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研究成果の概要（和文）：タンパク質恒常性維持機構の破綻は、神経変性疾患、代謝性疾患、リソソーム病、が
ん、老化など、様々な疾患を引き起こす。本研究計画では、代謝制御に焦点を当て、独自に作成した肝特異的
Bat3欠損マウスモデルを用いて、個体レベルでのBAT3機能の解析を行った。BAT3の機能異常がPI3K/Aktシグナル
の活性化、小胞体ストレス、代謝ストレス、炎症反応を促進することで肝機能障害を誘導することを見出した。
肝細胞においてはタンパク質恒常性維持ネットワークの破綻が代謝異常の誘因・増悪因子となることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：Disruption of the proteostasis network leads to a variety of human diseases 
including neurodegenerative disorders, metabolic diseases, lysosome diseases, cancer and aging. In 
this project, we investigated Bat3 functions in vivo using original liver-specific Bat3 deficient 
mice with special emphasis on metabolic regulation. Histological, biochemical and molecular 
biological analyses showed that Bat3 deficiency in the liver resulted in liver damages and enhanced 
ER stress, metabolic stress and inflammation signature. These data suggest that Bat3 deficiency 
induced dysregulated proteostasis and metabolic stress, which exacerbate liver damage in vivo.

研究分野： 腫瘍生物学、病態医科学、医科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、生活習慣病に強く関連する非アルコール性脂肪肝炎が原因とされる慢性肝炎、肝硬変、肝がん症例が世界
的に増加傾向にある。しかしながら、代謝ストレスにより惹起される肝障害、肝硬変、肝がんの個体レベルでの
発症の詳細は不明な点も多い。我々の研究結果は、我々が独自に作成したマウスモデルが代謝ストレスにより引
き起こされる肝炎、肝硬変、自然発症肝がんの病態を理解するための有用なモデルとなり得ること示唆してい
る。従って、これらのモデルを用いて代謝性肝障害に関与するシグナル経路の詳細を検討することはその治療
法、予防法を開発する上で社会的にも大変に意義深い。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 細胞が機能的タンパク質を維持することは細胞、組織、個体を維持するために必須である。タ
ンパク質の恒常性は細胞内における複数のシャペロンやタンパク質分解機構の複雑なネットワ
ークによって維持されている (Trends Endocrinol.Metab. 2012)。タンパク質恒常性維持機構
の破綻は、神経変性疾患、代謝性疾患、リソソーム病、がん、老化など、様々な疾患を引き起こ
す。 
 組織微小環境は、がん、生活習慣病をはじめとするヒト疾患の発症・進展・治療反応性に重要
である。近年、タンパク質恒常性維持ネットワークが代謝制御、炎症・免疫応答、小胞体ストレ
ス応答シグナル経路と相互作用し、組織微小環境の構築と維持に寄与することが報告されてい
る(Annu Rev Biochem. 2017)。分子シャペロンはタンパク質恒常性維持ネットワークの主要な
構成要素であり、新生ポリペプチド鎖のフォールディングだけでなく、タンパク質のメンテナン
ス・活性制御・分解など、広範な細胞機能の制御に関与している。 
 BAT3 は、human major histocompatibility complex(MHC)領域の網羅的シーケンスの過程で、
ヒト染色体６番のMHC classⅢ領域に存在するBAT1-BAT5と命名された遺伝子クラスター内に存
在する機能不明な遺伝子として同定された（Science 1989; PNAS 1990）。BAT3 の生物学的機能
は長い間不明であったが、Kornbluth 博士らにより、BAT3 の分子シャペロンとアポトーシス制御
機能を有することが示された（EMBO J. 1999, 2001）。この報告に続き、BAT3 がプロテオソーム
機能、分子シャペロン、免疫応答に関与するという一連の報告が我々と他のグループからなされ
た。これらの知見は、BAT3 が生体内でのタンパク質恒常性維持ネットワークの制御に重要な役
割を果たしている可能性を強く示唆している。実際、BAT3 変異は複数のがんあるいは炎症性疾
患でリスクファクターとなる可能性が報告されている。しかしながら、タンパク質恒常性維持ネ
ットワークの制御に関わる遺伝子の個体レベルでの機能は不明な点も多い。本研究ではシャペ
ロン機能を有する BAT3/BAG6 の個体レベルでの機能解析に焦点を当て、BAT3 の機能異常が個体
レベルでの病態制御にどの様な影響を与えるかを明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、代謝制御に焦点を当て、個体レベルでの BAT3 機能の解析を行う。研究には
独自に作成した肝特異的 Bat3KO マウスを用いる。肝細胞においてはタンパク質恒常性維持ネッ
トワークの破綻が代謝異常の誘因・増悪因子となることを念頭に置き、代謝制御と組織微小環境
制御に関わる分子群の全体像と機能を明らかにする。 
 
