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研究成果の概要（和文）：n-3系多価不飽和脂肪酸（PUFA）による血清中性脂肪低下作用のメカニズムを明らかにする
ため、n-3 PUFA がCarbohydrate response element-binding protein（ChREBP）の活性に及ぼす影響について検討した
。本研究において、n-3 PUFAはChREBPの分解を促進することにより活性を抑制することを明らかにした。また、ChREBP
はオートファジー-リソソーム経路により分解されることを明らかにした。これらの結果から、オートファジー亢進に
よるChREBPの分解促進がn-3 PUFAによる血清中性脂肪低下作用のメカニズムの1つであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) can reduce plasma triglyceride (TG) level. 
However, the underlying mechanism of plasma TG reduction remains unclear. Carbohydrate response 
element-binding protein (ChREBP) is a transcription factor responsible for the coordinated metabolism of 
carbohydrate and fat synthesis. It was reported that the inhibition of ChREBP in leptin-deficient mice 
improved plasma TG level. Therefore, it was suggested that ChREBP could be a protein affected by n-3 
PUFA, which was involved in reducing plasma TG level. In this study, it was shown that n-3 PUFA could 
promote the degradation of ChREBP. Moreover, it was found that ChREBP was degraded via the 
autophagy-lysosomal pathway. The inhibitory effect on ChREBP activity by n-3 PUFA disappeared when the 
degradation of ChREBP was inhibited by chloroquine treatment. These results suggested that n-3 PUFA 
promoted the degradation of ChREBP by inducing autophagy, resulting in reduction of plasma TG level.

研究分野： 生化学

キーワード： ChREBP
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１．研究開始当初の背景 
n-3 系多価不飽和脂肪酸に分類されるエイコ
サペンタエン酸（EPA）とドコサヘキサエン
酸（DHA）は血清中性脂肪を低下させる作用
があり、これらを主成分とする医薬品は脂質
異常症治療薬として承認、販売されている。
また、これらを含む食品は特定保健用食品と
して数多くの商品が消費者庁より許可を受
けており、容易に入手し、摂取することが可
能である。しかしながら、EPA と DHA が血清
中性脂肪を低下させる分子メカニズムの詳
細は未だ明らかになってはいない。 
Carbohydrate response element-binding 
protein（ChREBP）は 2001 年に Uyeda らによ
り単離、クローニングされた転写因子であり、
肝臓において血中グルコース濃度の上昇に
よりインスリン非依存的に解糖系の亢進と
脂肪酸の合成を誘導する。レプチン欠損マウ
スにおいて肝臓特異的な ChREBP の発現抑制
により血清中性脂肪の値が減少することが
報告されている。このことから、EPAや DHA に
よる血清中性脂肪低下作用のメカニズムの 1
つとして ChREBP の活性阻害が考えられた。 
ChREBP の活性はグルコース濃度依存的なリ
ン酸化/脱リン酸化による細胞内局在の変化
により制御されることが報告されている。グ
ルコース濃度が低い時には、ChREBP はプロテ
インキナーゼ A（PKA）によるリン酸化を受け、
そのリン酸基に 14-3-3 が結合する。我々は
ChREBP の核移行を担う Importinαの結合部
位を同定し、Importinαと 14-3-3 の結合が
競合することを明らかにした。これにより
PKA によるリン酸化は、14-3-3 の結合を促進
することにより Importinαの結合を阻害し、
活性を阻害することを明らかとした。また、
絶食時や高脂肪食摂取時に増加するケトン
体であるβ-ヒドロキシ酪酸やアセト酢酸は、
ChREBP と 14-3-3 の結合を増加させることに
より Importinαの結合を阻害し、活性を阻害
することを明らかにした。この結果は、脂肪
酸の摂取により ChREBP の活性が阻害される
ことを示している。 
 
２．研究の目的 
ChREBP の活性は細胞内局在の変化のみでな
く、細胞内のタンパクレベルの変化によって
も制御されると考えられる。しかしながら、
ChREBP の合成、および分解のメカニズムに関
しては、これまでに詳細な研究がなされてお
らず明らかになってはいない。 
近年、EPA および DHA が ChREBP の mRNA の発
現を抑制することが報告された。しかしなが
ら、EPA と DHA による ChREBP の細胞内タンパ
クレベルと活性の減少は、mRNA レベルの減少
のみでは説明できないと考えられる。 
我々は EPA と DHA により ChREBP の分解が促
進されるか調べるため、遊離脂肪酸が ChREBP
の分解におよぼす影響について予備的な検
討を行った。その結果、飽和脂肪酸であるパ
ルミチン酸やステアリン酸、一価の不飽和脂

