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略語一覧 

 
略語 (A~E) 正式名称 

ACC Acetyl-CoA Carboxylase 

ALT  Alanine Aminotransferase 

AMPK AMP-activated Kinase 

AST Aspartate Aminotransferase 

bHLH-zip Basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper 

BSA Bovine Serum Albumin 

CDTA Trans-1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N’,N’-Tetraacetic Acid 

CE Cholesterol Ester 

ChIP Chromatin Immunoprecipitation 

ChoRE Carbohydrate Response Element 

ChREBP Carbohydrate Response Element-Binding Protein 

CMV Cytomegalovirus 

CPT1a Carnitine Palmitoyltransferase 1a 

Ct Threshold Cycle 

CT Computed Tomography 

CYP7A1 Cytochrome P450 Family 7 Subfamily A Polypeptide 1 

Da Dalton 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO Dimethyl Sulfoxide 

DR-1 Direct Repeat-1 

DTT Dithiothreitol 

E.WAT Epididymal White Adipose Tissue 

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid 

EGTA Ethylene Glycol Tetraacetic Acid 

ELOVL6 Elongation of Very Long Chain Fatty Acids 6 
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略語 (F~L) 正式名称 

FASN Fatty Acid Synthase 

FBS Fetal Bovine Serum 

Fig Figure 

G6PC Glucose 6 Phosphatase Catalytic Subunit 

GK Glucokinase 

Glc  Glucose 

GlcNAc N-Acetylglucosamine 

GLUT2 Glucose Transporter 2 

GRACE Glucose Response Activation Conserved Element 

H3K9Ac Acetyled Histone H3 Lysine 9 

HBSS Hank's Balanced Salt Solution 

HC diet High-Carbohydrate diet 

HFCS High Fructose Corn Syrup 

HMG-CoA Hydroxymethylglutaryl-CoA 

HMGCR Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase 

HMGCS Hydroxymethylglutaryl-CoA Synthase 

HNF-4α Hepatocyte Nuclear Factor-4α 

HPC Hepatic Parenchymal Cell 

HRP Horseradish Peroxidase 

IP  Immunoprecipitation 

IPTG Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside 

JSG-NAFLD  Japan Non-Alcoholic Fatty Liver Disease Study Group 

KHK Ketohexokinase: Fructokinase 

LacZ β-Galactosidase 

LID Low Glucose Inhibitory Domain 

LPK Liver Type Pyruvate Kinase 

Luc Luciferase 

LXR  Liver X Receptor 
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略語 (M~Q) 正式名称 

ME Malic Enzyme 

MEF Mouse Embryonic Fibroblast 

MEM Minimal Essential Medium 

MGAM Maltase-Glucoamylase 

MLX Max-like protein X 

MOI Multiplicity of Infection 

MOPS 3-N-Morpholino-Propanesulfonic Acid 

MTP Microsomal Triglyceride Transfer Protein 

Mw Molecular Weight 

NAFLD Non-Alcoholic Fatty Liver Disease 

NASH Non-Alcoholic Steatohepatitis 

NEFA Non-Esterified Fatty Acid 

NES Nuclear Export Signal 

NLS Nuclear Localization Signal 

nPCs Non-Parenchymal Cells 

O-GlcNAc O-linked β-N-Acetylglucosamine 

ONPG O-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranoside 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCI Phenol : Chloroform : Isoamylalcohol 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PEG Polyethylene Glycol 

PFU Plaque-Forming Unit 

PGC1 PPARγ Coactivator 

PKA Protein Kinase A 

PP2A Protein Phosphatase 2A 

PPAR Peroxisome Proliferator Activated Receptor 

PVDF Polyvinyliden Difluoride 

qPCR Quantitative Polymerase Chain Reaction 
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略語 (R~Z) 正式名称 

RNA Pol II RNA Polymerase II 

ROI Region of Interest 

RT Reverse Transcription 

RT-qPCR Reverse Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction 

SCD1 Steroyl-CoA Desaturase 1 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electorophoresis 

SE Standard Error 

SGLT1 Sodium-dependent Glucose Cotransporter 1 

SI Sucrase-Isomaltase 

Soy.oil Soybean oil 

SREBP Sterol Regulatory Element-Binding Protein 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethyl-Ethylenediamine 

TG Triacylglycerol 

THRSP Thyroid Hormone Responsive Protein (SPOT14) 

TR Thyroid Hormone Receptor 

TXNIP Thioredoxin Interacting Protein 

VEGFR2 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 

VLDL Very Low Density Lipoprotein 

WAT White Adippose Tissue 

X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactoside 

Xu5P Xylulose-5-Phosphate 
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第一章 序論 
 

 

すべての生物は、外部環境の変化に対応して自身の代謝を調節することによ

りその変化に適応している。このような外部環境の変化の一つに栄養環境の変

化が挙げられる。生物の要求する栄養素は常に得られるとは限らないため、生

物は代謝調節を行なうことにより、栄養素の貯蔵と利用を繰り返し、外界の栄

養環境の変化に対応している。 

ヒトを含めた哺乳動物において、栄養素の貯蔵・利用に特に重要な器官は肝

臓と脂肪組織である。これらの器官は、栄養が豊富な時にはその栄養素を脂肪

という形で蓄えておき、栄養が枯渇した時には蓄えていた脂肪をグルコースな

どに変換し血液中に放出することで、他の組織へエネルギーを供給する。この

代謝調節機能は、エネルギーを効率良く利用するという点で生物の生命維持に

極めて有利に働く。しかし飽食の時代といわれる現代においては、エネルギー

の過剰摂取や運動不足などにより、肝臓や脂肪組織に過剰な脂肪が蓄積し、様々

な代謝性疾患が引き起こされることが問題となっている。 

特に、肝臓に過剰な脂肪が蓄積する脂肪肝は、慢性的な炎症状態を肝臓にも

たらすため、肝炎や肝硬変、肝臓がんなどの重篤な肝疾患の原因となる。更に、

脂肪肝によって肝臓の代謝機能が低下すると、脂質異常症や糖尿病といった代

謝性疾患が惹起される。日本人成人の 2 ~ 3 割が脂肪肝を患っていると考えられ

ており、脂肪肝はわが国の国民病の一つと捉えられている。 

 

ChREBP (Carbohydrate Responsive Element-Binding Protein) は、解糖系・脂質

生合成系酵素遺伝子の発現を誘導することで、糖質から脂肪への変換を促進す

る糖応答性転写因子である。糖質の過剰摂取に伴う脂肪肝の進行には、ChREBP

を介した糖・脂質代謝の制御が重要な役割を担っていると考えられる。 

そこで本研究では、肝臓における ChREBP を介した糖・脂質代謝制御機構に

焦点を当てた。この機構に関する詳細な検証を行ない、新たな知見を加えるこ

とで、脂肪肝の予防・治療法の開発に貢献できると考えられる。 
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以降では、脂肪肝の成因と肝臓における糖・脂質代謝の概要、ChREBP の機

能に関する知見を記した後に、本研究の目的を述べる。 

 

• 脂肪肝の定義と成因 

脂肪肝とは、肝臓に過剰な脂肪が蓄積した状態のことを指す。脂肪肝の厳

密な定義は無いが、「中性脂肪重量が肝臓湿重量の 10%を超える状態」あるい

は「全ての肝小葉の 1/3 の領域にわたって肝細胞に脂肪蓄積が認められる状態」

と日本消化器病学会は定めている [1]。脂肪肝の診断基準は医療機関によって

様々ではあるが、一般的には血液生化学検査で肝傷害マーカーの AST 

(Aspartate Aminotransferase) 活性や ALT (Alanine Aminotransferase) 活性が高値

であった者に対して、腹部エコーや CT (Computed Tomography) による画像診

断を行ない脂肪肝の有無を決定する。肝炎を併発している可能性がある場合に

は、肝生検により組織学的に脂肪肝と肝炎の重症度の判定を行なう [2]。 

近年、先進国において、飲酒習慣が無いにも関わらず脂肪肝を呈する非ア

ルコール性脂肪肝 (NAFLD: Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) の患者が増加傾

向にある [3,4]。わが国においては、JSG-NAFLD (Japan Non-Alcoholic Fatty Liver 

Disease Study Group) が多施設参加大規模臨床疫学調査による NAFLD 研究を

進めている。この研究グループが行なった臨床疫学調査によると、2009～2010

年に健康診断を受けた日本人のうちの約 3 割が NAFLD を患っている事が報

告されている (Fig.1-1) [5]。NAFLD が進行すると、肝臓の代謝機能が低下する

ことで脂質異常症、高血圧症、糖尿病などが誘発されるとともに、肝細胞の傷

害や白血球の浸潤が誘導され、炎症や肝硬変を伴う非アルコール性脂肪肝炎 

(NASH: Non-Alcoholic Steatohepatitis) が引き起こされる [6–9]。日本人の死因

の大部分が肝疾患を含めた代謝性疾患に起因するため、NAFLD の予防・治療

に向けた即急な対策が求められている [10]。 

NAFLD の原因の一つは、過食に伴うエネルギーの過剰摂取である。特に、

スクロース（砂糖）やフルクトース（果糖）は肝脂肪として蓄積されやすい糖

類である [11,12]。我々日本人が食物から摂取するエネルギーの約 6 割は糖質

で占められていることから、上記のような「肝脂肪として蓄積しやすい糖類の

過剰摂取」が日本人の脂肪肝の一因であると考えられる [13,14]。そのため、

糖質摂取に伴う過剰な肝脂肪蓄積を食い止めることが、NAFLD に起因する

様々な代謝性疾患の予防に有効である。 
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続いて、食物から摂取した糖質が肝脂肪として蓄積するまでの一連の工程

を概説する。 

 

• 肝臓を構成する細胞とその機能 

肝臓は栄養素の代謝調節に重要な役割を果たす消化器官の一つであり、こ

の臓器は多くの種類の細胞で構成されている。通常、肝細胞と呼ばれる細胞は

肝実質細胞のことを指す。ヒトやげっ歯類においては、肝臓を占める細胞のお

よそ 6 割は肝実質細胞であり、この細胞が栄養代謝の中核を担う。食物から摂

取した糖質を肝脂肪へ変換して備蓄する役割を担っているのは、肝実質細胞で

ある。それ以外の細胞は非実質細胞と呼ばれ、異物処理を担うクッパー細胞や

肝類洞 (肝細胞索間を走行する血管) を構成する類洞内皮細胞などがこれに含

まれる [15,16]。 

 

• 食物から摂取した糖質の体内での流れ 

ヒトのエネルギー源として重要な糖質はグルコースとフルクトースである。

グルコースは主にデンプンの形で、フルクトースはショ糖 (スクロース) や異

性化糖 (果糖ブドウ糖液糖など) の形で食物として摂取される。これらの糖質

は、小腸管腔内で消化酵素 (二糖類水解酵素) による分解を受けて単糖に変換

され、単糖輸送担体を介して小腸上皮細胞に取り込まれて門脈へ移行する。門

脈へ流れた単糖の一部は肝臓に取り込まれ、残りは下大静脈へ合流して末梢組

織へと運搬される。各々の組織の細胞に取り込まれた単糖は解糖系やクエン酸

回路を経て、エネルギー源あるいは細胞構成物質として利用される。 

 

• 糖質から脂肪が合成されるまで 

一連の工程の概略図を Fig.1-2 に記した。肝実質細胞における単糖の取り込

みは主に促進拡散型糖輸送担体 GLUT2 (Glucose Transporter 2) を介して行なわ

れる。グルコースは GK (Glucokinase) によって、フルクトースは KHK 

(Ketohexokinase、別名：フルクトキナーゼ) によってリン酸化される。リン酸

化された単糖の一部はグリコーゲンとして蓄えられるが、残りは幾つかの化学

反応を経てホスホエノールピルビン酸に変換され、LPK (Liver Type Pyruvate 

Kinase) による脱リン酸化を介してピルビン酸となる。ピルビン酸はミトコン

ドリアへ輸送された後に Acetyl-CoA へ変換され、クエン酸回路に導入されて
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ATP 産生に利用される。細胞内に取り込まれた単糖がピルビン酸に変換される

までの一連の工程を解糖系 (Glycolysis) と呼ぶ。 

ATP が過剰な条件下では、Acetyl-CoA は脂質生合成の基質として利用され

る。解糖系を経由して合成された Acetyl-CoA は ACC (Acetyl-CoA Carboxylase) 

によってカルボキシ化され、Malonyl-CoA へと変換される。合成された

Malonyl-CoA と Acetyl-CoA は、FASN (Fatty Acid Synthase) によって炭素鎖が

伸長されて脂肪酸 (Fatty Acid) が合成される。FASN によって合成される脂肪

酸は炭素数 16 のパルミチン酸が主であるが、SCD (Steroyl-CoA Desaturase) に

よって不飽和化されて一価不飽和脂肪酸 (オレイン酸) へ変換されたり、

ELOVL6 (Elongation of Very Long Chain Fatty Fcids 6) により長鎖化されて炭素

数 18 以上の脂肪酸へ変換される。ここまでに記した Acetyl-CoA から脂肪酸が

合成される一連の経路を脂質生合成系 (Lipogenesis) と呼ぶ。このようにして

合成された脂肪酸は Acyl-CoA に変換された後に、グリセロールを骨格として

連結し、TG (Triacylglycerol: 中性脂肪) として細胞質の脂肪滴に蓄えられる。 

また、Acetyl-CoA の一部はコレステロール生合成 (Cholesterol Biosynthasis) 

にも利用される。チオラーゼや HMGCS (Hydroxymethylglutaryl-CoA Synthase) 

によって Acetyl-CoA が縮合し、HMG-CoA (Hydroxymethylglutaryl-CoA) が合成

される。次いで、コレステロール生合成の律速酵素である HMGCR 

(Hydroxymethylglutaryl-CoA Reductase) によって HMG-CoA が還元されてメバ

ロン酸となる。その後幾つかの化学反応を経て合成されたコレステロールは、

CE (Cholesterol Ester: コレステロールエステル) の形で脂肪滴に蓄えられる。 

上記の過程で合成された TG や CE の一部は、MTP (Microsomal Triglyceride 

Transfer Protein) によってアポリポタンパク質 (ApoB) と結合してリポタンパ

ク質となり、VLDL (Very Low Density Lipoprotein) の形で肝臓から分泌されて

末梢組織へ届けられる。肝細胞における脂肪の異常蓄積は、以上に記した脂肪

の合成と排出のバランスが崩れることで引き起こされる。 

 

• 糖・脂質代謝関連遺伝子の制御 

肝臓において糖質が脂肪に変換される一連の過程は、上記の解糖系・脂肪

合成系酵素の発現量を調節することで厳密に制御されている。血糖調節に関連

するホルモンや栄養素自身がこれらの酵素の発現制御に関与する。例えば、糖

質の摂取により血糖値が上昇すると、速やかに膵β細胞からインスリンが分泌
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される。インスリンは肝臓の解糖系・脂質生合成系酵素の発現を誘導し、糖新

生に関与する酵素の遺伝子発現を抑制する [17]。 

インスリンによる脂質生合成系酵素遺伝子の発現誘導は SREBP-1c (Sterol 

Regulatory Element-Binding Protein-1c) を介することがこれまでに明らかにな

っている [18]。SREBP-1c は ACC や FASN 等の脂質生合成系酵素遺伝子を標

的とする転写因子であるが、不活性型の Precursor form としてタンパク合成さ

れ、プロセシングを受けて活性型の Mature form になることでこれらの遺伝子

の転写を誘導する [19,20]。インスリンはこの SREBP-1c プロセシングの過程

を促進することで肝臓における脂質生合成を誘導する [21]。実際に、肝臓特異

的に活性型 SREBP-1c を過剰発現するトランスジェニックマウスでは、肝臓に

おける脂肪酸合成量と TG 蓄積が亢進し脂肪肝が進行する [22]。逆に、

SREBP-1c 肝臓特異的欠損マウスでは、肝臓における脂質生合成系酵素の発現

減少が見られる [23]。それゆえ、肥満に伴って脂肪肝が進行する過程には、高

インスリン血症によって肝臓の SREBP-1cプロセシングが誘導される一連の経

路が関与している。 

しかし、糖質摂取に伴う糖・脂質代謝関連遺伝子の誘導は、インスリンの

みでなく糖質自身によっても生じうる [24]。例えば、微量のインスリンを含む

高グルコース培地中で肝実質細胞を初代培養すると、低グルコース培地中で培

養した場合と比較して、ACC1、FASN、SCD1、LPK といった糖・脂質代謝関

連遺伝子の発現量が増大する [25,26]。また、SREBP-1c 欠損マウスに高糖質食

を摂取させた際にも、これらの遺伝子の発現は誘導される [23]。これらの点か

ら、糖質摂取に伴う糖・脂質代謝関連遺伝子の発現誘導には「SREBP-1c とは

異なる別の制御機構」が関与すると考えられてきた。 

上記の糖・脂質代謝関連遺伝子のプロモーターおよびエンハンサー領域に

は、2 つの E-box (CACGTG) 様配列の間に 5 つの任意の塩基が挟まれたコンセ

ンサス配列 ChoRE (Carbohydrate Responsive Element) が保存されていることが

以前から知られていた [27,28]。これを手がかりに、「ChoRE へ結合し、糖刺激

によって活性が制御される糖応答性転写因子」として同定されたタンパク質が

ChREBP である [29]。 
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• ChREBP の構造と機能 

ChREBP は 864 残基のアミノ酸よりなる bHLH-zip (Basic Helix-Loop-Helix 

Leucine Zipper) 型の転写因子であり、いくつかの機能ドメインを有している。

ChREBP のタンパク質構造と結合タンパク質、翻訳後修飾部位を Fig.1-3 に記

した。ChREBP の機能に特に重要なドメインとして、核局在に関与する低グル

コース阻害ドメイン LID (Low Glucose Inhibitory Domain) がアミノ末端領域に、

ChoRE との結合に関与する bHLH-zip ドメインがカルボキシル末端領域に存在

する。このほかに、グルコースシグナルを介した転写活性化に関与する複数の

翻訳後修飾部位を有している [30]。 

ChREBP はユビキタスに発現するが、特に肝臓、小腸、脂肪組織、骨格筋

および腎臓で高発現である [31]。全身性 ChREBP ノックアウトマウスでは通

常マウスと比較して、各組織の糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量が低下すると

ともに、肝臓 TG 量や脂肪組織重量が著しく減少する [31]。また、肥満モデル

マウス (ob/ob mouse) において肝臓特異的に ChREBP の発現を欠損すると、脂

肪肝が抑制され耐糖能が改善する [32]。一方で、ChREBP を過剰発現させたマ

ウスに高脂肪食を摂取させると、肝臓における脂質生合成系酵素の発現増大に

伴って脂肪肝が進行する [33]。これらの点から、ChREBP は過食に伴う脂肪肝

の進行に重要な役割を担っていることが想定される。 

 

• ChREBP の標的遺伝子 

ChREBP の標的と考えられている糖・脂質代謝関連遺伝子を Table.1-1 に示

した。これまでにも述べてきたとおり、ChREBP が標的とする遺伝子には糖・

脂質代謝に関連する遺伝子が多く含まれている。 

その中でもよく研究がされているものは、解糖系律速酵素 LPK [29]、脂質

生合成系律速酵素 ACC1 [28]、ならびに FASN [34]である。これらの遺伝子は

プロモーターあるいはエンハンサー領域内の ChoRE が同定されており、これ

らの ChoRE に対する ChREBP の結合が実際の肝臓でも見られることが ChIP 

assay (クロマチン免疫沈降法) によって確認されている [35]。フルクトース代

謝律速酵素 KHK [36]、単糖輸送担体 GLUT2 [31] および GLUT4 [37]、脂肪酸

不飽和化酵素 SCD1 [33]、脂肪酸伸長酵素 ELOVL6 [38]、糖新生系律速酵素

G6PC [39] は上記の遺伝子ほど詳細な検証はされていないが、遺伝子上流に

ChoRE 様配列が存在し、ChREBP の発現や活性の変動と同調して発現量が変動
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することから、ChREBP の標的遺伝子である可能性が高いと考えられている。 

以上、代表的な ChREBP の標的遺伝子を挙げたが、これらのラインナップ

を見ても分かるように、「糖質を利用して脂肪を合成する代謝反応を制御する

こと」が ChREBP の主な役割である。 

 

• ChREBP の活性制御機構 

グルコースシグナルを介した ChREBP の活性制御機構を Fig. 1-4 に記した。

ChREBP の転写活性はアミノ酸残基側鎖の翻訳後修飾によって制御される 

[40]。その中でも特に重要なものが、セリン／スレオニン残基のリン酸化修飾

である。細胞内へのグルコースの流入は、ChREBP の脱リン酸化を引き起こす

ことで ChREBP の活性化をもたらす。そのメカニズムは現在のところ以下のよ

うに考えられている。 

細胞内のグルコース濃度が低い時、ChREBP はリン酸化された状態で細胞

質に存在している。糖質摂取に伴う血中グルコース濃度の上昇により細胞内へ

流入したグルコースは、ヘキソキナーゼ (肝臓ではグルコキナーゼ) によるリ

ン酸化を受けて解糖系に入る。その一部は、ペントースリン酸経路を介してキ

シルロース-5-リン酸 (Xu5P: Xylulose-5-Phosphate) に変換され、これが PP2A 

(Protein Phosphatase 2A) を活性化することでChREBPの脱リン酸化を引き起こ

す [29,41]。脱リン酸化された ChREBP は、NLS に核内移行キャリアタンパク

Importin が結合して核内へ移行する [42]。それと共に、ChREBP の bHLH-Zip

ドメインが MLX (Max-like protein X) と相互作用することで bHLH-zip モチー

フを形成し、応答配列である ChoRE へ結合する [43,44]。ChREBP-MLX 複合

体はヒストンアセチル化酵素 p300 をリクルートすることで、標的遺伝子周辺

のクロマチン構造を弛緩させて転写反応を促進すると考えられる [45]。 

一方で、絶食にに伴う血糖値の低下により膵α細胞から分泌されるグルカゴ

ンは、シグナルの下流に存在する cAMP 依存性プロテインキナーゼ PKA 

(Protein Kinase A) を活性化することで ChREBP をリン酸化する。リン酸化され

た ChREBP は、アミノ末端領域の LID に核外移行キャリアタンパク Crm1 

(Exportin 1) および 14-3-3 が結合して核外へ運び出され、不活性型として細胞

質に局在する [46,47]。実際、高糖質食を再摂食させたマウスの肝細胞では

ChREBP が核内に局在するが、これにグルカゴンを投与すると ChREBP のリン

酸化が亢進し、核内の ChREBP 存在量が減少する [48]。また、ChREBP のリ
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ン酸化は AMPK (AMP-Activated Kinase) によっても引き起こされる [49]。細胞

内のエネルギー不足を感知した AMPK が ChREBP をリン酸化を介して、エネ

ルギー物質の同化を抑制するものと考えられる。PKA と AMPK はそれぞれ異

なる部位のセリン／スレオニン残基をリン酸化するが、これまでに報告されて

いるリン酸化修飾は概して ChREBP を不活性化し、脱リン酸化は ChREBP を

活性化する方向に働く。このほか、詳細なメカニズムや生理的な意義は不明な

点が多いが、リジン残基のアセチル化修飾やセリン残基の O-GlcNAc (O-Linked 

β-N-Acetylglucosamine) 化修飾は ChREBP を活性化することが報告されている 

[50–52]。 

このように、ChREBP の機能と活性制御機序は徐々に解明されつつあるが、

ChREBP 遺伝子自身の発現制御機構には未だ不明な点が多い。 

 

• LXR を介した ChREBP 遺伝子の転写制御 

グルコース投与により肝臓における ChREBP 自身の遺伝子発現量も増大す

ることが以前から報告されている [53]。このような機構には核内受容体型転写

因子 LXR (Liver X Receptor) が関与していると考えられてきた。 

LXR は、コレステロール代謝や胆汁酸合成を制御する転写因子である。こ

の転写因子は、コレステロール異化酵素 CYP7A1 (Cytochrome P450 Family 7 

Subfamily A Polypeptide 1) や、FASN、ACC などの脂質生合成系酵素の遺伝子

発現を誘導する [54]。2007 年になって、ChREBP 遺伝子のプロモーター領域

に LXR 結合配列が存在することが判明し、ChREBP は LXR の直接的な標的遺

伝子であることが報告された [55]。しかし、LXR ノックアウトマウスに高糖

質食を摂食させた際も、肝臓における ChREBP およびその標的遺伝子の発現誘

導が認められる [48]。このことから、糖質摂取に伴う ChREBP 遺伝子の発現

誘導は、LXR シグナルとは別の機構によって制御されることが示唆された。 

最近になって、これらのメカニズムを解き明かす手がかりとなる「ChREBP

アイソフォーム」の存在が報告された。  

 

• ChREBP アイソフォーム (ChREBPα / ChREBPβ) について 

2012 年、Mark A. Herman らは、従来までに報告されてきた ChREBP とは異

なるタンパク質構造を有する新規 ChREBP アイソフォームを発見し、これが脂

肪組織における糖・脂質代謝に重要な役割を担うことを報告した [56,57]。そ
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れ以降、これまでに報告されていた ChREBP アイソフォームは ChREBPα、新

規 ChREBP アイソフォームは ChREBPβと区別して呼ばれるようになった。 

(したがって、上記まで述べてきた ChREBP に関する知見は、すべて ChREBPα

によるものである。これ以降は、ChREBPαと ChREBPβを区別して話を進める) 

 

ChREBPβについて明らかになっていることは以下の 4 点である。 

①ChREBPαとは異なる転写開始点から ChREBPβの mRNA が転写される。 

マウス白色脂肪組織の cDNA を用いた 5'-RACE (Rapid Amplification of cDNA 

Ends) 法により、ChREBPβの mRNA 全塩基配列が決定された。それによると、

ChREBPα mRNA は ChREBP 遺伝子の既知の第一エクソンである「Exon 1a」か

ら転写が開始されるのに対し、ChREBPβは Exon 1a より 17 kb ほど上流の「Exon 

1b」から転写が開始され、Exon 1a をスキップして Exon 2 と連結した形でスプ

ライシングされた上で転写される (Fig.1-5A)。ChREBPαと ChREBPβの mRNA

の違いは第一エクソンの配列のみである [56]。 

②ChREBPβは ChREBPαと比べて転写活性が極めて高い。 

上記のように ChREBPαと ChREBPβの mRNA の違いは第一エクソン配列のみ

であるが、この僅かな違いが ChREBP アイソフォームの転写活性に劇的な違い

をもたらす。「Exon 1a」には開始コドン (ATG) が含まれるが、「Exon 1b」に

は開始コドンが含まれない。そのため、ChREBPβの mRNA は第四エクソンの

中ほど (178 アミノ酸残基) から翻訳が開始される。翻訳された ChREBPβタン

パク質はアミノ末端側の低グルコース阻害ドメイン LID を有さず、常時核内に

局在するために転写活性が極めて高いと考えられる (Fig.1-5B)。実際に、

ACC1-ChoRE タンデム配列を用いたレポーターアッセイにおいて、ChREBPα

と比べて ChREBPβは転写活性が極めて高いことが示されている (Fig. 1-6A)。

また、ChREBPβは低グルコース下においても核内に局在することが免疫染色

法により示されている (Fig.1-6B) [56]。 

③ChREBPβ mRNA の転写は ChREBPαの活性化によって誘導される。 

「Exon 1b」の下端には ChoRE、上流には E-box が存在している。これらの配

列を含む ChREBPβプロモーターのレポーターアッセイを行なった結果、高グ

ルコース下で ChREBPαが活性化されるとプロモーター活性が増大し、ChoRE

あるいは E-box に変異を入れた場合はこれらの作用がキャンセルされること

が示された (Fig.1-7) [56]。以上の結果は、ChREBPβは ChREBPαの標的遺伝子
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であることを示しており、前頁で記したグルコースシグナルによる ChREBP

遺伝子の発現増大は「ChREBPαの活性化に伴う ChREBPβの転写誘導」に起因

することを示唆する。 

④肥満や糖尿病の進行に伴い、脂肪組織の ChREBPβの発現量が減少する。 

高脂肪食を長期間摂取させたマウスおよび糖尿病患者においては、白色脂肪組

織における ChREBPβの mRNA 発現量が減少する。脂肪組織における ChREBPβ

の発現増大は、GLUT4 を介した糖取り込みと FASN や ACC1 による脂質生合

成を促進することで、個体の血糖調節に一役買っていると考えられる 

[56,58,59]。一方で、脂肪組織以外の組織における ChREBPβの役割はよく分か

っていない。唯一、糖尿病患者の肝臓において ChREBPβと脂質生合成系酵素

の発現が増大するという現象が報告されている [60]。 

 

• 本研究の目的と各章の概略 

ここまで述べてきたとおり、ChREBPβは糖・脂質代謝の強力なレギュレー

ターであると考えられるが、脂肪肝の進行にどのような役割を担っているかは

不明である。そのため、肝臓における ChREBPβの役割を解明することで、脂

肪肝に起因する代謝性疾患の予防や治療法開発に貢献できると考えられる。 

 

そこで本研究では、「肝臓における ChREBPβを介した糖・脂質代謝制御機

構の解明」を目的とした。第二章においては、培養細胞を用いたレポーターア

ッセイや RT-qPCR 法を駆使することで、ChREBP アイソフォームを介した糖・

脂質代謝関連遺伝子の転写制御機構に関してより詳細な知見を加えるととも

に、ChREBP アイソフォームの組織分布を明らかにした。第三章においては、

アデノウイルスを用いた過剰発現系を構築し、肝実質細胞および実験動物の肝

臓で ChREBPβを過剰発現させることで、ChREBPβの発現増大が脂肪肝の進行

に直結することを示した。第四章では、異なる食事を与えたマウスの組織にお

ける ChREBPβの発現量と糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量の相関関係を調べ、

生理的条件下での肝臓における ChREBPβの発現変動が糖・脂質代謝の制御に

関与することを示した。 

 

これらのそれぞれ異なる視点のアプローチを試みることで、肝臓における

ChREBPβを介した糖・脂質代謝制御機構の全貌の解明を目指した。 
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Prevalence of NAFLD in patients according to age. 

The prevalence of NAFLD is higher in males than that in females 

at all ages, and it gradually increases with age in females.

 

 

Fig. 1-1 日本人における年齢別 NAFLD 罹患率 

[J Gastroenterol (2012) 47(5):586–595]  Fig.1 を引用 

 

X 軸は年齢、Y 軸は NAFLD の罹患率 (黒塗部分) を示している。 

 

「健康診断受診者 5,075 名のうち 1,509 名 (約 30%) が NAFLD を罹患してい

た」と本文中に記載されている。 
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Fig. 1-2  肝実質細胞において食事由来の糖質が脂肪に変換されるまでの工程 
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Fig. 1-3  ChREBP のタンパク質構造、結合タンパク質、翻訳後修飾部位 

 

MLX: Max-Like Protein X 

NES: Nuclear Export Signal 

NLS: Nuclear Localization Signal 

GRACE: Glucose Response Activation Conserved Element 

bHLH-Zip: Basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper 

LID: Low Glucose Inhibitory Domain  

PKA: Protein Kinase A 

PP2A: Protein Phosphatase 2A 

AMPK: AMP-Activated Kinase
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Table 1-1 ChREBP の標的と考えられる糖・脂質代謝関連遺伝子の一覧 

 

Pathway Symbol Name 

Glycolysis LPK Liver Type Pyruvate Kinase 

 KHK Ketohexokinase (Fructokinase) 

 GLUT2 Glucose Transporter 2 

 GLUT4 Glucose Transporter 4 

Gluconeogenesis G6PC Glucose 6 Phosphatase Catalytic Subunit 

Lipogenesis FASN Fatty Acid Synthase 

 ACC1 Acetyl-CoA Carboxylase 1 

 SCD1 Steroyl-CoA Desaturase 1 

 ELOVL6 Elongation of Very Long Chain Fatty Acids 6 

 ME Malic Enzyme 

Others PPARα Peroxisome Proliferator Activated Receptor α 

 TXNIP Thioredoxin Interacting Protein 

  THRSP Thyroid Hormone Responsive Protein (SPOT14) 

 

 

[Endocr J. (2013) ; 60(5) : 543-55] Table.1 を改変 
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Fig. 1-4 グルコースシグナルを介した ChREBP の活性制御機構 
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Mouse

ChREBP

gene

Expression of the novel ChREBP-β isoform is regulated in a glucose- and ChREBP-

dependent manner. a, Model of ChREBP-α and ChREBP-β gene structure with indication 

of splice sites and translational start sites (ATG).

mRNA

mRNA

Exon 4

  
Fig. 1-5A ChREBP アイソフォームの mRNA 配列 

[Nature (2012) 484 : 333-338] Fig.4a を一部改変 

 

  

 

Mouse ChREBP-α (864 amino acids) and ChREBP-β (687 amino acids) protein structure. 

NES1 and NES2: nuclear export signals 1 and 2. 14-3-3: binding site for 14-3-3 protein. 

NLS: nuclear localization sequence. LID: low glucose inhibitory domain. GRACE: glucose 

response conserved element. Proline-rich region. bHLH/ZIP: basic helix-loop-helix-leucine-

zipper. ZIP-like: leucine zipper-like domain

178 aa

 

 Fig. 1-5B ChREBP アイソフォームのタンパク質構造 

 [Nature (2012) 484 : 333-338] Sup.Fig.20 を一部改変 
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ChREBP-α and ChREBP-β
induce an ACC1 ChoRE-

luciferase reporter compared 

to pGL3_basic control vector 

in both low- and high-glucose 

conditions. *: P<0.05 

compared to ChREBP-α in the 

same glucose levels, 

**: P<0.05 compared to 

ChREBP-α in low-glucose 

conditions. Values are 

means ± standard error.

   Fig. 1-6A ChoRE タンデム配列を用いたレポーターアッセイ 

   [Nature (2012) 484 : 333-338]  Fig.4e を引用 

 

 

ChREBP-α is predominantly localized in the cytoplasm in low and high glucose conditions. 

In contrast, ChREBP-β is localized in the nucleus in low and high glucose conditions.

The panels labeled anti-ChREBP Ab show ChREBP-α or ChREBP-β localization in red. 

The panels labeled DAPI show nuclei in blue. The panels labeled Merged show the merged 

images of ChREBP and nuclear staining.

   Fig. 1-6B HEK293 細胞に発現させた ChREBPα / β の免疫染色画像 

   [Nature (2012) 484 : 333-338] Sup.Fig.21 を一部引用 
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Glucose regulation of exon 1b promoter-luciferase reporter and indicated ChREBP-β

mutants, co-transfected with ChREBP-α and Mlx (n=3 per group). 

*: P<0.05 compared to nonmutated exon 1b-luciferase construct in the same glucose. 

