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略称 

 

25HC 25-Hydroxy Cholesterol 

AACS Acetoacetyl-CoA synthetase 

AARE Amino acid response element 

ABCA1 ATP-binding cassette transporter 1 

ABCG5 ATP-binding cassette transporter G5 

ABCG8 ATP-binding cassette transporter G8 

ACAT2 Acetyl-CoA acetyltransferase 2 

ACC Acetyl-CoA carboxylase 

ACLY ATP-citrate lyase 

ACSS2 Acetyl-CoA synthetase 

ADRP Adipose differentiation-related protein 

Ala alanine 

ALLN N-Acetyl-Leu-Leu-Norleu-al 

Ar Sodium arsenite 

AREG amphiregulin 

Arg arginine 

Asn asparagine 

ASNS Asparagine synthetase 

Asp Asparatic acid 

ATF3 Activating transcription factor 3 

ATF4 Activating transcription factor 4 

ATF6 Activating transcription factor 6 

ATGL Adipose triglyceride lipase 

ATP Adenosine triphosphate 

bHLH-ZiP Basic helix-loop-helix leucine zipper 

BiP Immunoglobulin heavy chain-binding protein 

BPB  Bromo phenol blue 

BSA Bovine serum albumin 

TrCP2 F-box and WD repeat domain containing 11 

bZiP Basic leucine zipper 

C12orf39 Chromosome 12 open reading frame 39 

CALCB Calcitonin-related polypeptide beta 

CD36 Cluster of differentiation 36 
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C/EBP CCAAT / enhancer-binding protein 

CHKA Choline kinase A 

CHKB Choline kinase B 

Chol  Cholesterol 

CHOP C/EBP homologous protein 

ChREBP Carbohydrate-responsive element-binding protein 

CMV Cytomegalovirus 

COPII Coatomer protein II 

CPT1 Carnitine palmitoyltransferase 1 

CRE cAMP-response element 

CREB  Cyclic AMP response element binding protein 

CREBH Cyclic AMP response element binding protein 3-like 3 

CRTC2 Transducer of regulated CREB activity 2 

CSTA Cystatin A 

CYP51A1 Lanosterol 14-demethylase 

Cys Cysteine 

del  deletion 

DHCR7 7-Dehydrocholesterol reductase 

DHCR24  Desmosterol reductase 

DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 

DTT  Dithiothreitol 

EBP 3-hydroxysteroid-8,7-isomerase 

EDTA  Ethylene diamine tetraacetic acid 

eIF2 Eukaryotic initiation factor 2 

Eif4ebp1 Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 

ER Endoplasmic reticulum 

ERAD ER-associated degradation 

ERSE  ER stress response element 

FASN Fatty acid synthase 

FBS Fetal bovine serum 

FGF Fibroblast growth factor 

FPPS Farnesyl diphosphate synthetase 

Fsp27 Fat-specific protein 27 

G6Pase Glucose 6-phosphatase 

GCN2 General control non-derepressible 

Gln glutamine 
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Glu Glutamic acid 

GLUT1 Glucose transporter 1 

HBSS  Hank’s balanced salt salution 

HDL High-density lipoprotein 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

His histidine 

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A 

HMGCR HMG-CoA reductase 

HMGCS HMG-CoA synthase 

HO1 Heme oxygenase 1 

HRI Heme-regulated eIF2 kinase 

HRP Horse radish peroxidase 

HSD17B7 17-Hydroxysteroid dehydrogenase-7 

IDI1 Isopentenyl diphosphate--isomerase 

Ile isoleucine 

IRE1 Inositol-requiring enzyme 1 

IgG Immunoglobulin G 

Insig Insulin-induced gene 

JNK c-jun N-terminal kinase 

LDL Low-density lipoprotein 

LDLR Low-density lipoprotein receptor 

Leu leucine 

LPL Lipoprotein lipase 

LSS Lanosterol cyclase 

luc luciferasse 

Lys lysine 

MCD Methionine choline deficient 

MEF Mouse embryonic fibroblast 

MEM Minimum essential medium 

Met methionine 

MVD Mevalonate pyrophosphate decarboxylase 

MVK  Mevalonate kinase 

NASH Non-alcoholic steatohepatitis 

NF-Y Nucleaar transcription factor Y 

NSDHL NAD(P)H steroid dehydrogenase-like 

OASIS Old astrocyte specifically induced substance 
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ONPG  O-nitrophenyl--D-galactopyranoside 

P/St  Penicillin / streptomycin 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

PBA  4-phenyl butyric acid 

PBS Phosphate-bufferd saline 

PCR polymerase chain reaction 

PEPCK Phosphoenolpyruvate carboxykinase 

PERK PKR (protein kinase RNA)-like endoplasmic reticulum kinase 

PGC-1 PPAR coactivator-1 

PIC Protease inhibitor cocktail 

PKR Double strand RNA-activated protein kinase 

PMSF Phenylmethylsulfonyl flioride 

PMVK Phosphomevalonate kinase 

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor 

Pro proline 

PVDF Polyvinyliden difluoride 

RMA Robust multi-array average 

RT Reverse transcription 

S1P Site-1 protease 

S2P Site-2 protease 

SC4MOL Sterol C4-methyl oxidase 

SC5DL Sterol C5-desaturase 

SCAP SREBP cleavage-activating protein 

SCD  Stearoyl-CoA desaturase 

SDS Sodium dodecyl sulfate / Threonine deaminase 

Ser serine 

SHP Small heterodimer partner 

shRNA small hairpin RNA 

SNP Single nucleotide polymorphism 

SQLE  Squalene epoxidase 

SQS Squalene synthase 

SRE Sterol regulatory element 

SREBP Sterol regulatory element-binding protein 

TAD Transactivation domain 

Tdh Threonine dehydrogenase 

TG triglyceride 
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Tg thapsigargin 

Tha Threonine aldolase 

Thr threonine 

Tm tunicamycin 

TM7SF2 Sterol C14-reductase-like 

TRAF2 Tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 

TRB3 Tribbles-related protein 3 

Trp tryptophan 

TUDCA Taurine-conjugated ursodeoxycholic acid 

Tyr tyrosine 

UPR Unfolded protein response 

UPRE Unfolded protein response element 

Val valine 

WAD Weighted average difference 

WSF1 Wolfram syndrome 1 

WT Wild type 

XBP1 X-box binding protein 1 

ZiP Leucine zipper domain 
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序論 

 

・メタボリックシンドローム 

食の欧米化や慢性的な運動不足に伴い肥満人口は過去 40年間で 3倍となって

いる。肥満には皮下脂肪型肥満と内臓脂肪型肥満があり、内臓脂肪型肥満は糖尿

病、高血圧、脂質異常症といった生活習慣病を引き起こしやすいことが統計学的

に知られている。これらの疾患が合併した場合の心血管疾患危険率は、疾患を持

たない場合の 30倍以上に達するともいわれている。このように内臓脂肪型の肥

満によって複数の疾患が個人に集積した状態は、メタボリックシンドロームと

呼ばれる(1)。 

近年、人間ドック全国集計成績では肝機能異常を有する成人が急増しており、

これには内臓脂肪型肥満者の増加が大きく関わっていると推測されている。肝

機能異常の中でも脂肪肝は代表的な症状であり、患者数は国民の約 3 割にも達

して年々増加している(2)。脂肪肝は中性脂肪が肝臓に過剰に蓄積した状態であ

り、放置すると肝炎から肝硬変に進展し、肝臓がんへと重篤な症状につながる。

さらに、糖尿病などの糖代謝異常も併発するため、早期の改善が求められる。現

在、脂肪肝や NASH (Non-alcoholic steatohepatitis)に対する治療法には食事療法や

運動療法に加えチアゾリジン誘導体やフィブレート系薬剤などの薬物療法が用

いられているが確立されていないのが現状である。よって、適切な予防・治療法

の確立のためにも、肝臓の脂質代謝機構の解明は重要な課題となっている。 

 

・小胞体ストレス 

 小胞体は全ての真核生物に存在する細胞小器官であり、脂質合成や分泌タン

パク質などの正常なフォールディングに重要な役割を担っている。分泌タンパ

ク質や膜タンパク質の高次構造の形成や糖鎖付加などが正常に起こらず、異常

な立体構造をしたタンパク質が蓄積することによって生じることを小胞体スト

レスと呼ぶ(3)。この現象は、過剰な飽和脂肪酸によっても引き起こされること

も知られている(4)。 

 小胞体ストレスが生じた細胞は小胞体ストレス応答(UPR : unfolded protein 

response)と呼ばれる応答経路により対処する(5)(図 A)。すなわち、①タンパク質

の翻訳抑制による小胞体内の負荷の軽減、②小胞体内の分子シャペロンタンパ

ク質やフォールディング酵素の発現誘導③異常タンパク質のユビキチン・プロ

テアソーム系による分解、除去(小胞体関連タンパク質分解機構[ER-associated 
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degradation ; ERAD])反応が起こり小胞体ストレスを軽減する。そして、これらの

応答でも異常が回復されない場合にはアポトーシスによる細胞死を誘導する。

この小胞体ストレス依存性のアポトーシスに関与する転写因子として

CHOP(C/EBP homologous protein)が明らかにされた(6)。CHOP は、C/EBP ファミ

リーのダイマー形成を抑制するドミナントネガティブ体として働くほか、CHOP

欠損マウスのMEF (mouse embryonic fibroblast)を用いた実験から、C/EBPをダイ

マーパートナーとして標的遺伝子のプロモーター領域に存在する CHOP 結合部

位に結合することでその転写活性を調節しアポトーシスを誘発することが知ら

れている(7,8)。 

 小胞体ストレス応答因子は、小胞体膜タンパク質 ATF6 (activating transcription 

factor 6)、 IRE1 (inositol-requiring enzyme 1)、 PERK (protein kinase RNA-like 

endoplasmic reticulum kinase)の 3つが知られている。これらのタンパク質はユビ

キタスに発現しており、小胞体ストレスが生じていない場合、シャペロンタンパ

ク質である BiP (immunoglobulin heavy chain-binding protein)と相互作用し、小胞体

膜で不活性化状態となっている(9)。 

 

ATF6 

<ATF6の活性化機構> 

ATF6 はシャペロンタンパク質である BiP や GRP94 (glucose-regulated protein 

94)遺伝子のプロモーター領域の 5上流配列の解析から同定された ERSE 配列

(ER stress response element ; 5-CCAATN9CCACG-3)に結合するタンパク質として

クローニングされた bZip(basic leucine zipper)型転写因子である(10)。ATF6 は

CREB (cAMP response element binding protein) / ATF ファミリーに属しホモダイマ

ー、XBP1 とのヘテロダイマー(11)もしくは転写因子 NF-Y(nuclear transcription 

factor Y)と複合体を形成することが報告されている(12,13)。BiP などのシャペロ

ンタンパク質以外にも、ERAD関連の遺伝子が ATF6の標的として報告されてい

る(14,15,16)。 

ATF6は通常 BiP と結合して小胞体膜上に局在している。しかし、小胞体スト

レスが生じると、BiP が小胞体の恒常性維持のためミスフォールディングタンパ

ク質に結合し、ATF6 は解離する(17)。解離した ATF6 は COPII (coatomer protein 

II) 小胞によってゴルジ体へ移行し(18)、セリンプロテアーゼである S1P (site-1 

protease) 、メタロプロテアーゼである S2P (site-2 protease) の 2つのプロテアー

ゼによる 2 段階のプロセシングを受ける(19)。その結果、N 末端の核内型 ATF6

が核に移行し、標的遺伝子のプロモーター上に存在する ERSEや UPRE(unfolded 

protein response element)に結合しシャペロンタンパク質やフォールディング酵素

の発現を誘導する(20)(図 B)。また、ATF6 は XBP1 の発現も誘導し、複合的に分
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子シャペロンなどの発現を誘導する(11)。 

ATF6には ATF6と ATF6のつのサブタイプが存在する(13)。ATF6はシャペ

ロンタンパク質などの遺伝子制御などを行い、小胞体ストレス応答で重要な役

割を担っている。一方、ATF6は ATF6と同様の機構で活性化する。しかし、

ATF6は ATF6の活性を抑制する報告(21)や ATF6、ATF6の単独欠損マウスは

正常に発生・成長するが、ATF6/のダブル欠損マウスでは胎生致死になること

から ATF6に対して相補的な機能があることが示唆されるなど(15)相反した結

果が出ており、統一した見解は得られていない。 

 

<ATF6の脂質代謝における機能> 

これまでに、ATF6 の脂質代謝での機能がいくつか報告されている。核内型

ATF6 はコレステロール代謝のマスターレギュレーターである転写因子 SREBP2 

(sterol regulatory element binding protein 2)の転写活性化能を阻害し脂質合成を抑

制すること(22)やマクロファージ細胞においては、酸化 LDL による ATF6 の活

性化が CHOP の発現亢進を促しアポトーシスを誘導する報告がある(23)。また、

ATF6と類似した機構で活性化する転写因子 CREBH (cyclic AMP response element 

binding protein 3-like 3)と相互作用し、炎症系遺伝子の転写活性化を亢進する報告

もなされている(24)。他のエネルギー代謝関連として、ATF6 が転写因子 CREB 

(cyclic AMP response element binding protein)のコアクチベーターである CRTC2 

(transducer of regulated CREB activity 2)との相互作用の阻害により CREBの DNA

結合能を阻害し糖新生関連の遺伝子発現を抑制する(25,26)。また、膵細胞にお

いて、ATF6が Cyp7a1 (cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1) の発現を

抑制する核内受容体 SHP(small heterodimer partner)の発現上昇を介してインスリ

ンの遺伝子発現を低下させる(27)。骨格筋においては核内型 ATF6 と転写因子

PGC-1 (PPAR coactivator-1)の相互作用が運動による小胞体ストレスを改善

する(28)。 

ATF6欠損マウスは、小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシン投与により

脂肪肝を呈する(15,16)。ATF6の欠損により小胞体ストレスが過剰に持続し、

C/EBPの発現が抑制されることが原因と考えられている(29)。また、他の報告で

は小胞体ストレスによる脂肪酸酸化関連遺伝子の発現低下、脂肪滴コートタン

パク質 ADRP (adipocyte differentiation-related protein)の発現亢進、apoBタンパク

質量の低下が原因であると示されている(30)。 

臨床レベルにおいても ATF6の一塩基多型(single nucleotide polyphism ; SNP)は

II型糖尿病患者(31)や高コレステロール血症の患者に多く見られる。SNP の 1つ

である M67V は ATF6 の転写活性化能が亢進し血中 LDL コレステロール及び

ApoB 分泌の増加が報告されている(32)。これらのことから、ATF6 と脂質代謝
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間のクロストークが考えられる。 

 

IRE1 

 IRE1は RNase活性を持つキナーゼであり、小胞体ストレスによって BiP から

解離すると、自己リン酸化し二量体を形成して活性化する。活性化した IRE1は

転写因子である XBP1 (X-box binding protein 1)の mRNAの特異的なスプライシン

グを引き起こす(33,34)。XBP1 は C 末端に転写活性化領域を持つ転写因子であ

る。通常状態では 26 bp のイントロンが存在するためフレームシフトが起こり、

不活性型のタンパク質を発現する。一方、小胞体ストレス下では IRE1によるス

プライシングによって転写活性化領域を持つタンパク質が産生され、標的遺伝

子であるBiPなどの発現を誘導する。IRE1はTRAF2 (tumor necrosis factor receptor-

associated factor 2)を介して炎症に関与する JNK (c-jun N-terminal kinase)を活性化

することも知られている(35)。 

 

PERK 

 PERK は小胞体膜リン酸化酵素であり、小胞体ストレスにより自己リン酸化し

二量体もしくは多量体を形成して活性化する。活性化した PERK は翻訳開始因

子の一つである eIF2 (eukaryotic initiation factor 2)をリン酸化し全般的な翻訳を

抑制し小胞体の負荷を軽減する(36)。一方、リン酸化された eIF2は転写因子

ATF4 (activating transcription factor 4)の翻訳を選択的に活性化し抗酸化に関与す

る酵素の発現や CHOP の発現を誘導する(37,38)。 

 

ATF4 

 ATF4 は ATF/CREB(activating transcription factor / cyclic AMP response element 

binding domain)ファミリーに属する塩基性ロイシンジッパー型転写因子である。

脂肪組織や肝臓など様々な組織で広く発現しており(39)、小胞体ストレス、オー

トファジー、アミノ酸代謝、糖代謝などにおいて重要な役割を担っている(40)。

ATF4は標的遺伝子のプロモーター領域に存在する cAMP-response element (CRE)

や Amino acid response element (AARE)に結合する(41)。ATF4 の活性は主に翻訳

開始因子 eIF2のリン酸化を介した翻訳促進による制御を受ける。eIF2はアミ

ノ酸枯渇では GCN2(General control non-depressible 2)、小胞体ストレスでは

PERK(PKR-like ER kinase)、ヘム欠乏や酸化ストレスでは HRI(Heme regulated 

eIF2a kinase)、そしてウイルス感染時などに増加する double strand RNA では

PKR(double-stranded RNA- activated protein kinase)の 4つのキナーゼにより活性化

される(42)(図 C)。ATF4 には複数の ORF が存在し通常時では翻訳が抑制されて

いるが eIF2の活性化により特異的に翻訳亢進する(42)。ATF4 の標的遺伝子と
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してはアポトーシス誘導因子である CHOP(43)、TRB3 (Tribbles-related protein 3) 

(44)や ATF3 (activating transcription factor 3) (45)、アスパラギン酸合成酵素である

ASNS (Asparagine synthetase) (46,47)などがあげられる。また ATF4 は糖・脂質代

謝と関連があることも報告されている。糖代謝においては ATF4の標的遺伝子で

ある Eif4ebp1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein) は糖尿病に

おける細胞の恒常性に寄与することが知られている(48)。脂質代謝においては

ATF4欠損マウスを用いた実験により脂肪分解や脂肪酸 β酸化関連遺伝子発現の

増加、高炭水化物食摂取による脂肪肝抑制が報告されている(49,50,51)。一方、

ATF4はリン酸化修飾を受けた後TrCP2 (F-box and WD repeat domain containing 

11)を介したユビキチン経路による分解制御も知られている(52)。 

 

 また、これら以外にも骨に高発現している OASIS (old astrocyte specifically 

induced substance)と呼ばれる転写因子が ATF6 と類似した機構で小胞体ストレス

により活性化し、小胞体ストレスを軽減させる機能を持つことが分かっている

(53)。さらに、この ATF6 や OASIS と構造が酷似しているタンパク質が他にも複

数存在することから、OASIS のように小胞体ストレスにより活性化する転写因

子の新たな機能解明が期待されている。 

 

・コレステロールの生合成 

コレステロール 

 コレステロールはリン脂質とともに細胞膜の主要構成成分であり、ビタミン

D、胆汁酸、ステロイドホルモンの前駆体としても重要である。体内のコレステ

ロールの多くが細胞膜に非エステル型として存在する。一方、副腎などのステロ

イドホルモン産生組織では脂肪酸を結合したエステル型がホルモン前駆体とし

て貯蔵されている。この他に、コレステロールはヘッジホッグと呼ばれる分泌タ

ンパク質の修飾分子であることが知られており、体形成に関与していることが

報告されている。 

 

SREBP 

<SREBP の機能> 

 コレステロールは水に不溶であり過剰なコレステロールは毒性を有するため、

細胞内のコレステロール量は厳密に調節されている。この調節に関与する重要

な転写因子として SREBP (sterol regulatory element binding protein)が知られている。

SREBP は LDLR (low density lipoprotein receptor)や HMG-CoA (3-hydroxy-3-

methylglutaryl coenzyme A) synthase 遺伝子のプロモーターに存在する SRE 配列
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(sterol regulatory element ; 5-TCACNCCAC-3)に結合するタンパク質で bHLH-ZiP 

(basic helix-loop-helix leucine zipper)型の転写因子である(54,55)。SREBP にはそれ

ぞれ異なる遺伝子から合成される SREBP-1 と SREBP-2が存在する(56,57)。さら

に、SREBP-1には選択的スプライシングにより合成される SREBP-1aと SREBP-

1cのアイソフォームが存在する。SREBP-1cは脂質代謝が活発な肝臓や白色脂肪

組織で発現が高く、SREBP-1a、SREBP-2は全身に発現している(56,57,58)。SREBP-

1c は主に FASN (fatty acid synthase)や SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1)、ACC1 

(acetyl-CoA carboxylase 1)など脂肪酸合成に関わる遺伝子群(59)、SREBP-2は SQS 

(squalene synthase)や HMG-CoA reductase、HMG-CoA synthase、LDLR などのコレ

ステロール代謝に関わる遺伝子群(60)、SREBP-1a は両群の発現制御に関与する

(61)。 

 

<SREBP の活性化機構> 

 SREBP は 2 回膜貫通型タンパク質で、小胞体膜タンパク質として合成される

(62)。細胞内にコレステロールが十分量存在するときはコレステロールセンサー

である SCAP(SREBP cleavage-activating protein)、SREBP の活性を負に制御する

Insig (insulin-induced gene)と複合体を形成し小胞体膜上にとどまっている。一方、

細胞内のコレステロール濃度が低下すると SCAP の構造変化が生じ、Insig と解

離して COPII 被膜小胞によりゴルジ体へと輸送される。ゴルジ体へ輸送された

SREBP は S1P、S2P による二段階の切断を受け、膜結合領域を失った N 末端側

約 500 アミノ酸残基が切り出され、核内へ移行する(プロセシング)(図 B)。核内

型 SREBPはホモダイマーを形成して SRE配列あるいは E-box配列(5-CANNTG-

3)に結合する転写因子として機能する(63,64)。 

 

コレステロール生合成酵素 

 コレステロールは、全ての細胞においてアセチル CoA を原料に約 30 段階の

酵素反応を介して合成される。細胞内でのコレステロール合成経路の概略を図

Dに示す。アセチル CoAから HMG-CoAまでの合成は細胞質で行われ、その後

小胞体膜に局在する HMG-CoA reductase によりメバロン酸が合成される。ラノ

ステロール以降の合成は全て小胞体膜上で行われていると考えられている。コ

レステロール合成経路の中で HMG-CoA reductase は律速酵素であり、この阻害

剤であるプラバスタチン等のスタチン系薬剤は高コレステロール血症の治療薬

として世界中で多用されている。この他に HMG-CoA synthase阻害剤や Squalene 

synthase阻害剤などが発見され臨床への応用が期待されている。また、コレステ

ロール合成酵素である NSDHL (NAD(P)H steroid dehydrogenase-like)遺伝子を欠損

した患者では CHILD 症候群という皮膚疾患が見られる報告もある。 
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・小胞体ストレスと脂質代謝 

 小胞体ストレスとメタボリックシンドロームや脂質代謝とのクロストークに

関する論文がいくつか報告されている。PERK 欠損マウスは膵細胞が恒常的な

小胞体ストレスによりアポトーシスを起こし I型糖尿病の症状を呈する(65)。ま

た、常染色体劣性遺伝の疾患で糖尿病、尿崩症などの代謝異常が見られる

Wolfram Syndrome の原因遺伝子である WFS1 (Wolfram Syndrome 1)の SNP が II

型糖尿病の危険因子であることが知られている。WFS1 は小胞体膜に局在し、膵

細胞を用いた実験により小胞体ストレスを負に制御する(66,67)。また、マウス

やヒトにおいて肥満により肝臓や脂肪組織に小胞体ストレスが生じることが報

告されている(68,69,70,71)。高脂肪食負荷やレプチン欠損マウスなどの研究から、

肥満状態では肝臓や脂肪組織での BiP の発現や eIF2のリン酸化が亢進し、慢性

的に小胞体ストレスが誘導され、インスリン抵抗性を惹起する(68)。肥満による

小胞体ストレスはインスリンのみではなく、視床下部においてレプチン抵抗性

を惹起するという報告もある(72,73)。小胞体ストレスは、ケミカルシャペロンで

ある PBA (4-phenyl butyric acid)や TUDCA (taurine-conjugated ursodeoxycholic acid)

の投与により軽減することが知られており、この薬剤の投与により、肥満状態に

おけるインスリン感受性が改善する報告(74,75)がある。そのため、小胞体ストレ

スと生活習慣病との強い関連が示唆されている。 

 肥満によって小胞体ストレスが誘導される原因として過栄養状態によるタン

パク質合成の亢進、肥満によって増加したトリグリセリドや遊離脂肪酸、及び肥

満により発生した酸化ストレスや炎症性サイトカインなどが複合的に働いてい

ると考えられている(76,77,78,79)。さらに、肥満時の肝臓の小胞体膜ではリン脂

質の質が変化するためにカルシウムイオンの輸送が阻害され、小胞体ストレス

が生じること(80)、及び肥満によるオートファジーの減少が肥満に伴う小胞体ス

トレスの原因であることが報告されている(81)。 

 コレステロール量の低下で活性化される SREBPは小胞体ストレスによっても

プロセシングが亢進する(82)。このプロセシング亢進の原因は小胞体ストレスに

よるタンパク質の合成が抑制された結果、SREBP のプロセシングに対して抑制

的に働く Insig や BiP のタンパク質量が減少(83,84)及び caspase-3 であると考え

られている(85)。この小胞体ストレスによる SREBP の活性化は腎近位尿細管細

胞における脂質代謝を阻害しアポトーシスを誘発すること(86)、脂質合成を促進

するが、BiP の過剰発現により SREBP 標的遺伝子の発現が低下し、肥満マウス

の肝臓の脂質蓄積を抑制することが示されている(84,87)。 

 その他に、小胞体ストレス応答因子と脂質代謝の関与として、<1>肝臓特異的
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XBP1 欠損マウスの肝臓における新規脂質合成が低下(88)、<2>CHOP 欠損によ

り細胞でのアポトーシス低下を介した I型糖尿病の軽減(89)、<3>酸化ストレス

や過酸化脂質の低減による細胞の機能亢進(90)、<4>CHOP 欠損マウスの肝臓に

おける PPARなどの脂質代謝関連遺伝子発現の抑制不全(91)、<5>IRE1-XBP1 経

路が脂肪細胞分化に必須である(92)などの報告がなされており、小胞体ストレス

の脂質代謝における重要性が考えられる。 

 

FGF21 

<FGF21 の発現制御> 

 FGF(Fibroblast Growth Factor)は繊維芽細胞の増殖因子として精製・同定された

(93)。FGFファミリーは 22種類存在し、FGF15/19、FGF21、FGF23 が FGF19サ

ブファミリーに属する。FGF15 はヒト FGF19 のげっ歯類のオルソログである

(93)。FGF21 は肝臓や脂肪組織、膵臓、骨格筋などで発現している(94)。FGF21

と FGF19のシグナル伝達には-klotho が必須であり FGF受容体と複合体形成す

ることでシグナルが伝達される(95)。FGF受容体には様々なアイソフォームが存

在し、白色脂肪組織では FGFR1c、肝臓では FGFR4 の発現が高い(96)。脂肪組織

で FGF21 は FGFR1c を介して脂質分解を亢進する(97)。肝臓において FGF21 は

絶食時活性化される脂肪酸受容体 PPAR (peroxisome proliferator-activated 

receptor ) により誘導される(98)(図 E)。また絶食や小胞体ストレスで活性化す

る転写因子 CREBH やグルコース応答性転写因子 ChREBP (carbohydrate-

responsive element-binding protein) も FGF21 の発現を制御することが知られてい

る(99,100,101)。 

 

<FGF21 の機能> 

 組み換えタンパク質を用いた研究から FGF21 は食事性肥満モデルマウスにお

ける体重増加の抑制や耐糖能改善、脂質合成関連遺伝子の発現低下(102,103,104)、

ヒトやサルでは抗糖尿病効果が報告されている(105,106)。FGF21 トランスジェ

ニックマウスでは STAT5 (Signal Transducer and Activator of Transcription 5)のリン

酸化抑制による成長抑制(107)、寿命延長効果(108)、肝臓での CPT1(carnitine 

palmitoyltransferase 1)、HMGCS2 (HMG-CoA synthase 2) の発現亢進を介したケ

トン体合成亢進(98)が見られ、一方、FGF21 ノックダウンにより高脂肪低炭水化

物食による肝臓トリグリセリドの蓄積が亢進する報告がある(109)。FGF21 欠損

マウスでは白色脂肪組織での脂質分解が低下し肥満を呈する(110)。また FGF21

は PGC1の発現亢進を介して G6Pase (glucose 6-phosphatase) や PEPCK 

(phosphoenolpyruvate carboxykinase) の遺伝子発現を亢進し糖代謝を制御する

(111)。脂肪組織では FGF21 の発現は PPARにより亢進し、逆に FGF21 は PPAR
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の SUMO 化抑制を介して PPARを活性化する(112)。さらに、FGF21 は GLUT1 

(glucose transporter 1) やアディポネクチンの発現亢進に寄与し(103,113)、脂肪組

織で発現した FGF21 も脂質代謝・糖代謝改善効果を有する。以上のことより、

FGF21 が糖代謝、脂質代謝の重要な制御因子であると考えられ生活習慣病の創

薬標的として期待されている。 

 

・本研究の目的 

 これまでに、肥満や糖尿病が小胞体ストレスを引き起こすこと、小胞体ストレ

スがインスリン抵抗性などを惹起する要因の一つであること、FGF21 が肥満や

糖尿病に有用な因子であることが報告されている。 

 小胞体ストレス応答因子 ATF6 はコレステロール代謝のマスターレギュレー

ターである SREBP2 と活性化機構が類似している。また、ATF6欠損マウスは小

胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンにより脂肪肝を呈する(15,16)。さらに、

ATF6 は SREBP2 と相互作用すること(22)や、ATF6 の SNP の 1 つである M67V

は、転写活性化能が増強し、血中 LDL コレステロール及び ApoB 分泌を増加す

る(32)など ATF6と脂質代謝との関連性が示唆される。 

 さらに、我々は、FGF21 と同じサブファミリーに属する FGF19 の発現が小胞

体ストレスにより亢進することを報告している(115)。このことより、FGF21 と

小胞体ストレスの関係性が考えられ、小胞体ストレスと脂質代謝との新たなク

ロストークが推察される。 

そこで、本研究では、ATF6の脂質代謝制御への関与や FGF21 の小胞体スト

レスへの関与を詳細に調べ、小胞体ストレス応答因子の生理的な機能探索を目

的とし、培養細胞及びマウス個体レベルでの実験系により制御機構及び生理的

意義の検討を行った。 



<核>

PERK
IRE1

<小胞体>

<ゴルジ体>

選択的な
翻訳亢進

翻訳
抑制

スプライシング

シャペロンタンパク質
小胞体合成遺伝子
ERAD関連遺伝子

抗酸化応答遺伝子
アミノ酸合成遺伝子
シャペロンタンパク質

小胞体ストレス応答

図A 小胞体ストレス応答の概略図
小胞体ストレスにより、ATF6、IRE1、PERKの3つの因子が活性化される。通常、BiPと相
互作用することで小胞体膜に局在し不活性化状態となっている。ATF6は活性化するとBiP

