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研究成果の概要（和文）：FGF21遺伝子は授乳期においてPPARα活性化を介するDNA脱メチル化を受け、DNA脱メ
チル化状態が成獣期まで記憶・維持され、肥満の発症・進行の抑制に関与することが示唆された。一方FGF21ノ
ックアウトマウスにおいてPPARα活性化による肥満の抑制が減軽され、FGF2遺伝子が肥満の抑制に重要な役割を
担っていると考えられた。
CRISPR-dCas9-TET1CD系を用いてFGF21遺伝子特異的DNA脱メチル化をHepa1-6 細胞および PPARαノックアウトマ
ウスで誘導することに成功した。「エペゲノム編集」の応用が期待される。PPARα依存的DNA脱メチル化の分子
機構について検討した。

研究成果の概要（英文）：We showed that the fibroblast growth factor 21 gene (FGF21 gene), a 
metabolic hormone implicated in the regulation of energy homeostasis, is subject to peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR) α-dependent DNA demethylation in the liver during the 
postnatal period. The DNA demethylation status of FGF21 gene is relatively stable and remains into 
adulthood, which may account in part for the improvement of diet-induced obesity. Metabolic 
phenotypes were alleviated in FGF21-KO indicating that FGF21　may play a major role in the 
developmental programming of obesity. We also showed successful targeted site-specific DNA 
demethylation of FGF21 gene both in Hepa1-6 cells and PPARα-deficient mice, using the dCas9-SunTag 
and single-chain variable fragment (scFv)-TET1 catalytic domain (TET1CD) system. This study implies 
great potential of epigenome editing for novel therapies. Molecular mechanism underlying PPARα
-dependent DNA demethylation was also discussed.

研究分野： 応用健康科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、乳仔期に確立した代謝関連遺伝子のDNAメチル化状態が長期間記憶・維持され、肥満の発症・進
展に関連することを初めて示した。乳児期のエピゲノム記憶が成人期の肥満のなりやすさに影響する分子機構の
一つを明らかにした画期的な成果であると考えられる。将来の疾患の罹りやすさを予測して適切な介入により、
疾患の発症が軽くなる理想的な医療が可能とされている。またCRISPR-dCas9-TET1CD系を用いた「エペゲノム編
集」の研究は肝臓で脂質代謝遺伝子の働きを改善し、遺伝病や肝臓病などの治療への応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 研究代表者らはDNAメチル化の網羅的解析法であるMIAMI法（Microarray-based Integrated 
Analysis of Methylation by Isoschizomers）を用いた解析により、マウス乳仔期において核内
受容体型転写因子 peroxisome proliferator-activated receptor α（PPARα）が標的遺伝子の
転写調節のみならず、エピゲノム修飾である DNA 脱メチル化を制御することを見出した。さらに
母乳由来の脂質リガンドなどで活性化された PPARαは、糖脂質代謝改善作用を有する
Fibroblast growth factor 21（FGF21）遺伝子の DNA 脱メチル化を促進し、その DNA 脱メチル化
状態は「エピゲノム記憶」として長期間維持され、高脂肪食誘導性の肥満を抑制することを基盤
研究（C）（26350884、平成 26-28 年度）で報告した。しかし FGF21 そのものの生産が代謝表現
型に寄与しているかどうかは不明である。 
 
(2) 前回の基盤研究（C）ではマウス乳仔期肝臓において PPARα活性化に誘導された乳仔期まで
に確立された FGF21 遺伝子の DNA 脱メチル化状態が成獣期まで維持され、この DNA メチル化状
態が環境変化に対する Fgf21 の発現応答性を規定していることを明らかにした。しかしこの系
は FGF21 遺伝子以外に他の PPARα標的遺伝子も含まれており、Fgf21 特異的な DNA 脱メチル化
状態の機能的意義は不明である。最近、CRISPR-dCas9 に DNA 脱メチル化酵素である Ten-eleven 
translocation（TET）1の catalytic domain (CD)を融合させた系（CRISPR-dCas9-TET1CD）を用
いた塩基配列特異的な DNA 脱メチル化の導入が報告された（Nat. Biotechnol. 2016）。研究者ら
はこの系を用いて FGF21 遺伝子プロモーター領域に特異的に DNA 脱メチル化を導入し、その機
能的意義を解明する。 
 
