在性の SREBP-1a の細胞増殖への影響を検討するために、SREBP-1 欠損マウスの胎児よ

り調製した初代線維芽細胞の増殖速度を評価した。SREBP-1 欠損マウス由来の線維芽細胞の

DNA 合成量と細胞数の増加は、野生型マウスに比べて高かった（図５C、D）。また SREBP-1
欠損マウスの肝臓再生の BrdU 取り込みでは、欠損マウスの方が野生型マウスに比べて DNA 合

成が高値であり（図５E）、胎児由来線維芽細胞の結果と同様なものとなった。 
 内在性の SREBP は、脂質を除いた培養血清やコレステロール合成阻害剤によって強く誘導さ

れる[36]。HeLa 細胞を脂質抜き培地で培養すると内在性 SREBP-1a が誘導されるともに細胞

増殖抑制が認められた（図６A）。FACS のよる細胞周期解析では、脂質除去によって G1期の細

胞数の増加も認められた（図６C）。この脂質除去による増殖抑制はコレステロールの補充では

回復しなかったが、単価不飽和脂肪酸のオレイン酸の補充で回復した。オレイン酸は、HeLa 細

胞の SREBP-1 の活性化を抑制したが、コレステロールは SREBP-1 を抑制しなかった。オレイ

ン酸による細胞増殖の回復は、HeLa 細胞だけでなく Swiss-3T3 線維芽細胞でも観察された（図

６B）。このように SREBP-1a による細胞抑制作用には、細胞内の脂肪酸レベルが制御因子とし

て重要であると考えられる。 
図７に SREBP-1a と細胞増殖抑制の関係をまとめた。 
 
 
 
考察 
 

SREBP-1a は、SREBP-2 や SREBP-1c とは異なり、増殖の盛んな細胞や組織で高度に発現

されており、細胞増殖にも関わる脂質合成転写因子と考えられている[6]。本研究にて SREBP-1a
は、細胞膜や細胞内小器官の基質としての脂質供給のみならず、より直接的に細胞周期や細胞

増殖関連因子を制御していることを示した。増殖中の細胞における脂質合成は、単に 2 次的な

ものではなく秩序だって細胞周期と関連している[37]。興味深い点は、この脂質制御に SREBP-2
や SREBP-1c ではなく、SREBP-1a が中心にあることである。最近、我々は SREBP-1a が､cdk
インヒビターである p21 蛋白の遺伝子プロモーターに結合して、その転写活性を亢進すること
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を報告した[8]。このことは SREBP-1a と細胞周期制御を最初に関連づけるものであった。さら

に本研究にて、SREBP-1a は p21 に加えて p27 や p16 発現を誘導し、細胞周期の G1停止を起

こすことを示した。また SREBP の増殖抑制効果は、SREBP-1a でもっとも強く、SREBP-2 で

はそれに比し弱いものであった。それぞれの cdk インヒビターの活性化機構は多様で複雑であ

る。SREBP-1a の G1停止惹起作用は、その転写活性に依存しており、SREBP-1a により発現制

御を受ける未知の因子（群）によって cdk インヒビターの遺伝子発現やユビキチン機構の SKP2、
KPC-1 が制御されているものと考えられる。SREBP-1a の増殖制御は、細胞種により異なる可

