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研究成果の概要（和文）：脂肪細胞分化において重要な役割を果たすPPARγによるC/EBPα遺伝子の転写制御機
構は不明であった。ChIP-seq解析により、C/EBPα遺伝子の遠位領域にPPARγ結合部位のクラスターを同定し、
これらの領域はスーパーエンハンサーを形成していた。さらに遠位エンハンサーとプロモーターにゲノムのルー
プ構造の形成に関わるCTCFの結合部位を見出した。4C-seqや3C法では、遠位エンハンサーとプロモーター間に分
化により増強する近接関係を認めた。PPARγによるC/EBPα遺伝子の転写制御において、CTCFを介したスーパー
エンハンサーを有するクロマチンループの形成が重要である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Adipogenesis is controlled by a cascade of transcription factors. The 
positive feedback loop established by the master regulators PPARγ and C/EBPα is considered to be 
crucial. Here, we performed ChIP-seq and identified a cluster of multiple distal PPARγ binding 
sites (+3, +19, +22, +24, +50, +53kb) in downstream region of the Cebpa gene in differentiated 
3T3-L1 adipocytes. These clusters of enhancers showed high enrichment of Mediator complex binding 
and formed a super-enhancer. Furthermore, CTCF－a multifunctional insulator protein which mediates 
long-range chromatin looping－bound to both distal enhancers and the promoter. 4C-seq and 3C assays 
demonstrated formation of a chromatin loop encompassing the Cebpa promoter and the distal 
super-enhancer. Our findings suggest that PPARγ super-enhancer and CTCF-mediated loop formation are
 important for transactivation of Cebpa gene expression and differentiation.
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１． 研究開始当初の背景 
脂肪細胞分化は転写因子のカスケードに
より制御され、中でもマスターレギュレータ
ーである PPARγと C/EBPαのポジティブフ
ィードバックループが重要な役割を果たす
が、PPARγ による C/EBPα 遺伝子の転写制
御機構は不明であった。 
 近年、次世代シークエンサーを用いた
ChIP-seq による転写因子の結合領域やヒス
トン修飾領域のゲノムワイドな解析から、遺
伝子発現の制御領域（エンハンサー）がプロ
モーターの近位領域以外にもゲノム上に広
範囲に分布し、「遠位」エンハンサーの重要
性が明らかにされつつある。離れた転写制御
領域による遺伝子発現制御の機構としては、
遠位エンハンサーとプロモーターがクロマ
チンループを形成することで、3 次元空間上
で近接して直接に相互作用する「ルーピング
モデル」が、有力なメカニズムとして提唱さ
れており、この様なクロマチンの 3次元構造
解析の手法としてDekker等はChromosome 
Conformation Capture (3C）法を報告してい
る。 
 
２．研究の目的 
次世代シークエンサーを用いた ChIP-seq
や、核内でのゲノム領域間の 3次元的な近接
関係を検出する 3C 法を駆使して、脂肪細胞
分化において現在まで明らかでなかった
PPAR による C/EBPα 遺伝子の転写制御メ
カニズムの解明を試みる。 
 
３．研究の方法 

3T3-L1 脂肪細胞分化前後における、転写
因子、メディエーター複合体のゲノムワイド
な結合領域を ChIP-seq、核内ゲノムの 1対 1
領域間の近接関係を 3C 法、1 対多領域間の
近接関係を 3C 法と次世代シークエンサーを
組み合わせた 4C (circular chromosome 
conformation capture)-seq、遠位エンハンサ
ー欠損細胞株の作製を CRISPR/Cas9システ
ムを用いたゲノム編集技術により試みた。 

 
４．研究成果 
これまでの申請者等の検討で、3T3-L1 脂
肪細胞における ChIP-seq によるゲノムワイ
ド解析から、C/EBPα遺伝子下流の遠位領域
(＋ 3,＋ 19,＋ 22,＋ 24,＋ 50,＋ 53kb) に
PPARγ 結合部位のクラスターを同定した。
さらにC/EBPα遺伝子の遠位エンハンサー領
域とプロモーター領域に、ゲノム DNA のル
ープ形成に関わるインスレーター結白CTCF
の結合部位を見出した。Young等はマスター
レギュレーターが Cell identity を規定する
重要な遺伝子の近くにスーパーエンハンサ
ーと呼ばれるエンハンサーのクラスターを
形成し、スーパーエンハンサーにはエンハン
サーとプロモーター間を架橋するメディエ
ーター複合体が高度に集積することを報告
している (Nat Genet. 2015 Jan;47(1):8-12)。

実際に 3T3-L1 脂肪細胞における ChIP-seq
による解析から、C/EBPα遺伝子下流の遠位
エンハンサー領域にはメディエーター複合
体の高度な集積を認め、スーパーエンハンサ
ーを形成していた。ゲノム領域間の 3次元的
な近接関係を検出する 3C 法と次世代シーク
エンサーの組み合わせによりゲノムワイド
にクロマチン相互作用を検出可能な 4C-seq
による解析ではC/EBPα遺伝子のプロモータ
ーや下流の遠位領域に分化により増強する
シグナルを認め、さらに 3C 法による解析で
は遠位エンハンサーとプロモーター間に分
化により増強する近接関係を認めた。PPARγ
や CTCF のノックダウンでは同領域間の相
互作用が減弱し、C/EBPα遺伝子の発現およ
び脂肪細胞分化が抑制された。PPARγ によ
る C/EBPα 遺伝子の転写制御において、
CTCFを介したスーパーエンハンサーを有す
るクロマチンループの形成が重要である可
能性が示唆された。今後さらにゲノム編集技
術による遠位エンハンサー欠損細胞株の解
析などにより、これらの領域が C/EBPα遺伝
子の発現制御や脂肪細胞分化に果たす役割
の検討が重要と考えられる。 
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