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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は肝硬変や肝癌に進行する悪性疾患であるが、そ
の治療薬もない。核内受容体HNF4αの肝臓特異的欠損マウス（KOマウス）はNASHを発症するが、KOマウスとPPAR
α欠損マウスを交配させダブル欠損マウスではNASHが改善された。そこでKOマウスはPPARαの活性化によりNASH
を発症することが分かった。そして、その活性化には肝臓の脂肪酸の組成が変化していることが明らかになっ
た。特にオレイン酸の増加がPPARαを活性化することが証明された。

研究成果の概要（英文）：Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a malignant disease that progresses 
to cirrhosis and hepatocelular carcinoma, for which there is no cure. Mice with liver-specific 
deficiency of the nuclear receptor HNF4α (KO mice) develop NASH, but NASH was ameliorated in 
double-deficient mice by crossing KO mice with PPARα-deficient mice. Therefore, KO mice develop 
NASH due to PPARα activation. The activation was found to be accompanied by changes in the 
composition of fatty acids in the liver. In particular, an increase in oleic acid was proven to 
activate PPARα.

研究分野：病態生化学

キーワード： 脂肪肝　核内受容体　脂肪酸　繊維化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、脂肪酸組成の変化による核内受容体PPARαの活性化による非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）の
新しい発症機構が解明できた。本研究で得られた知見は、２つの核内受容体であるHNF4αとPPARαのシグナルカ
スケードに着目したNAFLD/NASHの新しい診断・治療法の開発に貢献でき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。
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は良性の脂肪肝から進展し、肝硬変や肝癌に進行する悪

性疾患であるが、その発症機構は不明で治療薬もない。申請者は、肝臓のマスター因子である核

内受容体 HNF4aの肝臓特異的欠損マウス（Hnf4aΔHepマウス）が脂肪肝から酸化ストレスや線維

化の亢進を経て NASH を発症し、生後 8 週程で死に至ることを明らかにした。しかし、Hnf4aΔHep

マウスの NASH 発症機序の全容解明には至ってない。Hnf4aΔHepマウスでは核内受容体 PPARaの

標的遺伝子の多くが発現上昇しているため、PPARaの活性化が予想された。そこで、Hnf4aΔHepマ

ウスと PPARa欠損マウスを交配させダブル欠損マウスを作製した結果、NASH が改善され、1 年

以上延命した。従って、Hnf4aΔHepマウスの NASH 発症には、(1) HNF4aの標的遺伝子の発現低下

による直接的な原因と、(2) PPARaの活性化による間接的な原因に起因することが示唆される。

申請者は現在までに Hnf4aΔHepマウスでは以下のことを明らかしている。 

① アポリポタンパク質とトリグリセリド輸送タンパク質の発現低下 

② 脂肪酸取り込みをする FATP1と CD36と脂肪滴を伸⻑する CIDEAの顕著な発現上昇 

③ miR-194と miR-455の発現低下に伴う PGC1aと線維化に関与する RTN4の発現上昇 

④ 肝臓の脂肪酸組成の顕著な変化と、脂肪酸不飽和化酵素と伸⻑酵素の顕著な発現増加 

Hnf4aΔHep マウスの NASH 発症機構の解明のキーポイントは、PPARaの活性化機構を明らかに

することである。脂肪酸は PPARaのリガンドであり、Hnf4aΔHep マウスでは脂肪酸組成の変化が

認められる。Hnf4aΔHep マウスでは、脂肪酸不飽和化酵素と伸⻑酵素の発現増加が脂肪酸の質的
な変化を及ぼして PPARaを活性化していると推測した。 

 
２．研究の目的 

Hnf4aΔHep マウスにおける PPARaの活性化を介した NASH 発症機構を解明することを目的と

し、将来的な NASH 治療薬開発の基盤とするために、以下の課題達成を目指す。 

（１） Hnf4aΔHepマウスでの PPARa活性化機構の解明 

（２） HNF4aから miR-194 と miR-455 経路を介した NASH 発症への関与の解明 
 
３．研究の方法 
（１）肝臓の総脂質中の脂肪酸組成を GC/MS で解析し、定量した。このうち、このうち、Hnf4aΔHep

マウスで減少した C18:0 と増加した C18:1 について、PPARaの標的遺伝子である Fatp1 遺伝子の

プロモーター解析を行った。また、Hnf4aΔHepマウスで発現上昇する脂肪酸伸長酵素（Elovl7）に

ついてもプロモーター解析を行った。 

（２）miR-192, 194, 455 の標的遺伝子を同定するために、Huh7 細胞にこれらの miRNA を導入

し、RNA seq により網羅的な発現解析を行った。この結果をもとに、Hu7 と HepG2 細胞で共通

してこれらの miRNA の導入により発現変化する遺伝子を RT-qPCR で同定した。さらに、RIP ア

ッセイによりこれらの miRNA の結合する標的遺伝子を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）Hnf4aΔHep マウスにおける PPARaの活性化が肝臓の脂肪酸組成による可能性がある。そこ

で、Hnf4aΔHepマウスの肝臓から総脂質を抽出し、脂肪酸組成を測定した（図１）。この結果、使

用した 39 種の脂肪酸のうち、17 種の脂肪酸が肝臓で測定可能なレベルで検出された（図 1A）。



 

 

