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研究成果の概要（和文）：本研究では、GADD34遺伝子欠損(KO)マウスで老化関連疾患の原因である脂肪肝が早期
に発症するメカニズムを解明するために、肝臓における糖質代謝と脂質代謝の検討を行った。脂肪肝形成につい
て検討したところ、脂質過剰摂取だけでは脂肪肝は発症しにくく、糖質の存在が必要であることが明らかとなっ
た。KOマウスでは、これまでの報告でインスリンシグナル伝達系が亢進していることに加えて、脂質代謝だけで
なく糖質代謝が肝臓で亢進しており、そのため脂肪肝が形成されやすい。さらに、KOマウスの肝臓では炎症系の
シグナル伝達系が亢進しており、NASHやインスリン抵抗性を引き起こしやすい状況にあることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the mechanisms the of fatty liver disease, a 
cause of age-related diseases, in GADD34 gene knockout (KO) mice by examining glucose and lipid 
metabolism in the liver. Our examination of fatty liver formation revealed that fatty liver disease 
is less likely to develop with lipid overconsumption alone and that the presence of carbohydrates is
 necessary. In KO mice, in addition to the previously reported hyperactivation of the insulin 
signaling pathway, both lipid and glucose metabolism are enhanced in the liver, making fatty liver 
formation more likely. Furthermore, we found that the inflammatory signaling pathway is also 
enhanced in the liver of KO mice, putting them at a higher risk for developing NASH and insulin 
resistance.

研究分野： 老化、栄養、免疫

キーワード： GADD34　老化　肝臓　糖質代謝　脂質代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　GADD34遺伝子欠損マウスを老化関連疾患発症のモデルとして解析することで、小胞体ストレスにおける役割以
外は明確になっていなかったGADD34の役割は、老化におけるシグナル伝達系や代謝系にも関与していることが明
らかとなった。このように老化関連疾患の発症メカニズムを解明することは、老化に伴って発症する疾患を抑制
する可能性が示唆される。日本は超高齢化社会で、高齢者の健康は社会的にも個人的にも重要な課題である。老
化は必然であるが健康に老化することが可能となれば、社会的な医療費抑制につながるだけでなく高齢者の尊厳
ある生活の維持が可能となると考えている。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢化が進む我が国において、老化に伴う様々な疾患は増大し続ける医療費を圧迫するとと

もに、高齢者の社会的活動に従事することを妨げている。その中でも、中年期以降に多く発症す

るメタボリックシンドロームは老年期の多くの疾患の原因となるため、そのメカニズムの解明

が急がれている。メタボリックシンドロームの病態では慢性炎症が基盤となることが多く、肥満
から発症する２型糖尿病、脂肪肝、その結果としておきる肝臓がんなどもその一つである。一方、

基礎的老化研究では、細胞の増殖や蛋白合成に関わる２つのシグナル伝達系が種を超えて老化、

寿命に影響することが明らかになってきた(3)。１つは TOR(Target of rapamicine, ほ乳類では

mTOR)であり、もう１つは IGF-1/Insulin レセプターシグナルである。酵母、線虫といった下等

動物はこの 2 つのシグナルに関与する分子の変異で寿命が延長する。これとは別の流れで、ほ乳

類の特徴としてマクロファージ、好中球といったミエロ系の自然免疫系細胞が老化個体の組織

で炎症性サイトカインを放出することで、組織の老化や疾患の原因になることが明らかになっ

てきた。しかし、メタボリックシンドロームをはじめとする加齢にともなって発症する老化関連

疾患と寿命を制御するシグナル伝達系の関連については未だ明確ではない。これまで私が研究
を行ってきた GADD34 (Growth arrest and DNA damage inducible protein) は DNA 傷害性ストレス

刺激で、また、ミエロ系細胞を IL-6 で刺激したとき上昇する遺伝子としてクローニングされ(4)、
DNA 傷害性ストレスやアミノ酸欠乏で上昇することから、当初より老化に何らかの影響を与え

ると期待されていた。また、GADD34 遺伝子は Ppp1r15a とも呼ばれ、脱リン酸化酵素に結合し

て、様々なシグナル伝達系に関与する蛋白のリン酸化を抑制することが主な役割であると報告

されてきた。私の所属していた研究室でも、若い GADD34KO マウスや培養細胞を使った研究で、

蛋白合成の場である ER (endoplasmic reticulum)にストレス刺激が入った時、GADD34 KO マウス

は蛋白合成を止めてしまって蛋白合成の回復がおくれること、GADD34 は eIF2α という蛋白合
成の初期段階に関与する蛋白を脱リン酸化し、蛋白合成を再開することを報告してきた。その他

にも、GADD34 KO マウスは絶食によって、mTOR を介して肝臓障害からの回復がおくれること、

GADD34 は mTOR を抑制し Autophagy を誘導すること(BiochemBiophys Res Commun. 2011、Sci 
Rep. 2015)、TGF-βのシグナル伝達系を抑制しコラーゲン産生を制御することによって創傷治癒