**: P<0.05 compared to the same construct in low glucose..

 

Fig. 1-7 ChREBPβプロモーターを用いたレポーターアッセイ 

[Nature (2012) 484 : 333-338] Fig.4d を引用 
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第二章 

ChREBP アイソフォームの 

組織分布と機能 
 

 

 

ChREBPβは糖・脂質代謝の強力なレギュレーターであるため、脂肪肝の進行

に重要な役割を担っている可能性が高い。しかし、「ChREBPβは ChREBPαと比

べて転写活性が極めて高い」と「ChREBPβの発現は ChREBPαの活性化によって

誘導される」という報告については検証不十分な点がある。また、現在まで行

なわれてきた ChREBPβの研究は脂肪組織を対象としたものであるため、肝臓で

も上記の特徴が当てはまるかは不明である。さらに、どの組織で ChREBPβが発

現しているかも不明である。肝臓における ChREBP アイソフォームの機能を解

析するにあたり、これらの疑問を明らかにしておく必要がある。 

そこで本章の第一節では、ChREBP アイソフォーム遺伝子発現絶対定量系を

構築し、ChREBP アイソフォームの組織分布を調べた。第二節では、レポーター

アッセイ系を構築し、ChREBP アイソフォームの転写活性を詳細に比較した。第

三節では、ChREBP アイソフォームによる ChREBPβの転写誘導が実際の肝臓で

も認められるか検証した。 
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第一節 

ChREBP アイソフォームの 

組織分布 
 

緒言緒言緒言緒言 

 

 

ChREBP アイソフォームの遺伝子発現量は、各々の ChREBP アイソフォーム

に特異的なプライマーを用いた RT-qPCR (Reverse Transcription-Quantitative 

Polymerase Chain Reaction) 法により定量される。この手法により、脂肪組織と

肝臓で ChREBPβの発現が見られることが報告されている [56,58,60]。しかし、

これらの報告は単一の組織を解析した結果であり、組織間での比較解析は行わ

れていないため、どの組織で ChREBPβが高発現であるか分かっていない。また、

どちらのChREBPアイソフォームがドミナントに発現しているかも不明である。 

そこで本節では、遺伝子間で発現量を比較することが可能な RT-qPCR 絶対定

量法を採用した [61,62]。ChREBP アイソフォーム遺伝子発現絶対定量系を構築

し、これを用いて組織間での比較解析を行なうことで、ChREBP アイソフォーム

の組織分布を調べた。また、肝臓は肝実質細胞と非実質細胞で構成されている

ため、どちらの細胞で ChREBP アイソフォームが発現しているか検証した。 
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実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

◆◆◆◆    動物実験 

• 実験動物 －マウス組織の遺伝子発現量・cDNA ライブラリー作成用－ 

実験動物として、C57BL/6J マウス 6 週齢、雄 (日本クレア) を 4 匹購入し

た。通常食として MR ラボストック (日本農産工業) を自由摂食させて飼育した。

10 週齢になった時点で解剖し、血液や組織を採取した。 

以降に記す動物実験は全て、給水ビンによる自由給水、室温 24°C、明暗調整

9～21 時で個別飼育し、東京大学の動物実験倫理規定に則り行なった。 

 

• 実験動物 －肥満モデルマウス－ 

野生型 (WT) マウスとして 6 週齢の C57BL/6J 雄マウス、肥満モデルマウス

として 6 週齢の C57BL/db/db 雄マウスをそれぞれ 7 匹ずつ日本クレアから購入

した。通常食として MR ラボストックを自由摂食させて飼育した。10 週齢にな

った時点で解剖し、組織を採取した。 

 

• 組織の採取 

飼育期間終了日に麻酔 (ソムノペンチル) を腹腔内投与した後に解剖した。

血液は 21 G注射針と 1 mLシリンジ (テルモ) を使用して下大静脈から採血した。

肝臓や小腸などの組織は採取後に PBS (Phosphate Buffered Saline) で洗浄し、液

体窒素を用いて凍結した。それぞれのサンプルは解析するまで-80°C で保存した。 

 

◆◆◆◆    細胞実験 

• 肝実質細胞・非実質細胞の採取 

10 週齢、雄の C57BL/6J マウスから肝実質細胞 (HPC: Hepatic Parenchymal 

Cell) と非実質細胞 (nPCs: non-Parenchymal Cells) をコラゲナーゼ灌流法により

単離した [15,16,63]。以下にその詳細を記す。 

麻酔下でマウスを開腹し、門脈から HBSS (Hank's Balanced Salt Solution,  

SIGMA) + 1 mM EGTA (Ethylene Glycol Tetraacetic Acid) を灌流した。肝臓や血管

から血液が抜けたら、0.2% コラゲナーゼ溶液を 5 分間灌流した。肝臓の皮膜を

破いて MEM (Minimal Essential Medium, SIGMA) に細胞を懸濁した。これ以降の

操作は氷上で行なった。細胞懸濁液を滅菌ガーゼで濾し、チューブに移して 50 
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×g で 1 分間遠心した。この操作でチューブの底に落ちてきた細胞を粗肝実質画

分とし、上清を粗非実質細胞画分とした。 

粗肝実質細胞画分を MEM に懸濁し、滅菌ガーゼで濾した後に 50 ×g で 1 分

間遠心した。上清を除いて MEM に懸濁し、等量の Isotonic Percoll (GE Healthcare)

を加えて穏やかに混和した。これを 70 ×g で 10 分間遠心し、チューブの底に落

ちてきた細胞を肝実質細胞 (HPC) とした。 

粗非実質細胞画分 (上清) を 50 ×g で 2 分間遠心し、上清を別チューブに移

した。これを繰り返して、遠心後に沈殿が見られなくなったら、上清の 1/3 量の

Isotonic Percoll を加え、400 ×g で 20 分間遠心した。上層 (上半分) を除き、下層

に等量の MEM を加えた。800 ×g で 20 分間遠心後、チューブの底に落ちてきた

細胞を非肝実質細胞 (nPCs) とした。 

 

• 細胞培養 

肝実質細胞および非実質細胞を 10% FBS (Fetal Bovine Serum)、10 nM 

Dexamethasone、10 nM Insulin、2 mM L-Glutamine、100 units/mL Penicillin、 100 

µg/mL Streptomycin を含む William’s Medium E (SIGMA) に懸濁し、2×10
5
 cell/well

となるように 12-well コラーゲンコートディッシュ (Becton Dickinson) に播いた。

6 時間培養した後に、培地交換して生着しなかった死細胞を除き、実験に用い

た。 

 

◆◆◆◆    RT-qPCR (Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction) 

• RNA 抽出 

RNA抽出用試薬 ISOGEN (ニッポンジーン) のプロトコールに従ってRNA抽

出を行なった。以下にその方法を示す。 

組織 100 mg あたり 1 mL の ISOGEN を加えてポリトロンホモジナイザー 

(QIAGEN) で粉砕した。血液の場合は、3 倍量の ISOGEN-LS (ニッポンジーン) 

を加えてポリトロンホモジナイザーで攪拌した。培養細胞の場合は、1 well あた

り ISOGEN: 0.5 mL を加えてから、チップの先で細胞を掻き取った。懸濁液 1 mL

につき 200 µL の Chloroform を加え、ボルテックスで 10 秒間攪拌し、20 分間最

大速度で遠心した。上清に 0.8 倍量の Isopropanol を加え、転倒混和した後、室

温で 10 分間放置した。最大速度で 20 分間遠心して RNA をペレットにした。 

(グリコーゲンなどの夾雑物が多い組織は、DEPC 処理水: 300 µL を加えてペレッ
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トを溶解した後、10 M LiCl: 100 µL を加えた。4°C で 2 時間以上インキュベー

トした後に最大速度で 20 分間遠心してペレットにした)。沈殿を 70% Ethanol: 

0.8 mL で洗浄し、最大速度で 10 分間遠心した。得られた沈殿をペーパータオル

上で 10 分間空気乾燥し、適当量の DEPC 処理水に溶解した。 

 

・・・・    核酸濃度の測定 

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) の核酸測定モードによりサンプル中の核

酸濃度を測定した。260 nm における吸光度を基にサンプル中の核酸濃度を算出

した。260/280 nm 値および 260/230 nm 値が 1.8 よりも低いサンプルはタンパク

質やグアニジン塩のコンタミが考えられる。それらのサンプルはエタノール沈

殿により精製し、核酸濃度の測定を再度行なった。 

 

・・・・    アガロースゲル電気泳動 (RNA の品質チェック) 

TAE (40 mM Tris-HCl pH 7.5 、 40 mM CH3COOH 、 1 mM EDTA 

[Ethylenediaminetetraacetic Acid] に 1 ~ 1.5% (W/V) の Agarose ME (ナカライテ

スク) 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

ところで適量の SYBR Safe (Life Technologies) を加え、セットしたゲル作製用の

ホルダーに注ぎ、コームを挿して固めた。TAE を張った泳動槽にゲルを置き、

RNA サンプルに 10×Loading Dye (TaKaRa) 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 分程度通電した。泳動が終了

したゲルを UV Transilluminator (BIO RAD) にかざしバンドを検出した。 

28S、18S、5S rRNA のバンドがシャープであり、DNA などのコンタミが認

められなかった RNA サンプルを次の逆転写反応に用いた。 

 

• 逆転写反応 (RT: Reverse Transcription) 

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

RT を行なった。以下にその方法を示す。 

10×RT Buffer: 2.0 µL、25×dNTP Mix (100 mM): 0.8 µL、10×RT Random Primers: 

2.0 µL、MultiScribe
TM

 Reverse Transcriptase: 1.0 µL、Nuclease-free H2O: 4.2 µL を混

合し、2×RT master mix を調製した。PCR チューブに 2×PCR master mix: 10 µL と

10 µL の RNA サンプル (RNA 量 1 µg) をピペッティングにより混合し、スピン
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ダウンを行なった。25°C / 10 分、37°C / 120 分で逆転写反応を行なった後、85°C

で 5 分間処理して逆転写酵素を失活した。反応後の cDNA 溶液は RNA 相当量 

12.5 ng/uL となるように DEPC 処理水で希釈した。 

 

◆◆◆◆    5'-mChREBPα / β プラスミドのクローニング 

ChREBPアイソフォームのmRNA発現量を絶対定量する際のテンプレートと

なる 5'-mChREBPα / β プラスミドのデザインを Fig. 2-1 に記した。ChREBP アイ

ソフォーム mRNA 配列の唯一の違いは 5'末端側の第一エクソンである。そのた

め、qPCR 用プライマーについては、ChREBPαは Exon 1a に、ChREBPβは Exon 1b

に相補的な配列で Forward プライマーを作成した (mChREBPα / β 特異的 qPCR

用プライマー)。Reverse プライマーは Exon 2 に相補的な配列で作成した。それ

ぞれのプライマーがアニールする位置は Fig. 2-1 の赤矢印、青矢印で記した。 

テンプレートとなる 5'-mChREBPα / β プラスミドはこれらの増幅配列を

pGEM-T Easy vector (Promega) へ組み込んでクローニングした。以下は詳細な実

験方法である。 

 

• プライマーのデザイン 

・・・・    5'-mChREBPαプラスミド 

マウス ChREBPα mRNA 配列 (Accession No.: NM_021455.4) の 7~545 bp の配

列が増幅産物となるように、配列に相補的な Forward プライマーと Reverse プラ

イマーを設計した。 

Forward: 5'- CGACACTCACCCACCTCTTC -3' 

Reverse: 5'- GCTTCCAGTAATTACCCTCCAG -3' 

 

・・・・    5'-mChREBPβプラスミド 

マウス ChREBPβ mRNA 配列 ([56]を参考にした) の 149~392 bp が増幅産物

となるように、配列に相補的な Forward プライマーと Reverse プライマーを設計

した。 

Forward: 5'- TCTGCAGATCGCGTGGAG -3' 

Reverse: 5'- GCTTCCAGTAATTACCCTCCAG -3' 

デザインしたプライマーは Eurofin Genomics 社のオリゴ DNA 合成サービス

を利用して合成した。 
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• マウス組織からの cDNA ライブラリーの作成 －逆転写反応－ 

5'-mChREBPα / βをクローニングするために、PCR の鋳型となるマウス組織

cDNA ライブラリーを作成した。SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) 

のプロトコルに準じて逆転写反応を行なった。以下にその方法を示す。 

0.5 µg/µL Oligo dT (12-18 b) Primer (Invitrogen) : 1 µL、10 mM dNTP Mix 

(Invitrogen)、組織 RNA サンプル: 1 µg、DEPC 処理水を PCR チューブに加えて

液量を 13 µL とした。これを 65°C で 5 分間加温し、直ちに氷上へ移した。続い

て、このサンプル溶液に 5×First strand buffer: 4 µL、0.1 M DTT (Dithiothreitol) : 1 

µL、40 unit/µL RNaseOUT (Invitrogen) : 1 µL、200 unit/µL SuperScript III RT: 1 µL

を加えてピペッティングにより混合した。25°C で 5 分、55°C で 60 分インキュ

ベートして逆転写反応を行なった後、70°C で 15 分間加温して逆転写酵素を失

活した。さらに、10 mg/mL RNase A solution (ナカライ) : 0.1 µL を加えて 37°C で

30 分間インキュベートし、サンプル中に含まれる RNA を分解した。これを組織

cDNA ライブラリーとした。 

 

• DNA 断片の増幅 (PCR 法; Ampli Taq Gold) 

PCR 反応は上記で作成したマウス肝臓 cDNA ライブラリー、プライマーおよ

び Ampli Taq Gold
TM

 (Roche) を用いた。PCR 反応溶液の組成と方法を以下に示す。 

  ・10×PCR Gold Buffer: 5 µL 

    ・25 mM MgCl2: 4 µL 

  ・2 mM dNTP mix: 5 µL 

  ・10 µM Forward Primer: 5 µL 

  ・10 µM Reverse Primer: 5 µL 

  ・組織 cDNA ライブラリー: 100 ng（RNA 相当量） 

  ・250 unit/µL Ampli Taq Gold
TM

: 0.25 µL 

  ・滅菌超純水: up to 50 µL 

PCR 反応装置は PCR Thermo Cycler Personal (TaKaRa) を使用した。調製した

PCR 反応液を 95°C で 10 分間加温した後、「熱変性を 94°C で 30 秒、アニーリ

ングを 60°C で 30 秒、伸長反応を 72°C で 70 秒」のサイクルを 40 回行なった。

PCR 後のサンプルはアガロースゲル電気泳動により目的の配列が増幅されてい

ることを確認した。 
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• アガロースゲルからの DNA 断片回収 

GENECLEAN III KIT (BIO 101) のプロトコルに従って、アガロースゲルから

の DNA 断片回収を行なった。以下に詳細な方法を記す。 

目的の DNA 断片を含むアガロースゲルをカッターで切り取り、1.5 mL チュ

ーブに移した。これに NaI 溶液: 500 µL 加え、55°C で加温してゲルを溶解した。

EZ-GLASSMILK: 10 µL 加えて室温で 10 分間ゆっくり転倒混合した後、遠心し

て上清を除いた。沈殿に洗浄バッファー: 1 mL を加え、最大速度で 1 分間遠心

し、上清を除いた。この洗浄操作は計 3 回行なった。十分に風乾した後、沈殿

に滅菌超純水を加え、55°C で 5 分間放置した。最大速度で 1 分間遠心した後、

上清を回収し、DNA 溶液 (Insert DNA) とした。 

 

• ライゲーション 

Vector DNA : 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°Cで 30分以上反応を行なった。 

 

• 大腸菌への形質転換 (トランスフォーメーション) 

・・・・    薬剤添加プレートの作製 

LB 培地 (LB Broth [SIGMA] : 20 g/L) に 1.5% (w/v) となるように寒天 (ナカ

ライ) を加え、オートクレーブ滅菌した。 50°C まで冷めたところでアンピシリ

ン (終濃度: 100 µg/mL) 、カナマイシン (終濃度: 20 µg/mL) を加え、10 cm プレ

ートに 10 ~ 15 mL ずつ流し込み、室温に戻るまで放置した。作製したプレート

は 4°C で保存した。 

ブルー・ホワイトセレクションを行なう場合は、使用直前のプレートに 50 

mg/mL X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactoside): 20 µL、100 mM IPTG 

(Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside): 100 µL を塗布し、30 分間静置してプレー

ト表面を乾燥させた後に使用した。 

 

・・・・    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) を使用した。菌体

を LB 培地へ投入し、37°C で振とう培養した。培地の OD550 が 0.6 程度になった

時点で、氷上に 15 分程度放置して 4°C で遠心した。上清を除き菌体に培養液の

1/10 量の TFB1 (30 mM CH3COOK、100 mM RbCl2、10 mM CaCl2、50 mM MnCl2、
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15% Glycerol、pH 5.8) を加えて懸濁し、氷上に 5 分間放置した後、4°C で遠心

した。この操作をもう一度繰り返した。上清を除いた後、菌体に培養液の 1/25

量の TFB2 (10 mM MOPS（3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid)、75 mM CaCl2、

10 mM RbCl2、pH 6.5) を加えて懸濁し、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、液体窒素に入れて急速冷凍した。 

 

・・・・    形質転換 (トランスフォーメーション) 

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°C に温めた恒温槽で 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: 1 mL を加え 37°C で 1 時間培養した大腸菌を、ガスバーナ

ーの近くでコーンラージ棒を用いて薬剤添加プレートに播いた。 

 

• プラスミド DNA の回収 (少量調製) 

ポジティブコロニー (ブルー・ホワイトセレクションでは白コロニー) をピ

ックアップし、2 mL の 100 µg/mL アンピシリンを含む LB 培地で 12 時間振盪

培養した。これを最大速度で 3 分間遠心し、上清を除いて菌体を回収した。菌

体に Solution I (10 mM EDTA [pH 8.0]、25 mM Tris-HCl) : 200 µL を加え、十分に

懸濁した。Solution II (1% SDS [Sodium Dodecyl Sulfate]、0.2 M NaOH) : 200 µL を

加え 5～6 回転倒混和し、5 分間室温でインキュベートした。Solution III (3 M 

CH3COONa、pH 5.2) : 200 µL を加え 5～6 回転倒混和し、氷上で 5 分間インキ

ュベートした。最大速度で 30 分間遠心後、上清を回収した。上清と等量の

Isopropanol を加え、-20°C で 1 時間インキュベートした後、最大速度で 20 分間

遠心した。上清を除き、TE (10 mM Tris-HCl、1 mM EDTA、pH 8.0) : 98 µL と 10 

mg/mL RNase A solution: 2 µL を加えて溶解し、37°C で 1 時間インキュベートし

た。これに 5 M NaCl: 30 µL と 30% PEG solution (30% Polyethylene Glycol -8000、

2 M NaCl) : 32.5 µL を加えて、4°C で 1 時間以上インキュベートした。これを最

大速度で 30 分間遠心し、上清を除いた。ペレットを TE (pH 8.0): 200 µL で溶解

し、PCI (TE pH 8.0 saturated-Phenol : Chloroform : Isoamylalcohol =25 : 24 : 1) : 200 

µL を加えて激しく攪拌した。最大速度で 20 分間遠心し、上清を回収した。上

清の 1/10 量の 3 M CH3COONa、2.5 倍量の 100% Ethanol を加えて-20°C で 1 時

間以上インキュベートした。これを最大速度で 30 分間遠心し、上清を除いた。

さらに、70% Ethanol: 1 mL を加え、最大速度で遠心して上清を十分に除いた。
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自然乾燥を 10 分間行ない、沈殿を適量の滅菌超純水もしくは TE (pH 8.0) に溶

解してプラスミド DNA 溶液を得た。 

 

• プラスミド DNA の回収 (多量調製) 

Plasmid Midi Kit (QIAGEN) を用いて、プロトコルに示された方法に従って行

なった。詳細な方法を以下に記す。 

ポジティブコロニーを 2 mL の 100 µg/mL アンピシリンを含む LB 培地で 8

時間前培養を行なった。上記の大腸菌培養液: 100 µL を 100 µg/mL アンピシリン

を含む LB 培地: 50 mL へ添加し、37°C、12 時間振盪培養した。最大速度で 10 分

間遠心して菌体を回収し、Buffer P1 (+100 µg/mL RNase A) : 4 mL 加え十分に懸濁

した。Buffer P2 を 4 mL 加え 5 ~ 6 回転倒混和し、5 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 5 ~ 6 回激しく転倒混和し、15 分間氷上

でインキュベートした。30 分間遠心後、濾紙を用いて上清を濾過した。Buffer 

QBT を 4 mL 加え平衡化した QIAGEN-tip 100 に得られた上清を添加し、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 加えてプラスミド DNA を溶出した。溶出した DNA 液に 3.5 mL の

Isopropanol を加え混合した後、30 分間遠心した。上清を除き、70% Ethanol: 2 mL

を加え、10 分間遠心した。上清を除去し、70% Ethanol リンスを 2 回行なった。

その後、DNA 沈殿を室温で 5 分間風乾させた後、滅菌超純水に溶解した。 

 

• 制限酵素処理によるインサートチェック 

制限酵素は New England BioLabs より購入した。プラスミド DNA、制限酵素、

制限酵素用バッファーを混合し、37°C で 2 時間以上インキュベートした。処理

後 DNA をアガロースゲル電気泳動に供し、ポジティブクローンのバンドパター

ンが見られることを確認した。 

 

• シーケンス 

作製したプラスミドは、Eurofin Genomics 社の DNA シーケンス受託解析サー

ビスを利用して、目的の配列が存在することを確認した。 

 ・シーケンス機器: ABI 3730xl Sanger Sequencer (Applied Biosystems) 

 ・配列解析ソフト: Sequence Scanner volume 1.0 (Applied Biosystems) 
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◆◆◆◆    ChREBPα / β mRNA 発現量の絶対定量 

• 5'-mChREBPα / β プラスミドの段階希釈 

得られた 5'-mChREBPα / β プラスミドはアガロースゲル電気泳動により

RNA や大腸菌由来 DNA のコンタミが無いことを確認した。このプラスミドを

制限酵素 NeaI で処理して直鎖状にした。アガロースゲル電気泳動により、直鎖

状プラスミド DNA のみをゲルから回収し、NanoDrop 1000 により DNA 濃度を

測定した。 

5'-mChREBPαプラスミドは 3,554 bp (Mw: 2.35 MDa)、5'-mChREBPβプラスミ

ドは 3,259 bp (Mw: 2.15 MDa) である。これを元に、溶液中のプラスミド分子数

を算出した。プラスミド原液を 50 ng/µL Yeast t-RNA solution で段階希釈するこ

とで、10
9～10

1
 molecule/µL の希釈系列を作製した。 

 

• 定量的 PCR (qPCR) による遺伝子発現量解析 (SYBR Green 法) 

FastStart Universal SYBR Green Master (Roche) と標的遺伝子の mRNA 配列に

相補的なプライマーを用い、SYBR Green 法によりサンプル中の遺伝子発現量を

測定した。各々の遺伝子の解析に用いた RT-qPCR 用プライマーの配列は Table I

に記した。反応液の組成は以下に記す。 

   ・FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) : 5 µL 

   ・10 mM Sense Primer: 0.2 µL 

   ・10 mM Antisense Primer: 0.2 µL 

   ・Template cDNA: 2 µL (25 ng RNA 相当量) 

   ・滅菌超純水: 2.6 µL (up to 10 µL) 

MicroAmp
TM

 Fast 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems) へ反応液をアプ

ライし、スピンダウンを行なった後、ABI StepOnePlus (Applied Bosystems) を用

いて反応および定量を行なった。反応条件は、95°C で 10 分間の加温後、「95°C

で 15 秒間の熱変性と 60°C で 1 分間のアニーリング＋伸長反応」を 40 サイク

ル行なった。遺伝子発現量の解析は、「StepOnePlus software vol.2.2.2」を用いて

行なった。各々のサンプルの Ct (Threshold Cycle) 値は同ソフトウェアの自動解

析システムにより算出した。  

絶対定量の際は、分子数既知の 5'-mChREBPα / β プラスミド希釈系列で検量

線を作成することで、RNA 1µg 相当量に含まれる mRNA の分子数を算出した。

相対定量の際は、任意のサンプル希釈系列で検量線を作成することで、対照群
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を 1 とした場合の遺伝子発現量を算出した。それぞれの遺伝子発現量は 18S 

rRNA 発現量で除することで補正した。18S rRNA 発現量が異常に高値あるいは

低値であるサンプルは、遺伝子発現量を正確に測定できていない可能性が考え

られる (原因としては、サンプル調製中に RNA が分解されてしまった、夾雑物

のコンタミにより RT に失敗した、正確に RNA 量を定量できなかったなどの可

能性が考えられる)。その場合は、有意水準 0.05 で Thompson 棄却検定を行ない、

18S rRNA 発現量が異常値であると認められたサンプルは解析から除外した。ま

た、PCR 反応の後に融解曲線解析を行ない、標的とする遺伝子の増幅配列のみ

が増幅されていることを確認した。 

 

• 定量的 PCR による遺伝子発現量解析 (TaqMan probe 法) 

各々の遺伝子に特異的な TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) 

を用い、TaqMan probe 法により遺伝子発現量を測定した。各々の遺伝子の解析

に用いたプローブナンバーを Table II に記した。反応液の組成は以下に記す。 

・TaqMan Gene Expression Master Mix (2×) : 5 µL 

・TaqMan Gene Expression Assays: 0.5 µL 

・Template cDNA: 2 µL (25 ng RNA 相当量) 

・滅菌超純水: 2.5 µL (up to 10 uL) 

MicroAmp
TM

 Fast 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems) へ反応液をアプ

ライし、スピンダウンを行なった後、ABI StepOnePlus (Applied Bosystems) を用

いて反応および定量を行なった。反応条件は、50°C で 2 分間、95°C で 10 分間

の加温後、「95°C で 15 秒間の熱変性と 60°C で 1 分間のアニーリング＋伸長反

応」を 40 サイクル行なった。検量線の作成や解析に関しては前項の SYBR Green

法と同様に行なった。 

 

◆◆◆◆    統計処理 

統計処理には、StatView ver.5.0 (SAS Institute Inc.) あるいは JSTAT ver.11.1 

(NANKODO) を用いた。図中の棒グラフは平均値±標準誤差 (Mean ± SE) で示し

た。2 群間の差の検定は、Student's t-test により行ない、P-value が 0.05 以下のも

のを「群間で有意な差が認められる」とした。多群間の差の検定は、分散分析

によりP-valueが0.05以下、かつ多重比較検定 (Tukey-Kramer test) によりP-value

が 0.05 以下であったものを「群間で有意な差が認められる」とした。 
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結果結果結果結果 

 

◆◆◆◆    ChREBP アイソフォーム遺伝子発現絶対定量系を構築した。 

本節では、ChREBP アイソフォームの組織分布と ChREBP アイソフォームの

発現量比を調べるために、ChREBP アイソフォーム遺伝子発現絶対定量系の構築

した。まずは、この系を構築するにあたって必要な物である、mChREBPα ある

いは mChREBPβの cDNA 配列を特異的に増幅できる「mChREBPα / β 特異的

qPCR 用プライマー」、および上記のプライマーで検量線を作成する際のテンプ

レートとなる「5'-mChREBPα / β プラスミド」を作成した。これらのデザインは

Fig. 2-1 に記した。 

作成した qPCR 用プライマーやテンプレートの品質は、これらを用いて作成

した検量線の決定係数や増幅効率で判定できる。検量線の傾きが-3.3、決定係数

が 1.0、増幅効率が 100%の理想値に近いものほど、正確に標的配列の分子数を

定量できていると考えられる。今回作成した系で ChREBP アイソフォームの発

現量を正確に定量できているか調べるために、5'-mChREBPα / β プラスミド (テ

ンプレート) の希釈系列を用いて検量線を作成した。作成した検量線のグラフを

Fig. 2-2 に、決定係数や増幅効率は Table 2-1 に記した。 

まずは、mChREBPα / β 特異的 qPCR 用プライマーが標的配列を増幅できる

こと、5'-mChREBPα / β プラスミドがスタンダードとして使用できることを確認

するため、標的配列を含むテンプレートを用いて検量線 (a), (b) を作成した。 こ

れらの検量線はプラスミド分子数依存的であり、上記の指標も理想値に極めて

近いものであった。そのため、これらの qPCR 用プライマーとプラスミドをペア

で用いることで、mChREBPα / β の絶対定量用検量線を作成可能であることが確

認できた。 

続いて、mChREBPα / β 特異的 qPCR 用プライマーがそれぞれの ChREBP ア

イソフォームを区別して標的配列を検出できているか調べるため、標的配列と

は異なる配列を含むテンプレートを用いて検量線 (c), (d) を作成した。これらの

検量線はプラスミド分子数に非依存的であり、上記の指標も理想値から大きく

外れたものであった。そのため、mChREBPα / β 特異的 qPCR 用プライマーはそ

れぞれの ChREBP アイソフォームを区別して検出できていると考えられる。 

今回作成した mChREBPα / β 特異的 qPCR 用プライマーの Reverse 配列は、

mChREBPαおよび mChREBPβ mRNA の共通配列で作成している。両方の
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ChREBP アイソフォームが存在するような cDNA サンプルでは、Reverse プライ

マーが標的とは別の ChREBP アイソフォームと競合的に結合することで、標的

遺伝子の正確な発現量を定量できない可能性が考えられる。そこで、標的配列

を含むテンプレートの希釈系列に別の 5'-mChREBP プラスミドを 10
6
 

molecule/µL ずつ加えた検量線 (e), (f) を作成した。その結果、検量線 (e) は (a) 

と、(f) は (b) とほぼ同様の検量線を作成することができた。したがって、今回

作成した mChREBPα / β 特異的 qPCR 用プライマーは、他方の ChREBP アイソ

フォームの発現量に影響を受けることなく、標的とする ChREBP アイソフォー

ムの発現量を定量できることが示された。 

 

◆◆◆◆    構築した ChREBP アイソフォーム遺伝子発現絶対定量系は 

組織の遺伝子発現解析にも使用可能である。 

肥満や糖尿病が進行すると白色脂肪組織における ChREBPβおよびその標的

である脂質生合成系酵素の発現量が減少することは既に報告されている [56,60]。

今回構築した絶対定量系でもそれらの現象を捉えられるか確認するため、過食

により極度の肥満と糖尿病を呈する db/db マウスの白色脂肪組織を採取し、

ChREBP アイソフォームと脂質生合成系酵素の遺伝子発現量を絶対定量した 

(Fig. 2-3)。 

ChREBPαの発現量は両群で違いが認められなかったが (P=0.295)、ChREBPβ

および FASN、ACC1 の発現量は WT (野生型) マウスと比較して db/db マウスで

有意に減少した。これらの結果は従来までの知見と一致するため、今回作成し

た ChREBP アイソフォーム遺伝子発現絶対定量系は、組織の遺伝子発現解析に

も使用可能であると考えられる。 

 

◆◆◆◆    ChREBPβは脂肪組織、肝臓、空腸で発現している。 

構築した絶対定量系を用いて、組織における ChREBP アイソフォームの発現

分布を調べた。解析対象として、通常食を摂取させた 10 週齢、雄マウスの精巣

上体白色脂肪組織 (E.WAT: Epididymal White Adipose Tissue)、肝臓、筋肉 (腓腹

筋)、空腸、血液を用いた。 

ChREBPαは肝臓、精巣上体白色脂肪組織、筋肉、空腸で発現していたが、血

液ではほとんど発現していなかった (Fig. 2-4 A, 肝臓 平均Ct値: 23.9, 精巣上体

白色脂肪組織 Ct: 25.8, 筋肉 Ct: 27.4, 空腸 Ct: 25.5, 血液 Ct: 33.3)。一方、ChREBPβ
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は肝臓、精巣上体白色脂肪組織、空腸で発現していたが、筋肉と血液ではほと

んど発現が認められなかった (Fig. 2-4 B, 肝臓 平均Ct値: 28.7, 精巣上体白色脂

肪組織 Ct: 28.1, 筋肉 Ct: 34.7, 空腸 Ct: 26.3, 血液 Ct: >37.2)。ChREBP とヘテロ

ダイマーを形成する転写因子 MLX はユビキタスな発現が認められた  

(Fig. 2-4 D, 精巣上体白色脂肪組織 Ct: 26.3, 肝臓 Ct: 25.8, 筋肉 Ct: 27.7, 空腸 Ct: 

24.3, 血液 Ct: 29.6)。 

 

◆◆◆◆    いずれの組織でも ChREBPβは ChREBPαと比べて発現量が少ない。 

上記の実験では、組織 RNA 1 µg 相当量に含まれる ChREBP アイソフォーム

の分子数を絶対定量法により算出した。これをもとに ChREBPαと ChREBPβの

分子数を合わせたグラフが Fig. 2-4 C である。 

いずれの組織においても ChREBPαと比べて ChREBPβは発現量が少ないこと

が確認された。ChREBPαの分子数を 100 とした場合の ChREBPβの分子数は、肝

臓: 5 (1/20)、精巣上体脂肪組織: 20 (1/5)、筋肉: 1 (1/100)、空腸: 52 (1/2)、血液: 1 

(1/100) である。 

 

◆◆◆◆    肝臓における ChREBP アイソフォームの発現は肝実質細胞に由来する。 

肝臓は肝実質細胞 (HPC: Hepatic Parenchymal Cell) と非実質細胞 (nPCs: 

non-Parenchymal cells) で構成されているが、どちらの細胞でどの ChREBP アイ

ソフォームが発現しているか検証した例は無い。そこで、10 週齢、雄マウスの

肝臓より単離した肝実質細胞と非実質細胞 (Fig. 2-5 A) から RNA を抽出し、

ChREBP アイソフォームの遺伝子発現量を測定した (Fig. 2-5B)。 

肝実質細胞マーカー遺伝子である Albumin は HPC で高発現であり、非実質

細胞マーカー遺伝子である F4/80 (クッパー細胞で高発現 [64])、および VEGFR2 

(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2; 類洞内皮細胞で高発現 [65]) は

nPCs で高発現であるため、細胞分画は問題無くできている。ChREBPα、ChREBPβ

はともに HPC で高発現であるのに対し (ChREBPα Ct: 25.7, ChREBPβ Ct: 25.0)、

nPCs ではほとんど発現が認められなかった (ChREBPα Ct: 33.5, ChREBPβ Ct: > 

35)。これと同調して、解糖系酵素 LPK、KHK、および脂質生合成系酵素 FASN

は HPC で高発現であった。以上の知見から、肝臓における ChREBP や解糖系・

脂質生合成系酵素の遺伝子発現は肝実質細胞に由来すると考えられた。 
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また、他の培養細胞においても ChREBP アイソフォームの遺伝子発現量を測

定した。ヒト肝癌由来細胞株 HepG2 や、分化前後のマウス筋芽細胞株 C2C12、

マウス線維芽細胞株 3T3-L1 においては、ChREBPβの mRNA 発現は認められな

かった (Ct > 35, Data not shown)。マウス胚性線維芽細胞 (MEF: Mouse Embryonic 

Fibroblast) は分化前後で多少の違いがあるものの、ChREBPβの mRNA 発現量は

2,000 ~ 5,000 molecule/µg RNA 程度であった (Ct: 29.5 ~ 30.7, Data not shown)。 

本研究で調べた限り、ChREBPβの mRNA が高発現量で保たれている培養細

胞は、初代培養した肝実質細胞のみである。 
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Exon 1b Exon 2~17       

mChREBPβ

mRNA

(3495 bp)

5’ 3’

Insert of mChREBPβ (149 ~ 392 bp)

294-313 359-379 

154-171 203-223

172

326

Insert

NaeI site

pGEM T-easy plasmid

Ampr

 

Fig. 2-1 5'-mChREBPα / β プラスミドのデザイン 

mChREBPαあるいは mChREBPβ mRNA の 5'末端側配列を pGEM T-easy プラ

スミドへ挿入し、 5'-mChREBPα / β プラスミドとした。図中の赤矢印は

mChREBPα特異的 qPCR プライマー、青矢印は mChREBPβ特異的 qPCR プライ

マーがアニールする位置を示している。プラスミドを NaeI サイトで切断し直鎖

状 DNA にしてから、qPCR 絶対定量のテンプレートとして用いた。 

Amp
r
: アンピシリン耐性遺伝子 
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Used primer : mChREBPαααα Used primer : mChREBPββββ
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Fig. 2-2 各テンプレートを用いて作成した検量線のグラフ 

qPCR により作成した検量線のグラフ。X 軸は Ct 値、Y 軸は使用したサンプ

ル中に含まれるプラスミドの分子数を示す。 

 

 

 

Table 2-1 各テンプレートを用いて作成した検量線のパラメーター 

 

検量線検量線検量線検量線 プライマープライマープライマープライマー テンプレートテンプレートテンプレートテンプレート 傾き傾き傾き傾き 
決定決定決定決定係数係数係数係数

