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研究成果の概要（和文）：本研究は、Nrf1 肝臓特異的欠失マウスの表現形の解析を通して、Nrf1

の肝臓における機能解明を試みた。マイクロアレイによる遺伝子発現解析、クロマチン免疫沈

降解析、CE-TOFMS システムを用いたメタボロームによる質量分析の結果、Nrf1 は、アミノ

酸、脂質の異化反応に関わる遺伝子群を直接、あるいは間接的に制御しており、その破綻が

Nrf1 欠失マウスの脂肪肝炎の発症に寄与していることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：Through the analyses of Nrf1 liver-specific knockout mice, we 

examined the function of Nrf1 in the livers.  Gene expression analysis using microarray, 

chromatin immunoprecipitation analysis, and metabolome analysis using CE-TOFMS 

revealed that Nrf1 directly and indirectly regulates the genes related to amino acid and 

lipid catabolism, suggesting that the dysregulation of these metabolic genes is associated 

with liver phenotypes of Nrf1 knockout mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 

脂肪肝は、成人の 3 割以上が羅漢する肝臓疾

患である。中でも、飲酒歴がないにもかかわ

らず、糖尿病などの生活習慣病を背景に脂肪

肝を発症し肝炎に至る非アルコール性脂肪

肝炎 (NASH)が増加している。我が国におい

ても早急な対策が必要であるが、根本的な治

療法は確立されておらず、NASH に対する治

療薬の開発が急がれている。新規治療薬の開

発では、対象となる疾患モデル動物の存在が

必須である。しかし、これまで報告されてい

る NASH モデル動物については、実際の

NASH の病態と解離が指摘されており、新た

なモデル動物の確立が期待されている。本研

究の申請者は、遺伝子の発現制御不全に基づ

く疾患モデルの研究に取り組んでおり、これ

まで、転写因子 Nrf1 の肝臓特異的な欠失マ

ウスが、ヒト NASH に近い病態を示すこと

を明らかにしてきた。本マウスは、生後 6 週

齢程度で脂肪肝を発症し、その後、繊維化を

伴う肝炎を示す。しかし、病状進行の詳細な

過程、病態発症の分子機序が不明であるため、

本マウスの NASH 疾患モデルとしての確立
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には更なる解析が必須である。肝臓における

Nrf1 の標的遺伝子は、相同分子である Nrf2

と同様に抗酸化酵素・異物代謝酵素群である

とする報告がある。しかし、申請者は、Nrf1

は Nrf2 とは一部異なる標的遺伝子群を制御

していると考えており、本マウスの NASH

の発症の理解には、Nrf1 の肝臓における独自

の標的遺伝子の同定が必須であると考えた。 

 

２．研究の目的 

 

非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の患者は、

肥満などの生活習慣病を背景に増加してい

る。しかし、根本的な治療法は確立されてお

らず、ヒトの疾患を反映した疾患モデルマウ

スも充分に確立されていない。生体防御関連

遺伝子群の発現に寄与する Nrf1 の肝臓特異

的欠失マウスは重篤な脂肪肝炎を示すが、そ

の詳細は解析されていない。本申請研究は、

Nrf1 の肝臓における標的遺伝子群を明らか

にし、Nrf1 欠失マウスによる NASH の発

症・進行の分子機序の解明を試みた。 

 

３．研究の方法 

 

(1) Nrf1肝臓特異的欠失マウスの病態進行の

経時変化  

 

Nrf1肝臓特異的欠失マウスより、経時的に、

血清、肝臓組織を採取した。生化学的解析と

して、血清中の逸脱肝酵素量（ALT, AST）の

経時的な測定により、肝機能の傷害を評価し

た。また肝臓中のトリグリセリド量、総コレ

ステロール量を測定し、脂質パラメーターの

推移を観察した。組織学的解析として、脂肪

沈積をオイル染色で、繊維化をマッソントリ

クローム染色、免疫組織科学染色で解析した。

遺伝子発現解析として、Nrf1欠失により影響

を受ける遺伝子の発現を網羅的に定量する

目的で、各ステージより抽出した RNAを用い

たマイクロアレイ解析を実施した。また、代

謝産物の量的変化を網羅的に解析するため、

キャピラリー電気泳動 ― 飛行時間型質量

分析計(CE-TOFMS)を用いたメタボローム解

析を実施した。 

 

(2) ChIPシークエンス解析による肝臓におけ

る Nrf1の標的遺伝子の同定  

肝臓における Nrf1の標的遺伝子を同定する

ため、Nrf1抗体を用いたクロマチン免疫沈降

(ChIP)シークエンス解析を実施した。使用し

たマウス肝癌細胞由来の Hepa1 細胞は、Nrf1

に対する siRNA によるノックダウン解析で

Nrf1が充分に機能的であるか予め検証し

た。また、Nrf1と同じファミリーに属する

Nrf2、ならびに Nrf1の機能に必須のパート

ナーである小 Maf群因子に対する ChIPシー

クエンス解析も実施した。これらの結果を比

較検討することで、肝臓細胞のゲノム上の

Nrf1特異的な結合部位の解明を試みた。 

 

