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研究成果の概要（和文）：肝臓HNF4α欠損マウス(KOマウス)はNASHを発症するが、PPARαの欠損によりNASHが改善する
。KOマウスでFATP1, CD36, CideAの発現増加が認められ、ダブルKOマウスで発現低下することが分かった。また、KOマ
ウスではFATP1のプロモーターにおけるPPARαのDNA結合活性と肝臓での脂肪酸量が増加していることが分かった。この
ため、内在性脂肪酸がPPARαを活性化し、PGC1αによりPPARα標的遺伝子が転写活性化され、NASHが誘導されると推測
された。

研究成果の概要（英文）：Deletion of PPARα in liver-specific HNF4α-null mice (KO mice) improved NASH. 
Expression of FATP1, CD36, and CideA was increased in KO mice, but the expression of these genes were 
decreased in double KO mice. Also, DNA binding activity of PPARα and the amount of hepatic fatty acid 
was increased in KO mice. These results indicate that ligand-activated PPARα/PGC1α could transactivate 
the PPARα target genes and might induce NASH in KO mice.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 肝臓の機能不全により生活習慣病などの
多くの疾患が起こる。この一つとして、アル
コール摂取が原因ではない非アルコール性
脂肪肝炎（NASH）の患者数が急増傾向であ
る。NASH は放置すると脂肪肝から炎症や線
維化を介して肝硬変、肝細胞癌へと進行する
悪性の疾患であり、国内の患者数は約 200 万
人と推測されている。NASH の原因は様々で
あり、その発症機構は解明されておらず、確
立された薬物治療法も存在しない。 
 NASH の原因の一つとして、肝臓の転写因
子群を起点とする遺伝子発現ネットワーク
の破綻が挙げられる。HNF4はこのネットワ
ークの上流に存在する核内受容体であり、肝
臓特異的 HNF4欠損マウス（H4-KO マウス）
は NASH のモデル動物であるが、NASH 発症
機構の詳細は不明である。 
 H4-KO マウスの肝臓では、核内受容体
PPARの標的遺伝子である脂肪酸酸化遺伝
子群の顕著な発現増加が認められた。このた
め、H4-KO マウスと PPAR欠損マウスを交
配してダブル KO マウスを作製したところ、
脂肪肝の顕著な改善が見られた。以上の結果
から、H4-KO マウスでは PPARを介した脂
肪酸酸化遺伝子群の活性化が NASH 発症に
関与することが示唆された。しかし、H4-KO
マウスで PPARが直接的に脂肪酸酸化遺伝
子群を転写活性化しているのかは不明であ
る。一方、PPAR以外の因子による転写活性
化の可能性もある。この候補因子として
H4-KO マウスで発現上昇する PPARと、
PPARと PPARの両方のコアクチベーター
である PGC1が予想された。 
 
２．研究の目的 
 H4-KO マウスにおける脂肪酸酸化遺伝子
の転写活性化因子に関与する因子とその他
の脂肪肝発症に関する遺伝子を同定し、新規
NASH 発症経路を解明し、NASH 治療薬開発
の基盤を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

（１）H4-KOマウスにおける脂肪酸酸化遺伝子
の転写活性化機構の解析 
① DNA 結合能の解析  
 H4-KO マウス肝臓における PPAR、PPAR、 
PPAR、PGC1の DNA 結合能を解析するた
めに、クロマチン免疫沈降を行った。KO マ
ウス肝臓で発現上昇する PPAR標的遺伝子
であるペルオキシソーム酸化酵素遺伝子
(BIEN)のプロモーター中に存在する PPAR 結
合配列（PPRE）を標的とし、H4-KO マウスと
コントロールマウス肝臓、およびPPAR、PPAR、
PPAR、PGC1抗体を用いた。 
② PGC1の発現増加機構の解析 

 PGC1の発現が miRNA によって制御され
ているのかどうかを、H4-KOマウスで発現低下
している miRNA を HepG2 細胞に導入後、ウエス
タンブロットにより解析した。 

（２）H4-KOマウス肝臓における脂肪酸の定量 
 H4-KO マウスおよびコントロールマウスの肝臓
より脂質を抽出し、24 種類の脂肪酸量をガスクロ
マトグラフィーにより測定した。 

（３）新規のNASH誘導因子の探索とDNA 結
合活性能解析 
① 新規の NASH 誘導因子の探索 
 脂肪酸酸化に関与する遺伝子以外の脂肪
酸代謝に関与する約 30 種類の遺伝子につい
ての発現変動を解析するために、H4-KO マウ
ス、コントロールマウス、ダブル KO マウス
の肝臓から全 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。 

② 新規同定遺伝子の転写活性化能の解析 
 ① で同定した遺伝子について HNF4、
PPAR、PPAR、PGC1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。 

③ DNA 結合活性能の解析 
 ① で同定した遺伝子について、プロモー
ター中の PPRE に PPAR、PPARが結合する
のかどうかをクロマチン免疫沈降により解
析した。 

（４）ヒト PPARタンパク質に対する DNA
アプタマーのスクリーニング 

ヒト PPAR遺伝子を、pET ベクターにクロ
ーニングし、大腸菌で発現させた後、His タ
グレジンにより融合タンパク質を精製した。
精製したタンパク質に結合する DNA アプタ
マーを SELEX法によりスクリーニングした。 
 
４．研究成果 

（１）H4-KOマウスにおける脂肪酸酸化遺伝子
の転写活性化機構の解析 

① DNA 結合能の解析 
 H4-KO マウス肝臓では、脂肪酸の酸化に
関与する BIEN 遺伝子の発現が上昇している。
このため、BIEN 遺伝子のプロモーター中の
PPRE に対する PPAR、PPAR、PPAR、
PGC1の DNA 結合能をクロマチン免疫沈降
により解析した。その結果、PPARに関して
はコントロールマウスと比較して H4-KO マ
ウスでの DNA 結合能の上昇傾向が認められ
たが、PPAR、PPAR、PGC1については変
化が認められなかった。従って、H4-KO マウ
スでは PPARの発現は低下しているが、内在



