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研究成果の概要（和文）：申請者らは転写因子ATF4 が、抗肥満・抗糖尿病効果を有するホルモンFGF21 及びFGF19 の
新規制御因子であることを見出した。本研究では、培養細胞を用いたスクリーニングによりATF4を活性化する抗肥満性
・抗糖尿病性食品成分の同定を試みた。その結果、ATF4を活性化し、FGF21、FGF19の発現を亢進する食品成分を同定し
た。またマイクロアレイを用いてATF4の新規標的遺伝子の同定を試みた。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that FGF21 and FGF19, anti-obese, anti-diabetes hormones, 
are novel target genes of transcription factor ATF4. In this study, we performed a screening study using 
cell line to identify functional food factors which activate ATF4. We found one food-derived molecule 
activates ATF4, and induces expression of FGF21 and FGF19 genes. Moreover, we attempted to identify novel 
target genes of ATF4 using microarray analysis.
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１． 研究開始当初の背景 
 

 肥満や糖尿病をはじめとする生活習慣
病の患者数は世界的に増加しており、その
予防・軽減方法の確立は喫緊の課題である。
FGF19（Fibroblast Growth Factor 19）と
FGF21 は抗肥満、抗糖尿病効果を有するホ
ルモン様因子である。FGF19 は小腸で、
FGF21 は肝臓でそれぞれ選択的に発現す
る。FGF19 と FGF21 は血中へ分泌された後
に、標的臓器（それぞれ肝臓と白色脂肪組
織）に発現する FGF 受容体とそのコファク
ターであるβKlotho を介して作用する。
特に FGF21 は糖・脂質代謝改善効果が注目
されており、そのアナログの開発が報告さ
れるなど研究が活発に行われている。 
 
生活習慣病の予防には、生活スタイル

（食生活、運動習慣など）の改善が重要で
ある。しかし、現代社会では運動する時間
の確保などが必ずしも容易ではない場合
が多く、効率的な予防・軽減の方法が必要
と考える。FGF19 と FGF21 は抗肥満、抗糖
尿病効果を有することから、食品成分によ
りこれらの発現が亢進することができれ
ば、より効果的な予防・軽減効果が期待さ
れる。我々は、転写因子 ATF4 が FGF19 と
FGF21 の新たな制御因子であることを報
告した（Shimizu et al. 2013. Biochem. 
J.）。このことから、ATF4 を活性化する食
品成分は FGF19 と FGF21 の発現を亢進し、
生活習慣病の予防・軽減へ寄与すると考え
た。 

 
２．研究の目的 

 
（１） ATF4 の活性化を評価する方法を確

立する。ATF4 は翻訳レベル、およびプロ
モーター活性での制御が報告されている
ことから、それぞれの制御領域を含むル
シフェラーゼプラスミドを構築する。
HEK293 細胞を用いて、これらのプラスミ
ドが ATF4 の活性化刺激（小胞体ストレス
など）による制御を受けるか検討する。 

 
（２） ATF4 を活性化する食品成分のスク

リーニングを行う。上記で ATF4 の活性化
を検証したプラスミドを HEK293 細胞に
導入し、我々が所有する食品成分ライブ
ラリーを添加した後にルシフェラーゼア
ッセイを行う。さらに、小腸と肝臓の培
養細胞を用いて、同定した食品成分が
FGF19 と FGF21 の発現を亢進するか検証
する。この実験より ATF4 を活性化し、か
つ FGF19 と FGF21 の遺伝子発現の亢進す
る食品由来成分の同定を試みる。 
 

（３） DNA マイクロアレイ解析を用いて
ATF4 の標的遺伝子を網羅的に解析する。
ATF4-FGF19/FGF21経路を介した抗肥満効

果を提唱する上で、ATF4 の機能の全体像
を把握することは重要である。肝臓、小
腸細胞にアデノウイルスを用いて ATF4
を過剰発現し、調整したRNAを用いてDNA
マイクロアレイ解析を行う。この実験よ
り ATF4 の標的遺伝子を網羅的に解析す
ると共に、ATF4 の新規標的遺伝子の同定
を試みる。 

 
３．研究の方法 
 
（１） ATF4 の評価系の構築 
 

転写因子 ATF4 は小胞体ストレスなど
様々な刺激により翻訳やプロモーター活
性が制御されることが報告されている。
このことより、ATF4 の翻訳制御領域（5’
非翻訳領域）を含むルシフェラーゼプラ
スミド（ATF4-ORF-luc）、及び ATF4 のプ
ロモーター領域を含むルシフェラーゼプ
ラスミド（ATF4-promoter-luc）を構築す
る。これらのプラスミドを HEK293 細胞に
導入し、既知の活性化剤である小胞体ス
トレス誘導剤（サプシガルジン）を添加
しルシフェラーゼアッセイを行う。この
実験より、ATF4 の活性化が評価できるプ
ラスミドを選定し、スクリーニングに使
用する。 
 