やXBP1、異常タンパク質を細胞質にて分解する小胞体関連タンパク質分解(ERAD)関連遺
伝子の発現を亢進する。IRE1活性化はXBP1スプライシング(XBP1s)を引き起こし、下流遺
伝子の発現を調節する。PERKはeIF2aをリン酸化することで全般的な翻訳を抑制する。リ
ン酸化されたeIF2aはATF4の翻訳を亢進し、様々な遺伝子の発現を誘導する。

シャペロンタンパク質
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図B ATF6及びSREBPのプロセシング機構
小胞体ストレスを感知すると、小胞体膜上のATF6はゴルジ体に移行し、2つのプロテアーゼ(S1P、

S2P)により転写活性化領域を含む部分が切断され、核内へ移行する。一方、SREBPは細胞内のコレ
ステロール量の低下によってInsigと解離しゴルジ体へ移行し2つのプロテアーゼ(S1P、 S2P)により膜
結合領域を失ったN末端側(bHLH; basic helix-loop-helix leucine zipper)約500アミノ酸残基が切り出
され、核内へと移行する。このように、ATF6とSREBPプロセシングの機構は類似している。

ATF6経路(小胞体ストレス時)

SREBPプロセシング
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小胞体ストレス酸化ストレス

標的遺伝子
(CHOP, ASNS, ATF3 など)

アミノ酸枯渇

ATF4

GCN2 PERK PKRHRI

ウイルス感染(ds RNA)

eIF2a p

図C ATF4活性化の概略図
ATF4は塩基性ロイシンジッパー型転写因子である。様々な組織で広く発現しており、小胞
体ストレスやアミノ酸代謝などにおいて重要な役割を担っている。ATF4はアミノ酸枯渇、小
胞体ストレス、酸化ストレスそしてウイルス感染時などにeIF2aによる翻訳亢進を介して活性
化される(42)。

eIF2a

翻訳亢進
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図D コレステロール合成経路の遺伝子概略図
アセチルCoAを原料に約30段階の酵素反応を介してコレステロールを合成する(114)。
HMG-CoA reductaseはコレステロール合成経路の律速酵素である。
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脂肪組織

血中に分泌

全身のインスリン
感受性の改善

絶食

FGF21

FGFR1c

b-Klotho

脂質分解の亢進

図E FGF21発現の概略図
FGF21は内分泌性線維芽細胞増殖因子である。肝臓では絶食時などにより核内受容体
であるPPARaを介して発現亢進し血中へと分泌される(98)。分泌されたFGF21はFGF受容
体及びb-Klothoとの複合体形成によりシグナルが伝達される。脂肪組織では脂質分解の亢
進、肝臓ではケトン体合成の亢進、また全身のインスリン感受性の改善への効果が知られ
ている。組織によりFGF受容体のアイソフォームの発現分布が異なる。

肝臓

PPARaPPARa

脂肪酸

FGF21

PPARa

活性化
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第一章 

 

第一節 

 

ATF6による脂質合成調節機能の検証 

 

 

 

緒言 

 

小胞体ストレスはミスフォールディングタンパク質が小胞体内に蓄積するこ

とによって生じる。また、小胞体ストレスは肥満や糖尿病においても見られ小胞

体ストレスの軽減により肥満時のインスリン感受性が改善されることが報告さ

れている。 

ATF6は小胞体ストレスによって活性化する膜貫通型転写因子である。ATF6

はコレステロール代謝のマスターレギュレーターである SREBP2 の活性を阻害

し脂質合成を抑制する。また、II 型糖尿病患者や高コレステロール血症患者にお

ける ATF6の SNP (M67V)は転写活性化能の亢進、血中 LDL コレステロール及

び ApoB 分泌の増加が報告され、ATF6によるコレステロール代謝が示唆されて

いる。これらの結果から、本節では ATF6が脂質代謝に与える影響について、

肝細胞を用いた培養細胞の系を用いて詳細な解析を行った。 
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実験方法 

 

・大腸菌の形質転換(トランスフォーメション) 

[形質転換用試薬] 

・TFB1 (pH 5.8) 

30 mM CH3COOK、100 mM RbCl2、10 mM CaCl2、50 mM MnCl2、15 % グリセロ

ール 

・TFB2 (pH 6.5) 

10 mM MOPS (3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid)、75 mM CaCl2、10 mM RbCl2 

 

[コンピテントセルの作成] 

コンピテントセルは大腸菌株である TG1 (Zymo Research)及び Stbl3(invitrogen)を

使用した。アデノウイルスベクターを増殖させる際には Stbl3 を、それ以外の場

合には TG1 を用いた。原液のコンピテントセル 10 L を 3 mL の LB 培地で

37 ℃、12 時間(TG1)~16 時間(Stbl3)振盪培養した(前培養液)。前培養液 1.5 mL を

250 mL の LB 培地で OD550 が 0.6 程度になるまで 37 ℃で数時間培養後、氷上

に 15 分程度放置して 4 ℃で遠心した。上清を除き菌体に培養液の 1/10 量の

TFB1 を加え丁寧に懸濁した。氷上に 5 分間放置した後、4 ℃で遠心した。上清

を除き、菌体に培養液の 1/25 量の TFB2 を加え丁寧に懸濁し、氷上に 15 分間放

置した。1.5 mL チューブに 110 µL ずつ分注し、液体窒素により急速冷凍した。 

 

[大腸菌培養培地] 

・LB 培地 

LB Broth (SIGMA)を 1 L あたり 20 g となるように溶解し、オートクレーブ滅菌

した。クリーンベンチ内で 50 mL チューブに小分けして 4 ℃で保存した。 

・アンピシリン 

アンピシリン (SIGMA)の粉末を滅菌水で 100 mg/mL となるように調製し、0.45 

µm フィルター(Advantec)で濾過滅菌した後、1.5 mL チューブに分注し、-20 ℃

で保存した。 

・カナマイシン 

カナマイシン (SIGMA)の粉末を滅菌水で 20 mg/mL となるように調製し、0.45 

µm フィルター(Advantec)で濾過滅菌した後、1.5 mL チューブに分注し、-20 ℃

で保存した。 

 

・アガロースゲル電気泳動 
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1 × TAE(40 mM Tris-HCl (pH 7.5)、40 mM CH3COOH、1 mM EDTA(ethylene diamine 

tetraacetic acid))にアガロース S(Wako)を加えて電子レンジで沸騰させ、アガロー

スを溶かした。ある程度冷めたところで SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen)を

1/10000 量加え、セットしたゲル作製用のホルダーに注ぎ、コームを差して固め

た。1 × TAE を張った泳動槽にゲルを置き、DNA サンプルに 6 × loading dye を加

えてアプライした。マーカーは 1 kb DNA Ladder あるいは 100 bp DNA Ladder 

(New England Biolabs)を用いた。泳動槽は Mupid-2plus (Advance)を用い、100 V で

30 分間通電することで電気泳動した。泳動が終了したゲルを Safe Imager 

(Invitrogen)にかざし、バンドを検出した。 

 

・アガロースゲルからの DNA 断片回収 

[GENECLEAN III KIT (MP Biomedicals)を用いた回収法] 

目的の DNA 断片を含むアガロースゲルをメスで切り取り、1.5 mL チューブに移

して NaI 溶液をアガロースの 3 倍量加え、55 ℃でゲルを溶解した。EZ-

GLASSMILK を 10 µL 加えて室温で 5 分静置した後、遠心して上清を除いた。沈

殿を洗浄バッファー(New WASH 1.4 mL、エタノール 28 mL、滅菌水 31 mL)を

500 µL 加え 11000 rpm で 30 秒遠心し、上清を除いた。この洗浄操作は 2 回繰り

返した。十分に風乾した後、沈殿に滅菌水を加え、5 分間静置した。15000 rpm

で 2 分間遠心した後、上清を回収し、DNA 溶液とした。 

 

・制限酵素処理 

制限酵素は TaKaRa、TOYOBO、New England Biolabs より購入した。添付された

適正なバッファーを用い、37 ℃で一晩反応を行った。 

 

・ライゲーション 

vector : insert DNA = 1 : 3~1 : 10 のモル比となるように調製した DNA 溶液に

ligation High (TOYOBO)を等量加え、16 ℃で 2～3 時間反応を行った。 

 

[形質転換] 

DNA 溶液をコンピテントセル 50 µL に加え、氷上で 30 分間放置した。42 ℃で

45 秒間ヒートショックを与えた後、氷上で 3 分間以上放置した。LB 培地 150 µL

を加え 37 ℃で 1 時間培養した後、ガスバーナーの近くでコーンラージ棒を用

い、アンピシリンプレートに播いた。 

 

・プラスミドミニプレップ(粗精製) 

[プラスミド DNA 調製用試薬] 
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・Solution I  (4 ℃保存) 

10 mM EDTA (pH 8.0)、25 mM Tris-HCl (pH 8.0)、50 mM glucose 

・Solution II (常温保存) 

1 % SDS (sodium dodecyl sulfate)、0.2 M NaOH 

・Solution III (4 ℃保存) 

3 M KOAc/Acetate 

・TE (pH 8.0) 

10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM EDTA (pH 8.0) 

・RNaseA 

SIGMA から購入した。10 mg/mL となるように超純水を加えて溶かし、-20 ℃で

保存した。 

 

コロニーを 2 mL の 100 µg/mL アンピシリンまたは 20 µg/mL カナマイシンを含

む LB 培地で 37 ℃、6 時間振盪培養し、13000 rpm、4 ℃で 1 分間遠心した。回

収した菌体に Solution I 溶液を 100 µL 加え十分に懸濁した。Solution II 溶液を

200 µL 加え 10 回転倒混和し、Solution III を 150 µL 加え懸濁した。13000 rpm、

4 ℃で 3 分間遠心後上清を回収した。100 %エタノール 1mL 加え混合後、13000 

rpm、4 ℃で 3 分間遠心後上清を除き、500 µL の 70 %エタノールを加え混合後

13000 rpm、4 ℃で 1 分間遠心した。十分に風乾した後、沈殿を TE 溶液 50 µL に

溶解した。得られたプラスミド DNA 溶液に 10 µg/mL の RNaseA を加え 37 ℃で

30 分間処理した後、5 µL を制限酵素処理しアガロースゲル電気泳動を行うこと

でインサートの確認をした。 

 

・プラスミドラージプレップ(細胞内遺伝子導入用) 

Plasmid Midi Kit (QIAGEN)を用いて行った。以下に方法を示す。 

コロニーを 100 mL の 100 µg/mL アンピシリンまたは 20 µg/mL カナマイシンを

含む LB 培地で 37 ℃、12 時間(TG1)~16 時間(Stbl3)振盪培養した。6000 rpm、

4 ℃で 5 分間遠心して菌体を回収し、Buffer P1(+100µg/mL RNaseA)を 4 mL 加え

十分に懸濁した。Buffer P2 を 4 mL 加え 4~6 回転倒混合した後、3 分間室温でイ

ンキュベートした。冷却した Buffer P3 を 4 mL 加え 4~6 回激しく転倒混合し、

15 分間氷上でインキュベートした。11000 rpm、4 ℃、30 分間遠心後濾紙を用い

て上清を濾過した。得られた上清はBuffer QBTを 4 mL加え平衡化したQIAGEN-

tip 100 に添加し自然落下により樹脂に浸透させた。Buffer QC を 10 mL 加えて

QIAGEN-tip を洗浄し(2 回)、Buffer QF を 5 mL 加え溶出した。溶出した DNA 液

に 3.5 mL のイソプロピルアルコールを加え混合後、11000 rpm、4 ℃で 30 分間

遠心した。上清を除き、70 %エタノール溶液 2 mL を加え、10000 rpm、4 ℃で
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10 分間遠心した。上清 1 mL 捨て、残りの上清を DNA 沈殿とともに 1.5 mL チ

ューブに移し、15000 rpm、4 ℃で 10 分間遠心した。上清を除去し、DNA 沈殿

を風乾させた後、滅菌水に溶解した。 

 

プラスミド 

 [pCMV-EGFP-ATF6] 

[pGL3-BiP-luc] 

  京都大学大学院理学研究科の森和俊教授からご供与いただいた。 

 

  [pGL3-LDLR-luc] 

  [pGL3-SQS-luc] 

  [pGL3-HMGCoA Syn-luc] 

 [pGL3-HMGCoA Red-luc] 

  以前、当研究室で作製されたものを用いた。 

 

 [pCMV-3×FLAG-7.1] 

  SIGMA から購入した 

 

  [pENTR-1A] 

  [pAd-CMV-V5-DEST] 

  [pAd-CMV-V5-GW/lacZ] 

  invitrogen から購入した 

 

  [pCMV-3×FLAG-ATF6] 

  京都大学大学院理学研究科の森和俊教授からご供与いただいた pCMV-EGFP-

ATF6を鋳型として 5末端に BglII、3末端に XbaI の制限酵素サイトを付加した

プライマーを用いて PCR 反応により増幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気

泳動により精製し、BglII/XbaI 処理後、pCMV-3xFLAG7.1 の BglII/XbaI サイトに

挿入した。 

 

  [pCMV-3×FLAG-ATF6(N)WT] 

  上記で作製した pCMV-3×FLAG-ATF6を鋳型として、ATF6中の 1-373 のア

ミノ酸部位をコードする領域を増幅し、pCMV-3×FLAG-ATF6と同様の方法で

作製した。 

 

  [pAd-CMV-3×FLAG-ATF6(N)WT] 
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  pCMV-3×FLAG-ATF6(N)WT を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に NotI

の制限酵素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応により 3×FLAG-

ATF6N)WT を増幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により精製し、

BglII/NotI 処理後、pENTR-1A の BglII/NotI サイトに挿入した。このベクターと

pAd-CMV-V5-DEST を Gateway LR Clonase (Invitrogen)反応により組み換えるこ

とで、目的のアデノウイルスベクターを得た。 

 

・細胞培養 

細胞培養試薬 

 ダルベッコ変法イーグル培地(Dulbecco’s modified eagle’s medium ; DMEM)は

WAKOから購入した。Penicillin-Streptomycin溶液(P/St)は(株)明治から購入した。

ウシ胎児血清(fetal bovine serum ; FBS)は Benchmark から購入した。トリプシン粉

末は Difco から購入した。コラーゲンコートディッシュは BD から購入した。25-

Hydroxy Cholesterol (25HC)は SIGMA から購入した。 

 その他、特に指定のない実験試薬類は、Wako、ナカライテスク、SIGMA の特

級、生化学実験用のものを用いた。 

HuH7 細胞 

HuH7 細胞は DMEM(High Glucose)、10 % FBS、P/St を用い、37 ℃、5 % CO2イ

ンキュベーター内で培養し、2 × 106 cells / dish の割合で継代を行った。 

HEK293A 細胞 

アデノウイルス作製に用いたHEK293A細胞はDMEM(High Glucose)、10 % FBS、

P/St を用い、37 ℃、5 % CO2インキュベーター内で培養し、1 × 106 cells / dish の

割合で継代を行った。 

HEK293 細胞 

HEK293 細胞は DMEM(High Glucose)、10 % FBS、P/St を用い、37 ℃、5 % CO2

インキュベーター内で培養し、1 × 106 cells / dish の割合で継代を行った。 

 

・細胞培養試薬の調製 

PBS(-)溶液 

137 mM NaCl、2.7 mM KCl、10 mM Na2HPO4、1.76 mM KH2PO4を超純水で溶解

し、オートクレーブした。 

ウシ胎児血清(FBS) 

-20 ℃で凍結した血清の入った容器を 37 ℃の温浴中で溶解した後、56 ℃で 30

分間インキュベートし、補体成分の非働化を行った。50 mL チューブに分注し、

-20 ℃で保存した。 

トリプシン溶液 
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トリプシン粉末を 0.5 %(w/v)になるように 0.02 % EDTAを含む PBS(-)に溶解し、

0.02 µm フィルター(Millipore)で濾過滅菌したものを分注して-20℃で保存した。

使用時に PBS(-)で 10 倍希釈して使用した。 

ペニシリン-ストレプトマイシン溶液(P/St) 

500 µL ずつ分注し、-20 ℃で保存した。使用時に培地 1/1000 量(終濃度 100 units 

/ mL ペニシリン、100 µg / mL ストレプトマイシン)加えた。 

25HC 

エタノールで 1 mg / mL に調整し、-20 ℃で保存した。 

 

・細胞の継代 

100 mm dish で培養した細胞を PBS(-)で洗浄した後、トリプシン溶液を 1 mL 加

え、37 ℃、5 % CO2インキュベーター内で 5 分間インキュベートした。顕微鏡

観察により細胞がはがれたのを確認した後、通常培養時に用いる培地 1 mL を加

えてトリプシンを失活させ、15 mL チューブに回収した。800 rpm で 3 分間遠心

後上清を除去し、培地を適当量加え、ピペッティングにより懸濁した。ヘモサイ

トメーターを用いて細胞を計数し、必要な細胞数を含む一部の懸濁液を新たな

ディッシュに播いた。 

 

・リン酸カルシウム法を用いた遺伝子導入 

2.5 mM CaCl2 

 超純水で 2.5 M に調製し、オートクレーブ滅菌して-20 ℃で保存した。 

2 × HBSS (pH 7.05) 

 0.28 M NaCl、10 mM KCl、1.38 mM NaH2PO4、11.1 mM グルコース、42 mM 

HEPES 

 1 N NaOH で pH を 7.05 に合わせ、0.22 µm フィルター(Millipore)を用いて濾過

滅菌した後、クリーンベンチ内で 1.5 mL チューブに小分けして、-20 ℃で保存

した。 

 

リン酸カルシウム法による遺伝子導入は HEK293 細胞の場合に用いた。以下に

100 mm dish を用いた場合の遺伝子導入法を示す。 

 

遺伝子導入を行う前日、遺伝子導入時に 60-70 % confluent の状態となるように

細胞をセットアップした。プラスミド DNA : 10 µg、2.5 mM CaCl2 : 30µL を含む

溶液に滅菌水を加えて合計 300 µL とした。この溶液に 2 × HBSS (pH 7.05) : 300 

µL を一滴ずつ加え、20 回 bubbling を行い、室温で 20 分間インキュベートした。

細胞にまんべんなく一滴ずつ添加し、37 ℃、5 % CO2のインキュベーター内で

SREBP2 target 
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培養し、5 時間後に培地交換を行った。 

 

・ルシフェラーゼアッセイ 

HEK293 細胞を 12 well plate に 1 × 105 cells / well となるように播種し、DMEM 

(High Glucose)、10 % FBS、P/St で培養した。翌日、リン酸カルシウム法を用い

たトランスフェクションを行った。 

遺伝子導入から 36 時間後に細胞を回収し、500 µL の PBS(-)で洗浄した。1 × 

Luciferase Lysis Buffer (25 mM Tris-phosphate (pH 7.8)、2 mM DTT、2 mM CDCA 

(trans-1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N,N-tetraacetic acid)、10 % glycerol、1 % Triton 

x 100)を 100 µL 加え、20 分間氷上で揺らしながらインキュベートした。 

 

[ホタルルシフェラーゼアッセイ] 

・Luciferase Substrate Reagent 

 20 mM Tricine、1.07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2・5H2O、2.67 mM MgSO4、0.1 mM 

EDTA、0.53 mM ATP(adenosine triphosphate)、33.3 mM DTT、0.27 mM coenzyme 

A、0.47 mM luciferin (Promega)を混合し、1 mL ずつ分注して、-20 ℃で遮光保存

した。 

 

 アシストチューブ(SARSTEDT)中で Luciferase Substrate Reagent : 50 µL に cell 

lysate : 5 µL 加え、ホタルルシフェラーゼ活性を mini Lumat LB9506 (Berthold)に

より 1 秒間測定した。 

 

[-galactosidase (-gal)アッセイ] 

・0.1 M リン酸ナトリウムバッファー (pH 7.5) 

 0.2 M Na2HPO4 : 0.2 M NaH2PO4 = 41 : 9 で混合し(混合するだけで pH 7.5 にな

る)、室温で保存した。 

・100×Mg Solution 

 1 M MgCl2 : 20 µL、2-メルカプトエタノール(2-ME) : 63 µL、滅菌水 : 117 µL を

混合した。4 ℃保存。 

・ONPG(o-nitrophenyl--D-galactopyranoside) 

 0.1 M リン酸ナトリウムバッファーで 4 mg / mL に調製し、-20 ℃で遮光保存し

た。 

  

氷冷した 96 well plate 上で-gal Substrate Reagent : 90 µL(100×Mg Solution : 1 µL、

ONPG : 22 µL、0.1 M リン酸ナトリウムバッファー : 67 µL)に cell lysate を 10 µL

混合し、37 ℃でインキュベートした。発色が肉眼により確認されたところで、
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405 nm (reference : 655 nm)の吸光度を測定した。 

ホタルルシフェラーゼ活性の値を-galactosidase 活性の値で除することでルシフ

ェラーゼ活性の値とした。1 回の試行につき 3 連で行い、平均値と標準偏差を算

出した。有意差検定にはスチューデントの t 検定を用いた。 

 

・リポフェクタミン法を用いた遺伝子導入 

リポフェクタミン法による遺伝子導入は HEK293A 細胞を用いた場合に行った。

以下に 6 well plate を用いた場合の遺伝子導入法を示す。 

 

プラスミド DNA : 1.5 µg、PLUSTM Reagents(invitrogen) : 5 µL を含む溶液に Opti-

MEM(GIBCO)を加えて合計 250 µL の DNA Mix を調製し、室温で 5 分間静置し

た。一方で 3 µL の LipofectamineTM LTX(invitrogen)を 247 µL の Opti-MEM に加

えて優しく混和し LipofectamineTM LTX Mix を調製した。DNA Mix と

LipofectamineTM LTX Mix を混和し、室温で 20 分間インキュベートした。得られ

た DNA complex の溶液 500 µL を P/St を除いた培地 1.5 mL で培養している細胞

にまんべんなく行き渡るように加えた。37 ℃、5 % CO2インキュベーターで培

養し、6 時間後に基本培地に培地交換した。 

 

・アデノウイルスベクターによる遺伝子導入 

[粗精製アデノウイルスの作製] 

HEK293A 細胞を 6 well plate に 5 × 105 cells / well となるように播種し、翌日リポ

フェクタミン法により遺伝子導入した。目的の遺伝子を発現するアデノウイル

スベクターは PacI で digestion させ、カラム精製したプラスミドを用いた。以下、

遺伝子導入後から目的細胞へのインフェクションまでの操作は P2レベルで行っ

た。 

遺伝子導入から 6 時間後に DMEM 培地(10 % FBS、P/St)で培地交換を行い、さ

らに 48 時間後に HEK293A 細胞を 100 mm dish へとトリプシンを用いて継代を

行った。2~3 日ごとに培地交換を行い、HEK293A 細胞群内に十分にプラークが

形成されたら(約 8~10 日)、細胞と培地を回収し、-80 ℃で 30 分間静置後、すぐ

に 37 ℃の湯浴内に移し 15 分間加温する作業を 2 回繰り返したあと、室温で

3000 rpm、15 分間遠心し、上清を回収することで粗精製アデノウイルスを得た(-

80 ℃保存) 

[アデノウイルスの精製] 

HEK293A 細胞を 100 mm dish に 3 × 106 cells / dish となるように播種し、翌日こ

れまでに作製した粗精製アデノウイルスをインフェクションした。CO2インキュ

ベーター内で 2~3 日間培養し、大部分の細胞が丸みを帯びる、あるいは浮かび
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あがっていることを確認できたら細胞と培地を回収し、-80 ℃で 30 分間静置後、

すぐに 37 ℃の湯浴内に移し 15 分間加温する作業を 2 回繰り返したあと、室温

で 3000 rpm、15 分間遠心し、上清を回収することで精製アデノウイルスを得た

(-80 ℃保存)。 

[アデノウイルスのタイターの検討] 

HEK293A 細胞を 6 well plate に 1 × 105 cells / well となるように播種し、翌日目的

の遺伝子を発現する精製アデノウイルス溶液を 10-3~10-8 の濃度で希釈し、それ

ぞれを各 well にアプライし、一晩培養した。翌日、培地を除き、agarose overlay 

solution (2 mL DMEM (2 % FBS、P/St)、0.2 mL 4 % agarose)を加え、agarose が固

まったら CO2インキュベーターに戻した。2 日後、さらに 1 mL の agarose overlay 

solution を重層し、さらに培養を続けた。およそ 10 日後、それぞれの well で形

成されたプラークの数を計数することで各アデノウイルスのタイターを決定し

た。 

 

・RNA 抽出 

6 well plate で培養した細胞の培地を除き、ISOGEN(ニッポンジーン)を 500 µL / 

well ずつ加え、室温で 5~10 分間振盪したのち 1.5 mL チューブに移した。100 µL

のクロロホルムを加え、15 秒間ボルテックスした後、15000 rpm、4 ℃で 15 分

間遠心した。上層を新しい 1.5 mL チューブに移し 250µL のイソプロパノールを

加えボルテックスした後、15000 rpm、4 ℃で 20 分間遠心した。上清を除去し、

1 mL の 70%エタノールを加え転倒混和後、15000 rpm、4 ℃で 10 分間遠心した。

上清を除き、沈殿を風乾後 30 µL の DPEC 処理水に溶解し RNA 溶液を得た。得

られた RNA 溶液は分光光度計(NANO DROP1000)を用いて濃度測定後、DNase

処理を行い逆転写反応に供した。なお、RNA 溶液は-80 ℃で保存した。 

 

・DNase 処理 

RNA サンプル 2 µg、1/30 DNase I 溶液 4 µL を含む溶液に DPEC 処理水を加えて

合計 20 µL の溶液を作製し 37 ℃で 30 分間、75 ℃で 10 分間反応を行った。 

 

・逆転写反応(Reverse Transcription ; RT) 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems)を用いて RT を

行った。以下にその方法を示す。 

10 × RT Buffer : 4 µL 

25 × dNTP Mix (100 mM) : 1.6 µL 

10 × RT Random Primers : 4 µL 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase(200 U / µL) : 1 µL 
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DPEC 処理水 : 9.4 µL 

上記の試薬を混合し、master mix を調製した。PCR チューブに 20 µL の DNase 処

理したサンプル(2 µg)と 20 µL の master mix をピペッティングにより混合し、ス

ピンダウンを行った。25 ℃で 10 分間、37 ℃で 120 分間逆転写反応を行った後、

85℃で 5 分間処理して逆転写反応を不活化した。 

 

・Real-time PCR 

モニタリング試薬として Taq®Man probe (Applied Biosystems)と SYBR Green 

(Roche)を用いて各遺伝子の発現量を定量した。基本的な反応液の組成を以下に

示す 

Taq®Man probe 

 Taq®Man Universal PCR Master Mix, NO Amp Erase UNG (2X)2 : 5 µL 

 20 × Assay on DemandTM Gene Expression Assay Mix : 0.5 µL 

 滅菌水: 2.5 µL 

 Template cDNA : 2 µL 

 

SYBR Green 

 Power SYBR Green PCR Master Mix : 5µL 

 10 µM forward primer : 0.2 µL 

 10 µM reverse primer : 0.2 µL 

 滅菌水 : 2.6 µL 

 Template cDNA : 2 µL 

 

MicroAmpTM Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems)中で上記の反応液

を混合し、スピンダウンを行った後、ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems)を用

いて反応及び定量を行った。それぞれの遺伝子発現は 36B4 の発現量で除するこ

とで補正した。また、1 回の試行につき 3 連のサンプルを用い、平均値と標準偏

差を算出した。有意差検定にはスチューデントの t 検定を用いた。 

 

SYBR Green で用いた各 primer を以下に示す。以下に記載していない遺伝子は全

て Taq®Man probe で測定した。 

h36B4 (116) sense 5-TGCATCAGTACCCCATTCTATCA-3 

 antisense 5-AAGGTGTAATCCGTCTCCACAGA-3 

hAACS sense 5-GCCCACGCCCAATGTG-3 

 antisense 5-CCAGGACAGTGATGCCTATCC-3 

hACAT2 sense 5-GAGACTTACCCTAGGACGCCC-3 
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 antisense 5-AGTTCTTGGCCACATAATTCCAC-3 

hACC sense 5-TGGGCCTCAAGAGGATTTGT-3 

 antisense 5-TCCACTGTTGGCTGATACATAGATG-3 

hBiP(115) sense 5-GACCTGGGGACCACCTACTC-3 

 antisense 5-TTCAGGAGTGAAGGCGACAT-3 

hCHKA sense 5-GGTTCTGGAGAGCGTTATGTTTG-3 

 antisense 5-CCATAGAGTTTTGGCCCAAGTG-3 

hCHKB sense 5-AGCAGTTGCATTTTATTCGTCATTA-3 

 antisense 5-TTGGGAGAGGGTCTCACCTTT-3 

hCYP51A1 sense 5-TGCAGCCTGGCTCTTACCA-3 

 antisense 5-AGCTCTGTCCCTGCGTCTGA-3 

hDHCR24 sense 5-GCTGGACTCTCCCCGTGTT-3 

 antisense 5-TGATCAAGCCCCCCACTGT-3 

hDHCR7 sense 5-GCAACCCAACATTCCCAAAG-3 

 antisense 5-TGAGATGCGGTTCTGTCATTG-3 

hEBP sense 5-GGGTCTTAGTCGTGACCACATG-3 

 antisense 5-CGCCAAGTCCCCAATGG-3 

hFASN (*) sense 5-GCAAATTCGACCTTTCTCCAGAA-3 

 antisense 5-GTAGGACCCCGTGGAATGTC-3 

hFPPS (*) sense 5-GCCCCCAGCCGTCTTT-3 

 antisense 5-CCTTGCAATCTCTAGGTCACTTTCT-3 

hHMGCR sense 5-TACCATGTCAGGGGTACGTC-3 

 antisense 5-CAAGCCTAGAGACATAATCATC-3 

hHMGCS (*) sense 5-GACTTGTGCATTCAAACATAGCAA-3 

 antisense 5-GCTGTAGCAGGGAGTCTTGGTACT-3  

hHSD17B7 sense 5-TGGCCATTTTATCCTGATTCG-3 

 antisense 5-GCTGAGATGGATTGTCACTGTGA-3 

hIDI1 sense 5-TTTCCAGGTTGTTTTACGAATACG-3 

 antisense 5-TCCTCAAGCTCGGCTGGAT-3 

hLDLR (*) sense 5-CAGAGGCAGAGCCTGAGTCA-3 

 antisense 5-CGGGTGTCTCAGGCACTTAA-3 

hLSS sense 5-TGAGGATAAGTCCACCGTGTTTG-3 

 antisense 5-GGCCCAACACCCAGAATTCT-3 

hMVD sense 5-GGGCAAGCGCGATGAA-3 

 antisense 5-GACGCTCAGGGAGGAGTTGA-3 

hMVK sense 5-TGGACCTCAGCTTACCCAACA-3 
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 antisense 5-GACTGAAGCCTGGCCACATC-3 

hNSDHL sense 5-AGAATCAGGCCAAGAGATGCA-3 

 antisense 5-TGTGCTGCCCCAGGAATC-3 

hPMVK sense 5-AAATCCGGGAAGGACTTCGT-3 

 antisense 5-GCACAGACATCAGCTCCAAGTCT-3 

hSC4MOL sense 5-GAAAAGCCGGCACCAAGA-3 

 antisense 5-TCAAAGAGAGAATCAGCTCAAACTG-3 

hSC5DL sense 5-TTCACTTTGTGGGATAGGATTGG-3 

 antisense 5-CCCTTCCCCTCAAAGGATGA-3 

hSQLE sense 5-AGAAAGGTGACAGTCATTGAGAGAGA-3 

 antisense 5-CCCGGCTGCAGGAATTC-3 

hSQS (*) sense 5-ATGACCATCAGTGTGGAAAAGAAG-3 

 antisense 5-CCGCCAGTCTGGTTGGTAA-3 

hTM7SF2 sense 5-GCCACCCTCACCGCTTT-3 

 antisense 5-GCTACCTGCGCCTTCATGTAG-3 

 

