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研究成果の概要（和文）：　CREB3L3を肝臓で過剰発現する(CREB3L3 Tg)マウスでは食餌性肥満の発症を抑制し
た。CREB3L3はFGF21の肝臓での発現を上昇させ、白色脂肪組織のベージュ化による熱産生の増加も改善を説明で
きる変化であった。確かにCREB3L3 TgマウスとFGF21欠損マウスとを交配するとそれら効果はキャンセルされ
た。インスリン応答性の増強はFGF21に依存しなかった。そこに関連するCREB3L3が制御する因子として
Kisspeptinを同定し、インスリン抵抗性の改善に寄与することを明らかにした。本研究でCREB3L3による肥満の
改善効果の分子メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In mice overexpressing CREB3L3 in the liver, the development of diet-induced
 obesity due to high-fat high-sucrose diet feeding was apparently suppressed. CREB3L3 increased 
liver gene expression and blood levels of FGF21 and then increased thermogenesis by beigeing, 
partially explaining CREB3L3 suppressed obesity. Certainly, mating CREB3L3 Tg mice with FGF21 
deficient mice canceled those effects. However, the suppression of inflammation seen in adipose 
tissue of CREB3L3 Tg mice was not canceled. Glucose responsiveness and insulin responsiveness in 
CREB3L3 Tg mice were also not dependent on FGF21. We found Kisspeptin as a new target gene for 
CREB3L3, and it was revealed that the increase in expression is a direct action by CREB3L3 and that 
it contributes to the improvement of insulin resistance by CREB3L3. In this study, we have clarified
 one of the molecular mechanisms of the improvement effect of obesity by CREB3L3.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　CREB3L3が肥満、糖尿病の改善に寄与する生活習慣病の新たな治療標的となりえることを示した。また、その
分メカニズムの一端としてFGF21, Kisspeptinなどの肝臓から分泌される液性因子であることを示した。CREB3L3
自身もメジャーな分子ではなく、これからの研究で活性化機構の解明、活性化化合物の同定が進めば、既存の生
活習慣病治療薬とは異なる治療戦略の構築が期待できる。
　CREB3L3の本課題でも示したように劇的に生活習慣病を改善するにも関わらず、研究は現在まで盛んとは言え
ない。それゆえ、我々の研究は学術的にも大きな意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、日本では食生活の欧米化による糖質の過剰摂取や脂質の質と量の変化、運動の減少によ
り、肥満症や糖尿病といった生活習慣病患者が増加している。生活習慣病は慢性疾患であり、個
人の生活の質（QOL）の低下のみならず、日本で社会問題となっている 40 兆円を超える医療費の
増大にも大きく寄与している。そのため、生活習慣病の遺伝的背景や病態生理、成因を明らかに
し、根本的な予防法や治療法を確立することは極めて重要である。生活習慣病は、長期的に過剰
なエネルギーを摂取することにより、糖や脂質などの代謝に関与するエネルギー代謝関連遺伝
子の発現制御が破綻した状態であると考えられ、生活習慣病の成因や、治療法を明らかにする上
でそれらの発現を制御する転写因子が重要となる。このような背景のもと、我々は様々な転写因
子に着目し、それらの生活習慣病における役割や治療効果を明らかにしてきた。 
我々は新たに生活習慣病に関与する転写因子として CREB3L3 に着目している。CREB3L3 は肝臓
と腸管にのみ発現し、栄養欠乏時に活性化し、血中及び肝臓の脂質代謝を制御することが報告さ
れている（Lee JH Nature Medicine 2011, Zhang C Hepatology 2012）。しかしながら、CREB3L3
による肥満症や糖尿病における機能は未知の部分が多く、生活習慣病への効果を評価するうえ
で、その解明は必須である。また、CREB3L3 の遺伝子発現制御および活性化機構は絶食や炎症に
より発現が増加し、小胞体ストレスにより活性化されることが分かっているが、治療･予防を目
指す上で詳細なメカニズムを明らかにする必要がある。上記問題を解決することで新たな生活
習慣病の予防･治療へと応用するための基盤研究を行う。その上で我々は、すでに以下のような
研究結果を得ている。 
肝臓において活性型 CREB3L3 を過剰発現させた CREB3L3 トランスジェニックマウス（CREB3L3-
Tg マウス）は高カロリー食を負荷しても肥満になりにくく、糖尿病の悪化をも抑制した。また、
アデノウイルスによる CREB3L3 の過剰発現においては体重、血糖値、インスリン値が低下した。
これらの病態改善効果は CREB3L3 と同様に栄養欠乏時に活性化する PPARαと協調し、生活習慣
病を改善する効果が報告されている FGF21 や IGFBP2 の発現を増加させることが一因であること
明らかにした（Nakagawa Endocrinology 2014）。しかしながら、詳細な分子メカニズムについて
は未だ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
生活習慣病患者は増加の一途をたどっており、その病態生理、成因を明らかにし、根本的な予
防法や治療法を確立することは急務である。我々は栄養飢餓によって肝臓で誘導される転写因
子 CREB3L3 を生活習慣病の治療標的として着目している。CREB3L3 の脂質代謝制御メカニ
ズムについて報告あるが、肥満や糖代謝に関する機能や、誘導･活性化因子については不明な点
が多い。本研究では CREB3L3-Tgマウスを用いて、食餌誘導性の肥満および糖尿病における機
能およびメカニズムを明らかにし、かつ、CREB3L3の誘導･活性化因子を評価･探索することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
【マウス解析】CREB3L3-Tg マウスと FGF21 欠損(FGF21 KO)マウスを交配し、CREB3L3-Tg FGF21 
KO マウ巣を作成した。正常(WT)マウス、CRE3L3-Tg マウス、FGF21 KO マウス、CREB3L3-Tg FGF21 
KO マウスに高脂肪・高ショ糖食を 12週間負荷し、食事誘導性に肥満を誘導した。グルコース負
荷試験(GTT)、インスリン負荷試験(ITT)を行った。また。酸素消費量をマウス酸素消費量測定装
置（ARCO-2000）により測定した。肝臓、脂肪組織(精巣周囲白色脂肪組織：eWAT、皮下鼠蹊部脂
肪組織：iWAT、褐色脂肪組織：BAT)を採取し、QPCR による遺伝子発現解析、ウェスタンブロッテ
ング(WB)によるタンパク発現解析、免疫染色によるタンパク発現解析を行った。2型糖尿病モデ
ルマウス ob/ob マウスと CREB3L3-Tg マウスを交配し、ob/ob CREB3L3-Tg マウスを作成した。 
【アデノウイルス Kisspeptin shRNA の作製と CREBH-Tg マウスでの機能解析】pENTRU6 を基に
Kisspeptin shRNA ベクターを作成し、pAd PL アデノウイルスベクターに載せ替え、
pAdU6Kisspeptin shRNA を作成した。このベクターを 293A 細胞にトランスフェクションし、ア
デノウイルス Kisspeptin shRNA (Ad Kiss1 shRNA を作成した。CREBH-Tg FGF21 KO マウスにア
デノウイルスを導入し、GTT、ITT を行った。 
【CREB3L3 による Kisspeptin の発現制御解析】Kiss1 遺伝子プロモーター領域をルシフェラー
ゼレポーターベクターに組み込み、マウス肝臓細胞系を用いて CREB3L3 によるルシフェラーゼ
活性を検討した。さらにプロモーター上の CREB3L3 の cis-Element に欠失や変異を入れ、遣欧し
た。Kiss1 プロモーターの CREB3L3 の cis-Element についてクロマチン免疫沈降（ChIP）アッセ
イ法、ゲルシフト･アッセイを行った。 
 