性リガンドにより活性化していること、さら
には PPAR 標的遺伝子を転写活性化している
のは PPARであることが示唆された。 

② PGC1の発現増加機構の解析 
 H4-KO マウス肝臓では PGC1の発現が増
加している。また miRNA の網羅的発現解析
により H4-KO マウス肝臓で発現変動してい
るmiRNAを既に同定済みである。以上より、
H4-KO マウスでの PGC1の発現増加は発現
低下しているmiRNAによるものと推測した。
これらの miRNA を内在性 PGC1を発現する
HepG2 細胞に導入して、PGC1の発現が低下
するのかどうかをウエスタンブロットによ
り解析した。その結果、miR-194によりPGC1
の発現が低下することが明らかになった。 

（２）H4-KOマウス肝臓における脂肪酸の定量 
 PPARは内在性の脂肪酸により活性化される。こ
のため、H4-KO マウスにおける PPAR の活性化に
特定の脂肪酸が関与しているのかどうかを解析す
るために、H4-KOマウス肝臓における24種類の脂
肪酸を定量した。その結果、コントロールマウスと
比較してすべての脂肪酸の比率に変化は認められ
なかった。一方、H4-KO マウス肝臓における全脂
質量は有意に増加しているため、H4-KO マウスに
おけるPPARの活性化は、特定の脂肪酸によ
るものではなく、全体の脂肪酸量の増加によ
るものであることが示唆された。 

（３）新規のNASH誘導因子の探索とDNA 結
合活性能解析 
① 新規の NASH 誘導因子の探索 
 脂肪酸酸化以外の脂肪酸代謝に関する
様々な遺伝子の発現解析を行った。その結果、
脂肪酸取り込みに関与する FATP1 と CD36 の
H4-KO マウス肝臓での顕著な発現増加が認められ
た。一方、FATP1 と CD36 の発現はダブル KO
マウスで発現低下することが分かった。同様
に、脂肪滴伸長に関与する CideA の H4-KOマ
ウス肝臓での顕著な発現増加とダブル KO マウス
での発現低下も明らかになった。 

② 新規同定遺伝子の転写活性化能の解析 
 FATP1 と CD36 は PPAR の標的遺伝子であ
ることは既知であり、FATP1 はプロモーター
中の PPRE が同定されている。そこで、PPAR、
PPAR、PPAR、PGC1により転写活性に相
違があるのかどうかをルシフェラーゼアッ
セイにより解析した。その結果、FATP1 は
PPRE 依存的に PPARにより転写活性化され、
リガンドと PGC1によりさらに転写活性化
能が上昇することが分かった。PPARについ
ても同様な傾向が認められたが、PPARより
も転写活性化能が低いことが明らかになっ
た。また、PPARについては FATP1 を PPRE
依存的に転写活性化できないことが分かっ
た。従って、H4-KO マウス肝臓におけるFATP1

の発現上昇は PPAR、PPAR、PGC1による
ものであることが示唆された。 

③ DNA 結合活性能の解析 
 FATP1 遺伝子のプロモーター中の PPRE に
対する PPAR、PPAR、PPARの DNA 結合
能をクロマチン免疫沈降により解析した。そ
の結果、PPARに関してはコントロールマウ
スと比較して H4-KO マウスでの DNA 結合能
の有意な上昇が認められたが、PPAR、PPAR
については変化が認められなかった。 
従って、H4-KO マウスにおける FATP1 の発
現上昇は活性化された PPARによることが
示唆された。 

（４）ヒト PPARタンパク質に対する DNA
アプタマーのスクリーニング 
 ヒト PPAR を大腸菌で発現させ、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した。その後、
SELEX法によりPPARに結合するDNAアプ
タマーをスクリーニングした。さらに、ゲル
シフトアッセイにより、PPARの DNA 結合
活性を阻害する DNA アプタマーを 11 種類取
得した。 

 以上の結果から、H4-KO マウスが NASH
を発症する機構を考察した。まず H4-KO マ
ウスは低血糖であるため、おそらく脂肪酸酸
化によりエネルギーを得ようとする。PPAR
は脂肪酸酸化を促進させるため、内在性の脂
肪酸がリガンドとなり PPARが活性化され
る。そして PPAR標的遺伝子である FATP1
や CD36 により増加した細胞内の脂肪酸がさ
らに PPARを活性化し、標的遺伝子群の発現
が上昇させると推測される。このとき、
miR-194の発現低下によるPGC1の発現増加
は PPARとの結合を促進し、標的遺伝子を発
現誘導する。FATP1 や CD36 の発現誘導は脂
肪酸取り込みを促進し、脂肪酸により PPAR
がさらに活性化される。さらに、CideA の発
現増加は脂肪滴の伸長を促進し、脂肪分解を
抑制する。VLDL による脂質輸送の低下も加
わり、脂肪肝形成が促進される。必要以上の
脂肪酸酸化の亢進は活性酸素を発生させる。
H4-KO マウスでは活性酸素を分解するカタ
ラーゼや Sod1 などの発現低下による酸化ス
トレスの蓄積が示唆されており、これらが脂
肪肝から NASH へのトリガーになると推測
される。今後はH4-KOマウスにおけるNASH
発症機構をさらに詳細に解析していく予定
である。さらに、PPARタンパク質に対す
る特異的核酸アプタマーを取得し、動物実
験により脂肪肝治療薬の開発を目指す。 
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