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研究成果の概要（和文）：褐色脂肪と骨格筋は共通の幹細胞系譜から分化派生する熱産生組織として体温や代謝
調節において重要な役割を果たす。本研究では、内分泌因子CREG1の骨格筋における役割と褐色脂肪熱産生によ
る肥満抑制における重要性について検討した。その結果、CREG1は骨格筋細胞の分化促進に関与し、AMPKの活性
化を介して骨格筋の糖取込みを促進し筋再生に重要な役割を果たすことが強く示唆された。また、CREG1による
褐色脂肪化の促進と抗肥満作用の発現には熱産生タンパク質UCP1が不可欠であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Brown fat and skeletal muscle, the major thermogenic organs, play critical 
roles for regulation of body temperature and energy metabolism. We previously discovered cellular 
repressor of E1A-stimulated genes 1 (CREG1) as a novel endocrine factor that stimulates brown fat 
formation and prevents diet-induced obesity in mice. Here we report that CREG1 also stimulates AMPK 
activation and glucose uptake via IGF2 receptor, contributing to regeneration in skeletal muscle. 
Compared to CREG1-Tg mice, CREG1-Tg/UCP1-KO mice develop obesity under the conditions of high-fat 
diet and thermoneutrality, indicating that UCP1 thermogenesis is indispensable to the inhibitory 
effect of CREG1 against diet-induced obesity. CREG1 would be a target molecule to improve the 
function of the thermogenic organs and age-related metabolic disability.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： CREG1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
褐色脂肪と骨格筋による熱産生は、ヒトを含む恒温動物の体温調節とエネルギー代謝において必須の生理機能で
あり、その衰えは肥満やメタボ、あるいは筋萎縮(サルコペニア)の原因となり老化を加速する。本研究は内分泌
因子CREG1がこれらの主要な熱産生組織の分化や機能に重要な役割を果たし、加齢性代謝疾患の予防・改善のた
めの標的分子となることを初めて明らかにしたものであり、体温調節/エネルギー代謝の分子調節機構に関する
理解と研究分野の発展に資するものと思われる。また、超高齢社会における健康長寿をめざす我が国において社
会的意義の高いものと考える。

※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 
熱産生は、ヒトを含む恒温動物の体温調節とエネルギー代謝において必須の生理機能であり、骨
格筋と褐色脂肪組織が重要な役割を果たす。近年、ヒト褐色脂肪に関する知見が蓄積し、褐色脂
肪細胞の加齢による減少とメタボの進展が逆相関することが明らかとなったことから、褐色脂
肪細胞を増やすための分化誘導法の開発が世界的に活発化している。同様に、加齢による筋萎縮
(サルコペニア)は基礎代謝や熱産生機能の低下をもたらすことから、骨格筋の維持・再生も体温
調節やメタボの予防・改善に重要であり、筋分化制御の研究の重要性が益々高まっている。興味
深いことに、熱産生機能を有する骨格筋と褐色脂肪細胞は、中胚葉由来多能性幹細胞から派生し
た Myf5 を発現する筋・褐色脂肪前駆細胞から発達・分化することが明らかとなっている。しか
し、これら２つの熱産生細胞の分化制御機構には今尚不明な点が多くその理解が強く求められ
る。 
甲状腺ホルモン(T4,T3)は組織において様々な代謝反応を制御する重要な内分泌因子であり、
活性型であるT3の大半は末梢組織内においてT4脱ヨード化酵素(DIO)作用により産生調節され、
骨格筋や褐色脂肪組織の発達に寄与する。一方、甲状腺機能は加齢と共に低下し、65 歳以上の
女性の 10%、男性の 6%近くが甲状腺機能低下症と報告され、熱産生機能低下の原因の 1つと考え
られる。実際に T3は、骨格筋や褐色脂肪組織では DIO2 の作用により生合成され、骨格筋では速
筋の発達や損傷後の筋再生において、褐色脂肪組織では褐色脂肪細胞の分化と熱産生タンパク
質(UCP1)の遺伝子発現に重要な役割を担う。骨格筋と褐色脂肪細胞の分化には、これら 2つの細
胞への分化スイッチとして働く転写調節因子 PRDM16 などが関わっている。インスリン様増殖因
子Ⅱ型(IGF2)もこれらの熱産生細胞の分化・発達を促進することが知られる。また、骨格筋は運
動などの刺激により Irisin を産生して褐色脂肪細胞の分化を促進することが報告された(Cell 
Metab,2013)。しかし、褐色脂肪細胞から分泌され骨格筋の発達に働く因子についてはほとんど
明らかではない。 
研究代表者は、先行研究において白色脂肪細胞の分化には影響しないが、褐色脂肪細胞の分化
を誘導する因子として分泌糖タンパク質 CREG1 (Cellular Repressor of E1A-stimulated genes 
1)を見出した(J Biochem, 2019)。同時に、CREG1 は褐色脂肪細胞の分化において T3の作用を
代償し、UCP1 の転写のみならず DIO2 の発現調節により細胞内 T3 レベルの制御に関与する可能
性を見出した。脂肪組織特異的 CREG1 トランスジェニック(CREG1-Tg)マウスの解析において、褐
色脂肪組織の発達、白色脂肪組織の褐色脂肪化と肥満抵抗性を確認することに成功している 
(FASEB J, 2019)。白色脂肪組織に比べて、褐色脂肪組織における CREG1 の発現は高く、さらに
寒冷下では顕著に発現上昇することから、CREG1 は褐色脂肪細胞が産生分泌し体温調節とエネル
ギー代謝に寄与する内分泌因子と考えられる。しかし、CREG1 が骨格筋細胞の分化や発達に働く
のか全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
研究背景で述べたように、CREG1 は、1)骨格筋分化制御に働くのか？2)個体レベルで T3 代償作
用を有するのか？3)褐色脂肪 UCP1 熱産生の欠損を代償することができるのか？について不明で
ある。そこで本研究では、I.分泌タンパク質 CREG1 の骨格筋分化・発達における役割、II.個体
レベルにおけるT3代償作用、Ⅲ.褐色脂肪UCP1熱産生の欠損に対する代償作用について検討し、
骨格筋と褐色脂肪細胞という２つの熱産生細胞の分化と体温調節における CREG1 の役割を明ら
かにすることを目的とする。本研究は、研究代表者の長年の褐色脂肪研究における成果の蓄積を
ベースとして、独自に開発した UCP1-KO マウスと CREG1-Tg マウスの解析から得られた知見を踏
まえた極めて独創性の高いものである。また、本研究は褐色脂肪組織から骨格筋に働きかける未
知の熱産生調節メカニズム「熱産生クロストーク」の解明に繋がる創造性の高いものであり、体
温調節/エネルギー代謝の分子調節機構に関するさらなる理解と研究分野の発展に資するものと
期待される。 
 