* : David Mangelsdorf 教授、Steven Kliewer 教授(テキサス大学サウスウエスタン

メディカルセンター 米国)よりプライマー配列情報をいただいた 

 

・ウエスタンブロッティング 

RIPA buffer 

 50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1 % NP-40、0.25 % 

deoxycholate 

 4 ℃で保存し、使用時に protease inhibitor cocktail (PIC) (SIGMA)を全体の 1/100

量、25 mM カルパイン阻害剤(N-acetyl-Leu-Leu-Norleu-al ; ALLN) (Nacalai Tesque)

を 1/500 量、100 mM PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride)(SIGMA)を 1/100 量とな

るように加えた。 

6 × Laemmli Sanple Buffer 

 1 M Tris-HCl (pH 6.8) : 2.8 mL、glycerol : 3 mL、SDS(Sodium dodecyl sulfate) : 1 

g、DTT : 0.93 g、BPB (bromo phenol blue) : a few (色がつく程度) / 10 mL 

 -20 ℃で保存し、使用時に 95 ℃で 5 分間の処理をした。 

 

 6 well plate で培養した細胞を回収し、PBS(-)で洗浄した後、RIPA buffer を 200 

µL / well 加えた。スクレイパーで掻きとって 1.5 mL チューブに回収し、氷上で

30 分間静置した。3000 rpm、4 ℃で 5 分間遠心し、適量の上清を 1.5 mL チュー

ブに移し、1/5 量の 6 × Laemmli Sample buffer を加え、37 ℃で 30 分間処理した。
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これをタンパク質サンプルとしてポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-

PAGE)に供した。 

[SDS-PAGE] 

・30 % (w/v) Acrylamide bis (29 : 1) 

 アクリルアミド(モノマー)と N, N-メチレンビスアクリルアミドを 29 : 1 (w/w)

の割合で、合わせて 30 % (w/v)となるように超純水に溶解し、4 ℃で保存した。 

・分離ゲル(10 %ミニゲル 1枚) 

 1 M Tris-HCl (pH 8.8) : 2.25 mL、30 % Acrylamide-bis (29:1) : 2 mL、超純水 : 2.19 

mL を混合した後、10 % (w/v)過硫酸アンモニウム(Ammonium persulfate ; APS) : 

60 µL、TEMED(N,N,N,N-tetramethyl-ethylenediamine) : 3 µL を加えた。ボルテッ

クスで激しく撹拌し、5 mL をセットしたゲル板に流し込んだ。1 mL の超純水を

すばやく重層し、1 時間室温で放置した。なお、濃度の異なるゲルの作成時は

Acrylamide-bis (29 : 1)と超純水の比を変えて調節した。 

・濃縮ゲル(3 %) 

 1 M Tris-HCl (pH 6.8) : 0.7 mL、30 % Acrylamide-bis (29:1) : 0.6 mL、超純水 : 3.3 

mL を混合した後、10 % APS : 40 µL、TEMED : 2.5 µL を加えた。ボルテックス

で激しく撹拌し、重層した超純水を除いた分離ゲルの上に流し込んだ。コームを

すばやく挿し、30 分間室温で放置した。 

 

 ゲルボックスに泳動バッファー(25 mM Tris、192 mM Glycine、0.1 % (w/v) SDS)

を入れ、ゲル板の下部に泡が入らないように注意しながらゲル板をセットした。

さらにゲル板の内側にも泳動バッファーをウェルよりも高い位置まで満たした。

コームをゆっくりと抜き、サンプルを 5~25 µL(15 µg)アプライして、100 V 定電

圧で電気泳動を行った。なおマーカーには All Blue Precision marker (BioLabs)を

用いた。 

 

[ブロッティング] 

セミドライ式ブロッティング装置(Bio craft)を用いてブロッティングを行った。

PVDF(polyvinyliden difluoride)メンブレン(Immobilon ; Millipore)を 5.5 cm × 9 cm 

の大きさに切り、メタノールに 1 分間浸したあと、ブロッティングバッファー

(100 mM Tris、192 mM Glycine、5 % メタノール)に 10 分間浸した。濾紙は 6 cm 

× 10 cm の大きさに切りブロッティングバッファーに浸した。 

泳動後のゲルをゲル板から外し、ブロッティングバッファーに浸した後、下側か

ら濾紙 2 枚、ゲル、メンブレン、濾紙 2 枚の順にブロッティング装置にセットし

た。ブロッティングはメンブレン 1 枚につき 120 mA の定電流で 60分間行った。 
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[抗体反応] 

抗体 

 抗-actin 抗体(1:1000)は Chemicon から購入した。HRP(horse radish peroxidase)

標識抗 mouseIgG 抗体(1:2000)は JacksonImmunoResearch から購入した。抗 FLAG

抗体(M2)(1:5000)は SIGMA から購入した。ウエスタンブロッティングを行う際

に、抗体は 5 %スキムミルク/PBS-T(Phosphate-bufferd saline-Tween20)溶液で括弧

内の濃度に希釈して使用した。 

 

・PBS-T 

 ポリオキシエチレン(20)ソルビタンモノラウレート(Wako、ICI社商標Tween20

相当)を終濃度 0.1 % となるように PBS(-)に加え、混合した。 

・ブロッキング溶液 

 5 % (w/v)の濃度になるようにスキムミルク粉末(Wako)を PBS-T で溶解した。 

 

メンブレンをブロッキング溶液に浸し、室温で 1 時間もしくは 4 ℃で一晩ゆっ

くり振盪することでブロッキングした。適当な濃度に希釈した一次抗体溶液に

メンブレンを浸し、室温で 1 時間インキュベートした。十分量の PBS-T にメン

ブレンを浸し 10 分間激しく振盪することで 3 回洗浄した。HRP 標識二次抗体を

ブロッキング溶液で適当な濃度に希釈し、室温で 30 分間インキュベートした。

十分量の PBS-T にメンブレンを浸し 10 分間激しく振盪することで 3 回洗浄し

た。 

ECL もしくは Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)にメ

ンブレンを 1~2 分間浸し、検出試薬を除去した。シグナルはルミノイメージア

ナライザーLAS-1000 mini (FUJIFILM)で検出し、ImageGauge ソフトウエアで解

析を行った。 

 

・脂肪酸、コレステロールの新規合成量の定量 

6 well plate で培養した HuH7 細胞を DMEM(10 % FBS、P/St)、0.5 µCi [1-14C]-Acetic 

acid を含む培地で 6 時間培養し、PBS(-)で 2 回洗浄して、500 µL の PBS(-)で細

胞を回収した。5000 g で 5 分間遠心し上清を除き、100 µL の滅菌水で懸濁した。

懸濁液を、400 µL の 10 N KOH を入れたねじ口試験管に加えた後、等量(500 µL)

の 100 % エタノールを加え、100 ℃で 2 時間加熱し、鹸化を行った。試験管を

常温に戻し、等量の石油エーテルを加えて、10 秒間ボルテックス後スピンダウ

ンし、上清の有機層を回収した。この操作を再度行いコレステロール画分とした。

コレステロール画分回収後の水層に半量(0.5 mL)の 12 N HCl を加えボルテック

スし、弱酸遊離反応により脂肪酸の塩を遊離した。反応熱が十分に引いたら、等
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量(1.5 mL)の石油エーテルを加えて、10 秒間ボルテックス後スピンダウンし、上

清の有機層を回収した。この操作を再度行い脂肪酸画分とした。得られたコレス

テロール画分及び脂肪酸画分はドラフト内にて 80 ℃のヒートブロックを用い

乾固した。乾固したサンプルに CH3Cl : MeOH = 2 :1(v/v)を 120 µL 加え 5 秒間ボ

ルテックスし脂質成分を融解させ、パスツールピペットを用いて全量を TLC プ

レート(MERCK)にスポットし、移動相(ヘキサン：ジエチルエーテル：酢酸 = 70 : 

30 : 1)を用いて展開した。検出は FLA-5000 (FUJIFILM)を用いて行い、コレステ

ロール及び脂肪酸のバンドを定量した。 
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実験結果 

 

コレステロール合成関連遺伝子の発現は ATF6により亢進する 

 

小胞体ストレスにより ATF6の N 末端の 373 アミノ酸が切断され核内型とな

る(図 1-1)。まず、ヒト肝癌由来細胞である HuH7 細胞にアデノウイルスを用い

てN末端にFLAGタグを付加した核内型ATF6[3×FLAG-ATF6(N)] (以後ATF6

を過剰発現させ肝臓における ATF6によるコレステロール生合成関連遺伝子の

発現変動を検討した。ウイルス感染から 15 時間後に培地交換し、その後 48 時

間後に RNA を回収した。リアルタイム PCR による発現解析の結果、ATF6の

標的遺伝子である BiP とコレステロール合成関連遺伝子である HMG-CoA 

Synthase(HMGCS)、HMG-CoA Reductase(HMGCR)、Squalene Synthase(SQS)及び

LDLR の遺伝子発現を解析した。その結果、ATF6の過剰発現により既知の標的

遺伝子である BiP と同様に、HMGCS、HMGCR、SQS の発現が亢進し(図 1-1)、

LDLR の発現は減少していた(図 1-1)。他のコレステロール合成経路に関与する

酵素(21 種類)の遺伝子発現変動を調べたところ、NSDHL や HSD17B7 などの発

現亢進が見られた(表 1)。また、25-Hydroxycholesterol (25HC)を添加し、SREBP の

活性を抑制した場合も同様の結果が得られた(表 1)。 

 

ATF6はコレステロール合成関連遺伝子のプロモーターを活性化する 

 

次に ATF6による発現制御のメカニズム解明のため、ルシフェラーゼアッセ

イを用いて ATF6によるコレステロール合成関連遺伝子のプロモーター活性を

検討した。HEK293 細胞に HMGCS(117)、HMGCR、SQS(117)のヒトのプロモー

ター配列を組み込んだルシフェラーゼベクターと N 末端に FLAG タグを付加し

た核内型 ATF6[3×FLAG-ATF6(N)]をトランスフェクションしルシフェラーゼ

アッセイを行った。その結果、ATF6により既知の標的遺伝子である BiP のプ

ロモーター活性と同様に HMGCS、HMGCR、SQS のプロモーター活性の有意な

上昇が見られた(図 1-2)。一方、ATF6による LDLR プロモーターの活性上昇は

見られなかった(図 1-2)。これらの結果は遺伝子発現変動の結果(図 1-1)と一致し

ていた。 

 

ATF6は新規コレステロール合成を亢進する 

 

ATF6によるコレステロール合成を検討するためにラジオアイソトープを用
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いた新規コレステロール合成の定量実験を行った。この実験系では 25-

Hydroxycholesterol (25HC)を添加して行った。これは、コレステロール合成では

SREBP2 による制御が大きく、その効果を排除するために 25HC の添加により

SREBP2 のプロセシングを抑制した。HuH7 細胞にアデノウイルスを用いて核内

型 ATF6を過剰発現させ、ウイルス感染から 15 時間後に 1 µg / mL 25HC を添

加、その 48 時間後に 14C でラベルされた[1-14C]酢酸を 120 kBq / well となるよう

添加し、6 時間後に回収した後にコレステロール及び脂肪酸合成の定量を行った。

過剰発現により ATF6のタンパク質量の増加が確認できた(図 1-3A)。また、リ

アルタイム PCR による発現解析から ATF6により HMGCS などの遺伝子発現

亢進も確認された(図 1-3B)。新規脂質合成定量の結果、ATF6の過剰発現により

新規のコレステロール合成の亢進、新規脂肪酸合成の減少(図 1-3C)が見られた。

この現象は 25HC 非添加の時にも確認された(data not shown)。 
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考察 

 

本節では、小胞体ストレス応答因子 ATF6が肝細胞における脂質合成調節機

能について検討を行った。核内型 ATF6を用いた実験の結果、ATF6の過剰発

現によってコレステロール合成関連の遺伝子発現(図 1-1、表 1、図 1-3B)が亢進

しFASNなどの脂肪酸合成関連の遺伝子発現の変動は見られなかった(図1-3B)。

これは、Zeng らが報告していた核内型 ATF6による脂質合成抑制効果(22)と相

反する結果であった。Zeng らはヒト肝癌由来細胞である HepG2 細胞を用いてい

るが、本研究では HuH7 細胞を用いたため細胞種の違いによって生じた可能性

がある。このコレステロール合成機構の詳細を調べるためコレステロール合成

関連遺伝子である HMGCS、HMGCR、SQS の ATF6によるプロモーター領域を

解析した結果、ATF6によってこれらの遺伝子のプロモーター活性の上昇が見

られ(図 1-2)、またラジオアイソトープを用いた実験により ATF6の過剰発現に

よる新規コレステロールの合成亢進(図 1-3C)、新規脂肪酸合成は抑制すること

が示された(図 1-3C)。高脂肪食を与えた ATF6ノックアウトマウスの膵細胞

では脂質蓄積が亢進している報告(118)もあり、ATF6はコレステロールと脂肪

酸合成で異なる機能を有している可能性も考えられる。また、25HC を添加し

SREBPのプロセシングを抑制した条件下ではATF6によるコレステロール合成

が通常状態よりも顕著に見られた(data not shown)。原因として、SREBP2 による

コレステロール合成の制御がなくなったため、通常状態では SREBP2 の影響が

大きく ATF6によるコレステロール合成亢進は寄与率が低い可能性がある。本

節では、ATF6はコレステロール合成関連遺伝子の発現を亢進してコレステロ

ール合成を促すことが明らかとなった。 
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図1-1 核内型ATF6aによるコレステロール合成関連遺伝子の発現変動
HuH7細胞にアデノウイルスであるAd-LacZ及びAd-FLAG-ATF6a(N)をMOI=10で感染
させた。感染後15時間後に培地交換し、その48時間後にRNAを回収しリアルタイム
PCRを用いた発現解析を行った。それぞれの遺伝子の発現量は36B4の発現量で除す
ることで補正した。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意差
検定にはスチューデントのt検定を用いた。 *:p<0.05,**:p<0.01
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Gene

Vehicle 25HC

Fold 

change Pvalue

Fold 

change Pvalue

ACAT2 0.76 * 0.24 **

AACS 1.72 * 1.49 *

HMGCS 2.50 * 5.86 **

HMGCR 5.62 7.46 *

MVK 1.27 * 1.69 **

PMVK 1.26 * 0.73 *

MVD 2.38 ** 8.63 **

IDI1 2.54 * 4.69 **

FPPS 0.99 1.24 **

SQS 1.95 * 2.38 **

SQLE 1.55 * 2.18 **

LSS 1.37 0.99

CYP51A1 1.25 * 1.24

TM7SF2 1.31 1.69 *

SC4MOL 1.39 ** 4.59 **

NSDHL 3.35 * 9.55 **

HSD17B7 2.15 ** 6.84 **

EBP 1.18 0.59 **

SC5DL 1.34 * 1.62 *

DHCR7 1.41 1.66 **

DHCR24 0.97 0.63 **

LDLR 0.69 * 0.77 *

ABCA1 1.40 0.76 *

ABCG5 0.84 0.30 *

ABCG8 0.94 0.28 **

CHKA 1.38 * 1.50 **

CHKB 1.20 0.83 *

Acetyl-CoA

Mevalonate

Squalene

Lanosterol

Cholesterol

Cholesterol

efflux

Phospholipid

biosynthesis

表1 核内型ATF6aによるコレステロール合成関連遺伝子の発現変動
HuH7細胞にアデノウイルスをMOI=10で感染させた。感染後15時間後に1 µg / mL となる
よう25HCを添加した。添加48時間後にRNAを回収しリアルタイムPCRを用いた発現解析を
行った。それぞれの遺伝子の発現量は36B4の発現量で除することで補正した。1回の試行
につき3連で行い、平均値を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。
*:p<0.05,**:p<0.01
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図1-2 核内型ATF6aによりコレステロール合成関連遺伝子のプロモーター活性が上昇する
HEK293細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF6a(N)およびHMGCS,HMGCR,SQS,LDLR

のプロモーター領域を含むルシフェラーゼプラスミド、β-galactosidaseの発現プラスミドをトラ
ンスフェクションした。トランスフェクションから48時間後にルシフェラーゼアッセイに供し、ホタ
ルルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase活性の値で除することでルシフェラーゼ活性の
値とした。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意差検定にはス
チューデントのt検定を用いた。 *:p<0.05,**:p<0.01
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図1-3 核内型ATF6aによる新規脂肪酸及びコレステロール合成の定量
HuH7細胞にアデノウイルスをMOI=10で感染させた。感染後15時間後に1 µg / mL と
なるよう25HCを添加した。添加48時間後に14Cでラベルされた酢酸を添加し6時間後に
回収した。A:核内型ATF6aの発現をウエスタンブロットにて確認した。B:RNAを回収しリ
アルタイムPCRを用いた発現解析を行った。それぞれの遺伝子の発現量は36B4の発
現量で除することで補正した。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出し
た。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。**:p<0.01
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図1-3 核内型ATF6aによる新規脂肪酸及びコレステロール合成の定量
HuH7細胞にアデノウイルスをMOI=10で感染させた。感染後15時間後に1 µg / mL となるよう25HCを
添加した。添加48時間後に14Cでラベルされた酢酸を添加し6時間後に回収した。C:新規脂肪酸及びコレ
ステロールの定量(右図は定量化したグラフ)。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出し
た。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。**:p<0.01
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第一章 

 

第二節 

 

ATF6によるコレステロール合成の制御機構の

解析 

 

 

 

緒言 

 

 第一節において核内型 ATF6がコレステロール合成関連遺伝子の発現及びプ

ロモーター活性を制御し、コレステロール合成を亢進させることが示された。本

節では、ATF6によるコレステロール合成促進の作用機序について検討を行っ

た。 
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実験方法 

 

・大腸菌の形質転換(トランスフォーメション) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲル電気泳動 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲルからの DNA 断片回収 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・制限酵素処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ライゲーション 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドミニプレップ(粗精製) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドラージプレップ(細胞内遺伝子導入用) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

プラスミド 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 第一節に記載のないプラスミドは以下の通りである。 

 

  [pCMV-3×FLAG-ATF6(N)ZiP] 

  pCMV-3×FLAG-ATF6を鋳型として、ATF6中の 1-330 のアミノ酸部位をコー

ドする領域を増幅し、pCMV-3×FLAG-ATF6と同様の方法で作製した。 

 

  [pAd-CMV-3×FLAG-ATF6(N)ZiP] 

  pCMV-3×FLAG-ATF6(N)ZiP を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に NotI

の制限酵素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応により 3×FLAG-

ATF6(N)ZiP を増幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により精製し、
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BglII/NotI 処理後、pENTR-1A の BglII/NotI サイトに挿入した。このベクターと

pAd-CMV-V5-DEST を Gateway LR Clonase (Invitrogen)反応により組み換えるこ

とで、目的のアデノウイルスベクターを得た。 

 

 [pGL3-HMGCoA Syn CB1 del-luc] 

  [pGL3-HMGCoA Syn SRE1 del-luc] 

  [pCMV-3×FLAG-SREBP2(N)]  

  [pM-SREBP2 (N)] 

[pGL3-5×UAS-luc] 

  以前、当研究室で作製されたものを用いた。 

 

 [pGL3-HMGCoA Syn Sp1 del-luc] 

[pGL3-HMGCoA Syn CB2 del-luc] 

[pGL3-HMGCoA Syn CB3 del-luc] 

  pGL3-HMGCoA Syn-luc を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIII の

制限酵素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応によりそれぞれヒト

HMG CoA Syntase のプロモーター領域の-334 bp から-87 bp、-276 bp から-87 bp、

-162 bp から-87 bp の領域を増幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳動によ

り精製し、BglII/HindIII 処理後、pGL3 luciferase vector の BglII/HindIII サイトに挿

入し、目的のプラスミドを得た。 

 

・細胞培養試薬の調製 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・細胞培養 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・細胞の継代 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・リン酸カルシウム法を用いた遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ルシフェラーゼアッセイ 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 
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・リポフェクタミン法を用いた遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アデノウイルスベクターによる遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・RNA 抽出 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・DNase 処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・逆転写反応(Reverse Transcription ; RT) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・Real-time PCR 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ウエスタンブロッティング 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・脂肪酸、コレステロールの新規合成量の定量 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・クロマチン免疫沈降法 

 ChIP assay kit (Millipore)の方法に基づいて行った。具体的には、100 mm dish で

培養した HuH7 細胞に 37 %ホルムアルデヒドを 270 µL加えすぐに撹拌し、37 ℃

で 10 分間インキュベートし細胞を固定した。細胞を氷冷した PBS(-)で 2 回洗浄

後、スクレイパーで細胞をかきとり回収した。8000 rpm、4 ℃で 10 分間遠心後

上清を捨て、SDS Lysis buffer / PIC を 400 µL / dish 加え、沈殿を懸濁した。氷上

で 10 分間インキュベートしたのち DNA を 300-500 bp 程度になるよう超音波破

砕を行った。15000 rpm、4 ℃で 10 分間遠心後、上清 400 µL を ChIP-dilution buffer 

/ PIC 3.6 mL で希釈し、Protein G Agarose (upstate)を 60 µL 加え、4 ℃で 1 時間転

倒させながらインキュベートした。3000 rpm、4 ℃で 10 分間遠心し、上清に 5-

10 µg 抗体を加え 4 ℃で一晩転倒させながらインキュベートした。Protein G 

Agarose 30 µLを加え 4 ℃で 1時間転倒させながらインキュベートし、3000 rpm、



50 

 

4 ℃で 1 分間遠心し上清を除き、low salt buffer、high salt buffer、LiCl buffer、TE 

buffer (pH 8.0) (2 回)の順にビーズを洗浄し、上清を完全に除いた。elution buffer 

(1 % SDS、0.1 M NaHCO3、10 mM DTT) 200 µL を加え、ボルテックス後、室温

で 1 時間転倒させながらインキュベートし、14000 rpm、室温で 10 分間遠心後上

清を新しいチューブに移し、5 M NaCl を 5 µL 加え 65 ℃で一晩インキュベート

した。RNase 処理後、0.5 M EDTA 2 µL、1 M Tris-HCl (pH 6.5) 4 µL、10 mg / mL 

Proteinase K 0.26 µL を加え 45 ℃、1 時間湯浴したのち、2 回のフェノール/クロ

ロホルム抽出とエタノール沈殿を行い、DNA の精製を行った。プロモーター上

にリクルートされる可能性の配列を挟むプライマーを作製し、リアルタイム

PCR により DNA 上への結合を確認した。以下に実験で使用したプライマー配列

(SYBR Green)を示す。 

 

hBiP ERSE (119) sense 5-GTGAACGTTAGAAACGAATAGCAGCCA-3 

 antisense 5-GTCGACCTCACCGTCGCCTA-3 

hBiP upstream sense 5-ATGCTGGACTGATGCAAGCCAAAG-3 

 antisense 5-GAGCCTGTGACTCAGTACTCAAGA-3 

hHMGCR proximal sense 5-TTGTTAAGGCGACCGTTCGTGA-3 

 antisense 5-ACGAGCCTTCGACCAATAAGAGAG-3 

hHMGCR upstream sense 5-GCAATCTTTGGGTAGTTCACCCGT-3 

 antisense 5-GTGAAGTACACACTGTGGTTGGCA-3 

hHMGCS proximal sense 5-TCACGTCAGTCTCTCACACCACTT-3 

 antisense 5-CCAGTCCGGCTTCTACCAATCAAA-3 

hHMGCS upstream sense 5-ATTGCAAAGCCACAAGTGTCCTCC-3 

 antisense 5-GAAAGGCCACGTAATTGTCGGCAT-3 

hSQS proximal sense 5-TCTTTCTCGGCCTCCAATGAGCTT-3 

 antisense 5-AGGGCCGCTCACACTAGGAAGA-3 

hSQS upstream sense 5-TGGTGGAAATGTGAGAGAGGGCAA-3 

 antisense 5-TTGCTTTCTCTGGCCCTAGGACTT-3 
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実験結果 

 

ATF6は HMGCS のプロモーター活性を SREBP2 非依存的に調節する 

 

第一節において、ATF6は HMGCS のプロモーター活性を亢進することを示

した。HMGCS のプロモーター領域には、SREBP2 が結合する SRE 配列や、転写

因子 NF-Y が結合する CCAAT box (CB)などが存在している(117)(図 1-4)。しか

し、DNA 配列の解析から転写開始点から 500 bp 上流の領域には ATF6の結合

配列である ERSE 様の配列は存在しなかった。そこで、HMGCS のプロモーター

上の ATF6の応答領域の探索を行った。細胞に HMGCS プロモーター

の様々な欠失体と 3×FLAG-ATF6(N)、3×FLAG-SREBP2(N)をトランスフェクシ

ョンしルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、CB1 の欠失により ATF6

による HMGCS のプロモーター活性化が低下した(図 1-4)。一方、SREBP2 によ

る HMGCS のプロモーター活性は、CB1、SRE1 を欠失することで低下が見られ

た(図 1-4)。この結果から、HMGCS のプロモーター活性には ATF6は CB1、

SREBP2 は CB1、SRE1 が重要でありそれぞれの作用機序が異なることが示唆さ

れた。また、GAL4-UAS 系を用いて SREBP2 の転写活性化能に ATF6が影響を

与えるかを調べた結果、SREBP2 転写活性化に ATF6は影響を示さなかった(図

1-5)。さらに、25HC を添加し SREBP2 のプロセシングを抑制した状況下におい

ても ATF6による HMGCS プロモーター活性の上昇が示された(data not shown)。

したがって ATF6による HMGCS のプロモーター活性上昇は SREBP2 非依存的

であることが示唆された。 

 

ATF6による HMGCS のプロモーター活性制御には NF-Y の結合配列が重要で

ある 

 

ゲノム DNA の解析の結果、HMGCS のプロモーター配列には ERSE 様配列は

見られなかった。一方、CCAAT box に結合する NF-Y は ATF6 と相互作用する

ことが知られ、HMGCS プロモーター上には NF-Y が結合する配列(CB)が存在す

ることが報告されている(119)。そこで、これらの結合配列をそれぞれ欠失した

プロモーター配列を組み込んだプラスミドを作製し、HEK293 細胞を用いたレポ

ーターアッセイを行った。その結果、CB1、CB2 を欠失すると ATF6による活

性化が減少し、CB3 まで削ると完全に活性化が見られなくなった(図 1-6)。この

結果から、ATF6による HMGCS のプロモーター活性化には NF-Y 結合配列が

重要であることが示唆された。また ATF6のロイシンジッパー領域の欠失によ
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り ATF6による HMGCS のプロモーター活性の亢進が著しく低下した(data not 

shown)。SQS も同様に CB の欠失及び変異により核内型 ATF6によるプロモー

ター活性の低下が見られた(data not shown)。したがって、核内型 ATF6による

HMGCS、SQS のプロモーター活性の調節には NF-Y 結合配列(CB)が重要である

ことが示唆された。 

 

ATF6による新規コレステロール合成亢進にはロイシンジッパー領域が必要で

ある 

 

核内型 ATF6は 373 アミノ酸から構成されており、1-93 アミノ酸部位は転写

活性化領域(TAD)、331-373 アミノ酸部位はロイシンジッパー領域(ZiP)であるこ

とが知られている(図 1-7)。これらの領域がコレステロール合成に重要かを検討

す る た め 、 HuH7 細 胞 に ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い て 3×FLAG-

ATF6(N)[ATF6(N)WT]及びロイシンジッパー領域を欠失[ATF6(N)ΔZiP]し

た ATF6を過剰発現し、新規コレステロール合成の定量及び遺伝子発現の測定

を行った。その結果、各 ATF6変異体タンパク質量の増加が確認され(図 1-7A)、

ATF6のロイシンジッパー領域の欠失によりコレステロール合成関連遺伝子の

遺伝子発現亢進(図 1-7B)、新規コレステロール合成の亢進及び新規脂肪酸合成

の減少(図 1-7C)は見られなかった。また転写活性化領域の欠失によっても同様

の結果が得られた(data not shown)。したがって、ATF6による新規コレステロー

ル合成にはロイシンジッパー領域が必要であることが示唆された。 

 

ATF6はコレステロール合成関連遺伝子のプロモーター領域にリクルートされ

る 

 

ATF6のロイシンジッパー領域は新規コレステロール合成亢進に重要である

ことが示された。ATF6は NF-Y などとヘテロダイマーを形成する際にはロイシ

ンジッパーが必要である。そこで次に、ATF6が NF-Y 結合配列にリクルートさ

れているかを検討するため、クロマチン免疫沈降法を用いて検証した。アデノウ

イルスを用いて 3×FLAG-ATF6(N)及び 3×FLAG-ATF6(N)ΔZiP を過剰発現さ

せた HuH7 細胞をホルムアルデヒドにより固定、回収後超音波破砕による DNA

断片化を行った。非特異的な結合を防ぐため preclear を行った後、FLAG 抗体を

加え 4 ℃で一晩インキュベートし、免疫沈降を行った。溶出後、DNA を精製し

リアルタイム PCR によりプロモーター配列への結合を検証した。PCR 増幅部位

は BiP プロモーター領域の ERSE 配列、HMGCS、SQS、HMGCR プロモーター

領域の NF-Y 結合配列を含む領域(CB)及び ATF6が結合しないと推測されるプ
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ロモーター配列の上流-2kb 付近(distal)で行った。その結果、ATF6(N)WT は BiP