４．研究成果 
【CREB3L3 は 高脂肪・高ショ糖(HFHS)食による食事誘導性肥満を抑制する】 
6 週齢より HFHS 食を負荷し肥満を誘導した。CREB3L3-Tg マウスは WT マウスと比較し、負荷期
間中明らかな体重抑制が見られ、12 週間の負荷後には肝臓重量に違いがないのに対し、脂肪組
織重量は CREB3L3-Tg マウスで著しい抑制が観察できた(Figure 1)。FGF21 KO および CREB3L3-
Tg FGF21 KO マウスは WT マウスと負荷期間中に体重の違いはなかった。12週間後、肝臓重量は



FGF21KO マ
ウスでは WT
マウスより
も増加する
が、FGF21 KO
マ ウ ス と
CREB3L3-Tg 
FGF21 KO マ
ウスの間で
は違いがな
かった。脂
肪組織重量

は WT マウス、FGF21 KO マウス、CREB3L3-Tg FGF21 KO マウスに違いはなく、CREB3L3-Tg マウス
での抑制効果は FGF21 欠損で消失した(Figure 1)。したがって、CREB3L3 による体重抑制は脂肪
組織重量の抑制によるものであり、FGF21 が責任遺伝子であることが明らかとなった。 
【CREB3L3 は FGF21 を介して白色脂肪組織のベージュ化を促進する】 

