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研究成果の概要（和文）：FGF21遺伝子特異的にDNA脱メチル化をCRISPR-dCas9-TET1CD系を用いてマウス株細胞
およびマウス肝臓に導入しその機能的意義を検討したところ、FGF21遺伝子のDNAメチル化状態の差異は、定常状
態におけるFGF21遺伝子発現には反映されないが、FGF21遺伝子発現を活性化するような環境刺激に対する反応性
の発現応答の程度を規定することが示唆された。すなわちFGF21遺伝子のDNAメチル化によるエピゲノム制御は、
遺伝子発現のON-OFFを決める「スイッチ」ではなく、発現量のマグニチュードを決める「ボリューム」であると
考えられた。

研究成果の概要（英文）：Recently, we reported PPARα-dependent DNA demethylation of the Fgf21 
promoter in the postnatal mouse liver, where reduced DNA methylation is associated with enhanced 
gene expression after PPARα activation. However, there is no direct evidence for the effect of 
site-specific DNA methylation on gene expression. We employed the dCas9-SunTag and single-chain 
variable fragment (scFv)-TET1 catalytic domain (TET1CD) system to induce targeted DNA methylation of
 the Fgf21 promoter both in vitro and in vivo. We succeeded in targeted DNA demethylation of the Fgf
 21 promoter both in Hepa1-6 cells and PPARα-deficient mice, with increased gene expression 
response to PPARα synthetic ligand administration and fasting, respectively. This study provides 
direct evidence that the DNA methylation status of a particular gene may determine the magnitude of 
the gene expression response to activation cues.

研究分野：内分泌代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子特異的にDNA脱メチル化を導入するエピゲノム改変の研究は世界的にもまだ少なく、本研究は先駆的であ
る。CRISPR-dCAS9-TET1CD系を用いてFGF21遺伝子特異的なDNA脱メチル化を細胞とマウス肝臓に導入した。本研
究によりFGF21遺伝子のDNA脱メチル化によるエピゲノム制御の機能的意義が初めて明らかになった。また
CRISPR-dCAS9-TET1CD系とPPARαノックアウトマウスを用いた「遺伝子特異的エピゲノム改変動物」は代謝分野
において世界で初めての試みである。今後このエピゲノム改変動物を解析することにより、代謝におけるエピゲ
ノム記憶の解明につながることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Fibroblast Growth Factor (FGF) 21は主に肝臓で産生されるホルモンであり、糖脂質代謝の鍵分子
である。研究代表者らは先行研究により FGF21 遺伝子が、乳仔期のマウス肝臓において核内受
容体である peroxisome prolifertor-activated receptor（PPAR）a依存的に生理的な DNA脱メチル化
を受けることを明らかにした（Ehara T and Hashimoto K et al, Diabetes 2015）。また DNAメチル
化状態が成獣期まで維持され、「エピゲノム記憶」を呈することをみいだした。さらに妊娠期か
ら授乳期に PPARaの人工リガンドを投与した母獣からの産仔では FGF21遺伝子の DNA脱メチ
ル化が促進されており、その成獣期に高脂肪食を投与すると、対照群と比較して血清 FGF21 濃
度の有意な増加を認め、体重増加抑制および白色脂肪組織重量の減少を呈しエネルギー消費の
亢進が示唆された(Yuan X and Hashimoto K et al, Nat Commun 2018)。しかし FGF21遺伝子の DNA
メチル化状態のこの代謝表現型への直接的な影響は不明であった。 
 
２．研究の目的 
遺伝子特異的に DNA 脱メチル化酵素である Ten-Eleven Translocation1(TET1) の  catalytic 

domain(CD)
を誘導する
ことで人工
的 DNA 脱
メチル化を
導入しうる
エピゲノム
編集技術で
あ る

CRISPR-
dCas9-

TET1CD 系
（ Nat 

Biotechnol. 
2016）(図１
A)を用いて、
FGF21 遺伝
子特異的な
DNA 脱メ
チル化を、
マウス株細
胞およびマ
ウス肝臓に
導入し、単

一の糖脂質代謝関連遺伝子の DNAメチル化状態の改変が、細胞内の遺伝子発現および生体にお
ける代謝表現型にどのような影響を及ぼすかを解析することを試みた。そして単一の糖脂質代
謝関連遺伝子のエピゲノム修飾がもつ生理的、機能的意義を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、まずマウス肝臓由来の株細胞である Hepa1-6 細胞に CRISPR-dCAS9-TET1CD 系に
よって、マウスFGF21遺伝子特異的なDNA脱メチル化が導入できるかを検討した。さらにFGF21
遺伝子特異的な DNA 脱メチル化の導入が、Hepa1-6 細胞の他の遺伝子の DNA メチル化状態及
び発現にどのような影響を与えるか（オフターゲット効果の有無）をプロモーターメチル化アレ
イ及び発現マイクロアレイで検討した。これらの細胞での検討を行った上で、マウスの肝臓にお
いて CRISPR-dCAS9-TET1CD 系により、FGF21 遺伝子特異的な DNA 脱メチル化を導入した。
導入には CRISPR-dCas9-TET1CD系とガイド RNA（gRNA)がすべて組み込まれた all-in one ベク
ターを用いた。 
 
