
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３７０１

若手研究(B)

2015～2014

非アルコール性脂肪肝疾患と肝レチノイドシグナルの関連性の解明

Relationship between non-alcoholic fatty liver disease and hepatic retinoid 
signaling

５０６３２８１６研究者番号：

白上　洋平（Shirakami, Yohei）

岐阜大学・医学（系）研究科（研究院）・助教

研究期間：

２６８６０４９８

平成 年 月 日現在２８   ６ １３

円     2,300,000

研究成果の概要（和文）：レチノイドX受容体（RXR）シグナルを阻害した遺伝子改変マウス（dnRXRマウス）の表現型
解析では、薬剤誘発性肥満モデルにおけるグルコース負荷試験の結果から、dnRXRマウスにおいて耐糖能が低下してい
る傾向がみられた。また、高脂肪食負荷モデルではdnRXRマウスにおいて有意な耐糖能異常がみられた。さらに、両モ
デルにおいて肝脂肪化および肝酵素の有意な上昇が認められた。dnRXRマウスは肥満を誘発する刺激により耐糖能異常
および脂肪肝炎を呈する可能性が考えられ、RXRシグナルは糖代謝および脂肪肝形成において重要な役割を担うことが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：The phenotype of transgenic mice (dnRXR mice) whose retinoid X receptor (RXR) 
signaling is inhibited in a dominant negative manner was investigated. The mice exhibited significantly 
impaired glucose tolerance when they were fed high-fat diet. The mice also showed marked hepatic 
steatosis and liver injury in both drug- and diet-induced obesity models. These results suggest that 
dnRXR mice present glucose intolerance and steatohepatitis due to the stimulation to induce obesity, 
indicating RXR signaling may play a role in glucose metabolism and hepatic steatosis.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
近年、食生活の変化と運動不足により肥満
人口が増加し、メタボリック症候群患者が急
増している。非アルコール性脂肪肝疾患
（ non-alcoholic fatty liver disease, 
NAFLD）はメタボリック症候群における肝
での表現型として注目されており、また
NAFLDの一部は慢性的な肝炎を引き起こし、
非アルコール性脂肪肝炎（non-alcoholic 
steatohepatitis, NASH）に至る。NASHは
更に肝硬変へと進展し、肝細胞癌を合併する。
一方、肥満の存在により、ウイルス性肝疾患
の肝発癌リスクが上昇することも知られて
いる。NAFLDの増加は社会的な問題となっ
ているが、その発症や NASH へと進展する
詳細な分子メカニズムは現在のところ解明
されておらず、そのため有効な治療法の研
究・開発も遅れており、早急な対策が求めら
れている。 
 ビタミン A とその類縁体であるレチノイ
ドは、生体の恒常性維持や生殖、発生、免疫
など多岐にわたる重要な生理活性を有する。
レチノイドは主に核内受容体であるレチノ
イン酸受容体（RAR）、およびレチノイド X 
受容体（RXR）と結合し、その作用を発揮す
る。 
肝疾患とレチノイドの関連性は以前より
知られており、合成レチノイドが肝癌の再発
を抑制することや、慢性肝疾患の病態が進行
するに伴い、肝に貯蔵されたレチノイドが失
われること、様々な薬剤との併用によりレチ
ノイドが肝癌細胞の増殖を相乗的に抑制す
ることなどが報告されている。また、我々の
研究グループは、肥満・糖尿病マウスにおい
て、レチノイド投与がその病態を改善する可
能性があることを報告してきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非アルコール性脂肪肝疾患
（NAFLD）とレチノイド（特にレチノイド
X受容体）シグナルの関連性を解明するため、
以下について研究を遂行する。 
1) 我々の研究グループにおいて作製した、肝
細胞特異的にレチノイドX受容体シグナルを
阻害したマウスにおける、脂肪肝形成につい
て解析する。 
2) 種々のレチノイド受容体 agonist および
antagonistで処理した培養細胞における、脂
肪滴形成および脂質代謝関連遺伝子発現に
ついて解析し、動物モデルに応用する。 
 
