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研究成果の概要（和文）：CREBHは肝臓、小腸にのみ発現する転写因子である。我々は肝臓特異的CREBH Tgマウスを作
成した。このマウスは肥満誘導性食を負荷しても肥満、糖尿病の発症を抑制した。その分子メカニズムとしてCREBHはP
PARαとの相互作用によってFGF21発現を制御していることにあった。動脈硬化に関してはCREBH Tgマウスで改善し、CR
EBH KOマウスは悪化した。非アルコール性脂肪肝の発症についてはCREBH KOマウスで病態を悪化させた。CRISPR/Cas9
システムによりCREBH組織特異的KOマウスを作成し、肝臓CREBHが非アルコール性脂肪肝の原因であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：CREBH is a transcription factor, which is expressed in liver and intestine. 
Liver-specific CREBH Tg mice were generated, which suppressed diet-induced obesity and diabetes. CREBH 
and PPARα synergistically regulated hepatic FGF21 expression. CREBH KO mice showed atherosclerosis and 
non-alcoholic fatty liver disease. Conversely, CREBH Tg suppressed atherosclerosis. Using CRISPR/Cas9 
system, we firstly generated liver-specific CREBH knockout mice, which exhibited non-alcoholic fatty 
liver disease, suggesting that liver CREBH, but not intestine CREBH, is important for the pathology of 
non-alcoholic fatty liver disease

研究分野：栄養学
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１．研究開始当初の背景 
欧米先進各国では、メタボリックシンドロー
ム患者の増加が深刻な社会問題となってい
る。日本でも、食生活の欧米化に伴い欧米同
様、生活習慣病患者が急速に増加している。
生活習慣病患者の増大は医療費の増加とい
った社会的な問題とともに、患者自身の QOL
の低下を引き起こし、個人のみならず、社会
全体にとっても大きな問題となっている。生
活習慣病の発症の原因は、食生活の欧米化、
老化、運動不足、生活におけるストレスであ
る。しかし、現在の治療法ではライフスタイ
ルを変えずに治療をすることできない。その
ため、現在までに行われている治療以外に新
たなライフスタイルを変えない治療法の確
立が必要である。そのための治療標的遺伝子
の特定とその活性制御機構の解明が必要と
なっている。また、生活習慣病の治療を目指
す上で単一の組織での機能を評価するだけ
では不十分であり、組織間の連携を視野に解
析を行う必要がある。CREBH は当初、肝臓
での機能が重要とされていた。しかし、その
発現は肝臓の他に腸管にもある。腸と肝臓は
脂質・コレステロール代謝を調節する重要な
組織連関であり、これら組織でのみ発現する
転写因子 CREBHの機能を組織連関の視点か
ら解析することで新たな代謝調節機構が解
明できる。 

 
  
２．研究の目的 
 生活習慣病における脂質代謝異常は病態
形成において重要な位置にある。我々は強力
に脂質低下作用を有する新たな転写因子間
相互作用として CREBH-PPARα によるオー
トループ機構を見出している。その効果によ
り CREBH過剰発現マウスは食事負荷による
生活習慣病病態の形成を抑制する結果を得
ている。当初、CREBH による効果は肝臓で
の効果のみであると想定していたが、
CREBH は腸管にも発現していることから、
肝臓―腸管における組織連関からの視点で
新たに解析を進める。CREBH は腸管での食
事成分の吸収の段階から肝臓、体内全体の代
謝性物質を調節し、エネルギー代謝を調節す

るメカニズムを想定している。腸管、肝臓そ
れぞれの CREBHの機能を解明し食事成分吸
収から始まる組織連関を通し生活習慣病の
改善のメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
【CREBH の機能増強に機能する転写活性化
分子の同定】 
CREBHの活性を増強、抑制する因子(転写因
子、共役因子)を同定する。核内受容体・転写
因子発現ライブラリーを構築しており、それ
を用い CREBH活性化をモニターするアッセ
イから同定を試みる。この系を使い活性化因
子の同定を行っており、この実験系を熟知し
ている(Nakagawa Nature Medicine 2006)。ま
た、活性化させるリガンド・薬剤の探索を行
う。シグナル伝達の活性化薬剤に対する応答
性も CREBHの活性モニターアッセイで検討
する。薬剤に対する応答性からも機能を増強
する因子の探索を行う。２つの方向からの探
索で新たな活性制御因子の同定が可能であ
る。 
 