のプロモーター領域の ERSE 配列へのリクルートメントが確認された。一方、

HMGCS、SQS、HMGCR のプロモーター領域の NF-Y 結合部位にも同様に

ATF6(N)のリクルートメントが見られた(図 1-8)。一方、ロイシンジッパー領域

を欠失した ATF6ではいずれの遺伝子プロモーターへのリクルートメントは見

られなかった。以上より、ATF6は HMGCS、HMGCR、SQS のプロモーター領

域にリクルートされ、それにはロイシンジッパー領域が重要であることが示唆

された。 
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考察 

 

前節で ATF6によってコレステロール合成関連遺伝子である HMGCS、

HMGCR、SQS のプロモーター活性の上昇が見られ(図 1-2)、これらの遺伝子のプ

ロモーター領域には ATF6の結合配列である ERSE 配列(5-CCAATN9CCACG-

3)は存在しなかった。これらはコレステロール代謝のマスターレギュレーター

として知られる SREBP2 の標的遺伝子である。しかし、他の SREBP2 の標的遺

伝子である LDLR の ATF6による転写活性化は見られなかった(図 1-2)。ここ

で、HMGCS、HMGCR、SQS と LDLR の違いはプロモーター領域に転写因子で

ある NF-Y 結合配列の有無である。NF-Y は核内型 ATF6 のロイシンジッパード

メインを介してダイマーを形成することが報告されている(23)。このことから、

ATF6は NF-Y とのダイマー形成を介して HMGCS などのプロモーター領域に

作用していると考えられる。この結果をさらに検証する為には RNAi などを用

いて内因性の NF-Y をノックダウンし ATF6による HMGCS なとのプロモータ

ー活性化の検討が必要である。一方で、HMGCS プロモーターの SRE の欠失(図

1-4)や、SREBP2 のプロセシングを阻害した状態でも ATF6による HMGCS のプ

ロモーター活性化が見られた(data not shown)ことから、ATF6によるコレステロ

ール生合成遺伝子の発現亢進は SREBP2 非依存的であると考えられる。 

 最後に、ATF6がコレステロール合成関連遺伝子のプロモーター領域へのリ

クルートをクロマチン免疫沈降法で検討した。その結果、ATF6のプロモーター

上へのリクルートは確認されたが、ロイシンジッパー領域を欠損しているとリ

クルートされなかった(図 1-8)。また、ATF6のロイシンジッパー領域の欠失体を

用いた検討の結果、コレステロール合成関連遺伝子の遺伝子発現及び新規コレ

ステロール合成には ATF6のロイシンジッパー領域が重要であることが示され

た(図 1-7B、図 1-7C)。本実験で示した ATF6の標的プロモーター領域には NF-

Y 結合配列が含まれていることから、F-Y 結合配列を介した ATF6による発現

制御が示唆される。今後、この結果に関して、ゲルシフトアッセイ法を用いて

ATF6のプロモーター上への直接結合を検証する必要がある。 

 本節で、ATF6が NF-Y を介してコレステロール合成遺伝子の発現を亢進する

ことが示唆されたが、核内型 ATF6の過剰発現により発現増加が見られたコレ

ステロール合成関連遺伝子である NSDHL、HSD17B7 のプロモーター領域上に

も NF-Y 結合配列が存在したため、同様にリクルートメントを検討した。その結

果、両遺伝子のプロモーター領域においても核内型 ATF6の結合が見られた

(data not shown)。一方、脂肪酸合成遺伝子である FASN や ACC1 のプロモーター

領域にも NF-Y 結合配列は存在する。第一節において、核内型 ATF6の過剰発
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現による FASN や ACC1 など脂肪酸合成遺伝子の発現亢進及び新規脂肪酸合成

は見られなかった(図 1-2B、図 1-3B)。また、コレステロール合成関連遺伝子の 1

つである FPPS のプロモーター領域にも NF-Y 結合配列があるにもかかわらず、

核内型 ATF6の過剰発現による遺伝子発現亢進は見られなかった(表 1)。したが

って、今回示された結果は NF-Y 結合配列を持つ全ての遺伝子に共通しているわ

けではなく HMGCS などの遺伝子に選択的な作用と考えられる。 

さらに小胞体ストレス誘発剤であるサプシガルジンを HuH7 細胞に処理する

と HMGCS などのコレステロール合成関連遺伝子の発現が亢進したが、新規コ

レステロール合成亢進は見られなかった(data not shown)。また ATF6 を shRNA

によりノックダウンした状況下でも HMGCS などのコレステロール合成関連遺

伝子の発現低下は見られなかった(data not shown)。よって、本章で示されたコレ

ステロール合成亢進は核内型 ATF6の過剰発現条件下であり、生理的な ATF6

活性化条件下で見られるかはさらに解析を行う必要がある。 

 



図1-4 核内型ATF6aによるHMGCSプロモーター活性の上昇はSREBP2の機構と異なる
HEK293細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF6a(N)、FLAG-SREBP2(N)およびHMGCSのプロ
モーター領域のCB1、SRE1をそれぞれ欠失したプロモーター領域を含むルシフェラーゼプラスミド、
β-galactosidaseの発現プラスミドをトランスフェクションした。トランスフェクションから48時間後に
ルシフェラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase活性の値で除す
ることでルシフェラーゼ活性の値とした。CB : NF-Y結合領域、SRE : SREBP結合領域。 1回の試
行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析
(Bonferroni検定)を用いた。a-c:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図1-5 SREBP2の転写活性化に核内型ATF6aは影響を与えない
HEK293細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF6a(N)とSREBP2(N)とGal4DNA結合領域を組み
込んだpM-SREBP2ベクターおよびβ-galactosidaseの発現プラスミドをトランスフェクションした。ト
ランスフェクションから48時間後にルシフェラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値を
b-galactosidase活性の値で除することでルシフェラーゼ活性の値とした。1回の試行につき3連で
行い、平均値と標準偏差を算出した。
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図1-6 核内型ATF6aによるHMGCSプロモーター活性の上昇にはNF-Y結合配列が重要である
HEK293細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF6a(N)及びHMGCSのプロモーター領域に変異を
含む各ルシフェラーゼプラスミド、 β-galactosidaseの発現プラスミドをトランスフェクションした。ト
ランスフェクションから48時間後にルシフェラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値
をb-galactosidase活性の値で除することでルシフェラーゼ活性の値とした。CB : NF-Y結合領域、
SRE : SREBP結合領域。 1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意差
検定にはスチューデントのt検定を用いた。 **:p<0.01
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図1-7 変異型核内型ATF6aによる新規脂肪酸及びコレステロール合成の定量
HuH7細胞にアデノウイルスをMOI=10で感染させた。感染後15時間後に1 µg / mL となるよう
25HCを添加した。添加48時間後に14Cでラベルされた酢酸を添加し6時間後に回収した。A:核内
型及び変異型ATF6aの発現をウエスタンブロットにて確認した。B:RNAを回収しリアルタイム
PCRを用いた発現解析を行った。それぞれの遺伝子の発現量は36B4の発現量で除することで
補正した。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意差検定には一元配
置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図1-7 変異型核内型ATF6aによる新規脂肪酸及びコレステロール合成の定量
HuH7細胞にアデノウイルスベクターをMOI=10で感染させた。感染後15時間後に1 µg / mL と
なるよう25HCを添加した。添加48時間後に14Cでラベルされた酢酸を添加し6時間後に回収し
た。C:新規脂肪酸及びコレステロールの定量。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏
差を算出した。a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図1-8 核内型ATF6aはHMGCS、HMGCR、SQSのプロモーター領域にリクルートされる
HuH7細胞にアデノウイルスを用いて核内型ATF6aおよびDNA結合領域を欠損した核内型ATF6aを過
剰発現させ、クロマチン免疫沈降法によりHMGCS、HMGCR、SQSプロモーター領域へのリクルートメ
ントを検討した。リアルタイムPCRで増幅した各プロモーター領域はhBiP ERSE : -429 bp ~ -216 bp、
hBiP upstream : -2421 bp ~ -2246 bp、hHMGCS : -397 bp ~ -261 bp、hHMGCS upstream : -1197

bp ~ -1048 bp、hSQS : -320 bp ~ -227 bp、hSQS upstream : -1809 bp ~ -1661 bp、hHMGCR : -

236 bp ~ -129 bp、hHMGCR upstream : -1600 bp ~ -1486 bp(転写開始点を+1とする)。CB : NF-Y

結合領域。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。
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第二章 

 

第一節 

 

小胞体ストレスにおける FGF21 の発現機構 

解析 

 

 

 

緒言 

 

FGF21 は肝臓で高発現する内分泌性の線維芽細胞増殖因子である。FGF21 の

発現は絶食時に核内受容体 PPARによって制御される。また、FGF21 は糖代謝

やインスリン抵抗性を改善することから生活習慣病の創薬の標的として注目さ

れている。我々は、FGF21 と同じサブファミリーに属する FGF19 の発現が小胞

体ストレスによって亢進すること報告した(115)。これらの背景から、FGF21 と

小胞体ストレスの関係性について検討した。 
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実験方法 

 

・大腸菌の形質転換(トランスフォーメション) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲル電気泳動 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲルからの DNA 断片回収 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・制限酵素処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ライゲーション 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドミニプレップ(粗精製) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドラージプレップ(細胞内遺伝子導入用) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

プラスミド 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 第一節に記載のないプラスミドは以下の通りである。 

 

  [pCMV-3×flag-XBP1s] 

  以前、当研究室で作製されたものを用いた 

 

[pENTR4-HI] 

  [pAd-PL-DEST] 

  invitrogen から購入した 

 

[pAd-3×flag-LacZ] 
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米国テキサス大学サウスウエスタンメディカルセンターの David Mangelsdorf

教授、Steven Kliewer 教授からご供与いただいた 

 

  [pCMV-3×flag-ATF4] 

  Caco2 細胞由来の cDNA を鋳型として 5末端に EcoRI、3末端に BamHI の制限

酵素サイトを付加したプライマーを用いて PCR 反応により増幅した。PCR 産物

はアガロースゲル電気泳動により精製し、EcoRI / BamHI 処理後、pCMV-3×flag7.1

の EcoRI / BamHI サイトに挿入した。 

 

  [pAd-CMV-3×flag-ATF4] 

  pCMV-3×flag-ATF4 を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に NotI の制限酵

素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応により 3×flag-ATF4 を増幅

した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により精製し、BglII/NotI 処理後、

pENTR-1A の BglII/NotI サイトに挿入した。このベクターと pAd-CMV-V5-DEST

を Gateway LR Clonase (Invitrogen)反応により組み換えることで、目的のアデノウ

イルスベクターを得た。 

 

[pAd-shATF4] 

  標的配列の shRNA(5-GTACCTGAAAGATTTGATAGAAGAG-3を pENTR4-HI

の BglII/XbaI サイトに挿入した。このベクターと pAd-PL-DEST を Gateway LR 

Clonase (Invitrogen)反応により組み換えることで、目的のアデノウイルスベクタ

ーを得た。 

 

 [pGL3-FGF21 2kb-luc] 

  Human genomic DNA を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIII の制

限酵素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応によりプロモーター領

域の-1850 bp から+148 bp の領域を増幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳

動により精製し、BglII/HindIII 処理後、pGL3 luciferase vector の BglII/HindIII サイ

トに挿入し、目的のプラスミドを得た。 

 

[pGL3-FGF21 -920b-luc] 

 [pGL3-FGF21 -850b-luc] 

[pGL3-FGF21 -780b-luc] 

[pGL3-FGF21 AARE1 del-luc] 

  pGL3-FGF21 2kb-luc を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIII の制

限酵素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応によりそれぞれヒト
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FGF21 のプロモーター領域の-770 bp から+148 bp、-705 bp から+148 bp、-630 bp

から+148 bp、-560 bp から+148 bp の領域を増幅した。PCR 産物はアガロースゲ

ル電気泳動により精製し、BglII/HindIII 処理後、pGL3 luciferase vector の

BglII/HindIII サイトに挿入し、目的のプラスミドを得た。 

 

[pGL3-FGF21 AARE1 mut-luc] 

[pGL3-FGF21 AARE3 mut-luc] 

[pGL3-FGF21 -634b mut-luc] 

[pGL3-FGF21 -630b mut-luc] 

  pGL3-FGF21 2kb-luc を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIII の制

限酵素サイトを付加したプライマー及び変異を導入したプライマーを用いて、

PCR 反応により FGF21 のプロモーター配列に変異を含むオリゴヌクレオチド

(AARE1 mut:5-ATTGCATCA-3 → 5-AAGCGCAAC-3 、 AARE3 mut: 5-

TGGTGAAAG-3 → 5-GTTGCGCTG-3 、 -634b mut: 5-TGGTGAAAG-3 → 5-

TGGTCAAAG-3、-630b mut: 5-TGGTGAAAG-3→5-TGGTGAATG-3を作成し

た。そして PCR 産物をアガロースゲル電気泳動により精製したのち overlap 

extension PCR 法によりヒト FGF21 のプロモーター領域の-1850 bp から+148 bp

の領域に変異を含んだ DNA 断片を増幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳

動により精製し、BglII/HindIII 処理後、pGL3 luciferase vector の BglII/HindIII サイ

トに挿入し、目的のプラスミドを得た。 

 

[pGL3-FGF21 AARE1/3 mut-luc] 

  pGL3-FGF21 AARE1 mut-luc を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIII

の制限酵素サイトを付加したプライマー及び変異を導入したプライマーを用い

て、PCR 反応により目的の変異を含むオリゴヌクレオチド(5-TGGTGAAAG-3→

5-GTTGCGCTG-3を作成した。そして PCR 産物をアガロースゲル電気泳動に

より精製したのち overlap extension PCR 法によりヒト FGF21 のプロモーター領

域の-1850 bp から+148 bp の領域に変異を含んだ DNA 断片を増幅した。PCR 産

物はアガロースゲル電気泳動により精製し、BglII/HindIII 処理後、pGL3 luciferase 

vector の BglII/HindIII サイトに挿入し、目的のプラスミドを得た。 

 

・細胞培養試薬の調製 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

第一節に記載のない試薬は以下の通りである。 

サプシガルジン 

DMSO を用いて 500 M に調整し、-20 ℃で遮光保存した。 
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ツニカマイシン 

DMSO を用いて 5 mg / mL に調整し、-20 ℃で保存した。 

DTT 

DMSO を用いて 1 M に調整し、-20 ℃で保存した。 

 

・細胞培養 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

第一章に記載のないものは以下の通りである。 

マウス初代培養肝細胞 

オスの野生型(C57BL/6J)マウスから肝細胞をコラゲナーゼ灌流法により単離し

た。Percoll 密度勾配遠心により死細胞を除去し、生細胞のみを 35 mm コラーゲ

ンコートディッシュ (BIOCOAT) に 6 × 105 cells / well ずつ播いた。10 % FBS、

10 nM デキサメタゾン、2 mM L-グルタミン、100 units / mL ペニシリン、100 g 

/ mL ストレプトマイシンを含む Williams’ E Medium (SIGMA) で 5 時間培養した

のち、1 × PBS で洗浄し接着しなかった細胞を除き実験に使用した。 

 

・細胞の継代 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・リン酸カルシウム法を用いた遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

第一章に記載のないものは以下の通りである。 

 

リン酸カルシウム法による遺伝子導入は HuH7 細胞の場合に用いた。以下に 100 

mm dish を用いた場合の遺伝子導入法を示す。 

 

遺伝子導入を行う前日、遺伝子導入時に 60-70 % confluent の状態となるように

細胞をセットアップした。プラスミド DNA : 10 µg、2.5 mM CaCl2 : 50 µL を含む

溶液に滅菌水を加えて合計 500 µL とした。この溶液に 2 × HBSS (pH 7.05) : 500 

µL を一滴ずつ加え、20 回 bubbling を行い、室温で 20 分間インキュベートした。

細胞に一滴ずつ添加し、37 ℃、5 % CO2のインキュベーター内で培養し、5 時間

後に培地交換を行った。 

 

・ルシフェラーゼアッセイ 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

第一章に記載のないものは以下の通りである。 

SREBP2 target 
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HuH7 細胞を 12 well plate に 1.5 × 105 cells / well となるように播種し、DMEM 

(High Glucose)、10 % FBS、P/St で培養した。翌日、リン酸カルシウム法を用い

たトランスフェクションを行った。 

遺伝子導入から 36 時間後に細胞を回収し、500 µL の PBS(-)で洗浄した。

1xLuciferase Lysis Buffer (25 mM Tris-phosphate (pH 7.8)、2 mM DTT、2 mM CDCA 

(trans-1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N,N-tetraacetic acid)、10 % glycerol、1 % Triton 

X-100)を 100 µL 加え、20 分間氷上で揺らしながらインキュベートした。 

 

[ホタルルシフェラーゼアッセイ] 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

第一章に記載のないものは以下の通りである。 

 

 アシストチューブ(SARSTEDT)中で Luciferase Substrate Reagent : 50 µL に cell 

lysate : 5 µL 加え、ホタルルシフェラーゼ活性を mini Lumat LB9506 (Berthold)に

より 2 秒間測定した。 

 

[-galactosidase (-gal)アッセイ] 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・リポフェクタミン法を用いた遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アデノウイルスベクターによる遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・RNA 抽出 

細胞からの抽出は第一章第一節実験方法の項に準じた。 

肝臓組織からの抽出は以下に示す。 

数 mm 角の肝臓片に ISOGEN(ニッポンジーン)を 800 µL / sample ずつ加え、ポ

リトロンホモジナイザー(QIAGEN)を用いて破砕した。160 µL のクロロホルムを

加え、15 秒間ボルテックスした後、12000 rpm、4 ℃で 15 分間遠心した。上層

を新しい 1.5 mL チューブに移し 400 µL のイソプロパノールを加えボルテック

スした後、12000 rpm、4 ℃で 20 分間遠心した。上清を除去し、1 mL の 70%エ

タノールを加え転倒混和後、12000 rpm、4 ℃で 10 分間遠心した。上清を除き、

沈殿を風乾後 150 µL の DPEC 処理水に溶解し RNA 溶液を得た。得られた RNA

SREBP2 target 
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溶液は分光光度計(NANO DROP1000)を用いて濃度測定後、DNase 処理を行い逆

転写反応に供した。なお、RNA 溶液は-80 ℃で保存した。 

 

・DNase 処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・逆転写反応(Reverse Transcription ; RT) 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・Real-time PCR 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

それぞれの遺伝子発現は 36B4 の発現量で除することで補正した。また、1 回

の試行につき 3 連のサンプルを用い、平均値と標準偏差または標準誤差を算

出した。有意差検定にはスチューデントの t 検定または一元配置分散分析

(Bonferroni 検定)を用いた。 

 

SYBR Green で用いた各 primer を以下に示す。以下に記載していない遺伝子は全

て Taq®Man probe で測定した。 

hATF4(115) sense 5-GGGTTCTCCAGCGACAAGGCTAAG-3 

 antisense 5-AACAGGGCATCCAAGTCGAACTC-3 

hFGF21(98) sense 5-ACCAGAGCCCCGAAAGTCT-3 

 antisense 5-CTTGACTCCCAAGATTTGAATAACTC-3 

m36B4(115) sense 5-CTGATCATCCAGCAGGTGTT-3 

 antisense 5-CCAGGAAGGCCTTGACCTTT-3 

mBiP(115) sense 5-GAAAGGATGGTTAATGATGCTGAG-3 

 antisense 5-GTCTTCAATGTCCGCATCCTG-3 

mFGF21(98) sense 5-CCTCTAGGTTTCTTTGCCAACAG-3 

 antisense 5-AAGCTGCAGGCCTCAGGAT-3 

 

・動物実験 

[実験動物] 

 マウスは C57BL/6J マウス(日本クレア)を用いた。室温 23 ℃、12 時間毎の明

暗サイクルの照明下で飼育し固形飼料(ラボ MR ストック、日本農産工業株式会

社)及び水(オートクレーブした蒸留水)は自由摂取とした。全ての動物実験は東

京大学の動物実験倫理規定に基づいて行った。 
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[実験条件] 

 野生型マウス(11 週齢、メス)に 16 時間の絶食をかけたのち、小胞体ストレス

誘導剤であるツニカマイシンを 100 mg / mouse(ツニカマイシンは 150 mM スク

ロース溶液で希釈した)となるように経口投与し 6 時間後に解剖した。血液は 0.1 

M EDTA で処理したシリンジを使用し、下大静脈から採血した。その後 4 ℃、

5000 rpm、30 分間の遠心分離を行い血清を分離した。肝臓は採取後に PBS で洗

浄し、液体窒素を用いて直ちに凍結し、-80℃で保存した。 

 

・血中 FGF21 濃度測定 

 血清中 FGF21 濃度測定は Quantikine ELISA Mouse/Rat FGF-21 (R&D Systems)

を用いた。測定はプロトコールに従い行った。 
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実験結果 

 

FGF21 の発現は小胞体ストレスにより亢進する 

 

小胞体ストレスによる FGF21 の発現制御を検討するため、マウス初代培養肝

細胞に小胞体ストレス誘導剤であるサプシガルジンを処理し、6 時間後に RNA

を回収した。リアルタイム PCR による発現解析の結果、小胞体ストレスマーカ

ーである BiP と同様に FGF21 の発現の亢進が見られた(図 2-1A)。この発現亢進

は他の小胞体ストレス誘導剤(ツニカマイシンや DTT)処理やヒト肝細胞(HuH7

細胞)によっても確認された(図 2-1B、図 2-1C)。次に、個体レベルの検討として、

11 週齢のメスの野生型(C57BL/6J)マウスに小胞体ストレス誘導剤であるツニカ

マイシン(100 mg / mouse)を経口投与する実験を行った。培養細胞と同様、小胞

体ストレスによりBiPと同様に FGF21の発現も亢進していた(図 2-1D)。さらに、

ELISA 法を用いた解析から小胞体ストレスにより血中への FGF21 の分泌が亢進

していることが示された(図 2-1E)。以上の結果から、FGF21 の発現は FGF19 同

様に培養細胞及び個体レベルで小胞体ストレスにより亢進することが示された。 

 

小胞体ストレスによる FGF21 の発現亢進は ATF4 を介している 

 

我々は FGF19 の発現は ATF4 を介して小胞体ストレスにより制御されること

を報告している(115)。また、当研究室での ATF4 を介した大豆タンパク質によ

る FGF21 発現制御の知見(橋詰力博士 平成 24 年度博士論文)から、小胞体スト

レスによる FGF21 の発現も ATF4 により制御されると考えられた。ヒト肝癌由

来細胞である HuH7 細胞にアデノウイルスを用いて ATF4 を過剰発現させたの

ち RNA を回収しリアルタイム PCR により発現解析を行ったところ、FGF21 の

顕著な発現亢進が確認された(図 2-2A)。次に、shRNA を用いた ATF4 ノックダ

ウン実験を行った。ノックダウンにより ATF4 の発現低下が確認された。サプシ

ガルジン処理により ATF4 の発現亢進が見られたが、ATF4 のノックダウンによ

り FGF21 の遺伝子発現は通常状態及び小胞体ストレス時で低下していた(図 2-

2B)。したがって、FGF21 の発現は ATF4 により制御されることが示唆された。

次にヒト FGF21 のプロモーター領域の-1850 bp から+147 bp を含むレポーター

プラスミドを構築しルシフェラーゼアッセイを行った。FGF21 のプロモーター

活性は ATF4 のトランスフェクションにより上昇が認められた。一方、他の小胞

体ストレス応答因子(ATF6や XBP1)による FGF21 のプロモーター活性の変動

は見られなかった(図 2-3)。以上の結果より ATF4 は FGF21 の発現をプロモータ
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ー活性化を介して亢進していることが示唆された。 

 

FGF21 プロモーター領域における ATF4 応答配列の探索 

 

ATF4 応答配列の探索のため FGF21 のプロモーター領域の様々な欠失体を構

築しルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、-705 bp から-630 bp の欠失に

より ATF4 によるプロモーター活性化が低下し-560 bp まで欠失すると活性化は

ほぼ見られなくなった(図 2-4)。これまでの報告で FGF21 プロモーター領域内に

は 2 か所の ATF4 結合配列(AARE1; -618 bp から-610 bp、AARE2; -160 bp から-

152 bp)が存在することが報告されている(120,121,122,123,124)。したがって、こ

れらの結果から FGF21 プロモーター領域内には ATF4 の新たな制御領域が存在

することが示唆された。 

 

FGF21 プロモーターには 3 か所の AARE が存在する 

 

FGF21 のプロモーター配列を解析した結果、-637 bp から-629 bp の間に AARE

様配列(5-TGGTGAAAG-3, AARE3 と命名)が存在した(図 2-5A)。AARE3 配列に

変異を導入したレポータープラスミドを構築しルシフェラーゼアッセイを行っ

た。その結果、ATF4 によるプロモーター活性化は AARE1 変異と同様に AARE3

の変異により ATF4 によるプロモーター活性化が著しく低下した(図 2-5B)。さら

にサプシガルジン処理による内在性の ATF4 を活性化した場合でも同様の結果

が得られた(図 2-5C)。また AARE3 に 1 塩基変異を入れたレポータープラスミド

を構築し ATF4 の過剰発現及びサプシガルジン処理によるプロモーター活性を

ルシフェラーゼアッセイにて測定した結果、変異導入による活性化の低下が確

認された(図 2-5D、図 2-5E)。以上の結果から、AARE3 は ATF4 による FGF21 の

プロモーター活性化に重要な領域であることが示唆された。 
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考察 

 

本節では、FGF21 が FGF19 と同様に小胞体ストレスによる発現制御を検討し

た。実験の結果、培養肝細胞及びマウス肝臓の両者で FGF21 の発現が亢進した

(図 2-1)。また、FGF21 の発現が ATF4 によって制御され、FGF21 のプロモータ

ー領域に新たな ATF4 応答配列(AARE3)を同定した(図 2-5)。この結果より ATF4

は 3 つの応答配列を介して FGF21 の活性を強力に制御していることが考えられ

る。FGF21 は肥満や II 型糖尿病、そのほかの代謝異常の疾患への効果が期待さ

れている因子である(102,103,104)。ヒトやサルを用いた実験から FGF21 のエネ

ルギー代謝改善効果が報告されており(105,106)、FGF21 の活性化は代謝疾患の

治療に対する重要性が示唆される。さらに、ATF4 ノックダウン実験により

FGF21 の発現が顕著に低下したことから ATF4 が FGF21 主要な発現調節因子で

あると推測される。我々の結果では ATF4 のみ FGF21 のプロモーター活性上昇

が確認されたが他の論文では XBP1 による FGF21 の発現制御が報告されている

(125)。FGF21 プロモーターへの XBP1 結合の種間の違いや ATF4 のプロモータ

ー上への結合やコファクターのリクルートなどさらなる検討が必要である。 
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図2-1 FGF21の発現は小胞体ストレスにより亢進する
A,B:マウス初代培養肝細胞に小胞体ストレス誘導剤であるサプシガルジン(300 nM)(A,B)及びツニカマイシ
ン(5 mg / mL)、DTT(1 mM)(B)となるように処理した。6時間後にRNAを回収しリアルタイムPCRにより発現
解析を行った。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。C:HuH7細胞に小胞体ストレス
誘導剤であるサプシガルジンを250 nMとなるように処理し6時間後にRNAを回収しリアルタイムPCRにより
発現解析を行った。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。D,E:野生型マウスに小胞
体ストレス誘導剤であるツニカマイシン(100 mg / mouse)を経口投与し6時間後に肝臓及び血液を採取した。
肝臓はRNA抽出後リアルタイムPCRにより発現解析を行った。それぞれの遺伝子発現量は36B4の発現量
で除することで補正した。血液はELISA法にて血中FGF21分泌量を測定した。1回の試行につき3-5連で行
い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。**:p<0.01
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図2-2 FGF21はATF4による発現制御を受ける
A:HuH7細胞にアデノウイルスベクターであるAd-FLAG-LacZ及びAd-FLAG-ATF4をMOI=100で感染
させた。感染後15時間後に培地交換し、その48時間後にRNAを回収しリアルタイムPCRにより発現
解析を行った。B:HuH7細胞にアデノウイルスベクターであるAd-shLacZ及びAd-shATF4をMOI=100

で感染させた。感染後15時間後に培地交換し、その48時間後に小胞体ストレス誘導剤であるサプシ
ガルジンを250 nMとなるように処理した。処理から6時間後にRNAを回収リアルタイムPCRにより発
現解析を行った。それぞれの遺伝子発現量は36B4の発現量で除することで補正した。1回の試行に
つき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定または一元配
置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 **:p<0.01 a-c:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-3 ATF4はFGF21プロモーター活性を上昇させる
HuH7細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF4、FLAG-ATF6a(N)、FLAG-XBP1s及びFGF21

のレポータープラスミド、CMV-β-galベクターをトランスフェクションした。トランスフェクションから
48時間後にルシフェラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase

活性の値で除することでルシフェラーゼ活性の値とした。1回の試行につき3連で行い、平均値
と標準偏差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:

異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-4 ATF4はAARE1及びAARE2に加え新たな制御領域を介してFGF21プロモーター
活性を上昇させる
HuH7細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF4及びFGF21の各変異型レポータープラスミド、
CMV-β-galベクターをトランスフェクションした。トランスフェクションから48時間後にルシフェ
ラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase活性の値で除する
ことでルシフェラーゼ活性の値とした。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算
出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。 **:p<0.01
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RTTRCATCA : AARE consensus AARE consensus : TGATGRAAR

(complementary)

-637bp -629bp -604bp
AARE3

Human FGF21 GATGGCTTCTCTGGTGAAAGAAACACCAGGATTGCATCAGGGAGGA

Mouse FGF21 GCTG-----TCTGGTGAAAGAAGCACTAGGATTGCATCAGGGAGGA

Rat   FGF21 AGTG-----TCTGGTGAAAGAAGCAATAGGATTGCATCAGGGAGGA

**     ************* **  *******************

-648bp

**** **

図2-5 FGF21プロモーター領域におけるAARE3の同定
A:ヒト、マウス、ラットのFGF21プロモーター領域内に既知のAAREとは異なるATF4結合配列
が保存されている。B:HuH7細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF4及びFGF21の各変異型レ
ポータープラスミド、CMV-β-galベクターをトランスフェクションした。トランスフェクションから48