を正常に促進させること、を GADD34 の脱リン酸化機能の観点から報告してきた。さらに、私

の行ってきた研究では、インスリンや G-CSF による刺激で、これまでに報告のない非常に早い

段階かつ eIF2α のリン酸化反応が起こらない条件下でも GADD34 の発現が上昇し、増殖系のシ

グナル伝達系が抑制されることが確認された。しかし、GADD34 がどのような条件下で、どの部
位で、どのようなメカニズムで機能しているかについては明らかにできていない。 
 
２．研究の目的 
これまで私は GADD34 遺伝子欠損(KO)マウスの加齢に伴う変化を観察し、GADD34 KO マウ

スは G−CSFレセプターからのシグナル伝達系が亢進されることによって、老化に伴い造血幹細
胞がミエロ系にシフトすること(Immuno cell bio, 2014)、GADD34 KO マウスは IGF-1/Insulin レセ

プターシグナル伝達系が亢進することによって老化に伴い肥満になり、加齢や脂質過剰によっ

て IGF-1/Insulin レセプターシグナルが低下し、２型糖尿病や肝癌を発症する(Sci Rep, 2015)こと

を見いだした。このことは GADD34 が加齢に伴って発症するメタボリックシンドロームの制御

に炎症と代謝系の２つのシグナル伝達系の制御を介して関与していることを示している。さら

に近年では、GADD34 KO マウスの加齢に伴う疾患発症には雌雄差があり、特に雄マウスではメ

タボリックシンドロームに、雌マウスでは炎症性疾患が発症しやすいことがわかってきた

(Geriatr Gerontol Int, 2017)。そこで本研究では GADD34 KO マウスを用いて、慢性炎症及び脂質
や糖質の代謝シグナルを GADD34 が制御するメカニズムの解析を行うことによって、慢性炎症

及び脂質や糖質の摂取が老化関連疾患の発症に繋がるメカニズムの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 

3、6、10 ヶ月齢の GADD34KO と WT マウスの肝臓細胞と肝臓組織のサンプルを作成し Western 
Blotting 法によって老化や代謝に関係するタンパク質の発現を解析した。 

(1) GADD34 KO マウスの肝臓組織で早期老化のフェノタイプの有無を確認するために、

SAβGAL 染色を行った。また、若年 GADD34 WT・KO マウスと老年マウス GADD34 WT・
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KO マウスから RNA を採取してマイクロアレイにて、網羅的に遺伝子発現を調べた。 

(2) WT マウスと GADD34 KO マウスの肝臓細胞を用いて、肝臓における IGF-1/insulin シグナ

ル伝達系を比較した。 

(3) インスリンシグナル伝達系は脂質及び糖質の代謝と密接に関係する。従って、脂質、糖(グ
ルコース・フルクトース)の投与、糖質カット食の摂餌によるシグナル伝達系への影響につい

て WT マウスと GADD34 KO マウスの肝臓のサンプルを比較検討した。 

(4) GADD34 KO 及び WT マウスを用いて、高脂肪食摂取や糖質などの栄養の過剰摂取におけ

る GADD34 の役割とメカニズムを解析した。 
 
４．研究成果 

(1)  GADD34 による肝臓組織の老化制御 
 本研究では、10 ヶ月齢の GADD34 KO と 
WT マウスの肝臓組織を老化細胞の指標として 
用いられる SA-β-gal で染色したところ、KO マウス 
では SA-β-gal 陽性細胞が多く見られた(図１)。  

GADD34 はストレス刺激で上昇するタンパク質として見つかり、その後、シグナル伝達系で

脱リン酸化酵素 PP1 と結合することで、細胞内の様々な機能を担うことがわかってきた。その

中でも ER ストレス時に蛋白合成のシャットオフからの回復に働くことを Ron と私たちが発見

し、Ron のグループは GADD34 遺伝子移入が脂肪肝を抑えることを報告した。一方、私たちは、

GADD34 KO マウスが老化することで脂肪肝から肝硬変、肝がんへと発展することを報告し、そ

のメカニズムは ER ストレスではなく、GADD34 がインスリン受容体と間接的に結合してリン酸

化を抑え、インスリンシグナル伝達系を抑えることで脂肪肝の抑制につながることを示した。本
研究では、GADD34 KO マウスの肝臓の老化による変化を知るために、3 ヶ月齢の GADD34 WT・
KO マウス(Young)と 10 ヶ月齢の GADD34 WT・KO マウス(Old)から RNA を採取してマイクロア

レイにて、網羅的に遺伝子発現を調べた。細胞膜に 
存在し、インスリン受容体に関与してインスリン 
シグナルを伝達する Cavin-1 は PTRF とも呼ばれ、 
GADD34 と結合することが報告されている。 
解析の結果 Cavin-1 の発現が、WT では老化に伴い 
増加したが、KO では著しく減少していた(図２)。 