肪酸であるオレイン酸では分解の促進が見
られなかったのに対して、EPA と DHA は
ChREBP の分解を促進するデータが得られた。 
そこで本研究では、EPA と DHA による血清中
性脂肪低下作用の分子メカニズムを解明す
るため、ChREBP の分解機構を明らかにし、EPA
と DHA による ChREBP の分解促進のメカニズ
ムを検討する。この基盤的なデータは脂質異
常症を改善させる新しい薬剤の開発のみな
らず、肥満を原因とする様々な生活習慣病の
治療へ応用されることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) ChREBPの活性と細胞内タンパクレベルに
及ぼす遊離脂肪酸の影響 
ヒト胎児腎細胞（HEK293A）を用いて、FLAG
タグを付加した ChREBP をリポフェクション
法により一過性に発現させた。遊離脂肪酸を
培養液中に添加した後、6 時間後の活性と細
胞内タンパクレベルの変化を調べた。ChREBP
の活性は、ルシフェラーゼアッセイにより脂
肪酸合成酵素（FAS）遺伝子のプロモーター
活性を測定することにより行った。ChREBP の
細胞内タンパクレベルは、抗 FLAG 抗体を用
いたウェスタンブロット法により測定した。 
 
(2)ChREBP の分解機構の解明 
(1)と同様の方法で細胞内タンパクレベルの
変化を検討することにより評価した。タンパ
ク質分解を阻害/誘導する試薬として、プロ
テアソーム阻害剤は MG-132（10 µM）、リソソ
ーム機能阻害剤はクロロキン（50 µM）と塩
化アンモニウム（20 mM）、オートファジー誘
導剤はレスベラトロール（50 µM）を用いた。 
 
(3)遊離脂肪酸がChREBPのタンパク結合に及
ぼす影響 
FLAG タグを付加した ChREBP を発現した
HEK293A細胞の細胞溶解液からFLAG抗体ビー
ズを用いて ChREBP を単離し、大腸菌に発現
させたリコンビナントタンパク質（14-3-3）
と遊離脂肪酸を加え 1.5 時間振とうした。
ChREBP に結合した 14-3-3 の量は、ビーズを
洗浄した後、SDS-PAGE で分離し、ウェスタン
ブロット法により測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 遊離脂肪酸が ChREBP の活性に与える影
響 
遊離脂肪酸が ChREBP の活性に与える影響に
ついて検討した結果、飽和脂肪酸であるパル
ミチン酸とステアリン酸は ChREBP の活性を
抑制しなかったのに対して、不飽和脂肪酸は
ChREBP の活性を抑制することが明らかとな
った。活性阻害の程度は、一価不飽和脂肪酸
であるオレイン酸が最も強く、次いで多価不
飽和脂肪酸である EPA、リノレン酸、リノー
ル酸の順に活性を抑制することが明らかと
なった。 
 



(2)不飽和脂肪酸がChREBPのタンパク結合に
及ぼす影響 
我々は以前にオレイン酸が ChREBP の核への
局在を抑制することにより活性を阻害する
ことを報告している。そこで、不飽和脂肪酸
による ChREBP の活性抑制のメカニズムを検
討するため、核移行を阻害する 14-3-3 との
結合に及ぼす不飽和脂肪酸の影響を調べた。
その結果、オレイン酸が最も強く結合を促進
したのに対して、EPA と DHA は 14-3-3 の結合
に影響を与えないことが明らかとなった。こ
の結果から EPA と DHA は ChREBP の細胞内局
在に影響を与えないことが示唆された。 
 
(3)不飽和脂肪酸がChREBPの細胞内タンパク
レベルに及ぼす影響 
(2)において EPAと DHA が ChREBP の細胞内局
在に影響を与えないことが示唆されたこと
から、EPA と DHA による活性抑制のメカニズ
ムを明らかにするため、ChREBP の分解に及ぼ
す影響について検討した。その結果、オレイ
ン酸は ChREBP の細胞内タンパクレベルに影
響を与えなかったのに対して、EPA と DHA で
は ChREBP の細胞内タンパクレベルが顕著に
減少し、分解を促進することが明らかとなっ
た。 
 