【CREBH, PPARα に関わる因子の相互作用
の解析】 
 CREBHは Crtc2, ATF6(Zhang Cell 2006, 
Lee Cell Metab. 2007)、PPARαは RXRαや 
PGC-1α などの転写因子や共役因子との相互
作用が報告されている。CREBH-PPARαの相
互作用にこれらを含めた様々な因子がどの
ように作用しているかを、ルシフェラーゼア
ッセイ、two hybrid、免疫沈降などを用い細
胞レベルでの結合実験を行う。さらに、マウ
ス肝臓においても免疫沈降で結合の有無を
検討する。また、その際、様々な栄養条件下
での結合する分子の種類、強弱を比較し、標
的遺伝子の発現への影響を検討する。 
 
【CREBHの標的遺伝子の特定】 
CREBHの遺伝改変マウス(過剰発現、ノック
アウトマウス)でマイクロアレイ解析を行い、
網羅的な解析から候補を抽出する。多くのア
レイ解析を行ってきており解析は問題ない。
アレイ解析での解析では直接的な標的遺伝
子を特定することはできない。そこで、マウ
スを用いた ChIP-sequenceを行う。人工抗原
を CREBHに結合したアデノウイルスを作製
する。ChIP assayでは抗体の質が実験を左右
するため、人工的な抗原に対する抗体を使う
ことで確実に ChIP assay を行えるようにす
る。ChIP-sequenceの解析では共同研究で連
携し解析を行う。 
 
【新たな遺伝子組み換え法を用いた組織特
異的ノックアウトマウスの作成法の確立】 
 従来の組織特異的なノックアウトマウス
の作成では Cre-LoxP システムを用い、多く
のステップを経て長時間を要していた。そこ
で本申請では新たな手法として Precision 
TALs を用いる。 Fok1 ヌクレアーゼと



Precision TALsの融合タンパク質を用い、特
定のゲノム配列において、DNAの二重鎖を切
断する。このメカニズムを利用することで、
RNAi ではないサイレンシングが可能になる。
このシステムを使い組織特異的に CREBHノ
ックアウトしたマウスを作製する。RNAi を
使った組織特異的ノックアウトマウスの作
成系は確立できておらず、新たなノックアウ
トマウス構築系として本研究での確立を目
指す。CREBHは肝臓、腸管の 2つの組織で
主に発現しているため、機能の責任組織を特
定するためにも、肝臓、腸管のそれぞれのノ
ックアウトマウスを作製し、CREBH の組織
特異的な機能の解析を行う必要がある。 
 
【食事、栄養状態における変化の解析】 
 遺伝子改変マウス、アデノウイルスといっ
た解析での結果を踏まえ、病態形成における
役割を確認していく。マウスへの高脂肪高シ
ョ糖食の負荷は肥満、インスリン抵抗性を惹
起する。食事の変化、脂質異常症、糖尿病と
いった生活習慣病の形成過程において
CREBH 活性制御機構の破綻が病態形成にど
のくらい影響するか、また、活性の変化には
分子間のネットワークのどの部分の破綻が
原因になっているのかを検証する。 
 また、動脈硬化誘発食ではコレステロール
代謝を中心に解析するモデルである。
CREBH が腸肝循環に重要な機能を有してい
るのであれば、動脈硬化発症に何らかの影響
を及ぼすことが考えられる。CREBH トラン
スジェニックマウス、ノックアウトマウスを
用い動脈硬化発症について検討を行う。 
 
４．研究成果 
 CREBH は、強力に血糖値、インスリン値
とともに血中脂質を低下させる。この要因と

して、CREBH が肝臓で生活習慣病改善因子
FGF21 の発現を上昇させることにあること
を見出している。FGF21は PPARαにより発
現が制御され生活習慣病を改善する機能を
有することが報告されている(Dutchak PA 
Cell 2012)。また、肝臓で産生された FGF21
は脂肪組織に作用し脂肪分解を促進させ肥
満を予防する(Chau MD PNAS 2010)。これら
効果は CREBH でも確認しており、CREBH
トランスジェニック(Tg)マウスに食事性肥満
を誘発させても肥満を呈さない結果をすで
に得ている。 
特に白色脂肪組織の重量の低下が著しか
った。高脂肪・高ショ糖食による血糖値、血
中インスリン値、血中トリグリセライド値の
上昇が抑制された。その際、生活習慣病の改
善に機能するホルモン FGF21、IGFBP2が肝
臓で発現上昇、血中レベルでの上昇が見られ
た。グルコース負荷試験、インスリン負荷試
験で Tgマウスの感受性の増強が見られた。 