時間後にルシフェラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase活
性の値で除することでルシフェラーゼ活性の値とした。1回の試行につき3連で行い、平均値と
標準偏差を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。 **:p<0.01
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図2-5 FGF21プロモーター領域にAARE3が存在する
C:HuH7細胞にFGF21の各変異型レポータープラスミド、CMV-β-galベクターをトランスフェク
ションした。トランスフェクションから24時間後に小胞体ストレス誘導剤であるサプシガルジン
を250 nMとなるように処理した。処理から24時間後にルシフェラーゼアッセイに供し、ホタル
ルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase活性の値で除することでルシフェラーゼ活性の値
とした。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意差検定にはス
チューデントのt検定を用いた。 **:p<0.01
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図2-5 FGF21プロモーター領域にAARE3が存在する
D:HuH7細胞に発現ベクターであるFLAG-ATF4及びFGF21の各変異型レポータープラスミド、
CMV-β-galベクターをトランスフェクションした。トランスフェクションから48時間後にルシフェ
ラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase活性の値で除する
ことでルシフェラーゼ活性の値とした。E:HuH7細胞にFGF21の各変異型レポータープラスミ
ド、CMV-β-galベクターをトランスフェクションした。トランスフェクションから24時間後に小胞
体ストレス誘導剤であるサプシガルジンを250 nMとなるように処理した。処理から24時間後
にルシフェラーゼアッセイに供し、ホタルルシフェラーゼ活性の値をb-galactosidase活性の
値で除することでルシフェラーゼ活性の値とした。1回の試行につき3連で行い、平均値と標
準偏差を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。 **:p<0.01
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第二章 

 

第二節 

 

小胞体ストレスにおける FGF21 の機能解析 

 

 

 

 

 

 

 

緒言 

 

 第一節において小胞体ストレスが ATF4 を介して FGF21 の発現を誘導するこ

とを示した。本節では、小胞体ストレスにおける FGF21 の機能について検討し

た。 
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実験方法 

 

・大腸菌の形質転換(トランスフォーメション) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲル電気泳動 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲルからの DNA 断片回収 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・制限酵素処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ライゲーション 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドミニプレップ(粗精製) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドラージプレップ(細胞内遺伝子導入用) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

プラスミド 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 第一節に記載のないプラスミドは以下の通りである。 

 

[pEF-FGF21-his] 

  東京大学先端科学技術研究センター稲垣毅特任准教授からご供与いただいた 

 

  [pAd-EF-FGF21-his] 

  pEF-FGF21-his を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に NotI の制限酵素サ

イトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応により FGF21-his を増幅した。

PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により精製し、BglII/NotI 処理後、pENTR-

1A の BglII/NotI サイトに挿入した。このベクターと pAd-CMV-V5-DEST を
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Gateway LR Clonase (Invitrogen)反応により組み換えることで、目的のアデノウイ

ルスベクターを得た。 

 

・細胞培養試薬の調製 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・細胞培養 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・細胞の継代 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・リポフェクタミン法を用いた遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アデノウイルスベクターによる遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

第一章に記載のないものは以下のとおりである 

[アデノウイルスの濃縮] 

HEK293A 細胞を 150 mm dish 40 枚に播種した。細胞がコンフルエント(約 2 日)

になったら精製アデノウイルス(約 1 × 109 pfu / mL の P3 ウイルス)を 1 枚の dish

あたり 75 L 感染させた。CO2インキュベーター内で 2~3 日間培養し、大部分

の細胞が丸みを帯びていることを確認したら細胞と培地を回収し室温で 2000 

rpm、15 分間遠心した。上清を捨て細胞沈殿を 12 mL の培地に懸濁したのち-

80 ℃で 30 分間静置後、すぐに 37 ℃の湯浴内に移し 15 分間加温する作業を 5

回繰り返し再び遠心することにより高力価のアデノウイルスを得た(-80 ℃保

存)。そしてこのアデノウイルスを塩化セシウムによる密度勾配遠心法及びセフ

ァロースゲルを用いて精製し、得られたウイルス液に終濃度 10 %となるように

グリセロールを加え-80 ℃で保存した。なお、超遠心後の精製に関しては Robert 

D. Gerard 教授 (テキサス大学サウスウエスタンメディカルセンター 米国)よ

りご指導いただいた。 

[アデノウイルスのタイターの検討] 

HEK293A 細胞を 6 well plate に 1 × 105 cells / well となるように播種し、翌日目的

の遺伝子を発現する精製アデノウイルス溶液を 10-7~10-12の濃度で希釈し、それ

ぞれを各 well にアプライし、一晩培養した。翌日、培地を除き、agarose overlay 

solution (2 mL DMEM (2 % FBS、P/St)、0.2 mL 4 % agarose)を加え、agarose が固

SREBP2 target 
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まったら CO2インキュベーターに戻した。2 日後、さらに 1 mL の agarose overlay 

solution を重層し、さらに培養を続けた。およそ 10 日後、それぞれの well で形

成されたプラークの数を計数することで各アデノウイルスのタイターを決定し

た。 

 

・RNA 抽出 

第二章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・DNase 処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・Real-time PCR 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

それぞれの遺伝子発現は 36B4 の発現量で除することで補正した。また、1 回

の試行につき 5-6 連のサンプルを用い、平均値と標準誤差を算出した。有意差

検定にはスチューデントの t 検定または一元配置分散分析(Bonferroni 検定)を

用いた。 

 

SYBR Green で用いた各 primer を以下に示す。以下に記載していない遺伝子は全

て Taq®Man probe で測定した。 

mCHOP(115) sense 5-CTGCCTTTCACCTTGGAGAC-3 

 antisense 5-TCCTGCTTGAGCCGTTCATTCTCT-3 

mTRB3 sense 5-GACTTGTGGCCCTGGGAAT-3 

 antisense 5-CTCGGCCGTGATCCTCTCT-3 

mXBP1s sense 5-GAGTCCGCAGCAGGTG-3 

 antisense 5-GTGTCAGAGTCCATGGGA-3 

 

・ウエスタンブロッティング 

RIPA buffer 

 50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1 % NP-40、0.25 % 

deoxycholate 

 4 ℃で保存し、使用時に protease inhibitor cocktail (PIC) (SIGMA)及び phosphatase 

inhibitor cocktail (PhIC) (SIGMA)を全体の 1/100 量、25 mM カルパイン阻害剤(N-

acetyl-Leu-Leu-Norleu-al ; ALLN) (Nacalai Tesque) を 1/500 量 、 100 mM 

PMSF(phenylmethylsulfonyl fluoride)(SIGMA)を 1/100 量となるように加えた。 

6 × Laemmli Sanple Buffer 
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 1 M Tris-HCl (pH 6.8) : 2.8 mL、glycerol : 3 mL、SDS(Sodium dodecyl sulfate) : 1 

g、DTT : 0.93 g、BPB (bromo phenol blue) : a few (色がつく程度) / 10 mL 

 -20 ℃で保存し、使用時に 95 ℃で 5 分間の処理をした。 

 

 10 mg から 50 mg 程度の肝臓片に RIPA buffer を 1000 µL / sample 加えポリトロ

ンホモジナイザー(QIAGEN)を用いて破砕した。1.5 mL チューブに回収し、氷上

で 30 分間静置した。12000 rpm、4 ℃で 5 分間遠心し、適量の上清を 1.5 mL チ

ューブに移し、1/5 量の 6 x Laemmli Sample buffer を加え、37 ℃で 30 分間処理

した。これをタンパク質サンプルとしてポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-

PAGE)に供した。 

[SDS-PAGE] 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

[ブロッティング] 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

[抗体反応] 

抗体 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 第一節に記載のない抗体は以下の通りである。 

抗 JNK1/2 抗体(1:1000)、抗 phosphorylated-JNK1/2 抗体(1:1000)、抗 eIF2抗体

(1:1000)、抗 phosphorylated-eIF2抗体(1:1000)、抗 CHOP 抗体(1:1000)は Cell 

signaling から購入した。HRP(horse radish peroxidase)標識抗 rabbitIgG 抗体(1:2000)

は JacksonImmunoResearch から購入した。ウエスタンブロッティングを行う際に、

抗体は 5 %スキムミルク /PBS-T(Phosphate-bufferd saline-Tween20)または 5 % 

BSA/TBS-T(Tris-bufferd saline-Tween20)溶液で括弧内の濃度に希釈して使用した。 

・PBS-T 

 ポリオキシエチレン(20)ソルビタンモノラウレート(Wako、ICI社商標Tween20

相当)を終濃度 0.1 % となるように PBS(-)に加え、混合した。 

・TBS-T 

 ポリオキシエチレン(20)ソルビタンモノラウレート(Wako、ICI社商標Tween20

相当)を終濃度 0.1 % となるように TBS (150 mM NaCl、10 mM Tris-HCl pH 7.5)

に加え、混合した。 

・ブロッキング溶液 

 5 % (w/v)の濃度になるようにスキムミルク粉末(Wako)または BSA (Wako)を

PBS-T または TBS-T で溶解した。 

 

メンブレンをブロッキング溶液に浸し、室温で 1 時間もしくは 4 ℃で一晩ゆっ
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くり振盪することでブロッキングした。適当な濃度に希釈した一次抗体溶液に

メンブレンを浸し、室温で 1 時間インキュベートした。十分量の PBS-T または

TBS-T にメンブレンを浸し 10 分間激しく振盪することで 3 回洗浄した。HRP 標

識二次抗体をブロッキング溶液で適当な濃度に希釈し、室温で 30 分間インキュ

ベートした。十分量の PBS-T または TBS-T にメンブレンを浸し 10 分間激しく

振盪することで 3 回洗浄した。 

ECL もしくは Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore)にメ

ンブレンを 1~2 分間浸し、検出試薬を除去した。シグナルはルミノイメージア

ナライザーLAS-1000 mini (FUJIFILM)で検出し、ImageGauge ソフトウエアで解

析を行った。 

 

・動物実験 

[実験動物] 

第二章第一節実験方法の項に準じた。 

FGF21 欠損マウスは京都大学大学院伊藤信行教授からご供与いただいた。 

  

[実験条件] 

野生型(C57BL/6J)及び FGF21 欠損マウスへのツニカマイシン処理実験 

野生型及び FGF21 欠損マウス(8 週齢、オス)に小胞体ストレス誘導剤であるツニ

カマイシンを 2.5 g / g mouse(ツニカマイシンは 150 mM スクロース溶液で希釈

した)となるように経口投与し 4 時間後に解剖した。血液は 0.1 M EDTA で処理

したシリンジを使用し、下大静脈から採血した。その後 4 ℃、5000 rpm、30 分

間の遠心分離を行い血清を分離した。肝臓は採取後に PBS で洗浄し、液体窒素

を用いて直ちに凍結し-80 ℃で保存した。 

 

野生型及び FGF21 欠損マウスへの絶食再摂食実験 

野生型及び FGF21 欠損マウス(7 週齢、オス)に 17 時間の絶食をかけ 3 時間再摂

食(D12450J Research Diet)の後解剖した。血液は 0.1 M EDTA で処理したシリン

ジを使用し、下大静脈から採血した。その後 4 ℃、5000 rpm、30 分間の遠心分

離を行い血清を分離した。肝臓は採取後に PBS で洗浄し、液体窒素を用いて直

ちに凍結し、-80 ℃で保存した。 

 

FGF21 過剰発現マウスへのツニカマイシン処理実験 

FGF21 欠損マウス(7-8 週齢、オス)にアデノウイルスを用いて 7.5 x 109 pfu / mouse 

となるように Ad-FGF21-his を過剰発現し、6 日後小胞体ストレス誘導剤である

ツニカマイシンを 2.5 g / g mouse(ツニカマイシンは 150 mM スクロース溶液で
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希釈した)となるように経口投与し 4 時間後に解剖した。血液は 0.1 M EDTA で

処理したシリンジを使用し、下大静脈から採血した。その後 4 ℃、5000 rpm、30

分間の遠心分離を行い血清を分離した。肝臓は採取後に PBS で洗浄し、液体窒

素を用いて直ちに凍結し、-80 ℃で保存した。 

 

FGF21 過剰発現マウスへの絶食再摂食実験 

FGF21 欠損マウス(7 週齢、オス)にアデノウイルスを用いて 7.5 x 109 pfu / mouse 

となるように Ad-FGF21-his を過剰発現し、5 日後 18 時間の絶食後 3 時間再摂食

(D12450J Research Diet)させ解剖した。血液は 0.1 M EDTA で処理したシリンジ

を使用し、下大静脈から採血した。その後 4 ℃、5000 rpm、30 分間の遠心分離

を行い血清を分離した。肝臓は採取後に PBS で洗浄し、液体窒素を用いて直ち

に凍結し、-80 ℃で保存した。 

 

・血中 FGF21 濃度測定 

 第二章第一節実験方法の項に準じた。 
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実験結果 

 

小胞体ストレスマーカー遺伝子の発現亢進は FGF21 欠損により増強される 

 

小胞体ストレスによるFGF21の発現亢進の生理的意義を解明するため、FGF21

欠損マウスを用いた検討を行った。野生型(C57BL/6J)および FGF21 欠損マウス

にそれぞれ小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシンを経口投与し、4 時間後に肝臓

および血液を採取した。ELISA 法により測定した結果、野生型マウスではツニ

カマイシン投与で血中 FGF21 濃度が有意に増加していた(図 2-6A)。肝臓から

RNA を回収しリアルタイム PCR による解析を行った結果、野生型マウスと比較

し FGF21 欠損マウスで BiP の遺伝子発現が有意な増加を示した(図 2-6B)。XBP1s

や TRB3 など他の小胞体ストレス応答因子は増加傾向であった。絶食後の再摂

食により PERK などの小胞体ストレスセンサーが活性化され、シャペロンタン

パク質の発現が亢進することが報告されている(126)。次に、野生型及び FGF21

欠損マウスを用いて 3 時間の再摂食実験を行い肝臓および血液を採取した。

FGF21 の発現は絶食により亢進し、摂食により低下することが知られている(98)。

血中 FGF21 濃度測定の結果、再摂食により血中への FGF21 の分泌量が低下し

(図 2-7A)、以前の報告と合致した結果が得られた。また、この時の肝臓における

遺伝子発現をリアルタイム PCR により解析した結果、FGF21 欠損により絶食及

び再摂食の両者でBiPやXBP1sの発現が増加している傾向が見られた(図 2-7B)。

これらの結果から、絶食及び再摂食刺激下では FGF21 欠損により小胞体ストレ

ス応答因子の遺伝子発現亢進が増大する傾向が示された。 

 

FGF21 は小胞体ストレスマーカーの遺伝子発現を抑制する 

 

FGF21 欠損マウスでは薬剤や絶食・再摂食による小胞体ストレスマーカー遺

伝子の発現亢進の増加が見られた。小胞体ストレスにおける FGF21 の機能解析

のため、FGF21 欠損マウスにアデノウイルスを用いて FGF21 を過剰発現させ、

ウイルス感染から 6 日後に小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンを経口

投与した。投与 4 時間後に解剖を行い、肝臓および血液を採取した。血中 FGF21

濃度を測定した結果、過剰発現群で FGF21 の血中濃度の上昇が認められた(図 2-

8A)。次に肝臓における遺伝子発現変動をリアルタイム PCR により解析した結

果、ツニカマイシン投与によりコントロールウイルス群(LacZ)では小胞体ストレ

スマーカーである BiP や XBP1s、TRB3 の遺伝子発現の増加が確認された。一

方、FGF21 の過剰発現によりこれらの発現亢進は有意に低下した(図 2-8B、図 2-
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8C)。野生型マウスを用いた実験でも同様の遺伝子発現変動が確認された(図 2-

9)。以上の結果から、FGF21 は小胞体ストレスを軽減する可能性が考えられた。

次に、絶食再摂食実験における FGF21 の機能を検討した。FGF21 欠損マウスに

アデノウイルスを用いて FGF21 を過剰発現させ、ウイルス感染 5 日目に絶食再

摂食実験を行った。リアルタイム PCR による解析の結果、肝臓の BiP や XBP1s

の発現が再摂食刺激により亢進していた。しかし、ツニカマイシンの結果とは異

なり FGF21 による遺伝子発現低下は BiP でのみ認められた(図 2-10)。この結果

は野生型マウスを用いた実験でも確認された(図 2-11)。以上の結果から、再摂食

刺激による小胞体ストレスに関しては BiP の発現に選択的に FGF21 が影響する

ことが示唆された。 

 

FGF21 は小胞体ストレス下での CHOP の発現変動に関与する 

 

FGF21 の過剰発現や欠損マウスを用いた実験から BiP や XBP1s などの小胞体

ストレス標的遺伝子の発現変動を示した。次にストレス誘導性のアポトーシス

に関与する CHOP の発現変動と炎症に関与する JNK のリン酸化を解析した。そ

の結果、FGF21 過剰発現によりツニカマイシン処理や再摂食刺激による CHOP

の発現亢進や JNK のリン酸化が低下し(図 2-12)、FGF21 欠損マウスでは CHOP

のタンパク質量が増加していた(図 2-13)。以上の結果から、FGF21 は小胞体スト

レス及びストレス誘導性のアポトーシスと炎症を抑制している可能性が考えら

れる。 
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考察 

 

本節では、FGF21 が小胞体ストレスにより誘導される生理的意義を解明する

ため、FGF21 の過剰発現マウスや欠損マウスを用いた実験を行った。その結果、

薬剤による小胞体ストレス誘導での BiP や CHOP などの発現亢進が FGF21 過剰

発現により抑制され、FGF21 欠損マウスでは逆に増加した。絶食再摂食による

生理的な小胞体ストレス刺激によっても BiP など一部遺伝子でツニカマイシン

刺激同様の効果が確認された。また、FGF21 は絶食により誘導されるが、絶食時

における小胞体ストレス応答因子の発現も FGF21 欠損マウスで亢進していた。

これらの事実は FGF21 が小胞体ストレス応答因子の発現制御に関与することを

強く示唆している。これまでの報告によると、組み換え FGF21 タンパク質の投

与はリン酸化 eIF2を低下させ、ツニカマイシンによる小胞体ストレス及び

CHOP の発現を抑制し、脂肪肝を軽減させる(125)。本実験では、FGF21 発現に

よる CHOP の発現抑制は確認されたが、FGF21 欠損によるリン酸化 eIF2の変

動は認められなかった。先行論文と我々の実験方法の違いとして、FGF21 過剰

発現の方法、ツニカマイシン刺激の方法及び処理時間があげられる。先行論文と

ツニカマイシン投与方法を同条件にした実験(腹腔内投与による 1 mg / kg mouse

ツニカマイシン 24 時間処理)を行ったが、小胞体ストレス応答マーカーの発現は

24 時間後に基底状態に戻っており(data not shown)、ツニカマイシン処理時間の

違いが一因である可能性が考えられる。今回の結果は FGF21 が eIF2のリン酸

化抑制を介さずに CHOP の発現を制御することを示唆している。 

FGF21 の発現は IRE1 経路により亢進すると報告されている(125)が、FGF21 過

剰発現による IRE1 経路への効果は確認されていない。第一節において XBP1s に

よる FGF21 のプロモーター活性化は見られなかったが、本節ではツニカマイシ

ン投与による JNK のリン酸化や XBP1s の発現亢進が FGF21 過剰発現により抑

制されていた。したがって、薬剤による小胞体ストレスでは FGF21 が小胞体ス

トレス応答にかかわる 3 つの経路(ATF6 経路、IRE1 経路、PERK 経路)の抑制に

作用する可能性がある。さらに、再摂食刺激による BiP の遺伝子発現を FGF21

は抑制していたことから、再摂食による小胞体ストレスでは FGF21 が ATF6 経

路及び PERK 経路を抑制していることが推察された。 
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図2-6 FGF21欠損によりツニカマイシンによるBiPの発現亢進が増強される
野生型及びFGF21欠損マウスに小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンを2.5 mg / g

mouseとなるように経口投与した。投与4時間後解剖し血液及び肝臓を採取した。A:血液は
ELISA法にて血中FGF21分泌量を測定した。B:肝臓はRNA抽出後リアルタイムPCRにより
発現解析を行った。それぞれの遺伝子発現は36B4の発現量で除することで補正した。1回
の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分
析(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-7 FGF21欠損により再摂食によるBiPの発現亢進が増強する傾向がある
野生型及びFGF21欠損マウスに17時間の絶食をかけ3時間の再摂食(D12450J)の後解剖
し、血液及び肝臓を採取した。A:血液はELISA法にて血中FGF21分泌量を測定した。B:肝臓
はRNAリアルタイムPCRにより発現解析を行った。それぞれの遺伝子発現は36B4の発現量
で除することで補正した。1回の試行につき5連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意
差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文字間で有意差あり、
p<0.05
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図2-8 FGF21はツニカマイシン投与による小胞体ストレスマーカー遺伝子発現亢進を低下させる
FGF21欠損マウスにアデノウイルスを用いてFGF21を過剰発現(7.5 x 109 pfu / mouse)させた。
ウイルス感染から6日目に小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンを2.5 mg / g mouseとなるよ
うに経口投与した。投与4時間後解剖し血液及び肝臓を採取した。A,B:肝臓はRNA抽出後リアルタ
イムPCRにより発現解析を行った。それぞれの遺伝子発現は36B4の発現量で除することで補正し
た。血液はELISA法にて血中FGF21分泌量を測定した。1回の試行につき5連で行い、平均値と標
準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文
字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-9 FGF21はツニカマイシン投与による小胞体ストレスマーカー遺伝子発現亢進を低下させる
野生型マウスにアデノウイルスを用いてFGF21を過剰発現(7.5 x 109 pfu / mouse)させた。ウイル
ス感染から6日目に小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンを2.5 mg / g mouseとなるように経
口投与した。投与4時間後解剖し血液及び肝臓を採取した。A,B:肝臓はRNA抽出後リアルタイム
PCRにより発現解析を行った。それぞれの遺伝子発現は36B4の発現量で除することで補正した。
1回の試行につき3-5連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分
析(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-10 FGF21は再摂食によるBiPの発現亢進を低下させる
FGF21欠損マウスにアデノウイルスを用いてFGF21を過剰発現(7.5 x 109 pfu / mouse)させた。
ウイルス感染から5日目に18時間の絶食をかけ3時間の再摂食(D12450J)の後解剖し、血液及
び肝臓を採取した。肝臓はRNA抽出後リアルタイムPCRにより発現解析を行った。それぞれの
遺伝子発現は36B4の発現で除することで補正した。血液はELISA法にて血中FGF21分泌量を
測定した。1回の試行につき5連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配
置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a-c:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-11 FGF21は再摂食によるBiPの発現亢進を低下させる
野生型マウスにアデノウイルスを用いてFGF21を過剰発現(7.5 x 109 pfu / mouse)させた。ウイ
ルス感染から5日目に18時間の絶食をかけ3時間の再摂食(D12450J)の後解剖し、血液及び肝
臓を採取した。肝臓はRNA抽出後リアルタイムPCRにより発現解析を行った。それぞれの遺伝
子の発現は36B4の発現量で除することで補正した。1回の試行につき5連で行い、平均値と標準
誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a-c:異なる文
字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-12 FGF21過剰発現により小胞体ストレスによるCHOPの発現亢進が低下する
FGF21欠損マウス(A-C)及び野生型(D,E)にアデノウイルスを用いてFGF21を過剰発現(7.5 x 109 pfu /

mouse)させた。ウイルス感染から6日目に小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンを2.5 mg / g mouseとな
るように経口投与し4時間後解剖し肝臓を採取した(A,B,D)。ウイルス感染から5日目に18時間の絶食をかけ3

時間の再摂食(D12450J)の後解剖し、肝臓を採取した(C,E)。(A,C-E)肝臓はRNA抽出後リアルタイムPCRに
より発現解析を行った。それぞれの遺伝子発現は36B4の発現量で除することで補正した。1回の試行につき3-

5連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a-

c:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05 (B):肝臓におけるCHOPの発現及びJNKの活性化変動をウエスタンブ
ロットにて確認した。
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図2-13 FGF21欠損により小胞体ストレスによるCHOPのタンパク質発現が増加する
野生型及びFGF21欠損マウスに小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンを2.5 mg / g mouseとなるように
経口投与し4時間後解剖し血液及び肝臓を採取した(A,B)、17時間の絶食をかけ3時間の再摂食(D12450J)の
後解剖し、肝臓を採取した(C)。(A,C)肝臓はRNA抽出後リアルタイムPCRにより発現解析を行った。それぞれ
の遺伝子発現は36B4の発現量で除することで補正した。1回の試行につき5-6連で行い、平均値と標準誤差を
算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文字間で有意差あり、
p<0.05 (B):肝臓におけるCHOPの発現変動及びJNK、eIF2aのリン酸化をウエスタンブロットにて確認した。
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第二章 

 

第三節 

 

ATF4 活性化刺激における FGF21 の発現解析 

 

 

 

 

 

 

 

緒言 

 

 第一節、第二節において小胞体ストレスは ATF4 活性化を介し FGF21 の発現

を亢進させ、こうして増加した FGF21 は小胞体ストレス軽減作用を有すること

が示唆された。本節では、小胞体ストレス以外に ATF4 を活性化する刺激におけ

る FGF21 の発現変動を検討した。 
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実験方法 

 

・細胞培養 

第二章第一節実験方法の項に準じた。 

第一節に記載のないものは以下のとおりである 

HepG2 細胞 

HepG2 細胞は DMEM(High Glucose)、10 % FBS、P/St を用い、37 ℃、5 % CO2イ

ンキュベーター内で培養し、2 × 106 cells / dish の割合で継代を行った。 

ラット初代培養肝細胞 

オスの野生型ラットから肝細胞をコラゲナーゼ灌流法により単離した。Percoll

密度勾配遠心により死細胞を除去し、生細胞のみを 35 mm コラーゲンコートデ

ィッシュ (BIOCOAT) に 6 × 105 cells / well ずつ播いた。10 % FBS、10 nM デキ

サメタゾン、2 mM L-グルタミン、100 units / mL ペニシリン、100 g / mL スト

レプトマイシンを含む Williams’ E Medium (SIGMA) で 5 時間培養したのち、1 x 

PBS で洗浄し接着しなかった細胞を除き実験に使用した。 

 

・RNA 抽出 

第二章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・DNase 処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・Real-time PCR 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

それぞれの遺伝子発現量は 36B4 または 18S の発現量で除することで補正し

た。また、1 回の試行につき 5-6 連のサンプルを用い、平均値と標準偏差また

は標準誤差を算出した。有意差検定にはスチューデントの t 検定または一元配

置分散分析(Bonferroni 検定)を用いた。 

 

SYBR Green で用いた各 primer を以下に示す。以下に記載していない遺伝子は全

て Taq®Man probe で測定した。 

18S(*) sense 5-ACCGCAGCTAGGAATAATGGA-3 

 antisense 5-GCCTCAGTTCCGAAAACCA-3 

hASNS(127) sense 5-CTGCACGCCCTCTATGACA-3 

 antisense 5-TAAAAGGCAGCCAATCCTTCTG-3 

SREBP2 target 
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hCHOP(115) sense 5-AGGGAGAACCAGGAAACGGAAACA-3 

 antisense 5-TCCTGCTTGAGCCGTTCATTCTCT-3 

mASNS sense 5-CAAGGAGGCCCAAGTTCAGTAT-3 

 antisense 5-GGCTGTCCTCCATGCCAAT-3 

mATF3 sense 5-GCTGCCAAGTGTCGAAACAAG-3 

 antisense 5-CAGTTTTCCAATGGCTTCAGG-3 

rCHOP sense 5-TCCTGTCCTCAGATGAAATTGG-3 

 antisense 5-GGATGCAGGGTCAAGAGTAGTG-3 

rFGF21 sense 5-CACCGCAGTCCAGAAAGTCT-3 

 antisense 5-CATAGAGAGTTCCATCTGGTTGTTG-3 

* : David Mangelsdorf 教授、Steven Kliewer 教授(テキサス大学サウスウエスタン

メディカルセンター 米国)よりプライマー配列情報をいただいた 

 

・動物実験 

[実験動物] 

第二章第一節及び第二節実験方法の項に準じた。 

 

[実験条件] 

野生型(C57BL/6J)及び FGF21 欠損マウスへのアルセナイト処理実験 

野生型(C57BL/6J)及び FGF21 欠損マウス(9 週齢、オス)にアルセナイトを 400 g 

/ g mouse 経口投与し 2 時間後に解剖した。血液は 0.1 M EDTA で処理したシリ

ンジを使用し、下大静脈から採血した。その後 4 ℃、5000 rpm、30 分間の遠心

分離を行い血清を分離した。肝臓は採取後に PBS で洗浄し、液体窒素を用いて

直ちに凍結し、-80 ℃で保存した。 

 

野生型マウスへのロイシン欠乏食摂食実験 

野生型マウス(7週齢、オス)にロイシン欠乏食(表 2-1)を 1週間摂取させた後 ZT=1

から解剖した。血液は 0.1 M EDTA で処理したシリンジを使用し、下大静脈から

採血した。その後 4 ℃、5000 rpm、30 分間の遠心分離を行い血清を分離した。

肝臓は採取後に PBS で洗浄し、液体窒素を用いて直ちに凍結し、-80 ℃で保存

した。 

 

・血中 FGF21 濃度測定 

 第二章第一節実験方法の項に準じた。 
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実験結果 

 

FGF21 の発現は酸化ストレスにより亢進する 

 

第一節、第二節において FGF21 の発現は小胞体ストレスにより活性化する

ATF4 を介して亢進する結果を示した。ATF4 は主に翻訳開始因子 eIF2のリン

酸化を介した翻訳促進によってタンパク質発現が増加する。eIF2は小胞体スト

レス時には PERK(PKR-like endoplasmic reticulum kinase)、酸化ストレスやヘム(鉄)

欠乏時には HRI(Heme-regulated eIF2 kinase)、アミノ酸枯渇時には GCN2(General 

control non-derepressible 2)、そしてウイルス感染時などに増加する double strand 

RNA に反応する PKR(double stranded RNA-activated protein kinase)の 4 つのキナ

ーゼによりリン酸化される(42)。これらのことから、小胞体ストレス以外の ATF4

活性化刺激による FGF21 の発現変動を解析した。まず、HRI 活性化を検討する

ため、酸化ストレスを誘発するアルセナイトをヒト肝癌 HepG2 細胞に処理し 8

時間後に RNA を回収した。リアルタイム PCR による解析の結果、アルセナイ

ト処理により ATF4 やその標的遺伝子である CHOP の遺伝子発現が亢進してい

たため ATF4 はアルセナイトにより活性化されていることが示された(128)。

FGF21 の発現も同様にアルセナイトにより亢進した(図 2-14A)。この発現亢進は

ラット初代培養肝細胞や他の酸化ストレス誘導剤である過酸化水素によっても

確認された(図 2-14B、図 2-14C)。次に個体レベルでの検討を行うため、野生型

(C57BL/6J)マウスにアルセナイトを経口投与した。2 時間後に解剖を行い、肝臓

および血液を採取した。血中 FGF21 濃度を測定した結果、アルセナイト処理に

より FGF21 の血中濃度上昇が確認された(図 2-15A)。次に肝臓における遺伝子発

現変動をリアルタイム PCR により解析した結果、アルセナイト投与により ATF4

やその標的遺伝子と同様に、FGF21 の発現の亢進が見られた(図 2-15B)。次に、

アルセナイト処理時に発現亢進する FGF21 の機能解析のため、野生型及び

FGF21 欠損マウスへのアルセナイト投与実験を実施した。投与 2 時間後に解剖

を行い肝臓における遺伝子発現変動をリアルタイム PCR により解析した結果、

アルセナイト投与により ATF3 発現が亢進したが FGF21 欠損による発現変動の

違いは認められなかった。一方、CHOP の発現亢進は FGF21 欠損マウスで増大

していた(図 2-16)。この結果は小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシン投与

実験と同様の傾向であった。以上の結果から、培養肝細胞およびマウス肝臓にお

いて FGF21 の発現は酸化ストレスによっても亢進し、酸化ストレス誘導性のア

ポトーシスを抑制している可能性が考えられた。 
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ロイシン欠乏により FGF21 の発現が亢進する 