能性もあり、SREBP-1a と cdk インヒビターやユビキチン機構との間に介在する因子群へはさ

らなる検討が必要である。 
 細胞核内における活性型 SREBP-1a 蛋白量は、SCAP/Insig 系によって制御されており、細

胞中のステロールレベルに依存している。これまでの報告では、SREBP-1a の活性化は細胞増

殖に必要であるとし、細胞増殖に伴う PI3K 経路の活性化が SREBP-1a の活性化と関連するこ

とも報告されている[38-41]。しかしながら本研究で示した SREBP-1a の増殖に対する抑制作用

は、以前の報告とは異なるものであった。我々の実験では、SREBP-1a 蛋白の発現レベルは高

く、細胞や組織において脂質供給や合成が不足して活性型 SREBP-1 レベルが亢進した状態を模

しているものである。脂質欠乏時に活性化された SREBP-1a は、脂質合成系酵素群を亢進させ

るだけでなく、十分な脂質が供給されるまで細胞増殖を積極的に停止させていると考えている。

この観点から言えば、SREBP-1a が増殖中の細胞にリン脂質、脂肪酸やコレステロールを供給

し、増殖を支援するとしたこれまでの報告と矛盾しているが、この SREBP-1a の二面的な働き

は、その発現量に依存しているかもしれない。我々の用いた SREBP 誘導型 stable CHO 細胞で

は、誘導剤 IPTG 未添加でも少レベルの SREBP-1a や SREBP-2 が漏洩している。これらの細

胞は、対照に用いた CHO-Lac 細胞より増殖速度が速く、IPTG を添加して SREBP-1a 発現を

誘導すると増殖が停止した。この解釈は、SREBP-1a 発現量が低い場合では SREBP-1a や

SREBP-2 は、細胞増殖に促進的に働き、SREBP-1a レベルが過剰に発現された場合には、増殖

抑制的に働くものと考えられる。SREBP-1 欠損マウスの細胞の検討では、欠損マウス胎児線維

芽細胞の増殖速度は野生型に比べて早い傾向があった。SREBP-1 欠損マウスでは SREBP-2 が

代償的に活性化されていることが知られており[20]、SREBP-2 による脂質供給が増殖に支援的

に働く可能性もあるものと考えている。 
 最近、SREBP-1a が細胞周期の過程において、G2/M 期でリン酸化を受けてその転写活性が亢

進することが報告された[40, 42]。本研究でも SREBP-1a の働きは G1停止のみならず G2/M 期

への影響も示唆されている。SREBP-1a を誘導した培養細胞の細胞周期解析では、S 期の顕著

な低下に比べて G2/M 期の低下はわずかであった。これは SREBP-1a によって G1期停止と同時

に G2/M 期の進行抑制も起きている可能性が考えられる。 
 SREBP-1a は、細胞内にて核型 SREBP-1a 蛋白の安定性がカルパイン酵素阻害剤である

ALLN で亢進することから、ユビキチン-26S プロテオソームによる分解制御を受けるものと考

えられている[43]。最近、SCF 型ユビキチンリガーゼ複合体の構成成分である Fbw７/Cdc4 が
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SREBP-1a の GSK-3 によるリン酸化後の SREBP-1a 蛋白の分解に関与することが明らかにな

った[33]。細胞内の脂質バランスは、SCAP/Insig-1 機構を介して活性型の SREBP-1a 蛋白量を

決めると推定されているが、細胞周期の進行に関連しては、Fbw7 を介して核型 SREBP-1a 蛋

白の安定性が制御されているものと考えられる。このように SREBP-1a は p27 と同様に SCF
機構を介して細胞周期の中でその活性が制御されている転写因子である。Fbw7 は SREBP-1a
以外に c-Myc、サイクリン E、c-Jun の分解を制御することがすでに明らかとなっている。これ

らの因子は、細胞増殖を促すばかりでなく、癌化の過程で重要な因子である。これらの因子群

を分解する Fbw7 は、腫瘍抑制因子とも考えられている[34]。今回、SREBP-1a の Fbw7 蛋白

量を CHO-BP-1a 細胞にて検討した結果、著明な亢進を認め、同時にサイクリン E 蛋白量の軽

度な低下を認めた。C-Myc や c-Jun は未解析であるが、SREBP-1a の増殖抑制機序に介在する

因子として Fbw7 の可能性も考えられる。今後は、内在性の Fbw7 と脂質代謝との関連性も検

討していく必要があると思われる。 
 このように脂質合成を強く促す転写因子 SREBP-1a と細胞周期や細胞増殖には大きな関連性

があり、今後は細胞の癌化や cdk インヒビターと関連が明らかになりつつある細胞老化の点か

らも解析が望まれる。 
 
 
 