HFHS 食 12 週間負荷したマウス
の iWAT のベージュ化に関わる
遺伝子発現を評価した。
CREB3L3-Tg マウスでは WT マウ
スと比較し、熱産生の律速遺伝
子 Ucp1、Cidea の発現が顕著に
上昇し(Figure 2A)、UCP1 タン
パクの上昇を確認した(Figure 
2B)。この変化は熱産生の増加
を示唆した。また、熱産生に関
連する PGC1α、Prdm16 とミト
コンドリア機能上昇のマーカ
ーElovl3 の上昇も確認した
(Figure 2A)。これら変化は

FGF21 欠損により、完全にキャンセルされており、FGf21 を介した効果であることが明らかとな
った。 
 
【CREB3L3-Tg マウスでは酸素消費量が増加
する】 
iWAT でのベージュ化促進による効果につい
て酸素消費量を測定し確認した。CREB3L3-Tg
マウスは他のマウス群よりも酸素消費量が1
日中高値を示し、iWATでの熱産生関連遺伝子
上昇との一致を確認した(Figure 3)。
CREB3L3 の過剰発現が酸素消費量を増加さ
せ、体重増加の抑制に結び付いたと考えられ
た。 
【CREB3L3 はグルコース代謝を改善する】 

HFHS 食を負荷した各マ
ウスに対し GTT および
ITT を施行した 
GTTではグルコース負荷
による血糖値維持では、
FGF21 KO マウスで高値
を示したが、その他のマ
ウス間では違いはなか
った。一方、血中インス
リン値は CREB3L3 過剰
発現で WT でも FGF21KO
マウスでも低地を示し
た。ITT ではインスリン
投与に応じた血糖値の
低下が CREB3L3 の過剰
発現で WT および FGF21 
KO マウスともに観察さ
れた(Figure 4)。 

 



【CREB3L3 過剰発現は脂肪組織の肥満誘導性の炎症を抑制する】 
HFHS 食を負荷した eWAT では炎症性サイトカインの発現上昇と、それに伴う炎症、マクロファー
ジの浸潤、線維化が促進する。CREB3L3-Tg マウスは WT と比較し炎症性サイトカインの発現が低
下するとともに、脂肪組織に蓄積する脂肪敵の量、サイズが低下した。この変化は FGF21 KO マ
ウスでも同様に観察できた。 
【ob/ob マウスでも CREB3L3 過剰発現は糖代謝を改善する】 
2 型糖尿病モデルマウスである ob/ob マウスと CREB3L3-Tg マウスを交配した。生後の体重の変
化に違いは見られなかった。CREB3L3 の標的である FGF21 は肝臓での遺伝子発現、血中レベルで
増加は見られたが、WT マウスの時のような劇的な上昇は見られなかった。FGF21 は ob/ob マウス
ではベースラインで非常に高く、CREB3L3 による影響が見えづらいことによるものである。また、
FGF21 抵抗性が ob/ob マウスで生じているため、ob/ob マウスでは FGF21 作用が観察できないこ
とも知られている。しかしながら、血糖値、血中インスリン値は有意差を持って低下した。さら
に、GTT、ITT で CREBH-Tg ob/ob マウスはグルコース応答性・インスリン作用が改善しており、
CREB3L3 には FGF21 を介さないでも糖尿病を改善する機能を有することが示唆された。 
【CREB3L3 の標的としての Kisspeptin】 
いくつかのマイクロアレイ解析から新たな CREB3L3 の標的を探索した。その結果、Kisspeptin
を抽出した。CREBH-Tg マウスの肝臓で Kisspeptin の発現が上昇するのに対し、CREB3L3 KO マウ
スでは低下が観察できた。Kisspeptin のプロモーター上に CREB3L3 が直接作用するかをルシフ
ェラーゼアッセイ、ゲルシフトアッセイ、マウス肝臓を用いた ChIP アッセイで検証し、CREB3L3
の作用が直接的であることを明らかにした。 
【CREB3L3-Kisspeptin の糖代謝に対する機能】 
CREB3L3-FGF21 経路と Kisspeptin 機能を明確に区別するため、FGF21 KO、CREB3L3-Tg FGF21 KO
マウスにアデノウイルス Kisspeptin shRNAi を導入し、GTT、ITT を行った。GTT では Kisspeptin 
shRNAi による変化は観察できなかった。一方、ITT では Kisspeptin shRNAi で CREB3L3 過剰発
現によるインスリン感受性の亢進が抑制された。CREB3L3-Kisspeptin はインスリン感受性に寄
与し、糖代謝改善を導くことが想定された。今後は Kisspeptin の効果を引き起こす標的組織の
同定と、シグナル伝達機構が解明できれば、新たな生活習慣病治療戦略の標的となりえると考え
られる。 
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