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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、エネルギー代謝シグナルの解析のための個体を用いた定量系 (in vivo Ad
-luc解析法)を確立してきた。さらにゲノム上の全転写因子を網羅する発現ライブラリー (TFEL：Transcription Facto
r Expression Library) を独自に開発し、それを用いた転写複合体解析法(TFEL scan法)を確立した。これらの独自の
手法にもとづき、摂食応答や肥満応答など、個体レベルでのみ解析可能なエネルギー代謝シグナルについて、それらが
投射されるゲノム領域を同定を進め、さらにその領域上における転写調節機構の解明を行った。

研究成果の概要（英文）：The principal investigator has established a quantitative system that combines 
adenovirus-mediated transduction of luciferase reporter gene into the liver with in vivo imaging system 
(IVIS) technique (in vivo Ad-luc analytical system) to create an intra-organ assay system for the 
analysis of energy metabolism and metabolic signals. Moreover, we have developed the Transcription Factor 
Expression Library (TFEL), which covers all known transcription factors encoded by the mouse genome, and 
created a method for the analysis of transcription complexes using this library (TFEL scan method). We 
employed these methods to identify the genomic regions acted upon by a range of signals related to energy 
metabolism and elucidated the mechanisms underlying the metabolic control of gene expression.

研究分野：代謝学、栄養学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) ゲノム上のどこが大事か？ 
 近年、ヒトを含む多くの生物種のゲノム情
報が解読され、さらに比較ゲノム学的手法や
全ゲノム相関研究(GWAS)などの進歩により、
ゲノム上の重要箇所、特に蛋白質をコードし
ない非コード領域の重要箇所が次々に明ら
かになってきている。このようなゲノムワイ
ドの情報をベースとして、そこにさらに我々
独自の in vivo imaging手法を用いた「in vivo 
Ad-lucプロモーター/エンハンサー解析手法」
という「生きたマウスの中で cis 配列解析を
する新たなアプローチ」を重ねることにより、
代謝シグナルが投射されるゲノム領域を高
精度に特定できることを我々は実証してき
た (Nat Cell Biol, 2004; Nat Med, 2006, 
2007; JBC, 2010)。 
 
(2) ゲノムはどのように読まれるか？ 
 次に、「ゲノム上のその箇所」は一体どの
ように「読まれる」のか？という点が重要で
あるが、この点についても未解明のことが圧
倒的に多い。多くの場合、複数の転写因子や
cofactor/mediator などが一塊となった転写
因子複合体が形成されて、そこにゲノム上の
その箇所に特異的な遺伝子発現制御機能が
発揮されているものと想定されている。 
 我々は、上述の「in vivo Ad-luc解析手法」
で特定された機能性領域上で、実際にどのよ
うな転写因子複合体が形成され、遺伝子発現
制御が行われているのかを効率的に解明し
ていくために、転写因子をゲノムワイドに網
羅する発現プラスミドライブラリ TFEL 
(Transcription Factor Expression Library)
を独自に構築し、転写因子複合体の実態解明
に取り組んできた。具体的には、Srebf1c 遺
伝子上流の重要な機能性 cis-element を特定
し、そこに LXR/KLF15/RIP140複合体が形
成されて、絶食時の代謝変化に応じた遺伝子
発現制御が行われていることを最近、明らか
にした。 
 
(3) TFEL (Transcription Factor Expression 
Library)とは 
 TFEL (Transcription Factor Expression 
Library)とは、転写因子複合体解明のための
技術基盤として申請者らが数年がかりで独
自に開発してきた、転写因子を網羅する発現
プラスミドライブラリのことである。理研の
マウス完全長 cDNA プロジェクトの成果産
物である FANTOM-1/2/3 ライブラリから転
写因子ファミリーと予想された 1588 クロー
ンの供給を受け、pcDNA3.1発現ベクターへ
1つ 1つ手作業で載せ換えて、発現プラスミ
ドライブラリを構築した。このライブラリを
活用した発現クローニング手法 (「TFEL 
scan」)により、転写因子複合体の構成因子を
効率よく同定できるようになった。 
 