R2 

増幅効率増幅効率増幅効率増幅効率 

(%) 

a ChREBPα ChREBPα -3.48  1.00  95  

b ChREBPβ ChREBPβ -3.24  1.00  104  

c ChREBPα ChREBPβ -0.67  0.71  3063  

d ChREBPβ ChREBPα -0.36  0.32  62590  

e ChREBPα ChREBPα+β -3.36  1.00  99  

f ChREBPβ ChREBPβ+α -3.19  1.00  106  
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Mouse subcutaneous WAT mRNA
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Fig. 2-3 肥満モデルマウスの皮下白色脂肪組織における 

ChREBP アイソフォーム mRNA 分子数 

通常食で飼育した 10 週齢の WT (野生型) マウスと db/db マウスの皮下白色

脂肪組織を採取し、RT-qPCR 法により ChREBP アイソフォームと脂質生合成系

酵素の mRNA 発現量を測定した。分子数既知のプラスミド希釈系列で検量線を

作成することで、組織 RNA 1 µg 相当量の ChREBP アイソフォーム mRNA 分子

数を算出した (絶対定量法)。FASN と ACC1 は任意のサンプル希釈系列で検量

線を作成し、WT 群を 1 とした場合の相対的な遺伝子発現量を算出した (相対定

量法)。各遺伝子の発現量は、S17 Ribosomal Protein の発現量で補正した。グラフ

は平均±標準誤差で示し、Student's t-test により平均値の差の検定を行なった。 

(**: P < 0.01, n=7) 
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Mouse tissue mRNA
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Fig. 2-4 マウス組織における ChREBP アイソフォーム mRNA 発現量 

(Fig. legend は次頁に記載する。) 
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Fig. 2-4 マウス組織における ChREBP アイソフォーム mRNA 発現量 

通常食で飼育した 10 週齢の WT マウスの精巣上体白色脂肪組織 (E.WAT)、

肝臓、筋肉、空腸、血液を採取し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。

(A, B): 分子数既知のプラスミド希釈系列で検量線を作成することで、cDNA 合

成に用いた組織 RNA 1 µg 相当量の ChREBP アイソフォーム mRNA 分子数を算

出した。 

(C): ChREBPαと ChREBPβ mRNA 分子数を合わせたグラフ。 

(D): 任意のサンプル希釈系列で検量線を作成し、精巣上体白色脂肪組織を 1 と

した場合の相対的な MLX の遺伝子発現量を算出した。 

各遺伝子の発現量は 18S rRNA の発現量で補正した。 

グラフは平均±標準誤差で示した。(n=4) 
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A Divide into HPC and nPCs by perfusion
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Fig. 2-5 マウス肝実質細胞 (HPC) / 非実質細胞 (nPCs) における遺伝子発現量 

10 週齢の WT マウスの肝臓から HPC と nPCs を単離した。(A): 単離した細

胞の顕微鏡画像。スケールバー: 50 µm  (B): 単離した HPC と nPCs から RNA を

回収し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。F4/80 と VEFGR2 は nPCs

の発現量を 1 とした場合の相対的な遺伝子発現量で示した。それ以外の遺伝子

は HPC を 1 とした場合の相対的な遺伝子発現量で示した。各遺伝子の発現量は

18S rRNA の発現量で補正した。グラフは平均±標準誤差で示した。(n=3) 
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第二節 

ChREBP アイソフォームの 

転写活性 
 

緒言緒言緒言緒言 

 

ChREBPβは核外移行に必須な LID が欠損しており核内に局在するため、

ChREBPαと比べて転写活性が高いと考えられている。実際、Mark A. Herman ら

は ChoRE タンデム配列を遺伝子上流へ組み込んだレポーターアッセイにより、

ChREBPβを発現させた HEK293T 細胞でプロモーター活性が劇的に増大するこ

とを示している ([56], Fig. 1-6A)。 

この実験は ChoRE に対する ChREBP アイソフォームの転写活性を定量的に

示しているため、ChREBPβが極めて転写活性が高いアイソフォームであること

を示す一つの根拠になりうる。しかし、生体における ChREBPβの機能を考察す

る上では、以下の 4 点について検証を行なう必要がある。 

①生体に存在する ChREBP 標的遺伝子プロモーターに対しても、 

ChREBPβは高い転写活性を示すか？ 

②実際のタンパク質発現量と比較して、ChREBPβは ChREBPαよりも 

転写活性が高いか？ 

③リン酸化や O-GlcNAc 化により ChREBPβの転写活性は変動するか？ 

④肝臓系細胞においても ChREBPβは高い転写活性を示すか？ 

そこで本節では、生体に存在しうる ChREBP 標的遺伝子プロモーターを用い

たレポーターアッセイ系を構築し、これまでの知見と一致する現象が捉えられ

るか検証した。また、この時に導入した ChREBP アイソフォームのタンパク質

発現量を定量し、ChREBP アイソフォームの比転写活性 (タンパク質発現量あた

りの転写活性) を測定した。さらに、ChREBPβのリン酸化を促進、あるいは

O-GlcNAc 化を抑制した場合に転写活性に変動が見られるか検証した。最後に、

ChREBPβの高い転写活性化能がヒト肝癌由来細胞株HepG2細胞でも認められる

か検証した。 
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実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

◆◆◆◆    発現用プラスミドの作成 

レポーターアッセイに用いる発現用プラスミドのデザインを Fig. 2-6A に記

した。クローニングの手技は本章第一節に準じて行なった。 

 

• pCMV-3×Flag-mChREBPα 

マウス肝臓 cDNA ライブラリーを鋳型として、5'末端側に NotI、3'端に SalI

制限酵素サイトを付加したプライマーで PCR を行ない、mChREBPα翻訳領域 

(Accession No.: NM_021455.4, 35~2627 bp, 開始コドンを除く) を増幅した。これ

を 3×Flag- pCMV7 plasmid (SIGMA) に組み込んだ。 

Forward: 5'- GTTATGCGGCCGCGGCGCGCGCGCTGGCGGATCTATCCGTG -3' 

Reverse: 5'- TAGCAGTCGACTTATAATGGTCTCCCCAGGGTGCCCTC -3' 

 

• pCMV-3×Flag-mChREBPβ 

マウス肝臓 cDNA ライブラリーを鋳型として、5'末端側に NotI、3'端に SalI

制限酵素サイトを付加したプライマーで PCR を行ない、mChREBPβ翻訳領域 

([56]を参考にした, 412~2473 bp, 開始コドンを除く) を増幅した。これを 3×Flag- 

pCMV7 plasmid (SIGMA) に組み込んだ。 

Forward:5'- TCAAAGCGGCCGCGCGCGAATACCACAAGTGGAGAATCTAC-3' 

Reverse: 5'- AGAACGTCGACTTATAATGGTCTCCCCAGGGTGCCCTCTG -3' 

 

• pCMV-mMLXβ 

マウス肝臓 cDNA ライブラリーを鋳型として、5'末端側に EcoRI、3'端に SalI

制限酵素サイトを付加したプライマーで PCR を行ない、mMLXβ翻訳領域 

(Accession No.: NM_001159385.1, 37~771 bp) を増幅した。これを pCMV5 plasmid 

(SIGMA) に組み込んだ。 

Forward: 5'- AGTATGAATTCATGACGGAGCCGGGCGCCTCTCCGGAGGAC-3' 

Reverse: 5'- CGTGCGTCGACTCAGTAGAGTTGGTTTTTCAACTGATGAAG -3' 
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◆◆◆◆    レポータープラスミドの作成 

レポーターアッセイに用いるレポータープラスミドのデザインを Fig. 2-6B

に記した。 

 

• マウス組織 DNA (ゲノムライブラリー) の調製 

C57BL/6J 雄マウス (10 週齢) から組織を回収した。組織 100 mg あたりに

1% SDS-TBE buffer (10 mM Tris pH 8.0, 0.15 M NaCl,1 mM EDTA): 1 mL を加え、

ポリトロンホモジナイザーにより攪拌した。終濃度が 100 µg/mL になるように

Proteinase K (Roche) を加え、50°C で 4 時間インキュベートした。等量の PCI

を加えて激しく攪拌し、最高速度で 30 分間遠心した。上清を回収し、1/10 量の

3M CH3COONa、2.5 倍量の 100% Ethanol を加えて、-20°C で 2 時間以上インキ

ュベートした。最高速度で 30 分間遠心し、上清を除くことでペレットを回収し

た。続いて、このペレットを滅菌超純水で溶解し、適量の RNase A solution を加

え、37°C で 2 時間インキュベートした。その後は、上記の PCI 抽出、エタノー

ル沈殿、70%エタノールリンス×3 回を行ない、回収した DNA ペレットを滅菌超

純水に溶解した。 

この組織 DNA 溶液は Nano Drop1000 で核酸定量し、十分量の DNA が得られ

ていること、タンパク質のコンタミが見られないことを確認した。さらに、ア

ガロースゲル電気泳動に供し、10 kbp 以上の位置に DNA のバンドが認められ、

rRNA のバンドが認められないことを確認した。これをマウス組織ゲノムライブ

ラリーとして以降のクローニングに用いた。 

 

• pGL4-mACC1 promoter 

マウス肝臓ゲノムライブラリーを鋳型として、5'末端側に KpnI、3'端に NcoI

制限酵素サイトを付加したプライマーで PCR を行ない、ChoRE を含む mACC1

プロモーター  (-514~+6 / Mus musculus GRCm38.p2 C57BL/6J gene position: 

84172761~84173305) を増幅した。これを pGL4 plasmid (Promega) に組み込んだ。 

Forward: 5'- AGGTGGTACCGTAAAGCAGAGTAGCACAAGGTCAGAATC -3' 

Reverse: 5'- TGGTCCATGGATAAGGTCAGAAAATCTCCTCAGGGAGGC -3' 

 

• pGL4-mLPK promoter 

マウス肝臓ゲノムライブラリーを鋳型として、5'末端側に KpnI、3'端に NcoI
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制限酵素サイトを付加したプライマーで PCR を行ない、ChoRE を含む mLPK プ

ロモーター  (-206~+9 / Mus musculus GRCm38.p2 C57BL/6J gene position: 

89136417~89136631) を増幅した。これを pGL4 plasmid に組み込んだ。 

Forward: 5'- TAGTTGGTACCGCAGACAGGCCAAAGGGGATCCGGCAGCC -3' 

Reverse: 5'- CGATACCATGGTACTGCTGCGTACCTGCTGTGTCTGTGG 3' 

 

• pEF-β-gal 

以前に当研究室で作成したものを用いた。安定したβ-gal 発現が認められるこ

とから、レポータープラスミドとともに導入して補正に用いた。 

 

◆◆◆◆    細胞実験 

• 細胞培養 

・・・・    HEK293T 細胞 

HEK293T細胞はヒト胎児腎臓由来HEK293 細胞に SV40ウイルス由来T-large

抗原遺伝子を組み込んだ細胞株である。10% FBS (Fetal Bovine Serum)、100 

unit/mL Penicillin 、  100 µg/mL Streptomycin を 含 む  DMEM-high glucose 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Wako) を基本培地として、37°C、5% CO2 イ

ンキュベーター内で培養し、1×10
6
 cell/100 mm dish の割合で継代を行なった。 

ルシフェラーゼアッセイに用いる場合、トリプシン処理によってディッシュ

から剥がした細胞を 12-well プラスチックプレート (Becton Dickinson) に 1×10
5
 

cell/well の割合で播いた。その 24 時間後にリン酸カルシウム法により遺伝子導

入した。遺伝子導入から 24 時間後に、低グルコース培地 (10% FBS-DMEM-low 

glucose; 5.5 mM Glucose) あるいは高グルコース培地 (10% FBS-DMEM-high 

glucose; 25 mM Glucose) へ交換した。Forskolin (SIGMA, 終濃度: 20 µM, 溶媒: 

DMSO) や Azaserine (Santa Cruz Biotechnology, 終濃度: 5 µM, 溶媒: H2O) などの

薬剤は上記の培地に添加した。それから 24 時間後の培養を行なった後に、ルシ

フェラーゼアッセイのサンプルとして回収した。 

24 hr

Medium change

Low / High

Glucose medium

with / without

Reagent

HarvestSet up

HEK293T cell

12well plate

1.0×105

cell/well

Transfection by

CaP method

24 hr 24 hr
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ウエスタンブロッティングに用いる場合、トリプシン処理によってディッシ

ュから剥がした細胞を、6-well プラスチックプレート (Becton Dickinson) に

2×10
5
 cell/well の割合で播いた。その 24 時間後にリン酸カルシウム法により遺

伝子導入した。遺伝子導入から 24 時間後に高グルコース培地へ交換した。それ

から 24 時間後の培養を行なった後に回収した。プロテアソーム阻害剤 MG132 

(SIGMA) を投与する場合は、回収の 6, 12 時間前に MG132 を添加した高グルコ

ース培地に交換した。対照群 (0 hr) は MG132 の溶媒として用いた DMSO 

(Dimethyl Sulfoxide) を添加した高グルコース培地に交換した。 

24 hr

Medium

change

High Glucose 

medium

HarvestSet up

HEK293T cell

6well plate

2.0×105

cell/well

Transfection by

CaP method

24 hr 12 hr 6 hr 6 hr

Medium with

DMSO or

10 µM MG132

 

 

・・・・    HepG2 細胞 

HepG2 細胞はヒト肝癌由来細胞株である。10% FBS、100 units/mL Penicillin、 

100 µg/mL Streptomycin を含む DMEM-high glucose (Wako) を基本培地として、

37°C、5% CO2 インキュベーター内で培養し、2×10
6
 cell/100 mm dish の割合で継

代を行なった。 

ルシフェラーゼアッセイに用いる場合、トリプシン処理によってディッシュ

から剥がした細胞を、12-well プラスチックプレート (Becton Dickinson) に

4×10
5
 cell/well の割合で播いた。その 24 時間後にリン酸カルシウム法により遺

伝子導入した。遺伝子導入から 24 時間後に、無グルコース培地  (10% 

FBS-DMEM-non glucose; 0 mM Glucose) あるいは高グルコース培地  (10% 

FBS-DMEM-high glucose; 25 mM Glucose) へ交換した。それから 24 時間後に回

収した。 

 

24hr

Medium change

Non / High

Glucose medium

HarvestSet up

HepG2 cell

12well plate

4.0×105

cell/well

Transfection by

CaP method

24hr 24hr

 

24 hr 24 hr 24 hr 
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◆◆◆◆    レポーターアッセイ 

• 遺伝子導入 (トランスフェクション; リン酸カルシウム法) 

プラスミド DNA: total 800~1300 ng、2.5 M CaCl2: 5 µL を含む溶液に滅菌超純

水を加えて合計 50 µL とした。この溶液を 2×HBSS (0.28 M NaCl、10 mM KCl、

1.38 mM NaH2PO4、11.1 mM Glucose、42 mM HEPES、 pH 7.05): 50 µL へ一滴ず

つ加え、10 回ピペッティングした。室温で 20 分間インキュベートした後、こ

の溶液を細胞へ一滴ずつ滴下し、37°C、5% CO2 のインキュベーター内で 24 時

間培養した。遺伝子導入に用いたプラスミド量は以下のとおりである。 

 

・・・・    HEK293T 細胞 

pCMV-3×Flag-mChREBPα: 250 ng, pCMV-3×Flag-mChREBPβ: 250 ng, 

pCMV-mMLXβ: 250 ng, pGL4-mACC1 promoter: 250 ng, pEF-β-gal: 50 ng 

・・・・    HepG2 細胞 

pCMV-3×Flag-mChREBPα: 250 ng, pCMV-3×Flag-mChREBPβ: 250 ng, 

pCMV-mMLXβ: 250 ng, pGL4-mACC1 promoter: 500 ng,  

pGL4-mLPK promoter: 100 ng, pEF-β-gal: 300ng 

 

なお、空ベクター (pCMV7-3×Flag) を添加することで、導入される DNA 量

がサンプル間で等しくなるようにした。 

 

• ルシフェラーゼアッセイ 

培地を除いた後の細胞に、1×Luciferase Lysis Buffer (25 mM Tris-phosphate  

[pH 7.8]、2 mM DTT、10% Glycerol、1% TritonX-100、2 mM CDTA 

[Trans-1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid] ) を 100 µL 加え、ディッ

シュを揺らしながら 4°C で 20 分間インキュベートした。Cell lysate を 1.5 mL チ

ューブへ移し、ボルテックスにより十分に攪拌した。最高速度で 5 分間遠心し

た後の上清を回収した。アシストチューブ (SARSTEDT) 中で、この上清と

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) を混合し、Mini Lumat LB9506 

(Berthold) によりルシフェラーゼ活性を測定した。 

なお、使用した Cell lysate は HEK293T 細胞の場合は 5 µL、HepG2 細胞の場
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合は 20 µL である。Mini Lumat LB9506 の露光時間は、HEK293T 細胞の場合は 

2 ~ 3 秒間、HepG2 細胞の場合は 10 秒間に設定した。 

 

• β-galactosidase (β-gal) アッセイ 

100×Mg Solution (1 M MgCl2: 20 µL、2- Mercaptoethanol: 63 µL、滅菌超純水: 

117 µL): 1 µL、1 M NaP buffer (0.2 M Na2HPO4: 0.2 M NaH2PO4 = 41: 9): 67 µL、4 

mg/mL ONPG (Ο-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranoside): 22 µL、の割合で混合し、

β-gal Substrate Reagent とした。96 well plate 中でβ-gal Substrate Reagent: 100 µL と

Cell lysate を混合し、37°C でインキュベートした。着色が確認したところで、主

波長 415 nm / 副波長 655nm の吸光度を測定した。 

 ルシフェラーゼ活性の値をβ-galactosidase 活性の値で徐することで、補正後ル

シフェラーゼ活性値とした。なお、使用した Cell lysate は HEK293T 細胞の場合

は 1 µL、HepG2 細胞の場合は 20 µL である。 

 

◆◆◆◆    ウエスタンブロッティング 

• 細胞からのタンパク質抽出 

使用直前に RIPA buffer (50 mM Tris-HCl [pH 8.0]、150 mM NaCl、 

1% TritonX-100、0.5% Sodium deoxycholate、0.1% SDS) に、液量の 1/100 量の

Protease inhibitor cocktail (Nakarai Tesque)、1/100 量の Phosphatese inhibitor cocktail 

3 (SIGMA)、1/1000 量の 1 M DTT、1/1000 量の 10mM MG132 を添加して Lysis 

buffer とした。 

6-well plate で培養した細胞 PBS で洗浄した後、Lysis buffer を 1 well あたり

100 µL ずつ加えた。スクレイパーで掻き取った細胞懸濁液を 1.5 mL チューブへ

移し、25 G シリンジを用いて 10 回ホモジナイズした。これらの操作はすべて

氷上で行なった。最高速度で 20 分間遠心した後、適量の上清を 1.5 mL チュー

ブに移した。このタンパク溶液は Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) 

によりタンパク質濃度を測定した。 

タンパク溶液を適量の滅菌超純水で希釈して、全てのサンプルのタンパク質

濃度を一定に合わせた。これに、1/5 量の 6×Laemmli Sample Buffer (1 M Tris-HCl 

[pH 6.8]: 2.8 mL、Glycerol: 3 mL、SDS: 1.0 g、DTT: 0.93 g、Bromo phenol blue: a few) 

を加え、65°C で 30 分間加熱処理した。処理後はすぐに氷上へ移して 2 分間以

上インキュベートし、使用時まで-20°C で冷凍保存した。 
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• SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electorophoresis) 

ミニゲル一枚あたり、30% Acrylamide-bis (29: 1) solution: 1.88 mL、1 M Tris-HCl 

(pH 8.8): 2.81 mL、滅菌超純水: 2.66 mL、10% SDS: 75 µL、TEMED 

(N,N,N’,N’-tetramethyl-ethylenediamine): 3.75 µL、10% Ammonium persulfate 75 µL

を混合し、7.5% 分離ゲル溶液とした (濃度の異なるゲルの作成時は

Acrylamide-bis solution と超純水の比を変えて調節した)。これをセットしたゲル

板に流し込み、適量の水飽和 n-Buthanol を重層し、1 時間室温で放置した。 

ミニゲル一枚あたり、30% Acrylamide-bis (29:1) solution: 0.38 mL、1 M Tris-HCl 

(pH 6.8): 0.44 mL、滅菌超純水: 1.98 mL、10% SDS: 30 µL、TEMED: 3.1 µL、10% 

Ammonium persulfate 50 µL を混合し、濃縮ゲル溶液とした。分離ゲルに重層し

た水飽和 n-Buthanol を除き、分離ゲルの上に濃縮ゲル溶液を流し込んだ。コー

ムをすばやく挿し、そのまま室温で 30 分間放置した。 

ゲルボックスに泳動バッファー (25 mM Tris、192 mM Glycine、0.1% 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 10 ~ 20 µL (Protein: 5 ~ 20 µg) アプライし

て 80V (濃縮ゲル泳動時)、120 V (分離ゲル泳動時) 定電圧で電気泳動を行なった。

なおマーカーには Prestained XL-Ladder (APRO science)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

なった。PVDF メンブレン (Polyvinyliden difluoride membrane, Immobilon, 

Millipore) を Methanol に 1 分間浸した後、トランスファーバッファー (100 mM 

Tris、192 mM Glycine、5% Methanol) に 10 分間浸した。 

泳動後のゲルをゲル板からはがし、トランスファーバッファーに浸した後、

下側から濾紙 3 枚、ゲル、メンブレン、濾紙 3 枚の順にブロッティング装置に

セットした。メンブレン 1 cm
2 あたり 2 mA の定電流を 1 時間流してブロッティ

ングした。 
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• 抗体反応と検出 

メンブレンをブロッキング溶液 (5% Skim milk or 5% BSA [Bovine Serum 

Albumin], 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0.1% Tween-20, pH 7.5) に浸し、室温で

1 時間以上振盪することでブロッキングした。一次抗体をブロッキング溶液で

希釈し、メンブレンをこれに浸して室温で 1 時間以上、あるいは 4°C で 12 時

間以上インキュベートした。T-TBS (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0.1% 

Tween-20, pH 7.5) で 2 回すすいだのち、メンブレンを T-TBS に浸して 5 分間振

盪した。この洗浄操作を計 5 回繰り返した。 

続いて、HRP (HorseRadish Peroxidase) 標識二次抗体をブロッキング溶液に希

釈し、メンブレンをこれに浸して室温で 1 時間インキュベートした。上記と同

様の洗浄操作を行なった後、発色試薬 ECL Western Blotting Detection Reagents 

(GE Healthcare)、もしくは Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate 

(Millipore) にメンブレンを浸した。シグナル検出にはルミノイメージアナライ

ザーLAS-4000 mini (GE Healthcare)を用い、画像解析には ImageQuant TL (GE 

Healthcare)ソフトウェアを用いた。なお、標的タンパク質の発光が弱い場合は、

Signal Enhancer HIKARI for Western Blotting and ELISA (Nakarai Tesque)を抗体希

釈溶液として用いた。使用した抗体は以下に記したとおりである。 

 

＜一次抗体＞ 

・anti-Flag mouse monoclonal antibody (SIGMA) 

・anti-ChREBP (M-300) rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz) 

   この抗体は ChREBP の Exon 5 以降のアミノ配列をエピトープとしている 

   ため、ChREBPαと ChREBPβの両タンパク質を認識可能である。 

・anti-β-actin mouse monoclonal antibody (SIGMA) 

 

＜二次抗体＞ 

・HRP-anti-Rabbit IgG monoclonal antibody (Jackson ImmunoResearch) 

・HRP-anti-Mouse IgG monoclonal antibody (Jackson ImmunoResearch) 

 

◆◆◆◆    統計処理 

本章第一節に記載の方法で行なった。 
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結果結果結果結果 

 

◆◆◆◆    mChREBPβは生体に存在する mACC1 プロモーターに対しても 

強力な転写活性を示す。 

一つ目の検証項目は「①生体に存在する ChREBP 標的遺伝子プロモーターに

対しても ChREBPβは高い転写活性を示すか？」である。これを検証するために、

マウスゲノムライブラリーを鋳型として mACC1 プロモーター配列を増幅した。

これをレポーター遺伝子上流に組み込んでレポータープラスミド pGL4-mACC1 

promoter を作成した (Fig. 2-6B)。これを mChREBPα / β 発現用プラスミドととも

に HEK293T 細胞へ遺伝子導入し、高／低グルコース下における mACC1 プロモ

ーター活性を測定した (Fig. 2-7)。 

mChREBPαを発現させた細胞では、培地中グルコース濃度に依存して

mACC1 プロモーター活性の増大が認められた。一方で、mChREBPβを発現させ

た細胞では、培地中グルコース濃度に依存することなく、顕著な活性の増大が

認められた。これらの変化は ChoRE を含まないレポータープラスミド 

(pGL4-Basic) では認められないため、mACC1 プロモーター活性は ChREBP アイ

ソフォームの転写活性を正確に反映しているものと考えられる。 

これらの結果は、Mark A. Herman らが行なった ChoRE タンデム配列を用い

たレポーターアッセイの結果と概ね一致しており、生体に存在する mACC1 プロ

モーターにおいても ChREBPβは高い転写活性を示すことを確認した。 

 

◆◆◆◆    mChREBPβの比転写活性は mChREBPαの 50 倍以上高い。 

続いて、「②実際のタンパク質発現量と比較して、ChREBPβは ChREBPαより

も転写活性が高いか？」を調べるために、レポーターアッセイと同条件で回収

した細胞 (高グルコース下) からタンパク質を抽出した。これをウエスタンブロ

ッティングに供することで、遺伝子導入した ChREBP アイソフォームのタンパ

ク質発現量を定量した。 

Fig. 2-8 に見られるように、導入した ChREBP アイソフォームのタンパク質

は Flag 抗体、および ChREBP 抗体を用いたウエスタンブロットにより検出する

ことができた (赤矢印のバンド: 3×Flag-mChREBPα, 青矢印のバンド: 

3×Flag-mChREBPβ)。ChREBPαには 2 本のバンドが見られるが、上側のバンド

はリン酸化された ChREBPα、下側のバンドはリン酸化されていない ChREBPα
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であると考えられる。ChREBP 抗体によって検出された ChREBP アイソフォー

ムのタンパク質を定量し、これをβ-actin タンパク質発現量で除すことで補正

ChREBP アイソフォームタンパク質発現量を算出した (Table 2-2, Expression)。そ

の結果、mChREBPαタンパク質発現量を 1 とした場合に、mChREBPβタンパク

発現量は 0.08 であった。遺伝子導入に用いたプラスミドはともに 250 ng/well で

あり、プラスミドコピー数もほぼ等しいが (pCMV-3×Flag-mChREBPα: 3.14×10
10

 

copy、pCMV-3×Flag-mChREBPβ: 3.38×10
10

 copy)、実際のタンパク質発現量は

ChREBPβの方が圧倒的に少ないことが判明した。 

さらに、Fig. 2-7 の mACC1 プロモーター活性を補正 ChREBP アイソフォー

ムタンパク質発現量で除した値を比転写活性 (タンパク質発現量あたりの転写

活性 ) とした  (Table 2-2, Relative activity) 。 mChREBPβ の比転写活性は

mChREBPαと比較して 50 倍以上高い値であった。 

 

◆◆◆◆    mChREBPβタンパク質はプロテアソームによる分解を受けやすい。 

mChREBPβのタンパク質発現量が mChREBPαと比べて極端に少ない原因は

不明である。mChREBP アイソフォームの発現に用いたプラスミドは、インサー

ト配列以外は同様の配列であるため、遺伝子導入や転写の段階でこの違いが生

じたとは考えづらい。 

しかし、遺伝子導入後の細胞をプロテアソーム阻害剤 MG132 で処理したと

ころ、処理時間依存的に mChREBPβタンパク質発現量が増加する傾向が見られ

た (Fig. 2-9, 青矢印のバンド)。このような傾向は mChREBPαには見られなかっ

た (Fig. 2-9, 赤矢印のバンド)。この結果は、mChREBPβのタンパク質はプロテ

アソームによる分解を受けやすいために発現量が少ないことを示唆する。 

 

◆◆◆◆    Forskolin を投与しても ChREBPβの高い転写活性は維持される。 

次に、「③リン酸化や O-GlcNAc 化により ChREBPβの転写活性は変動する

か？」を調べるために、Fig. 2-7 の実験に Forskolin 投与群と Azaserine 投与群を

加えて、mACC1 プロモーター活性を測定した。 

Forskolin を投与した培養細胞では、ChREBPαのリン酸化が亢進するとともに

ChREBP 標的遺伝子の発現量が減少することが報告されている [66,67]。本研究

ではこれに倣って、遺伝子導入後の HEK293T 細胞を 20 µM Forskolin で 24 時間

処理した (Fig. 2-10A)。mChREBPαを発現させた細胞では、高グルコース下で認
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められるプロモーター活性の増大が Forskolin の投与により完全にキャンセルさ

れており、従来までの知見と一致する結果が得られた。一方、mChREBPβを発

現させた細胞では、グルコースの有無に関わらず、Forskolin の投与によりプロ

モーター活性が減少することが確認された。ただし、Forskolin 投与により高グ

ルコース下での活性化が完全にキャンセルされた mChREBPαとは異なり、

Forskolin 投与時も mChREBPβの高い転写活性は保たれたままであった。 

Azaserine は GlcNAc (N-acetylglucosamine) 合成を阻害することでタンパク質

のO-GlcNAc化を抑制する化合物である [68]。O-GlcNAc化を阻害した状態では、

グルコースシグナルによるChREBPαの活性化がキャンセルされることが報告さ

れている [52,69]。本研究では、遺伝子導入後の HEK293T 細胞を 5 µM Azaserine

で 24 時間処理した (Fig. 2-10B)。mChREBPαを発現させた細胞では、高グルコ

ース下で認められるプロモーター活性の増大が Azaserine の投与によりキャンセ

ルされた。一方、mChREBPβを発現させた細胞では、Azaserine 投与によるプロ

モーター活性の低下は認められなかった。 

 

◆◆◆◆    肝細胞でも mChREBPβは高い転写活性を示す。 

最後に、「④肝臓の細胞においても ChREBPβは高い転写活性を示すか？」を

検証するため、ヒト肝癌由来細胞 HepG2 を用いて ChREBP アイソフォームのレ

ポーターアッセイを行なった。HEK293T 細胞実験との操作上の違いは以下の 3 

点である。 

・低グルコース培地 (5.5 mM Glucose) でも mChREBPαの活性化が 

認められたので無グルコース培地 (0 mM Glucose) を用いた。 

・HepG2 細胞は遺伝子導入効率が悪いので使用するプラスミド DNA 量を 

増やした。 

・肝臓系細胞で応答が見られる mLPK プロモーター活性も検証した。 

mACC1 プロモーターでは、mChREBPβの発現による顕著なプロモーター活

性の増大が認められ、HEK293 細胞での検証 (Fig. 2-7) とほぼ同等の結果を得ら

れた (Fig. 2-11A)。mLPK プロモーターでは、高グルコース下での mChREBPα

によるプロモーター活性増大と、mChREBPβによる顕著なプロモーター活性の

増大が認められた (Fig. 2-11B)。 

以上の結果により、肝臓の細胞においても、mChREBPβは糖・脂質代謝関連

遺伝子の転写を強力に誘導するレギュレーターとして機能することが示された。 
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A

Exon 1a Exon 2~17

mChREBPα

mRNA

(3649 bp)

Construction of expression plasmid

5’ 3’

Cording region of mChREBPα (35-2627 bp)

Exon 1b Exon 2~17

mChREBPβ

mRNA

(3495 bp)

5’ 3’

Insert

3×Flag-pCMV7 plasmid

Cording region of mChREBPβ (412-2473 bp)

3×FlagCMV promoter

Ampr

B Construction of reporter plasmid

Mouse

ACC1 gene ChoRE Exon1 ~  5’ 3’

Mouse

LPK gene ChoRE Exon1 ~  5’ 3’

Mouse

ChREBP gene ChoRE5’ 3’E-box Exon 1b

Insert

pGL4-Luciferase plasmid

Luciferase

Ampr

-97 -92 +1 +158

-117 -101 +1

-170 -154 +1

-514 +6

+9-206

+209-631 +174

 

Fig. 2-6 レポーターアッセイに用いたプラスミドのデザイン 

(A): mChREBP アイソフォーム発現用プラスミドのデザイン (mMLXβ発現用

プラスミドは未掲載)。(B): ChREBP 標的遺伝子のプロモーター領域を挿入した

レポータープラスミドのデザイン。遺伝子上の数字は、転写開始点の+1 とした

場合の位置を示している。Amp
r
: アンピシリン耐性遺伝子 
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Expression :  mChREBPβ mMLXβ mChREBPα mChREBPβ

+ mMLXβ + mMLXβ + mMLXβ

Promoter   :   pGL4-Basic            mACC1 promoter

HEK293T cell – Luciferase assay

5.5 mM Glusose

25 mM Glucose

**

 

 

 

Fig. 2-7 mChREBP アイソフォームを発現させた HEK293T 細胞における

mACC1 プロモーター活性 

遺伝子導入後の HEK293T 細胞をグルコース濃度の異なる培地で 24 時間培

養し、ルシフェラーゼアッセイにより mACC1 プロモーター活性を測定した。プ

ロモーター活性をβ-gal 活性で補正し、pGL4-Basic (mACC1 プロモーター未挿入

のレポータープラスミド) 発現群を 1 とした場合の相対値を算出した。グラフは

平均±標準誤差で示した。5.5 mM / 25 mM Glucose 群間のプロモーター活性の差

を Student's t-test により検定した。(**: P < 0.01, n=3) 
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Fig. 2-8 HEK293T 細胞における

3×Flag-mChREBPα / β のタンパ

ク質発現量 

遺伝子導入後の HEK293T 細胞を

高グルコース培地で 24 時間培養

し、これら細胞から得られたタン

パク質をウエスタンブロッティ

ングに供した。赤矢印は

3×Flag-mChREBPα (Mw: 98 kDa)、

青矢印は 3×Flag-mChREBPβ 

(Mw: 78 kDa) のタンパク質バン

ドの位置を示している。 

 

 

 

Table 2-2  mChREBP アイソフォームのタンパク質発現量と比転写活性 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Relative Luc: mChREBPα + mMLXβもしくは mChREBPβ + mMLXβを発現さ

せた HEK293T 細胞を高グルコース培地で 24 時間培養した際の mACC1 プロモ

ーター活性 (Fig. 2-7)。Expression: 「ChREBP Protein」を「β-actin Protein」で除

した補正 ChREBP アイソフォームタンパク質発現量。Relative activity: 「Relative 

Luc.」を「Expression」で除した ChREBP アイソフォームの比転写活性。全ての

値は mChREBPαを発現させた細胞を 1 とした場合の相対値で示した。 

Parameter mChREBPαααα mChREBPββββ 

Relative Luc. 1.00  4.58  

ChREBP Protein 1.00  0.08  

β-actin Protein 1.00  1.04  

Expression 

(ChREBP / β-actin) 
1.00  0.08  

Relative activity 

(R.Luc. / Expression) 
1.00  57.08  
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Fig. 2-9 MG132 で処理した際の 3×Flag-mChREBPα / β のタンパク質発現量 

遺伝子導入後の HEK293T 細胞を高グルコース培地で 24 時間培養した。回収

の6 時間あるいは12 時間前に10 µM MG132 (プロテアソーム阻害剤) を培地に

添加した。これら細胞から得られたタンパク質をウエスタンブロッティングに

供した。赤矢印は 3×Flag-mChREBPα (Mw: 98 kDa)、青矢印は 3×Flag-mChREBPβ 

(Mw: 78 kDa) のタンパク質バンドの位置を示している。 
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Fig. 2-10 リン酸化 / O-GlcNAc 化抑制による mChREBPβの転写活性の変動 

