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研究成果の概要（和文）：代謝に重要なRNA結合タンパク質のスクリーニングを行った結果、FGF21およびPGC-1
αレポーターを上昇させるZF-1を同定した。ZF-1ノックアウトマウスを作製し高脂肪食による肥満モデルを行っ
た結果、ノックアウトマウスの体重増加が減少し、ZF-1が代謝に関与している可能性が示された。またルシフェ
ラーゼ遺伝子の3’-UTRに約5000の全長cDNAを挿入したレポーターライブラリーを用いて転写後制御因子の標的
遺伝子をスクリーニングするシステムを開発し、ZF-1の標的遺伝子解析を行い、ZF-1が炎症性サイトカインの発
現を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： High throughput screening using RNA-binding protein (RBP) gene library 
including 1,200 RBP genes and reporter vectors in which the luciferase gene included 3'UTRs of FGF21
 and PGC-1α in its 3'UTR was performed, and identified ZF-1 as a positive regulator of both FGF21 
and PGC-1α reporters. ZF-1 knockout mice gained less weight than wild-type mice on high-fat diet 
model. In addition, we developed reporter library system, which is a target screening system for 
post-transcriptional regulators using reporter library in which included about 5,000 full-length 
cDNA in the 3'UTR. This system identified that ZF-1 promotes the inflammatory cytokines.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、代謝に関わる可能性のある遺伝子としてZF-1を同定した。ZF-1は機能不明なRNA結合タンパク質
であり、ノックアウトマウスでは高脂肪食モデルによる体重増加が少ないことから代謝に関わる重要な遺伝子で
あることが考えられる。またZF-1は代謝に重要なFGF21やPGC-1α、炎症性サイトカインを制御している可能性が
示唆された。ZF-1による転写後制御機構は、これまで分かっていない代謝制御メカニズムの1つである可能性が
あり、肥満やメタボリックシンドロームに関わる新たな分子機構の解明に繋がる可能性がある。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
	 近年の食生活の欧米化や運動不足に伴い、我が国では生活習慣病の原因となり得る肥満の罹
患率が増加の一途をたどっている。肥満は、エネルギー代謝のバランス異常により組織内での
脂質が過剰蓄積することにより生じる。近年、寒冷刺激などにより白色脂肪組織中にエネルギ
ー消費を促す褐色脂肪様細胞（ベージュ細胞）が誘導されることが明らかとなり、肥満治療へ
の応用に期待が高まっている。このベージュ細胞化に関わる因子はいくつか同定されているが、
その中で脂肪組織・骨格筋・マクロファージ・肝臓などの各臓器・細胞間において、生理活性
物質を介したクロストークが代謝機構に重要であることが明らかとなってきた。FGF21 は、
筋・脂肪・肝細胞などで発現する分泌タンパク質で、筋細胞や脂肪細胞から寒冷刺激や運動に
より分泌され、グルコース取り込みの促進、白色脂肪細胞の褐色脂肪化 (ベージュ細胞化)、エ
ネルギー消費の亢進、脂肪量低下の促進などの効果を持つ重要なサイトカインであることが示
唆されているが、我々は、この FGF21を AU-rich element (ARE)を介して制御する RNA結
合タンパク質 (RBP)を、遺伝子ライブラリーを用いたスクリーニングにより明らかにした。さ
らに、白色脂肪細胞の褐色脂肪化を促すマイオカインである Irisin や、褐色脂肪化に関わる
UCP-1 遺伝子などの発現誘導に関わる代謝に重要な転写コファクターである PGC-1αは、脂
肪細胞において FGF21刺激により mRNA量の変化は見られないが、タンパク質量の増大が見
られることが報告されている (Fisher et al. Gene Dev 2012)。これらの結果は、代謝制御に重
要な FGF21や PGC-1αが積極的に転写後調節を受けている可能性を示唆している。しかしな
がら、これら遺伝子の転写後制御メカニズムについては良く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
	 我々は、1,126 個の、転写後制御の中心
的エフェクターである RBP の発現ベクタ
ーライブラリー (RBP ライブラリー)を構
築し、本 RBP ライブラリーと、ルシフェ
ラーゼ遺伝子の UTR を、興味ある遺伝子
の UTR に置換したレポーターベクターを
用いた High through-put transfection 
screening (HTS)を開発した (図 1)。本研
究では、①RBP ライブラリーを用いた
HTS法による、FGF21および PGC-1αの
転写後制御因子の同定、②スクリーニング
により同定した RBP の CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いたノックアウトマウスの作
製・解析および、③細胞・分子レベルでの
機能解析を行い、代謝制御に重要な新規
RBPを同定し、個体・分子レベルで代謝に
おける機能を明らかにすることを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
	 代謝に関与する転写後制御因子を同定するために、１万遺伝子以上の発現ベクターライブラ
リーから、Gene	Ontology における機能が RNA	binding となっているもの、RNA 結合タンパク質	
(RBP)に多く見られるモチーフであるジンクフィンガーを有している遺伝子を 1,126 個ピック
アップした RBP ライブラリーを構築した。転写後制御を受けていることが予想される、代謝機
構に重要な遺伝子である PGC-1αおよび FGF21 の 3'UTR 領域をホタルルシフェラーゼ遺伝子の
3'UTR に挿入したレポーターベクターを作製し、このレポーターベクターと、内部コントロー
ル用のウミシイタケルシフェラーゼベクター、RBP ライブラリーを 384-well	plate 上で 293FT
細胞にコトランスフェクションし、48 時間後に Dual-Glo	luciferase	assay	system	(Promega)
を用いてそのレポーター活性を計測した。PGC-1α又は FGF21 の 3'UTR を挿入したレポーターの
活性を上昇あるいは低下させる RBP を抽出し、96-well	plate スケールでの二次スクリーニン
グによって確認した。上記スクリーニングで同定された RBP について、CRISPR/Cas9 システム
を用いたノックアウトマウスの作製・解析を行った。	
	 また、RBP の機能を明らかにする上で重要な標的遺伝子について、FGF21 や PGC1α以外につ
いても調査する。標的遺伝子の同定方法として、RNA-seq などのトランスクリプトーム解析、
CLIP	(UV	cross-linking	and	immunoprecipitation)や RIP	(RNA	immunoprecipitation)などの
RBP と標的 RNA の結合解析、RBP の結合配列からの予測を、単独あるいは複合的に用いて行うこ
とが主流である。しかしながら、トランスクリプトーム解析では翻訳制御 RBP の場合、標的 mRNA
の発現の変化がなくタンパク質レベルでのみ発現が変化する場合、同定が困難である、RBP と
RNAの結合解析では必ずしも機能的な標的となっていないRNAも検出されてしまう場合がある、
結合配列からの予測では未知の RBP では使用できないなどの問題点がある。我々は、ルシフェ
ラーゼ遺伝子の 3'UTR に全長の cDNA を挿入したレポーターライブラリーを構築し、興味ある転
写後制御因子の発現ベクターと細胞に導入してルシフェラーゼアッセイベースのスクリーニン

