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研究成果の概要（和文）：転写因子CREBHの肝臓特異的過剰発現マウスを作成した。このマウスは成長ホルモン
抵抗性による成長遅延を示し、CREBHが栄養異化と成長遅延を結ぶ因子であることを証明した。CREBH KOマウス
にMCD食を負荷すると肝障害・肝炎を呈した。肝臓での網羅的遺伝子発現解析から、炎症を惹起させる分子をい
くつか抽出した。これら因子は肝実質細胞と非実質細胞の間で炎症を増悪化させものであった。さらに、
ChIP-seq解析を組み合わせAK2がCREBHの標的遺伝子であることを見出した。AK2の低下はミトコンドリア機能の
低下が炎症を引き起こすことで、細胞死を誘導し、炎症反応を惹起させたと考えられた。

研究成果の概要（英文）：　Liver-specific transcription factor CREBH overexpressing mic were 
generated using Cre-LoxP system and CRISPR/Cas9 system. This mouse showed severe growth retardation 
due to growth hormone resistance, demonstrating that CREBH is a factor linking nutritional 
catabolism and growth retardation.
When CREBH KO mice were fed with an MCD diet, they presented with severe liver damage and hepatitis.
 From the comprehensive gene expression analysis in the liver, some molecules that cause 
inflammation were extracted. These factors exacerbated inflammation between hepatic parenchymal 
cells and nonparenchymal cells. Furthermore, by combining ChIP-seq analysis, it was found that AK2 
is novel target gene of CREBH. It is considered that the decrease of AK2 induces an inflammatory 
reaction by inducing cell death due to the decrease in mitochondrial function.

研究分野： 栄養学

キーワード： 生活習慣病　脂質代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CREBHが栄養飢餓の助長と成長阻害を繋ぐ分子であることをマウスレベルで実証したことは、CREBHの機能増強に
より人工的に栄養飢餓を誘導させられることも示した。この結果はCREBHが肥満の解消させる治療薬開発につな
げる可能性を示した。CREBH欠損により肝障害・肝炎を異常なまでに増悪化する。肝臓は様々な細胞で構成され
ており、肝障害を発症する際には肝臓内の細胞間連関が増悪化に寄与する。この肝機能障害を誘導しうる分泌因
子を複数特定し、細胞間連関によるメカニズムの一端を明らかにしたことで、肝炎治療薬開発につながる成果を
得た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年の食生活の欧米化に伴い日本でも生活習慣病患者の急激な増加が大きな社会問題となっ

ている。特に脂肪肝の問題は大きくなっている。脂肪肝には飲酒による脂肪肝(アルコール性脂
肪肝)と、お酒を飲まないのに発症する非アルコール性脂肪肝の 2種類がある。現在、国内での
正確な患者数はわかっていませんが、人間ドックを受ける人で非アルコール性脂肪肝に罹患し
ている人が 30～40％であることから、推定で 1000 万～2000 万人の潜在患者がいると考えられ
ている。さらに、非アルコール性脂肪肝炎に進展するのは 100～200 万人と考えられている。そ
のため、非アルコール性脂肪肝治療のためにはその発症、および改善の分子メカニズムの解明が
必要である。非アルコール性脂肪肝の発症と糖尿病(高血糖)、脂質異常症、高血圧との間の強い
関連性がヒトのデータからも明らかとなっている。また、非アルコール性脂肪肝は病態が悪化す
ると、非アルコール性脂肪肝炎を発症し、次第に線維化を起こし肝硬変にまで発展していく。肝
硬変にまで進行すると年率で数％に、肝がんが発生すると言われています。それゆえ、脂肪肝を
治すことはがんを抑制することにつながり、非常に重要である。しかしながら、その決定的な治
療法は未だ確立できていない。それゆえ、新たな病態モデルマウスの開発とともに、新たな視点
からの病態解析が必要となっている。 
脂質代謝における重要な転写因子として Sterol regulatory element-binding protein 