 
CREBH 過剰発現マウスでは酸素消費量の
増加が観察されており、白色脂肪組織、褐色
脂肪組織での脂肪酸酸化能にかかわる遺伝
子発現の上昇が見られており、それら変化が
酸素消費量の増加を導いたと考えられた。こ
れは肝臓から分泌された FGF21 に起因して
いると考えられた。 

FGF21の発現制御はPPARαにより制御さ
れることが報告されている。しかし、CREBH
は直接、FGF21 のプロモーター上に結合し、
発言を上昇させる結果を得た。また、CREBH
は PPARα と物理的な結合があり、その結合
が FGF21 の発現を協調的に制御することを
見出した。 

2 つの因子 PPARα と CREBH の間ではオ
ートループ活性化機構が形成されており、
FGF21のみならず、PPARα、CREBH、それ
ぞれの標的遺伝子の発現を制御し、糖・脂質
代謝を調節することを見出した(Nakagawa 
2014 Endocrinology)。 
 

動脈硬化形成における CREBHの効果 
 CREBH Tgマウスおよび CREBH KOマウ
スと動脈硬化モデルマウス(LDLR KO マウ
ス）と交配した。CREBH KO/LDLR KOマウ
スは早期に動脈硬化を発症したのに対し、
CREBH Tg/LDLR KOマウスでは動脈硬化形
成の抑制を示した。 
 現在、そのメカニズムについて解析中であ
る。 
 



非アルコール性脂肪肝における CREBHの効
果 
 CREBH KO マウスにメチオニン・コリン
欠損(MCD)食を負荷した。WT マウスと比較
し、血中 ALT、ASTを評価したところ、早期
に肝障害を呈した。肝臓組織標本からも異常
な脂質蓄積、マクロファージの浸潤、線維化
が CREBH KOマウスで観察された。 
 現在、その分子メカニズムを解析している。
肝臓、小腸のどちらの CREBHが病態形成に
寄与しているかを検討するため、下記の組織
特異的な CREBH KOマウスを作成した。 
 
CRISPR/Cas9 による遺伝子改変マウスの作
成 
 CRISPR/Cas9 を使って遺伝子改変マウス
を作成する技術が近年使われ始めた。我々は
組織特異的な CREBHノックアウトマウスを
作成するため、CRISPR/Cas9 システムを用
い、CREBH floxマウスを作成した。 
１度に２つの loxP site をゲノムに挿入した
例は過去に１報報告があるが、実際に、組織
特異的 KOマウスの作成例はなかった。我々
は受精卵に CRISPR/Cas9に必要なベクター
および DNA 断片を挿入し、２０匹のマウス
を得た。このうち、１匹が loxP siteを２個持
つマウスであった。このマウスに組織特異的
Cre Tg マウスと交配し、組織特異的な
CREBH KO マウスを作成した(Nakagawa 
Scientific Reports in press)。 

 
CREBH 肝臓特異的 KO マウスは脂肪肝を発
症する 
 作成した肝臓特異的 CREBH KO(LKO)マ
ウスは全身で CREBH を欠損した(CREBH 
KO)マウスとは異なる血中脂質の変化を起こ
した。CREBH KO では血中トリグリセライ
ドの上昇、コレステロールの低下を示したの
に対し、LKO マウスではトリグリセライド、
コレステロールの両方で上昇を示した。LKO
ではコレステロール合成系遺伝子の発現を
統括する転写因子 SREBP-2 の発現を始めに、
その下流遺伝子の発現も上昇しておりこれ
はコレステロール上昇の原因として考えら
れた。 
血中脂質の上昇が非アルコール性脂肪肝と
関連があると想定し、メチオニン・コリン欠
損食により生じる脂肪肝を発症するモデル
での CREBHの機能を検証した。LKOマウス
では正常マウスと比較し、早期に肝障害を生
じる結果を得た。炎症系の遺伝子発現の上昇
が原因にあり、血中の肝障害マーカーALT、
ASTが早期に急激に上昇した。肝臓の病理所
見も炎症、繊維化の所見を観察した
(Nakagawa Scientific Reports in press)。 
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