遺伝子導入後のHEK293T細胞を20 µM Forskolin、あるいは5 µM Azaserine を

添加した培地で 24 時間培養し、ルシフェラーゼアッセイにより mACC1 プロモ

ーター活性を測定した。プロモーター活性をβ-gal 活性で補正した上で、Mock

を 1 とした場合の相対値を算出した。グラフは平均±標準誤差で示した。遺伝子

導入条件が同じもののうち、培地条件の異なる群の間で多重比較検定 

(Tukey-Kramer test) を行なった。 

(アルファベット文字の異なるものは P<0.05 で有意差が認められる。n=3) 
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Fig. 2-11 mChREBP アイソフォームを発現させた HepG2 細胞における 

mACC1 / mLPK プロモーター活性 

遺伝子導入後のHepG2細胞をグルコース濃度の異なる培地で24時間培養し、

ルシフェラーゼアッセイにより (A): mACC1、あるいは (B): mLPK プロモータ

ー活性を測定した。プロモーター活性をβ-gal 活性で補正した上で、Mock を 1

とした場合の相対値を算出した。グラフは平均±標準誤差で示した。 

0 mM / 25 mM Glucose 群間のプロモーター活性の差を Student's t-test により検定

した。(**: P < 0.01, n=3) 
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第三節 

ChREBP アイソフォームによる 

ChREBPβの転写制御 
 

緒言緒言緒言緒言 

 

Mark A. Herman らの検証により、「白色脂肪組織における ChREBPβの転写は

ChREBPαの活性により制御される」ということが報告されている。しかし、こ

れらの検証はいずれも脂肪組織を対象としたものであるため、肝臓の細胞にお

いても同様の現象が認められるかは不明である。また、レポーターアッセイに

よる検証しかされていないため、「ChREBPαの活性化に伴う ChREBPβの発現誘

導」が生体の肝臓でも起こりうる現象かどうかは疑問が残る。 

本節においては、まず HepG2 細胞を用いたルシフェラーゼアッセイにより、

ChREBP アイソフォームを介した ChREBPβプロモーター活性の増大が認められ

るか検証した。さらに、高糖質食を再摂食させたマウスの肝臓では ChREBPαの

活性化が見られるため  [29,51]、このマウス肝臓を用いて生体の肝臓でも

「ChREBPαの活性化に伴う ChREBPβの発現誘導」が見られるか検証した。 
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実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

◆◆◆◆    レポータープラスミドの作成 

• pGL4-mChREBPβ promoter 

マウス肝臓ゲノムライブラリーを鋳型として、5'末端側に KpnI、3'端に NcoI

制限酵素サイトを付加したプライマーで PCR を行ない、ChoRE を含む

mChREBPβプロモーター (-631~+209 / Mus musculus GRCm38.p2 C57BL/6J gene 

position: 135089259~135090096) を増幅した。これを pGL4 plasmid に組み込んだ。

プラスミドのデザインを Fig. 2-5 B に記した。 

Forward: 5'- TTCATGGTACCAGGGTGAGTTCCAGGACAGCCAGGGCTAC -3' 

Reverse: 5'- GCGCACCATGGCTATGTCCCTCTGATAACTGAAGATCTTTC -3' 

 

以下のプラスミドは、本章第二節で作成したものを用いた。 

• pCMV-3×Flag-mChREBPα 

• pCMV-3×Flag-mChREBPβ 

• pCMV-mMLXβ 

• pEF-β-gal 

 

◆◆◆◆    細胞実験 

HEK293T 細胞、HepG2 細胞ともに、細胞の培養条件、遺伝子導入の方法、

レポーターアッセイの手技は本章第二節に記したとおりに行なった。 

遺伝子導入時に使用した pGL4-mChREBPβ promoter の DNA 量は 

HEK293T 細胞: 250 ng、HepG2 細胞: 100 ng である。 

 

◆◆◆◆    動物実験 

• 実験動物 －絶食・再摂食マウス－ 

実験動物は、C57BL/6J マウス 6 週齢、雄 (日本クレア) を 12 匹購入した。

搬入後の 1 週間は馴化のために、MR ラボストック (Normal chow) を自由摂食

させて飼育した。24 時間絶食させた後、体重の平均値 (17.1 ± 0.3 g) が等しく

なるように、6 匹ずつの 2 群に分けた。絶食群は絶食を 12 時間継続し、再摂

食群は高糖質食 (HC [High-Carbohydrate] diet; 組成は Table 2-3) を与えて 12 時

間飼育した後、肝臓を採取した。 
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◆◆◆◆    RT-qPCR 

本章第二節に記載の方法に準じて行なった。 

 

◆◆◆◆    in vivo ChIP (Chromatin Immunoprecipitation) assay 

• ホルマリン固定 

解剖時に得られた肝臓 (> 1.0 g) をカミソリで細切し、これを SSC/Tris buffer 

(10mM Tris [pH8.0], 150 mM  NaCl, 15 mM Sodium Citrate): 20 mL で 2 回洗浄し

た。液体窒素で急凍し、次の操作へ移るまで-80°C で冷凍保存した。 

解凍した肝臓に 1% Formaldehyde-PBS: 20 mL を加え、室温で揺らしながら 10

分間インキュベートした。その後、2.5M Glycine: 1 mL を加え、再び 5 分間イン

キュベートした。遠心して上清を除き、1% BSA-PBS で洗浄した。 

 

• 核抽出 

得られた沈殿物に対し、Hypotonic solution (10 mM HEPES [pH 7.9], 50 µM 

MgCl2, 10 mM KCl, 0.2% NP-40, 0.2 mM Sodium orthovanadate, 1 mM EDTA, 5% 

Sucrose, 1 mM DTT, 1/100 Protease inhibitor cocktail): 5 mL を加え、Dounce tissue 

grinder (WHEATON) を用いて 15 回破砕を行なった。破砕のサンプルに Cushion 

buffer (10 mM Tris [pH 7.5], 15 mM NaCl, 60 mM KCl, 1 mM EDTA, 10% Sucrose, 1 

mM DTT, 1/100 Protease inhibitor cocktail) を加え 5000 rpm で 1 分間の遠心して上

清を捨てた。 

 

• ソニケーション 

得られた沈殿を 1% BSA-PBS で洗浄し、Sonication buffer (50 mM Tris [pH 8.0], 

1 mM EDTA, 0.75% SDS, 1 mM DTT, 1/100 Protease inhibitor cocktail): 3 mL 加え、
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氷上で 10 分間放置した。この組織溶解液をソニケーター  (TOMY SEIKO 

CO.LTD) を用い、氷上で超音波破砕した (Power : 7.5, 30 秒 ON / OFF のサイク

ルを 10 サイクル)。このサンプルを最大速度で 10 分間遠心し、上清を回収した。

上清のタンパク質濃度は Pierce BCA Protein Assay Kit で測定した。各サンプルの

タンパク質濃度が 1 µg/µL になるように Dilution buffer (20 mM Tris [pH 8.0],  

1 mM EDTA, 20 mM NaCl, 1% TritonX-100, 0.1% Sodium deoxycholate, 1 mM DTT, 

1/100 Protease inhibitor cocktail) で希釈した。 

 

• 免疫沈降 (IP: Immunoprecipitation) 

免疫沈降を行なう直前に 50% Slurry Protein A agarose beads / Salmon sperm 

DNA (MILLI PORE) のバッファーを 1% BSA - Dilution buffer へ置換し、4°C で 1

時間以上攪拌した。これにより、ビーズの平衡化とブロッキングを行なった (以

降はこのビーズを Protein A beads と記載する。使用時に 50% Slurry にした)。 

得られた組織溶解液: 1 mL に対して、Protein A beads: 50 µL 加え、4°C で 3 時

間穏やかに攪拌した。これを遠心して得られた上清を回収した。上清: 500 uL 

(Protein: 500 µg) に対して、anti-ChREBP (M-300) rabbit polyclonal antibody (Santa 

Cruz)、ポジティブコントロールとして anti-Acetylated lysine 9 histone H3 

(H3K9Ac) polyclonal rabbit antibody (MILLIPORE), ネガティブコントロールとし

て Normal rabbit IgG (MILLIPORE) を 3 µg ずつ加え、4°C で 18 時間穏やかに攪

拌した。さらに、Protein A beads: 20 µL を加え、4°C で 2 時間穏やかに攪拌した。

Input サンプルには Protein A beads を加えずに 4°C で保存した。 

続いて、Low salt buffer (0.1% SDS, 1% TritonX-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris, 

150 mM NaCl) で 1 回、High salt buffer (Low salt buffer の NaCl 濃度を 500 mM に

したもの) で 2 回、LiCl wash buffer (0.25 M LiCl, 1% TritonX-100, 1 mM EDTA, 10 

mM Tris [pH 8.0], 1% Sodium deoxycholate) で 2 回、TE で 2 回の洗浄を行なった。 

 

• DNA 溶出と精製 

沈殿したビーズへ ChIP direct elution buffer (0.5% SDS, 300 mM NaCl, 1 M Tris 

[pH 8.0], 0.5 mM EDTA): 400 µL を加えた。Input サンプルには液量が 400 µL にな

るようにChIP direct elution buffer (IPサンプルとNaCl濃度が等しくなるように調

節したもの) を加えた。これを 65°C で 12 時間以上加温することで溶液中に

DNA を溶出した。 
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この溶液に 10 µg/µL RNase A solution: 4 µL 加えて 37°C で 1 時間インキュベ

ートして RNA を分解した。さらに、5 µg/µL Proteinase K solution: 4 µL を加えて

55°C で 2 時間加温してタンパク質を分解した。これを最大速度で遠心し、上清

を回収した。 

続いて、回収した上清と等量の PCI を加え、激しく攪拌した後に最大速度で

20 分間遠心した。この上清を回収し、1/10 量の 3 M CH3COONa (pH 8.0)、2.5 倍

量の 100% Ethanol、20 µg/µL Glycogen を加えて攪拌し、-20°C で 12 時間以上イ

ンキュベートした。最大速度で 20 分間遠心して、上清を除去した後、70% エ

タノールリンスを 2 回行なった。風乾により上清を完全に除去した後、IP サン

プルには 40 µL、Input には 80 µL の滅菌超純水を加えて DNA サンプルとした。 

 

• qPCR による ChIP シグナルの定量 

この DNA サンプルを鋳型として qPCR を行なうことで、標的遺伝子に対す

る ChREBP や H3K9Ac の結合量を定量した。この qPCR で用いた ChIP 用プライ

マーの配列は Table III に記した。% of Input 値は以下のように計算した。 

 

% of Input = ChIP signal / Input signal × 100 

            × (Input に使用したタンパク量 / ChIP に使用したタンパク量) 

            × (ChIP サンプル DNA の希釈量 / IP サンプル DNA の希釈量) 

 

本節では、in vivo ChIP assay を 2 回行なっている。1 回目は、絶食／再摂食

マウス (各群 6 匹) から採取した肝臓を細切、洗浄後、各群ごとに肝臓を一つの

チューブにまとめてホルマリン固定以降の操作を行なった (Fig. 2-14, 2-15: 

Pooled mouse liver sample, n=1)。2 回目は、再摂食群の中で肝臓 ChREBPβ mRNA

発現量が最も高い／低いマウスを除いた 4 匹の肝臓をそれぞれ別々に調製し、

ChIP シグナルを検出した (Fig. 2-16: Refed mouse liver sample, n=4)。 

 

◆◆◆◆    統計処理 

本章第一節に記載した方法で行なった。 
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結果結果結果結果 

 

◆◆◆◆    mChREBPβの転写はChREBPアイソフォームの発現と活性により制御される。 

本節ではまず、Mark A. Herman らの検証の再現を取るため、pGL4-mChREBPβ 

promoter を作成し、mChREBPβプロモーターのレポーターアッセイ系を構築した。

Mark A. Herman らの検証では、これを mChREBPα発現用プラスミドとともに

HEK293T 細胞へ導入し、高／低グルコース下における mChREBPβプロモーター

活性を測定した。本研究では、この条件に Forskolin 投与群と Azaserine 投与群を

加えることでより詳細な検証を行なった (Fig. 2-12)。 

mChREBPαを発現させた細胞では、高グルコース下で mChREBPβプロモータ

ー活性が増大しており、これまでの報告と一致する結果を得た。さらに、Forskolin

や Azaserine を投与した場合は高グルコース下でのプロモーター活性の増大がキ

ャンセルされた。Forskolin や Azaserine は高グルコース下での ChREBP の活性化

を抑制する働きがあるので、これらの結果は ChREBPβが ChREBPαの標的であ

るという報告を支持する結果である。 

本研究ではさらに、ChREBPβが自身の発現を制御する (セルフレギュレーシ

ョン) 可能性を考えて、mChREBPβ発現用プラスミドを導入して同様の検証を行

なった。その結果、mChREBPβの発現によりグルコース濃度非依存的な

mChREBPβプロモーター活性の増大が認められた。また、Forskolin を投与した

場合には、mChREBPβによる mChREBPβプロモーター活性増大の程度が減弱す

る傾向が見られた。これらの結果は、mACC1 プロモーターを用いたレポーター

アッセイの結果 (Fig. 2-10) とよく一致している。そのため、ChREBPβの転写は

ChREBPαのみならず ChREBPβ自身の発現により制御されることが明らかとな

った。 

 

◆◆◆◆    肝臓の細胞でも ChREBPβの転写は ChREBP により制御される。 

続いて、肝臓の細胞においても ChREBPβの発現が ChREBP アイソフォーム

によって制御されるか検証するため、ヒト肝癌由来細胞HepG2を用いてChREBP

アイソフォームのレポーターアッセイを行なった (Fig. 2-13)。 

mChREBPαを発現させた HepG2 細胞では、高グルコース下で mChREBPβプ

ロモーター活性が増大しており、HEK293T 細胞での検証と一致する結果を得た。

一方、mChREBPβを発現させた HepG2 細胞では、顕著なプロモーター活性の増
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大が認められた。興味深いことに、このプロモーター活性の増大は高グルコー

ス培地で培養したものの方がより顕著であった。 

 

◆◆◆◆    高糖質食を再摂食させたマウスの肝臓で ChREBPβの発現が増大する。 

高糖質食を再摂食させたマウスの肝臓で ChREBPαの活性化が見られること

は既にいくつも報告されている [29,35,51,70]。そこで本研究では、絶食、あるい

は高糖質食を再摂食させたマウスの肝臓を採取し、この時の ChREBPβの発現量

を RT-qPCR 法により測定した。 

高糖質食を摂取させたマウスの肝臓では、ACC1 を含めた ChREBP 標的遺伝

子の有意な発現増大が認められた (ACC1 の mRNA発現量は Fig. 2-14Aを参照。

絶食群での発現量を 1 とした場合の再摂食群での発現量は LPK: 3.7±0.4、KHK: 

3.5±0.3、FASN: 3.6±0.8、いずれも P<0.05 で有意差有り)。加えて、ChREBPβ mRNA

発現量も再摂食群で有意な増加が認められた (Fig. 2-15A)。 

 

◆◆◆◆    再摂食により ChREBPβプロモーターにおける ChREBP の結合量が増加する。 

続いて、再摂食によりプロモーター領域における ChREBP の結合が増大して

いるか調べるため、プールしたマウス肝臓 (n=1) を用いて in vivo ChIP assay を

行なった。免疫沈降を行なったタンパク質は ChREBP の他に、アセチル化ヒス

トン H3K9 (H3K9Ac: Acetyled Histone H3 Lysine 9)、ネガティブコントロールとし

て Normal rabbit IgG の 3 種類である。H3K9Ac は転写が活発な遺伝子のプロモー

ターで結合量が増大することがよく知られているので [71,72]、ポジティブコン

トロールとして用いた。これらのタンパク質結合量を調べた領域は、mACC1 や

mChREBPβ遺伝子プロモーターに存在する ChoRE や E-box である。このほか、

ネガティブコントロールとして ChoRE や E-box が存在しない遺伝子外遠位領域 

(Distal) におけるタンパク質結合量も定量した (Fig. 2-14B, 2-15B)。 

ACC1 遺伝子の Distal 領域では、両群で ChREBP と H3K9Ac の結合量に大き

な違いは認められなかった。一方、ChoRE における ChREBP と H3K9Ac の結合

量は再摂食群で増加する傾向が認められた  (Fig. 2-14C)。ChoRE における

ChREBP や H3K9Ac の結合量は、IgG 結合量と比べて遥かに大きな値であったた

め、これらのタンパク質結合量を特異的に検出できている。 

ChREBPβ遺伝子の Distal 領域では、両群で ChREBP と H3K9Ac の結合量に大

きな違いは認められなかった。一方、E-box および ChoRE における ChREBP と
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H3K9Ac の結合量は、再摂食群で顕著に増加する傾向が認められた (Fig. 2-15C)。 

これは再摂食により肝臓の ChREBPβの mRNA 発現量が増大したことと一致

する。以上の結果から、「プロモーター領域における ChREBP 結合量の増大によ

り肝臓 ChREBPβの転写が誘導される現象」を in vivoで捉えることができたと考

えられる。 

 

◆◆◆◆    肝臓の ChREBPβプロモーター周辺に ChREBP が結合する。 

さらに、ChREBP が ChREBPβプロモーターへ結合することを統計的に示すた

めに、再摂食マウスの肝臓 (n=4) で in vivo ChIP assay を行なった。 

ACC1 遺伝子の ChoRE における ChREBP、H3K9Ac の結合量は、同領域の IgG

結合量や Distal の ChREBP 結合量と比較して有意に高かった (Fig. 2-16A)。この

結果から、高糖質食を再摂食させたマウス肝臓において、ACC1 遺伝子の ChoRE

に ChREBP が結合していることが統計的に示した。 

ChREBPβ遺伝子の E-box における ChREBP 結合量は、同領域の IgG 結合量や

Distal の ChREBP 結合量と比較して有意に高かった (Fig. 2-16B)。ChoRE におけ

る ChREBP 結合量は有意ではないものの高く検出される傾向が見られた (v.s. 

IgG signal on ChoRE: P = 0.09, ChREBP signal on Distal: P = 0.17)。この結果から、

高糖質食を再摂食させたマウス肝臓において、ChREBPβ遺伝子の E-box や

ChoRE に ChREBP が結合している可能性を統計的に示した。 
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   Table 2-3 高糖質食の組成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 飼料の組成は AIN-93G を参考にして作成した [73]。

 High-carbohydrate (HC) diet 
Compound 

 Weight (g/100g) % of energy 

Cornstarch  67.8 72% 

Soybean oil  3.3 8% 

Casein  18.8 20% 

Vitamin mixture (AIN-93)  1.0  

Mineral mixture (AIN-93)  3.5  

L-Cystine  0.3  

Choline Bitartrate  0.3  

Cellulose powder  5.0  

Total  100.0 376 kcal 
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Fig. 2-12  HEK293T 細胞での mChREBPβプロモーターのレポーターアッセイ 

遺伝子導入後のHEK293T細胞を20 µM Forskolin、あるいは5 µM Azaserine を

添加した培地で 24 時間培養し、ルシフェラーゼアッセイにより mChREBPβプ

ロモーター活性を測定した。プロモーター活性をβ-gal 活性で補正した上で、

Mock を 1 とした場合の相対値を算出した。グラフは平均±標準誤差で示した。

遺伝子導入条件が同じもののうち、培地条件の異なる群の間で多重比較検定 

(Tukey-Kramer test) を行なった。 

(アルファベット文字の異なるものは P<0.05 で有意差が認められる。n=3) 
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Fig. 2-13  HepG2 細胞における mChREBPβプロモーターのレポーターアッセイ 

遺伝子導入後のHepG2細胞をグルコース濃度の異なる培地で 24 時間培養し、

ルシフェラーゼアッセイにより mChREBPβプロモーター活性を測定した。プロ

モーター活性をβ-gal 活性で補正した上で、Mock を 1 とした場合の相対値を算

出した。グラフは平均±標準誤差で示した。0 mM / 25 mM Glucose 群間のプロモ

ーター活性の差を Student's t-test により検定した。(*: P < 0.05, **: P < 0.01, n=3) 
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Fig. 2-14 絶食／再摂食マウス肝臓の mACC1 プロモーターにおける 

ChREBP 結合量 

絶食／高糖質食を再摂食させた WT 雄マウスの肝臓を採取し、mACC1 プロ

モーターにおける ChREBP の結合量を測定した。 

(A): mACC1 の mRNA 発現量を RT-qPCR 法により測定した。絶食群を 1 とし

た場合の相対的な遺伝子発現量を算出した。各遺伝子の発現量は、18S rRNA の

発現量で補正した。グラフは平均±標準誤差で示した。群間の発現量の差を

Student's t-test により検定した。(**: P < 0.01, n=6) 

(B): mACC1 遺伝子周辺の概略図。転写開始点を+1 とした場合に ChoRE は

-117 ~ -101 の位置に存在する。グレーの矢印は ChIP 用 qPCR プライマーをデザ

インした位置を示している。 

(C): 絶食／再摂食マウス肝臓を各群ごとにプールしたサンプル (n=1) で

ChoRE や Distal 領域における ChREBP、H3K9Ac、IgG 結合量を調べた。値は Input

シグナルに対する ChIP シグナルの比 (% of Input)で示している。 
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Fig. 2-15 絶食／再摂食マウス肝臓の mChREBPβプロモーター周辺における

ChREBP 結合量 

絶食／高糖質食を再摂食させた WT 雄マウスの肝臓を採取し、mChREBPβプ

ロモーター周辺における ChREBP の結合量を測定した。 

(A): ChREBPβの mRNA 発現量を RT-qPCR 法により測定した。絶食群を 1 と

した場合の相対的な遺伝子発現量を算出した。各遺伝子の発現量は、18S rRNA

の発現量で補正した。グラフは平均±標準誤差で示した。群間の発現量の差を

Student's t-test により検定した。(**: P < 0.01, n=6) 

(B): ChREBPβ遺伝子周辺の概略図。転写開始点を+1とした場合にE-boxは-97 

~ -92、ChoRE は+158 ~ +174 の位置に存在する。グレーの矢印は ChIP 用 qPCR

プライマーをデザインした位置を示している。 

(C): 絶食／再摂食マウス肝臓を各群ごとにプールしたサンプル (n=1) で

E-box や ChoRE、Distal 領域における ChREBP、H3K9Ac、IgG 結合量を調べた。

値は Input シグナルに対する ChIP シグナルの比 (% of Input)で示している。 
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Fig. 2-16 再摂食マウス肝臓の mACC1 / mChREBPβプロモーター周辺における

ChREBP 結合量 

高糖質食を再摂食させた WT 雄マウスの肝臓 (n=4) を用いて、(A): mACC1

プロモーター、(B): mChREBPβプロモーターの E-box や ChoRE、Distal 領域にお

ける ChREBP、H3K9Ac、IgG 結合量を調べた。グラフは平均±標準誤差で示した。

群間の結合量の差を多重比較検定 (Tukey-Kramer test) により検定した。(*: 同領

域の IgG 結合量と比較して P<0.05 で有意差あり、#: Distal 領域における結合量

と比較して P<0.05 で有意差あり、n=3-4) 
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第二章 考察  
 

 

本章の目的は、ChREBP アイソフォームの組織分布を明らかにするとともに、

ChREBP アイソフォームを介した糖・脂質代謝関連遺伝子の転写制御機構により

詳細な知見を加えることである。本章で明らかにした ChREBP アイソフォーム

の機能を以下の表にまとめた。 

 

     mChREBPαααα mChREBPββββ 関連関連関連関連 Fig 

発現部位 
ユビキタス 

(血液、nPCs を除く) 

肝臓 (HPC)、 

脂肪組織、空腸 

mRNA 分子数 多い 少ない 

2-4, 2-5 

タンパク質 分解されにくい 分解されやすい 2-9 

比転写活性 低い 高い 2-7, 2-8 

 活性制御 

グルコース 活性化 不変 2-7, 2-11, 2-13 

O-GlcNAc 化 活性化 不変 

リン酸化 不活性化 不活性化 
2-10, 2-12 

 

 

◆◆◆◆    第一節の検証結果の概略 

まずは本研究で着目する肝臓での ChREBPβの機能について考察する。第一

節においては、ChREBP アイソフォーム遺伝子発現絶対定量系を構築し、組織に

おける ChREBP アイソフォームの発現分布を明らかにした。 

ChREBPαの mRNA 発現がユビキタスに見られることは既に報告されており 

[29,31]、本研究でもこれらの知見とほぼ一致する結果が得られた (Fig. 2-4A)。

一方、ChREBPβの mRNA は、これまで報告のあった白色脂肪組織だけでなく、

肝臓や空腸でも発現が見られることを明らかにした (Fig. 2-4B)。また、肝臓に

おける ChREBPβの発現は肝実質細胞に由来しており、これは解糖系・脂肪合成

系酵素遺伝子の発現とも一致していた (Fig. 2-5B)。 
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従来までは、「RT-qPCR 相対定量法」を用いて ChREBP アイソフォームの発

現量が測定されてきたため、ChREBPαと ChREBPβの発現量を比較することがで

きなかった。そこで本研究では、「RT-qPCR 絶対定量法」を採用し、各組織にお

ける ChREBP アイソフォーム mRNA の分子数を測定した。その結果、各組織で

発現している ChREBPβ mRNA 発現量は ChREBPαと比べて少ないことが明らか

になった (Fig. 2-4)。 

 

◆◆◆◆    第二節の検証結果の概略 

第二節では、mACC1 プロモーターをレポーター遺伝子上流に組み込んだレ

ポーターアッセイにより、ChREBP アイソフォームの転写活性を比較した。その

結果、ChREBPβは mACC1 プロモーターに対して高い転写活性を示した  

(Fig. 2-7A)。これまで、「ChoRE タンデム配列」を用いたレポーターアッセイに

より、ChREBPβの転写活性が高いことが示されてきた (Fig. 1-6A)。しかし、

「ChoRE タンデム配列」は ChoRE を複数組み込んだ人工的な配列であるため、

生体に存在し得るプロモーター配列でも同様の結果が得られるか疑問が残って

いた。本研究の結果により、ChREBPβは生体に存在する mACC1 プロモーター

においても高い転写活性を示すことを明らかにした。 

さらに、導入遺伝子のタンパク質発現量を測定して ChREBP アイソフォーム

の比転写活性 (タンパク質量あたりの転写活性) を比較した。その結果、

ChREBPβの比転写活性は高グルコース下で活性化された ChREBPαよりも 50 倍

以上高いことが示された (Fig. 2-7, 2-8, Table 2-2)。 

このような ChREBPβの高い転写活性は、LID が欠損していることに由来する。

しかし、ChREBPβタンパク質は活性制御に関与するリン酸化／O-GlcNAc 化部位

がいくつか残存しており、これらの修飾が ChREBPβの転写活性にどのような影

響を与えるか不明である。そこで、ChREBP のリン酸化を促進する Forskolin、

あるいはO-GlcNAc化を抑制するAzaserineを投与した際のChREBPβの転写活性

を調べた。その結果、低グルコース環境や Forskolin 投与、Azaserine 投与の条件

下でも ChREBPβの高い転写活性は維持されることを明らかにした (Fig. 2-10)。 

また、このような ChREBPβの高い転写活性は、肝細胞を用いたレポーターアッ

セイでも認められた (Fig. 2-11)。 

以上の結果から、ChREBPβは発現量こそ低いものの、その高い転写活性によ

り、肝臓の糖利用と脂質生合成を強力に誘導する転写因子であると予想された。 
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◆◆◆◆    第三節の検証結果の概略 

第三節においては、ChREBPβ自身の転写誘導機構について検証した。その結

果、HEK293T 細胞を用いたレポーターアッセイにより、低グルコース環境、

Forskolin 投与、Azaserine 投与によって ChREBPαを不活性化させると、ChREBPβ

プロモーター活性が顕著に減少することを明らかにした (Fig. 2-12)。また、肝細

胞においても ChREBPαの活性化により ChREBPβの発現が誘導されること、

ChREBPβはセルフレギュレーションにより自己の発現を誘導することを明らか

にした (Fig. 2-13)。 

さらに、これらの現象が in vivoにおいても見られるか調べるために、高糖質

食を再摂食させたマウスの肝臓を解析した。その結果、再摂食マウスの肝臓で

は ChREBPβプロモーターにおける ChREBP の結合量が増大し、ChREBPβ mRNA

の発現が誘導されることを明らかにした (Fig. 2-14 ~ 16)。Mark A. Herman らは、

「通常食を 3 時間再摂食させたマウスの肝臓では ChREBPβの発現増大は認めら

れなかった」と報告している [56]。本研究で再摂食により肝臓 ChREBPβの発現

増大が認められた要因は、ChREBP が活性化されやすい高糖質食を飼料とした点、

再摂食時間が 12 時間であったという点である。in vivo ChIP assay により

ChREBPβプロモーターにおける ChREBP の結合を検証した報告はこれまでに無

い。以上の検証により、生理的なレベルでも ChREBP アイソフォームの発現や

活性により ChREBPβの発現が制御されることを明らかにした。 

以上の知見を総じて考察すると、肝臓における ChREBPβの役割は、

「ChREBPαの活性化に伴う解糖系・脂質生合成系酵素遺伝子の発現誘導を劇的

に増幅すること」であると考えられる (Fig. 2-17)。また、ChREBPβは転写活性

が極めて高いため、わずかに発現が誘導されただけでも劇的に脂肪肝が振興し

てしまう可能性が考えられた。 

 

◆◆◆◆    Forskolin を投与しても ChREBPβの転写活性が高く維持されるメカニズム 

ChREBPαタンパク質のアミノ酸末端から 196 番目のセリン残基 (S196)、626

番目のセリン残基 (S626)、666 番目のスレオニン残基 (T666) は、PKA による

リン酸化修飾を受ける (Fig. 1-3)。S196 がリン酸化された ChREBP は、LID にお

ける 14-3-3 との結合が促進されて核外移行し、転写活性が見られなくなる 

[42,46,47,74]。一方、DNA 結合領域 (bHLH-Zip) に近傍に存在する S626 と T666

がリン酸化されると、リン酸基が物理的障害となって DNA との結合が妨げられ
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るため、ChREBP の転写活性が低下する [75]。 

ChREBPβ mRNA は ChREBPαの 178 番目のアミノ酸残基に相当する位置が

翻訳開始点であるため LID は含まないが、上記のリン酸化修飾部位を全て有し

た形で翻訳される。Fig. 2-10, 2-12 の実験で Forskolin 投与した際に ChREBPβの

転写活性がわずかに低下したのは、S626 と T666 がリン酸化されて DNA との結

合が障害されるためであると推察される。ただし、この転写活性の低下は

ChREBPαほど劇的なものではなかった。これは、ChREBPβは LID が欠損してお

り、S196 がリン酸化されても 14-3-3 と結合ができず、核外移行を伴わないため

に高い転写活性が維持されるものと考えられる。 

また、O-GlcNAc 化された ChREBPαは核内に局在する [51,52]。Azaserine を

投与した場合に ChREBPαの転写活性が低下するのは、グルコースシグナルを介

した ChREBPαの O-GlcNAc 化が抑制されるためである。一方、ChREBPβは

O-GlcNAc 化の有無に関わらず常に核内に局在するため、Azasrine 投与による影

響が見られなかったと推察される。 

ChREBPβの高い転写活性は LID 欠損による核局在に由来するが、その詳細な

メカニズムとして「PKA リン酸化シグナルの影響を受けにくい」と「O-GlcNAc

化の有無に関わらず核内に存在する」の 2 つの可能性を示すことができた。 

 

◆◆◆◆    プロテアソームによる ChREBPβタンパク質の分解 

ユビキチン・プロテアソーム系は生体に備わるタンパク質分解システムの一

つである。ユビキチン化されたタンパク質をプロテアソームが認識して分解す

るため、選択的なタンパク質分解機構としてとらえられている [76]。Fig. 2-9 の

実験結果は ChREBPβタンパク質がプロテアソームによる分解を受けている可能

性を示すものであるが、ChREBPβはおろか ChREBPαのタンパク質がどのように

分解を受けるか、これまでに検証された例が無い。 

しかし、プロテアソームの濃度は細胞質よりも核質の方が圧倒的に多いため 

[77,78]、常時核内に存在する ChREBPβがプロテアソームによる分解を受けやす

い可能性は十分に考えられる。実際、ChREBP と同様に脂質生合成の制御を担う

転写因子 SREBP-1 は Mature form となって核内に局在すると、ユビキチン・プ

ロテアソーム系により速やかに分解されることが報告されている  [79]。

ChREBPβがこれと同様の機構でタンパク質分解を受けるかどうか調べるために、

ChREBPβがユビキチン化修飾を受けるか検証を進めていく必要がある。 
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◆◆◆◆    筋肉で ChREBPβの発現が認められなかった点について 

ChREBPβは ChREBPαによって転写が誘導されることから、これらの

ChREBP アイソフォームは共存しているものと考えられる。しかし、筋肉では

ChREBPαの発現は認められるが、ChREBPβの発現はほとんど認められなかった 

(Fig. 2-4)。グルコース水を投与したマウスの骨格筋では、核内 ChREBP タンパ

ク質量の増大が見られることから [80]、「骨格筋では ChREBPαが活性化されな

いために ChREBPβが発現できない」という可能性は考えづらい。 

この原因の一つとして考えられたのは、DNA のメチル化である。プロモータ

ー領域内CpGアイランド (CG配列が豊富な領域) 中のシトシンがメチル化され

た遺伝子は、転写活性化因子の存在の如何に関わらず転写反応が抑制されるこ

とが知られている [81–83]。ChREBPβのプロモーターにも CpG アイランドが認

められるため、「筋肉の ChREBPβプロモーター領域における DNA のメチル化が

ChREBPβの発現に抑制的に働いている可能性」が考えられた。そこで、バイサ

ルファイトシーケンス法 [84,85] により、筋肉、小腸、肝臓 DNA の ChREBPβ

プロモーター領域におけるメチル化 DNA 量を調べた。しかし予想に反して、い

ずれの組織 DNA においても、ChREBPβプロモーター領域の DNA はメチル化さ

れておらず、メチル化 DNA 量に違いは認められなかった (unpublished data)。し

たがって、「筋肉の ChREBPβプロモーター領域における DNA のメチル化が

ChREBPβの発現に抑制的に働いている可能性」は棄却された。 

現在のところ、「ChREBPβの発現には ChREBPαの他に別の転写因子の存在が

必須である」という可能性を考えている。ChREBPβの転写開始点の近くには

ChoRE の他に、HNF-4α (Hepatocyte Nuclear Factor -4α) の標的配列として知られ

る DR-1 (Direct Repeat-1) 配列が存在する。ChREBP 標的遺伝子である LPK や

FASN 遺伝子にもこの配列が存在しており、ChREBP と HNF-4αが協調的に働く

ことでこれらの遺伝子の転写が誘導される [66,86]。筋肉には HNF-4αが発現し

ていないため、ChREBPβが発現できない可能性が考えられる。この点について

は、肝実質細胞での HNF-4αノックダウン実験などにより詳細な検証を進めてい

く必要がある。 
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Fig. 2-17 第二章の実験結果により想定された肝臓における ChREBPβの役割 

 

ChREBPβはグルコースの有無に関わらず核内に局在し、PKA リン酸化シグ

ナルによる不活性化の影響を受けづらい。肝臓における ChREBPβの役割は

「ChREBPαの活性化に伴う解糖系・脂質生合成系酵素遺伝子の発現誘導を増幅

すること」であると考えられる。 
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第三章 

ChREBPβの発現が 

脂肪肝の進行に及ぼす影響 
 

 

緒言緒言緒言緒言 

 

 

第二章において、ChREBPβは肝実質細胞で比較的高発現であり、極めて活性

が高い転写因子であることを明らかにした。この結果は、肝実質細胞における

ChREBPβの発現増大が脂肪肝の進行に関与することを示唆する。 

本章では、「ChREBPβの発現増大が脂肪肝を進行させる」という直接的な証

拠を得るため、マウス肝実質細胞、あるいはマウス肝臓に ChREBPβを過剰発現

させ、糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量と脂肪蓄積量にどのような変化が生じ

るか調べた。 
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実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