 

次に GCN2 経路による FGF21 の発現を検討するため、HepG2 細胞をロイシン

欠乏培地にて培養し 5 時間後に RNA を回収しリアルタイム PCR により解析し

た。その結果、ATF4 やその標的遺伝子である ASNS や CHOP の遺伝子発現と同

様に FGF21 の発現の亢進が見られた(図 2-17)。個体レベルでの検討のためロイ

シン欠乏食を野生型マウスに 1 週間与える実験を行った。ロイシン欠乏食摂取

により体重と摂食量が低下した(図 2-18)。血中 FGF21 濃度を測定した結果、ロ

イシン欠乏食により FGF21 の血中濃度上昇が確認された(図 2-19A)。次に肝臓に

おける遺伝子発現変動をリアルタイム PCR により解析した結果、ロイシン欠乏

食により ATF4 やその標的遺伝子である ASNS や CHOP と同様に FGF21 の発現

亢進が確認された(図 2-19B)。以上の結果から、培養肝細胞およびマウス肝臓に

おいて FGF21 の発現はアミノ酸枯渇により亢進することが示された。 
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考察 

 

本節では、小胞体ストレス以外の ATF4 活性化刺激(酸化ストレス及びアミノ

酸欠乏)による FGF21 の発現変動の検討を行った。その結果、いずれの刺激によ

っても培養細胞及び個体レベルにおいて FGF21 の発現亢進が確認された。当研

究室では、同じサブファミリーに属する FGF15/19 もアルセナイト処理やロイシ

ン欠乏食摂取により同様の発現変動を示すか検討した。その結果、培養細胞にお

いて酸化ストレスやロイシン欠乏により ATF4 やその標的遺伝子の発現亢進は

見られたが FGF15/19 の発現に変動は見られなかった。個体レベルにおいて酸化

ストレスにより ATF4 標的遺伝子の発現変動は確認されたが FGF15 に発現亢進

は見られず、ロイシン欠乏条件では FGF15 に加え ATF4 の標的遺伝子の発現変

動も見られなかった(森本ひとみ修士 平成 25 年度修士論文)。第一節で示した

ように FGF21 のプロモーター領域には 3 か所の AARE が存在し、FGF19 のプロ

モーター上には AARE は 1 か所のみである(115)。したがって、FGF15/19 と比較

して FGF21 は ATF4 による強い制御を受ける標的遺伝子であり、様々な ATF4

活性化刺激で発現が制御されやすいことが考えられる。FGF21 は肝臓で、

FGF15/19 は小腸で高発現しているが、GCN2 は脳、肝臓、マクロファージにお

いてアミノ酸枯渇に応答する(129,130,131)。これらの知見から、ATF4 は小腸で

も発現しているがアミノ酸枯渇応答に対する活性化は組織選択的であるため

GCN2 が機能せず、アミノ酸枯渇応答を示さない可能性が考えられる。FGF21 と

FGF15/19 の ATF4 活性化刺激への応答性の違いについては今後の解析が必要で

ある。 

野生型及び FGF21 欠損マウスにアルセナイトを投与した実験において CHOP

の発現亢進が FGF21 欠損により増加していた。この傾向はツニカマイシン処理

時の CHOP の発現変動と類似しており FGF21 が小胞体ストレスだけではなく酸

化ストレス軽減にも作用する可能性がある。アルセナイトは酸化ストレス以外

にも様々な作用を発揮するため、酸化ストレスは過酸化水素などの他の刺激下

での FGF21 過剰発現実験により、小胞体ストレス以外の刺激軽減効果が見られ

るか今後の検証が必要である。また、double-strand RNA による PKR の活性化に

よっても FGF21 の発現亢進が見られるか検討も必要である。 
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図2-14 FGF21の発現は酸化ストレスにより亢進する
A:HepG2細胞にアルセナイトを30 mMとなるように処理し、8時間後にRNAを回収しリアルタイムPCRにより発
現解析を行った。B,C:ラット初代培養肝細胞にアルセナイトを30 mM(A)及び過酸化水素を2 mM(B)となるよう
に処理し、6時間後にRNAを回収しリアルタイムPCRにより発現解析を行った。それぞれの遺伝子のmRNA量
は36B4のmRNA量で除することで補正した。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。
*:p<0.05 **:p<0.01
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図2-15 アルセナイトの経口投与により肝臓でのFGF21の発現が亢進する
7週齢のオスの野生型マウスに17時間絶食をかけたのちATF4活性化剤であるアルセナイト(400mg / mouse)

を経口投与した。2時間後肝臓及び血液を採取した。A:血液はELISA法により血中FGF21濃度を測定した。B:

肝臓はRNAを回収後、 遺伝子発現をリアルタイムPCRにより解析した。それぞれの遺伝子発現は36B4の発
現量で除することで補正した。1回の試行につき4連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には

スチューデントのt検定を用いた。 * : p<0.05 ,** : p<0.01
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図2-16 FGF21欠損によりアルセナイトによるCHOPの発現亢進が増大する
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスに16時間絶食をかけたのちATF4活性化剤であるアルセ
ナイト(400mg / mouse)を経口投与した。2時間後肝臓を採取しRNAを回収後、 遺伝子発現をリアルタイム
PCRにより解析した。それぞれの遺伝子発現は18Sの発現量で除することで補正した。1回の試行につき5連
で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a-c:

異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図2-17 FGF21の発現はアミノ酸枯渇により亢進する
HepG2細胞をロイシン欠乏培地で培養し、5時間後にRNAを回収しリアルタイムPCRにより発現解析を
行った。それぞれの遺伝子発現は36B4の発現量で除することで補正した。1回の試行につき3連で行い、平
均値と標準偏差を算出した。*:p<0.05 **:p<0.01
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Con (%) -Leu (%)

Asp 6.84 6.84

Asn 4.58 4.58

Ser 4.9 4.9

Glu 10.97 10.97

Gln 5.87 5.87

Pro 4.13 4.13

Gly 2.11 2.11

Tyr 3.48 3.48

Phe 3.61 3.61

Lys 9.74 9.74

His 1.87 1.87

Arg 2.74 2.74

Trp 2.13 2.13

Met 2 2

Cys 2.9 2.9

Leu 12.32 0

Ile 5.03 1.84

Val 4.84 2.2

Ala 4.65 22.8

Thr 5.29 5.29

Total 100 100

g / 100g kcal

amino acid 20 80

b-cornstarch 40.2 160.8

a-cornstarch 13 52

sucrose 10 40

soybean oil 7 63

fiber 5

mineral mix (AIN-93) 3.5

vitamin mix (AIN-93) 1

choline bitartrate 0.3

Total 100 395.8

Amino Acid (g/100g) Diet components

表2-1 ロイシン欠乏食組成
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図2-18 野生型マウスへのロイシン欠乏食摂食実験
7週齢のオスの野生型マウスにロイシン欠乏食を一週間摂食させた。体重変化及び摂食量。1回の試行

につき5-6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。

** : p<0.01
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図2-19 ロイシン欠乏食の摂取によりFGF21の発現が亢進する
7週齢のオスの野生型マウスにロイシン欠乏食を1週間摂食させ肝臓及び血液を採取した。A:血液はELISA

法により血中FGF21濃度を測定した。B:肝臓はRNAを回収後、遺伝子発現をリアルタイムPCRにより測定し
た。それぞれの遺伝子発現は18Sの発現量で除することで補正した。1回の試行につき5-6連で行い、平均値

と標準誤差を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。 * : p<0.05, ** : p<0.01
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第三章 

 

第一節 

 

メチオニン・コリン欠乏食摂取による 

FGF21 の機能解析 

 

 

 

 

 

緒言 

 

糖尿病や脂肪肝により小胞体ストレスの惹起することが報告されている

(68,69,70,71)。第二章において FGF21 の発現が小胞体ストレスやアミノ酸枯渇な

ど ATF4 活性化刺激により亢進することを示した。FGF21 は脂肪酸や糖などの

エネルギー代謝に関与する。そこで、本節では FGF21 が脂肪肝による小胞体ス

トレス応答への関与を検討するため、非アルコール性脂肪肝の誘導食であるメ

チオニン・コリン欠乏食をマウスに与え FGF21 の発現及びその機能解析を行っ

た。 
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実験方法 

 

・RNA 抽出 

肝臓組織からの抽出は第二章第一節実験方法の項に準じた。 

精巣上体脂肪組織からの抽出は以下に示す。 

マウス 1 個体の精巣上体脂肪全量を ISOGEN LS(ニッポンジーン)を 1000 µL / 

sample ずつ加え、ポリトロンホモジナイザー(QIAGEN)を用いて破砕した。

15000 rpm、4 ℃で 5 分間遠心し、中間層を新しいエッペンチューブに 800 µL

移した。160 µL のクロロホルムを加え、15 秒間ボルテックスした後、15000 

rpm、4 ℃で 15 分間遠心した。上層を新しい 1.5 mL チューブに移し 400µL の

イソプロパノールを加えボルテックスした後、15000 rpm、4 ℃で 20 分間遠心

した。上清を除去し、1 mL の 70%エタノールを加え転倒混和後、15000 rpm、

4 ℃で 10 分間遠心した。上清を除き、沈殿を風乾後 30 µL の DPEC 処理水に

溶解し RNA 溶液を得た。得られた RNA 溶液は分光光度計(NANO DROP1000)

を用いて濃度測定後、DNase 処理を行い逆転写反応に供した。なお、RNA 溶

液は-80 ℃で保存した。 

 

・DNase 処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・逆転写反応(Reverse Transcription ; RT) 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・Real-time PCR 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

それぞれの遺伝子発現は 18S の発現量で除することで補正した。また、1 回の

試行につき 6 連のサンプルを用い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定

にはスチューデントの t 検定または一元配置分散分析(Bonferroni 検定)を用い

た。 

 

SYBR Green で用いた各 primer を以下に示す。以下に記載していない遺伝子は全

て Taq®Man probe で測定した。 

mATGL sense 5-TGTGGCCTCATTCCTCCTAC-3 

 antisense 5-TCGTGGATGTTGGTGGAGCT-3 

mCD36(132) sense 5-CTTCCACATTTCCTACATGCAA-3 

SREBP2 target 
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 antisense 5-ATCCAGTTATGGGTTCCACATC-3 

mCollagenI sense 5-ATGTTCAGCTTTGTGGACCTC-3 

 antisense 5-TCCCTCGACTCCTACATCTTC-3 

mCPT1 sense 5-TGGGCTACTCAGAGGATGG-3 

 antisense 5-AAGGTGTCAAATGGGAAGG-3 

mFsp27(133) sense 5-GTGACCACAGCTTGGGTCGGA-3 

 antisense 5-GGGTCTCCCGGCTGGGCTTA-3 

mIL-1 sense 5-AGTTGACGGACCCCAAAAGA-3 

 antisense 5-GGACAGCCCAGGTCAAAGG-3 

mLPL(132) sense 5-CTTCTTGATTTACACGGAGGT-3 

 antisense 5-ATGGCATTTCACAAACACTG-3 

mMCP1 sense 5-CAGCCAGATGCAGTTAACGC-3 

 antisense 5-GCCTACTCATTGGGATCATCTTG-3 

mOPN sense 5-CAGCCTGCACCCAGATCCTA-3 

 antisense 5-GCGCAAGGAGATTCTGCTTCT-3 

mPPAR sense 5-CTCGCGTGTGATAAAGC-3 

 antisense 5-CGATGCTGTCCTCCTTG-3 

mPPAR1(132) sense 5-GGACTGTGTGACAGACAAGATTTG-3 

 antisense 5-CTGAATATCAGTGGTTCACCGC-3 

mPPAR2(132) sense 5-CTCTGTTTTATGCTGTTATGGGTGA-3 

 antisense 5-GGTCAACAGGAGAATCTCCCAG-3 

mSCD1 sense 5-CCGGAGACCCCTTAGATCGA-3 

 antisense 5-TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC-3 

mSREBP1c sense 5-GAGCCATGGATTGCACATTT-3 

 antisense 5-CGGGAAGTCACTGTCTTGGT-3 

mTGF sense 5-CCTTCCTGCTCCTCATGGCCA-3 

 antisense 5-GTCCTTCCTAAAGTCAATGTA-3 

mTNF sense 5-CTGAGGTCAATCTGCCCAAGTAC-3 

 antisense 5-CTTCACAGAGCAATGACTCCAAAG-3 

 

Taq®Man probe ID 

mACC1;Mm01304280_m1 

mAdiponectin;Mm00456425_m1 

mApoB;Mm01545150_m1 

mFASN;Mm00662319_m1 

mMTP;Mm00435015_m1 



114 

 

 

・ウエスタンブロッティング 

第二章第一節実験方法の項に準じた。 

第二章に記載のない内容は以下の通りである。 

抗体 

 第一章及び第二章実験方法の項に準じた。 

 第一節及び第二章に記載のない抗体は以下の通りである。 

抗 PPAR抗体(H-100)(1:200)は Santa Cruz から購入した。ウエスタンブロッテ

ィングを行う際に、抗体は 5 %スキムミルク/PBS-T(Phosphate-bufferd saline-

Tween20)または 5 % BSA/TBS-T(Tris-bufferd saline-Tween20)溶液で括弧内の濃度

に希釈して使用した。 

 

・動物実験 

[実験動物] 

第二章第一節及び第二節実験方法の項に準じた 

 

[実験条件] 

野生型(C57BL/6J)及び FGF21 欠損マウスへのメチオニン・コリン欠乏食負荷実

験 

野生型(C57BL/6J)マウスまたは FGF21 欠損マウス(6-9 週齢、オス)にメチオニン・

コリン欠乏食(粉末、表 3-1)を 1 週間または 4 週間与えたのち解剖(ZT=1)した。

血液は 0.1 M EDTA で処理したシリンジを使用し、下大静脈から採血した。その

後 4 ℃、5000 rpm、30 分間の遠心分離を行い血清を分離した。肝臓及び精巣上

体脂肪は採取後に PBS で洗浄し、液体窒素を用いて直ちに凍結し、-80 ℃で保

存した。 

 

FGF21 欠損マウスへの FGF21 過剰発現実験 

FGF21 欠損マウス(9 週齢、オス)にアデノウイルスを用いて FGF21 を過剰発現さ

せた。14 日間メチオニン・コリン欠乏食を摂取させた後に解剖し、血液は 0.1 M 

EDTA で処理したシリンジを使用し、下大静脈から採血した。その後 4 ℃、5000 

rpm、30 分間の遠心分離を行い血清を分離した。肝臓は採取後に PBS で洗浄し、

液体窒素を用いて直ちに凍結し、-80 ℃で保存した。 

 

・血中 FGF21 濃度測定 

 第二章第一節実験方法の項に準じた 
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・血中グルコース濃度測定 

 血中グルコース濃度測定はムタロターゼ・GOS 法によるグルコースキット(グ

ルコース CII-テストワコー、和光純薬工業(株))を用いて行った。測定はプロトコ

ルに従い行った。 

 

・血中トリグリセリド濃度測定 

血中トリグリセリド濃度測定は GPO・DAOS 法によるトリグリセライドキッ

ト(トリグリセライド E-テストワコー、和光純薬工業(株))を用いて行った。測定

はプロトコルに従い行った。 

 

・血中総コレステロール濃度測定 

血中総コレステロール濃度測定はコレステロールオキシダーゼ・DAOS 法に

よるコレステロールキット(コレステロール E-テストワコー、和光純薬工業(株))

を用いて行った。測定はプロトコルに従い行った。 

 

・血中 AST、ALT 濃度測定 

血中 AST、ALT 濃度測定は POP・TOOS 法によるアスパラギン酸アミノトラ

ンスフェラーゼキット及びアラニンアミノトランスフェラーゼキット(トランス

アミナーゼ CII-テストワコー、和光純薬工業(株))を用いて行った。測定はプロト

コルに従い行った。 

 

・血中総ケトン体濃度測定 

血中総ケトン体濃度測定は酵素サイクリング法によるケトン体キット(オート

ワコー 総ケトン体、和光純薬工業(株))を用いて行った。測定はプロトコルに従

い行った。 

 

・血中遊離脂肪酸濃度測定 

血中遊離脂肪酸濃度測定は ACS・ACOD 法による非エステル結合型脂肪酸キ

ット(NEFA C-テストワコー、和光純薬工業(株))を用いて行った。測定はプロト

コルに従い行った。 

 

・血中アディポネクチン濃度測定 

 血清中アディポネクチン濃度測定はマウス・アディポネクチン ELISA キット 

(CircuLex)を用いた。測定はプロトコルに従い行った。 

 

・血中レプチン濃度測定 
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 血清中レプチン濃度測定は Mouse Leptin Assay Kit (IBL)を用いた。測定はプロ

トコルに従い行った。 

 

・肝臓トリグリセリド量測定 

 (134)を参考にした。以下に詳細を示す。約 150 mg の肝臓片を 4 mL のクロロ

ホルム / メタノール (2:1,v/v) を入れたガラス製キャップ付き試験管に移し、ポ

リトロンホモジナイザー (QIAGEN)を用いて氷上で破砕した。軽くボルテック

スをし室温で 30 分間静置し脂質を抽出した後、1 mL の 50 mM NaCl 溶液を加え

ボルテックスによる混合後、4 ℃、1500 g、30 分間の遠心を行った。遠心後、パ

スツールピペットを用いて下層の有機層を新しいガラス製試験管に移し 0.36 M 

CaCl2 / メタノール (1:1,v/v)を 1 mL 加えボルテックスによる混合後 4 ℃、1500 

g、10 分間の遠心を行った。再度この操作を行った後、下層をメスフラスコに移

しクロロロホルムを用いて 5 mL にメスアップした。この溶液を肝臓中脂質抽出

液とした(遮光、-20 ℃保存)。1 mL のガラスチューブに Triton-X 100 Solution (50 % 

Triton-X 100 / クロロホルム (v/v))を 10 L 入れ、そこに脂質抽出液を 200 L ず

つ加えボルテックスによる混合後、クロロホルムを気化した。その後、トリグリ

セライド E-テストワコー(和光純薬工業(株))の発色液 500 L を加え 37 ℃、5 分

間インキュベートし 595 nm における吸光度を測定した。肝臓から抽出されたト

リグリセリド量は使用した肝臓片の重量で除することで算出した。 
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実験結果 

 

FGF21 はメチオニン・コリン欠乏食により発現亢進する 

 

まず、メチオニン・コリン欠乏食摂取による FGF21 の発現を検討するため 7

週齢の野生型(C57BL/6J)マウスにメチオニン・コリン欠乏食を 1 週間与える実験

を行った。メチオニン・コリン欠乏食は非アルコール性脂肪肝の誘導食として知

られている。メチオニン欠乏によりコリンが生成されず、さらにコリン欠乏は

VLDL の合成に重要なフォスファチジルコリン欠乏につながり肝臓からのトリ

グリセリド分泌不全となる。過去の報告と同様にメチオニン・コリン欠乏食摂取

により肝臓中トリグリセリド量の蓄積増大が確認された(図 3-1A)。肝臓の遺伝

子発現解析の結果、FGF21 の発現がメチオニン・コリン欠乏食により顕著に増

加した(図 3-1B)。また、ELISA 法により血中 FGF21 濃度を測定したところメチ

オニン・コリン欠乏食摂取による増加が見られた(図 3-1C)。一方、精巣上体脂肪

では FGF21 の発現変動は認められなかった(図 3-1D)。 

 

脂肪酸酸化や TG 分解経路は FGF21 欠損により変動しない 

 

次に、FGF21 欠損マウスを用いた実験を行った。その結果、FGF21 欠損マウ

スの 1 週間のメチオニン・コリン欠乏食による肝臓トリグリセリド量は野生型

マウスと比較して増加傾向にあった(図 3-2A、図 3-2B)。脂肪肝による小胞体ス

トレスの惹起が報告されている(68,69,70,71)ことから、小胞体ストレス応答遺伝

子の発現変動を測定したが、FGF21 欠損による有意な変動は確認されなかった

(図 3-2C)。次に、メチオニン・コリン欠乏食を 4 週間与える実験を行った。野生

型マウスではメチオニン・コリン欠乏食により肝臓トリグリセリド量の増加傾

向、血中グルコース、トリグリセリド、総コレステロール、遊離脂肪酸、レプチ

ン濃度の減少傾向、血中 AST、ALT、総ケトン体、アディポネクチン濃度の増加

傾向が見られた(図 3-3B、表 3-2)。FGF21 欠損マウスにおいて肝臓トリグリセリ

ド量が有意に増加し(図 3-3B)、小胞体ストレス応答因子や肝線維化マーカー遺

伝子の発現が有意に亢進していた(図 3-3C、図 3-4)。また、血中レプチン、AST、

ALT 濃度が上昇傾向を示した。血中グルコースおよびアディポネクチン濃度は

有意な差が認められた(表 3-2)。血中トリグリセリド濃度などが FGF21 欠損によ

り有意に変動していなかったため、肝臓における脂質合成関連遺伝子を解析し

た。脂肪酸合成酵素の発現を制御する転写因子 SREBP1c 及びその標的遺伝子で

ある FASN、SCD1、ACC1 を測定した。SREBP1c 及び FASN の発現は野生型マ
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ウスではメチオニン・コリン欠乏食による変動は認められなかったが、FGF21 欠

損マウスにおいてはメチオニン・コリン欠乏食摂取により発現低下が見られた。

SCD1 の発現は過去の報告と同様にメチオニン・コリン欠乏食による発現低下が

見られたが、FGF21 欠損による違いは認められなかった。ACC1 の発現はどの群

においても変動は見られなかった(図 3-5A)。次に、血中への VLDL 分泌に重要

な MTP 及び ApoB の遺伝子発現を測定した。MTP の発現に関してはメチオニ

ン・コリン欠乏食摂取による変動は見られなかったが、FGF21 欠損マウスでは

野生型マウスと比較して高発現であった。ApoB の発現はメチオニン・コリン欠

乏食摂取により野生型マウスでは発現亢進していたが、FGF21 欠損マウスでは

そのような変動は見られなかった(図 3-5B)。また、トリグリセリドからジグリセ

リドへの分解に関与する ATGL (Adipose triglyceride lipase) や脂肪酸酸化に関与

する PPARやCPT1 (Carnitine palmitoyltransferase 1)についても測定を行った。

その結果、メチオニン・コリン欠乏食摂取により ATGL の発現はメチオニン・

コリン欠乏食摂取により野生型マウスでは亢進していたが顕著な差ではなく

FGF21 欠損マウスにおいては変動しなかった(図 3-5C、図 3-5D)。CPT1の発現

は FGF21 欠損によらずメチオニン・コリン欠乏食摂取により亢進していた(図 3-

5D)。以上の結果から、FGF21 欠損マウスにおける肝臓トリグリセリド量蓄積増

加は脂肪酸合成、VLDL 分泌、TG 分解や脂肪酸酸化の変動に起因するものでは

ないことが示唆された。 

 

FGF21 欠損マウスでは PPARの発現が増加する 

 

PPAR(Peroxisome proliferator-activated receptor ) は白色脂肪細胞の分化に重

要で脂肪組織における脂質代謝の重要な制御因子である。一方、脂肪肝などでは

肝臓で PPAR発現が上昇することが報告されている(135,136)。そのため、PPAR

の発現に着目し発現解析を行った。FGF21 欠損マウスではメチオニン・コリン

欠乏食摂取により PPARの発現の亢進が見られた。またウエスタンブロットの

結果、PPAR2 のタンパク質量の増加が見られた(図 3-6A、図 3-6B)。PPARの標

的遺伝子である LPL (lipoprotein lipase) や Fsp27 (fat specific protein 27 )の発現

が FGF21 欠損マウスにおいて亢進した。同じく標的遺伝子である CD36 (cluster 

of differentiation 36)の発現についてもメチオニン・コリン欠乏食摂取により野生

型マウス及び FGF21 欠損マウスで亢進していたが、野生型マウスと比較して

FGF21 欠損マウスでより誘導された(図 3-6C)。以上の結果から、FGF21 欠損マ

ウスでは PPARの発現の増加により肝臓トリグリセリドの蓄積につながること

が示唆された。PPARが高発現する脂肪組織でも検討した結果、FGF21 の発現は

肝臓とは異なりメチオニン・コリン欠乏食摂取により低下していた。また、
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PPAR2 の発現に関しても肝臓とは異なりメチオニン・コリン欠乏食摂取時に

FGF21 欠損により野生型マウスと比較して発現が低下した(図 3-7)。以上の結果

から、メチオニン・コリン欠乏食摂取による PPAR発現増加は肝臓選択的であ

ると考えられる。 
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考察 

 

本節では、非アルコール性脂肪肝のモデル食であるメチオニン・コリン欠乏食

を野生型及び FGF21 欠損マウスに与える実験を行った。メチオニン・コリン欠

乏食により血中脂質などの低下が見られ、他の報告(137,138)と同様の結果が得ら

れた。血中アディポネクチン濃度に関しては、野生型マウスではメチオニン・コ

リン欠乏食により増加していたが、FGF21 欠損マウスではそのような違いは認

められなかった。FGF21 は脂肪組織でのアディポネクチンの発現及び分泌を亢

進することが知られており(113)、メチオニン・コリン欠乏食による FGF21 発現

亢進の影響が FGF21 欠損マウスではなかったためであると思われる。 

メチオニン・コリン欠乏食による肝臓トリグリセリド蓄積量が FGF21 欠損マ

ウスでは野生型マウスと比較してより増加していた。脂肪酸合成やVLDL分泌、

脂肪分解に関係する遺伝子発現変動を調べた結果、メチオニン・コリン欠乏食に

より脂肪酸合成関連遺伝子 SREBP1c 及びその標的遺伝子である FASN の発現が

野生型マウスでは変化はなかったが、FGF21 欠損マウスでは低下していた。他

の報告では野生型マウスで同様の現象を確認している(139)が、我々の実験結果

では FGF21 欠損においてのみ認められた。血中に分泌されたアディポネクチン

は肝臓での脂肪合成抑制や酸化亢進効果があり、FGF21 欠損マウスでは野生型

マウスで見られた血中アディポネクチン濃度の上昇が認められなかったことか

ら肝臓へのトリグリセリド蓄積にアディポネクチンの関与が考えられる。 

上記以外の脂質代謝関連遺伝子としてPPAR1と2の発現を調べたところ、

FGF21欠損マウスではその遺伝子発現が亢進し、標的遺伝子の発現も亢進してい

た。脂肪組織においてFGF21はSUMO化の抑制によりPPARを活性化することが

知られている(112)。精巣上体脂肪においてメチオニン・コリン欠乏食摂取によ

るFGF21やPPAR遺伝子発現変動は見られなかったことからメチオニン・コリン

欠乏食によるPPARの発現変動は肝臓選択的の可能性がある。野生型マウスにお

いてもメチオニン・コリン欠乏食により肝臓TG蓄積亢進が見られたが、PPAR

の発現は変動していなかった。これまで、<1>肝臓においてPPAR2を過剰発現す

ると肝臓トリグリセリド量が増加する(140)、<2>PPARは食事誘導性肥満で発現

亢進する(135,136)、<3>PPAR2欠損マウスは肥満を呈さない(141)、<4>PPARの

主要な発現臓器である脂肪組織欠損マウスではPPARのアゴニスト処理による

脂肪肝抑制効果が見られない(142)、<5>FGF21過剰発現により肝臓でのPPAR2

の遺伝子発現が低下する(143)、<6>組み換えFGF21タンパク質を投与するとHFD

による脂肪肝抑制やPPAR遺伝子発現抑制する(102,103,104)ことが報告されて

いる。したがって、FGF21はメチオニン・コリン欠乏食摂取によって引き起こさ
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れるPPARの発現上昇を抑制しているため、FGF21欠損マウスではこの抑制が効

かず、その結果として肝臓のトリグリセリド蓄積量が増加することが考えられ

る。今後の解析によりさらに詳細な作用機序を明らかにする必要がある。PPAR

の標的遺伝子であるFsp27は脂肪滴形成を促進する作用を有することから

PPAR依存性脂肪肝の制御に関与し、過剰発現によりトリグリセリド量蓄積亢進

が知られる(144)。メチオニン・コリン欠乏食摂取によりFsp27の遺伝子発現が

亢進する傾向にあり、FGF21欠損マウスでは野生型マウスと比較して有意に増大

していた。この遺伝子発現結果はメチオニン・コリン欠乏食摂取による肝臓トリ

グリセリド定量の結果(図3-3B)と相関していた。野生型マウスではFsp27発現上

昇を介して肝臓トリグリセリドが蓄積亢進するが、FGF21欠損マウスではPPAR

の発現亢進によりFsp27の発現がさらに増大したため、野生型マウスと比較し

て肝臓のトリグリセリド量がより増加した可能性が考えられる。FGF21欠損マウ

スでのメチオニン・コリン欠乏食による肝臓のトリグリセリド量の増加がPPAR

の発現を介するかはPPARの阻害剤を投与する実験等により検討する必要があ

る。 

他の論文では FGF21 欠損マウスでの肝臓トリグリセリド蓄積の増加が報告さ

れており、ACSL (acyl CoA synthetase) 活性の低下による肝臓中の長鎖脂肪酸の

減少及び脂肪酸 β 酸化の抑制を原因に挙げている(139)。メチオニン・コリン欠

乏食を 4 週間処理した我々の結果では、脂肪酸 β酸化に関与する PPARの遺伝

子発現は野生型マウスでのみ亢進しており、FGF21 欠損マウスでは違いが見ら

れなかった。また CPT1の発現はマウス間で差は認められなかった。これより

8週間処理の際には長期投与の結果、β酸化がより抑制されていた可能性がある。 

本節において FGF21 欠損マウスではメチオニン・コリン欠乏食による肝臓ト

リグリセリドの蓄積量増加が見られた。FGF21 欠損マウスでは PPARの発現が

亢進し肝臓トリグリセリド蓄積量が増加したものと考えられる。肝臓における

FGF21 による PPAR発現の制御機構については不明な点が多く残っており、

FGF21 の過剰発現による PPAR制御因子の発現変動等の更なる解析が必要であ

る。 



Control MCD

Asp 0.35 0.35

Asn 0.6 0.6

Ser 0.35 0.35

Glu 4 4

Gln 0 0

Pro 0.35 0.35

Gly 2.33 2.33

Tyr 0.5 0.5

Phe 0.75 0.75

Lys 1.8 1.8

His 0.45 0.45

Arg 1.21 1.21

Trp 0.18 0.18

Met 0.3 0

Cys 0.35 0.35

Leu 1.11 1.11

Ile 0.82 0.82

Val 0.82 0.82

Ala 0.35 0.35

Thr 0.82 0.82

Total 17.44 17.14

g / 100g kcal g / 100g kcal

amino acid 17.44 69.76 17.14 68.56

b-cornstarch 40.2 160.8 40.2 160.8

a-cornstarch 13 52 13 52

sucrose 12.56 50.24 13.16 52.64

soybean oil 7 63 7 63

fiber 5 5

mineral mix (AIN-93) 3.5 3.5

vitamin mix (AIN-93) 1 1

choline bitartrate 0.3 0

Total 100 395.8 100 397

表3-1 メチオニン・コリン欠乏食の組成

Amino Acid (g/100g) Diet components Control MCD
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図3-1 FGF21の発現はメチオニン・コリン欠乏食摂取により亢進する
野生型マウスにメチオニン・コリン欠乏食を1週間与えた後に肝臓、精巣上体脂肪及び血液を採取した。
A,B;肝臓はRNA抽出後、肝臓トリグリセリド量(A)及びFGF21の遺伝子発現量(B)の測定を行った。C:血液
はELISA法にて血中FGF21分泌量を測定した。D:精巣上体脂肪はRNA抽出後リアルタイムPCRによる解
析にてFGF21の発現を測定した。遺伝子発現は18Sの発現量で除することで補正した。1回の試行につき
6-7連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。**:p<0.01
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図3-2 メチオニン・コリン欠乏食を1週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウスの肝臓における遺伝子
発現変動及び肝臓トリグリセリド量測定
野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を1週間与えた後に肝臓を採取し、遺伝
子発現(A,C)及び肝臓トリグリセリド量の測定(B)を行った。遺伝子発現は18Sの発現量で除することで補
正した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分
析(Bonferroni検定)を行った。 a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図3-3 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウスの肝臓における遺伝子発現
変動及び肝臓トリグリセリド量測定
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に肝臓を採
取し、遺伝子発現(A,C)及び肝臓トリグリセリド量の測定(B)を行った。遺伝子発現は18Sの発現で除すること
で補正した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には二元分散分析を用
いた。二元分散分析で有意差があったものに関して一元配置分散分析(Bonferroni検定)を行った。 a,b:異な
る文字間で有意差あり、 p<0.05

0

50

100

150

200

WT FGF21KO

m
g

 /
 g

 l
iv

e
r

ctrl

MCDa

b

a

a

0

0.5

1

1.5

2

2.5

WT FGF21KOR
e
la

ti
v
e

 m
R

N
A

 l
e

v
e

l BiP

0

1

2

3

WT FGF21KOR
e
la

ti
v
e

 m
R

N
A

 l
e

v
e

l XBP1s

0
1
2
3
4
5
6
7

WT FGF21KOR
e
la

ti
v
e

 m
R

N
A

 l
e

v
e

l CHOP

ctrl

MCD
a a

b

aa a

b

a
a

a

b

a

A B

C

125



図3-4 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウス肝臓における線維化
マーカー遺伝子発現変動
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に肝臓
を採取した。RNAを回収後、遺伝子発現変動をリアルタイムPCRにより解析した。それぞれの遺伝子発
現は18Sの発現量で除することで補正した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。
有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文字間で有意差あり、
p<0.05
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Parameters

WT mouse FGF21 KO mouse Pvalue

ctrl diet MCD diet ctrl diet MCD diet Mouse Diet Mouse x diet

Baseline body weight (g) 24.0±0.39 23.9±0.38 21.0±0.84 21.4±0.72 p<0.001 N.S. N.S.