４．研究成果 

 

(1) Nrf1肝臓特異的欠失マウスの病態進行を、

分子生物学的、組織学的に解析した。その結

果、Nrf1肝臓特異的欠失マウスでは、遺伝子

の欠損が始まる 4週齢前後から ALT等の肝酵

素の逸脱、脂質染色による脂質の蓄積が観察

された。従って、Nrf1遺伝子の欠損後、速や

かに脂肪蓄積等の病態が進行することが明

らかとなった (図 1) 。 

 標的遺伝子の解析では、5 週齢のマウス肝

臓由来の RNAを用いたマイクロアレイ解析を

実施し、パスウェイ解析を実施した。これま

でに Nrf1 の標的遺伝子として報告されてい

るタンパク質分解酵素複合体であるプロテ



アソームサプユニット遺伝子の発現減少の

他、脂質代謝、アミノ酸代謝関連遺伝子の減

少、ミトコンドリア呼吸鎖遺伝子の発現減少、

細胞増殖関連遺伝子の増加を認めた (図 2)。

一部の代謝関連遺伝子遺伝子 (Acox1, Hadh, 

Akr1d1, Hmgcs2, Fads1: 遺伝子の略称につ

いては Mouse Genome Informatics: MGIを参

照)の発現変化については、定量的 RT-PCRに

よっても確認した。興味深いことに、このよ

うな遺伝子発現の変化は、Nrf2欠失マウスや

Nrf2が恒常的に活性化されているKeap1遺伝

子発現低下マウスの肝臓においては観察さ

れなかったことから、Nrf1 が Nrf2 とは異な

る遺伝子群を制御していることが強く示唆

された。 

 また、このような代謝異常と相関する代謝

物の変化を CE-TOFMS システムで解析し、本

マウスの病態が、異化代謝系の異常と密接に

関連するか検討を行った。その結果、アミノ

酸の量の変化、ならびに、TCA サイクルの代

謝産物 (フマル酸、イソクエン酸等)の変化

を捉えることができた (図 3)。これら代謝物

の変化は、マイクロアレイ解析で捉えた遺伝

子群の発現変化と矛盾しないものであり、

Nrf1 が異化反応の促進に寄与していること

が示唆された。 

 転写共役因子として機能することが知ら

れている Lipin1と PGC-1bについては、遺伝

子制御領域に Nrf1-Maf 二量体の結合配列を

見いだした。レポーター遺伝子解析、ゲルシ

フト解析、ChIP-qPCR解析の結果は、Nrf1-Maf

がこれら制御領域に結合し、これら遺伝子の

転写活性化に寄与することを示し、Nrf1の直

接の標的遺伝子であること強く示唆した。こ

れら遺伝子が Nrf2 によっても制御されてい

る可能性について検証を行ったが、これら遺

伝子制御領域への Nrf2 の有意な結合は、

ChIP-qPCR 解析では観察されなかった。従っ

て、Nrf1 は Nrf2 とは異なる代謝関連遺伝子

を制御することで、肝臓において独自の機能

を発揮していることが強く示唆された。 

  

(2) Nrf1 と小 Maf 群因子の ChIP シークエン

ス解析を実施し、標的遺伝子のさらなる探索

を実施したが、Nrf1に対する抗体の特異性が

低く、精度の高いデータは得られなかった。

一方、Nrf1 と同じ CNC ファミリーに属する

Nrf2 と小 Maf 群因子の結合部位については、

精度の高い結果が得られた。その結果、これ

まで解析では、CNC-小 Maf 因子の結合配列

( GACnnnGC )の nnnの配列については多様性

を許すと認識されていたが、今回の結果から、

nnn の部分は多くの場合 TCA とであり、CNC-

小 Maf因子が強い親和性で結合する配列であ

ることが明らかとなった(図 4)。また、これ

らの配列の近傍に存在する遺伝子の解析か

ら、Nrf2-Mafの幅広代謝関連遺伝子に対する

貢献を示すことができた。 

 以上の結果から、Nrf1は肝臓において、脂

質代謝やアミノ酸代謝等の異化反応の促進

に寄与していることが示された。Nrf1と Nrf2

は、機能的に重複していると報告されている

が、これら異化反応促進に対する寄与は Nrf1

独自の機能であると強く示唆された。また、

Nrf1 と Nrf2 は、ともに共通の祖先より進化

した分子であるが、分子進化の過程で、この

ような独自の機能を獲得していったと考え

られる。また、この異化反応の促進という機

能の破綻が、肝臓においての病態発症に大き

く寄与していると考えられる。異化反応の促

進は、飢餓応答等において重要な反応である

が、Nrf1がこれら応答反応において、重要な

制御因子として重要な役割を果たしている

と考えられた。Nrf1の活性を調節するシグナ

ルの解明、化合物を同定することは、将来的

には、脂肪肝炎の治療等につながる可能性が

あると考えている。 
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