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研究成果の概要（和文）：CITED2 が血糖値の調節に重要なホルモンであるグルカゴン・イン
スリンのシグナルを受け取り、転写共役因子 PGC-1αのアセチル化・活性へと変換することで、
肝臓からのブドウ糖の産生を調節し、正常な血糖値の維持に寄与していることを明らかにした。

また、CITED2 のタンパク量の増加が糖尿病の高血糖の病因の一つであることを見出し、
CITED2の作用の抑制が高血糖の治療に繋がることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We unveiled that CITED2 functions as a transducer of glucagon and 
insulin signaling in the regulation of PGC-1α activity that is associated with the 
transcriptional control of gluconeogenesis and that this function is mediated through the 
modulation of GCN5-dependent PGC-1α acetylation. We also found that loss of hepatic 
CITED2 function suppresses gluconeogenesis in diabetic mice, suggesting it as a 
therapeutic target for hyperglycemia. 
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１．研究開始当初の背景 
	 肝臓からの糖産生は、絶食時の低血糖によ
る臓器障害を回避するために極めて重要で
ある。一方、2 型糖尿病ではインスリンの肝
糖産生抑制作用が障害され、その病的亢進は
高血糖の主要な原因の一つとなっており、そ
の分子機構の解明は、学術的に重要であるの
みならず、新規糖尿病治療薬開発のためにも
重要な課題である。 

	 転写共役因子 CITED2は、ヒストンアセチ
ル化酵素(HAT)活性をもつ転写コアクチベー
ターであるCBP/p300との相互作用を介して、
遺伝子転写を調節することが報告されてい
た。また、ノックアウトマウスを用いた検討
から、CITED2は胎児の発生や、成体の造血
幹細胞の維持に不可欠であることが明らか
となった。 
 一方、CITED2はHNF-4α5)、PPARα/γ、
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CBP といった肝臓の糖脂質代謝調節におい
て重要な役割を果たす分子と相互作用する
ことが報告されていたが、その肝糖代謝調節
における役割は明らかとなっていなかった。 
 
２．研究の目的 
肝糖産生調節における CITED2 の役割の解
明を目的とする。 
 
（1）個体レベルでの機能解析 
	 マウスにおいて CITED2 の肝臓特異的な
機能獲得・喪失実験を行い、糖産生系酵素の
遺伝子発現と肝糖産生への影響を明らかに
する。また、耐糖能、インスリン感受性など
全身の代謝への影響をも明らかにする。さら
に糖尿病や肝インスリン抵抗性を有するモ
デル動物を用いて、これらの病態への関与も
明らかにする。 
 
（2） 肝臓における CITED2の作用の分子メ
カニズムの解明 
	 CITED2 の発現が絶食－再摂食で変化する
のか、変化が起こるのであれば、関与してい
るホルモン（例：グルカゴン、インスリンな
ど）や栄養素（例：グルコース、脂質など）
を同定し、受容体からのシグナル伝達経路に
ついても明らかにする。さらに共沈実験など
から CITED2と相互作用する分子（群）を探
索し、CITED2を中心とした転写因子・転写
共役因子複合体を同定する。CITED2転写複
合体へのインスリンやグルカゴンなどのホ
ルモンの作用についても明らかにする。 
 
３．研究の方法 
	 肝臓特異的に CITED2 を欠損あるいは過剰
発現するマウスを作製し、代謝表現型解析に
よって CITED2 の肝糖産生への影響ならびに
全身のエネルギー代謝における影響を検討
する。また糖尿病モデル動物を用いてインス
リン抵抗性への CITED2 の関与を検討する。
培養肝細胞においても CITED2 の機能喪失な
らびに機能獲得実験を行い、糖産生系遺伝子
発現への影響を in	 vitro でも検討する。
CITED2 と相互作用する分子は共沈実験など
により同定、機能解析を行う。	 
	 
４．研究成果	 
（1）肝臓における CITED2 蛋白の発現はグル
カゴンによって増加する	 
	 マウスの肝臓における CITED2 蛋白の発現
は、絶食時ならびにグルカゴン腹腔内投与時
に増加した。また、培養肝細胞における
CITED2 蛋白の発現は、グルカゴンとそのセカ
ンドメッセンジャーである cAMP によって増
加し、その増加はプロテインキナーゼ A(PKA)
インヒビター処理により抑制された。このこ
とからCITED2はグルカゴン‒cAMP‒PKAシグナ