(1)-(3)の結果から、ChREBP 活性の阻害様式
は遊離脂肪酸ごとに異なり、オレイン酸が核
への局在を抑制することにより ChREBP の活
性を抑制するのに対して、EPA や DHA は
ChREBP の分解を促進することにより活性を
抑制していることが示唆された。 
 
(4)ChREBP の分解機構の解明 
ChREBP の分解のメカニズムに関しては、これ
までに詳細な検討がなされておらず、未だ明
らかになってはいない。EPA や DHA による
ChREBP の分解促進のメカニズムを明らかに
するため、ChREBP の分解機構について検討を
行った。 
①ユビキチン化の影響 
ChREBP はユビキチン化されることが報告さ
れていることから、まずは ChREBP がユビキ
チン-プロテアソーム経路で分解されるか明
らかにするため、プロテアソーム阻害剤であ
る MG-132 処理を行った際のタンパクレベル
の変化について検討した。その結果、ChREBP
の細胞内タンパクレベルは MG-132 処理によ
り変化しないことが明らかとなった。 
 
②O-GlcNAc 修飾の影響 
O-GlcNAc 修飾はタンパク質の安定化に関与
するという報告があることから、O-GlcNAc 修
飾が ChREBP の分解に与える影響について検
討した。O-GlcNAc 修飾のドナー基質である
UDP-GlcNAc を増加させるグルコサミンと
O-GlcNAcase阻害剤であるPUGNAcを併用処理
することにより O-GlcNAc 修飾を増加させた
際の細胞内タンパクレベルと活性の変化を

調べた結果、活性は増加したものの細胞内タ
ンパクレベルに大きな変化が見られないこ
とから、O-GlcNAc 修飾は分解に影響を与えな
いことが明らかとなった。 
 
③オートファジー-リソソーム経路の関与 
①の結果からChREBPがユビキチン-プロテア
ソーム経路で分解されないことが示唆され
たことから、オートファジー-リソソーム経
路で分解されるかについて検討した。リソソ
ーム機能阻害剤であるクロロキンや塩化ア
ンモニウム処理により ChREBP の細胞内タン
パクレベルが増加し、オートファジー誘導剤
であるレスベラトロール処理により細胞内
タンパクレベルが減少することが明らかと
なった。これらの結果から、HEK293A 細胞に
おいて ChREBP の主要な分解経路は、ユビキ
チン-プロテアソーム経路ではなく、オート
ファジー-リソソーム経路であることが示唆
された。 
 
(5)ChREBP の細胞内タンパクレベルが活性に
与える影響 
ChREBP の分解により生じる細胞内タンパク
レベルの変化が活性に与える影響について
検討するため、(4)と同様の試薬を用いて活
性の変化を調べた。その結果、細胞内タンパ
クレベルと活性は同様の傾向を示し、クロロ
キンや塩化アンモニウム処理により活性は
増加し、レスベラトロール処理により活性は
ほぼ消失することが明らかとなった。また、
MG-132 処理では活性の変化はみられなかっ
た。この結果は、ChREBP の分解を制御するこ
とにより活性を制御することができること
を示しており、EPA や DHA は ChREBP の分解を
促進することにより活性を抑制しているこ
とが示唆された。 
 
(6)EPA による ChREBP の活性抑制機構の解明 
EPAによるChREBPの活性阻害のメカニズムが
分解の促進に起因するか明らかにするため、
クロロキン処理により分解を阻害した際に
EPAがChREBPの活性に及ぼす影響について検
討した。その結果、分解を阻害するクロロキ
ンの併用により、EPA 単独処理で見られた活
性の減少がほぼ消失することが明らかとな
った。この結果は、EPA による ChREBP の活性
の抑制が分解の促進に起因することを示唆
している。 
 
本研究結果より、ChREBP の分解機構がこれま
で考えられていたユビキチン-プロテアソー
ム経路ではなく、オートファジー-リソソー
ム経路であることが示唆された。n-3 系脂肪
酸はオートファジーを亢進することが報告
されており、EPA や DHA による血清中性脂肪
低下作用は、オートファジーの亢進による 
ChREBP の分解の促進に起因することが示唆
された。また本研究により、ChREBP の活性が
細胞内局在ばかりでなく、細胞内タンパクレ



ベルによっても制御されることが明らかと
なった。このことから ChREBP の分解機構を
より詳細に検討することにより、脂質異常症
治療薬の開発において新たな創薬ターゲッ
トの発見につながることが期待される。 
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