結論 
 
脂質合成転写因子 SREBP-1a は、これまで脂質を供給して細胞増殖を促す因子として捉えられ

てきたが、SREBP-1a は、cdk インヒビターや様々な細胞周期関連因子群に影響を及ぼして細

胞増殖を停止、遅延させることが明らかになり、外的環境に応じた細胞周期の変化に積極的に

関与する因子であると考えられる。 
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図の説明 
 
図１ 
核型 SREBP-1a の細胞増殖の抑制効果 

A 核型 SREBP-1a を IPTG 誘導下で発現する CHO 細胞株（CHO-BP1a 細胞）と核型

SREBP-2 を発現する CHO 細胞株（CHO-BP-2 株）における SREBP 発現時の細胞増殖の時間

経過を示した。対照として Lac レプレッサーのみを発現する CHO 細胞株（CHO-Lac 細胞）を

用いた。各 CHO 細胞株は、播種翌日に IPTG 0.1mM を添加した後、所定の時間培養し、生細

胞数を血球計数盤にて計測した。グラフ上の白丸は、IPTG 未添加群、黒丸は IPTG 添加群を示

した。 
B 同 CHO 細胞株を用いて DNA 合成の指標として 2 時間の BrdU 取り込み量を評価した。

グラフの白カラムは IPTG 未添加群を、黒カラムは IPTG 添加群を示した。 
 
図２ 
内在性 SREBP-1a と外因性 IPTG 誘導型 SREBP-1a の細胞増殖抑制効果の比較 

A B SREBP-1a 発現誘導型 CHO-BP-1a 細胞における IPTG 濃度と細胞増殖抑制の関係と

脂質除去による HeLa 細胞の増殖抑制効果を示した。SREBP-1a 発現誘導型 CHO-BP-1a 細胞

に IPTG を１μM から 100μM まで用量を変えて添加し、イムノブロットによる核型 SREBP-1
蛋白量の評価と MTT アッセイおよび BrdU 取り込みアッセイを行った。HeLa 細胞を脂質除去

した牛胎児血清を含む DMEM 培地で２日間、または 3 日間培養し、同様に核 SREBP-1 蛋白量

の評価と MTT アッセイを行った。  
C（上図）SREBP-1a の細胞増殖抑制に及ぼす GGPP、FPP の影響 

コレステロール合成阻害剤シンバスタチン 10μM 単独、または GGPP 3μg/mL、FPP 3μgmL
をともに CHO-Lac 細胞（図 C 左上）と CHO-BP-1a 細胞（図 C 右上）に添加して培養した。2
日間後に細胞増殖への影響を MTT アッセイにて評価した。 
 C（下図） SREBP-1a の細胞増殖抑制に及ぼすコレステロール合成阻害剤シンバスタチンと

脂肪酸合成酵素阻害剤セルレニンの影響 
コレステロール合成阻害剤シンバスタチン 0.3、1μM または脂肪酸合成酵素阻害剤セルレニン

0.1、0.3、3μM を CHO-Lac 細胞（図 C 左下）と CHO-BP-1a 細胞（図 C 右下）に添加して培

養した。2 日間後に細胞増殖への影響を MTT アッセイにて評価した。いずれのグラムも白カラ

ムは IPTG 未添加群を、黒カラムは IPTG 0.1mM 添加を示した。MTT アッセイの結果は、平

均±SD で示した。 
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図３ 
SREBP誘導型 stable CHO細胞における脂質合成系遺伝子および cdkインヒビター発現への評

価 
A  SREBP 誘導型 stable CHO 細胞のノザンブロット解析 
SREBP 誘導型 CHO 細胞を用いて、SREBP-1a の脂質合成系の酵素群と cdk インヒビターの遺

伝子発現への影響をノザンブロットにて解析した。各 stable CHO 細胞（CHO-Lac 細胞、

CHO-BP-1a 細胞、CHO-BP-2 細胞）を IPTG 0.1mM で 1 日処理後、RNA を抽出しノザンブ

ロット解析を行った。FAS：脂肪酸合成酵素、HMG-CoA synthase：HMG-CoA 合成酵素、FPP 
synthase：ファルネシルジフォスフェート合成酵素、CTα：CTP ホスホコリンシチジリル転移

酵素、内部標準として 36B4 を用いた。 
B SREBP の cdk インヒビタープロモーターへの影響 

cdk インヒビター p16 , p19 , p21, p27 のプロモーターをクローニングしてルシフェラーゼ

発現プラスミドに挿入し、レポーターアッセイを行った。HEK293 細胞へ SREBP 発現プラス

ミドと cdk インヒビタープロモータールシフェラーゼプラスミドをともに遺伝子導入し、翌日

のルシフェラーゼ活性を測定した。内部標準ルシフェラーゼとして pRL-SV40 プラスミドを補

正に用いた。値は、3～４サンプルの平均±SD で示した。 
 
図４ 
SREBP-1a の細胞周期関連因子への影響 
SREBP 誘導型 stable CHO 細胞における、（A）p27 分解制御因子 SKP2 と KPC1 遺伝子発現

レベル、 （B）cdk インヒビター蛋白レベル、（C）cdk2 及び cdk4 キナーゼ活性、 
（D）cdk２、cdk4、サイクリン D1、サイクリン E、SKP2、Fbw7、Rb 蛋白レベル 

それぞれの SREBP 誘導型 stable CHO 細胞（CHO-Lac 細胞、CHO-BP-1a 細胞、CHO-BP-2
細胞）を IPTG 0.1mM で 1 日処理後、RNA を抽出、または細胞破砕液を調製してノザンブロ