３．研究の方法 
１）動物実験 
CREG1-Tg マウスと UCP1-KO マウスはそれぞれ先行研究において樹立し、C57BL/6J マウスとの
戻し交配により遺伝的背景を均質化したマウスを用いた(Nature, 1997; FASEB J, 2019)。 
マウス実験①：6か月齢の CREG1-Tg マウスと野生型（WT）マウスに Vital View システム用の無
線プローブを腹腔内に埋込み、23℃と 30℃環境下において体温・行動量の測定を行った。次に 7
か月齢から 0.1%メチマゾール/1%過塩素酸ナトリウム溶液を 3 週間飲水投与して甲状腺機能低
下モデルを作成した後（Endcrinol, 2010）、各組織を採取した。マウス実験②：30℃環境下にお
いて CREG1-Tg マウスと UCP1-KO マウスを交配して CREG1-Tg/UCP1-KO マウスを作出した。5か月
齢の雌 CREG1-Tg、UCP1-KO、CREG1-Tg/UCP1-KO マウスに高脂肪食を 2か月間与えた後、各組織を
採取した。マウス実験③：5 か月齢の雄 C57BL/6J マウスの左前脛骨筋に 10μmol/L のカルジオ
トキシンを 0.1ml 投与し、対照群として右前脛骨筋に生理食塩水を投与した。1週間後にそれぞ
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れの前脛骨筋を採取し、各種解析を行った。回収した組織を用いて遺伝子やタンパク質の発現変
化、ならびに組織病理の解析を行った。また、血清脂質、グルコース、インスリンレベルなどの
生化学パラメーターは市販キットを用いて測定した。 
尚、本研究計画に関わる全ての遺伝子組み換え実験及び動物実験は、当該研究施設の組換えDNA
実験安全委員会および実験動物倫理委員会による審査を受け、承認を得られた上で行った。 
 
２）細胞実験 
マウス C2C12 筋芽細胞を 10％牛胎児血清含有 DMEM 培地を用いて 5％CO2、37℃にて増殖培養し
た後、2%馬血清を含む DMEM 培地にて分化培養を行った。遺伝子ノックダウン実験では、市販の
RNA発現抑制(RNAi)試薬を用いてCREG1と IGF2RをノックダウンしC2C12細胞の分化に対する影
響を検討した。また、精製組換 CREG1 タンパク質を添加し、2-deoxy-glucose を用いて糖取込み
に対する影響やシグナル分子に対する作用を検討した。 
 