３．研究の方法 
1) dnRXRマウス表現型を解析する。 
リン酸化 RXRα は、RXR シグナルを

dominant negative に阻害する蛋白であり、
dnRXR マウスはその蛋白発現をコンディシ
ョナルに調節できるトランスジェニックマ
ウスである。我々の研究グループで作製した
このマウスは、対照群（リン酸化蛋白非発現
群）と比較して、肝化学発癌物質ジエチルニ

トロサミン（DEN）に対して高感受性を示す
ことが確認されているが、体重変化や飲水・
摂食量等については検討されていないため、
それらの解析を行う。 

dnRXR マウスの対照群として、肝細胞特
異的に  RAR シグナルを阻害したマウス
（dnRAR マウス）も用い、RXR、RAR そ
れぞれのシグナル阻害による表現型の比較
を行う。dnRARマウスは Cre/loxPシステム
を利用し、RAR シグナルを dominant 
negativeに阻害する蛋白を、肝細胞特異的に
発現するトランスジェニックマウスである。
我々の予備的実験において、dnRAR マウス
は対照群に比べ成長が早く、過体重を示すこ
とが確認されている。 
2) レチノイド受容体 agonist および
antagonistで処理した培養細胞における、脂
肪滴形成および脂質代謝に関連する遺伝子
発現について解析する。 
培養細胞は、in vitro 肝モデルとして広く
用いられているHepG2細胞、正常肝細胞Hc、
あるいは野生型マウスの初代培養肝細胞を
用いる。RARおよびRXRはそれぞれα、β、
γ のサブタイプを有している。受容体あるい
はサブタイプ各々に対する特異的な
agonist/antagonist が報告されており、それ
らにより培養細胞の処理を行う。そして、培
養細胞の脂肪滴形成につき検討するととも
に、脂質生成遺伝子（ sterol-regulatory 
element binding protein 、 fatty acid 
synthase、acetyl-CoA carboxylase 等）、お
よび β 酸化に関わる遺伝子（ carnitine 
palmitoyltransferase 、 acetyl CoA 
synthetase等）の発現につき解析を行う。 
3) dnRXRマウスの病理学的解析を行う。 
マウス肝臓を摘出し、脂肪肝形成の程度を
調べた後、肝組織の脂肪染色により肝脂肪化
につき評価を行う。また、NASH進展の指標
として、肝線維化につき Azan染色等の特殊
染色を行うほか、酸化ストレスについても 
8-OHdG免疫染色にて調べる。更に in vitro 
での解析結果を踏まえて、脂質生成および β
酸化に関わる蛋白の発現を肝組織標本の免
疫染色にて解析する。対照群は表現型の解析
と同様、リン酸化 RXRα非発現群、および
dnRAR マウスとする。なお申請者の予備的
実験により、dnRAR マウスは無治療で著明
な脂肪肝を呈することが確認されている。 
4) NAFLD/NASH モデル動物にレチノイド
受容体 agonist を投与し、その効果を検討す
る。 
前年度の in vitroでの実験結果に基づき、
レチノイド受容体 agonistをNAFLD/NASH
モデル動物に投与し、脂肪肝形成を含めた、
糖・脂質代謝異常に対する効果につき検討す
る。動物モデルとしては、高脂肪食やメチオ
ニン・コリン欠乏食による食餌誘発性
NAFLD/NASHマウス、および遺伝的要因を
持ち肥満・糖尿病を発症する db/dbマウスを
使用する。あるいは、グルタミン酸ナトリウ



ム（monosodium glutamate, MSG）により、
薬剤誘発性に肥満・糖尿病を発症する MSG 
マウスを用いる。MSG マウスはインスリン
抵抗性を示し、メタボリック症候群の病態を
よく反映していると考えられている。 
 
４．研究成果 
レチノイド X 受容体（RXR）シグナルを

dominant negativeに阻害する蛋白（リン酸
化 RXRα）を発現するトランスジェニックマ
ウス（dnRXR マウス）の表現型解析では、
対照群（リン酸化蛋白非発現群）との比較に
おいて、短期間（離乳後 4週間）の観察では
当初予想されていた肥満傾向や糖代謝異常、
脂肪肝形成はみられなかった。そこで、薬剤
および高脂肪食誘発性の肥満モデルを作製
し、比較検討した。 

