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14. 栄養代謝異常から肝がん発症を繋ぐ栄養応答性制御因子 
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緒緒  言言  
 
生活習慣病の発症は栄養の吸収と消費のバランスの崩れが、体内の過剰栄養蓄積を推し進め、肥満を惹起する。次い

で、動脈硬化、虚血性心疾患や脳血管障害、最終的には心不全や脳卒中、腎不全、肝がんなどの生死に係る重篤な病気

を引き起こす。栄養代謝の中心臓器である肝臓に焦点を絞ると、食生活の破綻はアルコール性・非アルコール性脂肪肝

から肝硬変へと進展する。さらに悪化すると肝がんにまで進展する。肝がんの主要な発症原因はB型、C型肝炎ウイル

スであったが、近年、有効な治療薬が開発され、次第に脂肪肝や糖尿病などの代謝性疾患へと変化している。NAFLD
（非アルコール性脂肪性肝疾患）、NASH（非アルコール性脂肪肝炎）は我が国において治療の重要性が増している。

NASHは進行性の肝疾患であり、肝硬変への進展、肝細胞癌（肝癌）の合併等による肝臓死を引き起こすところに最大

の問題がある。NAFLD のうち肝実質細胞の壊死や炎症所見を伴うNASH は進行性の慢性肝疾患であり、高い頻度で

肝硬変から肝臓癌を発症するために治療介入が必要である。しかしながら、メタボリックシンドロームから脂肪肝、

NASH を経て肝硬変、肝がんを発症する経時変化には不明な点が多い。どのようにして単純性脂肪肝から炎症所見や

線維化を呈する NASH に進展するのかは不明である。そのため、代謝異常から肝がんを発症させる分子メカニズムの

解明が治療薬開発に必要となっている。しかしながら、栄養代謝障害から肝臓がんまでを段階的に発症するヒトのマウ

スモデルがないため、解析が進んで来なかった。 
CREBH は肝臓・小腸で発現する転写因子であり、肝臓での CREBH の発現は栄養飢餓時に肝臓に供給される脂肪

酸により誘導される。我々は肝臓の CREBH は血糖値、インスリン値とともに血中脂質を低下させ、生活習慣病を改

善することも見出した。その原因の一つは CREBH が生活習慣病改善因子 FGF21 の発現を上昇させることにあった

［1，2］。それに対し、小腸CREBH過剰発現マウスは小腸でのコレステロール吸収を抑制する［3］。 
CREBH KO マウスにメチオニン・コリン欠損（MCD）食で早期に肝炎を引き起こすと極めて早期に炎症サイトカ