４．研究成果 
I.分泌タンパク質 CREG1 の骨格筋分化・発達における役割 
 CREG1 の骨格筋分化に及ぼす影響について C2C12 筋芽細胞を用いて検討した。その結果、C2C12
細胞の筋分化において MyoD や MyoG の遺伝子発現の上昇に先駆けて CREG1 の mRNA レベルが上昇
することが明らかとなった。また、CREG1 mRNA のノックダウンにより、MyoG の mRNA 発現が有意
に低下したことから、CREG1がMyoGの発現を制御し筋分化に影響を及ぼす可能性が示唆された。
また、CREG1-Tg マウスを用いた検討から、WT マウスと比較して、CREG1-Tg マウスでは脂肪組織
に加えて骨格筋においてもCREG1のmRNAレベルが有意に上昇していることが判明した。さらに、
WT マウスと比較して CREG1-Tg マウスで Myh1 の mRNA 発現が高い傾向を示した。各筋線維タンパ
ク質の発現について免疫化学染色を行った結果、CREG1-Tg マウスのヒラメ筋では TypeⅡx の筋
線維割合が増加する傾向を示したことから、CREG1 の発現上昇が筋線維組成に影響を及ぼす可能
性が示唆された。 
次に、CREG1 の骨格筋分化に対する作用について、カルジオトキシンによる筋再生動物モデル
を用いて検討を行った。その結果、C57BL/6J マウスの骨格筋にカルジオトキシンを投与した 1
週間後において、筋分化関連遺伝子である MyoD1 や MyoG の mRNA レベルが顕著に上昇すると共
に、Creg1 の遺伝子発現も有意に上昇していることが明らかとなった。また、CREG1 受容体とし
て働く IGF2 受容体の発現レベルの上昇に加えて、糖・脂質代謝の調節分子である AMPK のリン酸
化亢進とグルコース輸送体 GLUT4 の発現レベルの上昇も明らかとなった。さらに、分化筋細胞を
用いた検討において、CREG1 は IGF2R を介して AMPK のリン酸化と糖取込みを促進することを見
出した。以上の結果から、CREG1 は骨格筋細胞の分化を促進するとともに、AMPK の活性化を介し
て骨格筋の糖取込みを促進し筋再生に重要な役割を果たすことが強く示唆された（Biochem 
Biophys Res Commun, 2023）。 
 
II.個体レベルにおける CREG1 の T3 代償作用 
メチマゾールの飲水投与により甲状腺機能を低下させたWTと CREG1-TgマウスについてVital 
View システムを用いて体温と行動量を測定した結果、30℃の中立温度環境下では WT と CREG1-
Tg マウスに差は認められなかったが、23℃の環境下においては CREG1-Tg マウスで体温及び行動
量共に有意に上昇していることが明らかとなった。また組織解析の結果、褐色脂肪組織における
UCP1 レベルは両群間で差がみられなかったが、皮下白色脂肪組織では CREG1-Tg マウスで高い傾
向がみられた。しかしながら、褐色脂肪組織と皮下ならびに内臓白色脂肪組織におけるDio2 mRNA
発現は、両群間に差はみられなかった。血中 T3/T4 レベルを測定した結果、メチマゾール投与に
より T4レベルは正常マウスに比べて半減していたが、T3レベルの低下は確認できず、甲状腺機
能が十分低下していないことが明らかとなった。今後、実験系を見直して再検討を行い、甲状腺
機能低下状態における CREG1 の T3 代償作用を明らかにしていきたい。 
 
Ⅲ.褐色脂肪 UCP1 熱産生の欠損に対する CREG1 の代償作用 
UCP1 欠損はエネルギー消費の低下を招き肥満を助長する。一方、脂肪組織における CREG1 過
剰発現は UCP1 発現と褐色脂肪化を促進し抗肥満に働く。そこで、UCP1 欠損状態において CREG1
過剰発現が肥満進展を抑制し得るかを明らかにするために、UCP1-KO マウス、CREG1-Tg マウス、
および CREG1-Tg/UCP1-KO マウスを用いて検討を行った。30℃環境下においてマウスに高脂肪食
を与えた結果、摂食量は３群間に差はみられなかったが、CREG1-Tg マウスと比較して CREG1-
Tg/UCP1-KO マウスは UCP1-KO マウスと同様に有意な体重増加を示した（図１）。また、CREG1-
Tg/UCP1-KO マウスは CREG1-Tg マウスに比べて、耐糖能が増悪する傾向が認められるとともに、
肝脂質の蓄積も有意に増加することが明らかとなった。以上の結果より、CREG1 の抗肥満作用に
は UCP1 が不可欠であることが明らかとなった（Genes Cells, 2022）。 
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図１ UCP1 欠損マウスの食事誘導性
肥満に対する CREG1 の効果。 
（a）CREG1-Tg(Tg)、CREG1-Tg/UCP1-
KO(Tg/KO)、UCP1-KO(KO)マウスの体
重増加量の推移。（b）１日あたりの平
均摂食量。＊P＜0.05、＊＊＊P＜0.001 
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