MSG 誘発性肥満モデルにおいて、インス
リン負荷試験および肝組織所見に有意な差
は認めなかったが、グルコース負荷試験の結
果から dnRXRマウスにおいて耐糖能が低下
している傾向がみられた。また、高脂肪食負
荷モデルでは dnRXRマウスにおいて有意な
耐糖能異常がみられた。さらに、両モデルに
おいて肝酵素の有意な上昇も認められ、この
マウスは肥満を誘発する刺激により耐糖能
異常および脂肪肝炎を呈する可能性が示唆
された。 
同時に行っている dnRARマウスの解析で
は、比較的早期からの脂肪肝形成も認めたが、
耐糖能異常はみられなかった。現在、長期間
の観察および肥満誘発モデルの解析をすす
めている。 
これまでの研究成果より、肝レチノイドシ
グナルのうち糖代謝において RXR シグナル
が、脂肪肝形成に関しては RAR シグナルが
重要な役割を担っていることが示唆された。 
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宏，境 浩康，清水雅仁 

8. 日本医療研究開発機構 感染症実用化研
究事業（肝炎等克服実用化研究事業）「次
世代生命基盤技術を用いた B型肝炎制
圧のための創薬研究」（小嶋班），「B
型肝炎ウイルス構造解析による薬剤応
答性の評価と新規治療薬開発に関する
研究」（村上班），及び「エクソソーム
を介したHBV感染及び発がんメカニズ
ム解析と治療戦略」（落谷班）合同班会
議 2015年 7月 11日 お茶の水医学
会館（東京都・文京区) 
非環式レチノイドによる抗HBV作用 
白上洋平，清水雅仁 

9. がん予防学術大会 2015（第 22回日本が
ん予防学会総会） 2015年 6月 6日 ラ
フレさいたま（埼玉県・さいたま市) 
ラット大腸発癌モデルにおけるペント
キシフィリンの発癌抑制効果 
白上洋平，出田貴康，宮崎恒起，河内
隆宏，境 浩康，清水雅仁，清島 満 

10. がん予防学術大会 2015（第 22回日本が
ん予防学会総会） 2015年 6月 6日 ラ
フレさいたま（埼玉県・さいたま市） 
肥満関連肝発癌におけるアスタキサン
チンの抑制効果 
出田貴康，大野智彦，宮崎恒起，河内隆
宏，白上洋平，清水雅仁 

11. 第 51回日本肝臓学会総会 2015年 5月
21 日 ホテル日航熊本等（熊本県・熊
本市) 
NAFLDモデルマウスにおけるDPP4阻
害薬テネリグリプチンの影響 
出田貴康，白上洋平，宮崎恒起，河内隆
宏，境 浩康，清水雅仁 

12. 第 101 回日本消化器病学会総会 2015
年 4月 24日 東北大学百周年記念会館
（宮城県・仙台市） 
ラット大腸発癌モデルにおける選択的
EP4受容体拮抗薬の作用 
白上洋平，中西孝之，河内隆宏，出田貴
康，宮崎恒起，清水雅仁，清島 満 

13. 第 101回日本消化器病学会総会 2015
年 4月 23日-25日 東北大学百周年記
念会館（宮城県・仙台市） 
アスタキサンチンによる肥満関連肝・大
腸発癌の抑制効果 
河内隆宏，白上洋平，出田貴康，宮崎恒
起，清水雅仁 

14. 106th American Association for Cancer 
Research (AACR) Annual Meeting 
(2015年 4月 21日 Philadelphia, USA) 
Preventive effect of a prostaglandin E 
receptor EP4 antagonist on rat colon 
tumorigenesis. 
Shirakami Y, Sakai H, Kochi T, Ideta 
T, Miyazaki T, Shimizu M, Seishima 
M. 

15. 106th American Association for Cancer 
Research (AACR) Annual Meeting                
(2015年 4月 20日 Philadelphia, USA) 
The role of the phosphorylated 
RXR-alpha on cellular proliferation 
and liver tumorigenesis. 
Sakai H, Shirakami Y, Shimizu M, 
Moriwaki H. 