(SREBP)、cAMP-responsive element-binding protein H (CREBH)、Peroxisome proliferator-
activated receptor α (PPARα)が機能する。SREBP は脂質合成を促進させるように、CREBH、
PPARαは脂質分解を促進させるように脂質代謝に関連する酵素群の遺伝子発現を制御する。そ
のため、SREBP の活性化は脂肪肝を増悪化し、CREBH、PPARαの活性化は脂肪肝を改善させる。
我々はこれら転写因子に着目し、組織、細胞内脂肪酸組成の量と質が生活習慣病病態を制御する
ことを明らかにしてきた。 
我々はさらに CREBH に着目し、新規の非アルコール性脂肪肝の分子メカニズムを明らかにす

ることを考えている。脂質の代謝だけでなく、糖代謝の両方向からの影響、肝臓内の細胞肝連関
を制御する分泌因子(炎症系サイトカイン、non coding RNA など)による相互作用が関わるデー
タをすでに得ており、新たな治療戦略だけでなく、バイオマーカーの同定にも寄与できる研究で
ある。肝臓と小腸にのみ発現し、特に栄養欠乏時の肝臓で高発現する転写因子 CREBH の解析を重
点的に行っている。肝臓の CREBH は生活習慣病を改善する肝臓から分泌されるホルモン FGF21 の
発現を誘導し、食事誘導性肥満を改善させる。その際、脂質異常症治療薬フィブレートの標的遺
伝子で転写因子 PPARαと CREBH は協調して FGF21 の発現を誘導することを報告している(1)。そ
の中で研究代表者らが解析している転写因子 CREBH はヒトでの解析から異常なまでの高トリグ
リセライド血症を呈する患者で CREBH 遺伝子変異が病態の原因であることが報告されている(2)。
それゆえ、ヒトの非アルコール性脂肪肝の病態の解明において、CREBH KO マウスは有用な研究
対象となりえる。確かに、CREBH KO マウスではヒトと同様に高トリグリセライド血症を示すこ
とを申請者らは報告している(3, 4)。また、非アルコール性脂肪肝を誘導する各種エサを負荷す
ると脂肪肝から、さらに肝炎、肝硬変へと病態が正常マウスに比べ、悪化が著しい結果を得てい
る(未発表データ)、(3-5)。CREBH KOマウスでは食事誘導性の非アルコール性脂肪肝を悪化させ、
脂肪肝炎にまで進行させ、短期間で肝機能障害を示し死亡する(未発表データ)ことも見出して
いる。CREBH KO マウスに非アルコール性脂肪肝を食事誘導性に発症させた際の網羅的遺伝子解
析からいくつかのノンコーディング RNA の発現が著しく上昇することを確認している。これら
の結果は現在まで報告はなく、その新規性、独自性が担保されている。特にノンコーディング RNA
は肝実質細胞からエクソソームを介して肝臓内の細胞間、さらに血中を介し全身に運ばれ、運ば
れた組織で組織機能の低下を引き起こすことが報告されている。機能がほとんど分かっていな
いノンコーディング RNA と病態形成の相互作用の解明ができる。また、エクソソームを介すこと
から、病態に関連するノンコーディング RNA であればバイオマーカーとして病態、病状把握が可
能となり、社会的ニーズも期待できる。 
 
２．研究の目的 
新たな非アルコール性脂肪肝発症から肝がんを発症させられる動物モデルである CREBH KO マ

ウスを使い複雑な肝臓内細胞間連関を通した炎症惹起の分子機序を明らかにする。肝臓内は栄
養代謝を司る肝実質細胞(肝細胞 Hepatocyte)と非実質細胞(類洞内皮細胞 LSEC)、クッパ―細胞
(Kupffer cell)、肝星細胞(Stellate cell)、好中球(Neutrophil)に分けられる。肝実質細胞か
らのサイトカインの異常分泌が、炎症に関わる好中球、クッパ―細胞を活性化し、肝星細胞が元
になる線維化を誘導することが知られている。その相互作用の中心に CREBH を置き、炎症惹起、
線維化の未知の活性化機構を明らかにする。CREBH の機能異常が引き起こす細胞連関の恒常性の
異常破綻のメカニズムを解き明かす。これら細胞以外にも肝臓で作られた胆汁酸を運ぶ通路で
ある胆管を構成する胆管上皮細胞にも着目する。 
 