Final body weight (g) 26.1±0.53 18.2±0.17 23.9±1.15 18.5±0.68 N.S. p<0.001 N.S.

Food consumption (g / kg mouse / day) 125.9±5.1 133.8±8.5 111.2±5.7 102.4±4.9 p<0.01 N.S. N.S.

liver weight / body weight (%) 5.3±0.56 4.4±0.04 5.4±0.11 5.7±0.25 N.S. N.S. N.S.

Plasma glucose (mg / dL) 209±15a 164±5b 249±9a 131±8b N.S. p<0.001 p<0.01

Plasma triglyceride (mg / dL) 344±68 93±22 368±33 123±36 N.S. p<0.001 N.S.

Plasma total cholesterol (mg / dL) 188±15 127±23 228±35 121±18 N.S. p<0.01 N.S.

Plasma AST (IU / L) 6.1±1.4 74.5±15.9 7.0±0.6 161.2±67.5 N.S. p<0.01 N.S.

Plasma ALT (IU / L) 4.7±1.0 44.6±6.3 2.8±0.6 103.9±46.5 N.S. p<0.01 N.S.

Plasma 3-Hydroxybutyrate (μmol / L) 35±10 70±13 46±8 97±16 N.S. p<0.01 N.S.

Plasma NEFA(mEq / L) 0.33±0.049 0.25±0.03 0.36±0.046 0.25±0.045 N.S. p<0.05 N.S.

Plasma Adiponectin (μg / mL)

plasma leptin (pg / mL)

19.4±1.33a

2129±222

32.1±2.0b

635±122

25.3±1.31ab

3764±978

27.2±2.85ab

1756±485

N.S. p<0.01 p<0.05

p<0.05 p<0.01 N.S.

Plasma FGF21 2202±772 8327±837 - - - p<0.01 -

表3-2 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウスにおける各種パラメーター
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に肝臓及び
血液を採取し、各種パラメーターを測定した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有

意差検定には二元分散分析を用いた。二元分散分析で有意差があったものに関して一元配置分散分析
(Bonferroni検定)を行った。 a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図3-5 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウス肝臓における遺伝子発現変動
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に肝臓を採取
した。RNAを回収後、脂肪酸合成(A)、VLDL分泌に関与する遺伝子(B)、TG分解(C)及び脂肪酸b酸化に関与す
る遺伝子(D)の発現をリアルタイムPCRにより解析した。 それぞれの遺伝子発現量は18Sの発現量で除すること
で補正した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析
(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図3-6 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウス肝臓におけるPPARg発現
変動
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に肝臓を
採取した。A,C:RNAを回収後PPARg及びその標的遺伝子の発現をリアルタイムPCRにより解析した。それ
ぞれの遺伝子発現は18Sの発現量で除することで補正した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤
差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 a-c:異なる文字間で有意差
あり、 p<0.05 B: PPARgのタンパク質発現をウエスタンブロットにより解析した
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図3-7 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウス精巣上体脂肪における
遺伝子発現変動
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に精巣
上体脂肪を採取した。RNAを回収後、脂肪細胞分化に関与するPPARg遺伝子やその標的遺伝子の発現
をリアルタイムPCRにより解析した。それぞれの遺伝子の発現は18Sの発現量で除することで補正した。1

回の試行につき4連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析
(Bonferroni検定)を用いた。 a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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第三章 

 

第二節 

 

FGF21 によるアミノ酸代謝制御 

 

 

 

 

 

 

 

緒言 

 

アミノ酸、特にメチオニンの低下は脂肪肝につながる。そのためメチオニン及

びコリンの欠乏により体内のアミノ酸濃度に変動が見られるか、また FGF21 が

アミノ酸代謝に影響を与えるかを検討した。 
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実験方法 

 

・大腸菌の形質転換(トランスフォーメション) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲル電気泳動 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲルからの DNA 断片回収 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・制限酵素処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ライゲーション 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドミニプレップ(粗精製) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドラージプレップ(細胞内遺伝子導入用) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

プラスミド 

 第一章及び第二節実験方法の項に準じた。 

  

・細胞培養試薬の調製 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・細胞培養 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・細胞の継代 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 
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・リポフェクタミン法を用いた遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アデノウイルスベクターによる遺伝子導入 

第一章及び第二章実験方法の項に準じた。 

 

・RNA 抽出 

第一章及び第二章実験方法の項に準じた。 

 

・DNase 処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・逆転写反応(Reverse Transcription ; RT) 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・Real-time PCR 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

それぞれの遺伝子発現は 18S の発現量で除することで補正した。また、1 回の

試行につき 4-6 連のサンプルを用い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検

定にはスチューデントの t 検定または一元配置分散分析(Bonferroni 検定)を用

いた。 

 

SYBR Green で用いた各 primer を以下に示す。以下に記載していない遺伝子は全

て Taq®Man probe で測定した。 

mTha sense 5-ACCTTGGACCTGAATGAGCTA-3 

 antisense 5-CAGGTACACGAGCTCACAGAC-3 

mSDS sense 5-CAGTTGAAGTGGTGGGAGAGA-3 

 antisense 5-CCAGATGAGAGGGTCATCAAA-3 

 

・動物実験 

[実験動物] 

第二章第一節及び第二節実験方法の項に準じた。 

 

[実験条件] 

第三章第一節実験方法の項に準じた。 

第一節に記載のない方法は以下の通りである。 

SREBP2 target 
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FGF21 欠損マウスへの FGF21 過剰発現実験 

FGF21 欠損マウス(9 週齢、オス)にアデノウイルスを用いて FGF21 を過剰発現さ

せた。7 日後に解剖し、血液は 0.1 M EDTA で処理したシリンジを使用し、下大

静脈から採血した。その後 4 ℃、5000 rpm、30 分間の遠心分離を行い血清を分

離した。肝臓は採取後に PBS で洗浄し、液体窒素を用いて直ちに凍結し、-80 ℃

で保存した。 

 

野生型及び FGF21 欠損マウスへの FGF21 過剰発現実験 

野生型および FGF21 欠損マウス(9 週齢、オス)にメチオニン・コリン欠乏食及び

メチオニン・コリン欠乏食にスレオニンを添加(メチオニン・コリン欠乏食に含

まれるスレオニン含有量の 0.3倍量を余分に添加)した食餌を 14日間与えた後に

解剖し、血液は 0.1 M EDTA で処理したシリンジを使用し、下大静脈から採血し

た。その後 4 ℃、5000 rpm、30 分間の遠心分離を行い血清を分離した。肝臓は

採取後に PBS で洗浄し、液体窒素を用いて直ちに凍結し、-80 ℃で保存した。 

 

・血中 FGF21 濃度測定 

 第二章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アミノ酸分析 

 血液サンプル調製 

 血清 25 L を滅菌水で 3 倍希釈し、3 % TCA 溶液を 150 L 添加した。5400 g、

4 ℃で 15 分間遠心し、上清をフィルター(Syringe Driven Filter Unit, 0.22 m, 

MILLIPORE)に通した。 

 

肝臓サンプル調製 

 肝臓 100 mg に対し 3 % TCA 溶液を 1 mL 添加しホモジナイズした。10000 g、

4 ℃で 10 分間遠心し、上清をフィルター(Syringe Driven Filter Unit, 0.22 m, 

MILLIPORE)に通した。 

 

サンプルはバイアルにセットし日立高速アミノ酸分析計 L-8900 に供した 

 

・細胞内トリグリセリド定量 

 6-well plate に 4 × 105 cells / well となるように播種した HuH7 細胞にヘキサン:

イソプロパノール = 3:2 で混合した溶液を 250 L 加え 10 分間氷上でインキュ

ベートした。この抽出操作を 2 回行い溶液(計 500 L)をバキューム遠心で気化
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させた。乾燥後、イソプロパノール 20 L に溶解しトリグリセライド E-テスト

ワコー(和光純薬工業(株))を用いて定量した。 
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実験結果 

 

メチオニン・コリン欠乏食により血中メチオニン濃度が低下する 

 

 第一節において、野生型及び FGF21 欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食

を 4 週間与える実験を行い肝臓のトリグリセリド定量など行った。メチオニン

欠乏による体内のアミノ酸濃度の変動を検討するため、血中及び肝臓中のアミ

ノ酸濃度を高速アミノ酸分析計 L-8900(日立)により測定した。メチオニン・コリ

ン欠乏食により VLDL 分泌に重要なメチオニンなどの含硫アミノ酸の血中濃度

は低下していたが、肝臓では変動しなかった(図 3-8、図 3-9)。また、血中アスパ

ラギン酸、セリン、グルタミン酸、グリシン、アラニン、プロリン濃度の増加、

アルギニン濃度の低下が見られた(図 3-8)。肝臓中アスパラギン酸、ヒスチジン

濃度は低下、セリン、グルタミン酸、グリシン、プロリン濃度は増加していた(図

3-9)。 

 

FGF21 欠損マウスの肝臓および血液中でスレオニン濃度が低下している 

 

野生型と FGF21 欠損マウスの血中及び肝臓中のアミノ酸濃度を検討した。

Two-way ANOVA による検定を行った結果、血中スレオニン、メチオニン濃度は

FGF21 欠損により低下し、一方、アスパラギン酸、グルタミン酸、グリシン、チ

ロシン濃度は増加した(図 3-8)。肝臓中アミノ酸濃度を測定した結果 Two-way 

ANOVA による検定にて有意な変動を示したアミノ酸は存在せず、スレオニン、

セリン濃度が FGF21 欠損により低下した(図 3-9)。この結果から、血中及び肝臓

中においてセリン、グルタミン酸、グリシン、プロリン濃度がメチオニン・コリ

ン欠乏食によって上昇し、スレオニン濃度は FGF21 欠損によって低下している

ことが示唆された。 

 

FGF21 欠損によるスレオニン量の低下はスレオニン代謝酵素の発現以外の制御

を受ける 

 

第一節において、FGF21 欠損マウスは野生型マウスに比べ肝臓トリグリセリ

ド量が増加していた。また、ラットを用いた実験でスレオニン添加が脂肪肝を改

善することが報告されている(145,146)。FGF21 欠損マウスにおける体内のスレ

オニン濃度の低下が脂肪肝の原因であると考え、スレオニンに着目した。スレオ

ニンは必須アミノ酸でありスレオニンアルドラーゼ(Tha)、スレオニンデヒドロ
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ゲナーゼ(Tdh)、スレオニンデアミナーゼ(SDS)により代謝される(図 3-10A)。ま

ず、スレオニン代謝に FGF21 が関与しているかを検討するため、野生型マウス

及び FGF21 欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を 4 週間摂取させたマウス

肝臓におけるスレオニン代謝酵素の発現変動を測定した。その結果、Tha の発現

はメチオニン・コリン欠乏食により上昇したが、マウス間での差は認められなか

った。SDS はメチオニン・コリン欠乏食摂取時に FGF21 欠損マウスで低い発現

であることが確認された(図 3-10B)。また Tdh の発現は低発現のため検出ができ

なかった。これらの結果は、肝臓スレオニン濃度の変動と一致していなかった。

次に、FGF21 欠損マウスにアデノウイルスを用いて FGF21 を過剰発現させ血中

及び肝臓中アミノ酸濃度測定を行った。その結果、FGF21 の過剰発現により血

中及び肝臓のスレオニンが増加し、さらにグルタミン、チロシン濃度の増加も見

られた(図 3-11A、図 3-11B)。この時の肝臓におけるスレオニン代謝酵素の発現

変動をリアルタイムPCRにより解析した結果、変動は見られなかった(図3-11C)。

これらの結果から、FGF21 はスレオニン量を増加させるが、スレオニン代謝酵

素の発現変動を介さないことが示唆された。 

スレオニンの抗脂肪肝効果を検証するためメチオニン・コリン欠乏食にスレ

オニンを添加(メチオニン・コリン欠乏食に含まれるスレオニン含有量の 0.3 倍

量を追加)した食事を 14 日間与えた実験を実施し、肝臓トリグリセリド定量を行

った。その結果、メチオニン・コリン欠乏食によって増加した肝臓トリグリセリ

ドの蓄積がスレオニンによって低下しなかった(図 3-12)。この結果から、メチオ

ニン・コリン欠乏食による脂肪肝にはスレオニンは関与しないことが示唆され

た。 
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考察 

 

本節では、メチオニン・コリン欠乏食摂取において FGF21 の欠損によりアミ

ノ酸濃度が変動するか検討した。実験の結果、メチオニン・コリン欠乏食により

メチオニンの血中濃度が低下し、FGF21 欠損によりさらに低下していたが肝臓

では変動しなかった(図 3-8、図 3-9)。血中アミノ酸濃度は食事内容により変動し

やすいが、肝臓では骨格筋などの他臓器からの分解を介してアミノ酸濃度を一

定に保つ可能性が考えられる。FGF21 欠損マウスでは野生型マウスに比べ血中

及び肝臓中スレオニン濃度が低下し、FGF21 の過剰発現により血中及び肝臓中

のスレオニン濃度の上昇が見られた(図 3-8、図 3-9、図 3-11)。しかし、スレオニ

ン代謝酵素の発現は FGF21 による変動を受けないことが示唆された(図 3-10、図

3-11)。SDS はスレオニンによって誘導されることが知られ、絶食時において重

要であるといわれている。本実験ではスレオニン代謝酵素発現変動のみを解析

したが、各種酵素の活性が FGF21 の作用により変動している(例えばリン酸化な

どを介して)可能性も否定できない。FGF21 の制御因子である PPARのアゴニス

トWY14663を高脂肪食負荷ラットに 4週間投与する実験では血中スレオニン濃

度の上昇が見られており(147)、本研究と一致する結果が報告されている。これ

より、PPAR活性化によるスレオニン濃度上昇には FGF21 が関与していること

が考えられる。メチオニン・コリン欠乏食にスレオニンを添加した食事を与える

実験を実施したが、我々の結果では脂肪肝抑制効果は確認されなかった(図 3-12)。

過去の報告ではスレオニンがラットに低タンパク質(9%カゼイン)食を投与して

生じる脂肪肝発症を抑制した(145)。一方、オレイン酸処理により脂肪滴を形成

させた HuH7 細胞をスレオニン添加培地で培養した結果、細胞中トリグリセリ

ド量の減少が見られた(図 3-13)ことからスレオニンが脂肪蓄積抑制に関与して

いることが示唆される。メチオニン・コリン欠乏食以外の食餌性誘導肥満におけ

るスレオニンの機能について検証を行う必要があり、FGF21 の発現への影響な

ど FGF21 によるスレオニン代謝制御の解明には今後の解析が必要である。 
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図3-8 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウスにおける血中アミノ酸濃度
測定
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に血液を採
取し、アミノ酸分析に供した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には
二元分散分析を用いた。二元分散分析で有意差があったものに関して一元配置分散分析(Bonferroni検定)

を行った。* : p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001 a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図3-9 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウスにおける肝臓中アミノ酸濃度
測定
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食を4週間与えた後に肝臓を採
取し、アミノ酸分析に供した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には二

元分散分析を用いた。 * : p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001
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図3-10 メチオニン・コリン欠乏食を4週間摂取した野生型及びFGF21欠損マウス肝臓における遺伝子発現
変動
A:スレオニン代謝経路。B:9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食
を4週間与えた後に肝臓を採取した。RNAを回収後、スレオニン代謝に関与する遺伝子発現をリアルタイム
PCRにより解析した。それぞれの遺伝子発現は18Sの発現量で除することで補正した。1回の試行につき6

連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。
a,b:異なる文字間で有意差あり、 p<0.05
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図3-11 FGF21欠損マウスへのFGF21過剰発現における血中及び肝臓中アミノ酸濃度測定
9週齢のオスのFGF21欠損マウスにアデノウイルスを用いてFGF21を過剰発現し7日後に血液(A)及び肝臓
(B)を採取し、アミノ酸分析に供した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定

にはスチューデントのt検定を用いた。 * : p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001 C:肝臓はRNAを回収後、
FGF21及びスレオニン代謝に関与する遺伝子発現をリアルタイムPCRにより解析した。それぞれの遺伝子発
現は18Sの発現量で除することで補正した。1回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有
意差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。
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図3-12 野生型及びFGF21欠損マウスへのスレオニンを添加したメチオニン・コリン欠乏食摂食時の
肝臓トリグリセリド量
9週齢のオスの野生型マウス及びFGF21欠損マウスにメチオニン・コリン欠乏食及びスレオニンを添加
したメチオニン・コリン欠乏食を14日間与えた後に肝臓を採取し肝臓トリグリセリド量の測定を行った。1

回の試行につき6連で行い、平均値と標準誤差を算出した。有意差検定には一元配置分散分析
(Bonferroni検定)を用いた。 * : p<0.05
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図3-13 オレイン酸処理を施したHuH7細胞へのスレオニン処理による細胞内トリグリセリド定量
HuH7細胞を500 mMのオレイン酸を含む培地で60時間培養した後200 mMのスレオニンを含む培地で6時間
処理し細胞内トリグリセリド量を定量した。1回の試行につき3連で行い、平均値と標準偏差を算出した。有意
差検定には一元配置分散分析(Bonferroni検定)を用いた。 p<0.05
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第四章 

 

ATF4新規標的遺伝子の探索 

 

 

 

 

 

 

 

緒言 

 

ATF4は小胞体ストレスやアミノ酸枯渇などにより活性化される転写因子であ

る。第二章において ATF4 により脂肪酸代謝に関与する FGF21 の発現制御機構

を明らかにし ATF4 が脂質代謝に関与する可能性が示唆された。本節ではマイク

ロアレイ法により ATF4 新規標的遺伝子の探索を実施した。 
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実験方法 

 

・大腸菌の形質転換(トランスフォーメション) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲル電気泳動 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アガロースゲルからの DNA断片回収 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・制限酵素処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ライゲーション 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドミニプレップ(粗精製) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・プラスミドラージプレップ(細胞内遺伝子導入用) 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

プラスミド 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 第一節に記載のないプラスミドは以下の通りである。 

 

 [pGL3-C12orf39-luc] 

  Human genomic DNA を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIIIの制

限酵素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応によりプロモーター領

域の-601 bp から+167 bp の領域を増幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳

動により精製し、BglII/HindIII処理後、pGL3 luciferase vector の BglII/HindIIIサイ

トに挿入し、目的のプラスミドを得た。 

 

[pGL3-C12orf39 del-luc] 
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 pGL3-C12orf39-luc を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIIIの制限

酵素サイトを付加したプライマーを用いて、PCR 反応によりそれぞれヒト

C12orf39 のプロモーター領域の-85 bpから+167 bpの領域を増幅した。PCR 産物

はアガロースゲル電気泳動により精製し、BglII/HindIII 処理後、pGL3 luciferase 

vectorの BglII/HindIII サイトに挿入し、目的のプラスミドを得た。 

 

[pGL3-C12orf39 mut-luc] 

  pGL3-C12orf39-luc を鋳型として、5末端側に BglII、3末端側に HindIIIの制限

酵素サイトを付加したプライマー及び変異を導入したプライマーを用いて、PCR

反応により C12orf39 のプロモーター配列に変異を含むオリゴヌクレオチド(5-

TGATGCAAT-3→5-GTTGCGCTT-3を作成した。そして PCR 産物をアガロー

スゲル電気泳動により精製したのち overlap extension PCR法によりヒトC12orf39

のプロモーター領域の-601 bpから+167 bp の領域に変異を含んだ DNA 断片を増

幅した。PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により精製し、BglII/HindIII処理後、

pGL3 luciferase vectorのBglII/HindIIIサイトに挿入し、目的のプラスミドを得た。 

 

・細胞培養試薬の調製 

第一章及び第二章実験方法の項に準じた。 

 

・細胞培養 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・細胞の継代 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・リン酸カルシウム法を用いた遺伝子導入 

第二章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・ルシフェラーゼアッセイ 

第二章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・リポフェクタミン法を用いた遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・アデノウイルスベクターによる遺伝子導入 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

SREBP2 target 
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・RNA抽出 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・DNase処理 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・逆転写反応(Reverse Transcription ; RT) 

 第一章第一節実験方法の項に準じた。 

 

・Real-time PCR 

第一章第一節実験方法の項に準じた。 

それぞれの遺伝子発現は 36B4 の発現量で除することで補正した。また、1 回

の試行につき 3-4 連のサンプルを用い、平均値と標準偏差を算出した。有意差

検定にはスチューデントの t 検定を用いた。 

 

SYBR Green で用いた各 primerを以下に示す。以下に記載していない遺伝子は全

て Taq®Man probeで測定した。 

hAREG sense 5-GCTGTCGCTCTTGATACTCG-3 

 antisense 5-AGAAAATGGTTCACGCTTCC-3 

hCALCB sense 5-AGAAGAGAGCCTGCAACACTG-3 

 antisense 5-CACGAAGTTGCTCTTCACCA-3 

hCSTA sense 5-GAGGCTTATCTGAGGCCAAA-3 

 antisense 5-TGTTCCAGCAACAACTTGAG-3 

hC12orf39 sense 5-AGGTGCCCTTAACACCAAGAT-3 

 antisense 5-CTGAGTCCCTTCATGTTCTGC-3 

hS100P(148) sense 5-GATGCCGTGGATAAATTGCT-3 

 antisense 5-ACTTGTGACAGGCAGACGTG-3 

mAREG sense 5-TTGCTGCTGGTCTTAGGCTC-3 

 antisense 5-TGGTCCCCAGAAAGCGATTC-3 

mNpq sense 5-GGACTCCCCAAGCTATGCTC-3 

 antisense 5-CAAGCTCCTTCCTACGGCTC-3 

 

・マイクロアレイ解析 

 マイクロアレイ解析は弘前大学中井雄治先生にご協力いただいた。 

 アデノウイルスを用いて ATF4 を過剰発現した HuH7 細胞から ISOGEN を用
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いて抽出した RNAを RNeasy mini kit (QIAGEN)を用いて精製した。その後 Gene 

Chip 3’IVT Express kit (Affymetrix.Inc)により調製しマイクロアレイに供した。以

下にプロトコルを示す。 

1. First-strand cDNA Synthesis 

First-Strand Buffer Mix : 4 µL 

First-Strand Enzyme Mix : 1 µL 

上記の試薬と 100 ng / 5 µLとなるように希釈した RNA を混合し、42 ℃で 120

分間反応させた。 

2. Second-strand cDNA Synthesis 

Second-Strand Buffer Mix : 5 µL 

Second-Strand Enzyme Mix : 2 µL 

Nuclease-free Water : 13 L 

上記の試薬と 1 のサンプルを混合し、16 ℃で 60 分間反応させたのち 65 ℃で

10分間反応させた。 

3. In Vitro Transcription to Synthesize Labeled aRNA 

IVT Biotin Label : 4 µL 

IVT Labeling Buffer : 20 µL 

IVT Enzyme Mix : 6 L 

上記の試薬と 2のサンプルを混合し、40 ℃で 16時間反応させた。 

4. aRNA Purification 

RNA Binding Beads : 10 µL 

aRNA Bindig Buffer Concentrate : 50 µL 

上記の試薬と 3のサンプルを混合し、U-Bottom Plate に移し数回ピペッティング

した。次に 100 % エタノールを 120 µL 加えピペッティングにより混合し Plate 

Shaker (IKA MS3 digital + Microtiter attachment)を用いて 500 rpmで 2 分間 shakeし

た。そして、プレートをマグネットスタンド(Ambion magnetic Stand-96)におき 5

分間静置後、上清をピペットマンを用いて除いた。ビーズに対し、100 Lの aRNA 

Wash Solution を加え Plate Shaker により 800 rpm で 1分間 Shakeしプレートをマ

グネットスタンドにおき 5 分間静置することで RNA Binding Beads を吸着させ

た後、上清をピペットマンを用いて除いた。同様の洗浄操作を 2回行った後 Plate 

Shaker により 1000 rpm で 1 分間 Shake しビーズを乾燥させた。そこへ 60 ℃に

温めておいた aRNA Elution Solution を 50 L加え Plate Shakerにより 1000 rpmで

3分間 Shakeした。その後プレートをマグネットスタンドにおき上清を回収する

ことで aRNAを得た。 

5. Fragmentation 

aRNA : 15 µg 
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5 × Array Fragmentation Buffer : 8 µL 

Nuclease-free Water : up to 40 L 

94 ℃、35分間反応後 1 Lをアガロース電気泳動に供し Fragmentation の確認を

行った。 

6. Hybridization 

 チップは Gene Chip Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix)を使用した。

チップは Hybridization 前に室温に戻し Pro-Hybridiztion Mix を 200 L 加え

Hybridization Oven にて 45 ℃で 10 分以上インキュベートした。5 で得られたサ

ンプルはそれぞれ 12.5 gの Fragmented aRNA に対し Control Oligonucleotide B2 

(3 nM) :4.2 L、20 × Hybridization Controls (bioB、bioC、bioD、cre) : 12.5L、2 x 

Hybridization Mix : 125 L、DMSO : 25 L、Nuclease-free Water : 50 L を加え

Hybridization cocktail とした。この Hybridization Cocktail を 99 ℃、5分間インキ

ュベートした後、45 ℃、5 分間インキュベートした。そして室温、15000 rpm、

5 分間遠心し上清を Pre-Hybridization cocktail を除いたチップに 200 L 加え

Hybridization Oven で 45 ℃、60 rpm、16時間インキュベートした。16時間後、

Hybridizationcocktail を除きWash Buffer Aでアレイ内を満たし、これらのチップ

を Affymetrix GeneChip Command Console を用いて解析した。Hybridization には

Hybridization Oven 640 (Affymetrix)、染色には Fluidics Station 450、チップの読み

取りに関しては GCS300 Scannerを使用した。 

 

・動物実験 

第二章第二節実験方法の項に準じた。 
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実験結果 

 

ヒト肝癌細胞を用いた ATF4新規標的遺伝子の探索 

 

ATF4の新規標的遺伝子の探索のため、アデノウイルスを用いて ATF4を過剰

発現させたヒト肝癌細胞(HuH7 細胞)の RNA を回収し、リアルタイム PCR によ

る解析を行った。その結果、ATF4及びその標的遺伝子である TRB3 も ATF4過

剰発現により発現亢進した(図 4-1A)。ATF4 の過剰発現を確認したサンプルをマ

イクロアレイに供し、得られた結果を RMA 法により正規化しWAD法(log比を

基本としつつ、全体的にシグナル強度の高い遺伝子が上位に来るように重みを

かけた統計量)(149)によりランク付けした(図 4-1B)。その結果、ATF4 によって

最も誘導される 6つの遺伝子(C12orf39 [Chromosome 12 open reading frame 39] 、

CSTA [Cystatin A] 、ASNS [Asparagine synthetase] 、CALCB [Calcitonin-related 

polypeptide beta] 、S100P [S100 calcium binding protein P] 、AREG [amphiregulin] )

が得られた。ATF4 の既知の標的遺伝子(ASNS、S100P)(46,47,148)が含まれてい

たため、マイクロアレイ解析が信頼できる結果であることが示された。次に、リ

アルタイム PCR によりそれらの遺伝子の発現を検証した結果、これらすべての

遺伝子の発現がマイクロアレイの結果同様に ATF4 過剰発現により亢進してい

た(図 4-1C)。 

 