ット解析またはイムノブロット解析を行った。αチューブリンをイムノブロットの内部標準と

した。cdk２及び cdk4 の活性評価では、細胞破砕液 200μg に各抗体を加えて免疫沈降した後、

基質と 32P-ATP を加えてインキュベートした。PAGE に展開し、基質の放射活性をラジオオー

トグラフィーにて評価した。 
 
図５ 
肝部分摘出後の肝再生に及ぼす SREBP-1a の影響 
A SREBP-1a tg マウスの肝再生への影響 
SREBP-1a tg マウスとその同腹マウスを高蛋白食/低炭水化物食で５日間飼育した後に肝部分

摘出術を施した。マウスは摘出術の６時間前より絶食とした。指定された日に BrdU を尾静脈

より投与し、２時間後に麻酔して肝臓を摘出した。BrdU の免疫染色と DAPI 染色は実験方法に

記載したごとくに行い BrdU 陽性比率を５A に示した。BrdU 陽性比率は、視野中の BrdU 陽性



 19

細胞核数を DAPI 陽性細胞核数で除した値で表した。ND は BrdU 陽性細胞核を認めなかった

ことを示す。 
B SREBP-1a 肝臓核の DNA 分布：肝部分摘出術前後の比較 
肝部分摘出して９または１０日目にマウスを麻酔し肝臓を摘出した。実験方法に従って肝細胞

の DNA 倍数性を評価し、２N、４N、８N で表記した。 
C SREBP-1 欠損マウス由来初代線維芽細胞（MEF）の増殖速度 
D SREBP-1 欠損マウス由来 MEF 細胞の BrdU 取り込み速度 

C,D の結果は、７実験の平均±SD で表記し Student’s t 検定で有意差を検定した。 
E SREBP-1 欠損マウス肝部分摘出術後の DNA 合成速度の評価 
SREBP-1a tg マウスと同様に肝部分摘出術を行い、BrdU 取り込みを評価した。 
 
図６  
内因性 SREBP-1 の細胞増殖への影響 
A 培地中の脂質除去の HeLa 細胞の細胞増殖と核 SREBP-1 蛋白レベルに及ぼす影響 
B 脂質除去による Swiss-3T3 線維芽細胞の細胞増殖及び SREBP-1 蛋白レベルへの影響 
C 脂質欠乏時の HeLa 細胞の細胞周期解析 
脂質欠乏には、培地中の牛胎児血清を脂質除去血清に置換した DMEM 培地を用いた。 
細胞増殖は、同培地に置換後２日目に MTT アッセイを行って評価した。核 SREBP の評価及び

細胞周期解析は、実験方法に従い行った。グラフの値は、平均±SD で表した。 
FBS：通常の牛胎児血清を含む DMEM 培地、DLS：脂質除去血清を含む DMEM 培地、LPDS：
リポ蛋白除去血清を含む DMEM 培地 
 
図７ SREBP-1a による細胞増殖抑制機序 
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表１ 
SREBP-1a 誘導型 stable CHO 細胞（CHO-BP-1a 細胞）と SREBP-2 誘導型 CHO 細胞

（CHO-BP-2 細胞）の細胞周期解析 
各 CHO 細胞株は、細胞播種の翌日に IPTG 0.1mM を添加し、さらに 1 日培養した後、細

胞懸濁液を調製した。細胞周期の解析は、細胞懸濁液を 0.1 % Triton X-100、0.1 mg/mL RNase 
及び 25μg/mL の PI を含む PBS に懸濁して DNA を染色し、フローサイトメーターにて行っ

た。値は平均±SD で示し、Student’sｔ検定にて、IPTG 未添加群と IPTG 添加群間の相違を検

定し、p<0.05 を有意差ありとした。＊＊：p<0.01  

 
表２ 
SREBP-1a の HEK293 細胞、Swiss-3T3 線維芽細胞及び Saos-2 細胞の細胞周期に及ぼす

影響 
核型 SREBP-1a を一過性に HEK293 細胞、Swiss-3T3 線維芽細胞及びヒト骨肉種由来 Saos-2 

に導入して、細胞周期への影響を検討した。遺伝子導入には SREBP-1a とともに SRE-EGFP
プラスミドをともに導入して EGFP 陽性細胞集団の解析を行った。陽性対照として cdk インヒ