イン（Cxcl1、MCP-1など）による好中球の浸潤が始まり、炎症、線維化が生じる。また、高脂肪・高ショ糖食を長期

間負荷すると CREBH KO マウスでは肝がんを発症する結果も得ている。CREBH が肝がん抑制遺伝子の候補である

ことをKOマウス解析から見出した。 
以上から、CREBH が肝臓、小腸で栄養代謝を制御し、生活習慣病に大きく関連することが明らかになっているが、

本課題ではその解析に必要な遺伝子改変マウスを作製するとともに、CREBH KOマウスにMCD食を負荷した際に見

られる異常な肝障害の発症メカニズムについて網羅的解析から解析した。 
 

方方  法法  
 
11．．組組織織特特異異的的CCRREEBBHH過過剰剰発発現現ママウウススのの作作製製  

Cre-LoxP システムでCREBH を過剰発現するマウスを作製するため、CAG プロモーター-LoxP-EGFP-LoxP-マウ

ス活性型CREBHで構成された cDNAを作製した。CRISPR/Cas9システムを使い、ゲノム上のROSA26 Locusにこ

のコンストラクトを挿入するように設定した。コンストラクトを受精卵にインジェクションし、CREBH flox Tgマウ

スを作製した。得られたマウスと肝臓特異的Cre Tg（Albumin Cre Tg）マウスと交配し、肝臓特異的CREBH過剰発
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現（CREBH L-Tg）マウスを作製した。 
22．．CCRREEBBHH  LL--TTggママウウススのの表表現現型型解解析析  
生後1か月時に体重、肝臓重量を測定し、血液を採取し、その成分（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、FGF21、IGFBP1）を測定した。また、Lunar PIXImus Densitometer（GE Medical Systems） 
dual-energy x-ray absorptiometry（DEXA）を使い、骨密度を測定した。 
採取した肝臓から mRNA を抽出し、リアルタイム PCR を使い目的遺伝子の発現量を測定した。また、タンパクを

抽出し、ウェスタンブロッティングで目的タンパクの量を測定した。 
33．．CCRREEBBHH  KKOOママウウススへへののMMCCDD食食負負荷荷実実験験  

8週齢CREBH KOマウスに8週間、MCD食を負荷し、経時的（1、4、8週）に肝臓を摘出し、サンプリングした。

肝臓からmRNAを抽出し、RNA seqまたはマイクロアレイで網羅的に遺伝子発現を解析した。 
 

結結  果果  
  
11．．肝肝臓臓特特異異的的CCRREEBBHH過過剰剰発発現現ママウウススはは成成長長ホホルルモモンン抵抵抗抗性性にによよりり成成長長遅遅延延をを呈呈ししたた［［44］］  

Cre-LoxPシステムで組織特異的にCREBHを過剰発現するマウスを作製するため、CRISPR/Cas9システムを用い

作製した。まず、ROSA26 locusにCMV promoter-LoxP-EGFP cDNA-LoxP-mouse CREBH活性化体 cDNAのコン

ストラクトを挿入し、CREBH flox Tg マウスを作製した（図 1A）。肝臓特異的Cre Tg マウスと交配し、肝臓特異的

CREBH Tg（CREBH L-Tg）マウスを作製した。このマウスは生後1か月の離乳期にすでに体長、体重がコントロー

ル（flox）マウスと比べ、著しく低値を示した（図 1B）。骨密度を測定したが、体重の減少による変化が見られるもの

が大きく、骨密度は若干低下し、体脂肪率は顕著に増加した（図1D）。血中成長ホルモン（GH）値は異常高値を、血

中 IGF1値は異常低値を示し、明らかな成長ホルモン抵抗性を示した。血中のグルコース（Glu）、インスリン（Insulin）、
トリグリセライド（TG）は低値を示し、FGF21は高値を示した（図1D）。肝臓の遺伝子発現では成長ホルモン受容体

（GHR）、GHの標的転写因子STAT5の標的遺伝子群は低下した。GHRの低下はタンパクレベルでも確認し、その下

流のシグナル分子のリン酸化状態はJAK2、STAT5ともに低下しており、GHシグナルは低下した。STAT5の不活性

化が標的遺伝子の発現低下を引き起こした。また、IGF1の抑制因子である IGFBP1の発現、タンパクレベルは有意に

上昇した。 
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図1．肝臓でのCREBH過剰発現は成長支援を引き起こす 

A) 肝臓特異的CREBH過剰発現（L-Tg）マウスの作製プロトコール。 
B) 生後1か月のマウス写真（スケールバー：1 cm）。 
C) 体重（BW）および肝臓重量（LW/BW）（n＝7～17）。 
D) 骨量（BMC）、骨密度（BMD）、除脂肪重量（Lean）、脂肪重量（Fat (g)）、体脂

肪率（Fat (%) ）（n＝7～17）。 
E) 血中成分のグルコース（Glu）、インスリン（Insulin）、トリグリセライド（TG）、

コレステロール（TC）、遊離脂肪酸（NEFA）、FGF21、GH、IGF1（n＝7～18）。 
データは平均±標準誤差（n＝7～18）で示し、Student's t-testで解析した。*P ＜0.05、
**P ＜0.01。 