ATF4新規標的遺伝子の発現は小胞体ストレスにより誘導される 

 

小胞体ストレスは ATF4 を活性化する。そのため ATF4新規標的遺伝子の小胞

体ストレスによる発現変動を検討した。HuH7 細胞に小胞体ストレス誘導剤であ

るサプシガルジンを処理した結果、ATF4と同様に ATF4新規標的遺伝子の発現

もサプシガルジンにより誘導された(図 4-2A、図 4-2B)。以上の結果より、これ

らの遺伝子発現は ATF4 過剰発現と同様に小胞体ストレスによっても亢進する

ことが示唆された。 

 

小胞体ストレスは ATF4 を介して新規標的遺伝子の発現を誘導する 

 

小胞体ストレスによる遺伝子発現亢進が ATF4 依存的であるかを検証するた

め、アデノウイルスを用いて shRNAによるATF4のノックダウン実験を行った。

ATF4 の発現はコントロールウイルス(shLacZ)ではサプシガルジンにより誘導さ

れたがノックダウンにより ATF4 の発現は低下し、小胞体ストレスによる変動
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は見られなかった。(図 4-3A)。次に新規標的遺伝子の発現を解析した結果、

C12orf39、CSTA、CALCB遺伝子はコントロールウイルスではサプシガルジンに

より発現が亢進したが、ATF4のノックダウンにより変動が見られなくなった(図

4-3B)。一方、AREG 遺伝子は ATF4 のノックダウンによっても小胞体ストレス

により増加した(図 4-3B)。次に、小胞体ストレスと同様に ATF4を活性化する酸

化ストレスに関して ATF4ノックダウン実験を行った。その結果、小胞体ストレ

スと同様に酸化ストレス誘導剤アルセナイトによって ATF4 新規標的遺伝子の

発現が亢進し、ATF4 ノックダウンによる低下が見られた。(図 4-4A,B)。CALCB

遺伝子の発現は ATF4 ノックダウンにかかわらずアルセナイトにより亢進して

いた。以上より、C12orf39、CSTA、CALCB 遺伝子が ATF4の新規標的遺伝子で

あることが示唆された。 

 

ATF4 はヒト C12orf39 遺伝子のプロモーター活性をプロモーター領域内の

AARE を介して上昇させる 

 

C12orf39、CSTA、CALCB遺伝子のプロモーター領域に ATF4結合様配列が存

在した(図 4-5A)。C12orf39 はマイクロアレイで最も ATF4によって誘導される遺

伝子であり脂質代謝との関連が示唆される因子であったためこの遺伝子に着目

した。C12orf39 のプロモーター領域を含むレポータープラスミドを用いてルシ

フェラーゼアッセイを行った。その結果、ATF4 により C12orf39 プロモーター領

域(-601 bpから-167 bp)が活性化された。一方、-85 bpまでプロモーター領域を欠

失すると活性化は見られなくなったことから、-601 bp から-85 bp の間に ATF4

応答領域が含まれることが示唆された(図 4-5B)。次に AARE 様配列に変異を導

入すると ATF4によるプロモーター活性化が見られなくなった(図 4-5B)。以上の

結果より、ATF4 が AARE を介して C12orf39 遺伝子のプロモーター領域を活性

化することが示唆された。これらの標的遺伝子の発現変動が個体レベルにおい

ても確認されるかを小胞体ストレスを与えたマウス肝臓を用いて検討した。そ

の結果、C12orf39 のマウスホモログである Npq の発現は培養細胞とは異なり、

小胞体ストレスにより亢進しなかった(図 4-5C)。CSTA及び CALCB遺伝子はマ

ウス肝臓では低発現であった。一方、マイクロアレイで応答が見られた AREG

の発現は培養細胞と同様小胞体ストレスにより亢進した。以上の結果から、ATF4

による C12orf39 の発現制御はヒト培養細胞に過剰に ATF4 を発現させた際に顕

著に応答する遺伝子であることが示唆された。 
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考察 

 

今回マイクロアレイ法により ATF4によって誘導される遺伝子探索を行い、上

位 6つの遺伝子を同定した。いずれの遺伝子も肝細胞において ATF4 過剰発現や

小胞体ストレス刺激により遺伝子発現亢進が確認された(図4-1、図4-2)。C12orf39

や CSTA の発現は ATF4 活性化刺激により亢進し、ATF4 ノックダウンによりそ

の変動が見られなくなった(図 4-3、図 4-4)ことから ATF4を介した発現制御が示

唆された。CALCB に関してはサプシガルジン刺激時に ATF4 をノックダウンす

るとその発現亢進が見られなくなり、アルセナイト処理時には一部発現が抑制

されていた(図 4-3、図 4-4)。この結果から CALCB の発現はサプシガルジン処理

とアルセナイト処理時で ATF4 の寄与が異なることが示唆される。CALCB が

ATF4以外にアルセナイトによって活性化される因子によっても制御を受けるこ

とを考慮するとサプシガルジンやアルセナイトが別の転写因子を活性化する可

能性がある。AREG に関しては ATF4 ノックダウンの有無にかかわらず小胞体ス

トレスや酸化ストレスにより発現亢進が確認された(図 4-3、図 4-4)ことから

ATF4は主要な制御因子ではないと推察された。また、アデノウイルスによって

ATF4 を過剰発現させた場合において AREG の遺伝子発現亢進が見られた(図 4-

1)ことから ATF4が AREGを活性化する能力を持つことが示唆される。 

 C12orf39 は Spexin と呼ばれるペプチドホルモンをコードする。肥満患者の脂

肪組織では C12orf39 の発現が低下し、食事誘導性肥満マウスへの Spexin 投与に

より脂肪細胞への長鎖脂肪酸取り込みが抑制されるなど脂質代謝との関連が示

唆される因子である(150)。また第二章及び第三章を考慮するとアミノ酸枯渇の

ような生理的な条件下においても、C12orf39 が FGF21 同様に ATF4 を介して発

現亢進し協調的に作用することで脂質異常症の軽減に寄与する可能性があり、

今後の検討が必要である。 

CSTAはシステインプロテアーゼ阻害剤であり、ラット肝癌細胞においてシス

テインプロテアーゼ cathepsin B を抑制し、胆汁酸塩によるアポトーシスを抑制

することが知られている(151)。胆汁うっ滞性肝疾患における小胞体ストレスが

報告されている(152,153)ためATF4がCSTAの発現を介して肝障害抑制に関与し

ている可能性がある。胆汁酸塩による小胞体ストレスを介した ATF4 活性化が胆

汁うっ滞性疾患にどのように作用するかについては今後さらなる検討が必要で

ある。また、CSTA 遺伝子プロモーター領域内に ATF4結合様配列(-268 bpから-

260 bp)が存在しているため、今後ルシフェラーゼアッセイにより解析する必要

がある。 

 マウス肝臓における ATF4 新規標的遺伝子の小胞体ストレス発現変動を調べ
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たが C12orf39 ホモログである Npqの発現亢進は認められなかった。ヒトとマウ

スのプロモーター配列を比較したところ相動性は認められず ATF4 配列が種間

で保存されていないことが原因と考えられる。また、AREGの発現はマウス肝臓

においても小胞体ストレスにより亢進したことから小胞体ストレス誘導性因子

であることが示唆された。したがって、ATF4 による C12orf39 の発現亢進はヒト

選択的な現象であることが示唆された。 

本実験から、C12orf39、CSTA、CALCB遺伝子が ATF4の新規標的遺伝子であ

ることが示唆され、ATF4 が AARE を介して C12orf39 遺伝子プロモーター活性

を増加させることを示した。 
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図4-1 ATF4過剰発現による遺伝子発現変動
A:HuH7細胞にアデノウイルスを用いてATF4遺伝子を過剰発現しマイクロアレイに用いるRNAサンプルの
ATF4及び標的遺伝子の発現確認。B:HuH7細胞にアデノウイルスを用いてATF4遺伝子を過剰発現しRNAを
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上位6つの遺伝子を示した。C:マイクロアレイの結果をリアルタイムPCRによる解析にて検証した。それぞれの
遺伝子発現量は36B4の発現量で除することで補正した。1回の試行につき4連で行い、平均値と標準偏差を

算出した。有意差検定にはスチューデントのt検定を用いた。 ** : p<0.01
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図4-3 ATF4ノックダウンによりサプシガルジンによるATF4新規標的候補遺伝子の発現が低下する
HuH7細胞にアデノウイルスであるAd-shLacZ及びAd-shATF4をMOI=100で感染させた。感染後15時間後に
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第五章 総合討論 

 

本研究では第一章において、小胞体ストレス応答因子 ATF6による新規なコ

レステロール合成制御について、第二章では ATF4 による線維芽細胞増殖因子

FGF21の発現制御及び FGF21によるストレス軽減効果、第三章では FGF21によ

る脂肪肝抑制効果、第四章では ATF4新規標的遺伝子の探索を行った。本章では

ストレスにより誘導される各因子の生理的機能について考察する。 

第一章では、小胞体ストレス応答因子 ATF6 に着目し、脂質代謝への作用とそ

の分子メカニズムの解析を行った。第一節では、核内型 ATF6の過剰発現によ

り、HMGCS などのコレステロール合成関連遺伝子の発現(図 1-1、表 1)、プロモ

ーター活性化(図 1-2)及び新規コレステロール合成の亢進(図 1-3C)が示された。

第二節では、ATF6による HMGCS の転写活性化調節には NF-Y 結合配列が重

要であることが示唆され(図 1-6)、ATF6のロイシンジッパー領域がこのコレス

テロール合成亢進に重要であることが示された(図 1-7B、図 1-7C)。さらに、ク

ロマチン免疫沈降法により、ATF6が NF-Y 結合配列にリクルートされているこ

とが示唆された(図 1-8)。近年、II 型糖尿病患者や高コレステロール血症患者に

おいて ATF6 の SNP (M67V)が報告されている(31,32)。このM67V は機能獲得型

の SNP であり、標的遺伝子である BiP の遺伝子発現が増加していることが報告

されている(32)。本研究の結果から、ATF6 機能獲得型 SNP による高コレステロ

ール血症の一因として、肝臓におけるコレステロール生合成の亢進が関与する

可能性を示した。 

 小胞体膜はコレステロールやリン脂質等で構成され、小胞体ストレスによる

小胞体の肥大化が知られている。一方、培養細胞を用いた実験から ATF6がリ

ン脂質合成関連遺伝子の発現を亢進することが報告されている(154)。今回得ら

れた ATF6によるコレステロール合成亢進の結果と合わせて考察すると、

ATF6は小胞体の肥大化に伴う小胞体膜形成の促進に必要なコレステロール供

給に重要な役割を担っていることが推測される。 

第二章ではまず第一節において、ATF4 による FGF21 の発現制御の検討を行

い、FGF21 のプロモーター上に 3 か所の ATF4 応答配列が存在することを明ら

かにした(図 2-4、図 2-5)。第二節では小胞体ストレスによる発現制御を受ける

FGF21 の生理的意義について検討を行い、FGF21 が小胞体ストレスの軽減効果

を有することを示した(図 2-6-図 2-11)。さらに第三節ではアミノ酸枯渇など小胞

体ストレス以外の ATF4 活性化刺激による FGF21 の発現亢進を示した(図 2-12-

図 2-15)。小胞体ストレスは小胞体内のミスフォールディングタンパク質の蓄積
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によって生じることが知られている。一方、高脂肪食負荷実験などにより慢性的

な小胞体ストレスが誘導され、JNK のリン酸化を介してインスリン抵抗性を惹

起することが報告されている(68)。本実験において FGF21 が小胞体ストレスに

よる BiP の発現や JNK のリン酸化を抑制することを示した。アセトアミノフェ

ンをマウスに投与した報告では、肝臓における FGF21 の発現が亢進し、肝障害

に伴う JNKの活性化が抑制されるが、FGF21 欠損マウスではこの抑制が効かず、

組み換え FGF21 タンパク質投与により回復する(155)ことから、FGF21 による

JNK 制御が示唆されている。FGF21 は肥満や II 型糖尿病など様々な代謝疾患に

有益であり(105,106)、肥満と JNK の活性化を介した炎症応答の関係性を考慮す

ると、FGF21 による JNK 活性化の抑制は小胞体ストレス軽減だけではなく抗炎

症につながる可能性がある。小胞体ストレスを軽減するケミカルシャペロンで

ある PBA や TUDCA の投与により肥満によるインスリン抵抗性の改善が報告さ

れている(74,75)。したがって、FGF21 はこれらのケミカルシャペロンと同様の効

果が期待できる。FGF21 は脂肪酸によって活性化される核内受容体 PPARによ

る発現制御を受ける。フィブレート系薬剤は PPARを活性化し、抗脂質異常症

薬として広く使われている(156)。PPARと ATF4 の FGF21 プロモーター上の結

合配列は別々に存在しているので ATF4 と PPARの両方の活性化による生活習

慣病の改善が今後期待される。 

 また、本実験ではマウスへの FGF21 過剰発現により小胞体ストレスによる

CHOP の発現亢進が減弱し(図 2-10)、FGF21 欠損マウスでは増大していた(図 2-

11、図 2-13)。CHOP は小胞体ストレス下においてストレス状態に対処できない

場合にアポトーシスを誘導することで小胞体の恒常性を保つことが知られてい

る。ATF6欠損マウスはツニカマイシンの投与により CHOP の発現亢進が持続

し死亡する(15,16,29)。アセトアミノフェンを CHOP 欠損マウスに投与した報告

では肝障害や JNK活性化が抑制されることから(157)、今回の結果から FGF21に

よるストレス軽減効果の一部は CHOP の発現低下を介したものであると示唆さ

れる。CHOP 欠損マウス初代培養肝細胞では小胞体ストレスによる FGF21 の発

現誘導が低く、CHOP による FGF21 のプロモーター活性制御が報告されている

(158)。CHOP は ATF4 を介しても発現が亢進するためストレス応答のアポトーシ

ス経路以外に ATF4 を介さず直接 FGF21 の発現誘導によってもストレス対処に

機能している可能性もある。一方、CHOP は小胞体ストレス時において PPAR

の発現を抑制する(91)。FGF21はPPARの標的遺伝子であるためCHOPがPPAR

を介して FGF21 を制御する可能性がある。小胞体ストレスによる CHOP の発現

亢進が引き起こす脂肪肝を FGF21が抑制する報告もあり(125)、FGF21 と CHOP

の関係についてはさらなる解析が必要である。 

第三章ではまず第一節において、FGF21 欠損マウスでは野生型マウスに比べ
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メチオニン・コリン欠乏食による肝臓のトリグリセリド量の蓄積が増加するこ

とが示された(図 3-3B)。第二節ではメチオニン・コリン欠乏食による体内のアミ

ノ酸濃度変動を検討し、FGF21 欠損マウスでは血中及び肝臓中スレオニン濃度

が低く(図 3-8、図 3-9)、FGF21 過剰発現により増加することを示した(図 3-11)。

ラットを用いた実験でスレオニン添加が脂肪肝を改善すること(145,146)、スレオ

ニン欠乏食は脂肪肝を誘発することが報告されている(159)。食事由来のスレオ

ニン含有量が体内のスレオニン濃度に影響を及ぼし、肝臓のトリグリセリド量

に反映された結果であると仮定すると、FGF21 による脂肪肝改善効果の一部は

体内のスレオニン量を介した可能性が考えられる。また、第二章で示した結果や

他のグループが報告したロイシン欠乏食による FGF21 発現亢進(121,122)やメチ

オニン制限食による FGF21 誘導(160)、骨格筋特異的グルココルチコイド受容体

欠損マウスのアラニンによる FGF21 発現上昇(161)を総合的に考察すると、

FGF21とアミノ酸代謝の関係性が予想され、今後詳細な解析が必要である。4週

間のメチオニン・コリン欠乏食摂食実験の結果、肝臓での CHOP の発現が FGF21

欠損で増加していた(図 3-3C)。我々の結果では 1週間のメチオニン・コリン欠乏

食摂取では FGF21 欠損による小胞体ストレスマーカー遺伝子の発現変動は認め

られなかった(図 3-2C)が、他の報告では FGF21 欠損マウスにおける 1 週間摂取

での BiP や CHOP の発現亢進を確認している(162)。この報告(162)では、PPAR

の遺伝子発現は野生型マウス及び FGF21 欠損マウスで変動していなかった。

我々の結果ではメチオニン・コリン欠乏食を 4 週間摂取させた野生型マウスで

は PPARの発現が亢進しており(図 3-5D)、他の報告において PPAR欠損マウス

ではメチオニン・コリン欠乏食による肝臓トリグリセリド量の増加が確認され

ている(163)。このことから、メチオニン・コリン欠乏食は小胞体ストレス誘導に

よりまず FGF21 の発現を亢進し、次に PPARを介した FGF21 の発現により脂

肪肝抑制だけではなくストレス軽減及び脂肪酸酸化亢進することが考えられ

る。また、JNK1 を欠損した肥満マウスでは耐糖能などの代謝改善が見られ(164)、

メチオニン・コリン欠乏食による肝臓トリグリセリド蓄積亢進が JNK1 欠損マウ

スでは見られず、血中アディポネクチン濃度上昇が報告されている(165)。第二

章で得られた FGF21過剰発現による JNKのリン酸化減少やアディポネクチンの

抗肥満効果を考えるとメチオニン・コリン欠乏食による FGF21 欠損マウスでの

肝臓トリグリセリド量の増加は PPAR以外に JNKの活性化を介した可能性が考

えられる。さらに、ケミカルシャペロンである TUDCAはメチオニン・コリン欠

乏食による小胞体ストレスを抑制するが肝臓のトリグリセリド量や TNFなど

の炎症系遺伝子の発現には影響しない報告がある(166)ため、FGF21 はストレス

応答だけではなく、抗肥満抗炎症効果を有するため、より効率の良い脂肪肝抑制

効果を発揮する因子であると期待される。 
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現在の知見では小胞体ストレスにより PERK、IRE1、ATF6の 3 つの小胞体膜

タンパク質は活性化され、PERK は eIF2のリン酸化を介して全般的な翻訳抑制

と CHOP によるアポトーシス誘導を招く。IRE1は XBP1 のスプライシング亢進

を引き起こし BiP などの発現亢進および JNK の活性化によるアポトーシス誘導

を引き起こすことでストレスに対処する。ATF6は BiP などの発現を亢進する

ことでミスフォールディングタンパク質の折畳みを正常にする。今回新たに

ATF6によるコレステロール合成制御を明らかにし、ATF6が小胞体の肥大化に

必要な小胞体膜のコレステロール合成に関与する可能性及び PERK 下流因子

ATF4 が FGF21 の発現を誘導しストレス軽減効果を有することを示唆した。肥

満と小胞体ストレスの関係性も考慮すると FGF21 が抗生活習慣病因子としてだ

けではなく新たな小胞体ストレス制御因子として機能することが考えられる。

小胞体の恒常性の異常はコレステロールやトリグリセリドの合成に支障をきた

し、糖尿病などの代謝性疾患や動脈硬化性疾患の発症につながるため小胞体ス

トレス軽減の作用機序の解明は重要である。また、FGF21 はヒトへの応用も進

んでいる抗生活習慣病因子であることから、今後 ATF6 とコレステロール代謝

及び FGF21 とストレス応答のさらなる研究の進展及びこれらの知見が脂質代謝

異常症の改善に貢献することを期待する。 



ERSE

BiPなど

小胞体ストレス

コレステロール
生合成

CCAAT box

CHKAなど

小胞体ストレス

第一章で得られた結果

?

これまでの知見

HMGCSなど

リン脂質
生合成

ERSE

小胞体の肥大化

ATF6a

図5-1 ATF6aによるコレステロール合成制御機構の予想図
これまでの知見ではATF6aはヘテロダイマーを形成し結合領域であるERSE配列にリクルートされシャ
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図5-2 FGF21によるストレス軽減効果および脂肪肝抑制機構の予想図
本実験においてFGF21は小胞体ストレスによりATF4を介して発現亢進することを示し、アポトーシス関
連因子であるCHOPの発現やJNKのリン酸化抑制により小胞体ストレス誘導性のアポトーシスや炎症を
軽減することが考えられる。また、FGF21はメチオニンコリン欠乏食摂取時に誘導されるPPARgの発現
上昇を抑制し、脂肪肝予防に寄与している可能性が考えられる。
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序論 

食の欧米化や慢性的な運動不足に伴い肥満人口は過去 40 年間で 3倍となっている。肥満には

皮下脂肪型肥満と内臓脂肪型肥満があり過剰な内臓脂肪蓄積による肥満は糖尿病や動脈硬化な

どの生活習慣病の危険因子であることが知られている。 

小胞体ストレスは、小胞体内に異常な立体構造をしたタンパク質が蓄積することで発生する。

小胞体ストレスが起こると、ATF6(Activating Transcription Factor 6)、IRE1(Inositol-requiring enzyme 

1)、PERK(PKR-like endoplasmic reticulum kinase)の 3 つの小胞体膜上の因子が活性化され、翻訳阻

害や分子シャペロンの発現亢進を促し小胞体ストレスを軽減する。高脂肪食やレプチン欠損マ

ウスなどの研究から肥満が慢性的な小胞体ストレスを誘導し、その結果インスリン抵抗性を惹

起することが報告されている。また、ケミカルシャペロン投与により小胞体ストレスが軽減する

と、肥満によるインスリン抵抗性の改善も報告され小胞体ストレスと生活習慣病との関連が考

えられている。 

ATF6は小胞体ストレスによって活性化される転写因子である。小胞体ストレスが起こると

ATF6は小胞体膜上からゴルジ体に移行し、転写活性化領域を含む領域が切断され、核内へ移行

する(プロセシング)。さらに、ATF6の活性化は血中 LDLコレステロール及び ApoB 分泌を増加

させる報告がされている。    

FGF21(Fibroblast Growth Factor 21)は主に肝臓で発現する内分泌性の線維芽細胞増殖因子であ

る。絶食時に FGF21 の発現は核内受容体 PPARにより増加し、脂肪酸代謝の活性化やインスリ
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ン抵抗性を改善する。我々は、FGF21 と同じサブファミリーに属する FGF19 の発現が小胞体ス

トレスにより亢進することを報告している。 

これらの結果から、小胞体ストレス応答因子である ATF6と脂質代謝及び抗生活習慣病因子

FGF21 と小胞体ストレスとの関連性に着目し、制御機構及び生理的意義の検討を行った。 

 

第一章 小胞体ストレス応答因子 ATF6によるコレステロール代謝制御 

II型糖尿病患者や高コレステロール血症患者における ATF6の SNP (M67V)は転写活性化能が

亢進し、血中 LDL コレステロール及び ApoB 分泌が増加すると報告されている。ATF6による

コレステロール生合成遺伝子の発現制御を検討するため、ヒト肝癌由来 Huh7 細胞にアデノウイ

ルスを用いて核内型 ATF6を過剰発現し RNA解析を行った。その結果、ATF6の標的遺伝子で

ある BiP と同様にコレステロール合成に重要な HMG-CoA Synthase(HMGCS)、HMG-CoA 

Reductase(HMGCR)、Squalene Synthase(SQS)などの mRNAの増加が見られた。 

次に、ATF6による発現制御機構を検証するためコレステロール生合成遺伝子のプロモータ

ー解析を行った。HEK293 細胞にヒトの HMGCS、HMGCR、SQS のプロモーター配列を含むル

シフェラーゼプラスミドと核内型 ATF6をトランスフェクションしルシフェラーゼアッセイを

行った。その結果、ATF6によるこれら遺伝子のプロモーター活性の有意な上昇が見られた。 

さらに、ATF6によるコレステロール合成を検討するため、Huh7 細胞にアデノウイルスを用

いて核内型 ATF6を過剰発現させ、放射性ラベルされた酢酸を用いて新規コレステロール合成

量を測定した。その結果、ATF6がコレステロールの新規合成を亢進することが示された。 

DNA 配列の解析からコレステロール合成遺伝子のプロモーター領域には ATF6の標的配列

ERSE 配列)は確認されなかったが転写因子 NF-Y の結合配列(CCAAT 配列)が存在した。ATF6

は NF-Y とヘテロダイマーを形成し、標的遺伝子の発現を制御することが報告されている。ルシ

フェラーゼアッセイの結果、HMGCS プロモーター領域上の NF-Y 結合配列の欠失により ATF6

による転写活性化が見られなくなった。さらにクロマチン免疫沈降法を用いた検討の結果、核内

型 ATF6は HMGCS、SQS、HMGCRのプロモーター領域の NF-Y 結合部位にリクルートされる

ことが示された。一方、DNA結合領域を欠失した ATF6による HMGCS の遺伝子発現亢進、コ

レステロール新規合成の亢進、HMGCS のプロモーター領域への結合は見られなかった。以上の

結果から、ATF6はコレステロール合成遺伝子の発現制御を介してコレステロール合成を促進

することが示された(1)。 

 

第二章 ストレス刺激における線維芽細胞増殖因子 FGF21 機能解析 

 小胞体ストレスによる FGF21 の発現を検討するため、マウス初代培養肝細胞に小胞体ストレ

ス誘導剤を処理し mRNA 発現解析を行った。その結果、小胞体ストレスマーカーである BiP と

同様に FGF21 の発現が顕著に増加した。また、マウス肝臓においても小胞体ストレスによる

FGF21 の誘導が確認された。FGF19 が ATF4 を介して小胞体ストレスにより制御されることや

当研究室において見出された大豆タンパク質が ATF4を介して FGF21を制御する知見(橋詰力博
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士 平成 24 年度博士論文)から小胞体ストレスによる FGF21 発現も ATF4 を介した制御を受け

ると考えられた。ATF4 の過剰発現やノックダウン、FGF21 プロモーターを用いたルシフェラー

ゼアッセイの結果 FGF19 と同様に FGF21は ATF4 を介して発現亢進することを示した。さらに

FGF21 プロモーター上には ATF4 結合領域である AARE 配列を 3 か所同定し、FGF21 が ATF4

高感受性因子であることが示唆された(2)。 

 次に、FGF21 欠損マウスを用いて FGF21 の小胞体ストレスにおける機能について検討した。

野生型(C57BL/6J)及び FGF21 欠損マウスに小胞体ストレス誘導剤を投与したところ、BiP などの

小胞体ストレスマーカーの遺伝子発現が野生型マウスと比較して FGF21 欠損において増加して

いた。またアデノウイルスを用いて FGF21 を過剰発現させたマウスにおいては、小胞体ストレ

スマーカーの発現低下が見られた。さらに、ストレス誘導性アポトーシス関連因子である CHOP

の発現や JNK の活性化が FGF21 によって変動していたことから FGF21 が小胞体ストレス及び

ストレス誘導性アポトーシスを抑制している可能性が考えられる。 

  

第三章 メチオニン・コリン欠乏食による FGF21 の機能解析 

 糖尿病や脂肪肝による小胞体ストレスの報告があることから、FGF21 がこれらの病態に関与

するかを検討した。非アルコール性脂肪肝誘導食であるメチオニン・コリン欠乏食をマウスに与

えた結果、肝臓での FGF21 遺伝子発現及び血中レベルの増加が確認された。またメチオニン・

コリン欠乏食を FGF21 欠損マウスに 4 週間摂食させた結果、野生型マウスと比較して肝臓トリ

グリセリド量の増加が確認された。また、脂質蓄積に関与する PPAR及びその標的遺伝子の肝

臓での発現が野生型と比較して FGF21 欠損マウスでは増加した。以上の結果から、FGF21 が

PPARを介して肝臓の脂質蓄積に関与することが示唆された。次に、血中及び肝臓のアミノ酸濃

度を解析した結果 FGF21 欠損マウスでは野生型マウスと比較してスレオニン濃度が低下してい

た。スレオニンは抗脂肪肝効果が報告されているため FGF21 とスレオニンの関係性に着目した。

アデノウイルスを用いて FGF21を過剰発現させた FGF21欠損マウスでは対照群と比較して血中

及び肝臓のスレオニン濃度の上昇が見られた。しかし、メチオニン・コリン欠乏食にスレオニン

添加した食餌による肝臓のトリグリセリド量の変動は見られなかった。 

 

第四章 ATF4新規標的遺伝子の探索 

第二章で示したように、小胞体ストレス応答因子 ATF4 が FGF21 を標的遺伝子としているこ

とから脂質代謝との関連が示唆された。このため、マイクロアレイ法による ATF4 の新規標的遺

伝子の網羅的な探索を行った。マイクロアレイの結果から ATF4 による誘導を受ける上位の遺伝

子について ATF4過剰発現やノックダウン実験等を用いて検証した。その結果、C12orf39、CSTA、

CALCB 遺伝子が ATF4 の新規標的遺伝子であることが示唆された。これらの遺伝子のプロモー

ター領域には ATF4 結合配列である AARE 様配列が存在した。プロモーター解析の結果、ATF4

が C12orf39 プロモーター活性を活性化することが示された。さらに、C12orf39 プロモーター領

域のAARE様配列の欠失や変異によりそのプロモーター活性化が抑制された。以上の結果から、
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C12orf39、CSTA、CALCB 遺伝子は ATF4の新規標的遺伝子であることが示唆され、C12orf39 の

プロモーター活性は AARE を介して ATF4により発現制御を受けることが示された。 

 

第五章 総合討論 

本研究において、ATF6は NF-Y とヘテロダイマーを形成し、HMGCS などのプロモーター領

域にリクルートされ、発現を亢進することでコレステロール合成を増加させることが示唆され

た。小胞体膜はコレステロールやリン脂質等で構成されており、小胞体ストレスによる小胞体の

肥大化が報告されている。今回の研究結果から、ATF6は小胞体ストレスに伴う小胞体の肥大化

に必要なコレステロール供給に重要な役割を担っていることが推測される。 

 FGF21 が小胞体ストレスによる BiP の発現抑制や JNK のリン酸化抑制によりストレスを軽減

することを示した。小胞体ストレスは脂質代謝とのクロストークが知られ、肥満に伴う JNK の

活性化を介した炎症応答を考慮すると、FGF21 が肥満による炎症を抑制している可能性が考え

られる。他の FGF21 制御因子である PPARのリガンドであるフィブレート系薬剤は抗脂質異常

症治療に広く用いられている。FGF21 は ATF4 によっても発現制御を受けるため ATF4 及び

PPARの活性化による協調的な代謝改善効果が考えられる。 

 本研究では①小胞体ストレス応答因子 ATF6によるコレステロール生合成遺伝子の発現制御

を介したコレステロール合成の活性化、②小胞体ストレスによる FGF21 の発現制御、③FGF21

によるストレス軽減効果を示唆した。今後の ATF6 とコレステロール代謝及び FGF21 とストレ

ス応答のさらなる研究の進展及びこれらの知見が脂質代謝異常症の予防治療の改善に貢献する

ことが望まれる。 
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