（1）BAT3 の糖、脂質代謝における役割の解明 
 肝特異的 Bat3KO マウスに高脂肪食を摂餌し、継時的に血清脂質、耐糖能、肝機能をモニター
することにより、代謝ストレス下の Bat3 の機能を明らかにする。 
 
（2）BAT3 のインスリンシグナル、小胞体ストレス応答における役割の解明 
 小胞体ストレス応答が糖・脂質代謝を含む代謝制御に関わることが報告されている。BAT3 の
代謝ストレス制御、インスリンシグナル経路、小胞体ストレス応答における機能を明らかにする。 
 
（3）BAT3 の肝がん発症における役割の解明 
BAT3 変異はヒト大腸がん、肺がんのリスクファクターとなることが報告されている。また、代
謝異常により引き起こされる慢性炎症は肝がんの誘因となることが知られている。そこで、肝特
異的 BAT3 欠損が肝がん発症・進展に与える影響を解析する。 
 
３．研究の方法 
 独自に作成した組織特異的 Bat3KOマウスを肝特異的にCreを発現するAlbumin promoter-Cre
トランスジェニックマウスを交配し、肝特異的 Bat3KO マウス（Bat3LKO: Bat3flox/flox;Albumin-
Cre）を樹立する。作成したモデルマウスを用いて肝特異的 BAT3 欠損が代謝異常、小胞体ストレ
ス、炎症に及ぼす影響を検討する。マウスでは遺伝的背景が肥満・代謝異常の発症に影響を与え
る事が報告されているため、本実験には C57BL/6J に 10 世代以上戻し交配済みのマウスを用い
る。 
 
（1）BAT3 の糖、脂質代謝における役割の解明 
 6 週令の Bat3LKO、対照マウスを正常食、高グルコース食、高脂肪食で摂餌し、継続的な体重、
随時血糖測定を行い、肥満と耐糖能異常の有無を比較する。また、インスリン負荷試験とブドウ
糖負荷試験を行い、BAT3 欠損が糖代謝異常の発症に与える影響を調べる。同時に、各マウスの



肝機能、脂質代謝検査を含めた血清の生化学的解析を行い、肝細胞障害の有無、代謝異常の有無
を調べる。さらに、肝臓組織の病理組織学的及び生化学的解析を行い、各群における脂肪肝、炎
症反応、構造上の異常の有無や程度を比較する。BAT3 の欠損が代謝全般に及ぼす影響を探索す
るとともに、特にグリコーゲン代謝異常に着目した解析を行う。 
 
（2）BAT3 のインスリンシグナル、タンパク質恒常性機能における役割の解明 
 普通食、高グルコース食、あるいは高脂肪食で摂餌した Bat3LKO、野生型マウスの肝臓からサ
ンプルを調製し、小胞体ストレスのマーカーである PERK、IRE-1αのリン酸化および、一般的な
ストレスマーカーである JNK 活性を調べる。前述（1）の実験においてインスリンに対する反応
性に異常を認める場合には、Bat3LKO、対照マウス由来の初代培養肝細胞をインスリン刺激し、
IRS-1, IRS-2, Akt の活性化を生化学的に比較検討する。 
 上記実験から得られる BAT3LKO、野生型マウスの肝臓における遺伝子発現解析を発展させる目
的で RNA シーケンスを用いた網羅的遺伝子発現解析を行う。BAT3LKO で特異的に影響を受ける遺
伝子群を同定し、GSEA 解析などのパスウエイ解析を行う。これらの解析結果に基づき、遺伝子
発現に差が見られた遺伝子の強制発現あるいはノックダウンを行い、機能的意義を調べる。阻害
剤が入手可能なものについては阻害剤を使用する。この際、先ず、マウス肝初代培養細胞を用い
るが、その実験系が十分に機能しない場合にはヒトあるいはマウス肝がん細胞株を使用する。 
 これらの解析から得られる代謝ストレス、肝細胞障害、遺伝子発現の変化に関するデータは、
（1）および（3）の表現型解析の分子基盤となる。 
 
（3）BAT3 の肝がん発症における役割の解明 
 BAT3 変異はヒト大腸がん、肺がんのリスクファクターとなることが報告されているが、その
発癌機構の詳細は不明である。本研究では、BAT3 欠損と高脂肪食により引き起こされる慢性炎
症が肝がん発症および肝細胞障害の増悪に与える影響を調べる。Bat3LKO マウスの自然発症によ
る肝がん発症を経時的な小動物 CT、生化学検査等によりモニターする。肝がん発症時、病理学
的、生化学的、分子生物学的手法により腫瘍の解析を行う。 
 肝がん発症前の Bat3LKO および野生型マウスの遺伝子発現解析により得られるデータを用い
て Bat3 が制御する遺伝子・分子群を絞り込み Bat3 シグナル経路の詳細を明らかにする。さら
に、肝がんモデルを用いて Bat3 欠損が肝がん発症・進展におよぼす影響を調べる。 
 Bat3LKO マウスの肝がん発症をモニターすが、BAT3 欠損と代謝ストレスだけでは肝がん発症
に至らない場合も想定される。その場合は、ヒト肝がんに認められる Kras 変異により誘導され
る肝がんモデルを用いて、Bat3 欠損が発がん、がんの進展に及ぼす影響を明らかにする。Kras
変異単独では肝がんを発症する頻度は低いが、他のがん遺伝子の活性化、がん抑制遺伝子の不活
化、あるいはタンパク質恒常性維持ネットワークの異常に起因する微小環境の変化により肝が
ん発症が促進されることが報告されている(Karnoub AE et al., 2008)。また、バックアップと
して四塩化炭素投与により誘導される肝がんモデルも使用する。 
 
