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研究成果の概要（和文）：近年、CRISPR-CAS9システムによるゲノム編集技術、これを応用したengineered DNA-bindin
g molecule-mediated chromatin immunoprecipitation (enChIP) 法が開発され、特異的な遺伝子座に結合する核酸や
タンパク質の解析が可能となりつつある。本研究ではこれらの技術を用いて実際にβ1アドレナリン受容体遺伝子Adrb1
の遠隔エンハンサーを欠失させ、アドレナリン刺激依存的な転写誘導が見られなくなること、そして、このメカニズム
としてクロマチンの高次構造変化が損なわれることを示した。

研究成果の概要（英文）：CISPR-CAS9 system is a recently developed gene editing method and its applied 
method, namely, engineered DNA-binding molecule-mediated chromatin immunoprecipitation (enChIP) is 
beneficial to identify specific nucleotides or proteins that specifically interact to the specific gene 
loci. In the current study, using these methods, we showed that distal enhancer of β1 adrenergic 
receptor gene Adrb1, whose transcription is induced upon adrenergic stimulation and whose gene product is 
important in the activation of brown fat, interacts with Adrb1 promoter via long-lange chromatin looping: 
deletion of E1 enhancer blunted β-AR induced gene transcription and higher order chromatin structure 
changes.

研究分野： 転写因子、シグナル、エピゲノム、ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、核内の DNA やヒストンへのメチ
ル化などの化学修飾や、クロマチンの高次構
造を動的に変化させることで遺伝子の発現
を制御するという後天的な遺伝子発現制御機
構（エピゲノム）が明らかにされつつある。生
活習慣や環境因子はエピゲノムとして記憶
されるため、多因子疾患である生活習慣病発
症に重要な役割を担う (引用文献 1,2)。 
（２）遺伝子の遠距離にあるエンハンサーが、
細胞の系譜の決定や発現制御に重要なタン
パク質複合体が局在し、細胞の特異性を決定
する重要な役割をすることが明らかにされ
つつある。クロマチンが 3次元的にループ構
造をとって遠隔のエンハンサーがプロモー
ター領域に近接して転写を制御する(引用文
献 3)。 
（３）褐色脂肪細胞株においてβ１アドレナ
リン受容体 (Adrb1)が褐色脂肪細胞の機能
に重要である(図１)。発現制御に 2つの遠隔
のエンハンサー（E1 と E2）が重要であることを
見出したが、環境からの刺激でどう応答する
かは不明である。 

（３）近年 CRISPR システムを応用した
engineered DNA-binding molecule-mediated 
chromatin immunoprecipitation (enChIP) 
法が開発され(図２、(引用文献 4)、特異的な
遺伝子座に結合するDNAを解析することが可
能 と なりつ つ ある。 こ の原型 と な る
CRISPR-Cas9 システムは特定の遺伝子領域
を欠失させることを可能としたゲノム編集
のあらたな解析手法である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、（１）褐色脂肪細胞株において
β１アドレナリン受
容体 (Adrb1)で発見
した 2 つの遠隔のエ
ンハンサーがアドレ
ナリン刺激に伴い、
クロマチン高次構造
の 変 化 を 介 し て
Adrb1 発現を制御す
るかを解析する。こ
のために、遠隔エン
ハンサーE1（45kb 上
流）と E2（23kb 上流）
とプロモーター領域
と の 近 接 関 係 を
enChIP で解析する。 
（２）そして、この
遠隔エンハンサ
ーE1 をゲノム編

集で欠失させたときの遺伝子発現の反応を
解析し、仮説を検証する。 
 
３．研究の方法 
（１）enChIP 用 CRISPR 系を褐色脂肪細胞に
おいて樹立する。 
（２）これを用いてβアドレナリン刺激にと
もなう Adrb1 遺伝子プロモーター領域と相
互作用しているゲノム領域を検出する。 
（３）相互作用している領域を CRISPR-Cas9
システムで欠損させ、遠隔エンハンサーの必
要性の proof of concept をする。① 褐色脂
肪細胞のシングルセルクローニングをする。
② 欠失させるエンハンサーE1 を挟み込むよ
うにガイド RNA を作製し、Cas9 と FLAG タグ
を融合させた発現ベクターを作製する。③ 
これをトランスフェクションし、クローニン
グを行い、ゲノミック PCR によって目的の遺
伝子領域が欠失しているクローンを単離す
る。④ Adrb1の発現量を解析し、欠失した細
胞におけるクロマチン近接関係の変化を 3C
で解析する。 
 
４．研究成果 
（１）enChIP の確立とエンハンサープロモー
ター近接関係の解析。特定の領域にガイド
RNA を作製し、この領域でのタグ抗体を使っ
たクロマチン免疫沈降 (ChIP) ができるこ
とを確認した。しかしながら脂肪細胞を分化
させると ChIP 効率が思うように上がらず、
こ の 方 法 で の 解 析 手 法 は 断 念 し 、 3C 
(Chromatin conformation Capture) を樹立
した。 
3C 解析の結果、褐色脂肪細胞株でアドレ

ナリン刺激を加えると E1 とプロモーターが
近接することが明らかとなった。一方 E2 と
プロモーターは刺激とはあまり関係なく近
接している知見が得られた （Nat Commun 
2015）。 
（２）ついでこの近接関係が本当に Adrb1 の
遺伝子発現制御に関与しているか、
CRISPR-Cas9 法 によりエンハンサーE1 を欠
失させ、これによってアドレナリン刺激によ
る発現が変わるかを解析した。まず 2つのガ
イド RNA をそれぞれ 5’側、3’側で E1を挟
む形で設計し、CAS9 とこのガイド RNA を、細
胞にトランスフェクションし、シングルセル
クローニングを行った（図３）。 
ダイレクシーケンスにより設計したガイ 
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ドRNA標的配列に挟まれた領域が欠失した細
胞を見出した（図 4）。この欠失した細胞クロ
ーン4つを無作為に選びコントロールととも
に、褐色脂肪細胞へと分化誘導を行った後、
βアドレナリン受容体アゴニストである
isoproterenol (ISO) で刺激し、Adrb1の発
現量変化を解析した。ISO 刺激を加えると、
control clone はそれぞれ Adrb1の mRNA が 2
倍の上昇を示したが、E1 欠失クローン統計
学的優位な上昇が認めらなかった。 
さらに E1 欠失クローンにおいて E1と Adrb1
プロモーターとの近接作用が失われた結果、
Adrb1発現が減少し
たという仮説を検証
するため3C法により
解析した。先行研究
同様に ISO 処理によ
る E1 (-43 kb) 領域
と Adrb1プロモータ
ーとの近接関係の有意な上昇が見ら
れるが、E1 欠失クローンにおいては近
接関係の有意な上昇が認められなか
った (図 6左) 。E2（-26 kb）領域は定常的
に Adrb1 プロモーターと近接関係にあるが、
この領域においてはコントロールクローン、
E1欠失クローンともにISO処理による近接関
係の変化は認められなかった (図5、図6右) 。 
以上の結果から、Adrb1E1 はβアドレナリ

ン受容体刺激依存的な Adrb1E1 周辺領域と
Adrb1 プロモーターとの近接関係を制御して
いることが示唆された。 
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