このことは脂肪肝発症後、KO マウスではインスリン 
シグナリングが抑制されるという逆転現象に一致する。 
さらに GADD34 と結合する BFCOL-1 はコラーゲン 
の遺伝子発現を抑えることを我々は報告しているが、 
老化 WT マウスでは GADD34 の発現が上昇し、コラ 
ーゲンの遺伝子発現は抑えられていた。しかし、老化 
KO マウスでは遺伝子発現は抑えられていなかった。 

10 ヶ月齢の GADD34 KO の肝臓組織で、WT に比べて膜におけるヘテロクロマチン凝集が減

っていることは科研費 16K01827 の報告書で報告したが、今回の結果と合わせて、GADD34 KO 
の肝臓組織では WT に比べて老化のフェノタイプが観察された。  

(2) 脂肪肝形成に関与する因子の解明 
これまで GADD34 遺伝子欠損マウスが加齢とともに脂肪肝発症やⅡ型糖尿病を発症し、若齢

時には亢進しているインスリンシグナル伝達系、加齢と共に低下をすることがわかっている。加

齢と共に脂肪肝やをⅡ型糖尿病を発症する原因はインスリンシグナル伝達系のみならず、脂質代

謝や糖質からの脂質合成も関与が考えられる。そこで本研究では、GADD34 遺伝子欠損(GADD34 
KO)による脂質代謝、糖質代謝の変化を検索するため、まずは C57BL/6 マウスを用いて基本的な

肝臓代謝について解析を行った。マウスに高脂質(HFD)、高糖質の他、NASH 発症モデルとなる
高脂質コリン欠乏食(CDAHFD)、高脂質高たんぱく質の鶏卵を与え、脂肪肝の形成と肝臓組織に

おける脂質や糖質代謝の酵素やインスリンシグナル伝達系のタンパク質発現を確認した。 
 その結果、高脂質(HFD)よりも高糖質(Sugar, Glucose, Fluctose)を与えた方がより強い脂肪肝の
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発症が認められ、CDAHFD においても脂肪肝が発症したが HFD や CDAHFD と脂質含量が同程
度鶏卵では脂肪肝や NASH の発症が認められなかった。 
また、高糖質に誘導される脂肪肝は鶏卵摂取によって抑制されることが確認され、その重要な

要素としてアミノ酸が想定された。そこで、高糖質と同時にアミノ酸を摂取させたところ、脂肪

肝形成が軽減した。このことはアミノ酸が脂肪肝抑制に重要な役割を果たしていることを示し

ている。 

(3) GADD34 における脂質代謝、糖質代謝の制御 
<脂質代謝> 
NASH 発症モデルとなる高脂質コリン欠乏食(CDAHFD)を摂取させたところ、GADD34 KO マ

ウスでは HFD での WT に比べて早期脂肪肝は認められたが、CDAHFD では WT との差は認め
られなかった。これはコリン欠乏によって発症する脂肪肝には GADD34 は影響しなかったと考

えられる。 
 GADD34 KO マウスを使って２週間の高脂肪食(HFD)摂取を行い、同時にコリンを添加したと

ころ、WT マウスよりも脂肪肝は抑制された。しかし、皮下脂肪が増大し、WT より肥満になっ

たため、脂質増加抑制に GADD34 が関与していることが証明された。 
さらに、in vitro で GADD34 タンパク質がアミノ酸欠乏で誘導されるデータ(Sci Rep2015)をも

とに、高脂質シスチン・フェニルアラニン欠乏食(CFDHFD)を作成し、GADD34 KO マウスに摂

取させ、GADD34 の発現が脂肪増加抑制に及ぼす影響の検討を行ったところ、WT、KO ともに
脂肪肝の発症が認められなかった。in vitro で GADD34 が誘導される条件が in vivo では影響がな

かったことから、これまで GADD34 の in vivo での役割の解明が難航している要因であることが

改めて確認された。 
<糖代謝> 
脂質増加の原因には、体外から摂取する脂肪の量と体内での脂肪酸合成の促進が存在する。そ

こで本年度は、脂質の de novo 合成について検討を行った。脂質の de novo 合成は、解糖系に由

来するアセチル CoA から始まる。そこで、5 週齢の GADD34 KO と WT マウスに Glucose のみ

を２週間摂取させ、肝臓の代謝系のタンパク発現を検討した。 
 その結果、これまで報告されてきた GADD34 KO マウスの若齢期におけるインスリンシグナ

ル亢進は糖の過剰摂取時にはさらに顕著に亢進していることが明らかとなった。同時に、解糖系

WT より KO マウスで発現が上昇していた。一方で、脂肪酸合成酵素の発現を鑑みると、KO マ

ウスでは脂質の de novo 合成は低下していた。さらに、KO マウスでは炎症系に関わるタンパク

のリン酸化の亢進が見られたことから、糖の過剰摂取では GADD34 の欠損によって NASH が促

進される可能性が示唆された。 
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