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研究成果の概要（和文）：肝臓 HNF4欠損マウス(KO マウス)に PPARを欠損させると脂肪肝が
改善する。脂肪肝発症機構の解明のために、PPARの DNA 結合能を解析した結果、KO マウスで
の DNA 結合活性が低下していた。KO マウスで PPAR1 と PGC1の発現増加と PPAR標的遺伝子の
転写活性化が確認された。従って、KO マウスでは PPARや PGC1、PPAR/1 の内在性リガンド
により PPAR標的遺伝子が転写活性化され、脂肪肝が誘導されると推測された。 
 
研究成果の概要（英文）：Deletion of haptic PPAR in liver-specific HNF4-null mice (KO 
mice) improved fatty livers. To investigate the pathogenic mechanism of fatty livers, 
DNA binding activity of haptic PPAR was analysed. As a result, DNA binding activity 
of hepatic PPAR was decreased in KO mice. Expression of hepatic PPAR1 and PGC1 was 
also increased and transactivation of hepatic PPAR target genes was observed in KO mice. 
These results indicate that hepatic PPAR1, PGC1, and unidentified ligands for PPAR/1 
could transactivate the PPAR target genes and induce fatty lives in KO mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 肝臓の遺伝子発現ネットワークの破錠は
代謝疾患を引き起こす。このネットワークは
上流の転写因子群を起点として、下流の標的
遺伝子の発現を誘導する。HNF4は、このネ
ットワーク上流で機能する核内受容体であ
り、多くの肝臓特異的遺伝子の発現を制御す
る。HNF4の機能解明のために肝臓特異的
HNF4欠損マウス（H4-KO マウス）を解析した
ところ、様々な表現型を示し、特に顕著な脂
肪肝を示すことが分かった。 
 脂肪肝発症機構を解明するために、H4-KO
マウス肝臓で発現減少する核内受容体 PPAR
に着目した。PPARは脂肪酸をリガンドとし
て活性化され、脂肪酸酸化に関与する遺伝子
の発現を活性化する。しかし、H4-KO マウス
では多くの PPAR標的遺伝子の発現が上昇し
ていた。このため、H4-KO マウスと PPAR欠
損マウスを交配してダブル欠損マウスを作
製したところ、脂肪肝の顕著な改善が認めら
れた。この結果は、PPARの活性化が H4-KO
マウスにおける脂肪肝発症の一因であるこ
とを示唆している。H4-KO マウスは血糖値が
低いため、グルコースから十分なエネルギー
産生ができない。そこで、グルコースに代わ
り脂肪酸からエネルギーを産生していると
予想した。このため H4-KO 肝臓では脂肪酸酸
化遺伝子の発現亢進のために PPARの常時活
性化が起きる。さらに、肝臓の脂肪酸蓄積に
より PPARの活性化が増幅され、最終的に
様々な代謝異常を示すのではないかと考え
た。 
 