ルによって増加することが明らかとなった。	 
	 CITED2 蛋白はユビキチン‒プロテアゾーム
系により急速に分解されることが報告され
ている。肝細胞において CITED2 を免疫沈降
し、そのユビキチン化を検討したところ、
cAMP 処理によりユビキチン化の減少がみら
れ、グルカゴンによる CITED2 蛋白量の増加
の少なくとも一部はユビキチン化の減少に
より分解が抑制されたためと考えられた。	 
	 
（2）CITED2 は肝臓の糖新生系酵素発現を増
強し糖産生を亢進させる	 
	 CITED2 の肝糖代謝調節への関与を、CITED2
をノックダウンないし強発現した初代培養
肝細胞を用いて検討した。CITED2	 shRNA 発現
アデノウイルスによって CITED2 をノックダ
ウンすると、cAMP による糖新生系酵素遺伝子
G6pc、Pck1 の発現誘導が障害され、糖産生は
減少した。逆に、CITED2 の強発現により、糖
新生系酵素遺伝子の発現ならびに糖産生が
著明に増強した。この増強作用は、CBP なら
びに HNF-4αへの結合に必要な部位である
CR2 ドメインを欠損する変異体である
CITED2(ΔCR2)の強発現によっても認められ
たことから、CITED2 による cAMP 依存性の糖
新生系酵素発現の調節には CBP、HNF4αとの
結合を必要としないことが示唆された。	 
これらの結果から CITED2 は in	 vitro では糖
新生系酵素の発現調節を介して糖産生を制
御していると考えられた。	 
	 次に in	 vivo における効果を検討した。マ
ウスの肝臓にアデノウイルスベクターを用
いて CITED2 を強発現すると、絶食時の糖新
生系酵素 G6pc、Pck1 の発現が約３倍に増加
し、空腹時血糖値が増加した。また肝臓から
の肝糖新生能を評価するピルビン酸負荷試
験を行ったところ、CITED2 の強発現によって
負荷後の血糖上昇が著明に増加し、CITED2 が
in	 vivo でも肝糖新生を増加させることが明
らかとなった。	 
	 	 	 
（3）CITED2 は PGC-1αのコアクチベーター
活性を増加させる	 
	 CITED2 が肝糖新生系酵素の発現調節を介
して血糖値を調節していることが明らかに
なったのでそのメカニズムについて検討し
た。転写コアクチベーターPGC-1αは絶食時
にグルカゴン̶cAMP̶PKA 経路によってその発
現が増加し、糖新生系酵素の発現を強力に誘
導する、肝糖産生の鍵分子である(図 1)。そ
こで cAMP 依存性の糖新生系酵素の発現誘導
における CITED2 の効果が、PGC-1αを介して
いるかを検討した。PGC-1αをノックダウン
した代培養肝細胞では、CITED2 の効果は消失
していた。PGC-1α依存性の糖新生系酵素発
現誘導への CITED2 の関与についても検討し
たところ、PGC-1αによる糖新生系酵素の発



 

 

現誘導は CITED2 ノックダウンにより著明に
抑制され、逆に強発現により増強した。さら
に、CITED2 ならびに CITED2(ΔCR2)の PGC-1
αのコアクチベーター活性への影響を G6pc
プロモーターアッセイにて検討したところ、
いずれもコアクチベーター活性を増強した。
これらの結果より、CITED2 が CR2 ドメイン非
依存性に PGC-1αのコアクチベーター活性を
増強することが示唆された。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
（4）CITED2 は GCN5 による PGC-1αのアセチ
ル化を抑制する	 
	 次に CITED2 による PGC-1α活性の増強作用
の分子機構を検討した。PGC-1αの活性はア
セチル化、リン酸化、メチル化、SUMO 化など
の様々な翻訳後修飾によって調節されてい
る。PGC-1αのアセチル化に対する CITED2 の
効果を検討したところ、CITED2 が PGC-1αの
アセチル化を抑制することが明らかとなっ
た。	 
	 PGC-1αの活性は GCN5 によるアセチル化に
よって抑制され、SIRT1 による脱アセチル化
によって増強することが報告されている。そ
こで CITED2 と PGC-1α,	 SIRT1,	 GCN5 の相互
作用について、共沈実験によって検討した。
CITED2 は PGC-1α,	 SIRT1 いずれとも共沈し
なかった。CITED2 は PGC-1αと SIRT1 の結合
や細胞内 NAD+/NADH 比、および SIRT1 のター
ゲットである FOXO1 のアセチル化にも影響を
与えず、SIRT1 依存性の PGC-1α脱アセチル
化には関与しないと考えられた。	 
	 一方、CITED2 は GCN5 と共沈し、相互作用
することが示唆された。そこで、GCN5 による
PGC-1αのアセチル化に対する CITED2 の効果
をHEK293細胞で検討した。既報のようにGCN5
は PGC-1αに結合し、そのアセチル化を増加

