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研究成果の概要（和文）：C型慢性肝炎治療薬の一つであるリバビリンが中性脂肪合成を抑制することを我々は
以前見出した。本研究ではまず、リバビリンによる転写因子C/EBPαおよびSREBP1cの発現量低下が下流遺伝子で
あるトリグリセリド合成酵素GPAMの発現低下を誘引し細胞内中性脂肪量が減少することを見出した。そして、両
転写因子によるGPAM遺伝子発現制御機序を明らかにした。
さらに、C/EBPαタンパク質の量を簡便的にモニタリングできる細胞アッセイ系を用いて薬剤スクリーニングを
行った結果、mTORがC/EBPαタンパク質の量の維持に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated that anti-hepatitis C virus drug ribavirin 
reduces the amount of intracellular neutral lipids. In this study, we revealed that 
ribavirin-induced downregulation of C/EBPα and SREBP1c reduced the level of GPAM, which is one of 
the limiting enzymes of triglyceride synthesis, leading to the reduction in the intracellular 
neutral lipids. We also revealed the mechanism of the regulation of GPAM expression by C/EBPα, in 
which C/EBPα functions as the distal enhancer to maintain an open chromatin structure at C/EBPα 
binding regions in the GPAM genome.
Furthermore, by using the cell-based assay system monitoring the level of exogenously expressed 
C/EBPα protein, which was developed by us, and kinase screening library, we found mTOR-inhibitors 
reduced the level of C/EBPα protein, suggesting that mTOR contributes to sustaining C/EBPα protein
 level.

研究分野：肝臓学　ウイルス学　分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で解明したトリグリセリド合成律速酵素であるGPAMの遺伝子発現制御機序では、C/EBPαが遠位のエンハ
ンサーとして働き、GPAMゲノムDNAの構造変化を誘引し活性化することを初めて示した。
肝細胞での中性脂肪合成の亢進は脂肪肝、肝がんの発症リスクを高める。従って、本研究で得られた知見は中性
脂肪合成を抑制する治療法や薬剤開発に貢献すると考えられ、肝病態発症の予防、改善に恩恵を与える。また、
中性脂肪合成の亢進は、肝がんのみならず他組織でのがん発生、悪性化にも関わっており、組織の垣根を越えた
抗がん作用の開発につなが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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
C 型慢性肝炎治療薬として C 型肝炎ウイルス(HCV)に直接作用する薬剤(DAA)が開発され、現在
90%以上の著効率となった。しかし、HCV 排除後の肝がん発症を予防できる薬剤はない。また、
最近では、非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)から非アルコール性脂肪肝炎(NASH)への進展、
さらに肝がん発症が問題となっている。中性脂肪合成の亢進はがん細胞の特徴の一つであり、こ
れらの肝疾患発症を阻止するには中性脂肪の合成を抑制することが重要な鍵となる。現在、国内
外において、中性脂肪合成を阻害する薬剤の開発が行われている。脂肪酸合成酵素阻害剤が抗肥
満薬として欧米で販売され、さらに抗腫瘍効果も期待されているが臨床研究段階であり、未だに
特効薬がない状況である。 
 我々は、C型慢性肝炎治療薬として使われているリバビリンが脂質合成を抑制（肝細胞内中性
脂肪量の減少）するという、リバビリンの新たな機能を発見した[Satoh S, et al., Hepatol 
Commun, 1:550-563, 2017]。また、研究代表者らの最近の研究成果から、脂質合成の亢進に寄与
する転写因子 C/EBPαがリバビリンにより分解され、その結果、中性脂肪合成が抑制されること
を見出した[日本ウイルス学会 2017 口頭発表]。C/EBPαの転写活性化能が亢進したマウスの肝
臓では中性脂肪合成関連酵素の発現量が増加し、それにより中性脂肪が増加蓄積し脂肪性肝炎
を発症すること、また、NAFLD 患者の肝臓では C/EBPαが強く活性化されていることが報告され
ている[Jin J, et al., Cell Reports, 3:831-843, 2013]。従って、C/EBPαの活性を阻害でき
る薬剤は中性脂肪合成の亢進に伴う肝疾患発症の予防・治療薬になると考えられる。しかし、リ
バビリンによる C/EBPαの分解機序、および、C/EBPαの分解に伴いどのような遺伝子発現変動
が起こり中性脂肪合成が抑制されるのかは分かっていない。また、リバビリンの投与は貧血を伴
う等の副作用の問題があり、中性脂肪合成阻害剤として脂肪肝や肝がん発症の予防・治療薬とし
て適応拡大するのは難しい。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、リバビリンによる C/EBPαタンパク質分解の機序、および C/EBPα分解に伴う中
性脂肪合成抑制の機序の解明を目指した。さらに、C/EBPαタンパク質の量と相関する下流遺伝
子を特定し、その遺伝子の転写活性を簡便にモニタリングできるアッセイ系開発を目指した。そ
して開発したアッセイ系を用いて、リバビリンのように C/EBPαを分解、あるいは C/EBPαの転
写活性化を阻害することで中性脂肪合成を抑制する薬剤を探索し同定したいと考えた。 
 