Hnf4aΔHepマウスでは 4 つの脂肪酸が増加し、7 つの脂肪酸が減少した（図 1B）。このうち、C18:0

は Hnf4aΔHepマウスで減少し、C18:1 が有意に増加していた。また、C18:0 に対する C18:1 の比率

（C18:1/ C18:0）は、コントロールマウス（Hnf4af/fマウス）に比べ Hnf4aΔHepマウスで増加してい

た（Hnf4aΔHepマウ; 2.87 ± 1.16 vs. Hnf4af/fマウス; 1.32 ± 0.35 ）。 

次に脂肪酸デサチュラーゼとエ

ロンガーゼの発現を解析した。

脂肪酸デサチュラーゼについて

は、Hnf4af/f マウスに比べ、

Hnf4aΔHepと Hnf4aΔHep/Ppara-/- マ

ウスの Fads2 と Fads6 の発現は

著しく減少していた。また、

Fads3 の発現のみ、Hnf4aΔHep マ

ウスで増加、Hnf4aΔHep/Ppara-/- 

マウスで減少という相反する結

果が得られた。脂肪酸エロンガ

ーゼである ELOVL1-7 について

は、Hnf4af/fマウスと比較して、

Hnf4aΔHe と Hnf4aΔHep/Ppara-/- マ

ウスでは Elovl1、Elovl2、Elovl5

の発現が著しく低下し、Elovl3

の発現がほとんど検出できなか

った。逆に、Elovl7 の発現は、

Hnf4aΔHepと Hnf4aΔHep/Ppara-/- マ

ウスで大きく増加した。そこで、

Elovl7 の発現制御について解析

し た 結 果 、 野 生 型 マ ウ ス

（Ppara+/+マウス）の Elovl7 の

発現は PPARaアゴニストの投

与により増加したが、アゴニストを投与した Ppara-/-マウスでは誘導が見られなかったため（図

2A）、Elovl7 は新規 PPARa標的遺伝子であることが分かった。しかし、Hnf4aΔHep/Ppara-/-マウス

では Elovl7 の発現が Hnf4aΔHep マウスと同様に高くなったことから、Elovl7 は HNF4α によって

負の制御を受けると考えられる。しかし、Huh7 と HepG2 細胞では、HNF4α の過剰発現と抑制

により Elovl7 の発現は変化しなかった（図 2B）。さらに Elovl7 のプロモーター解析から、Elovl7

は PPRE3 を介して PPARaにより直接転写活性化されることが示された（図 2C）。 

Hnf4aΔHep マウスにおける PPARα の活性化には C18:0 と C18:1 の変動が関与していると推測

し、PPARα の標的遺伝子である Fatp1 プロモーターを用いて C18:0 と C18:1 添加時の Fatp1 の転

写活性化能について検討した。PPARα と RXRα を共発現させた時に、C18:0 と C18:1 をそれぞれ

添加すると、さらなる転写活性化が認められた（図 3A）。また、C18:0 を添加した場合と C18:1

を添加した場合では、C18:1 を添加した場合の方がより強い転写活性化を示した。このことから、

Hnf4aΔHepマウスでは、C18:1 がより大きな PPARα 活性化作用を有していることが分かった。 

さらに、C18:0 と C18:1 の比率の違いで転写活性化能に違いが認められるかどうかを解析した

Fig. 6
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（ 図 3B ）。 よ り 高 い

C18:1/C18:0 比（ C18:1 ：

C18:0＝3:1）では、等しい

C18:1/C18：0 比（C18:1：

C18:0＝1:1）よりも有意に

高い転写活性化能を示し

た。脂肪酸組成解析から、

Hnf4aΔHep マウスでは C18:1

と C18:0 の比率が約 3:1 に

増 加 し て い る た め 、

Hnf4aΔHep マ ウ ス で は

C18:1/C18:0 の増加が少な

くとも PPARα 活性化に寄

与していることが示唆さ

れた。 

ま た 、 RNA seq 、 RT-

qPCR、RIP アッセイにより、miR-192、

miR-194、miR-455 の標的遺伝子を絞

り込み、さらにこれらの遺伝子のルシ

フェラーゼアッセイにより、miR-192、

miR-194、miR-455 の新規標的遺伝子

を約 20 種類同定することができた。

これらの標的遺伝子の多くは細胞の

悪性化に関与する遺伝子であったた

め、Hnf4aΔHep マウス肝臓における

miR-192、miR-194、miR-455 の発現低

下は NASH の悪性化に寄与している

ことが示唆された。 
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Fig. S2. Promoter analysis of the Elovl7 gene by PPARa (A) Quantitative RT-PCR 

of Elovl7 in Ppara+/+ and Hnf4aΔHep/Ppara-/- mice fed 0.1% Wy-14,643. (B) Quantitative 

RT-PCR from total RNA of HepG2 and Huh7 cells transfected empty and HNF4a 

(upper), and negative control of siRNA (siCont) and siRNA for HNF4a (siHNF4A) 

(lower). (C) Promoter activity of the Elovl7 gene. The Elovl7 promoters with HSV-TK-

mini promoter were co-transfected with empty vector and PPARa and RXRa 

expression vectors with and without 10 µM Wy-14,643 into HEK293T cells. Mutations 

were introduced into PPRE3 in the promoter. Data are mean ± S.D. *, P<0.05; **, 

P<0.01 compared to Hnf4af/f mice. #, P<0.05; ** compared to Hnf4aΔHep mice. a, P<0.01 

compared to Ppara+/+ mice. 
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