ビターp21 発現プラスミドまたは p27 発現プラスミドを用いた。値は平均±SD で示し、統計検

定は、pcDNA3.1(+)群を対照として、ダネットの多重比較検定で行い p<0.05 を有意差ありとした。 
 
表３ 
変異型 SREBP-1a の HEK293 細胞の細胞周期への影響 

SREBP-1a の転写制御ドメインを欠損させたΔTA-SREBP-1a 発現プラスミドと SREBP-1a
の DNA 結合ドメインの SRE 配列への結合能を失活させた YR-SREBP-1a 発現プラスミドを

SRE-EGFP プラスミドとともに HEK293 細胞へ導入して EGFP 陽性細胞集団の細胞周期解析

を行った。結果は平均±SD で示し、統計検定は、pcDNA3.1(+)群を対照として、ダネットの多

重比較検定で行い p<0.05 を有意差ありとした。＊＊：p<0.01 
 
 
 



（2）SREBP 発現プラスミドを用いた一過性遺伝子導入法による解析 
培養細胞株に活性型 SREBP を導入、発現させて細胞周期に及ぼす影響を検討した。 

（Ⅱ）Cdk インヒビターのプロモーターのクローニングとレポーターアッセイ 
cdk インヒビターのプロモーター領域をクローニングしてレポーターアッセイを行い、

SREBP-1a のプロモーター活性に及ぼす影響を検討した。 
（Ⅲ）肝部分切除モデルを用いた SREBP-1a の肝再生に及ぼす影響 

SREBP-1a tg マウスや SREBP-1 欠損マウスを用いて、肝再生に及ぼす SREBP-1 の影

響を検討した。 
（Ⅳ）SREBP-1 欠損マウス胎児由来の初代線維芽細胞を用いた検討 

SREBP-１欠損マウスから線維芽細胞を単離し、野生型マウスと増殖速度を比較した。 
（Ⅴ）脂質欠乏による内在性 SREBP-1 発現誘導と細胞増殖への影響 

培養細胞に脂質欠乏処置を施し、内在性 SREBP を誘導して細胞増殖に及ぼす影響を検討

した。 
 

結果及び考察 
活性型 SREBP-1a は、CHO 細胞、HEK293 細胞、Swiss-3T3 線維芽細胞、または p53 を欠

損した Saos-2 細胞において、顕著な細胞増殖の抑制、DNA 合成の抑制、及び細胞周期 G1期停

止作用を示した。この細胞増殖抑制作用は、転写機能や DNA 結合能を失活させた変異型

SREBP-1a では認められず、SREBP-1a の転写活性化能に依存するものであった。 
SREBP-1a は脂質合成系酵素の発現を促して、組織中の脂質含量を増大させるため、阻害剤

を用いて脂質蓄積と増殖抑制の関係を検討したが、コレステロール合成阻害剤や脂肪酸合成阻

害剤は SREBP-1a の増殖抑制作用に影響を及ぼさず、そこに脂質蓄積は関与しないものと考え

られた。 
SREBP-1a と細胞周期制御因子との関連においては、SREBP-1a を発現させた細胞中に cdk

インヒビターの p27KIP１、p21(Waf1/Cip1)、p16INK4A 遺伝子発現の亢進を認め、p27 と p21 は

その蛋白量の亢進をも確認した。また、サイクリン依存性キナーゼ cdk２及び cdk４の活性は低

下し、サイクリン依存性キナーゼの標的蛋白である Rb 蛋白質の脱リン酸化が亢進していた。 
cdk インヒビターのプロモーターへの SREBP-1a の影響をレポーターアッセイにて評価した

結果、SREBP-1a は p21(Waf1/Cip1)、p16INK4A プロモーターを活性化し、これらの cdk インヒ

ビターを転写レベルで活性化することが示された。p27 においては、その分解を司る SCF ユビ

キチンリガーゼの基質認識コンポーネント Skp2 やユビキチンリガーゼ KPC1 の発現が低下し

ていた。p27 は、細胞周期の進行おいて蛋白量の変動によってそのインヒビター活性が制御され

ると言われており、SREBP-1a はこれらの p27 の制御因子群を介して p27 蛋白量を増大させてい

るものと考えられた。 
今回の解析で興味深いのは、SREBP-1a を発現させた細胞中に SREBP-1a の分解を促すユビ

キチンリガーゼ Fbw7/CDC4 蛋白が亢進していたことでことである。Fbw7 は以前からサイクリ



ン D、c-Jun、c-Myc の分解を促して細胞増殖を抑制する腫瘍抑制因子として捉えられており、

SREBP-1a による Fbw7 蛋白量の増加は、今回認められた細胞増殖抑制に関与する可能性も想

定される。 
SREBP-1a tg マウスでは、部分肝切除術後の肝再生が障害されており、培養細胞のみならず

生体の臓器においても SREBP-1a の細胞増殖抑制作用が確認された。 
内在性の SREBP は脂質欠乏時に活性化されることが知られている。培養液から脂質画分を除