◆◆◆◆    アデノウイルス用ベクターの作成 

マウス肝実質細胞やマウス個体への遺伝子導入にはアデノウイルス法を採

用した。組換えアデノウイルスは、高い導入効率と強力な遺伝子発現によって、

培養細胞や動物個体を用いた遺伝子導入に広く用いられている。導入遺伝子の

発現は一過性であるが、休止期の細胞への遺伝子導入を行なうことが可能であ

る。今回用いたアデノウイルスは HEK293 細胞内でしか増殖できないように設

計されているため、ウイルス増殖に伴う細胞死は肝実質細胞や動物個体内では

起こらない。そのため、動物個体へ投与して in vivoでの検証も可能である。 

アデノウイルス用プラスミドのデザインは Fig. 3-1 に記した。以下に組換え

アデノウイルスの作成方法を記す。 

 

• エントリーベクターへの組み込み 

アデノウイルス用ベクターは非常に大きいため、インサート配列の挿入には

Gateway® cloning system (Invitrogen) を利用し、既存の発現用プラスミドをもと

にエントリーベクターへインサート配列を組み込んだ。 

 

• pENTR1A-3×Flag-mChREBPα / β 

pCMV-3×Flag-mChREBPα/ β を鋳型として、5'末端側に SalI、3'末端側に XhoI

制限酵素サイトを付加したプライマーで PCR を行ない、3×Flag-mChREBPα / β 

翻訳領域を増幅した。インサートは SalI 制限酵素処理して 5'末端のみ付着末端

とし、3'末端は平滑末端のまま T4 Polynucleotide kinase (Takara) を用いてリン酸

基を付加した。pENTR1A (Invitrogen) の 5'末端側は SalI (付着末端)、3'末端側は

EcoRV (平滑末端) で処理し、これにインサートを組み込んだ。 

Forward: 5'- GATCTGTCGACATGGACTACAAAGACCATGACGG -3' 

Reverse: 5'- AGCTACTCGAGTTATAATGGTCTCCCCAGGGTG -3' 

 

• pENTR1A-mMLXβ 

pCMV- mMLXβを鋳型として、5'末端側に SalI、3'末端側に XhoI 制限酵素サイ

トを付加したプライマーで PCR を行ない、mMLXβ翻訳領域を増幅した。上記

と同様の操作により、この配列を pENTR1A へ組み込んだ。 
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Forward: 5'- TAGAAGTCGACATGACGGAGCCGGGCGCCTCTC -3' 

Reverse: 5'- TGGTCCTCGAGTCAGTAGAGTTGGTTTTTCAACTG -3' 

 

• クロナーゼ処理 

Gateway® LR-cloning (Invitrogen) により、pENTR1A へ組み込んだインサート

配列を pAd/CMV/V5-DEST (Invitrogen) へ組み換えた。以下に手技を記す。 

pENTR1A (with insert): 80 ng、pAd/CMV/V5-DEST: 300 ng、Gateway Gateway® 

LR-clonase Enzyme Mix: 2 µL、TE (pH 8.0): up to 10 µL を PCR チューブに混合し、

25°C で 2 時間インキュベートした。続いて、これに 2 µg/µL Proteinase K: 1 µL

を添加して 50°C で 1 時間インキュベートした。第二章に記した手法に準じて、

組換え DNA を大腸菌へ形質転換し、アンピシリンプレートに播いてシングルコ

ロニーを得た。ここからプラスミド DNA を回収し、シーケンスによりインサー

ト配列を確認した。これをアデノウイルス用プラスミド (pAd/CMV/V5-DEST 

-3×Flag-mChREBPα / β / mMLXβ) とした。 

なおこれ以降の操作は、コントロールとして用いる pAd/CMV/V5-GW/LacZ 

(β-Galactosidase, Invitrogen) も加えて進めた。 

 

◆◆◆◆    アデノウイルス粒子の調製 

アデノウイルスの取り扱いや濃縮・精製法は 「組換えアデノウイルス作製

マニュアル ～完全長ゲノム導入法～ (独立行政法人理化学研究所 バイオリ

ソースセンター 遺伝子材料開発室: www.brc.riken.jp/lab/dna/ja/ ) 」や [87] の文

献を参考にした。 

 

• HEK293A 細胞 

HEK293A 細胞 (Invitrogen) はディッシュへの付着能力を増強したアデノウ

イルス宿主用細胞株である。10% FBS、100 units/mL Penicillin、 100 µg/mL 

Streptomycin を含む DMEM-high glucose を基本培地として、37°C、5% CO2 イン

キュベーター内で培養し、1×10
6
 cell / 100 mm dish の割合で継代を行なった。 

 

• トランスフェクション (リポフェクション法) 

トランスフェクション前日に HEK293A 細胞を 6-well プレートへ 5×10
5
 

cell/well の割合で播いた。アデノウイルス用プラスミド DNA: 1 ~ 1.5 µg, Plus 
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reagent (Invitrogen): 5 µL, Opti-MEM (GIBCO): up to 240 µL を混合し DNA mix と

した。Lipofectamine LTX (Invitrogen): 3 µL, Opti-MEM: 247 µLを混合してLipo mix

とした。DNA mix を Lipo mix へ 1 滴ずつ滴下し、ピペッティングによって混合

した後に室温で 30 分間静置した。HEK293A 細胞の培地を Opti-MEM: 1.5 mL に

置換し、そこへ DNA/Lipo mix を 1 滴ずつ滴下した。CO2 インキュベーター内で

6 時間インキュベートし、基本培地へ置換した。 

 

• ウイルス粒子の回収 (P1: Passage 1) 

トランスフェクションの翌日に細胞をトリプシン処理して 100 mm dish へ播

き直した。その後、2 ~ 3 日おきに培地を交換して細胞を培養した。プラークが

形成されて細胞が半分以上剥がれてきたら、培地ごと細胞を回収した。この細

胞懸濁液は凍結、融解を 3 回以上繰り返し、細胞からウイルスを放出させた。

これを遠心して得られた上清を P1 ウイルス液とした。 

 

• アデノウイルスの継代 

トランスフェクション前日に HEK293A 細胞を 100 mm dish へ 1×10
6
 cell/dish

の割合で播いた。P1 ウイルス液: 100 µL を 5% FBS-DEME: 4.9 mL に希釈し、

HEK293A 細胞の培地と置換した。1 ~ 2 時間インキュベートした後、5% 

FBS-DMDM に置換して細胞を培養した。翌々日頃に剥がれてきた細胞を培地ご

と回収し、凍結、融解後に上清を回収して P2 ウイルス液とした。これ以降の継

代は、必要なウイルス力価や液量に応じて感染させる細胞数・ウイルス液量を

調整した。 

 

• 力価測定 

96-well コラーゲンコートプレート (Becton Dickinson) へ段階希釈したウイ

ルス液を 50 µL ずつアプライした (ウイルス液の希釈倍率は継代数により調節

した)。これに 5% FBS-DMEM に懸濁した 293A 細胞 (1×10
6
 cell/plate) を播いて

培養した。培養 3, 7 日目に 10% FBS-DMEM を適量加えた。培養 12 日後に顕微

鏡で細胞変性の終末点 (50% 細胞変性が認められるウイルス希釈濃度) を確認

し、ウイルス力価 (PFU: Plaque-Forming Unit) を算出した。  
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• 濃縮・精製法 

ウイルス感染の前日、150 mm dish (Becton Dickinson) : 20枚に 6×10
6
 cell/dish

となるように HEK293A 細胞を播いた。HEK293A 細胞の培地を P4 ウイルス液希

釈液へ置換して 1 ~ 2 時間インキュベート後、10% FBS-DMDM に置換して細胞

を培養した。細胞が 50%程度剥がれてきたところで培地ごと細胞を回収した。

これを遠心して上清を捨て、12 mL 以下の 5% FBS-DMEM に懸濁した。凍結、

融解を 5 回繰り返し、これを遠心して得られた上清を高力価ウイルス液とした。 

この高力価ウイルス液を塩化セシウム密度勾配遠心法 [87] に供することで、

不要タンパク質を除去した。さらに、この溶液を Slide-A-Lyzar Gamma Irradiate 

Dialysis Cassette Extra-Strength (Thermo Scientific) に注入し、等張ウイルス用バッ

ファー (10 mM Tris, 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10% Glycerol, pH 7.4): 

1 L を外液として、1 時間以上透析した。その後、新しい外液: 1 L に置換して、

さらに 1 時間以上透析した。回収した精製ウイルス液は使用するまで-80°C で保

存した。  

このようにして、4 種類のアデノウイルスを作成した。 

・3×Flag-LacZ 過剰発現アデノウイルス (LacZ, コントロール)  

・3×Flag-mChREBPα 過剰発現アデノウイルス (ChREBPα)  

・3×Flag-mChREBPβ 過剰発現アデノウイルス (ChREBPβ)  

・mMLXβ 過剰発現アデノウイルス (MLX)  

 

◆◆◆◆    細胞実験 

• 肝実質細胞の採取 

第二章第一節に記載の方法に準じて行なった。 

 

• 過剰発現実験 

ウイルス感染の前日に、肝実質細胞を 3×10
5
 cell/well の割合で、コラーゲン

コート 12-well プレート (Becton Dickinson) に播いた。作成したウイルス液を

5% FBS-William's medium E で希釈し、任意の MOI (Multiplicity of Infection = ウ

イルス力価 PFU / 感染細胞数) の希釈ウイルス液: 0.5 mL/well を調製した。基本

培地を除いて、希釈ウイルス液を加え、1 時間インキュベートした。その後、10% 

FBS-William's medium E (25 mM Glucose) へ交換し、2 日ごとに培地交換しなが

ら培養を続けた。 
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ウイルス感染 3 日後の細胞を回収し、RNA 用サンプル、タンパク質用サン

プルとした。RNA 抽出や RT-qPCR は第二章第一節に記載の方法で行なった。タ

ンパク質抽出やウエスタンブロッティングの手技は第二章第二節に記載の方法

で行なった。ACC タンパク質の検出には、anti-ACC C83B10 rabbit monoclonal 

antibody (Cell Signaling) を用いた。ウイルス感染 5 日後の細胞を回収し、オイル

レッド染色と細胞内脂質量測定用のサンプルとした。 

 

1 day

Change to
10% FBS

medium

(25 mM Glucose)

Harvest
(Lipid /

Oil Red)

Set up
Mouse HPC

12well plate

3×105 cell/well

1 hr

Transfection
by adenovirus

3 day 2 day
Day 3 Day 5Day 0

Harvest
(RNA/Protein)

 

 

• qPCR 用プライマーによって検出される ChREBP mRNA について 

・・・・    mChREBP qPCR プライマー (Fig. 3-1 の緑矢印):  

 内因性 ChREBPα/ β、および 3×Flag-mChREBPα / β (外因性) の 

mRNA を検出する。 

・・・・    mChREBPα特異的 qPCR プライマー (Fig. 3-1 の赤矢印): 

 内因性 ChREBPα、および 3×Flag-mChREBPα (外因性) の 

mRNA を検出する。 

・・・・    mChREBPβ特異的 qPCR プライマー (Fig. 3-1 の青矢印): 

 内因性 ChREBPβの mRNA のみ検出する。(3×Flag-mChREBPβには 

含まれない 5'末端側の非翻訳領域で作成しているため) 

 

• オイルレッド O 染色 

12-well plate で培養した細胞の 1 well 分の染色を行なう場合のプロトコルを

記す。培地 1 mL のうち 0.5 mL を除き、氷冷 4% Paraformaldehyde / PBS 溶液を

0.5 mL 加え、室温で 20 分間放置した。培地を除き、氷冷 4% Paraformaldehyde / 

PBS 溶液を 1 mL を加え、室温で 1 時間放置した。超純水で 3 回洗浄し、Oil Red 

O 染色溶液 (1% Oil Red O, Isopropanol : Distilled water = 3 : 2) を 1 mL 加え、室温

で一晩放置した。これを超純水で 3 回洗浄し、PBS: 1 mL を満たした細胞を位

相差顕微鏡で撮影した。 
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• 細胞内脂質量の測定 

12-well plate で培養した細胞の 1 well 分の脂質抽出を行なう場合のプロトコ

ルを記す。培養した細胞を PBS で 2 回洗浄後、Hexane : Isopropanol (3 : 2, v/v): 200 

µL を加えた。氷上で 10 分間インキュベートした後、上清を 1.5 mL チューブに

回収した。この操作をもう一度繰り返し、上清を計 400 µL 回収した。これを、

吸引遠心機を用いて溶媒がなくなるまで乾燥させた (37°C、1 時間以上)。チュ

ーブ底に固着した脂質を Isopropanol: 20 µL に溶解し、脂質抽出サンプルとした。 

TG の定量には、トリグリセライド E-テストワコー (Wako) を用いた。96 well 

plate 内で発色液: 150 µL と脂質抽出サンプル: 2 µL を混合し、着色が観察される

まで 37°C でインキュベートした。マイクロプレートリーダー  Model 680 

(Bio-Rad) により 595 nm における吸光度を測定した。これをもとに 1 well あた

りの TG 量を定量した。 

総コレステロールの定量には、コレステロール E-テストワコー (Wako) を用

いた。96 well plate 内で発色液: 150 µL と脂質抽出サンプル: 10 µL を混合し、着

色が観察されるまで 37°C でインキュベートした。マイクロプレートリーダーに

より 595 nm における吸光度を測定した。これをもとに 1 well あたりの総コレス

テロール量を定量した。 
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◆◆◆◆    動物実験 

• 過剰発現実験 

実験動物は、6 週齢、雄の C57BL/6J マウスを日本クレアから購入した。搬

入後の 1 週間は馴化のために、高糖質食 (HC diet; 組成は Table 2-3) を自由摂食

させて飼育した。体重が等しくなるように 2 群に分け、精製ウイルス液 

(3×Flag-LacZ 過剰発現アデノウイルス、もしくは 3×Flag-mChREBPβ 過剰発現ア

デノウイルス) を尾静脈から注射し、ウイルスを感染させた (2×10
9
 PFU/mouse)。

その後、高糖質食を自由摂食させて、ウイルス感染から 17 日後に組織や血液を

採取した。血清や組織は解析するまで-80°C で冷凍保存した。 

なお事前に行なった発現確認実験では、ウイルス感染量を 1×10
8
 /

 
1×10

9 
/ 

5×10
9
 PFU/mouse に調節して上記と同様の操作を行なった。 

7 day

Fed

HC diet
SacrificeC57BL/6J

♂、6 wk

in vivo transfection

by adenovirus

LacZ / ChREBPβ

2×109 pfu/mouse

17 day

Fed

HC diet

 

• 肝実質細胞・非実質細胞における遺伝子発現量測定 

実験動物、ウイルス感染、飼育条件は上記と同様である。ウイルス感染から

10 日後に、マウス肝臓をコラゲナーゼ灌流した。灌流直後の肝臓片を切り出し、

RNA を抽出した (Liver)。残った肝臓片から肝実質細胞、非実質細胞に単離した 

(第二章第一節に記載の方法と同様)。培養 2 日目の肝実質細胞 (HPC)、非実質細

胞 (nPCs) から RNA を抽出して遺伝子発現量を測定した。 

7 day 10 day

in vivo transfection

by adenovirus

2×109 PFU/mouse

C57BL/6J

♂、6wk

Divided into

HPC and nPC

by perfusion

(n=3)

2 day

Harvest

Liver HPC / nPCs

 

• 血中パラメーターの測定 

解剖時にマウスから採取した血清をサンプルとして、以下のキットを用いて

血中パラメーターを測定した。方法はメーカープロトコルに準じた。 
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・・・・    グルコース濃度: グルコース CII-テストワコー (Wako) 

・・・・    TG 濃度: トリグリセライド E テストワコー (Wako) 

・・・・    総コレステロール濃度: コレステロール E テストワコー (Wako) 

・・・・    遊離脂肪酸濃度 (NEFA: Nonesterified Fatty Acid) :  

 NEFA C-テストワコー (Wako) 

・・・・    AST・ALT 活性: トランスアミナーゼ CII-テストワコー (Wako) 

 

• 肝脂質抽出・定量 

マウス肝臓片: < 0.2 g をガラス製キャップ付き試験管へ移し、Chroloform / 

Methanol (2 : 1, v/v): 4 mL を加え、ポリトロンホモジナイザーにより破砕した。

これを常温で 30 分間振とうした後、50 mM NaCl: 1 mL を加え、ボルテックスに

よる混合後、1500 ×g で 30 分間遠心した。パスツールピペットを用いて下層 (有

機層) を全量取り出し、別の試験管へ移した。そこへ 0.36 M CaCl2 / Methanol (1:1, 

v/v): 1 mL を加え、ボルテックスで混合後、1500 ×g で 1 分間遠心し、上層 (水

層) を除いた。この操作はもう一度繰り返した。下層 (Chroloform 層) をメスフ

ラスコに移し、Chroloform で 5 mL にメスアップした。これをマウス肝脂質抽出

液とした。 

マウス肝脂質抽出液: 100 ~ 200 µL、Triton-X 100 Solution (50% Triton-X 100 in 

Chroloform): 10 µL をガラスチューブ内で混合した。これをドラフト内に静置し、

Chroloform を完全に気化させた。その後、このガラスチューブへトリグリセラ

イド E-テストワコー発色液: 500 µL、コレステロール E-テストワコー発色液: 500 

µL を加え、37℃でインキュベートした。遠心により上清を回収し、595nm にお

ける吸光度を測定した。使用した肝臓片重量で測定値を除すことで、肝臓重量

あたりの脂質量を算出した。 

 

◆◆◆◆    統計処理 

統計処理には、StatView ver.5.0 (SAS Institute Inc.) あるいは JSTAT ver.11.1 

(NANKODO) を用いた。図中の棒グラフは平均値±標準誤差 (Mean ± SE) で示し

た。2 群間の差の検定は、Student's t-test により行ない、P-value が 0.05 以下のも

のを「群間で有意な差が認められる」とした。多群間の差の検定は、分散分析

によりP-valueが0.05以下、かつ多重比較検定 (Tukey-Kramer test) によりP-value

が 0.05 以下であったものを「群間で有意な差が認められる」とした。 
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結果結果結果結果 

 

◆◆◆◆    肝実質細胞における導入遺伝子の発現を確認した。 

過剰発現用アデノウイルスの感染により、肝実質細胞で導入遺伝子の発現が

見られるか確認した。各々のアデノウイルスを MOI: 1, 10, 100 になるように肝

実質細胞に感染させ、感染 3 日目の細胞タンパク質を回収した。Flag 抗体を用

いてタンパク質をウエスタンブロットしたところ、ウイルス感染量依存的な導

入遺伝子の発現が認められた (Fig. 3-2A)。ChREBP 抗体でウエスタンブロット

した場合もこれと同じ位置に 3×Flag-mChREBPα / β のバンドが認められた。ま

た、ChREBPβを過剰発現させた細胞でのみ ACC タンパク質の発現増大が認めら

れた。以上の点により、今回作成したアデノウイルスを感染させることで、肝

実質細胞で ChREBPα / β タンパク質を過剰発現できることを確認した。 

 

◆◆◆◆    ChREBPβの過剰発現により、解糖系・脂質生合成系酵素の発現が増大する。 

高グルコース下で ChREBPα、もしくは ChREBPβを MLX と共発現させた肝

実質細胞の mRNA 発現量を測定した。これらの細胞でも導入遺伝子 (ChREBP / 

MLX) の mRNA 発現量が増大することを確認した (Fig. 3-2B)。Noninfection (ウ

イルス非感染) や LacZ、MLX を発現させた細胞と比べて、ChREBPβを過剰発現

させた細胞では、脂質生合成系酵素遺伝子 (Fig. 3-3: ACC1、FASN、SCD1、

ELOVL6)、解糖系酵素遺伝子 (Fig. 3-4: LPK、KHK) の mRNA 発現量が有意に増

大した。ChREBPβ/MLX を共発現させた細胞では、これらの発現増大はより顕

著に見られた。 

ChREBPα/MLX を共発現させたものでは、一部の遺伝子の発現量が有意な差

ではないが増加する傾向が見られた (Noninfection を 1 とした場合の発現量は

ACC1: 2.83、KHK: 3.29、LPK: 1.57、SCD1: 4.31)。なお、低グルコース下で培養

した細胞では上記の現象が認められなかった (Noninfection を 1 とした場合の

ChREBPα/MLX [MOI: 100] 過剰発現細胞における発現量は、ACC1: 2.09, KHK: 

1.50, LPK: 0.90, SCD1: no data)。 

また、ChREBPβ/MLX を共発現させた細胞で、内因性 ChREBPβの mRNA 発

現量が有意に増大した (Fig. 3-4)。ChREBPβを単独発現、ChREBPα/MLX を共発

現させた細胞では、有意ではないものの内因性 ChREBPβ mRNA 発現量が増加す

る傾向が見られた。 
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◆◆◆◆    ChREBPβの過剰発現により肝実質細胞の脂肪蓄積が亢進する。 

ChREBPβの過剰発現により脂肪蓄積が亢進するか調べるため、ウイルス感染

後の細胞をオイルレッド染色した (Fig. 3-5)。Noninfection や LacZ、MLX、

ChREBPαを過剰発現させた細胞では脂肪滴の蓄積が見られなかったが、

ChREBPβを過剰発現させた細胞では脂肪滴が見られた。ChREBPβ/MLX を共発

現させた細胞では、より顕著な脂肪滴の蓄積が認められた。 

さらに、細胞内脂質量を測定したところ、ChREBPβ/MLX を共発現させた細

胞では TG 量、総コレステロール量の有意な増加が認められた (Fig. 3-6)。これ

らの変化は、LacZ、MLX、ChREBPαを過剰発現させた細胞には認められなかっ

た。 

以上の結果から、肝実質細胞における ChREBPβの発現増大は、解糖系・脂質

生合成系酵素遺伝子の発現誘導を介して脂肪蓄積を亢進することが示唆された。 

 

◆◆◆◆    マウス肝臓における導入遺伝子の発現を確認した。 

ChREBPβの過剰発現により in vivo でも脂肪肝の進行が見られるか検証する

ため、3×Flag-LacZ、および 3×Flag-mChREBPβ過剰発現アデノウイルスの精製ウ

イルス液を調製した。各々のアデノウイルスを 1×10
8
, 1×10

9
, 5×10

9
 PFU/mouse と

なるようにマウスに感染させた。ウイルス投与後から高糖質食を摂取させ、感

染から 2 週間後にマウスを解剖した。採取した肝臓からタンパク質を抽出し、

ウエスタンブロットに供した (Fig. 3-7)。 

Flag 抗体によりウエスタンブロットを行なったところ、3×Flag-LacZ (図中の

緑矢印)、3×Flag-mChREBPβ (図中の青矢印) ともにウイルス感染量依存的なタン

パク質発現を確認することができた。ChREBP 抗体でウエスタンブロットした場

合も、3×Flag-mChREBPβタンパク質の発現を確認することができた。また、

3×Flag-mChREBPβアデノウイルスを 1×10
9
, 5×10

9
 PFU/mouse 投与したマウスの

肝臓 (右側の 2 レーン) では、ACC タンパク質の発現増大が認められた。 

したがって、精製ウイルスを投与することで、マウスの肝臓で標的遺伝子を

過剰発現できることが確認された。ただし、ウイルスを 5×10
9
 PFU 投与したマ

ウスでは摂餌量、体重の減少が見られたため (摂食量 Non-infection: 3.5 ± 0.1 

g/day, LacZ: 2.8 ± 0.3 g/day, ChREBPβ: 1.9 ± 0.2 g/day, 解剖時体重 Non-infection: 

24.9 ± 0.2 g, LacZ: 23.3 ± 0.3 g, ChREBPβ: 18.3 ± 1.8 g)、感染ウイルス量を減らし

て次の実験を行なった。 



 94 

◆◆◆◆    ChREBPβの過剰発現により脂肪肝が進行する。 

ウイルス感染量を 2×10
9
 PFU/mouse に固定し、上記と同様の試験を行なった。

3×Flag-LacZを過剰発現させたマウス (LacZ群) と3×Flag-mChREBPβを過剰させ

たマウス (ChREBPβ群) では、摂食量と体重に違いが認められなかった  

(Table 3-1)。一方、ChREBPβ群において肝臓の肥大と精巣上体白色組織の萎縮が

認められた (Fig. 3-8, 3-9A)。肝臓脂質量を測定したところ、ChREBPβ群の肝臓

で TG 量と総コレステロール量の有意な増加が認められた (Fig. 3-9B)。解剖時に

得た血液を解析したところ、血中 TG 濃度、AST 活性、ALT 活性、遊離脂肪酸

濃度が ChREBPβ群で有意に上昇することが確認された (Table 3-1)。 

以上の結果により、ChREBPβの過剰発現により、脂肪肝の進行とそれに伴う

肝障害、脂質異常症が進行することが確認された。 

 

◆◆◆◆    ChREBPβの過剰発現により脂質生合成系酵素の発現増大が認められた。 

ChREBPβの過剰発現による脂肪肝の進行が、糖・脂質代謝関連遺伝子の発現

誘導を介するか検証するために、採取した肝臓から RNA を抽出し、ChREBP 標

的遺伝子の mRNA 発現量を測定した (Fig. 3-10)。 

ChREBPβの過剰発現により発現量が有意に増大した遺伝子は、内因性

ChREBPβ、LPK、G6PC、FASN、ACC1、SCD1、ELOVL6 であった。逆に、発

現量が減少した遺伝子は ChREBPαであった。ChREBP mRNA 発現量 (内因性

mChREBPα/ β、3×Flag-mChREBPβのすべてを含む発現量) は増加する傾向が見

られた (P=0.057)。 

さらに、その他の脂質代謝関連転写因子 (Fig. 3-11A)、コレステロール代謝

関連遺伝子 (Fig. 3-11B)、脂肪分解関連遺伝子 (Fig. 3-11C)、マクロファージマー

カー (Fig. 3-11D) の遺伝子発現量を測定した。ChREBPβの過剰発現により発現

量が有意に増大した遺伝子は、SREBP1a、MTP、F4/80、CD11b、CD68 であった。

逆に、発現量が減少した遺伝子は、PPARα、CPT1a であった。 

全体としては、ChREBPβの過剰発現により、脂質生合成系酵素遺伝子やマク

ロファージマーカーの発現が増大し、脂肪分解関連遺伝子の発現が減少する傾

向が見られた。 
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◆◆◆◆    ChREBPβ群の肝実質細胞では脂肪滴の蓄積が認められた。 

ChREBPβの過剰発現による脂肪肝の進行が肝実質細胞の脂肪蓄積に由来す

ることを確認するため、ウイルス感染 10 日目のマウスから肝実質細胞 (HPC) 

と非実質細胞 (nPCs) を単離した。 

コラゲナーゼ灌流前に開腹したマウスの画像を Fig. 3-12A に掲載した。感染

17 日目のマウス (Fig. 3-8) と同様に、ChREBPβ群では肝臓の肥大化と精巣上体

白色脂肪組織の萎縮が認められた。肝臓から HPC と nPCs を単離し、培養 2 日

目の細胞の顕微鏡画像を Fig. 3-12B に掲載した。LacZ 群の HPC には脂肪滴がほ

とんど見られなかったが、ChREBPβ群の HPC では脂肪滴の蓄積が観察された。

また、ChREBPβ群の nPCs では、マクロファージ様 (クッパー) 細胞が多く見ら

れた。 

 

◆◆◆◆    ChREBPβによる脂質生合成系酵素の発現増大は肝実質細胞に由来する。 

ChREBPβ群の肝臓で見られた脂質生合成系酵素の発現増大が肝実質細胞に

由来するか調べるため、コラゲナーゼ灌流直後の肝臓 (Liver) と、上記の実験か

ら得た HPC、nPCs から RNA を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定

した。 

ChREBPβ群では、Liver、HPC、nPCs のいずれのサンプルにおいても ChREBP

の mRNA 発現量が有意に増大していた (Fig. 3-13)。このため、ウイルス感染に

よって HPC と nPCs のどちらでも ChREBPβが過剰発現していると考えられる。

しかし、nPCs よりも HPC の方が ChREBP の発現量は圧倒的に多かった。F4/80

の mRNA 発現量は、ChREBPβ群の Liver と nPCs で有意に増大した。 

内因性 ChREBPβと脂質生合成系酵素遺伝子 (FASN、ACC1、SCD1、ELOVL6) 

の発現は ChREBPβ群の HPC において有意に増大した (Fig. 3-13, 3-14)。このよ

うな変化は nPCs ではほとんど認められなかった。SCD1 は ChREBPβ群の nPCs

でも有意に増大していたが、HPC と比べるとその発現量は圧倒的に少なかった。 

以上の結果は、ChREBPβの過剰発現によって肝臓で見られた脂質生合成系酵

素の発現増大は肝実質細胞に由来することを示唆する。 
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Exon 1a Exon 2~17

mChREBPα

mRNA

(3649 bp)

Construction of overexpressional adenovirus plasmid

5’ 3’

Cording region of mChREBPα (35-2627 bp)

Exon 1b Exon 2~17

mChREBPβ

mRNA

(3495 bp)

5’ 3’

Insert

pAd/CMV/V5-DEST

Cording region of mChREBPβ (412-2473 bp)

3×FlagCMV promoter

294-313 359-379

154-171 203-223

771-791 852-872

617-637 698-718

Host cell (HEK293A)

Transfection

Overexpressional adenovirus

Ampr

 

 

Fig. 3-1 過剰発現用アデノウイルスプラスミドのデザイン 

3×Flag-mChREBPα/ β 過剰発現用アデノウイルスプラスミドのデザイン 

(mMLXβ発現用プラスミドは未掲載)。図中の赤矢印は mChREBPα特異的 qPCR

プライマー、青矢印は mChREBPβ特異的 qPCR プライマー、緑矢印は mChREBP 

qPCR プライマー (内因性、外因性、アイソフォーム関係無く全ての ChREBP 

mRNA 発現を検出可能) がアニールする位置を示している。 

Amp
r
: アンピシリン耐性遺伝子 
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A Mouse hepatic parenchymal cell - Protein

IB: Flag

IB: ChREBP

IB: β-actin

IB: ACC

Adenovirus : 

MOI :

Flag-LacZ MLX          ChREBPα ChREBPβ

B Mouse hepatic parenchymal cell - mRNA
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Fig. 3-2 肝実質細胞における導入遺伝子の発現確認 

(A): アデノウイルスをMOI: 1, 10, 100で感染させた肝実質細胞における導入

遺伝子のタンパク質発現量  ( 緑矢印 : 3×Flag-LacZ 116 kDa, 赤矢印 : 

3×Flag-mChREBPα 98 kDa, 青矢印: 3×Flag-mChREBPβ 78 kDa)。次頁に続く。 
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(B):トータルの MOI が 20 になるようにアデノウイルスを感染させたマウス

肝実質細胞の mRNA 発現量。ChREBP 単独発現の場合は、ChREBP アデノウイ

ルスを MOI: 10、LacZ アデノウイルスを MOI: 10 ずつ感染させた。ChREBP/MLX

共発現の場合は、ChREBP ウイルスと MLX ウイルスを MOI: 10 ずつ感染させる

ことで、トータルの MOI が 20 になるようにした。Noninfection 群を 1 とした場

合の相対的な遺伝子発現量で示した。各遺伝子の発現量は、18S rRNA の発現量

で補正した。グラフは平均±標準誤差で示し、多重比較検定 (Tukey-Kramer test) 

を行なった。(アルファベット文字の異なるものは P < 0.05 で有意差が認められ

る。n=3) 
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Mouse hepatic parenchymal cell - mRNA

Adenovirus :

(MOI: 20)
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Fig. 3-3 ChREBP アイソフォームを過剰発現させた肝実質細胞における 

脂質生合成系酵素遺伝子の mRNA 発現量 

トータルの MOI が 20 になるようにマウス肝実質細胞にアデノウイルスを感

染させた。Noninfection 群を 1 とした場合の相対的な遺伝子発現量で示した。各

遺伝子の発現量は、18S rRNA の発現量で補正した。グラフは平均±標準誤差で

示し、多重比較検定 (Tukey-Kramer test) を行なった。(アルファベット文字の異

なるものは P < 0.05 で有意差が認められる。n=3) 
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Mouse hepatic parenchymal cell - mRNA

Adenovirus :

(MOI: 20)
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Fig. 3-4 ChREBP アイソフォームを過剰発現させた肝実質細胞における 

解糖系酵素遺伝子・内因性 ChREBPβの mRNA 発現量 

トータルの MOI が 20 になるようにマウス肝実質細胞にアデノウイルスを感

染させた。Noninfection 群を 1 とした場合の相対的な遺伝子発現量で示した。各

遺伝子の発現量は、18S rRNA の発現量で補正した。グラフは平均±標準誤差で

示し、多重比較検定 (Tukey-Kramer test) を行なった。(アルファベット文字の異

なるものは P < 0.05 で有意差が認められる。n=3) 
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A Mouse hepatic parenchymal cell – Oil red O stain

LacZ

ChREBPββββ

+ MLX
ChREBPββββ
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B

LacZ ChREBPββββ

+ MLX

Magnified image

Fig. 3-5 ChREBP アイソフォームを過剰発現させた肝実質細胞の 

オイルレッド染色画像 

トータルの MOI が 20 になるようにマウス肝実質細胞にアデノウイルスを感

染させた。感染から 5 日目の細胞をオイルレッド染色した。 

(A) LacZ、あるいは ChREBPβ/MLX を過剰発現させた細胞の低倍率画像。 

スケールバー = 200 µm。(B): 高倍率画像。スケールバー = 50 µm。  
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Fig. 3-6 ChREBP アイソフォームを過剰発現させた肝実質細胞の細胞内脂質量 

トータルの MOI が 20 になるようにマウス肝実質細胞にアデノウイルスを感

染させた。感染から 5 日目の細胞を回収し、(A): TG 量、および (B): 総コレス

テロール量を測定した。グラフは平均±標準誤差で示し、多重比較検定 

(Tukey-Kramer test) を行なった。(アルファベット文字の異なるものは P < 0.05

で有意差が認められる。n=3) 
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Fig. 3-7 マウス肝臓における導入遺伝子の発現確認 

3×Flag-LacZ、および 3×Flag-mChREBPβ過剰発現アデノウイルスを 1×10
8
,  

1×10
9
, 5×10

9
 PFU/mouseとなるように感染させたマウス肝臓における導入遺伝子

のタンパク質発現量 (緑矢印: 3×Flag-LacZ 116 kDa, 赤矢印: mChREBPα 95 kDa, 

青矢印: 3×Flag-mChREBPβ 78 kDa)。一番左のレーンはウイルスを感染させてい

ないマウスの肝臓タンパク質。 
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Table 3-1 3×Flag-LacZ、および 3×Flag-mChREBPβ過剰発現アデノウイルスを 

投与したマウスの身体測定指標と血中パラメーター 

 

 

Parameters LacZ ChREBPββββ P value 

 Food intake (g/day) 3.07 ± 0.11 3.03 ± 0.11  0.809  

 Initial body weight (g, Fed state) 23.2 ± 0.2 23.4 ± 0.1  0.558  

 Final body weight (g, Fed state) 25.0 ± 0.3 25.3 ± 0.3  0.399  

 Body weight gain (g/17day) 1.8 ± 0.2  2.0 ± 0.2  0.389  

 Fed blood parameters (17day)    

  Glucose (mg/dL) 191 ± 6 209 ± 8  0.081  

  Triglyceride (mg/dL) 96 ± 6 121 ± 6 ** 0.010  

  Total-cholesterol (mg/dL) 130 ± 4 122 ± 5  0.222  

  AST activity (IU/L) 198 ± 12 428 ± 37 *** < 0.001 

  ALT activity (IU/L) 49 ± 5 106 ± 10 *** < 0.001 

  Non-esterified fatty acids (mmol/L) 0.90 ± 0.03 1.20 ± 0.04 *** < 0.001 

 

 

3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウイ

ルスを 2×10
9
 PFU 投与したマウスを高糖質食を与えて 17 日間飼育した。 

血中パラメーターは解剖時に得られた摂食時血液である。 

数値は平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Student's t-test により検定した。 

(n=8, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001) 
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Fig. 3-8 アデノウイルス感染マウスの開腹画像 

3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウ

イルスを 2×10
9
 PFU 投与したマウスを開腹し、組織を取り出した。 

(A) 開腹画像  (B) 肝臓と精巣上体白色脂肪組織の画像 
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Fig. 3-9 アデノウイルス感染マウスの組織重量と肝臓脂質量 

3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウ

イルスを 2×10
9
 PFU 投与したマウスに高糖質食を与えて 17 日間飼育した。 

(A) 解剖時に肝臓、および精巣上体白色脂肪組織の重量を測定した。 

上図は重量の生値、下図は体重 100 g あたりの重量で示した。 

(B) 肝臓中 TG 量、総コレステロール量を肝臓 1 g あたりの量で示した。 

数値は平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Student's t-test により検定した。(**: P<0.01, n=8) 
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Fig. 3-10 アデノウイルス感染マウスの肝臓における遺伝子発現量① 

3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウ

イルスを 2×10
9
 PFU 投与したマウスに高糖質食を与えて 17 日間飼育した。採取

した肝臓から RNA を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。 

(A) ChREBP、MLX、(B) 糖代謝関連遺伝子、(C) 脂質生合成系酵素遺伝子の

mRNA 発現量を LacZ 群を 1 とした場合の相対的な値で示した。数値は平均±標

準誤差で示した。群間の差を Student's t-test により検定した。(**: P<0.01, n=8) 
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Fig. 3-11 アデノウイルス感染マウスの肝臓における遺伝子発現量② 

(Fig. legend は次頁に記載する。) 
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Fig. 3-11 アデノウイルス感染マウスの肝臓における遺伝子発現量② 

3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウ

イルスを 2×10
9
 PFU 投与したマウスに高糖質食を与えて 17 日間飼育した。採取

した肝臓から RNA を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。 

(A) 脂質代謝関連転写因子、(B) コレステロール代謝関連遺伝子、(C) 脂質分解

関連遺伝子、(D) マクロファージマーカーの mRNA 発現量。LacZ 群を 1 とした

場合の相対的な値で示した。各遺伝子の発現量は、18S rRNA の発現量で補正し

た。数値は平均±標準誤差で示した。群間の差を Student's t-test により検定した。

(*:P<0.05, **: P<0.01, n=8) 

 

 



 110 

LacZ expressed ChREBPβ expressedA

Liver

Epididymal

WAT

LacZ

HPC

ChREBPββββ

HPC

LacZ

nPCs

ChREBPββββ

nPCs

B

Kupffer cellSinusoidal cellC
Ref. 