(3) 出生を境に哺乳類のエネルギー源は糖質が中心の臍帯血から脂質が主体である母乳にシフ
トするが、それに伴い肝臓の機能は造血から代謝へと大きく変化する。その変化に応じてマウス
乳仔期肝臓において脂肪酸β酸化遺伝子の転写および DNA の脱メチル化を大きく動かしている
のが核内受容体転写因子 PPARαである。しかし、PPARαがどのようにして DNA 脱メチル化を引
き起こすのかについては未だ不明である。PGC1α（peroxisome proliferator-activated 
receptor（PPAR）gamma coactivator-1 alpha）
は核内受容体 PPARγによる転写を活性化する転
写共役因子として同定され、肝臓、褐色脂肪組織
および骨格筋などエネルギー代謝や熱消費に関
わる多くの臓器、組織に発現する。一方我々は脂
肪酸β酸化関連遺伝子が胎仔期から乳仔期のマ
ウス肝臓において、PPARα依存的な DNA 脱メチ
ル化を介して発現制御を受けていることを見出
した。しかしその分子機構は分かっていない。
PPARαは母乳由来の脂肪酸がリガンドとなって
活性化されることにより転写因子複合体を形成
し、DNA 脱メチル化因子を標的遺伝子にリクルー
トし DNA 脱メチル化を引き起こすことが想定される。PPARαの転写共役因子である PGC1αを含
む転写因子複合体の同定が、PPARαによる DNA 脱メチル化の分子機構解明のカギであると考え
られる (図 1)。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では FGF21 遺伝子のエピゲノム記憶そのものが成獣期における肥満などの生活習慣
病の発症に関連するのかを検討する。 
 
(2) FGF21 遺伝子特異的 DNA 脱メチル化の機能的意義を検討する。  
 
(3) PPARαによる DNA 脱メチル化の分子機構を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 生後 4 週の野生型マウスに高脂肪食負荷下にヒトリコンビナント FGF21 を 4 週間投与し、
その代謝表現型を解析した。また妊娠・授乳期の FGF21 ノックアウト母獣マウスに PPARαの人
工リガンド Wy14643(Wy)を投与し、生後 4 週齡の産仔に高脂肪食を 10 週間負荷し、その代謝表
現型を解析した。 
 
(2) CRISPR-dCas9 に DNA 脱メチル化酵素である Ten-eleven translocation（TET）1 の catalytic 
domain (CD)を融合させた系（CRISPR-dCas9-TET1CD）（Nat. Biotechnol. 2016）を用いて、FGF21
遺伝子プロモーター領域に塩基配列特異的に DNA 脱メチル化を導入した。まず Fgf21 特異的な
ガイド RNA をもつ GFP 標識した CRISPR-dCas9-TET1CD を作製し、マウス肝細胞株 Hepa1-6 およ



び PPARαKO マウスの肝臓に導入した。その DNA メチル化状態および Fgf21 発現の変化を解析し
た。 
 
(3) CRISPR-Cas9を用いてPPARα遺伝子の開始コドンのすぐ後にV5タグを挿入したV5-tagノッ
クイン PPARαマウスを作製した。乳仔期 V5-PPARαマウスに PPARαの人工リガンドで刺激し、
PPARαの標的遺伝子の発現をリアルタイム PCR で確認し、V5-PPAR が正常に機能するかどうかを
検討した。V5 タグの免疫共沈による PPARαと相互作用する因子を同定する。 
 
(4) PGC1α-floxed マウスおよびα1-antitrypsin-Cre マウスを用いて乳仔期マウス肝臓特異的
PGC1α欠損マウスを作製し、MIAMI 法により DNA メチル化状態を網羅的に解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) FGF21 遺伝子の DNA 脱メチル化の亢進が成獣期のエネルギー消費に直接影響を及ぼすかど
うか、ヒトリコンビナント FGF21 および FGF21 ノックアウト(KO) マウスを用いて検討した。
生後 4週野生型マウスに高脂肪食負荷下にヒトリコンビナント FGF21 を 4 週間投与したところ、
体重増加抑制効果および白色脂肪組織の重量減少を認めた。野生型マウス母獣の妊娠期から授
乳期に PPARαのリガンドである Wy を投与すると、その産仔の肝臓における FGF21 遺伝子の DNA
脱メチル化が亢進し、成獣期に高脂肪食を与えると対照群と比較して体重増加抑制や白色脂肪
組織重量の減少を認めた。一方 FGF21 ノックアウト(KO)マウスに同様の実験を行っても対照群
と Wy 投与群の体重および白色脂肪組織の重量に有意差は認められなかった。以上の結果から、
野生型マウスで認められた Wy 投与群での体重増加抑制および白色脂肪組織の重量減少は、FGF21
遺伝子の DNA メチル化状態の差異によって生じた可能性が示唆された。 
 