 
３．研究の方法 
（１）肝がん細胞株 HuH-7, HepG2, Hep3B あるいはそれら由来の樹立細胞株を解析に用いた。 
 
（２）遺伝子発現量の変化を RT-qPCR、タンパク質量変化をウエスタンブロティング法により解
析した。 
 
（３）gain of function 実験として、レトロウイルスベクターにより遺伝子過剰発現細胞（恒
常的発現）を作成し解析を行なった。 
 
（４）標的遺伝子に対する siRNA を細胞に導入し loss of function 実験を行った。 
 
（５）C/EBPαの下流遺伝子に対する制御機構を解析するために以下の解析を行なった。 
①5’-RACE 法による下流遺伝子の転写開始点の同定 
②下流遺伝子の発現制御ゲノム領域のクローニングとレポータアッセイ系の確立 
③ゲルシフトアッセイによる C/EBPαの DNA 結合能の解析 
④Formaldehyde-Assisted isolation of Regulatory Elements (FAIRE)法による 
クロマチン構造の解析 

 
（６）研究代表者らが開発した細胞内C/EBP
αタンパク質の量を簡易的にモニタリング
できる細胞アッセイ系(右図、Nluc-C/α細
胞)および kinase screening library（国
立感染症研究所・渡士幸一博士より供与）
を用いて、C/EBPαタンパク質の量を制御す
る薬剤のスクリーニングを行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）C/EBPαタンパク質の分解機序の解析 
 リバビリンの代謝を促進する Adenosine kinase(ADK)を強制発現させた HuH-7 細胞(HuH-7A 細
胞)をリバビリン処理すると、C/EBPαタンパク質の発現量が減少すること（C/EBPα mRNA の量



に変化はなし）、プロテアソーム阻害剤である MG-132 によりその効果がキャンセルされること
から、リバビリンはプロテアソームによる C/EBPαタンパク質の分解を促進することが示唆され
た。そこで、C/EBPαタンパク質の分解に関わることが知られている TRIB1 に着目した。TRIB1 遺
伝子の発現はリバビリンにより増加した。TRIB1 を標的にした siRNA を HuH-7A 細胞に導入後、
リバビリン処理し C/EBPαの発現量を調べた。TRIB1 のノックダウンにより C/EBPαタンパク質
の量の増加が観察されたが、リバビリンによる C/EBPαの減少を阻止することはできなかった。
従って、定常状態で TRIB1 は C/EBPαタンパク質の分解に寄与しているが、リバビリンによる
C/EBPαタンパク質分解に関与している可能性は低いと示唆された。TRIB1 のファミリータンパ
ク質である TRIB2 についても調べたが、発現量が低く、また、TRIB2 を siRNA によりノックダウ
ンしても影響は見られなかった。 
 