 
CREBH の標的遺伝子である FGF21 がすでに成長遅延を引き起こすことが報告されていたため、CREBH L-Tg

マウスとFGF21 KO マウスを交配し、FGF21 CREBH L-Tg マウスを作製した。このマウスでも成長遅延が生じた

（図 2A）。血中 GH および IGF1 についても CREBH L-Tg マウスと同様にそれぞれ、異常高値、異常低値を示した

（図2B）。肝臓でのGHRの低下、IGFBP1の上昇は遺伝子、タンパクレベルでも確認した（図2C、D）。したがって、

CREBH過剰発現による成長遅延はFGF21を介さない経路に起因していたことになる。 
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図2．肝臓でのCREBH過剰発現はFGF21に依存せずに、成長遅延を引き起こす 

生後１か月のマウスを解析した。 
A) マウス写真（スケールバー：1 cm）と体重（BW）（n=14）。 
B) 血中成分のGH、IGF1（n = 3～17）。 
C) リアルタイムPCRによる肝臓の遺伝子発現解析（n = 7～11)。 
D) ウェスタンブロッティングによる肝臓のタンパク量解析（n = 4）。 
E) 血中 IGFBP1（n = 9～10）。 
データは平均±標準誤差（n＝7～18）で示し、Student's t-testで解析した。*P ＜0.05、
**P ＜0.01。 

 
22．．CCRREEBBHH欠欠損損にによよるる肝肝障障害害  

CREBH KO マウスにメチオニン・コリン欠損（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（図3）。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（図3）。 
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図3．MCD食負荷におけるCREBH KOマウス肝臓で網羅的遺伝子発現解析 

8 週齢雄性マウスにMCD 食を8 週間負荷し、経時的に肝臓を摘出した。mRNA を抽出後、

RNA seqとマイクロアレイで網羅的に遺伝子発現解析を行った。発現が上昇した（＞×2）
遺伝子を抽出した結果をボルケーノブロット、ベン図で示し、変化した遺伝子のグループを

GO解析で抽出した。 
 

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（図4A）。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（図4B）。 
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

（図 4B）。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、PPARαKO 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（図4C）、Ak2はCREBHの標的遺伝子であると考えられる。 
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図4．MCD食負荷におけるCREBHが直接制御する遺伝子の特定 
8 週齢雄性マウスにMCD 食を8 週間負荷し、負荷後1、4、8 週間に摘出した肝臓および1 か月齢

雄性肝臓特異的CREBH過剰発現（L-Tg）マウスの肝臓からそれぞれmRNAを抽出後、RNA seq
とマイクロアレイで網羅的に遺伝子発現解析を行った。 
A) MCD食負荷後1、8週間においてCREBH KOマウスの肝臓で発現が低下した（＜×1/2）遺

伝子を抽出したデータをボルケーノブロット、ベン図、ヒートマップ、GO解析結果で示した。 
B) MCD食負荷後1、2、8週間でCREBH KOマウスの肝臓で発現が低下した（＜×1/2）遺伝子

を抽出した。8週齢雄性正常（WT）マウスにGFP、CREBH アデノウイルスを感染後1 週間

で肝臓を摘出し、ChIP seq で CREBH の結合ゲノム領域の遺伝子を同定した結果をベン図で

示した。CREBH KOマウスで低下し、CREBHが結合する領域から、CREBHの標的遺伝子

と特定したAk2、Elovl5のプロモーター領域にCREBHが結合している領域を示した。 
C) １か月齢雄性肝臓特異的CREBH過剰発現（L-Tg）マウスの肝臓における遺伝子発現変化をボ

ルケーノブロットとヒートマップで示した。 
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考考  察察  
 