いて HeLa 細胞や Swiss-3T3 細胞に脂質欠乏を誘発すると、内在性 SREBP-1 の活性化に伴っ

て、細胞増殖抑制と G1期の停止を生じた。単価不飽和脂肪酸のオレイン酸は、脂質欠乏による

SREBP-1 活性化を抑制するともに細胞増殖抑制を回復させた。 
SREBP-1a は従来、細胞分裂に伴って発現し、細胞に脂質を供給して増殖を促す転写因子と

捉えられてきた。しかし、今回の研究にて SREBP-1a は、cdk インヒビターを誘導して細胞増

殖を停止、遅延させることが明らかになった。我々は、この SREBP-1a の増殖抑制作用は、細

胞がその増殖に応じた脂質を供給できない環境においては、SREBP-1a が増殖を一旦 G1期に留

め、同時に次の細胞分裂に対して十分な脂質を供給するためと考えている。 
 
結論 
脂質合成転写因子 SREBP-1a は、これまで脂質を供給して細胞増殖を促す因子として捉えられ

てきたが、SREBP-1a は、cdk インヒビターや様々な細胞周期関連因子群に影響を及ぼして細

胞増殖を停止、遅延させることが明らかになり、外的環境に応じた細胞周期の変化に積極的に

関与する因子であると考えられる。 
 
 



Br
dU

 取
り
込
み
量

  (
O

.D
.)

図１

A

B

CHO-Lac細胞 CHO-BP1a細胞 CHO-BP2細胞

CHO-Lac細胞 CHO-BP1a細胞 CHO-BP2細胞

IPTG(-)

IPTG(-)

IPTG(+)

IPTG(+)

 時間 (日) 時間 (日) 時間 (日)

時間 (日) 時間 (日) 時間 (日)

150

100

50

0

150

100

50

0

150

100

50

00 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

0 1 2 0 1 2 0 1 2

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

IPTG (-)
IPTG (+)

IPTG (-)
IPTG (+)

IPTG (-)
IPTG (+)

   
   
細
胞
数

 ( 
   

10
4  ce

lls
/d

ish
)

+

   
   
細
胞
数

 ( 
   

10
4  ce

lls
/d

ish
)

+

   
   
細
胞
数

 ( 
   

10
4  ce

lls
/d

ish
)

+

Br
dU

 取
り
込
み
量

  (
O

.D
.)

Br
dU

 取
り
込
み
量

  (
O

.D
.)



図 .2
B

rd
U

 取
り
込
み
量

CHO-BP1a 細胞 CHO-BP1a 細胞

IPTG (µM)
0 1 2 5 10 20 50 100

IPTG (µM)
0 1 2 5 10 20 50 100

IPTG (µM)
0 1 2 5 10 20 50 100

ru
l/s

25000

20000

15000

10000

5000

0

CHO-BP1a 細胞

HeLa 細胞

HeLa 細胞

FCS DLS FCS DLS
2 日目 3 日目

インキュベート時間

0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

FCS DLS

溶媒 GGPP FPP
3µg/mL 3µg/mL溶媒 GGPP FPP

3µg/mL 3µg/mL

シンバスタチン セルレニン
0.1 0.3 310.3 (µM)溶媒

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

0.4

0.2

0.0

M
TT

 ア
ッ
セ
イ

 (O
D

)
M

TT
 ア

ッ
セ
イ

 (O
D

)

M
TT

 ア
ッ
セ
イ

 (O
D

)

シンバスタチン セルレニン
0.1 0.3 310.3 (µM)溶媒

CHO-Lac 細胞 CHO-BP1a 細胞

0.6

0.8

0.60.6

M
TT

 ア
ッ
セ
イ

 (O
D

)

M
TT

 ア
ッ
セ
イ

 (O
D

)
核型 SREBP-1

M
TT

 ア
ッ
セ
イ

 (O
D

)