 Fig. 3-12 アデノウイルス感染マウスの肝実質細胞・非実質細胞 顕微鏡画像 

(Fig. legend は次頁に記載する。) 
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Fig. 3-12 アデノウイルス感染マウスの肝実質細胞・非実質細胞 顕微鏡画像 

(A) 3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウ

イルスを感染させて10日目のマウスの開腹画像。 

(Β) 肝実質細胞 (HPC) と非実質細胞 (nPCs) を単離し、培養2 日目に撮影した細

胞の顕微鏡画像。緑矢印: 類洞内皮細胞、赤矢印: マクロファージ様 (クッパー) 

細胞。スケールバー = 50 µm。 

(C) 類洞内皮細胞 (Sinusoidal cell, [J Hepatol. (2002) 36(6) : 725-33, Fig. 5C] [88] 

より引用)、クッパー細胞 (Kupffer cell, [J Immunol Methods. (2010) 360 (1-2) : 

47-55, Fig. 3B] [89] より引用) の顕微鏡写真。比較のために掲載した。 
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Fig. 3-13 アデノウイルス感染マウスの肝実質細胞・非実質細胞における 

遺伝子発現量① 

3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウ

イルスを感染させて10日目のマウスの肝臓 (Liver)、肝実質細胞 (HPC)、非実質

細胞 (nPCs) における遺伝子発現量。LacZ 群の Liver における発現量を 1 とした

場合の相対的な値で示した。数値は平均±標準誤差で示した。各遺伝子の発現量

は、18S rRNA の発現量で補正した。LacZ 群と ChREBPβ群の発現量の差を

Student's t-test により検定した。(*:P<0.05, **: P<0.01, n=3) 



 113 

 

 

 

HPC / nPCs mRNA

0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

Liver HPC nPCs

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l
e
v
e
l

0.041 0.043

**

**

FASN

LacZ

ChREBPβ

0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

Liver HPC nPCs

ACC1

**

**
0.252 0.262

0

0.5

1.0

1.5

2.0

Liver HPC nPCs

R
e
la

ti
v
e
 m

R
N

A
 l
e
v
e
l

0.001 0.007

**

**

SCD1

**
0

1.0

2.0

3.0

Liver HPC nPCs

ELOVL620.7

0.039 0.033

**

**

LacZ

ChREBPβ

 

 

 

 

Fig. 3-14 アデノウイルス感染マウスの肝実質細胞・非実質細胞における 

遺伝子発現量② 

3×Flag-LacZ (LacZ)、および 3×Flag-mChREBPβ (ChREBPβ) 過剰発現アデノウ

イルスを感染させて10日目のマウスの肝臓 (Liver)、肝実質細胞 (HPC)、非実質

細胞 (nPCs) における遺伝子発現量。LacZ 群の Liver における発現量を 1 とした

場合の相対的な値で示した。数値は平均±標準誤差で示した。各遺伝子の発現量

は、18S rRNA の発現量で補正した。LacZ 群と ChREBPβ群の差を Student's t-test

により検定した。(*:P<0.05, **: P<0.01, n=3) 
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第三章 考察  
 

 

◆◆◆◆    実験結果の概略 

本章ではアデノウイルスによる ChREBPβの過剰発現系を構築し、これを用い

て ChREBPβを過剰発現させた際に脂肪肝の進行が認められるか調べた。遺伝子

導入にはアデノウイルス法を採用し、ChREBP アイソフォーム過剰発現用アデノ

ウイルスを作成した (Fig. 3-1)。 

肝臓における ChREBPβとその標的遺伝子の発現は肝実質細胞に由来するた

め (Fig. 2-5B)、肝実質細胞における ChREBPβの発現増大が脂肪肝の進行に関与

すると予想した。そこで、肝実質細胞に ChREBPβを過剰発現させたところ、脂

質生合成系酵素、解糖系酵素の発現が誘導された (Fig. 3-3, 3-4)。これと同調し

て、ChREBPβを過剰発現させた肝実質細胞では、脂肪滴の蓄積と細胞内脂質量

の増加が認められた (Fig. 3-5, 3-6)。以上の結果より、肝実質細胞における

ChREBPβの発現増大は脂質生合成系酵素、解糖系酵素の発現誘導を介して脂肪

の蓄積を亢進することを明らかにした。 

次に、より直接的な方法として、マウス個体にウイルスを投与することで、

肝臓に ChREBPβを過剰発現させた際に脂肪肝が進行するか検証した。ChREBPβ

を過剰発現させたマウスでは、肝臓重量、肝脂質量、血中 TG 濃度、肝傷害マー

カーの増大が認められ、典型的な脂肪肝の表現型を捉えることができた (Table 

3-1, Fig. 3-8, 3-9)。このマウスの肝臓を解析したところ、脂質生合成系酵素の発

現が顕著に増大していることを確認した (Fig. 3-10)。 

さらに、ChREBPβ過剰発現による脂肪肝の進行が「HPC における脂質生合成

系酵素の発現増大とそれに伴う脂肪蓄積」に由来するか調べるため、ChREBPβ

を過剰発現させたマウスの肝臓から HPC と nPCs を単離して遺伝子発現量を測

定した。アデノウイルスによる ChREBPβの発現増大は HPC と nPCs の双方に認

められたが、脂質生合成系酵素の発現増大が認められたのは HPC のみであった 

(Fig. 3-13, 3-14)。また、ChREBPβを過剰発現させたマウスの HPC では脂肪滴の

蓄積が認められた (Fig. 3-12)。以上の結果により、肝実質細胞における ChREBPβ

の発現増大が脂肪肝をもたらしたと結論付けた。 

本章の検証により、「ChREBPβの発現増大が脂肪肝を進行させる」という直
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接的な証拠を示すことができた。ChREBPβを過剰発現させたマウスで脂肪組織

重量が低下したのは、肝臓での糖利用・脂肪合成が促進された結果、脂肪組織

への糖質の流入が減少したためであると予測される。 

 

◆◆◆◆    これまでの報告との比較 

これまでにも、遺伝子ノックアウト法により肝臓の ChREBP の機能が調べら

れている。この研究で用いられた ChREBP ノックアウトマウスは、ChREBP 遺

伝子のエクソン 11~12 間にネオマイシン耐性遺伝子を挿入しているので、

ChREBPαと ChREBPβの双方の発現が欠損している。このマウスの肝臓では、解

糖系・脂質生合成系酵素遺伝子の発現が抑制され、肝脂肪量が減少する [31,35]。

本研究では、ChREBPβを過剰発現させたマウス肝実質細胞と肝臓で、ChREBP

ノックアウトマウスと相反する表現型を捉えることができた。 

これまでにもマウス個体を用いた ChREBP 過剰発現実験は報告があるが、そ

の研究では生体に存在しない ChREBP 変異体 (ChREBPαタンパク質のリン酸化

修飾部位に変異を入れて常時活性型にしたもの) を過剰発現させている [33]。

生体に存在しうる ChREBPβの発現増大が脂肪肝の進行に直結することを示した

のは本研究が初めてである。 

以上のように、これまでの ChREBP 研究はアイソフォームの区別がされてい

なかった。本章では ChREBP アイソフォームを区別して糖・脂質代謝関連遺伝

子の発現に対する影響を調べることで、肝臓 ChREBPβの発現量の変化が脂肪肝

の進行に関与することを示した。 

 

◆◆◆◆    ChREBPβを過剰発現させたマウスの表現型について 

健常者と比べて NAFLD 患者では血中 TG 濃度、遊離脂肪酸濃度、AST 活性、

ALT 活性が上昇すること [5]、肝炎の重症度に応じて AST 活性、ALT 活性、遊

離脂肪酸濃度が上昇することが報告されている [8]。ChREBPβを過剰発現させた

マウス (ChREBPβ群) でもこれらの血中パラメーターが上昇していたので、脂肪

肝の進行に伴って、肝障害と脂質異常症が惹起されている可能性が考えられる。 

これを支持する結果として、ChREBPβ群の肝臓におけるマクロファージマー

カー mRNA 発現量の増大が挙げられる (Fig. 3-11D)。重度の脂肪肝では、肝臓

内へのマクロファージ (クッパー細胞) の浸潤が亢進し、F4/80、CD11b、CD68

などのマクロファージマーカーの発現が増大する [64,90]。組織内に浸潤したマ
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クロファージが炎症反応を起こすことで、肝障害が進行する [91]。肝臓での炎

症は脂質分解を誘導する転写因子 PPARαの発現を抑制することで、脂肪肝の進

行と脂質異常症を惹起することが報告されている [92,93]。実際、ChREBPβ群の

nPCs ではマクロファージ様細胞が多く見られ (Fig. 3-12B)、F4/80 の mRNA 発現

量も増大し (Fig. 3-13)、肝臓の PPARαの発現減少も認められた (Fig. 3-11C)。ま

た、マクロファージ系細胞は SREBP-1a が極めて高発現であることが知られてい

る [94]。ChREBPβ群の肝臓で SREBP-1a mRNA 発現量の増大が認められたが 

(Fig. 3-11A)、これはマクロファージの浸潤が亢進したことに由来すると考えら

れる。 

したがって、肝臓における ChREBPβの発現増大は脂肪肝を進行させ、マクロ

ファージの浸潤に伴う肝障害や脂質異常症を惹起する可能性が考えられる。

ChREBPβ群の肝臓や nPCs で炎症性サイトカイン (TNFαや IL-1βなど) の発現増

大が実際に見られるか、nPCs における ChREBPβの発現増大が炎症反応にどのよ

うな影響を及ぼすかは今後の検討課題である。 

 

◆◆◆◆    ChREBPβの過剰発現による転写誘導が見られなかった KHK、GLUT2 

本研究では、ChREBPβ群の肝臓において脂質生合成系酵素遺伝子の発現増大

が顕著に見られたが、KHK と GLUT2 の発現量に変動が見られなかった  

(Fig. 3-10B)。KHK と GLUT2 は、ChREBP ノックアウトマウスの肝臓で mRNA

発現量が低下するため ChREBP の標的遺伝子であると考えられている [31]。し

かし、KHK 遺伝子はプロモータ上に ChoRE が存在することは報告されているが 

[36] 、ChREBP の過剰発現によって肝臓の KHK 発現が誘導されるという報告は

これまでに無い。また、GLUT2 遺伝子は ChoRE が同定されていない。そのため、

これらの遺伝子が ChREBP の直接的な標的遺伝子であるかは不明である。 

また、ChREBPβによって発現が誘導された遺伝子の発現量は LacZ 群の肝臓

でそれほど多くはなかったが (ex. ACC1 Ct: 23.9, ELOVL6 Ct: 26.0)、KHK や

GLUT2 は LacZ 群でも高発現であった (KHK Ct: 20.2, GLUT2 Ct: 20.3)。KHK と

GLUT2 遺伝子は通常状態でも転写活性化状態にあるため、ChREBPβを過剰発現

させてもそれ以上の発現誘導が見られなかった可能性も考えられる。 

高糖質食を摂取させたマウス肝臓で KHK、GLUT2 の発現が増大し、その際

にプロモーター領域での ChREBP 結合量が増大するか調べ、生理的条件下でも

これらの遺伝子が ChREBP の制御を受けるか検証を進めていく必要がある。 
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◆◆◆◆    ChREBPβ過剰発現に伴う ChREBP アイソフォームの発現変動 

ChREBPβ/MLX を共発現させた肝実質細胞と ChREBPβを過剰発現させたマ

ウスの肝臓において、内因性 ChREBPβ mRNA 発現量の増加が認められた (Fig. 

3-4, 3-10A, 3-13)。前章では ChREBPβがセフルレギュレーションする可能性をレ

ポーターアッセイ系を用いて示したが、本章では in vivoでも ChREBPβが自己の

発現を誘導することを示すことができた。 

一方、ChREBPα mRNA 発現量は ChREBPβを過剰発現させたマウスの肝臓で

有意に減少した (Fig. 3-10A)。この現象は、肝実質細胞に ChREBPβを過剰発現

させた場合には見られなかった (Fig. 3-4)。そのため、ChREBPβが直接的に

ChREBPα遺伝子に作用しているのではなく、組織間のクロストークを介した二

次的な制御により ChREBPαの発現が抑制された可能性が考えられる。 

現在、ChREBPαの発現を誘導する転写因子としては、LXR や TR (Thyroid 

Hormone Receptor) が報告されている  [55,95,96]。ChREBPβ群の肝臓では、

CYP7A1 や SREBP-1c (ともに LXR の標的遺伝子) の発現に変動が見られなかっ

たため、LXR を介して ChREBPαの発現が制御されたとは考えづらい。TR は甲

状腺ホルモンをリガンドとする核内受容体で、肝臓ではエネルギーの異化・同

化の両方に働く [96]。NAFLD 患者では血中甲状腺ホルモン濃度が低下すること

が報告されている [97]。本研究では血中甲状腺ホルモン濃度は測定していない

が、ChREBPβ群の肝臓で CPT1a (Carnitine Palmitoyltransferase 1a, TR の標的遺伝

子 [98] ) の発現減少が認められた (Fig. 3-11C)。そのため、ChREBPβの発現増大

に伴う ChREBPαの発現抑制は、甲状腺ホルモンを介した二次的な機構でもたら

された可能性が考えられる。 
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第四章 

ChREBPβの発現が変動しうる 

食事内容の探索 
 

 

 

ここまでの検証で、ChREBPβは糖・脂質代謝の強力なレギュレーターであり、

肝臓における ChREBPβの発現増大は脂肪肝の進行に繋がることを示した。2 型

糖尿病患者では脂肪組織や肝臓における ChREBPβ発現量が変動することが報告

されており [60]、ChREBPβの発現変動をもたらす食事の継続的な摂取は、脂肪

肝を含めた代謝性疾患の発症進展に関与する可能性が考えられる。しかし、ど

のような食事がどの組織で ChREBPβの発現を変動させるか分かっていない。 

そこで、本章の第一節では、異なる糖質・脂質の食事を与えたマウスの組織

を解析することで、各組織で ChREBPβの発現が変動しうる食事内容を探索した。

第二節では、フルクトースを長期摂取させたマウスの肝臓を解析し、フルクト

ースの過剰摂取に伴う脂肪肝 (フルクトース誘導性脂肪肝) と ChREBPβとの関

連について調べた。 
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第一節 

食事中の糖質・脂質が 

ChREBPβの発現に与える影響 
 

 

緒言緒言緒言緒言 

 

第二章で再摂食により肝臓 ChREBPβの発現が増大することを示したが、ど

のような栄養素がどの組織で ChREBPβの発現を変動させるかは不明である。「糖

利用と脂肪合成を強力に誘導する転写因子」という特徴を踏まえると、「脂肪と

して蓄積しやすい栄養素は ChREBPβの発現を誘導する可能性が高い」と考えら

れる。フルクトースは肝脂肪として蓄積しやすい糖質であり [99,100]、動物性脂

肪 (飽和脂肪酸) は内臓脂肪として蓄積しやすい脂質である [101]。そのため、

これらの栄養素が ChREBPβの発現を誘導する可能性が考えられる。 

そこで本節では、高糖質食として「スターチ食」もしくは「フルクトース食」、

高脂肪食として「ラード食」もしくは「大豆油食」を与えたマウスの組織を解

析し、これらの食事によって組織の ChREBPβの発現が変動するか調べた。さら

に、各組織の ChREBPβの発現量と ChREBP 標的遺伝子の発現量を相関分析し、

ChREBPβによって発現が誘導される遺伝子を調べることで、各々の組織におけ

る ChREBPβの役割を予測した。また、各組織の ChREBPαの発現量と糖・脂質

代謝関連遺伝子の相関分析も同様に行なった。 
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実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

◆◆◆◆    動物実験 

実験動物は、6 週齢、雄の C57BL/6J マウスを日本クレアから購入した。搬

入後の 1 週間は馴化のために、MR ラボストックを自由摂食させて飼育した。

体重が等しくなるように 4 群 (n=4) に分け、スターチ食、フルクトース食、ラ

ード食、大豆油食を自由摂食させて飼育した。飼料の組成は Table 4-1 に記した。

すべての飼料は重量あたりのエネルギー量が 376 kcal/100 g となるように調製

した。試験食を与えて 1 週間後に解剖を行なった。 

肝臓や精巣上体白色脂肪組織は重量を測定してから液体窒素を用いて冷凍し

た。小腸は、胃幽門部からトライツ靭帯に繋がった腸管部位までを「十二指腸」

とした。十二指腸より下から盲腸入口までの腸管を取り出して 2 分割した。十

二指腸側の腸管を「空腸」、盲腸側の腸管を「回腸」とした。取り出した腸管は、

生理食塩水でフラッシュして内容物を除いた後に縦に裂き、粘膜を剥がして冷

凍した。組織は解析するまで-80°C で保存した。 

1 week

Normal

chow
Test diets

・ Starch diet

・ Fructose diet

・ Lard diet

・ Soybean oil diet

SacrificeC57BL/6J

♂、6wk
Grouping

(n=4)

1 week

 

◆◆◆◆    RT-qPCR 

第二章第一節に記載の方法に準じて行なった。 

第二章第一節の検証により、ChREBPβは肝臓、精巣上体白色脂肪組織、空腸

で発現していること確認したため、この 3 つの組織に焦点を絞った。 

 

◆◆◆◆    統計処理 

統計処理には、StatView ver.5.0 (SAS Institute Inc.) あるいは JSTAT ver.11.1 

(NANKODO)、エクセル統計 2010 (Social Survey Research Information Co.) を用い

た。棒グラフは平均値±標準誤差 (Mean ± SE) で示した。多群間の差の検定は、

分散分析により P-value が 0.05 以下、かつ多重比較検定 (Tukey-Kramer test) に

よりP-valueが0.05以下であったものを「群間で有意な差が認められる」とした。 
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相関分析には「スピアマン順位相関分析」を用いた。算出したスピアマン相

関係数 (ρで示す) は無相関検定により有意性を検定した。検定の結果、P-value

が 0.05 以下であったものを「有意な相関が認められる」とした。ρが正の値であ

る変数同士は正の相関、ρが負の値である変数同士は負の相関がある。 

一般的には、|ρ|が1に近いほど相関が強く、「0.4 ≦ |ρ| < 0.7: 相関がある」、 

「0.7 ≦ |ρ| ≦ 1.0: 強い相関がある」とされている。 
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結果結果結果結果 

 

◆◆◆◆    フルクトース食の摂取により肝臓重量が増加、脂肪組織重量が減少した。 

試験食を自由摂食させて一週間飼育した結果、高脂肪食を摂取させたマウス 

(ラード群および大豆油群) は、高糖質食を摂取させたマウス (スターチ群およ

びフルクトース群) と比べて、体重が増加する傾向が見られた (Table 4-2)。これ

は、高脂肪食を摂取させたマウスの方が摂取エネルギー量 (各試験食の kcal/g

は等しい) が多かったため、体重増加に繋がったと考えられる。 

解剖時に組織重量を測定したところ、フルクトース群のみ有意に肝臓重量の

増加が認められた。精巣上体白色脂肪組織重量は、フルクトース群で有意に減

少、ラード群で有意に増加した。 スターチ群とフルクトース群、もしくはラー

ド群と大豆油群でそれぞれ摂取エネルギー量が等しい点を加味すると、フルク

トースは肝重量を増加しやすい糖質であり、ラードは内臓脂肪重量を増加しや

すい脂質であると考えられる。 

 

◆◆◆◆    フルクトースの摂取により肝臓 ChREBPβの発現が増大する。 

どの食餌が肝臓の ChREBPβの発現を誘導するか調べるために、肝臓の遺伝

子発現量を測定した。 

全ての群で ChREBPαと MLX の発現量に違いが認められなかったが、

ChREBPβはフルクトース群で発現量が有意に増大した (Fig. 4-1A)。これと同調

して、糖代謝関連遺伝子 (Fig. 4-1B: LPK, KHK, G6PC)、脂質生合成系酵素遺伝

子 (Fig. 4-1C: FASN, ACC1, SCD1, ELOVL6) の発現はフルクトース群の肝臓で

有意に増加した。スターチ群はラード群や大豆油群と比べて、有意な差では無

いものの ChREBPβの発現が増加する傾向が見られ、LPK、KHK、SCD1 の発現

は有意に増加した。ラード群と大豆油群の間で各遺伝子の発現量に違いが認め

られなかった。 

以上の結果から、フルクトースは肝臓の ChREBPβの発現を誘導する作用が

強い糖質であることが示唆された。 

 



 123 

◆◆◆◆    肝臓における ChREBPβの発現量は糖代謝関連遺伝子、 

脂質生合成系酵素遺伝子の発現量と正相関する。 

前頁では与えた食事でグループ分けして遺伝子発現量を比較した。続いて、

個々のマウス肝臓における ChREBP アイソフォームの発現量と ChREBP 標的遺

伝子の発現量を相関分析した。これにより、肝臓において ChREBPβにより発現

が誘導される ChREBP 標的遺伝子を推定した。 

ChREBPα mRNA 発現量は、いずれの ChREBP 標的遺伝子 mRNA 発現量と

も有意な相関関係が認められなかった (Fig. 4-2A)。一方、ChREBPβ mRNA 発現

量は LPK、KHK、G6PC、FASN、ACC1、SCD1、ELOVL6 mRNA 発現量と強い

正の相関関係が認められた (Fig. 4-2B, Table 4-3)。 

以上の結果は、肝臓における ChREBPβの発現増大は糖代謝関連遺伝子およ

び脂質生合成系酵素遺伝子の発現誘導をもたらす可能性を示す。 

 

◆◆◆◆    スターチの摂取により白色脂肪組織 ChREBPβの発現が増大する。 

どの食餌が白色脂肪組織の ChREBPβの発現を誘導するか調べるために、マ

ウス精巣上体白色脂肪組織の遺伝子発現量を測定した。 

全ての群で ChREBPαと MLX の発現量に違いが認められなかったが、

ChREBPβはスターチ群で発現量が有意に増大した (Fig. 4-3A)。これと同調して、

GLUT4 (Fig. 4-3B)、脂質生合成系酵素遺伝子 (Fig. 4-3C: FASN, ACC1, SCD1, 

ELOVL6) の発現はスターチ群の肝臓で有意に増加した。フルクトース群はラー

ド群や大豆油群と比べて、有意な差では無いものの ChREBPβの発現が増加する

傾向が見られ、ACC1 の発現は有意に増加した。LPK、KHK の遺伝子発現量は

各群で違いが認められなかった。ラード群と大豆油群の間でほとんどの遺伝子

の発現量に違いが認められなかった。 

以上の結果から、スターチは白色脂肪組織の ChREBPβの発現を誘導する作

用が強い糖質であることが示唆された。 

 

◆◆◆◆    白色脂肪組織における ChREBP アイソフォームの発現量は 

GLUT4、脂質生合成系酵素遺伝子の発現量と正相関する。 

個々のマウス精巣上体白色脂肪組織におけるChREBPアイソフォームの発現

量と ChREBP 標的遺伝子の発現量を相関分析した。これにより、白色脂肪組織

において ChREBPβによって発現が誘導される ChREBP 標的遺伝子を推定した。 
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ChREBPα mRNA 発現量は、GLUT4、FASN、ACC1、SCD1、ELOVL6 の mRNA

発現量と正の相関関係が認められた (Fig. 4-4A)。一方、ChREBPβ mRNA 発現量

は GLUT4、FASN、ACC1、SCD1、ELOVL6 の mRNA 発現量と強い正の相関関

係が認められた (Fig. 4-4B, Table 4-4)。 

以上の結果は、白色脂肪組織における ChREBP アイソフォームの発現増大は

GLUT4 および脂質生合成系酵素遺伝子の発現誘導をもたらす可能性を示す。 

 

◆◆◆◆    糖質の摂取により小腸 ChREBPβの発現が増大する。 

どの食餌が小腸の ChREBPβの発現を誘導するか調べるために、マウスの十

二指腸 (Duodenum)、空腸 (Jejunum)、回腸 (Ileum) の粘膜から RNA を抽出し、

RT-qPCR 法により遺伝子発現量を測定した。 

全ての群で小腸の ChREBPαの発現量に違いが認められなかった。一方、

ChREBPβの発現量はスターチ群およびフルクトース群で有意に増大した  

(Fig. 4-5A)。十二指腸、空腸、回腸の順に ChREBPβの発現量が高かった。 

糖質の消化・吸収は主に空腸で行なわれており  [102,103]、この部位で

ChREBP が機能している可能性が高いと考えられた。そのため、空腸に焦点を絞

って ChREBP 標的遺伝子の発現量を測定した。既知の ChREBP 標的遺伝子であ

る KHK、GLUT2 はフルクトース群で有意な発現増大が認められた (Fig. 4-5B)。

単糖輸送担体 SGLT1 (Sodium-dependent Glucose Cotransporter 1)、二糖類水解酵素

SI (Sucrase-Isomaltase)、MGAM (Maltase-Glucoamylase) はスターチ群およびフル

クトース群で発現量が増大した (Fig. 4-5C)。ラード群と大豆油群の間では各遺

伝子の発現量に違いが認められなかった。 

以上の結果から、糖質は小腸の ChREBPβの発現を誘導する作用が強い栄養

素であることが示唆された。 

 

◆◆◆◆    空腸における ChREBPβの発現量は KHK、糖輸送担体、 

二糖類水解酵素の発現量と正相関する。 

個々のマウス空腸におけるChREBPアイソフォームの発現量とChREBP標的

遺伝子の発現量を相関分析した。これにより、空腸において ChREBPβによって

発現が誘導される ChREBP 標的遺伝子を推定した。 

ChREBPα mRNA 発現量は、脂質生合成系酵素 (FASN、ACC1) の mRNA 発

現量と正の相関関係が認められた (Fig. 4-6A)。一方、ChREBPβ mRNA 発現量は
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KHK、糖質消化吸収関連遺伝子 (GLUT2, SGLT1, SI, MGAM) の mRNA 発現量と

強い正の相関関係が認められた (Fig. 4-6B, Table 4-5)。 

以上の結果から、小腸における ChREBPαの発現増大は脂質生合成系酵素遺

伝子の発現誘導をもたらし、ChREBPβの発現増大は糖質消化吸収関連遺伝子の

発現誘導をもたらす可能性が考えられた。 
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Fig. 4-1 マウス肝臓における ChREBP アイソフォーム、標的遺伝子の発現量 

マウスにスターチ食 (Starch)、フルクトース食 (Fructose)、ラード食 (Lard)、

大豆油食 (Soy.oil) を自由摂食させて 1 週間飼育した。採取した肝臓から RNA

を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。 

(A): ChREBP、MLX、(B): 糖代謝関連遺伝子、(C): 脂質生合成系酵素遺伝子の

mRNA 発現量を Starch 群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝子の発

現量は 18S rRNA の発現量で補正した。数値は平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Tukey-Kramer test により検定した。 

アルファベット文字の異なる群間に有意な差が認められる (P<0.05, n=3~4)。 
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Fig. 4-2 マウス肝臓における ChREBP アイソフォームの発現量と 

ChREBP 標的遺伝子の発現量の相関 

マウスにスターチ食 (Starch)、フルクトース食 (Fructose)、ラード食 (Lard)、

大豆油食 (Soy.oil) を自由摂食させて 1 週間飼育した。採取した肝臓から RNA

を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。各遺伝子の mRNA 発現

量を Starch 群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝子の発現量は 18S 

rRNA の発現量で補正した。 

X 軸に ChREBP 標的遺伝子 (肝臓の解糖系・脂質生合成系酵素遺伝子として

代表的なものを掲載) の mRNA 発現量、Y 軸に (A): ChREBPα mRNA 発現量、

(B): ChREBPβ mRNA 発現量をとった散布図で示した。 

ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検定により、相関係数の有意性を検定した 

(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n=14-16)。 
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Table 4-3 マウス肝臓における ChREBP アイソフォームの発現量と 

ChREBP 標的遺伝子の発現量の相関 

 

 

Liver mRNA ChREBPαααα ChREBPββββ 

Expression ρρρρ    P value ρρρρ    P value 

LPK 0.232    0.405  0.879  *** <0.001  

KHK 0.200    0.475  0.857  *** <0.001  

G6PC 0.157    0.576  0.964  *** <0.001  

GLUT2 0.461    0.084  0.489    0.064  

FASN 0.193    0.491  0.743  ** 0.002  

ACC1 0.143    0.612  0.850  *** <0.001  

SCD1 0.261    0.348  0.850  *** <0.001  

ELOVL6 0.161    0.567  0.914  *** <0.001  

ChREBPα   0.175   0.533  

ChREBPβ 0.175    0.533    

MLX 0.393    0.147  0.607  * 0.016  

 

 

ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検定により相関の有意性を検定した  

(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n=14-16)。 
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Fig. 4-3 マウス精巣上体白色脂肪組織における ChREBP と標的遺伝子の発現量 

RT-qPCR 法により精巣上体白色脂肪組織の mRNA 発現量を測定した。 

(A): ChREBP、MLX、(B): 糖代謝関連遺伝子、(C): 脂質生合成系酵素遺伝子の

mRNA 発現量を Starch 群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝子の発

現量は 18S rRNA の発現量で補正した。数値は平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Tukey-Kramer test により検定した。(P<0.05, n=4) 
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Fig. 4-4 マウス精巣上体白色脂肪組織における ChREBP アイソフォームの 

発現量と ChREBP 標的遺伝子の発現量の相関 

マウスにスターチ食 (Starch)、フルクトース食 (Fructose)、ラード食 (Lard)、

大豆油食 (Soy.oil) を自由摂食させて 1 週間飼育した。採取した精巣上体白色脂

肪組織から RNA を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。各遺

伝子の mRNA 発現量を Starch 群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝

子の発現量は 18S rRNA の発現量で補正した。 

X 軸に ChREBP 標的遺伝子 (解糖系・脂質生合成系酵素および糖輸送担体

GLUT4 を掲載) の mRNA 発現量、Y 軸に (A): ChREBPα mRNA 発現量、 

(B): ChREBPβ mRNA 発現量をとった散布図で示した。 

ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検定により、相関係数の有意性を検定した 

(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n=16)。 
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Table 4-4 マウス精巣上体白色脂肪組織における 

ChREBP アイソフォームの発現量と ChREBP 標的遺伝子の発現量の相関 

 

 

Epi. WAT ChREBPαααα ChREBPββββ 

Expression ρρρρ    P value ρρρρ    P value 

LPK -0.047    0.863  -0.288    0.279  

KHK 0.032    0.905  -0.306    0.249  

GLUT2 0.212    0.431  0.344    0.192  

GLUT4 0.703  ** 0.002  0.803  *** <0.001  

FASN 0.709  ** 0.002  0.882  *** <0.001  

ACC1 0.691  ** 0.003  0.841  *** <0.001  

SCD1 0.550  * 0.027  0.818  *** <0.001  

ELOVL6 0.679  ** 0.004  0.921  *** <0.001  

ChREBPα   0.738  ** 0.001  

ChREBPβ 0.738  ** 0.001    

MLX 0.247    0.356  0.218   0.418  

 

 

ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検定により相関の有意性を検定した  

(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n=16)。 
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Fig. 4-5 マウス小腸における ChREBP アイソフォーム、ChREBP 標的遺伝子、

糖質消化吸収関連遺伝子の発現量 (Fig. legend は次頁に記載する。) 
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Fig. 4-5 マウス小腸における ChREBP アイソフォーム、ChREBP 標的遺伝子、

糖質消化吸収関連遺伝子の発現量 

マウスにスターチ食 (Starch)、フルクトース食 (Fructose)、ラード食 (Lard)、

大豆油食 (Soy.oil) を自由摂食させて 1 週間飼育した。採取した小腸から RNA

を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。 

(A): 十二指腸 (Duodenum)、空腸 (Jejunum)、回腸 (Ileum) における ChREBP

アイソフォームの遺伝子発現量。十二指腸の Starch 群を 1 とした場合の相対的

な値で示した。各遺伝子の発現量は 18S rRNA の発現量で補正した。 

空腸における (B): ChREBP 標的遺伝子、(C): 糖質消化吸収関連遺伝子 (単糖

輸送担体、二糖類水解酵素) の mRNA 発現量を Starch 群を 1 とした場合の相対

的な値で示した。 

数値は平均±標準誤差で示した。群間の差を Tukey-Kramer test により検定した。

アルファベット文字の異なる群間に有意な差が認められる (P<0.05, n=3~4) 
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Fig. 4-6 マウス空腸における ChREBP アイソフォームの発現量と 

ChREBP 標的遺伝子、糖質消化吸収関連遺伝子の発現量の相関 

マウスにスターチ食 (Starch)、フルクトース食 (Fructose)、ラード食 (Lard)、

大豆油食 (Soy.oil) を自由摂食させて 1 週間飼育した。採取した空腸から RNA

を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。各遺伝子の mRNA 発現

量を Starch 群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝子の発現量は 18S 

rRNA の発現量で補正した。 

X 軸に ChREBP 標的遺伝子 (解糖系酵素 LPK および脂質生合成系酵素 FASN

のみ掲載)、および糖質消化吸収関連遺伝子 (糖輸送担体 GLUT2 および SGLT1

のみ掲載) の mRNA 発現量、Y 軸に (A): ChREBPα mRNA 発現量、(B): ChREBPβ 

mRNA 発現量をとった散布図で示した。ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検

定により、相関係数の有意性を検定した (*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, 

n=14~16)。 
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Table 4-5 マウス空腸における ChREBP アイソフォームの発現量と 

ChREBP 標的遺伝子、糖質消化吸収関連遺伝子の発現量の相関 

 