４．研究成果 
CRISPR-dCas9-TET1CD系を用いて、FGF21遺伝子特異的 DNA脱メチル化をマウス肝細胞由来
の株細胞である Hepa1-6 細胞に導入し、FGF21 遺伝子特異的な DNA 脱メチル化に成功した(図
１B, C)。gRNAは転写開始点の上流（gRNA1）、および下流（gRNA2）に設定した (図１B)。コ
ントロールとしては scramble gRNAを用いた。DNA脱メチル化効果は gRNA1と gRNA2の間で
は有意差はなかったが、gRNA1と gRNA2を両方導入すると（gRNA1+2）、DNA脱メチル化効果
は相加的に上昇した(図１C)。なお CRISPR-dCas9系による「オフターゲット効果」は極めて軽微



であった。さらに FGF21 遺伝子特異的な DNA 脱メチル化が導入された Hepa1-6 細胞における
FGF21遺伝子の発現は、対照群と比較して定常状態では発現に有意な差異は認めなかったが、核
内受容体 PPARaの特異的リガンド（SPPARMa）である K-877 (ペマフィブラート)を添加して

FGF21遺伝子
の発現を促進
す る と 、
FGF21遺伝子
特 異 的 な
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の発現は、対
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らかとなった
(図１D)。さら
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わちある遺伝
子の DNA メ
チル化状態は

刺激に対する発現応答反応の程度を規定することが示唆された。さらに in vivoでの FGF21遺伝
子特異的 DNA脱メチル化の導入とその効果を検討するため、FGF21遺伝子が高度に DNAメチ
ル化を受けている PPARaノックアウトマウスに、Hydrodynamic Tail Vein injection (HTVi)法を用
いて尾静脈から all-in one ベクターを注入した(図２A 左)。導入後 6 日に肝臓の DNAメチル化状
態を確認したところ、scramble gRNAと比較して、gRNA1+2導入群で有意に DNA脱メチル化が
誘導されており、in vivoにおいてもCRISPR-dCas9-TET1CD系を用いてFGF21遺伝子特異的DNA
脱メチル化を誘導できることが明らかとなった(図２A 右)。絶食下ではコルチコステロンの分泌
が亢進し、Glucocorticoid Receptorを介して PPARa非依存的に FGF21遺伝子の発現が上昇するこ
とが知られている。そこで PPARaノックアウトマウスを用いて HTVi4 日後から 24 時間の絶食
を行ったところ、血清コルチコステロンは scramble群、gRNA1+2群のいずれでも上昇し、かつ
この 2群で有意差を認めなかった(図２B 右)。一方、血清 FGF21濃度は、有意差をもって gRNA1
＋2群で上昇し、gRNA1＋2群では FGF21遺伝子特異的な DNA脱メチル化が誘導されたことで
コルチコステロンによる FGF21 遺伝子発現の刺激に対する応答性が上昇したものと考えられた
(図２B 左)。このように CRISPR-dCas9-TET1CD系による FGF21遺伝子特異的 DNA脱メチル化
の導入により、FGF21 遺伝子の DNA メチル化状態の差異は、定常状態における FGF21 遺伝子
発現には反映されないが、FGF21 遺伝子発現を活性化するような環境刺激に対する反応性の発
現応答の程度を規定することが示唆された。 
 
(図の説明) 
図 1  CRISPR-dCas9-TET1CD系による FGF21遺伝子特異的 DNA脱メチル化の導入 
A: CRISPR-dCas9-TET1CD系の模式図。all-in one ベクター(上段)にはガイド RNA（gRNA）に 22
アミノ酸リンカーで 5 つに分割された GCN4 ペプチドが融合した dCas9 が結合しており、スペ
ーサー（2a）を挟んで single-chain variable fragment (scFv)と super folder GFP(sfGFP)および TET1CD
が融合している。all-in one ベクター からのタンパク発現時にスペーサー（2a）部分で 2つに分
かれる。gRNA-dCas9によって標的配列近傍に誘導された 5つの GCN4 ペプチドにミニ抗体であ
る scFvが結合することで TET1CDが働き、標的配列近傍で DNA脱メチル化をおこす（下段）。 
B: マウス FGF21遺伝子（Fgf21）プロモーターと CpG サイトの位置（模式図） 
Fgf21 プロモーター周辺の CpG サイト、すなわち DNA メチル化変化を受ける部位を○で示す。
全部で 21の CpG サイトが存在する。TSS：Transcription start site（転写開始点）。網掛けは PPRE
（PPAR 応答領域）。gRNA1と gRNA2の設定位置をバー（横棒）で示す。bp:塩基対。 
C:バイサルファイトシークエンス法による Fgf21の DNAメチル化状態の解析 
トランスフェクション後 2 日目（day2）に all-in one ベクターに組み込まれている GFPを標識と
し、蛍光フローサイトメトリーにてセルソーティングを行い、バイサルファイトシークエンス法
で DNAメチル化状態を確認。白丸が DNA脱メチル化を、黒丸が DNAメチル化を受けた CpG
サイトを表す。 
D: Fgf21 mRNA発現変化 



all-in one ベクターをトランスフェクションした後の day2に K-877を投与し、day4に細胞を回収
し発現を逆転写 PCR法で確認した。**P < 0.01,***P < 0.001, ****P < 0.0001, N.S., not significant  
 
図 2 Hydrodynamic tail vein injection（HTVi）法による Fgf21特異的 DNA脱メチル化の導入と
のその機能解析 
A: all-in one ベクターをマウス尾静脈から注入し、day6に肝臓の DNAメチル化状態をバイサル
ファイトシークエンス法で確認した。白丸が DNA脱メチル化を、黒丸が DNAメチル化を受け
た CpG サイトを表す。 
B: 絶食処置による血清 FGF21（左）およびコルチコステロン濃度（右）の変化 
*P < 0.05, **P < 0.01, N.S., not significant  
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