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研究成果の概要（和文）：まず、2つの異なるルシフェラーゼレポーターベクターの一方にプロモーター領域の
参照配列を、もう一方に同じ領域でSNVを1つだけもつ配列を挿入し、これらをヒト細胞株にコトランスフェクシ
ョンしてルシフェラーゼ活性の比率を評価した。次に、スクリーニングで選び出されたSNVのcis-elementに作用
するtrans因子を探索するために、転写因子だけをゲノムワイドに網羅した発現ライブラリーTranscription 
Factor Expression Library（TFEL）を独自に構築し、発現クローニングを行った（TFEL scan法）。

研究成果の概要（英文）：We searched for transcription factors binding to causal single-nucleotide 
variants (SNVs) to find the mechanism how causal SNVs around ApoA1 gene determine plasma HDL levels.
 35 candidates for causal SNVs were selected on the basis of their allele frequency. Among these, 
SNV #33 nearly doubled the ratio of luciferase activities in HepG2 cells. Next, two rounds of TFEL 
scan revealed that two transcription factors out of 1588 TFs bound to SNV #33. After assessments of 
reproducibility, we identified TFEL clone #1193 as a novel transcription factor regulating the gene 
expression level of ApoA1. Overexpression of TFEL clone #1193 in HepG2 cells increased endogenous 
ApoA1 expression. We identified not only the causal SNV that affected the transcription of ApoA1 
gene but also the transcription factor that bound to this causal SNV and determined the expression 
level of ApoA1 gene.

研究分野： 応用健康科学

キーワード： 生活習慣病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血中HDLレベルを規定するcausal SNVの探索を目的に、TFEL scan法を用いてApoA1のプロモーター領域のSNVを解
析した。同定された転写因子をヒト細胞株で過剰発現したところ、内因性のApoA1遺伝子の発現が増加した。
ApoA1のプロモーター領域にあり、転写活性に影響を与えるSNVと、この部位に結合してApoA1遺伝子の発現を制
御する転写因子を同定した。また、同定されたSNVがもたらす肝細胞での効果を検討するために、CRISPR/Cas9に
よる相同組換え修復を利用してSNVを導入する実験系の構築を進めた。

※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 
 次世代シークエンサーは世界中で膨大な量の塩基情報を生み出しており、医療のみならずヘ
ルスケアへの応用が期待される。この第一歩は、次世代シークエンサーから得られた塩基情報と、
人種や地域、生活習慣など様々な環境下で得られる表現型を組み合わせる解析である。こうした
遺伝統計学的な解析によって得られた知見をさらに、生活習慣病の個別化医療や予防医療に役
立てるためには、真に機能を有する「疾患関連変異」の機能解析を分子生物学的な実験によって
進める必要がある。すなわち遺伝統計学的に疾患との関連が見出された変異が、どのような生物
学的メカニズムによって疾患をもたらすのかを証明する研究である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、エンハンサーやプロモーターといった遺伝子制御部位に位置する一塩基バリア
ント（single-nucleotide variant: SNV）が、血中 HDL レベルを規定するメカニズムを実験的に
解明することを目的とした。善玉コレステロールとして知られる HDL コレステロールを血液中
で輸送している「高密度リポタンパク質（HDL）」に着目し、その主要構成タンパク質であるアポ
リポタンパク質 A-I（ApoA1）を対象とした。 
 
 
３．研究の方法 
 まず、ApoA1 遺伝子のプロモーターに位置する SNV の中から、転写活性に影響を与える causal 
SNV の探索を試みた。2 つの異なるルシフェラーゼレポーターベクターの一方にプロモーター領
域の参照配列を、もう一方に同じ領域で SNV を 1 つだけもつ配列を挿入し、これらをヒト細胞株
にコトランスフェクションしてルシフェラーゼ活性の比率を評価した（図 1）。次に、転写因子
だけをゲノムワイドに網羅した発現ライブラリー「Transcription Factor Expression Library
（TFEL）」を独自に構築し、見出された causal SNV が位置する DNA エレメントに結合する転写因
子の同定を進めた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 ルシフェラーゼ活性の評価 
水色で示された部分が、プロモーター領域の配列。2種類のルシフェラーゼ 

レポーターベクターのうち、片方に SNV をもつプロモーター領域を挿入する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2  TFEL scan 法 
転写因子が、プロモーター領域（水色）や評価する DNA エレメント（ピンク色）に結合し、 
ルシフェラーゼ（橙色、黄色）が発現する。SNV の有無により、発現量に差が生じうる。 

 



４．研究成果 
 HDL の主要アポリポタンパクである ApoA1 のプロモーターに位置し転写活性に影響を与える
SNV を新たに同定した。そして、この SNV が位置する DNA エレメントに TFEL #1193 という転写
因子が結合して ApoA1 の転写を正に制御することを明らかにした。これらの結果をもとに、TFEL 
#1193の機能解析を進めた。また、同定されたSNVがもたらす肝細胞での効果を検討するために、
CRISPR/Cas9 による相同組換え修復を利用して SNV を導入する実験系の構築を進めた。 
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