（２） 培養細胞を用いたATF4活性化成分の
スクリーニング 

 
上記の実験で ATF4 の活性化が認めら

れたレポータープラスミドを HEK293 細
胞に導入し、我々が所有する食品成分ラ
イブラリー（168 種）を添加し、細胞抽
出液を調製する。ルシフェラーゼ活性を
測定することにより、ATF4 の活性化を評
価する。ATF4 の活性化が認められた食品
成分に関しては、小腸と肝臓の培養細胞
を用いてウェスタンブロットによる内在
性の ATF4 の活性化（翻訳の亢進）、及び
リアルタイム PCR による標的遺伝子
（FGF19 と FGF21）の発現変動を解析する。 
 

（３） DNA マイクロアレイ解析を用いた
ATF4 の標的遺伝子の探索 

 
 ATF4 を発現するアデノウイルス
（Ad-ATF4）を構築し、ヒト肝ガン細胞で
ある HuH7 細胞に処理する。ウェスタンブ
ロットを用いた解析により、Ad-ATF4 によ
る ATF4 タンパク質発現、およびリアルタ
イム PCR を用いて既知の ATF4 標的遺伝子
（FGF21 など）の発現変動を確認する。ま
た、Ad-ATF4 を感染させた細胞より RNA を
回収し、カラムを用いて精製を行う。この
RNA を用いて DNA マイクロアレイ解析
（Affymetrix 社製）を行う。 

 



４．研究成果 
 
（１） ATF4 の評価系の構築 
 

ATF4 の翻訳（ATF4-ORF-luc）またはプ
ロモーター活性（ATF4-promoter-luc）を
既知の ATF4 活性化剤であるサプシガル
ジン（小胞体ストレス誘導剤）を用いて
検討した。上記のレポータープラスミド
を HEK293 細胞に導入し、サプシガルジン
を添加した後、細胞抽出液を調整しルシ
フェラーゼアッセイを行った。その結果、
いずれのプラスミドでも ATF4 の活性化
が確認されたが、ATF4-ORF-lucにおいて、
特に強い活性化を認めた。また、ATF4 の
活性化は主に翻訳レベルであることが報
告されていることから、ATF4-ORF-luc を
スクリーニングに使用することとした。 

 
（２） 培養細胞を用いたATF4活性化成分の

スクリーニング 
 
上記の ATF4-ORF-luc を HEK293 細胞に

導入し、我々が保有する食品成分ライブ
ラリー（168 種）を添加し、ルシフェラ
ーゼアッセイを行った。その結果、
ATF4-ORF-lucを活性化する複数の食品成
分を同定した。次に内在性の ATF4 を活性
化するか検討するため、同定した食品成
分を処理した細胞よりタンパク質抽出液
を調製しウェスタンブロットに供した。
その結果、食品成分 Aの添加でのみ ATF4
タンパク質の増加が認められた。さらに
リアルタイム PCR を用いて食品成分 A に
よる FGF19 と FGF21 の遺伝子発現変動を
検討した。FGF21 が内在性に発現する肝
細胞（HepG2 細胞）に食品成分 A を添加
した結果、FGF21 の著名な発現誘導が見
られた。一方、FGF19 が発現する小腸細
胞（Caco-2 細胞）で同様の実験を行った
結果、食品成分 A による FGF19 の有意な
発現増加が見られた。以上の結果から、
食品成分 Aは ATF4 を活性化し、標的遺伝
子である FGF19 と FGF21 の発現を亢進す
ることが示された。 

 
（３） DNA マイクロアレイ解析を用いた

ATF4 の新規標的遺伝子の探索 
  

ATF4 を発現するアデノウイルス
（Ad-ATF4）を調整し、ヒト肝がん細胞で
ある HuH7 細胞に添加した。その結果、ウ
ェスタンブロットにより ATF4 タンパク質
の増加、およびリアルタイム PCR により標
的遺伝子である FGF21 などの発現増加が
認められた。この細胞より調整した RNA
を精製し、DNA マイクロアレイ解析を行っ
た。その結果、ATF4 の既知及び複数の新
規標的候補遺伝子を同定した。いくつかの
候補遺伝子に関してプロモーター解析を

行った結果、ATF4 の標的配列である AARE
（amino acid-response element）を同定
した。また小胞体ストレス誘導剤（サプシ
ガルジン）を用いて内在性の ATF4 を活性
化した結果、遺伝子発現の有意な増加が認
められた。現在、ATF4 のノックダウン実
験により ATF4 依存的な発現制御か、マウ
スを用いた実験より個体レベルでの制御
か検証を進めている。 
 
以上の結果より、ATF4 の評価系を構築

し、ATF4-FGF19/FGF21 経路を活性化する
食品成分 Aの同定に成功した。今後は、食
品成分 Aの詳細な作用メカニズム、および
個体レベルでの食品成分 A による
ATF4-FGF19/FGF21 経路の活性化を検討す
る。さらに食品成分 Aによる抗肥満効果を
高脂肪食負荷マウスや ob/ob マウス（レプ
チン欠損マウス）などの肥満モデルマウス
を用いて検討する。DNA マイクロアレイ解
析より同定した ATF4 の新規標的遺伝子に
関しては、その詳細な制御メカニズムおよ
び機能解析を行う予定である。 
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