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研究成果の概要（和文）：肝臓特異的HNF4α欠損マウス（KOマウス）でのNASH発症におけるPPARαの活性化機構
の解明を目的とした。KOマウスでは脂肪酸取り込みに関与するFATP1の発現が顕著に上昇しており、FATP1の転写
活性化はPPARα依存的に強く誘導された。また、KOマウスで発現低下するmiRNAを同定し、その標的遺伝子とし
て線維化に関与する遺伝子を同定した。さらに、KOマウス肝臓では数種類の脂肪酸の割合が変動していた。加え
て、脂肪酸伸長と不飽和化に関与する複数の遺伝子の発現変動が認められた。以上より、KOマウスでは脂肪酸の
質的変化によりPPARαが活性化されてNASHを発症する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We aimed to investigate the mechanism of PPARα activation in the 
development of NASH in HNF4α-null mice (KO mice). Expression of FATP1 was increased in KO mice, and
 the transactivation of FATP1 was strongly induced by PPARα. Furthermore, Decreased expression of 
miRNAs was identified in KO mice, and the gene involved in hepatic fibrosis was also identified as 
the target gene of the miRNAs. In addition, hepatic  fatty acid composition was altered in KO mice 
with altered expression of fatty acid elongases and desaturases. These results suggests that PPARα 
activation by qualitative change of fatty acids might induce the development of NASH in KO mice.

研究分野： 分子生物学、病態生化学

キーワード： 非アルコール性脂肪性肝炎

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PPARα活性化はNASHを抑制すると考えられており、PPARαのアゴニストがNASHの治療薬の候補になると考えられ
ている。本研究から、反対にPPARαの活性化がNASH発症に重要であることが分かったため、一部のNASHの治療に
はPPARα阻害剤が有効であることが推測される。NASHの原因は不明な点が多く、確立された治療法もないため、
より多種類の治療薬の開発が切望されていることから、本研究は従来と異なる機構による新規のNASH治療薬や診
断法の開発に有意義である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪性疾患（NAFLD）は良性の単純性脂肪肝であるが、1〜2 割は脂肪肝か

ら悪性の非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）に移行し、肝硬変や肝癌にまで進展する（国内

の患者数は約 200 万人）。NASH 発症には脂肪肝形成後、酸化ストレスによる炎症が誘導される

2 段階説と様々な因子が絡む複数因子並列説が提唱されているが、NASH の原因は不明な点が

多く、確立された治療法もない。 

 HNF4aは肝臓で多くの遺伝子を発現制御する核内受容体である。我々は肝臓特異的 HNF4a

欠損マウス（Hnf4aΔH マウス）を用いて多くの表現型と HNF4a標的遺伝子を同定してきた。

Hnf4aΔH マウスは脂肪肝に加え、酸化ストレスや線維化が亢進するため、新規 NASH モデル動

物である。しかし、NASH 発症機序の全容解明には至ってない。 

一方、Hnf4aΔH マウスでは核内受容体 PPARaの顕著な活性化が認められた。そこで、Hnf4aΔH

マウスと PPARa欠損マウスからダブル欠損マウスを作成した結果、脂肪肝が改善され、1 年以

上延命した。従って、Hnf4aΔHマウスは PPARaの活性化により NASH を発症することが示唆さ

れた。 
 
 
２．研究の目的 
新規 NASH モデルマウスである Hnf4aΔHマウスの NASH 発症機序を解明し、NASH 治療薬開

発の基盤とすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
脂肪酸の取り込みに関与する FATP1 の発現が Hnf4aΔHマウスで増加する理由を解析するため