３．研究の方法 



(1) CREBH 組織特異的過剰発現マウスの作製と解析 
①CREBH 組織特異的過剰発現マウスの作製 
マウスで組織特異的に遺伝子発現を制御するため、Cre-LoxP システムを使用した。まず、マ

ウスゲノム上に挿入するコンストラクトとして、LoxP-HA Tag-活性型マウス CREBH-LoxP を含む
cDNA を構築した。この cDNA 配列を ROSA26 ゲノム上に挿するように、CRISPR/Cas9 システムに関
連するベクターとともに受精卵に挿入した。目的とおりに挿入された活性型 CREBH が Cre-LoxP
システムで制御される(CREBH flox Tg)マウスを１匹得た。作成した CREBH flox Tg マウスと肝
臓特異的Cre Tgマウスとを交配し、肝臓特異的CREBH過剰発現(CREBH L-Tg)マウスを作製した。
さらに、CREBH L-Tg マウスは FGF21 KO マウスと交配し、CREBH L-TG/FGF21 KO マウスを作成し
た。 
②CREBH L-Tg マウスの表現型解析 
 生後１か月で解剖し、体重、肝臓重量を測定するとともに、肝臓、血液を採取した。肝臓から
は mRNA とタンパクを抽出し、それぞれリアルタイム CR で遺伝子発現を、ウェスタンブロッチィ
ングでタンパクを測定した。血液は血糖値、インスリン、トリグリセライド、コレステロール、
遊離脂肪酸、成長ホルモン(GH)、Insulin like-growth factor 1 (IGF1)、Fibroblast growth 
factor 21 (FGF21)を測定した。骨密度測定装置(DEXA)を用い、骨密度、体脂肪率を測定した。 
(2) CREBH KO マウスを用いた脂肪肝発症メカニズムの解明 
CREBH KOマウスに食事で脂肪肝を誘導するため、メチオニン・コリン欠損(MCD)食を負荷した。

それらマウスから血液、および、組織サンプルを回収し、解析を行った。肝臓から mRNA を抽出
し RNA seq またはマイクロアレイ解析を行い、網羅的解析データを取得した。 
 
４．研究成果 
(1) CREBH L-Tg マウスの作製と成長の関連 
 肝臓特異的 CREBH Tg マウスを作製するため、CRISPR/Cas9 システムを用い、ROSA26 locus ゲ
ノム上に LoxP-HA Tag-活性型マウス CREBH cDNA-LoxP を含む cDNA を挿入した。目的の配列が挿
入された CREBH flox Tg マウスを得た。得られたマウスと肝臓特異的 Cre Tg マウスと交配し、
肝臓特異的 CREBH Tg (CREBH L-Tg)マウスを得た。 
 CREBH L-Tg マウスでは血糖値、血中インスリン値、血中トリグリセライド値の顕著な低下を
示した。また、CREBH の標的遺伝子で生活習慣病改善ホルモンである FGF21 の肝臓での発現、お
よび、血中レベルが著しい増加を確認した。 
 CREBH L-Tg マウスは明らかに成長が遅延し、体重の増加が抑制された。成長を制御する GH が
異常なまでの高値を示すのに対し、その下流で成長の実行因子である IGF-1 は測定限界ほどの
低値を示した。この表現型は成長ホルモン抵抗性の病態と同じであった。GH 刺激は肝臓におい
て JAK2-STAT5 経路を活性化する。活性化された STAT5 は転写因子として成長を制御する IGF1 な
どの発現を上昇させ、成長を促進する。肝臓の遺伝子発現を解析したところ CREBH L-Tg マウス
では STAT5 が標的とする遺伝子のすべてが低下し、その中には IGF1 が含まれていた。タンパク
レベルで JAK2、STAT5 のリン酸化状態を評価するとリン酸化レベルが著しく低下しており、この
変化が STAT5 の活性抑制を引き起こしたことになる。GH は細胞膜上に存在する受容体(GHR)を介
して、細胞内へシグナルを伝える。CREBH L-Tg マウスでは GHR の発現が低下し、タンパクレベ
ルでも低下していた。したがって、CREBH L-Tg マウスでは GHR の低下により、GHシグナルが遮
断され、それ以降のシグナルが低下したことで IHG1 の低下、成長遅延が生じたと考えられた。
血中 GHの異常高値はこのシグナルの抑制に対するフェードバックの結果であり、GH 抵抗性を引
き起こす原因でもあった。 
CREBH の主要な標的遺伝子である FGF21 の過剰発現マウスも成長遅延を示すことが報告され