（２）リバビリンによる中性脂肪量低下に寄与する C/EBPα下流遺伝子の同定 
 マウスを用いた研究から C/EBPαは肝臓において脂肪酸合成関連酵素やトリグリセリド合成
関連酵素遺伝子の転写活性化因子であることが知られていた[Matsusue K et al., Mol 
Endocrinol, 18:2751-2764, 2004; Jin J et al., Cell reports, 3:831-843, 2013]。そこで、
HuH-7A 細胞において C/EBPαを過剰発現あるいはノックダウンした時にそれら脂質合成関連遺
伝子の発現変動を調べた結果、トリグリセリド合成酵素遺伝子の一つである glycerol-3-
phosphate acyltransferase, mitochondrial (GPAM)が C/EBPαの発現と最もリンクする遺伝子
であった。また、リバビリン処理により GPAM の発現量は減少した。従って、GPAM は C/EBPαの
下流遺伝子であることが示唆され
た。 
 C/EBPαによる GPAM 遺伝子発現
制御機構を解析するために、まず
5’-RACE 法により HuH-7 細胞にお
ける GPAM の転写開始点を調べてみ
た。その結果、正常肝細胞あるいは
脂肪細胞と同じ転写開始点(TSS)、
1d-TSS であることが分かった（右
図）。1d-TSS 近傍の上流ゲノム領域
（1d-TSS から上流約 2 kb の範囲）
をクローニング、レポータープラス
ミドを作成しC/EBPαの影響をレポ
ーターアッセイで調べてみたが、
C/EBPαによる転写活性化は見られ
なかった。そこで、ChIP-seq データ
ベースを駆使して GPAM 遺伝子付近
を探索したところ、1d-TSS から上
流 13 kb (E1)および 47 kb (E2)付
近に候補となる C/EBPα結合領域を見出した。ゲルシフトアッセイおよびレポーターアッセイに
より、両ゲノム領域内に C/EBPα結合配列が存在し、C/EBPαが直接結合して転写活性化しうる
ことを見出した。また、FAIRE 法により C/EBPα結合による GPAM 遺伝子領域のクロマチン構造変
化を調べてみたところ、C/EBPαの結合によりその結合領域がオープンクロマチン構造を取るこ
とを示唆するデータが得られた。 
 以上の結果から、GPAM の発現をモニタリングできる細胞アッセイ系を構築し中性脂肪量を減
少させる薬剤のスクリーニングを行おうと考えた。しかし、GPAM を siRNA によりノックダウン
すると、トリグリセリド合成酵素遺伝子の一つである diacylglycerol acyltransferase1 
(DGAT1) の発現量が増加した。そして細胞内中性脂肪量に変化は見られなかった。GPAM の発現
量減少を DGAT1 の発現量増加によりトリグリセリド合成量を維持する機構の存在が示唆された。
従って、GPAM の遺伝子発現量を標的にする薬剤では DGAT1 の発現上昇により補完されてしまう
可能性が考えられたため、GPAM の遺伝子発現をモニタリングする細胞アッセイ系の開発は断念
した。今後、GPAM の発現量減少による DGAT1 の発現量増加のメカニズムを明らかにして、GPAM
を標的にした中性脂肪量減少のための薬剤スクリーニングアッセイ系の開発が有用であるか検
討していきたいと考えている。 
 
（３）C/EBPαタンパク質の量を制御するキナーゼの探索 
 リン酸化により C/EBPαタンパク質分解が制御されていることが知られている。研究代表者ら
は、細胞内の C/EBPαタンパク質の量をモニタリングできるアッセイ細胞(Nluc-C/α細胞)を作
成した。C/EBPαの N末に Nanoluc (Nluc, Promega)を付加した Nluc-C/EBPαが恒常的に発現し
ており、luciferase 活性を指標に Nluc-C/EBPαの産生量をモニタリングすることができる。約
150 種類のキナーゼ活性化剤あるいはキナーゼ阻害剤を含む kinase screening library 
(Cayman)をこのアッセイ系に用いて、C/EBPαタンパク質の量を制御する薬剤のスクリーニング
を行った。その結果、mammalian target of rapamycin (mTOR)阻害剤である Torin1 および INK128
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において Nluc-C/EBPαの減少が観察された。また、内在性の C/EBPαタンパク質の産生量もそれ
ぞれの阻害剤存在下で減少することが観察された。従って、C/EBPαの産生量維持に mTOR の関与
が示唆された。今後、mTOR 関連シグナルを標的にした薬剤が C/EBPαの産生量低下を介して中性
脂肪量を減少させるか、また mTOR を標的にした副作用の少ない薬剤が存在するかなどを検討し
て脂質合成抑制剤の開発に臨みたいと考えている。 
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