に、ルシフェラーゼレポーターベクターを用いたコトランスフェクションを行なった。また、

PPAR の FATP1 中の PPAR 結合配列への DNA 結合活性は、クロマチン免疫沈降（ChIP）によ

り解析した。FATP1 発現誘導株は HepG2 細胞に Tet-ON 3G ベクターを用いて樹立し、Oil O Red

を用いて脂肪染色を行なった。また、マイクロアレイにより、網羅的な miRNA の発現解析を

行い、変動があった miRNA については qRT-PCR により、発現解析を行なった。さらに、HepG2

細胞において HNF4aの発現を siRNA を用いて発現抑制し、HNF4aにより発現制御されている

miRNA を同定した。加えて、同定した miRNA の標的遺伝子候補をデータベース解析により抽

出し、3’-UTR 解析により標的遺伝子であるのかを検証した。 

また、Hnf4aΔH マウスとコントロールマウスの肝臓の総脂肪酸を抽出し、GC/MS により、脂

肪酸組成を比較した。さらに、Hnf4aΔH マウスで発現変動する脂肪酸伸長および不飽和化酵素

をコードする mRNA の発現を qRT-PCR により網羅的に解析した。加えて、PPARα 欠損マウス

と PPARα の特異的リガンドを用いて、PPARα の標的となる脂肪酸伸長および不飽和化酵素を

同定した。 
 
４．研究成果 

Hnf4aΔHマウス肝臓では、脂肪酸の取り込みに関与する FATP1 の発現が顕著に上昇していた

ため、FATP1 の発現が PPARα 依存的に転写活性化されるのかどうかをプロモーターアッセイ

により解析した。その結果、マウス FATP1 のプロモーター活性は PPAR 応答配列依存的に転写

活性化され、転写活性化は PPARα により特に強く誘導された。さらには、PPARα の存在下で

はコアクチベーターの PGC1α や特異的リガンドにより、さらなる転写活性化が認められた。一

方、PPARβ や PPARgによっても特異的リガンドの存在下で転写活性化が認められたが、転写活

性化能は PPARα よりも弱いことが分かった。また、ChIP アッセイにより、Hnf4aΔHマウス肝臓



では PPARα が特異的に FATP1 のプロモーター領域に結合していることが分かったが、PPARβ

や PPARgの結合は認められなかった。このため、Hnf4aΔH マウスによる FATP1 の発現誘導は

PPARα の活性化によるものであることが明らかになった。また、Hnf4aΔHマウス肝臓では PPARα

の発現は低下しているが、FATP1 により取り込まれた脂肪酸が PPARα のリガンドとなり、

PPARα が活性化されていると推測される。  

次に、PPARα の活性化によって誘導される FATP1 を発現誘導可能なヒト肝がん細胞株を作

製した。その結果、FATP1 の発現誘導により脂肪が蓄積することが分かった。従って、予想ど

おり Hnf4aΔHマウスでは PPARα の活性化による FATP1 や CideA の発現増加により、脂肪肝が

促進されていることが予想される。また、Hnf4aΔH マウスで発現低下する miRNA として 

miR-130a-5p、miR-194-5p、miR-193a を同定したが、Hnf4aΔH マウスで発現低下する miRNA と

して miR-455-3p を新たに同定した。ヒト肝癌細胞で HNF4α を siRNA を用いて発現抑制するこ

とにより、miR-455-3p の発現が低下したため、miR-455-3p は HNF4α の新規標的遺伝子である

ことが示唆された。さらに、miR-455- 3p の標的遺伝子として肝臓の線維化に関与する遺伝子を

レポーターアッセイにより同定し、Hnf4aΔHマウスでの発現増加も確認できた。このため、HNF4α

は miR- 455-3p を介して肝臓の線維化を抑制していることが示唆される。  

また、PPARα の活性化機能は十分に解析されていないため、Hnf4aΔH マウス肝臓における

PPARα の活性化機構について解析した。PPARα は内在性脂肪酸をリガンドとして活性化する

ため、Hnf4aΔH マウス肝臓内の総脂肪酸解析を行った。この結果、数種類の脂肪酸の割合が

Hnf4aΔH マウスで増減していることが分かった。さらに、脂肪酸伸長および不飽和化酵素をコ

ードする mRNA の発現を網羅的に解析した結果、Hnf4aΔHマウスでの Elovl3 の顕著な発現低下、

Elovl7 の顕著な発現増加、Fads3 の発現増加が認められた。このうち、PPARα 欠損マウスと

PPARα の特異的リガンドを用いた解析から、Elovl7 は PPARα により活性化されることが示唆

された。従って、Hnf4aΔH マウスでは、脂肪酸伸長および不飽和化酵素の発現変動による脂肪

酸組成の質的変化により、PPARα が活性化されることが推測される。 
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