CREBH は絶食時に肝臓で発現が上昇する転写因子であり、その際に機能する。これまでの KO マウスでの解析か

ら、絶食時の適応に必須の分子であり、CREBHは絶食状態を促進させる機能を有することを報告してきた［5］。特に、

脂肪酸酸化、ケトン体合成といった栄養飢餓状態に促進される生理的プロセスを促進させるとともに、生活習慣病改善

ホルモンFGF21の発現も上昇させる［6］。Cre-LoxPシステムで組織特異的にCREBHを欠損できるCREBH floxマ

ウスはすでに作製していたが、組織特異的に過剰発現できるCREBH flox Tgマウスを作製した。肝臓特異的にCREBH
を過剰発現させると、マウスは明らかな成長遅延を引き起こし、明らかな低体重を示した。CREBHは脂肪酸酸化など

の代謝を促進させ、栄養飢餓状態を促進させる機能がある。そのため、このマウスでは食餌を摂取しても、血中グルコ

ース、トリグリセライドといった栄養素が低値を示しており、栄養を浪費してしまい、成長に結び付かなかったと考え

られる。肝臓で CREBH を過剰発現しているマウスの肝臓では脂肪酸酸化に関わる遺伝子群の発現上昇も確認できて

いる。成長に関わる遺伝子については、成長ホルモン受容体の遺伝子発現およびタンパク量が、検出できないほどの低

値であり、その下流シグナルである JAK2-STAT5 の活性が遮断され、結果的に肝臓から分泌される成長に関する分泌

因子 IGF1 が低下していた。CREBH の標的遺伝子である FGF21 の過剰発現マウスでも成長遅延が報告されている

が、JAK2-STAT5の間で抑制的に機能するSOCS2を活性化することで、このシグナルを抑制するとされている［7］。
そのため、CREBHによる成長遅延はFGF21の経路とは異なる。確かに、CREBH L-TgマウスとFGF21 KOマウス

を交配しても、そのマウスはCREBH L-Tgマウスと同程度に成長遅延を呈した。この際やはり、成長ホルモン受容体

の発現低下は維持されており、このことが原因であると考えられた。加えて、CREBH L-Tgマウスでは IGF-1の抑制

因子である IGFBP1の発現が上昇しており、IGF1の機能を抑制し、成長遅延を促進させていると考えられる。以上よ

り、CREBHの過剰発現では多面的に成長ホルモンシグナルを抑制することで成長遅延を引き起こすこと、CREBHが

栄養飢餓と成長遅延をつなぐ重要な因子であることを見出した。しかしながら、肝臓特異的に CREBH を過剰させた

際に肝がん病態を改善できるかを検討する目的に作製したが、長期生存がこのマウスではできない。そのため、生活習

慣病から肝がんを発症させる研究には使用できない。今後は薬剤誘導型で肝臓特異的Cre Tgマウスを導入し、交配す

る必要がある。 
CREBH KOマウスではメチオニン・コリン欠損食負荷による非アルコール性脂肪肝発症を増悪化することをすでに

筆者らは報告している［6］。その病態悪化のメカニズムを解明するために、経時的に肝臓をサンプリングし網羅的解析

を行った。CREBH KOマウスでは負荷1週目ですでに血中肝炎マーカーが異常高値を示した。それゆえ、1週目から

すでに炎症性サイトカインLcn2 が上昇し、8 週目まで高値を維持しており、炎症の悪化を示唆している。また、フェ

ロトーシスに関連するSpp1、CD44、Slc7a11が高値を示しており、肝炎マーカーの序章はフェロトーシスによる細胞

死によるものと考えられる。逆に、低下する因子としてAk2 を見出し、Ak2 のノックダウン細胞ではミトコンドリア

機能異常を示しており、このことも細胞死を助長した原因と考えられる。Ak2 は CREBH が結合するプロモーター領

域の解析からも CREBH が直接制御することが考えられる。以上のように、CREBH 欠損による非アルコール性脂肪

肝の増悪化は細胞死の増加による細胞障害が原因と考えられる。この結果を基に CREBH 欠損による発症する肝がん

の分子メカニズムへ切り込む予定である。 
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