 

Jejunum ChREBPαααα ChREBPββββ 

Expression ρρρρ    P value ρρρρ    P value 

LPK 0.350    0.184  0.365    0.165  

KHK 0.041    0.880  0.638  ** 0.008  

FASN 0.650  ** 0.009  0.225    0.420  

ACC1 0.671  ** 0.006  0.254    0.362  

GLUT2 -0.094    0.729  0.676  ** 0.004  

SGLT1 -0.053    0.846  0.750  *** <0.001  

SI 0.050    0.854  0.703  ** 0.002  

MGAM 0.059    0.829  0.715  ** 0.002  

ChREBPα   -0.291    0.274  

ChREBPβ -0.291    0.274    

MLX 0.504    0.056  0.211   0.451  

 

 

ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検定により相関の有意性を検定した  

(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n=14~16)。 
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第二節 

フルクトース長期摂取時の 

肝臓における ChREBPβの発現変動 
 

 

緒言緒言緒言緒言 

 

 

前節の結果により、フルクトースは肝臓の ChREBPβの発現を誘導しやすい

糖質であることを明らかにした。これは解糖系・脂質生合成系酵素の発現増大

と肝臓重量の増加を伴っていたため、フルクトース摂取に伴う肝臓の ChREBPβ

発現増大は脂肪肝の進行に繋がる可能性が考えられる。 

フルクトース (果糖) は、我々が日常的に摂取している単糖の一つである。

果物や蜂蜜などの天然物にも含まれるが、清涼飲料水中の果糖ブドウ糖液糖 

(HFCS: High Fructose Corn Syrup) やショ糖 (Sucrose: グルコースとフルクトー

スがグリコシド結合で繋がった二糖) の形で摂取することが多い。 

日本国内では、フルクトース摂取と脂肪肝の進行に関する臨床疫学調査はほ

とんど行なわれていない。これは、各食品中に含まれるフルクトース含有量が

測定されておらず、個々人のフルクトース摂取量を正確に見積もることが困難

なためである。一方、欧米では HFCS を多く含む清涼飲料水の摂取量と脂肪肝

の関連について、いくつかの臨床疫学調査がなされている [12]。横断的疫学調

査の結果、健常者と比べて NAFLD 患者は、全摂取エネルギー量を占める清涼飲

料水由来のエネルギー量の割合が多いことが明らかになっている [104,105]。ま

た、HFCS の摂取量が多い NAFLD 患者の肝臓では、KHK や FASN の発現量が

高いことが報告されている [106]。さらに、NAFLD の重症度と HFCS 摂取量に

は正の相関関係が認められている [107]。以上の知見から、フルクトースの過剰

摂取は脂肪肝の一因と考えられている。これを裏付けるように、フルクトース

食を長期的に摂取させたマウス・ラットでは脂肪肝が進行することが報告され

ているが [108,109]、ChREBPβとの因果関係は明らかになっていない。 
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そこで本節では、フルクトース誘導性脂肪肝と ChREBPβの関連を調べるた

め、フルクトースを長期摂取させたマウスの肝臓を解析し、ChREBPβの発現と

脂肪肝関連指標 (肝臓 TG 量、肝脂肪率、血中 AST 活性 etc.) に相関が見られる

か調べた。 
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実験方法実験方法実験方法実験方法 

 

◆◆◆◆    動物実験 

• 実験動物 

実験動物は、6 週齢、雄の C57BL/6J マウスを日本クレアから購入した。搬

入後の 1 週間は馴化のために、MR ラボストックを自由摂食させて飼育した。

群分け前日に CT スキャンを用いてマウスの腹囲脂肪率、肝脂肪率を測定した。

それから 12 時間絶食させて、マウスの絶食時体重、血糖値を測定した。これら

の数値が等しくなるように 2 群 (n=8) に分け、スターチ食、もしくはフルクト

ース食を摂食させて 10 週間飼育した。飼料の組成は Table 4-6 に記した。スタ

ーチ食とフルクトース食のエネルギー量はともに 376 kcal/100 g である。 

 

1 week

Normal

chow Test diets
・ Starch diet

・ Fructose diet
SacrificeC57BL/6J

♂、6wk
Grouping

(n=8)

10 week

 

 

• 飼育スケジュール 

・・・・    ペアフィーディング 

飼育 1 週目の段階でスターチ群よりもフルクトース群の摂食量が少ない傾

向が見られたので、飼育 2 週目から解剖までペアフィーディングを行ない、摂

食量を一致させた。 

 

・・・・    CT スキャン解析 

飼育 0, 1, 5, 9 週目に CT スキャン解析を行ない、腹囲脂肪率と肝脂肪率を測

定した。解析方法の詳細は次頁に記す。 

 

・・・・    空腹時血液の採取 

飼育 9 週目にマウスを 12 時間絶食させ、尾静脈から血液を採取した。遠心

により得た血清は、使用するまで-80°C で保存した。 
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・・・・    解剖・組織の採取 

飼育 10 週目に解剖を行なった。肝臓や精巣上体白色脂肪組織は重量を測定

してから液体窒素を用いて冷凍した。21G 注射針とシリンジを用いて下大動脈

から血液を採取し、遠心により血清を得た。血清や組織は解析するまで-80°C で

保存した。 

 

◆◆◆◆    血中パラメーターの測定 

飼育 9 週目に採取した血清を「空腹時血清」、飼育 10 週目 (解剖時) に採取

した血清を「摂食時血清」として、第三章に記載の方法で測定した。なお、血

清インスリン濃度はレビス マウス インスリン-T キット (シバヤギ) を用いて

測定した。測定方法はメーカープロトコールに従った。 

 

◆◆◆◆    CT スキャンによる腹囲脂肪率、肝脂肪率の測定 

LaTheta Laboratory CT Lite (ALOKA) を用いて腹囲脂肪率、肝脂肪率を測定し

た。Isoflurane (Wako) によって全身麻酔したマウスを、仰臥位で寝かせてから

CT 画像を撮影した。実験操作は東京大学環境安全本部の完全密閉式 X 線装置の

取り扱い方法に従って行なった。 

 

・・・・    腹囲脂肪率の測定 

第12 肋骨から恥骨最下端まで測定範囲として (Fig. 4-7Aの破線で挟まれた

範囲)、スライス長: 2 mmの間隔で腹囲 CT画像を得た。腹囲 CT画像を「脂肪

率計測モード」で解析し、測定した腹囲体積を占める脂肪組織体積の割合とし

て腹囲脂肪率を算出した。ROI (Region of Interest) が誤判定されている場合は、

修正してから腹囲脂肪率を算出した。 

 

・・・・    肝脂肪率の測定 

第 13 肋骨から椎骨 2 本分を範囲として、スライス長: 0.1 mmの間隔で肝臓

CT 画像を得た。「脂肪肝計測モード」に設定した上で、4 枚以上の肝臓 CT 画

像から、ROIを設定して肝臓 CT値を算出した。「脾臓 CT値－肝臓 CT値」を

「脾臓 CT値－脂肪組織 CT値」で除した値を肝脂肪率として算出した (算出方

法と CTスキャンによる肝脂肪率推定の妥当性は [110] の文献を参照のこと)。  
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◆◆◆◆    RT-qPCR 

第二章第一節に記載の方法に準じて行なった。 

 

◆◆◆◆    タンパク質抽出・ウエスタンブロッティング 

第二章第二節に記載の方法に準じて行なった。 

なお、SREBP-1 タンパク質の検出には、anti-SREBP-1 (H-160) rabbit polyclonal 

antibody (Santa Cruz) を用いた。 

 

◆◆◆◆    統計処理 

二群間の差の検定は第二章第一節に記載の方法で行なった。図中の棒グラフ

は平均値±標準誤差 (Mean ± SE) で示した。相関分析は本章第一節に記載の方法

で行なった。 
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結果結果結果結果 

 

◆◆◆◆    フルクトースの摂取により血中コレステロール濃度と AST 活性が上昇した。 

摂食量、最終体重、体重増加量は群間で差が認められなかった (Table 4-7)。

飼育 9 週目に採取した絶食時血液では、総コレステロール濃度と AST 活性がフ

ルクトース群で有意に高かった。飼育 10 週目 (解剖時) に採取した摂食時血液

では、グルコース濃度と総コレステロール濃度がフルクトース群で有意に高か

った。 

 

◆◆◆◆    フルクトースの摂取により脂肪肝が進行した。 

脂肪肝の進行を経時的に観察するため、CT スキャンにより肝脂肪率や腹囲

脂肪率を測定した。飼育 1 週目の段階でフルクトース群の肝脂肪率が有意に上

昇し、その後も肝脂肪率は上昇し続けた (Fig. 4-7B)。一方、飼育 1 週目と 9 週

目における腹囲脂肪率 (肝脂肪を含まない皮下脂肪と内臓脂肪の総量) は、スタ

ーチ群よりもフルクトース群の方が有意に低かった。 

飼育 10 週目にマウスを解剖し、組織重量を測定した。スターチ群と比較し

て、フルクトース群の肝臓重量は有意に増加し、精巣上体白色脂肪組織重量は

有意に減少した (Fig. 4-8A)。肝臓中 TG 量 (中性脂肪量) および肝臓中総コレス

テロール量はフルクトース群で有意に増加した (Fig. 4-8B)。 

以上の結果により、フルクトース群の肝臓で脂肪肝が進行していることを確

認した。 

 

◆◆◆◆    フルクトース群の肝臓では ChREBPβ、SREBP-1c の発現が増大する。 

フルクトースの摂取により肝臓 ChREBPβの発現が誘導されるか調べるため、

肝臓の遺伝子発現量を測定した。 

フルクトース群の肝臓では ChREBPβの mRNA 発現量が有意に増大した  

(Fig. 4-9A)。これと同調して、糖代謝関連遺伝子 (Fig. 4-9B: LPK, KHK, G6PC)、

脂質生合成系酵素遺伝子 (Fig. 4-9C: FASN, ACC1, SCD1, ELOVL6) の発現量も

フルクトース群の肝臓に有意に増大した。脂質代謝関連転写因子の SREBP-1a、

SREBP-1c の発現量もフルクトース群で有意に増大した (Fig. 4-9D)。 
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◆◆◆◆    肝臓 ChREBPβの発現量は脂肪肝関連指標と正に相関する。 

続いて、肝臓 ChREBPβ、SREBP-1c の発現量が脂肪肝の進行に関連するか調

べるために、脂肪肝関連指標との相関分析を行なった。 

肝臓における ChREBPβ mRNA 発現量は、肝臓重量、肝脂肪率、肝臓 TG 量、

血中コレステロール濃度、血中 AST 活性と正の相関が認められ、精巣上体白色

脂肪組織重量とは負の相関が認められた (Fig. 4-10A, Table 4-8)。SREBP-1c 

mRNA 発現量は、肝臓重量、肝臓 TG 量、肝臓コレステロール量、血中コレス

テロール濃度と正の相関が認められた (Fig. 4-10B, Table 4-8)。 

さらに、糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量との相関分析を行なった。ChREBPβ 

mRNA 発現量は、糖代謝関連遺伝子 (LPK, KHK, G6PC) や脂質生合成系酵素遺

伝子 (FASN, ACC1, SCD1, ELOVL6) の発現量と強い正の相関が認められた 

(Fig. 4-11A, Table 4-8)。一方、SREBP-1c mRNA 発現量は LPK、KHK、FASN、SCD1、

ELOVL6 の発現量と正に相関したが、ChREBPβほど強い相関は見られなかった 

(Fig. 4-11B, Table 4-8)。 

また、ChREBPα mRNA 発現量は上記のパラメーターとの相関が認められな

かった。SREBP-1a mRNA 発現量は肝臓 TG 量との相関が認められなかった。肝

臓 TG 量は、肝臓重量、血中 AST 活性、解糖系・脂質生合成系酵素の発現量と

正の相関が認められた (Table 4-9)。 

 

◆◆◆◆    フルクトースの摂取は SREBP-1 タンパク質のプロセシングを促進しない。 

SREBP-1 mRNA は不活性型 SREBP-1 (Precursor) タンパク質として翻訳され

た後に、プロセシングを受けて活性型 (Mature) になることで脂質生合成酵素遺

伝子の転写を誘導する。この経路がフルクトース摂取による肝脂肪合成に関与

するか調べるため、肝臓からタンパク質を抽出し、活性型 SREBP-1 タンパク質

の発現量を調べた。 

フルクトース群の肝臓において、不活性型 SREBP-1 (Precursor) タンパク量の

増加が認められた (Fig. 4-13A)。これは、フルクトース群の肝臓で SREBP-1a, 

SREBP-1c mRNA 発現量が増大していた結果とも一致する (Fig. 4-9D)。しかし、

活性型 SREBP-1 (Mature) タンパク質量は両群で違いが認められなかった。 

したがって、フルクトースは肝臓の SREBP-1a, SREBP-1c mRNA や不活性型

SREBP-1 タンパク質の発現量を増加させるが、活性型 SREBP-1 (Mature) タンパ

ク質発現量には影響を与えないと考えられる。 
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◆◆◆◆    フルクトースの摂取はコレステロール代謝関連遺伝子の発現を 

変動させない。 

フルクトース群の肝臓や血液ではコレステロール量の増加が認められた 

(Table 4-7, Fig. 4-8)。これがコレステロール生合成酵素 (HMGCR, HMGCS) やコ

レステロール異化酵素 (CYP7A1) の発現変動によるものか調べるため、これら

の遺伝子の mRNA 発現量を測定した。その結果、両群の HMGCR, HMGCS1, 

CYP7A1 の発現量に差は認められなかった (Fig. 4-13B)。一方、肝臓からの VLDL

分泌に関与する遺伝子の発現量を測定したところ、フルクトース群の肝臓で

MTP の mRNA 発現量が有意に増加した。 

 

◆◆◆◆    フルクトースの摂取は白色脂肪組織における糖・脂質代謝関連遺伝子の 

発現量を変動させない。 

スターチ群と比べて、フルクトース群の精巣上体白色脂肪組織重量は軽かっ

た (Fig. 4-8A)。これが脂肪組織の ChREBP アイソフォーム、SREBP-1、解糖系・

脂質生合成系酵素の発現変動に起因するものか調べるため、精巣上体白色脂肪

組織の遺伝子発現量を測定した。 

その結果、スターチ群とフルクトース群の間で ChREBP アイソフォーム、

SREBP-1、解糖系・脂質生合成系酵素の遺伝子発現量に有意な差は認められなか

った (Fig. 4-14)。 
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Table 4-6 スターチ食とフルクトース食の組成 

 

 

 Starch diet   Fructose diet 

Compound 
 g/100g 

% of 

energy 
  g/100g 

% of 

energy 

Cornstarch  67.8 72%    

Fructose     67.8 72% 

Soybean oil  3.3 8%  3.3 8% 

Casein  18.8 20%  18.8 20% 

Vitamin mixture (AIN-93)  1.0   1.0  

Mineral mixture (AIN-93)  3.5   3.5  

L-Cystine  0.3   0.3  

Choline Bitartrate  0.3   0.3  

Cellulose powder  5.0   5.0  

Total  100.0 376 kcal  100.0 376 kcal 

        

Percentage of energy in diets (%)     

   Carbohydrate    72%   72% 

   Fat   8%   8% 

   Protein    20%   20% 

 

 

 飼料の組成は AIN-93G を参考にして作成した [73]。 
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Table 4-7 フルクトース長期摂取マウスの身体指標と血中パラメーター 

 

Parameters Starch Fructose P value 

 Initial fasted body weight (g) 17.6 ± 0.2 17.6 ± 0.2  0.922  

 Initial fasted blood glucose (mg/dL) 115 ± 4 113 ± 7  0.888  

 Food intake (g/day) 3.6 ± 0.1 3.6 ± 0.1  0.959  

 Initial fed body weight (g) 21.4 ± 0.3 21.3 ± 0.3  0.921  

 Final fed body weight (g) 28.8 ± 0.4 28.0 ± 0.5  0.242  

 Body weight gain (g/10week, Fed)  7.5 ± 0.2  6.7 ± 0.4  0.135  

 12 hr fasted blood parameters (9 week)    

     Glucose (mg/dL) 92 ± 6 88 ± 2  0.495  

     Triglyceride (mg/dL) 89.4 ± 9.1 72.1 ± 7.2  0.158  

     Total-cholesterol (mg/dL) 89.1 ± 2.4 121.6 ± 4.1 *** < 0.001 

     NEFA (mmol/L) 1.17 ± 0.06 1.16 ± 0.07  0.947  

     Insulin (ng/mL) 0.18 ± 0.02 0.16 ± 0.01  0.429  

     AST activity (IU/L) 30.2 ± 1.8 40.3 ± 2.8 ** 0.010  

     ALT activity (IU/L) 4.2 ± 0.2 4.1 ± 0.2  0.758  

 Fed blood parameters (10 week)    

     Glucose (mg/dL) 279 ± 17 334 ± 10 * 0.016  

     Triglyceride (mg/dL) 113 ± 12 150 ± 20  0.137  

     Total-cholesterol (mg/dL) 86 ± 3 127 ± 4 *** < 0.001 

     NEFA (mmol/L) 0.43 ± 0.03 0.41 ± 0.04  0.670  

     Insulin (ng/mL) 2.04 ± 0.54 1.17 ± 0.29  0.188  

 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食 (Starch)、もしくはフルクトース食 (Fructose) 

を10 週間与えて飼育した。絶食時血液は飼育9 週目に、摂食時血液は飼育10 週

目 (解剖時) に採取したものを測定した。NEFA: Non-Esterified Fatty Acids 

数値は平均±標準誤差で示した。群間の差を Student's t-test により検定した。 

(n=8, *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001) 
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Fig. 4-7 フルクトース長期摂取マウスの腹囲脂肪率、肝脂肪率の経時的変化 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食  (Starch)、もしくはフルクトース食 

(Fructose) を与えて飼育した。飼育 0, 1, 5, 9 週目に CT スキャン画像解析し、腹

囲脂肪率と肝脂肪率を算出した。 

(A): マウス (仰臥位) の CT スカウト画像。左が頭部、右が尾部。破線で挟まれ

た範囲を腹囲脂肪の測定範囲とした。 

(B): 肝脂肪率 (左図) と腹囲脂肪率 (右図) の経時的変化。 

グラフは平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Student's t-test により検定した。(n=8, *: P<0.05, **: P<0.01) 
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Fig. 4-8 フルクトース長期摂取マウスの組織重量と肝脂肪量 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食  (Starch)、もしくはフルクトース食 

(Fructose) を 10 週間与えて飼育した。飼育 10 週目に解剖を行ない、組織重量

を測定した。 

(A): 上図は組織重量の生値、下図は体重 100 g あたりの組織重量で示した。 

(B): 得られた肝臓より脂質を抽出し、肝臓 1 g あたりの TG 量、および総コレス

テロール量を定量した。グラフは平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Student's t-test により検定した。(n=8, *: P<0.05, **: P<0.01) 
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Fig. 4-9 フルクトース長期摂取マウスの肝臓における ChREBP アイソフォーム、

糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量  (Fig. legend は次頁に記載する。) 
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Fig. 4-9 フルクトース長期摂取マウスの肝臓における ChREBP アイソフォーム、

糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食  (Starch)、もしくはフルクトース食 

(Fructose) を 10 週間与えて飼育した。採取した肝臓から RNA を抽出し、

RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。 

(A): ChREBP、MLX、(B): 糖代謝関連遺伝子、(C): 脂質生合成系酵素遺伝子、 

(D): 脂質代謝関連転写因子の mRNA 発現量を Starch 群を 1 とした場合の相対的

な値で示した。各遺伝子の発現量は 18S rRNA の発現量で補正した。 

数値は平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Student's t-test により検定した。(n=8, *: P<0.05, **: P<0.01) 
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Fig. 4-10 フルクトース長期摂取マウスの肝臓における ChREBPβ、SREBP-1c の 

発現量と脂肪肝関連指標との相関 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食 (Starch)、もしくはフルクトース食 

(Fructose) を 10 週間与えて飼育した。採取した肝臓から RNA を抽出し、

RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。各遺伝子の mRNA 発現量を Starch

群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝子の発現量は 18S rRNA の発現

量で補正した。 

X 軸に脂肪肝関連指標 (肝臓重量、肝脂肪率、肝臓 TG 量、血中 AST 活性)、

Y 軸に (A): ChREBPβ mRNA 発現量、(B):SREBP-1c mRNA 発現量をとった散布

図で示した。 

ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検定により相関係数の有意性を検定した  

(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n=14-16)。 
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Fig. 4-11 フルクトース長期摂取マウスの肝臓における ChREBPβ、SREBP-1c の 

発現量と糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量との相関 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食 (Starch)、もしくはフルクトース食 

(Fructose) を 10 週間与えて飼育した。採取した肝臓から RNA を抽出し、

RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。各遺伝子の mRNA 発現量を Starch

群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝子の発現量は 18S rRNA の発現

量で補正した。 

X 軸に解糖系・脂質生合成系酵素の発現量、Y 軸に (A): ChREBPβ mRNA 発

現量、(B): SREBP-1c mRNA 発現量をとった散布図で示した。 

ρ: スピアマン順位相関係数。無相関検定により相関係数の有意性を検定した  

(*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001, n=14-16)。 
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 Table 4-8 肝臓 ChREBPβ、SREBP-1c mRNA 発現量との相関分析表 

ChREBPββββ SREBP-1c 
Parameters 

ρρρρ    P value ρρρρ    P value 

Physical measurements 

Food intake -0.071    0.795  0.274    0.324  

Body weight -0.575  * 0.020  0.047    0.869  

Liver (g/100 BW) 0.650  ** 0.006  0.732  ** 0.002  

eWAT (g/100g BW) -0.550  * 0.027  -0.196    0.483  

Liver Fat (%, CT, 9wk) 0.741  *** <0.001  0.471    0.076  

Abdominal Fat (%, CT, 9wk) -0.459    0.074  -0.182    0.516  

Intrahepatic TG 0.768  *** <0.001  0.679  ** 0.008  

Intrahetpatic Cholesterol 0.279    0.295  0.596  * 0.019  

Fasted blood parameters 

Glucose -0.136    0.614  -0.159    0.572  

TG -0.537  * 0.032  -0.079    0.778  

Total-Cholesterol 0.778  *** <0.001  0.584  * 0.022  

AST activity 0.547  * 0.028  0.399    0.141  

Insulin (Fed state) -0.165    0.542  -0.300    0.277  

Liver mRNA expression 

LPK 0.915  *** <0.001  0.593  * 0.020  

KHK 0.838  *** <0.001  0.518  * 0.048  

G6PC 0.732  ** 0.001  0.282    0.308  

FASN 0.903  *** <0.001  0.725  ** 0.002  

ACC1 0.944  *** <0.001  0.457    0.087  

SCD1 0.809  *** <0.001  0.611  * 0.016  

ELOVL6 0.856  *** <0.001  0.661  ** 0.007  

ChREBPα -0.041    0.880  -0.264    0.341  

ChREBPβ   0.614  * 0.015  

MLX 0.247    0.356  -0.021    0.940  

SREBP-1a 0.679  ** 0.004  0.336    0.221  

SREBP-1c 0.614  * 0.015    
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 Table 4-9 肝臓 ChREBPα mRNA 発現量、肝臓 TG 量との相関分析表 

ChREBPαααα Intrahepatic TG 
Parameters 

ρρρρ    P value ρρρρ    P value 

Physical measurements 

Food intake 0.022    0.935  0.052    0.854  

Body weight 0.068    0.803  -0.358    0.190  

Liver (g/100 BW) -0.232    0.387  0.821  *** <0.001  

eWAT (g/100g BW) 0.141    0.594  -0.621  * 0.013  

Liver Fat (%, CT, 9wk) -0.259    0.485  0.725  ** 0.002  

Abdominal Fat (%, CT, 9wk) 0.135    0.617  -0.471    0.076  

Intrahepatic TG 0.125    0.657    

Intrahetpatic Cholesterol -0.068    0.803  0.561  * 0.030  

Fasted blood parameters 

Glucose -0.264    0.323  -0.215    0.441  

TG -0.105    0.698  -0.377    0.166  

Total-Cholesterol -0.450    0.081  0.747  ** 0.001  

AST activity -0.263    0.324  0.552  * 0.033  

Insulin (Fed state) -0.171    0.528  -0.571  * 0.026  

Liver mRNA expression 

LPK -0.226    0.399  0.707  ** 0.003  

KHK -0.024    0.931  0.786  *** <0.001  

G6PC -0.053    0.846  0.671  ** 0.006  

FASN -0.241    0.368  0.775  *** <0.001  

ACC1 -0.179    0.506  0.736  ** 0.002  

SCD1 -0.282    0.289  0.818  *** <0.001  

ELOVL6 -0.309    0.244  0.789  *** <0.001  

ChREBPα   0.125    0.657  

ChREBPβ -0.041    0.880  0.768  *** <0.001  

MLX 0.279    0.295  -0.014    0.960  

SREBP-1a 0.126    0.641  0.475    0.074  

SREBP-1c -0.264    0.341  0.679  ** 0.008  
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Fig. 4-13 フルクトース長期摂取マウスの肝臓における SREBP-1 タンパク質発

現量、およびコレステロール代謝関連遺伝子の mRNA 発現量 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食  (Starch)、もしくはフルクトース食 

(Fructose) を 10 週間与えて飼育した。 

(A): 採取した肝臓からタンパク質を抽出し、ウエスタンブロッティングにより

タンパク質発現量を測定した。各タンパク質の分子量は ACC: 280 kDa, SREBP-1 

Precursor form: 125 kDa, Mature form: 68 kDa, β-actin: 42 kDa (n=5) 

(B): コレステロール代謝関連遺伝子の mRNA 発現量を Starch 群を 1 とした場合

の相対的な値で示した。各遺伝子の発現量は 18S rRNA の発現量で補正した。 

数値は平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Student's t-test により検定した。(n=8, *: P<0.05) 
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Fig. 4-14 フルクトース長期摂取マウスの精巣上体白色脂肪組織における

ChREBP アイソフォーム、SREBP-1、糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量 

C57BL/6J 雄マウスにスターチ食  (Starch)、もしくはフルクトース食 

(Fructose) を 10 週間与えて飼育した。採取した精巣上体白色脂肪組織から RNA

を抽出し、RT-qPCR 法により mRNA 発現量を測定した。 

(A): ChREBP、MLX、SREBP-1、(B): 糖代謝関連遺伝子、脂質生合成系酵素遺伝

子の mRNA 発現量を Starch 群を 1 とした場合の相対的な値で示した。各遺伝子

の発現量は 18S rRNA の発現量で補正した。 

数値は平均±標準誤差で示した。 

群間の差を Student's t-test により検定した。(n=8) 
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第四章 考察  
 

 

第一節では、様々な食事 (スターチ食、フルクトース食、ラード食、大豆油

食) を与えたマウスの組織を解析することで、各組織の ChREBPβの発現を変動

させる栄養素を探索した。また、ChREBPβと ChREBP 標的遺伝子の発現量の相

関を調べることで、各組織の ChREBPβの役割を明らかにした。 

 

◆◆◆◆    肝臓における ChREBPβの機能: フルクトースにより発現が誘導され、 

解糖・脂質生合成を促進する。 

肝臓で ChREBPβの発現を最も増大させた栄養素はフルクトースであった 

(Fig. 4-1A)。これと同調して、解糖系・脂質生合成酵素遺伝子の発現量がフルク

トース摂取により有意に増大した (Fig. 4-1B, C)。高脂肪食と比べて、スターチ

もこれらの遺伝子の発現を誘導する傾向は見られたが、フルクトースほど顕著

な誘導は認められなかった。 

また、ChREBPβの発現量は解糖系・脂質生合成系酵素遺伝子の発現量と強い

正の相関が認められた (Fig. 4-2B, Table 4-3)。これらの現象は、ChREBPβ過剰発

現実験 (第三章) により導き出された「ChREBPβの発現増大が肝臓の糖利用・脂

肪合成を促進する」という結果を支持するものである。 

以上を踏まえると、フルクトースの摂取は、ChREBPβの発現誘導を介した解

糖・脂質生合成を促進することで肝脂肪蓄積を促すと考えられる。 

 

◆◆◆◆    脂肪組織における ChREBPβの機能: スターチ (グルコース) により発現が 

誘導され、糖の取り込み・脂質生合成を促進する。 

精巣上体白色脂肪組織で ChREBPβの発現を最も増大させた栄養素はスター

チであった (Fig. 4-3A)。これと同調して、GLUT4、脂質生合成酵素遺伝子の発

現量がスターチ摂取により有意に増大した (Fig. 4-3B, C)。高脂肪食と比べて、

フルクトースもこれらの遺伝子の発現を誘導する傾向は見られたが、スターチ

ほど顕著な誘導は認められなかった。スターチは消化管で分解されて、グルコ

ースの形で体内に取り込まれて脂肪組織に届けられるため、これらの現象を引

き起こしている栄養素はグルコースである。 
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また、ChREBPβの発現量は GLUT4・脂質生合成系酵素遺伝子の発現と強い

正の相関が認められた (Fig. 4-4B, Table 4-4)。これまでにも、白色脂肪組織にお

ける ChREBPβの発現量とインスリン感受性が正に相関することが報告されてい

る [56,60]。そのため、脂肪組織における ChREBPβの役割は「糖取り込みと脂肪

合成を誘導すること」であると考えられる。 

以上の知見をまとめると、スターチ (グルコース) の摂取により ChREBPβの

発現誘導を介して糖取り込み・脂質生合成が促進されることで脂肪組織に脂肪

が蓄積すると考えられる。 

 

◆◆◆◆    空腸における ChREBPβの機能: 糖質により発現が誘導され、 

糖質の消化・吸収を促進する可能性が考えられる。 

空腸ではスターチやフルクトースの摂取により ChREBPβの発現が増大した 

(Fig. 4-5A)。しかし、フルクトース摂取により KHK や GLUT2 の発現増大は見ら

れたものの、他の ChREBP 標的遺伝子 (LPK, FASN, ACC1) の発現量に違いは見

られなかった (Fig. 4-5B, C)。これまでに、空腸の Spot14 (ChREBP標的遺伝子) の

発現に ChREBP が関与することが報告されている [111]。しかし、これ以外に小

腸の ChREBP 標的遺伝子は同定されておらず、小腸における ChREBP の機能は

十分に分かっていない。 

小腸のChREBP標的遺伝子を探索するためにChREBPアイソフォームの発現

量と相関の見られる遺伝子を調べたところ、KHK、GLUT2、SGLT1、SI、MGAM

の発現量は ChREBPβの発現量と正に相関していた (Fig. 4-6B, Table 4-5)。これら

の遺伝子のプロモーター領域を調べてみたところ、ヒトおよびマウスの SGLT1、

MGAM 遺伝子のプロモーター領域には ChoRE 様配列が存在することを確認し

た (次頁参照)。 
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ChoRE

(Carbohydrate Response Element) : 

CACGTG NNNNN CACGTG

E-box                     E-box

２つのE-boxの間に５つの任意の配列が

挟まれたコンセンサス配列

より厳密には、(Y=C or T, R=G or A)

CAYGNG NNNNN CNCRTG

[J Biol Chem. 2006 281(39):28721-30]

<Human SGLT1 gene promoter>
-1043 AATGGGGAAGACCTGTG -1026
ChoRE CAYGNGNNNNNCNCRTG

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

<Mouse SGLT1 gene promoter>
-141  CACGTGGGACTC-CGTG -124
ChoRE CAYGTGNNNNNCNCRTG

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

<Human Mgam gene promoter>
-695  CATGAGAACAGCATGGG -678
ChoRE CAYGNGNNNNNCNCRTG

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

<Mouse Mgam gene promoter>
-816  CTTGGGACAAACACGTA -799
ChoRE CAYGNGNNNNNCNCRTG 

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

DDBJ (DNA Data Bank of Japan) の

ClustalWによりアラインメントを行なった。

 

ChREBP はヒストンアセチル化酵素を標的遺伝子上にリクルートすることで

転写を誘導すること [45]、糖質摂取時に MGAM や SGLT1 遺伝子プロモーター

周辺のヒストンアセチル化量が増大すること [112–114] 、糖質摂取時に Spot14

遺伝子プロモーターにおける ChREBP の結合量が増大すること [111] が報告さ

れている。 

これらの知見を総じて考察すると、糖質摂取に伴う小腸の SGLT1、MGAM

の転写誘導は ChREBP によって制御されている可能性が考えられる。実際、ヒ

ト結腸癌細胞株 Caco2 に ChREBPβを過剰発現させたところ、分化後の細胞にお

いて SGLT1 mRNA 発現量の増大が認められた (Unpublished data)。SGLT1 や

MGAM のプロモーター配列を用いたレポーターアッセイにより、これらの遺伝

子が ChREBP の標的遺伝子であるか検証を進めていく必要がある。 

以上、小腸における ChREBP の機能は不明な点が多いが、本研究の結果によ

り、糖質は空腸の ChREBPβの発現誘導を介して糖質の消化吸収を促進する可能

性が示唆された。 
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第一節の実験結果により想定された各組織における ChREBPβの機能を以下

にまとめた。 

 

組織組織組織組織 肝臓肝臓肝臓肝臓 脂肪組織脂肪組織脂肪組織脂肪組織 小腸小腸小腸小腸 

誘導物質 フルクトース 
スターチ 

(グルコース) 

スターチ 

フルクトース 

標的遺伝子 

( ) 内は候補 

LPK, KHK, G6PC,  

FASN, ACC1,  

SCD1, ELOVL6 

GLUT4, FASN,  

SCD1, ELOVL6 

KHK, GLUT2,  

(SGLT1, MGAM) 

機能 
糖利用 

脂肪合成 

糖取り込み 

脂肪合成 
糖質の消化吸収？ 

 

これらの知見から、「食事として摂取した糖質の利用と貯蔵を促進すること」

が ChREBPβの役割であると考えられる。摂取する糖の質によって組織に対する

応答が異なることは興味深い点である。 

 

◆◆◆◆    ChREBPαと糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量との相関関係について 

これまでChREBPアイソフォームを区別した遺伝子発現解析が行なわれてこ

なかったため、各組織の ChREBPαの発現量が ChREBP 標的遺伝子の発現量と相

関するか不明であった。本研究では、ChREBPβに加えて ChREBPαと糖・脂質代

謝関連遺伝子の発現量との相関も調べた。 

肝臓における ChREBPαの発現量は、解糖系・脂質生合成系酵素遺伝子の発

現量との相関関係が認められなかった (Fig. 4-2A, Table 4-3)。これは、ChREBPα

を過剰発現させたマウス肝実質細胞において解糖系・脂質生合成系酵素の発現

誘導がほとんど認められなかった第三章の結果とも一致する (Fig. 3-3, 3-4)。 

これまでの検証結果と総じて考察すると、肝臓における ChREBPαを介した糖・

脂質代謝制御は、「ChREBPαの発現量」ではなく、「ChREBPαの転写活性」によ

り調節されることが推察される。 

精巣上体白色脂肪組織においては、ChREBPαの発現量は GLUT4・脂質生合

成系酵素遺伝子の発現量と正の相関が認められた (Fig. 4-4A)。また、ChREBPα

と ChREBPβの発現量にも強い正相関 (Table 4-4: ρ=0.738**) が見られるため、

ChREBPαの発現によって ChREBPβの転写が制御されている可能性が考えられ
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る。ChREBPβ のみならず ChREBPαの発現も、脂肪組織における糖取り込みと

脂肪合成を制御しうる要因になることが示唆された。 

空腸において、ChREBPαの発現と相関が見られた遺伝子は FASN と ACC1

であった (Fig. 4-6A, Table 4-5)。小腸細胞における脂質生合成系酵素の発現増大

は、脂肪合成を促進し、キロミクロン中の TG 量やコレステロール量を増加させ

る [70]。小腸の脂質生合成系酵素の発現は SREBP によって制御されることが報

告されているが [115–117]、FASN、ACC1 の発現と相関が認められた ChREBPα

の発現もこの経路に関与する可能性が考えられる。食事内容によって ChREBPα

の発現は変動しないため、ChREBPα遺伝子ノックダウンにより小腸上皮細胞の

脂肪合成が抑えられるか検証を進めていく必要がある。 

 