(2) FGF21遺伝子のDNA脱メチル化が直接代謝表現型に影響を及ぼしているかはいまだ不明であ
るため、CRISPR-dCas9-TET1CD 系を用いた FGF21 遺伝子の塩基配列 （CpG 部位）特異的 DNA 脱
メチル化を導入し、その機能的意義を検討した。 
まずマウス肝臓細胞株 Hepa1-6 において Fgf21 特異的 DNA 脱メチル化を導入することに成功し
た。Fgf21 特異的 DNA 脱メチル化は、定常状態における Fgf21 発現には影響しないが、PPARαの
活性化刺激により Fgf21 の発現を上昇させた。DNA 脱メチル化状態が進んだほうがより顕著とな
り、DNA メチル化状態は遺伝子の発現応答性を規定していることが示唆された。 
さらに CRISPR-dCas9-TET1CD 系を用いて HTVi 法により PPARα KO マウスの肝臓に Fgf21 特異的
DNA 脱メチル化を導入した。Fasting 刺激で上昇したコルチコステロンにより FGF21 の発現が有
意に上昇した。in vitro、in vivo いずれにおいても Fgf21 特異的 DNA 脱メチル化が刺激応答
性を規定し、DNA メチル化状態の程度が刺激応答量を規定していることを明らかにした。Fgf21
特異的脱 DNA メチル化の in vivo へ応用が期待された。 
 
(3) PPARαと相互作用する DNA 脱メチル化関連因子を探索ために、CRISPR-Cas9 を用いた V5-tag
ノックイン PPARαマウスを作製した。乳仔期に PPARαリガンドを刺激したところ、V5-PPARαマ
ウスにおいて PPARαの標的遺伝子 Fgf21 の発現上昇が見られ、V5-PPARαは機能的に働いている
ことが検証された。V5 タグ付加蛋白は抗 V5抗体による免疫沈降の効率が良いことが知られてい
る（J Biol Chem 2015）。授乳期の V5-PPARαノックインマウスの母獣に Wy などのリガンドを投
与し、仔の肝臓から核蛋白を抽出し抗 V5 抗体で免疫沈降を行った。現在は共同研究により免疫
沈降で得られた複合体を質量分析により解析し、乳仔期特異的リガンド刺激により活性化され
た PPARαと相互作用する蛋白因子を同定している。 
 
(4) DNA 脱メチル化関連因子に関して、DNA 脱メチル化酵素 Ten-eleven translocation（TET）
に加え、Thymine DNA glycosylase（TDG）、Methyl-CpG Domain Protein 4 (MBD4) などが知られ



ている（Nature 2013）。研究代表者は転写因子
PPARαが DNA 脱メチル化関連蛋白と相互作用あ
るかどうかについて免疫沈降法を用いて検討し
た。しかし PPARαとは DNA 脱メチル化関連蛋白
との直接相互作用は認められなかった。一方
293T培養細胞を用いた免疫沈降実験ではPPARα
と PGC1αとの相互作用を認めた（図２）。PGC1α
-floxedマウスおよびα1-antitrypsin-Creマウ
スを用いて肝臓特異的 PGC1α欠損マウスを作製
し、PGC1α欠損マウスでは出生頃から肝臓での
PGC1αの発現が欠損した（図３）。遺伝子発現お
よび DNA メチル化状態の網羅的解析を行ったと
ころ、野生型に比べ PGC1α欠損マウスの肝臓に
おいては DNA メチル化が亢進した（図４）。今後
はPGC1αによるDNA脱メチル化はPPARαとどの
ように関わるかを解析すると考えている。 
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