４．研究成果 
（1）BAT3 の糖、脂質代謝における役割の解明 
 6 週令の Bat3LKO、対照マウスを正常食、高グルコース食摂餌し、肝臓組織の病理組織学的及
び生化学的解析を行い、比較した。肝特異的 Bat3KO マウスに高グルコース食を摂餌すると、野
生型では絶食により肝内グリコーゲンがエネルギー産生に消費され、グリコーゲンをほとんど
認めなかった。しかしながら、大変興味深いことに肝特異的 Bat3KO マウスでは絶食後も肝臓内
にグリコーゲンが貯留していた。このことは Bat3 欠損が肝細胞におけるグリコーゲン合成ある
いは分解制御に関わる可能性を強く示唆している。 
 
（2）BAT3 のインスリンシグナル、小胞体ストレス応答における役割の解明 
 Bat3 のインスリンシグナル経路における役割を調べる目的でコンベンショナル Bat3KO マウ
ス胎児から線維芽細胞 MEF を作成した。MEF をインスリン処理し、Akt のリン酸化を指標として
解析を行ったところ、Bat3 欠損 MEF では、Akt のリン酸化が亢進していた。従って、Bat3 はイ
ンスリンシグナルに抑制的に働くことが示唆された。 
 
（3）肝臓における遺伝子発現解析 
 正常食を摂餌した野生型および Bat3LKO マウスの肝臓から RNA を抽出し RNA シーケンスによ
る網羅的遺伝子発現解析を行った。シーケンスにより得られたデータを用いて Gene Set 
Enrichment Analysis (GSEA）解析を行い、Bat3 欠損により活性化あるいは抑制されるパスウエ
イを解析したところ、Bat3LKO マウスの肝臓では小胞体ストレス応答シグナルの活性化、インス
リンシグナル経路の活性化、糖質・脂質代謝の変化を認めた。これらの結果は、（2）の生化学的



解析結果と併せ、BAT3 が細胞および個体レベルにおいて、PI3K/Akt シグナルの抑制因子として
機能し、BAT3 欠損が小胞体・代謝ストレス制御に関わることを示唆している。 
 
（4）BAT3 の肝がん発症における役割の解明 
 BAT3 変異はヒト大腸がん、肺がんのリスクファクターとなることが報告されている。また、
ヒト肝がんの遺伝子変異データベースを独自に解析し、約５％の症例が BAT3 遺伝子の変異を有
することを見出した。独自に樹立した組織特異的 Bat3 欠損マウスモデルを長期飼育したところ、
野生型と比較して早期に死亡することが確認された。また、肝がんの自然発症を認める個体を確
認した。この結果は組織特異的 Bat3 欠損マウスが、Bat3 の個体レベルでのがん抑制効果を明ら
かにするモデルとなることを示唆している。 
 近年、生活習慣病に強く関連する非アルコール性脂肪肝炎が原因とされる肝がん症例が世界
的に増加傾向にある。したがって、新たなマウスモデルを用いて代謝性肝障害に関与するシグナ
ル経路の詳細を検討することは社会的にも大変に意義深いと結論された。 
 
（5）免疫応答における BAT3 の役割の検討 
 以前の国際共同研究により BAT3 が Tim-3 のアダプタータンパクとして機能することを報告し
てきたが、その研究内容を発展させ、BAT3 が T 細胞疲弊を制御する新たな機序を見出し報告し
た。我々が樹立した T細胞特異的 Bat3 欠損マウスを用いた解析から、Bat3 欠損により T細胞疲
弊が増強されることを示した。機序としては Bat3 が TORC2 を抑制することで Akt 活性を抑制す
ることを発見した。Bat3 欠損マウスでは Akt の活性化と FoxO1 のリン酸化が増強し、Prdm1 の
発現を上昇させた。網羅的遺伝子発現解析により Bat3 欠損 T細胞は T細胞のエフェクターとし
て機能するために必要な遺伝子群の発現低下を認めた。これらの結果は、T 細胞における Bat3
欠損が、炎症反応下あるいは自己免疫疾患の状態においても、T細胞の機能異常を引き起こす可
能性を強く示唆している。従って、Bat3 の T 細胞制御における重要性を示す新たな知見と言え
る。 
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