ていたため(6)、我々はさらに CREBH L-Tg マウスと FGF21 KO マウスを交配し、CREBH L-Tg/FGF21 
KO マウスを作成した。FGF21 が CREBH の成長遅延に関係するのであれば、このマウスは成長遅延
を引き起こさないと想定した。しかしながら、このマウスも成長遅延を引き起こし、CREBH L-Tg
マウスで見られた変化が同様に見られた。GHR の発現低下とともに GH シグナル分子の不活性化
が同様に見られており、これら変化は FGF21 を介していないことを証明した。しかしながら、
CREBH による成長遅延に FGF21 が全く関与しないわけではなく、別の経路から寄与していること
は否定できない。 
CREBH は元来、絶食時に発煙が上昇し、絶食状態を模倣させる因子であることを我々が報告し

ていた。栄養飢餓は成長に必要な栄養の不足を引き起こし、成長を抑制する。本結果から CREBH
が栄養異化を促進させることで成長を抑制させる因子であることを明らかにした(7)。 
 

(2) CREBH 欠損による非アルコール性脂肪肝の悪化 
CREBH KO マウスに MCD 食を負荷すると異常なまでの肝障害を生じる。病態を悪化させる原因

遺伝子であり、CREBH により制御される因子を同定するため、食餌負荷後、経時的(1、４、８週)
に肝臓を採取し、網羅的解析を行った。CREBH KO マウスで上昇する遺伝子は食餌負荷後１，４，
8 週の全期間で上昇しているものに炎症性サイトカイン Lcn2、鉄代謝異常が引き起こす細胞死
(フェロトーシス)を誘導する Slc7a11 が抽出された。４、８週齢で上昇した遺伝子にもフェロ
トーシスに関連する Spp1、Cd44 も含まれており、フェロトーシスが促進されていることが想定
できる。GO 解析でも鉄代謝(iron transport)や炎症に関連する(neutrophil chemotaxis, 



neutrophil aggregation)が変化していることを示した。 
MCD食負荷１週間でGO解析からCREBH KOマウスでは脂質代謝に関連するプロセス(fatty acid 

metabolic process, unsaturated fatty acid biosynthetic process, lipid metabolic 
process)とサーカディアンリズムに関連する遺伝子(circadian regulation of gene regulation, 
rhythmic process)が特に変動した。MCD 食負荷８週間では脂質代謝とともに酸化還元のプロセ
ス(oxidation-reduction process)も変動した。CREBH KO マウスで発現が半分以下になる遺伝子
を MCD 食負荷後１，４，８週間でそれぞれ抽出し、さらに、すべての期間で発現が低下する遺伝
子を 36個抽出した。 
CREBH を正常マウスの肝臓でアデノウイルスを使い過剰発現させた後、CREBH タンパクが結合

するゲノム領域を特定するため、ChIP seq を行った。その結果と MCD 食で低下した遺伝子の中
で CREBH がそのプロモーター上に結合する遺伝子として、Ak2 Elovl2, 1810055G02Rik, Tor1b, 
Il11rap, Tnfaip8l1, Fads2, Apoa4 を同定した。Elovl2, Fads2, Apoa4 はすでに CREBH の標的
遺伝子として特定されており、Ak2 は新規標的と考えられた。CREBH は PPARαと標的遺伝子を共
有するため、CREBH KO、PPARα KO マウスの肝臓の網羅的解析データで Ak2 の発現を確認した。
絶食時での変化ではあるが、Ak2 は両遺伝子の KO マウスでともに減少しており、2つの転写因子
により制御されていることが示唆された。CREBH L-Tg マウスの肝臓の網羅的遺伝子発現データ
では Ak2 の発現は CREBH で上昇しており、Ak2 は CREBH の標的遺伝子であると考えられる。 
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