させたが、CITED2 は PGC-1αに結合する GCN5
の量ならびに PGC-1αのアセチル化を用量依
存性に減少させた。一方、GCN5 のヒストンア
セチル化活性に対する CITED2 の効果をヒス
トン	 H3 を基質とした HAT	 アッセイで検討し
たところ、CITED2 の強発現は GCN5 活性を抑
制しないことが明らかとなった。これらの結
果から、CITED2 は GCN5 に結合し、PGC-1αと
GCN5 の結合を阻害することで PGC-1αのアセ
チル化を抑制すると考えられた。	 
	 CITED2とGCN5の相互作用に必要な部位を同
定するために、それぞれの欠損変異体を
HEK293 細胞に発現させ、共沈実験をおこなっ
た。その結果 CITED2 の CR1,	 SRJ ドメインが
GCN5 との相互作用に必要であることが明ら
かとなった。実際、SRJ ドメインを欠損する
CITED2(ΔSRJ)は GCN5 依存性の PGC-1αアセ
チル化を抑制せず、初代培養肝細胞において
cAMP 依存性の糖新生系酵素発現を増加させ
なかった。	 
	 
（5）CITED2 による PGC-1αアセチル化の抑
制はインスリンによって解除される	 
	 次に CITED2 と GCN5 の相互作用へのインス
リンの効果を検討した。インスリンは GCN5
と共沈する CITED2 の量を減少させ、この効
果は PI3 キナーゼ阻害剤および Akt 阻害剤で
解除されたが mTOR 阻害剤である Rapamycin
では解除されなかった。またインスリンは
CITED2 による PGC-1αアセチル化の抑制を完
全に回復させた。これらの結果からインスリ
ンは PI3 キナーゼ-Akt シグナルを介して
CITED2 と GCN5 の相互作用を減少させ、PGC-1
αのアセチル化を回復させることが明らか
となった。	 
	 
（6）CITED2 発現の抑制により肥満・糖尿病
モデルマウスの高血糖が改善する	 
	 db/db マウスはレプチン受容体の変異のた
めに多食、肥満、糖尿病を呈する。db/db マ
ウスや高脂肪食負荷マウスは、肥満・糖尿病
モデルマウスとして有用である。これらのモ
デルマウスの肝臓における CITED2	 の発現は
著明に増加していた。さらに db/db マウスの
肝臓で CITED2 をノックダウンすると、糖新
生系酵素 G6pc、Pck1 の発現が大きく減少し、
高血糖が改善した。これらの結果は、	 CITED2
が db/db マウスの病的糖産生亢進に強く関与
すること、糖尿病モデルマウスの肝臓におけ
る CITED2 作用の抑制が高血糖の治療となる
ことを示すものであった。	 
	 
	 本研究により新たに明らかになった転写
共役因子 CITED2 による肝糖産生制御メカニ
ズムを図２に示す。摂食時にはグルカゴンレ
ベルの低下により CITED2 の発現が減少する
と共に、インスリンによって CITED2 による
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GCN5 の抑制が解除され、GCN5 による PGC-1
αのアセチル化は亢進し、PGC-1αが不活化
され糖産生は抑制される。一方絶食時には、
グルカゴンによって CITED2 の発現が増加し、
GCN5 による PGC-1αアセチル化を抑制するこ
とで、PGC-1α活性および糖産生が増加する	 
(図 2)。CITED2 はグルカゴン・インスリン刺
激に応答して PGC-1αのアセチル化・活性を
調節し糖新生を制御する重要な代謝調節分
子であると言える。また、肥満・糖尿病モデ
ルマウスである db/db マウス、高脂肪食負荷
マウスの肝臓では CITED2 の発現増加が肝糖
産生亢進の一因であり、CITED2 作用の抑制が
高血糖の治療に繋がることも明らかにした。
新規糖尿病治療薬の標的分子としての
CITED2 抑制因子の同定は、今後の重要な研究
課題である。本研究成果は、Nature	 Medicine
誌に掲載された。	 
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