0.5

0.1

0.3

0.7

CHO-BP1a 細胞CHO-Lac 細胞

A

B

C
Control
シンバスタチン 10µM

Control

IPTG

Control

IPTG

Control

IPTG



FAS

HMG-CoA synthase

CTa

p16/p19

A

p27

p21

SREBP-1

図.3

B
p16 プロモーター

p27 プロモーター

p21 プロモーター

p19 プロモーター

ルシフェラーゼ活性（補正値）

IPTG
CHO-Lac CHO-BP1a CHO-BP2

+ ++

FPP synthase

36B4

SRE-LUC

pcDNA3.1(+)
SREBP-1a
SREBP-2

pcDNA3.1(+)
SREBP-1a
SREBP-2

pcDNA3.1(+)
SREBP-1a
SREBP-2

pcDNA3.1(+)
SREBP-1a
SREBP-2

pcDNA3.1(+)
SREBP-1a
SREBP-2

0 6010 20 30 40 50

0 6010 20 30 40 50

0 6010 20 30 40 50

7006005004003002001000

120100806040200



Cdk2

C

B

SKP2

KPC1

36B4

CHO
-Lac

CHO
-BP1a

CHO
-BP2

図.4
A

p27

p21

SREBP-1

SREBP-2

IPTG

CHO-Lac

CHO-BP1a CHO-BP2

  +

  +  +

CHO-BP1a CHO-BP2
  +  +IPTG

Cdk2

Cdk4

SKP2

Cyclin D1

Rb

Cdk4

Cyclin E

CHO-Lac
  +

CHO-BP1a CHO-BP2
  +  +IPTG

D

Fbw7

a-Tubulin



図.5

Tg SREBP-1a野生型pHX後の時間 (hr) 

Tg SREBP-1a野生型
BrdU染色

DAPI染色

100

80

60

40

20

0

細
胞
数
相
対
値
 
(
%

)

前値前値 後値後値

B
rd

U
 陽

性
細

胞
核
数

(比
率

%
)

D

0

細
胞
数

  (
   

 1
04

 細
胞

/d
is

h) 80

60

40

20

0

*

**

*

B

C

A
B

rd
U

 陽
性
細
胞
核
数

(比
率

 %
)

1 2 3

60

40

20

E

   
   

   
   

   
  B

rd
U

 取
り
込
み
量

(C
he

m
ilu

m
in

es
ce

nc
e 

   
 1

04 r
lu

/s
ec

/w
el

l)

24 48
時間 (日)

Tg SREBP-1a 肝細胞

野生型 肝細胞

時間 (日)

8

4

2

6

0

pHX後の時間 (hr) 

pHX前値 24 36 48

60

50

40

30

0

野生型 MEF
SREBP-1 KO MEF

野生型 MEF
SREBP-1 KO MEF

20

10
ND NDND

0

*

PHx PHx

4N

2N

8N

4N

2N

8N

4N

2N

8N

4N

2N

8N

+

+

1 2 3

野生型　肝細胞

SREBP-1 KO 肝細胞10 N =3
N =3N =5

N =7
N =5
N =7

N =2
N =2



M
TT

 ア
ッ
セ
イ

 (O
.D

.)

溶媒 オレイン酸

核型 SREBP-1 蛋白質

図.6

A B C G2/M
S
G1

G1

核型 SREBP-1 蛋白質

溶媒 オレイン酸
100mM

M
TT

 ア
ッ
セ
イ

 (O
.D

.)

各
細
胞
周
期
の
細
胞
比
率

(%
)