 

本章第一節の結果により、フルクトースは肝臓の ChREBPβの発現を誘導し

やすい糖質であることを明らかにした。ChREBPβの発現増大は脂肪肝の進行に

直結することから (第三章の結果より) 、フルクトース誘導性脂肪肝の進行に

ChREBPβの発現が関与する可能性が考えられる。そこで本章第二節では、フル

クトースを長期摂取させてフルクトース誘導性脂肪肝を惹起させたマウスの肝

臓における ChREBPβの発現と脂肪肝指標との相関を解析した。 

 

◆◆◆◆    フルクトース摂取に伴う肝臓 ChREBPβの発現増大は 

脂肪肝の進行と強く相関する。 

糖の質が異なる食事として、スターチ食とフルクトース食をマウスに 10 週

間与えて飼育した。CT スキャンを用いて肝脂肪率を経時的に測定したところ、

飼育 1 週目の段階からフルクトース摂取による脂肪肝の進行が認められた  

(Fig. 4-7B)。飼育 9 週目の段階でフルクトース摂取に伴う肝脂肪率の上昇がプラ

トーに達したため、飼育 10 週目にマウスの解剖を行なった。 

フルクトース群では、肝臓重量、肝脂肪率、肝臓脂質量、血中 AST 活性の増

大しており、脂肪肝の進行が認められた (Table 4-7, Fig. 4-7, 4-8)。さらに、フル

クトース群の肝臓では ChREBPβ、解糖系・脂質生合成系酵素遺伝子の発現増大

が認められた (Fig. 4-9)。 

NAFLD患者の肝臓では FASN、ACC1、KHKの発現増大が見られる [106,118]。

この報告と一致して、本研究においても、肝臓における解糖系・脂質生合成系
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の遺伝子発現量と肝臓 TG 量との間に強い正の相関が認められた (Table 4-9)。 

さらに、肝臓における ChREBPβの遺伝子発現量は、これらの解糖系・脂質生合

成系の遺伝子発現量、および脂肪肝関連指標と強い正の相関関係が認められた 

(Fig. 4-10A, 4-11A, Table 4-8)。これは第三章の結果とも一致しているため、フル

クトース摂取に伴う ChREBPβの発現増大が肝臓の解糖・脂質生合成を促進し、

脂肪肝を進行させると考えられる (Fig. 4-15)。 

 

◆◆◆◆    フルクトース摂取は肝臓の SREBP-1 mRNA の転写を誘導するが、 

SREBP-1 タンパク質のプロセシングは亢進しない。 

フルクトース誘導性脂肪肝に関与するもう一つの転写因子として SREBP-1c

が挙げられる。フルクトースの摂取により SREBP-1c mRNA の転写が誘導され

る分子機構が明らかになっており、フルクトース誘導性脂肪肝との関与が疑わ

れている [119–121]。 

本研究においても、フルクトース群の肝臓で SREBP-1a、SREBP-1c mRNA 発

現量が増大することを確認した (Fig. 4-9D)。しかし、脂質生合成系酵素の転写

誘導に直接関与する活性型 SREBP-1 タンパク質の発現量はフルクトース摂取に

よる変動が見られなかった (Fig. 4-13A)。また、SREBP-1a mRNA 発現量は肝臓

TG 量と相関関係が認められなかった (Table 4-9)。SREBP-1c mRNA 発現量は肝

脂肪率や血中 AST 活性、ACC1 の発現量とは有意な相関関係が認められなかっ

た。肝臓 TG 量や一部の脂質生合成系酵素の発現量とは相関していたが、

ChREBPβの発現量ほど強い相関は見られなかった (Fig. 4-10A, 4-11A, Table 4-8)。 

したがって、本実験によってもたらされたフルクトース誘導性脂肪肝に対ず

る SREBP-1 の寄与は小さいものと推察される。ただし、フルクトース摂取によ

り肝臓の SREBP-1 mRNA、不活性型 SREBP-1 タンパク質の発現量は増大してい

たので、SREBP-1 プロセシングが亢進されるような条件下 (過食に伴う高イン

スリン血症など) では、SREBP-1 による脂質生合成酵素の転写誘導が ChREBPβ

と相乗的に働いて、劇的に脂肪肝を進行させる可能性が考えられる。 

本実験では、スターチ群とフルクトース群をペアフィーディングさせたので、

過食に伴う血中インスリン濃度の上昇は見られなかった (Table 4-7)。過食モデ

ルマウスにフルクトース食を摂食させたり、フルクトース水を飲水させてエネ

ルギー過多の条件で飼育したマウスの肝臓を解析することで、フルクトース誘

導性脂肪肝と SREBP-1 との関係を明らかにできると予想される。 
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◆◆◆◆    フルクトース摂取により肝臓や血中コレステロール量が増加、 

脂肪組織重量が減少した点に関する考察 

フルクトースを摂取させたマウスの肝臓や血液ではコレステロール量が増

加し、脂肪組織重量の減少が認められた (Table 4-7, Fig. 4-8)。これらの現象は本

研究以外にも報告されているが [36,70,122]、その分子機構は分かっていない。 

肝臓におけるコレステロール代謝はコレステロール合成律速酵素 HMGCR、

HMGCS やコレステロール異化酵素 CYP7A1 の発現によって制御されている 

[123]。肝臓におけるこれらの遺伝子の発現量を測定したが、いずれもフルクト

ース摂取による変動は認められなかった (Fig. 4-13)。また、精巣上体白色脂肪組

織における糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量に変動は認められなかった  

(Fig. 4-14)。以上の点から、フルクトースは肝臓のコレステロール合成や脂肪組

織の脂質合成を遺伝子発現レベルで制御している訳ではないと考えられる。 

グルコースと比べて、フルクトースは肝臓に取り込まれやすい糖質であるこ

とが知られており  [124]、フルクトースを摂食させたラットの肝臓では

Acety-CoA 量が増大することが報告されている [125]。Acetyl-CoA はコレステロ

ール合成の基質となるが、これ自身がコレステロール合成酵素の活性を増大す

る [126]。これらの知見から、スターチとフルクトースを等量摂取させた本実験

では、フルクトースは脂肪組織へ取り込まれる絶対量が少なかったため、フル

クトース群の脂肪組織重量がコントロール群と比べて相対的に少なくなったと

考えられる。また、フルクトース摂取に伴う肝臓内 Acetyl-CoA 量の増加がコレ

ステロール合成を促し、過剰なコレステロールは MTP を介して VLDL に取り込

まれて血中に分泌されたため、フルクトース群の血中コレステロール濃度が上

昇したと予測される。 

 

 

 

本章の結果は、フルクトース誘導性脂肪肝の進行に ChREBPβが関与するこ

とを強く示唆するものである。しかし、ChREBPβがフルクトース脂肪肝の進行

にどの程度寄与しているかは不明である。そのため、ChREBP 遺伝子の Exon 1b

を欠損させた ChREBPβノックダウンマウスを作製し、フルクトース摂取時の肝

脂肪の蓄積が抑制されるか検証するなどの解析が必要であろう。 
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Fig. 4-15 第四章の結果により想定された 

フルクトース誘導性脂肪肝における ChREBPβの役割  

フルクトース摂取に伴う ChREBPβの発現増大が肝臓の解糖・脂質生合成を

促進し、脂肪肝を進行させる。 
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第五章 

総合討論  
 

 

食の欧米化に伴い、脂肪肝患者の増加が社会的な問題となっている。脂肪肝

が進行すると肝障害を含む様々な代謝性疾患が惹起されるため、その機構解明

と予防法の確立は急務の課題である。本研究では、肝臓における ChREBPβの機

能を検証することで、糖質摂取に伴う脂肪肝進行の機構解明を試みた。以下で

は各章の検証概要をまとめ、今後の課題や展望などを考察する 

 

◆◆◆◆    各章の概略 

第二章第一節においては、マウス組織の ChREBP アイソフォーム mRNA 発

現量を比較解析し、肝臓、脂肪組織、小腸で ChREBPβの発現が認められること

を明らかにした。第二節では、培養細胞を用いたレポーターアッセイにより、

肝細胞において ChREBPβは糖利用と脂質生合成を強力に誘導する転写因子とし

て機能することを示した。第三節では、ChREBPβプロモーターのレポーターア

ッセイにより、肝臓における ChREBPβの機能は「ChREBPαの活性化に伴う糖・

脂質代謝関連遺伝子の発現誘導を増強すること」であることを示した。 

第三章では、ChREBPβの発現が肝臓に与える影響を調べるために、アデノウ

イルスを用いた ChREBP アイソフォーム過剰発現系を構築した。ChREBPβを過

剰発現させた肝実質細胞や肝臓では顕著な脂肪蓄積が認められたことから、

ChREBPβの発現増大は脂肪肝の進行に直結することを明らかにした。 

第四章第一節では、糖や脂肪の質が異なる食餌を与えたマウスの組織を解析

し、肝臓、脂肪組織、小腸における糖質の利用と脂質の貯蔵を ChREBPβが制御

している可能性を示した。第二節では、フルクトースを長期摂取させたマウス

の肝臓を解析し、フルクトース誘導性脂肪肝の進行に ChREBPβの発現増大が関

与することを示した。 

以上の検証により、「食事として摂取した糖質の利用と脂質の貯蔵を促進す

ること」が ChREBPβの役割ではあるが、肝臓における ChREBPβの働きが過剰

になると脂肪肝が引き起こされることを示した。 
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◆◆◆◆    ChREBPβ過剰発現マウス、フルクトース長期摂取マウス、 

ChREBP ノックアウトマウスが示す表現型の比較 

個体レベル (マウス) で肝臓 ChREBPβの発現を変動させて、その機能を検証

した実験は大きく 3 つに分けることができる。 

一つ目はChREBPノックアウトマウスの実験である [31,35]。このマウスは、

ChREBP 遺伝子の発現が完全損なわれているため、ChREBP が肝臓の糖・脂質代

謝制御にどの程度寄与しているか調べることができる。さらに、ChREBP の発現

が必須な標的遺伝子の同定も容易である。ただし、ChREBP アイソフォームの区

別無くノックアウトするようにデザインされているため、ChREBPβ単独の機能

を捉えることはできない。また、コンディショナルノックアウトマウスではな

いので、全身で ChREBP を欠損している点を加味しなければならないし、一過

的な遺伝子発現変動の影響を見ることはできない。 

二つ目は第三章で行なった ChREBPβ過剰発現マウスの実験である。この実

験では、通常マウスにアデノウイルスを投与して ChREBPβを過剰発現させたた

め、一過的な ChREBPβ発現増大の影響を観察することができる。さらに、アデ

ノウイルスで導入した遺伝子は主に肝臓で発現するため、ChREBPβの発現増大

が肝臓に与える影響をダイレクトに捉えることができる。ただし、ウイルスを

感染させるので、その影響 (病原性、免疫反応) を加味する必要がある。また、

導入遺伝子を過剰に発現させるため、生理的な ChREBPβの機能から逸脱した現

象を捉えてしまう可能性がある。 

三つ目は第四章第二節で行なったフルクトース長期摂取マウスの実験であ

る。この実験では肝臓で ChREBPβの発現を誘導するフルクトースをマウスに摂

取させるだけなので、内因性 ChREBPβの発現によって起こりうる生理的な現象

を捉えることができる。ただし、フルクトース摂取によって発現が変動する遺

伝子は ChREBPβだけではないため、肝臓に生じる変化は ChREBPβ発現増大以

外の要因も含むことを加味する必要がある。 

上記のように、これらの検証方法はどれも一長一短であるが、それぞれのマ

ウスの表現型を比較することで、肝臓における ChREBPβの機能や標的遺伝子を

より正確に推定することができる。Table 5-1 (次頁) にそれぞれの実験で得られ

たマウスの表現型を列記した。なお、ChREBP ノックアウトマウスのデータは、

スターチ食 (Starch: 60% 重量比) を一週間食べさせた 9 週齢 雄マウスの摂食

状態の身体測定指標、肝臓の遺伝子発現量を引用した [31]。 
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Table 5-1 ChREBPβの発現を変動させたマウスの表現型 

 

対照群と比較して、↑: 増加、↓: 減少、→: 不変 

実験系 

ChREBP 

ノックアウト 

マウス 

ChREBPβ 

過剰発現 

マウス 

フルクトース 

長期摂取 

マウス 

対照群 WT マウス 

LacZ 

過剰発現 

マウス 

スターチ 

長期摂取 

マウス 

引用 [31] 第三章 第四章 

身体測定指標 

体重 → → → 

肝臓重量 ↑ ↑ ↑ 

肝臓 TG 量 ↓ ↑ ↑ 

白色脂肪重量 → ↓ ↓ 

肝臓での発現 

ChREBPβ ↓ ↑ ↑ 

LPK ↓ ↑ ↑ 

KHK ↓ → ↑ 

GLUT2 ↓ → → 

FASN ↓ ↑ ↑ 

ACC1 ↓ ↑ ↑ 

SCD1 ↓ ↑ ↑ 

ELOVL6 ↓  ↑ ↑ 

 

身体測定指標に関しては、ChREBPβ過剰発現とフルクトース長期摂取により

肝臓重量、肝臓 TG 量が増加、ChREBP ノックアウトにより肝臓 TG 量が低下す

るという点で一致している。ChREBP ノックアウトマウスは肝臓重量の増加が見

られるが、これは肝臓中のグリコーゲン量が増加したことによる。 

ChREBPβ過剰発現とフルクトース長期摂取により脂肪組織重量の減少が見

られるのは、肝臓に取り込まれる糖質の量が増加した分、脂肪組織へ流入する



 169 

糖質の絶対量が減少したことが原因であると推察される。ChREBP ノックアウト

マウスでは、肝臓で TG 合成が行なわれなくても糖質がグリコーゲン合成に用い

られたため、脂肪組織重量に変化が見られなかったと考えられる。多少の差異

はあるものの、全てのマウスの表現型は「ChREBPβの発現は肝臓の脂肪蓄積を

亢進する」という点で一致している。 

肝臓における LPK、FASN、ACC1、ELOVL6 の発現量は、ChREBPβ過剰発現

とフルクトース長期摂取によって増加し、ChREBP ノックアウトにより減少して

いる。これは、これらの遺伝子の発現が ChREBPβの発現によって厳密にコント

ロールされていることを示唆する。実際、肝臓におけるこれらの遺伝子の発現

量は ChREBPβの発現量と強く相関することが確認されている (Table 4-3, 4-8)。 

一方、GLUT2 は ChREBP ノックアウトにより発現が減少するが、ChREBPβ

過剰発現やフルクトース摂取による変動は見られなかった。GLUT2 は肝臓で高

発現量であることを加味すると、GLUT2 の発現には ChREBP が必須であるが、

ChREBPβの発現増大に伴う上方制御は受けないものと考えられる。実際、肝臓

おけるGLUT2とChREBPアイソフォームの発現量に有意な相関関係は認められ

ない (Table 4-3, 4-8)。一方、小腸では GLUT2 と ChREBPβの発現量に正の相関が

認められており、ChREBP を介した GLUT2 の転写制御は組織によって差異が見

られる (Fig. 4-5C, 4-6B, Table 4-5)。 

KHK は ChREBP ノックアウトにより発現が減少し、フルクトース長期摂取

により発現が増大したが、ChREBPβ過剰発現による変動は見られなかった。最

近、フルクトースが代謝される際の副産物として生成する尿酸が、ChREBP を介

した KHK の転写誘導に必要であることが報告された [36]。そのため、KHK の

発現には ChREBP が必須であるが、「フルクトース摂取」と「ChREBPβの発現増

大」の 2 つの条件が揃った時に発現が誘導されると考えられる。 

以上、3 つの実験系を比較することで、ChREBPβはマウス個体の肝臓でも糖・

脂質代謝のレギュレーターとして機能すること、ChREBPβの発現増大だけで転

写が誘導される遺伝子は LPK、ACC1、FASN、SCD1、ELOVL6 であることを示

した。 

 

◆◆◆◆    フルクトース摂取による肝臓 ChREBPβの転写誘導機構について 

第四章では、フルクトース摂取により肝臓の ChREBPβ mRNA 発現量の増大

が認められた (Fig. 4-1A, 4-9A)。考察では特に触れなかったが、ここではフルク
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トースの摂取によって肝臓の ChREBPβの発現が誘導された機構について考察す

る。この機構に関してはまだ検討の余地があるが、「フルクトースは肝臓の

ChREBPαを過剰に活性化し、ChREBPβの発現を誘導する」という機構を考えて

いる。その理由を以下に記す。 

第二章第三節の実験では、ChREBPαによる ChREBPβの転写制御機構を検証

した。高グルコース下では ChREBPαの活性化を介して ChREBPβプロモーター

活性が増大し、PKA リン酸化シグナル (Forskolin 投与) や O-GlcNAc 化抑制 

(Azaserine 投与) によって、この働きがキャンセルされることを示した (Fig. 2-12, 

2-13)。このような ChREBPαの活性化 (脱リン酸化や O-GlcNAc 化) は、糖質の

流入に伴う糖代謝産物の増加によって引き起こされる [29,41,51]。そのため、肝

臓に取り込まれる糖質の絶対量の増加が ChREBPαを活性化し、ChREBPβの発現

を誘導すると考えられる。 

フルクトースは肝臓に取り込まれやすい糖質である。実際、C
14 を用いたフ

ルクトースの取り込み実験では、ラット肝臓へフルクトースが取り込まれる量

はグルコースの5倍以上多いことが示されている [124]。また、ヒトにおいても、

フルクトースを経口摂取した際の末梢血中フルクトース濃度はグルコース濃度

ほど高くはならない [127]。そのため、食事として摂取したフルクトースは門脈

から肝臓に流れ込んだ後、そのほとんどが肝細胞に取り込まれると考えられる。 

HepG2 細胞を用いたレポーターアッセイを行なったところ、フルクトースの

投与により ChREBPαが活性化されることを確認した (unpublised data)。また、

フルクトースを摂取したマウス・ラットの肝臓では核内の ChREBPαタンパク質

量が増加することが報告されている [36,70,128]。 

以上の点を総じて考察すると、グルコースと比べてフルクトースは肝臓に取

り込まれる絶対量が多いために、肝臓内の糖代謝産物量が増加し、これによっ

て ChREBPαが過剰に活性化されることで、ChREBPβの発現が誘導されると予想

される。ChREBPβは ChREBPα活性化に伴う解糖系・脂質生合成系酵素の発現誘

導を増強することで、脂肪肝の進行に寄与するものと考えられる (Fig. 5-1)。 

フルクトースによる ChREBPβ転写誘導機構の詳細を解明するために、フル

クトース摂取時の肝臓 ChREBPαの翻訳後修飾、ChREBPβプロモーター上の

ChREBP 結合量を検証するなどの解析が必要である。また、ChREBPβ遺伝子の

転写開始点の近くには HNF-4αや PPAR の標的配列である DR-1 配列が存在する

ことから、ChREBPα 以外の転写因子によって ChREBPβの発現が制御される可
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能性も考えられる。そのため、上記の転写因子の関与も含めて、フルクトース

摂取に伴う ChREBPβ転写誘導機構の詳細を調べていく必要がある。 

 

◆◆◆◆    機能性食品開発や創薬の標的として ChREBPβの可能性について 

ChREBP アイソフォームの発現や活性を抑制することができれば、脂肪肝の

進行を遅延することができると予想される。これまでは ChREBP アイソフォー

ムの存在が知られていなかったため、ChREBPαと ChREBPβの両方の発現を抑制

する形で検証がなされてきた。 

例えば、ChREBP アンチセンスオリゴ DNA により ChREBP の発現を抑制し

たマウスでは、フルクトース誘導性脂肪肝が抑制されることが報告されている 

[129]。また、ChREBP ノックアウトマウスに高糖質食を摂食させた場合も、肝

臓の脂肪蓄積が抑制される [31]。しかし、これらのマウスでは ChREBP を介し

た糖代謝機能が大きく損なわれるため、耐糖能異常を引き起こす。これらの点

から、ChREBPαと ChREBPβの両方の機能が完全に損われるような条件では、個

体の生命維持に不都合な事象が引き起こされると考えられる。 

一方、ショウガやベルベリン (漢方薬に含まれる植物性アルカロイドの一種) 

を摂取させたラットでは、肝臓の ChREBP と脂質生合成系酵素の発現が減少し

て脂肪肝の進行が抑制されるが、耐糖能異常は認められない [130,131]。これら

のマウス肝臓では ChREBP の発現は減少するが、ChREBP の機能が完全に損な

われている訳ではない。そのため、適度に ChREBP の機能を抑えることで、耐

糖能異常を引き起こすことなく脂肪肝の進行を遅延できると考えられる。 

本論文の検証により、ChREBPβの過剰発現は脂肪蓄積を引き起こすが、

ChREBPαの過剰発現は肝脂肪蓄積を引き起こさないことを示した  

(Fig. 3-3~3-6)。そのため、肝臓で ChREBPαが発現していても、ChREBPβの発現

を抑えれば、脂肪肝の進行を遅延できる可能性が考えられる。ChREBPβの発現

のみを選択的に抑制するシステムを構築すれば、ChREBPαの発現は維持された

ままなので、個体の耐糖能を損なうことなく脂肪肝の進行を抑えられることが

予想される。 

また、ChREBPβは小腸における糖質の消化・吸収や、白色脂肪組織の脂肪蓄

積に関与する可能性を示した (Fig. 4-3~4-6)。これらの組織で ChREBPβの発現を

抑制することができれば、過剰な糖質の消化・吸収を抑え、肥満の進行を遅延

できる可能性が考えられる。 
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本研究により肝臓における ChREBPβの機能を明らかにしたことで、「脂肪肝

が進行する分子機構」の一端を示すことができた。この研究から得られた知見

を手がかりにして、ChREBPβの発現や活性を制御する方法が見つければ、脂肪

肝の予防や治療法の開発に繋げられると期待される。 
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Fig. 5-1 本研究により想定された ChREBPβを介したフルクトース誘導性脂肪

肝の分子機構 

フルクトースが肝臓に取り込まれることで、肝臓内の糖代謝産物量が増加し、

ChREBPαが活性化する。これによって発現が誘導された ChREBPβは、解糖系・

脂質生合成系酵素の発現を誘導することで脂肪肝の進行に寄与する。
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qPCR 用プライマー表 
 

Table I マウス mRNA RT-qPCR 用プライマー配列 －SYBR Green 法－ 

 

Gene name 5'- Sequence -3'  

  (Upper: Forward,  Lower: Reverse) 

Transcription factors 

ChREBP TGCTTCTTGTCCGATATCTCC 

  GTCAGCATTGCCAACATAAGC 

ChREBPα CACCTCTTCGAGTGCTTGAG 

 CATAGCAACTTGAGGCCTTTG 

ChREBPβ AGATCGCGTGGAGCTCAGT 

  TAGCAACTTGAGGCCTTTGAA 

MLX GAAGGCACATCAGGACAACC 

 AGAGGCGTTGAAAGACTGGA 

SREBP-1a GAACAGACACTGGCCGAGAT 

  GGGAAGTCACTGTCTTGGTTG 

SREBP-1c GAGCCATGGATTGCACATTT 

 CGGGAAGTCACTGTCTTGGT 

LXRα AGGAGTGTCGACTTCGCAAA 

  CTCTTCTTGCCGCTTCAGTTT 

LXRβ AAGCAGGTGCCAGGGTTCT 

  TGCATTCTGTCTCGTGGTTGT 

PPARα CTCGCGTGTGATAAAGC 

  CGATGCTGTCCTCCTTG 

Glucose metabolic genes 

LPK CTTGCTCTACCGTGAGCCTC 

  ACCACAATCACCAGATCACC 

KHK GACACCTTCAATGCCTCTGTC 

 CCTCTCACACAATGCCATCAA 
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G6PC ACACCGACTACTACAGCAACAG 

  CCTCGAAAGATAGCAAGAGTAG 

GLUT2 GAAGAGGAAGTCAGGGCAAAGA 

 GTAATTGGCATCCGTGAAGAGC 

GLUT4 GAGCTGAAGGATGAGAAACGGA 

  CATTGATGCCTGAGAGCTGTTG 

SGLT1 AGTTTGCCTATGGAACTGGGA 

 GATGACGCTGATGACGAAGAG 

SI AACATTTGCTGGTTCGGGAC 

  CGAACTCCAGCATTCCAGTG 

MGAM TACTCTGAACCACCCTCCCTA 

 AGGATCTGCTCACTCTCCATG 

Lipid metabolic genes 

SCD1 CCGGAGACCCCTTAGATCGA 

  TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC 

ELOVL6 CGGGCTGCGGGTTTC 

 GTGATCTGGGACAAGGTGATGA 

PGC1α AAGGATGCGCTCTCGTTCA 

  GGAATATGGTGATCGGGAACA 

PGC1β AGTCAGCGGCCTTGTGTCAA 

 ACTCTGGGACAGGGCAGCA 

CPT1a TGGGCTACTCAGAGGATGG 

  AAGGTGTCAAATGGGAAGG 

HMGCR CCGGCAACAACAAGATCTGTG 

 ATGTACAGGATGGCGATGCA 

CYP7A1 GGATCCTGAAATCTACCCAGAC 

  GGACACTTGGTGTGGCTCTCT 

MTP GAGAAGTAACCTGAACATCTT 

  TCAATAGCTAGACCACCCTG 

ApoB ATGGGAAGAAACAGGCTTGA 

  TTCTGTCCCACGAATTGACA 
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Others 

Albumin CTCAGGTGTCAACCCCAA 

  TCCACACAAGGCAGTCTC 

F4/80 CTTGGCTATCATCATGGCTTC 

 TATGGCCAAGGCAAGACATAC 

CD11b ACTTCACGGCTTCAGAGATGA 

  TTGATCTGAACAGGGATCCAG 

CD68 CGCAGAATTCATCTCTTCGAG 

 CAAGGTGAACAGCTGGAGAAA 

VEGFR2 GAATACACCTGTGTAGCGTCCA 

  GATTTCATCCCACTACCGAAAG 

18S ACCGCAGCTAGGAATAATGGA 

  GCCTCAGTTCCGAAAACCA 

 

 

 

 

 

 

 

Table II マウス mRNA RT-qPCR 用プローブナンバー －TaqMan probe 法－ 

TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems) 

 

Gene name Probe Number 

FASN Mm00662319_m1 

ACC1 Mm01304280_m1 

HMGCS1 Mm00524111_m1 

SREBP2 Mm01306283_m1 

S17 Mm00651890_m1 
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Table III マウス ChIP assay 用 qPCR プライマー配列 

 

 

Region 5'- Sequence -3'  

  (Upper: Forward,  Lower: Reverse) 

Mouse ACC1 gene 

ChoRE TGCCATGTGAAAACCCATAGC 

(-157 ~ -48) TCGAAAGGCAAGATCCCATTG 

Distal ATCCACACAGCAAGGACTGTA 

(Over 5796 ~ 5913) CTGGGATTTGAACTCCGGAAC 

Mouse ChREBPβ gene 

E-box AGAAGGTGATTGGCAGGCTC 

(-181 ~ -77) CTCCTTCTCTCCTTAGCACGT 

ChoRE ACCCGAGGTCCCAGGATC 

(+112 ~ +258) ACTGGAAACTGAGGTCTGGC 

Distal GTTAGAGATGGTTGTGAGCCG 

(-5057 ~ -4959) CTTTGGACGATGAAGCTGGAG 

 

 

( ) 内は転写開始点を+1 とした場合の増幅配列の位置を示した。 

Over は遺伝子 3'末端を 0 とした場合の下流 (3'側) の位置を示す。 
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第一章 序論 

肝臓におけるエネルギーの貯蔵・利用は、生物の生命維持に極めて重要な機能である。

しかし、飽食の時代といわれる現代においては、エネルギーの過剰摂取や運動不足などに

より、肝臓に過剰な脂肪が蓄積し (脂肪肝)、様々な代謝性疾患が引き起こされることが問

題となっている。日本人成人の 2 ~ 3 割が脂肪肝を患っていると報告されており、脂肪肝の

成因の機構解明・予防法の確立は急務の課題である。 

ChREBP (Carbohydrate Response Element-Binding Protein) は、糖の刺激に応答して糖・脂

質代謝関連遺伝子の発現を誘導する転写因子である。最近になって、脂肪組織において

ChREBPαと ChREBPβの 2 つのアイソフォームが存在することが報告された。転写活性が

極めて高いとされる ChREBPβの発現は、脂肪組織のインスリン感受性と強く相関すること

が報告されているが、他の組織における役割は不明である。肝臓における ChREBPβの役割

を解明することで、脂肪肝に起因する代謝性疾患の予防や治療法開発に貢献できると考え

られる。そこで本研究では、肝臓における ChREBPβの機能に焦点を当て、その生理的な役

割について検証した。 
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第二章 ChREBP アイソフォームの組織分布と機能 

これまでに報告のある ChREBPβの研究は、いずれも脂肪組織を対象としたものである。

そのため、「肝臓でも ChREBPβは発現しているか」、「これまで報告されてきた ChREBPβの

機能 (高い転写活性など) は肝臓でも認められるか」は不明である。本章では、肝臓におけ

る ChREBP アイソフォームの機能を解析するにあたって、これらの疑問を明らかにした。 

これまでに組織間で ChREBPβの発現を比較した例は無い。そこで、マウス組織におけ

る ChREBP アイソフォームの mRNA 発現量を比較解析したところ、ChREBPβは脂肪組織の

みならず、肝臓や小腸でも発現が見られることを確認した。また、すべての組織において

ChREBPβ mRNA 発現量は ChREBPαと比べて少ないことが判明した。 

続いて、レポーターアッセイ系を構築し、ChREBP アイソフォームの転写活性を比較し

たところ、ChREBPβは ChREBPαと比べて転写活性が 50 倍以上も高いことを明らかにした。

さらに、この系を用いて詳細な検証を行なったところ、ChREBPβは ChREBP の不活性化に

繋がるような PKA リン酸化シグナルの影響を受けづらいことが分かった。このような

ChREBPβの高い転写活性は、肝細胞を用いたレポーターアッセイでも認められた。そのた

め、ChREBPβは発現量こそ低いものの、その高い転写活性により、肝臓の糖利用と脂質生

合成を強力に誘導する転写因子であることが示唆された。 

肝細胞を用いて ChREBPβの転写制御機構について検証したところ、ChREBPαの活性化

や ChREBPβ自身の発現増大

により ChREBPβの転写が誘

導されることが明らかにな

った。これらの現象は in vivo

でも認められたため、肝臓に

おける ChREBPβの役割は

「ChREBPαの活性化に伴う

糖・脂質代謝関連遺伝子の発

現誘導を増強すること」であ

ると考えられた (Fig. 1)。 

 

 

Fig. 1 第二章の結果により

想定された肝臓における

ChREBPβの役割 (MLX: ChREBP とヘテロダイマーを形成する転写因子) 
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第三章 ChREBPβの発現が脂肪肝の進行に及ぼす影響 

第二章により、ChREBPβの発現増大は肝臓の糖利用と脂質生合成を強力に誘導する可能

性が示唆された。本章では、「ChREBPβの発現増大が脂肪肝を進行させる」という直接的な

証拠を得るため、マウス肝実質細胞、あるいはマウス肝臓に ChREBPβを過剰発現させた場

合に、糖・脂質代謝関連遺伝子の発現量と脂肪蓄積量にどのような変化が生じるか調べた。

遺伝子導入にはアデノウイルス法を採用した。 

LacZ をコントロールとして、マウス肝実質細胞に ChREBP アイソフォームを過剰発現

させたところ、ChREBPβを過剰発現させた細胞で脂肪滴の蓄積が認められた。これと同調

して、ChREBPβを過剰発現させた細胞で解糖系・脂質生合成系酵素遺伝子の発現増大が認

められた。このような変化は、ChREBPαを過剰発現させた細胞では認められなかった。 

続いて、アデノウイルスを尾静脈注射することにより、マウスの肝臓で LacZ、あるい

は ChREBPβを過剰発現させた。これらのマウスは高糖質食を自由摂食させて 2 週間飼育し

た。ChREBPβを過剰発現させたマウスでは、肝臓重量、肝臓脂質量、血中中性脂肪量、肝

傷害マーカーが増加し、脂肪肝の進行が認められた (Fig. 2、右)。肝臓の遺伝子発現を解析

した結果、ChREBPβを過剰発現させたマウスの肝臓では、脂質生合成系酵素の発現が顕著

に増大していた。 

さらに、上記のマウス肝臓で見られた脂肪蓄積が肝実質細胞に由来するか調べるため、

ChREBPβを過剰発現させたマウスの肝臓から肝実質細胞と非実質細胞を単離した。

ChREBPβを過剰発現させたマウスから得られた肝実質細胞には脂肪滴を蓄積しているもの

が多く見られた。また、アデノウイルスによる ChREBPβの発現増大は肝実質細胞と非実質

細胞の双方に認められたが、脂質生合成系酵素の発現増大が認められたのは肝実質細胞の

みであった。以上の結果により、肝実質細胞における ChREBPβの発現増大が脂質生合成系

酵素の発現誘導を介して脂肪肝をもたらしたと結論付けた。 

本章では、肝臓 (肝実質細胞) に

おける ChREBPβの発現増大は脂肪肝

の進行に直結し、それに伴って肝障

害を含む代謝性疾患を惹起すること

を示した。 

 

 

 

              Fig. 2 ChREBPβを過剰発現させたマウスの肝臓 (右画像) 

LacZ ChREBPββββ



 198 

第四章 ChREBPβの発現が変動しうる食事内容の探索 

再摂食により肝臓 ChREBPβの発現が増大することを示したが (第二章)、どのような食

品がどの組織の ChREBPβの発現誘導をもたらすかは分かっていない。そこで、様々な食事

を与えたマウス組織の遺伝子発現量を解析することで、ChREBPβの生理的な役割を調べた。 

マウスに与えた食事は、高糖質食として「スターチ食」および「フルクトース食」、高

脂肪食として「ラード食」および「大豆油食」の 4 種類である。これらの食事を一週間与

えたマウスの組織を解析した結果、高脂肪食を与えたマウスと比較して、高糖質食を与え

たマウスの肝臓、白色脂肪組織、小腸で ChREBPβの発現増大が認められた。これと同調し

て、肝臓と白色脂肪組織では解糖系・脂肪合成系酵素遺伝子、小腸では糖質消化吸収関連

遺伝子の発現増大が認められた。 

また、スターチ食を摂取させたマウスと比較して、フルクトース食を摂取させたマウス

の肝臓では、ChREBPβと解糖系・脂肪合成系酵素の発現が顕著に増大し、脂肪肝の進行が

認められた。このマウスの表現型は、アデノウイルスにより ChREBPβを過剰発現させたマ

ウス (第 3 章) と類似していた。 

以上の検証により、食事として摂取した糖質の利用と貯蔵を促進することが ChREBPβ

の役割であるが、継続的なフルクトース摂取により肝臓 ChREBPβの働きが過剰になると脂

肪肝が引き起こされる可能性が示された。 

 

第五章 総合討論 

本研究では、第二章: ChREBPβは肝臓における糖・脂質代謝の強力なレギュレーターと

して機能すること、第三章: 肝臓における ChREBPβの発現増大が脂肪肝の進行に直結する

こと、第四章: フルクトース誘導性脂肪肝の進行に ChREBPβの発現増大が関与する可能性

を示した。 

本研究により、肝臓における ChREBPβの機能を明らかにしたことで、「糖類の過剰摂取

に伴って脂肪肝が進行する分子機構」の一端を示すことができた。この研究から得られた

知見を手がかりにして、ChREBPβの発現や活性を制御する方法が見つければ、脂肪肝の予

防や治療法の開発に繋げられると期待される。 
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