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研究成果の概要（和文）：本課題ではCREBHが生活習慣病、特に非アルコール性脂肪肝の発症・進展にどのよう
に関わっているかを検討した。CRISPR/Cas9システムを用いたCREBH肝臓特異的KO(LKO)マウスの作成に成功し
た。このマウスは絶食時に血中脂質の明らかな上昇を呈した。その原因の一つに脂肪酸・コレステロール合成の
発現を支配する転写因子SREBPの上昇にあることを明らかにした。非アルコール性脂肪肝のモデルであるメチオ
ニン・コリン欠損食をLKOマウスに負荷すると早期に激しい肝障害を呈した。本課題では新たな遺伝子改変マウ
スの作成方法を確立し、CREBHの欠損が非アルコール性脂肪肝を誘発させることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined how CREBH is involved in lifestyle-related 
diseases, especially on the development and progression of nonalcoholic fatty liver. CREBH 
liver-specific KO (LKO) mouse using CRISPR/Cas9 system was successfully produced. The mouse 
exhibited a remarkable increase in blood lipids upon fasting. One of the causes is the increase of 
the transcription factor SREBPs which govern the expression of fatty acid and cholesterol synthesis 
genes. When LKO mice were fed with methionine choline deficient diet, which is a nonalcoholic fatty 
liver model, severe liver injury appeared in the early period. In this study, we have established a 
method for preparing new genetically modified mice, and clarified that deficiency of CREBH induces 
nonalcoholic fatty liver.
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１． 研究開始当初の背景 
欧米先進各国では、メタボリックシンドロ

ーム患者の増加が深刻な社会問題となって

いる。日本でも、食生活の欧米化に伴い欧

米同様、生活習慣病患者が急速に増加して

いる。生活習慣病患者の増大は医療費の増

加といった社会的な問題とともに、患者自

身の QOLの低下を引き起こし、個人のみな

らず、社会全体にとっても大きな問題とな

っている。生活習慣病の発症の原因として

は、食生活の欧米化、老化、運動不足、生

活におけるストレスである。しかし、現在

の治療法ではライフスタイルを変えずに治

療をすることできない。そのため、現在ま

でに行われている治療以外に新たなライフ

スタイルを変えない治療法の確立が必要で

ある。そのための治療標的遺伝子の特定と

その活性制御機構の解明が必要となってい

る。また、生活習慣病の治療を目指す上で

単一の組織での機能を評価するだけでは不

十分であり、組織間の連携を視野に解析を

行う必要がある。 

これまでの研究で CREBH が強力に血糖値、

インスリン値とともに血中脂質を低下させ

ることを見出した。この要因として、CREBH

が肝臓で生活習慣病改善因子 FGF21の発現を

上昇させることにあった。FGF21 は PPARに

より発現が制御され生活習慣病を改善する

機能を有する (Dutchak PA Cell 2012)。ま

た、肝臓で産生された FGF21 は抹消組織で

様々な生活習慣病改善作用を示し、白色脂肪

組織では脂肪分解を促進させ肥満を予防す

る(Chau MD PNAS 2010)。これら効果は CREBH

でも同様に確認している。 

CREBH は過去の報告では小胞体ストレスに

よりその発現が誘導され、小胞体ストレスが

起点となる炎症を増強することが知られて

いる(Zhang K Cell 2006)。しかしながら、

我々の解析では逆に小胞体ストレスにより

CREBH の発現は低下し、小胞体ストレスを抑

制する機能を有する結果を得ている。 

 
２．研究の目的 
CREBH は生活習慣病を改善する転写因子

である。CREBH は小胞体ストレスにより活

性化され、小胞体ストレスを活性化される

ことが報告されている。しかし、我々の解

析ではむしろ小胞体ストレスを抑制する結

果を得ている。小胞体ストレスは生活習慣

病の様々な病態で活性化され病態形成の原

因である。したがって、我々は CREBHが小

胞体ストレスを抑制することで生活習慣病

を改善すると想定している。 

 脂質代謝異常による病態の中でも CREBHの

機能を明らかにする。非アルコール性脂肪肝

のモデルであるマウスへのメチオニン・コリ

ン欠損食(MCD)の負荷について CREBH 遺伝子

改変マウスを使用し解析を行う。非アルコー

ル性脂肪肝は 3人に 1人の割合で発症する重

大な病態である。 

本課題では CREBHが脂質代謝の改善に寄与

する点、小胞体ストレスを抑制する機能を有

する可能性を考慮し、脂質代謝異常のモデル

を用い、CREBH と小胞体ストレスの関係を明

らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)【CRISPR/Cas9システムのよる組織特異

的 CREBH KOマウスの作成】 

 CREBH は肝臓、腸管で発現しており、ノ

ックアウトマウスは両方の組織で CREBHを

欠損している。そのため、どちらの組織で

の機能が優位に機能するかがわからない。

本課題で組織特異的なノックアウトマウス

を作製した。CRISPR/Cas9 systemをもちい

ることでマウスを作成した。pX330に CREBH

の Intron3、11に対する CRISPR切断配列を

それぞれ組み込み pX330 CREBH intron3、

pX330 CREBH intron11 を作成した。CREBH 

intron3 および 11 に loxP 配列に組み込ん

だ DNA断片を作成した。これら２つのベク



ターと２つの DNA断片を受精卵にインジェ

クションし、仮親に移植した。 

 277 個の受精卵にインジェクションし、

20匹の子マウスを得た。そのうちの 1匹に

loxP配列が挿入できた。 

 