100

80

60

40

20

0FCS DLS FCS DLS

G2/M

S

FCS DLSFCS DLS

S SS

G1G1
G1

G2/MG2/MG2/M

FCS DLS

HeLa 細胞 Swiss3T3 線維芽細胞 HeLa 細胞

1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
溶媒 オレイン酸

100mM

LPDS
コレステロール

5mM100mM

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.0

0.2

p<0.01

p<0.01

p<0.01



細胞増殖

活性化システム
   SCAP/Insig脂質の不足

脂質合成

 核型 SREBP-1a

SREBP-1a 標的遺伝子群

 SKP2,KPC1

CDK4 CDK2

E2F

 pRb

E2F

 pRb

P

P

p27 安定性

細胞増殖の進行

p16/p19 p21p27

CDK インヒビター群

図.7

膜型 SREBP-1a

SREBP-1a 遺伝子

核型 SREBP-1a

細胞増殖刺激

高発現レベル 通常の発現レベル



 1

表１ SREBP-1a 誘導型 stable CHO 細胞（CHO-BP-1a 細胞）と SREBP-2 誘導型 CHO 細

胞（CHO-BP-2 細胞）の細胞周期解析 

細胞         IPTG             G0/G1             S                G2/M 

CHO-Lac 細胞 
− 

+ 

 40.7  ±  1.3 

40.4  ±  3.1 

37.5  ±  1.6 

38.8  ±  1.9 

 21.8  ±  2.0 

20.8  ±  3.2 

CHO-BP1a 細胞 
− 

+ 

 49.4  ±  1.5 

73.7  ±  0.6** 

22.7  ±  3.8 

6.6  ±  1.0** 

 27.9  ±  5.3 

19.6  ±  0.9 

CHO-BP-2 細胞 
− 

+ 

 34.7  ±  1.4 

33.2  ±  1.5 

43.8  ±  4.0 

41.5  ±  0.6 

 21.6  ±  2.5 

25.3  ±  1.5 

各 CHO 細胞株は、細胞播種の翌日に IPTG 0.1mM を添加し、さらに 1 日培養した後、

細胞懸濁液を調製した。細胞周期の解析は、細胞懸濁液を 0.1 % Triton X-100、0.1 mg/mL 

RNase 及び 25μg/mL の PI を含む PBS に懸濁して DNA を染色し、フローサイトメータ

ーにて行った。値は平均±SD で示し、Student’sｔ検定にて、IPTG 未添加群と IPTG 添加

群間の相違を検定し、p<0.05 を有意差ありとした。＊＊：p<0.01  

 

表２ SREBP-1a の HEK293 細胞、Swiss-3T3 線維芽細胞及び Saos-2 細胞の細胞周期に及

ぼす影響 

細胞            群         G0/G1              S               G2/M 

HEK293 細胞 

 

 

 

pcDNA3.1(+) 

SREBP-1a 

p21 

p27 

38.5  ±  2.9 

50.4  ±  2.0**

55.6  ±  0.4**

81.9  ±  1.5**

21.2  ±  3.3 

13.8  ±  0.1** 

22.3  ±  1.5 

5.8  ±  0.5** 

40.2  ±  2.4 

35.7  ±  2.1 

22.1  ±  1.2** 

12.2  ±  1.8 

Swiss-3T 線維芽

細胞 

pcDNA3.1(+) 

SREBP-1a 

49.7  ±  1.1 

59.5  ±  1.6**

18.7  ±  0.6 

12.0  ±  1.1** 

32.0  ±  1.3 

28.5  ±  2.6 

Saos-2 細胞 

 

pcDNA3.1(+) 

SREBP-1a 

45.4  ±  2.0 

53.2  ±  5.0* 

15.1  ±  2.8 

10.3  ±  2.2* 

39.6  ±  3.3 

36.5  ±  4.7 

核型 SREBP-1a を HEK293 細胞、Swiss-3T3 線維芽細胞及びヒト骨肉種由来 Saos-2 細胞に

一過性に導入して、細胞周期への影響を検討した。遺伝子導入には SREBP-1a 発現プラス

ミドを SRE-EGFP プラスミドをともに導入して EGFP 陽性細胞集団の解析を行った。陽

性対照として cdk インヒビターp21 発現プラスミドまたは p27 発現プラスミドを用いた。

値は平均±SD で示し、統計検定は、pcDNA3.1(+)群を対照として、ダネットの多重比較

検定で行い p<0.05 を有意差ありとした。＊＊：p<0.01、＊：p<0.05  
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表３ 変異型 SREBP-1a の HEK293 細胞の細胞周期への影響 

   細胞        群            G0/G1              S               G2/M 

HEK293 

 

 

 

pcDNA3.1(+) 

ΔTA-SREBP-1a 

YR-SREBP-1a 

SREBP-1a 

40.8  ±  2.9 

37.2  ±  2.6  

40.8  ±  6.2   

51.7  ±  2.6** 

20.4  ±  2.4 

23.0  ±  2.6 

19.6  ±  3.5 

15.0  ±  3.7 

38.8  ±  3.6 

39.8  ±  1.2 

39.7  ±  8.2 

33.3  ±  2.7 

SREBP-1a の転写制御ドメインを欠損させたΔTA-SREBP-1a 発現プラスミドと

SREBP-1a の DNA 結合ドメインの SRE 配列への結合能を失活させた YR-SREBP-1a 発現

プラスミドを SRE-EGFP プラスミドとともに HEK293 細胞へ導入して EGFP 陽性細胞集

団の細胞周期解析を行った。結果は平均±SD で示し、統計検定は、pcDNA3.1(+)群を対

照として、ダネットの多重比較検定で行い p<0.05 を有意差ありとした。＊＊：p<0.01 

 
 