16. 第 101 回日本消化器病学会総会 2015
年 4月 23日 東北大学百周年記念会館
（宮城県・仙台市) 
シンポジウム 12-2「ストレスと消化器疾
患」 
酸化ストレスの制御を介した生活習慣
病関連消化器発癌の抑制 
清水雅仁，河内隆宏，白上洋平 

17. JDDW2014（第 56 回日本消化器病学
会大会） 2014年 10月 23日 神戸国
際展示場等（兵庫県・神戸市) 
大腸発癌モデルにおけるペントキシフ
ィリンの発癌抑制効果 
白上洋平，清水雅仁，河内隆宏，森脇久
隆，清島 満 

18. 日本レチノイド研究会第 25 回学術集会 
2014年 10月 12日 秋田大学（秋田県・
秋田市) 
B 型肝炎ウイルスに対する非環式レチ
ノイドの効果 
白上洋平，出田貴康，宮崎恒起，境 浩
康，清水雅仁，森脇久隆 

19. 日本レチノイド研究会第 25 回学術集会 
2014 年 10 月 12 日 秋田大学（秋田
県・秋田市） 
アスタキサンチンによる肥満関連発癌
の抑制効果 
出田貴康，大野智彦，宮崎恒起，河内隆
宏，境 浩康，白上洋平，清水雅仁，森
脇久隆 

20. 第 73回日本癌学会総会学術総会 2014
年 9月 27日 パシフィコ横浜（神奈川
県・横浜市） 
Wip1 prevents cellular senescence at 
physiological oxygen levels by 
regulating DNA damage response 
(DDR) during S-phase. 
Sakai H, Shirakami Y, Shimizu M, 
Moriwaki H. 

21. 第 73回日本癌学会学術総会 2014年 9
月 26 日 パシフィコ横浜（神奈川県・
横浜市） 



Chemopreventive effects of 
pentoxifylline on inflammation- 
related rat colon tumorigenesis and 
endoscopic observation. 
Shirakami Y, Shimizu M, Kochi T, 
Moriwaki H, Seishima M. 

22. 第 73回日本癌学会学術総会 2014年 9
月 26 日 パシフィコ横浜（神奈川県・
横浜市) 
Targeting obesity-related metabolic 
abnormalities for chemoprevention of 
hepatocellular carcinoma. 
Shimizu M, Shirakami Y, Sakai H, 
Kubota M, Kochi T, Tanaka T, 
Moriwaki H. 

23. The 12th Japan-Korea Joint 
Symposium on Cancer and Ageing 
Research 2014 年 6 月 21 日 埼玉が
んセンター（埼玉県・北足立郡伊奈町） 
A novel mouse model of NASH-related 
liver cancer and preventive effects of 
pentoxifylline on liver tumorigenesis. 
Shirakami Y, Shimizu M, Sakai H, 
Moriwaki H, Seishima M. 

24. The 12th Japan-Korea Joint 
Symposium on Cancer and Aging 
Research 2014 年 6 月 21 日 埼玉が
んセンター（埼玉県・北足立郡伊奈町) 
Wild-type p53-inducible phosphatase 
1 (Wip1) forestalls cellular senescence 
at physiological oxygen levels by 
regulating DNA damage response 
signaling during DNA replication. 
Sakai H, Shirakami Y, Shimizu M, 
Moriwaki H. 

25. The 2nd International Conference on 
Retinoids (FASEB Meeting 2014) 
(2014年 6月 3日 Itasca, Illinois, USA) 
A synthetic retinoid inhibits 
diethylnitrosamine-induced liver 
tumorigenesis in obese and diabetic 
db/db mice. 
Shirakami Y, Shimizu M, Sakai H, 
Moriwaki H. 

26. The 2nd International Conference on 
Retinoids (FASEB Meeting 2014) 
(2014年 6月 2日 Itasca, Illinois, USA) 
The role of the phosphorylated 
RXR-alpha on cellular proliferation 
and liver tumorigenesis.  
Sakai H, Shirakami Y, Shimizu M, 
Moriwaki H. 

27. 第 100 回日本消化器病学会総会 2014
年 4月 25日 国際フォーラム（東京都・
千代田区） 
肥満関連および炎症性大腸発癌モデル
におけるペントキシフィリンの発癌抑
制作用 
白上洋平，清水雅仁，森脇久隆，清島 満 
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