肝臓・腸管特異的 Creマウスと得られた

CREBH floxマウスと交配し、組織特異的ノ

ックアウトマウスを作成した。 

 

(2)【トリグリセライド代謝の検討】 

 VLDL産生能の検討のため、8週令マウス

を 18 時間絶食後、LPL 阻害剤 Triton 

WR-1339 を尾静脈から投与し、経時的に血

液を採取した。トリグリセライドクリアラ

ンスの評価のため、8週令マウスを 24時間

絶食し、オリーブオイルを経口投与し、経

時的に血液を採取した。 

 

(3)【CREBHによる脂肪肝への影響】 

 メチオニン・コリン欠損食(MCD)負荷によ

りマウスは脂肪肝とともに炎症、線維化な

どを示す。肝臓特異的 CREBH遺伝子 KOマウ

スに負荷し、その変化を検討する。 

 脂肪肝の評価として HE 染色、線維化

Masson trichrome 染色で評価した。また、

血液成分の変化、遺伝子発現の変化をリア

ルタイム PCRで評価した。 
 
４．研究成果 
 

CREBH は肝臓と小腸に発現する転写因子

であり、栄養代謝に関与することが今までの

研究で明らかとなっている。肝臓と小腸に

CREBH は発現することから組織特的に

CREBH を欠損するマウスを CRISPR/Cas9 

system を用いて作成した。CRISPR/Cas9 シ

ステムを用い、マウス CREBH ゲノム上の

intron3 と intron11 にの 2 か所に loxP 配列を

1 度に操作で挿入した。この方法での flox マ

ウスは過去に 1度報告がある。しかしながら、

さらに得られたマウスと組織特異的 Cre Tg

マウスを交配し、組織特異的 KO マウスを作

成した例はわれわれが初めてであった。 

肝臓特異的 CREBH KO(LKO)マウスを作

成し、そのフェノタイプを確認した。全身の

KO マウスと同様に、血中トリグリセライド

の顕著な増加を確認した。血中コレステロー

ルは全身 KO マウスでは変化がなかったのに

対し、LKO マウスでは有意な増加が観察され

た。 

トリグリセライドの代謝について肝臓で

の VLDL 産生能、血中のトリグリセライドク

リアランスを検討したところ、VLDL 産生能

については正常マウス(WT)と違いがなかっ

た。しかし、トリグリセライドクリアランス

は明らかに LKO で低下していた。このこと

が LKO マウスでの血中トリグリセライド上

昇の原因と考えられた。 



肝臓における遺伝子発現検討では LPL 活

性を制御するアポリポタンパクで LPL を活

性化する ApoA4, APoA5, ApoC2 の発現が

LKO マウスで低下しており、この変化が LPL

活性を低下させ、血中トリグリセライドを上

昇させたと考えられた。 

すでに CREBH は PPARa と相互作用し、

PPARa の標的遺伝子の発現を上昇させる報

告がある。この報告のように LKO マウスで

は PPARa およびその標的遺伝子である

FGF21, Cpt-1a の発現が低下していた。

PPARa 活性の低下は脂肪酸酸化能の低下を

伴う。この変化も血中トリグリセライドを上

昇させる要因である。逆に脂肪酸合成遺伝子

FAS の発現が絶食時には LKO で増加し、コ

レステロール合成酵素遺伝子 HMGCS1, 

HMGCR はその発現制御因子 SREBP ととも

に LKO で上昇していた。これらの変化も血

中脂質の変化に寄与していると想定される。 

 LKO マウスにメチオニン・コリン欠損

(MCD)食を負荷したところ、4 週間という短

期間の負荷でも血中 ALT, AST の上昇など著

しい肝障害を示した。肝臓組織標本からも明

らかなマクロファージの浸潤、組織構造の崩

壊、マッソントリクローム(MT)染色により繊

維 化

が観察された。遺伝子発現解析では炎症、繊

維化のマーカー遺伝子 TGFb, a-SMA, 

Col1a1 の発現が有意に上昇しており、この変

化が肝障害、線維化に結びついていると想定

された。 

本課題では CRISPR/Cas9 システムをもち

いることで効率的に組織特異的な KO マウス

を作成できることを示した。CREBH を肝臓

で欠損すると血中脂質が増加すること、

CREBH は肝臓、小腸に発現するが、非アル

コール性脂肪肝を誘発する MCD では早期に

激しい肝所外を呈することを示した。 
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