２．研究の目的 

 本研究では、将来的な脂肪肝治療への展開を

目標に、以下の課題達成を目指した。 

(1)HP/D-KOマウスの表現型を解析し、H4-KO

マウスとの共通点と相違点を明らかにす

る。 

(2)HNF4とPPARによる脂肪酸酸化遺伝子群

の発現制御機構を明らかにする。 

(3)PPARタンパク質を発現•精製し、PPARの

機能を阻害する核酸アプタマーを取得す

る。 

 
３．研究の方法 

(1) ダブル欠損マウスの機能解析 

H4-KO マウス（（HNF4flox/flox, Cre+）とコ

ントロールマウス（HNF4flox/flox, Cre-）、ダ

ブル欠損マウスと PPAR欠損マウスの 4 種類

のマウス血清を用いて中性脂肪、コレステロ

ールなどの生化学検査を行った。また、ダブ

ル欠損マウスの肝臓から RNAを用いてノーザ

ンブロット、加えて RNA を逆転写後、リアル

タイム PCR により PPAR標的遺伝子の発現を

定量した。 

(2) H4-KOマウスのPPAR活性化機構の解析 

① PPARタンパク質の発現 

 KOマウス肝臓におけるPPARタンパク質の

発現をウエスタンブロットで検証した。  

② PPARによる DNA 結合能の解析 

プロモーター中に PPAR結合配列（PPRE）

をもつ遺伝子{ペルオキシソーム酸化酵素

（BIEN）、ミトコンドリア HMG-CoA 合成酵素

（HMGCS2）、小胞体酸化酵素（CYP4A14）}そ

れぞれのビオチン標識した PPRE をプローブ

として、H4-KO マウスおよびコントロールマウス

肝臓の核タンパク質を使用してゲルシフトアッ

セイを行った。また、H4-KOマウス肝臓における

クロマチンレベルでのPPARのPPRE結合脳を調

べるために、H4-KO マウスおよびコントロールマ

ウス肝臓を用いてクロマチン免疫沈降を行っ

た。 

③ PPARによる転写活性化能の解析 

 BIEN、HMGCS2、CYP4A14 の PPRE が PPAR

による転写活性化に関与しているかどうか

を解析するために、それぞれの遺伝子の PPRE

を含むプロモーター領域をクローニングし、

HEK293 細胞に導入後、ルシフェラーゼアッセ

イを行った。 

④ PPAR以外の活性化因子の探索 

 PPAR以外以外に PPRE に結合し、活性化す

る因子として PPAR, PPAR1、PPAR2、PGC1



があるため、H4-KO マウスとコントロールマ

ウス肝臓から RNA を抽出•逆転写後、リアル

タイム PCRでこれらの遺伝子の発現定量を行

った。 

(3) ヒト PPARタンパク質の発現•精製 

HepG2 細胞から抽出した RNA を用いて

RT-PCR により全長のヒト PPAR cDNA を増幅

し、His タグをコードする pET ベクターにク

ローニングした。大腸菌に形質転換後、融合

タンパク質を発現させ、His タグタンパク質

精製用レジンにより融合タンパク質を精製

した。 

 
４．研究成果 

(1) ダブル欠損マウスの機能解析 

 H4-KO マウスの血中コレステロール値、ト

リグリセリド値、遊離脂肪酸、リン脂質はコ

ントロールマウスと比較してそれぞれ約 33%、

29%、54%、40%に低下した。ダブル欠損マウ

スは PPAR欠損マウスと比較してそれぞれ約

32%、38%、43%、39%に低下した。この結果か

ら、H4-KO マウスとダブル欠損マウス間での

脂質値低下の割合は同様であることが分か

った。しかし、PPAR欠損マウスはコントロ

ールマウスと比較してこれらの脂質値が約

1.3〜1.5 倍高かったため、ダブル KO マウス

での血中脂質値は H4-KOと比較して増加して

いることが分かった。 

 また、ノーザンブロットにより、H4-KO マ

ウス肝臓において、脂肪酸酸化に関与する遺

伝子群（ACOX, BIEN, thiolase, SCAD, MCAD, 

CYP4A14）の発現上昇が認められ、ダブル KO

マウスにおいてはそれらの発現の抑制が認

められた。また、H4-KO マウス肝臓における

これらの遺伝子の発現をリアルタイム PCRに

より解析した結果、PPARは約 60%の低下、

MCAD と HMGCS2 は約 3 倍、BIEN は約 8 倍、

CYP4A14は約15倍発現上昇することが確認さ

れた。 

(2) H4-KOマウスのPPAR活性化機構の解析 

① PPARタンパク質の発現 

 ウエスタンブロットにより、PPARタンパ

ク質の発現をコントロールマウスと比較し

たところ、H4-KO マウスでは mRNA レベルと同

様に発現の低下が認められた。 

② PPARによる DNA 結合能の解析 

 ゲルシフトアッセイにより、BIEN、HMGCS2、

CYP4A14の PPREへの PPARのDNA結合能を解

析したところ、H4-KO マウス肝臓の PPARは

DNA 結合能が大きく低下していた。さらにク

ロマチンレベルでの PPARの DNA 結合能の解

析のためにクロマチン免疫沈降を行った結

果、H4-KO マウス肝臓の PPARの DNA 結合能

は変化がない、もしくは低下していることが

分かった。 

③ PPARによる転写活性化能の解析 

 上記の遺伝子の PPRE が転写活性化に必須

な領域かどうかを検証するために、HMGCS2 と

BIEN のプロモーターをクローニングし、

HEK293 細胞に導入後、ルシフェラーゼアッセ

イを行った。その結果、これらの遺伝子は

PPREおよびPPAR依存的に転写活性化される

ことが分かったため、DNA 結合能の解析に用

いた PPRE は機能的な転写活性化領域である

ことが確認された。 

④ PPAR以外の活性化因子の探索 

 上記の実験から、KO マウス肝臓において

PPAR以外の因子による PPAR標的遺伝子の

転写活性化が考えられたため、PPAR, PPAR1、

PPAR2、PGC1の発現をリアルタイム PCR に

より比較した。その結果、PPAR,の発現は変

化がなく、PPAR2 の発現は減少した。一方、

KO マウス肝臓において PPAR1 の発現は約 3

倍、PGC1の発現は約 4 倍発現上昇している

ことが分かった。さらに、PPAR1 と PGC1

は PPRE 配列依存的に HMGCS2 と BIEN の転写

を活性化すること、リガンド存在下で転写活



性化がさらに誘導されることが明らかにな

った。 

(3) ヒト PPARタンパク質の発現•精製 

 ヒト PPAR cDNA を増幅後、pET26b ベクタ

ーにクローニングした。その後、大腸菌で

His- PPAR融合タンパクを発現させ、His-ア

フィニティークロマトグラフィーにより、

PPARタンパク質を粗精製することができた。

現在は、PPARに対するアプタマーを取得中

である。 

 以上の結果より、H4-KO マウス肝臓におけ

る PPARの DNA 結合能の低下が明らかになっ

た。このため、PPAR標的遺伝子群の転写活

性化には PPARの直接的な関与の可能性は低

いと予想されるが、PPARの内在性リガンド

の増加による PPAR標的遺伝子の転写活性化

の可能性は排除できない。また、PPARや

PGC1の発現上昇による PPAR標的遺伝子群

の転写活性化の可能性も示唆された。今後は、

KO マウス肝臓で増加するリガンド（脂肪酸）

を探索し、PPAR ファミリーや PGC1などのコ

アクティベターなどによる PPAR標的遺伝子

群の発現経路を解析することにより、脂肪肝

発症機構の解明を目指す。また、PPARタン

パク質に対する核酸アプタマーを取得し、脂

肪肝の治療薬開発も目指していく。 
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