384-well		
RBP�
��
�	
(1,126	clones)�

Transfection	
	
	
			pRL-SV40	(Renilla	luciferase)	
			FuGENE	HD		
			293FT	cells	

SV40p�

�����	3’UTR	�

Luciferase	assay	(48h�)	
				Dual-Glo	system	(Promega)	

Luc� polyA�

	1				High-throughput	transfection	
screening	(HTS)	system�



グを行う新しい転写後制御因子の標的
遺伝子スクリーニング方法の開発を試
みた。本手法は、ルシフェラーゼ活性を
測定することで評価するため、タンパク
質レベルの変化が観察でき、活性変化を
伴う標的を同定することが可能で、また
結合配列の分からないものでも評価可
能であるという利点がある。	
	
４．研究成果	
	 FGF21 および PGC-1α の 3’UTR をルシ
フェラーゼ遺伝子の 3’UTR に挿入した
レポーターを作製し、約 1200 個の RNA
結合タンパク質	(RBP)遺伝子やジンク
フィンガータンパク質などを含んだ、
RBP ライブラリーを用いて、ハイスルー
プットスクリーニングを行い、FGF21 お
よびPGC-1αの発現を変化させる遺伝子
のスクリーニングを行った。その結果、
FGF21 および PGC-1α 両方のレポーター
活性を上昇させる遺伝子として、zinc	
finger 型の RNA 結合タンパク質である
ZF-1 を同定した。また ARE に変異を導入
したFGF21レポーターベクターを用
いたルシフェラーゼアッセイより、
ZF-1はAREを介してFGF21を制御し
ていることが示された。本遺伝子に
ついて、CRISPR を用いて本遺伝子の
ノックアウトマウスを作製した。
ZF-1 ノックアウトマウスは、問題な
く発生し、出生後の体重についても
変化はなかった。しかし、ZF-1 ノッ
クアウトマウスを用いて高脂肪食
負荷による肥満モデルを行った結
果、ZF-1 ノックアウトマウスの体重
増加は、野生型と比べて減少するこ
とが分かった	(図 2)。以上の結果か
ら、ZF-1 が代謝に関与している可能
性が示された。	
	 また転写後制御因子の標的遺伝
子を同定する新しいシステムの開
発に成功した。ルシフェラーゼ遺伝
子の 3’-UTR に、約
5000の全長cDNAを挿
入したレポーターラ
イブラリーを作製し、
興 味 あ る RBP や
microRNA	 (miRNA) な
どとともに細胞へ導
入することで、レポ
ーター活性からその
ターゲット遺伝子を
スクリーニングする
システムである	(図
3)。これを用いてが
ん抑制 miRNA として
よく知られ、標的遺
伝子が多く同定され
ている miR-34a を含
む miRNA の標的遺伝
子の同定に成功した
(図 4;	 Ito	 et	 al,	
PNAS	 2017;	
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Mitsumura	and	Ito	et	al,	Blood	Adv	2018)。また RBP への応用が可能であることを、よく知
られている RBP である TTP を用いた解析により明らかにした。本システムを用いて ZF-1 の標的
遺伝子の解析を行った。その結果、ZF-1 が TNFαなどの炎症性サイトカインの発現を促進して
いる可能性を明らかにした。	
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