２．研究の目的 
  上述のような我々独自の方法論を用い
て、様々なエネルギー代謝シグナルが投射さ
れるゲノム上の領域をマウス個体の中で特
定し、さらにその領域上にどのような転写因
子複合体が形成され、実際にどのようなメカ
ニズムで代謝シグナルがそこでの遺伝子発
現制御に反映されているのか、その実体を解
明することを目指す。おそらく複数の調節機
構がカスケードとしてタンデムに連なって
いる場合もあれば、情報が分岐または統合さ
れたり、全体として複雑なネットワークを形
成しているものと予想されるが、ひとつひと
つの過程を丹念に明らかにしていく作業の
積み重ねが必須であると考えている。また、
糖・アミノ酸代謝などの代謝物が転写因子複
合体の修飾基の供与体として最も根源的な
代謝シグナルの起点となっている可能性に
ついても視野に入れながら、今回の研究領域
内での共同研究等も含め、複眼的思考で解明
を行っていく。 
 このようなプロセスを経て、最終的な目標
としては、エネルギー貯蔵・消費バランス制
御の調節機構の本質を明らかにすることを
目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) in vivo Ad-luc による代謝シグナル投射
領域の特定 
①中性脂肪合成の転写調節カスケードの解
明 
 中性脂肪合成系諸酵素遺伝子の発現調節
に重要な役割を担う転写因子 SREBP-1c のさ
らに上流の転写調節機構解明を進めるため、
我々が解明した KLF15 による調節の、さらに
上流の制御メカニズムの解明を行う。具体的
には KLF15 遺伝子のプロモーター/エンハン
サー領域と予測される領域に対して、詳細な
in vivo Ad-luc 解析を行うことにより、KLF15
遺伝子発現の栄養代謝調節に重要な機能性
cis-element を高精度に特定する。 
・KLF15 プロモーター/エンハンサー領域のク
ローニング 
 KLF15のプロモーターは数kb離れた2箇所
が知られている。それぞれに上流 1kb 程度の
領域をクローニングし、シークエンス確認を
行う。 
・アデノウイルスベクターへの組み込み 
 上記領域を pENTR4 ベクター経由で
pAd/PL-DESTにluciferaseレポーター遺伝子
とともに載せ、アデノウイルスに構築する。 
・in vivo Ad-luc 解析 
 上記アデノウイルスを経静脈的にマウス
に注射し、肝臓にレポーター遺伝子を発現さ
せる。Xenogen 社の in vivo imaging system 
(IVIS)を用いて luciferase 活性を測定し、
cis-element の機能評価を行う。 
 
②糖新生系・アミノ酸代謝系の転写調節カス



ケードの解明 
 前述の中性脂肪合成系の転写調節機構解
析を進めてきた中で、「絶食シグナル」の重
要性が改めて認識されてきている。そこで、
「絶食シグナル」の影響の及ぶ範囲全般に解
析対象を広げ、脂質合成系だけでなく、糖新
生系やアミノ酸代謝系にも範囲を広げて、中
性脂肪合成系同様の in vivo Ad-luc 解析を
行う。 
 
(2) TFEL scan による転写因子複合体解明 
 中性脂肪合成系諸酵素遺伝子の発現調節
に重要な役割を担う転写因子 SREBP-1c のさ
らに上流の転写調節機構を解明するため、既
に 我 々 が 明 ら か に し て き た
LXR/KLF15/RIP140 複合体について、メチル化
やアセチル化などの修飾やそれを介した調
節系についても検討を加える。 
 
(3) 転写因子複合体の分子修飾の探索 
 上記により解明された転写因子複合体に
ついて、さらに分子修飾の探索を行い、SAM、
ATP、NAD+のような hub metabolites（生命素
子)との関わりの解明を進める。 
 
４．研究成果 
 
(1) in vivo Ad-luc による代謝シグナル投射
領域の特定 
①中性脂肪合成の転写調節カスケードの解
明 
 KLF15 遺伝子のプロモーター/エンハンサ
ー領域と予測される領域に対して、詳細な in 
vivo Ad-luc 解析を行った結果、KLF15 遺伝
子発現の栄養代謝調節に重要な機能性
cis-element を高精度に特定することが出来
た。 
 
②糖新生系・アミノ酸代謝系の転写調節カス
ケードの解明 
 糖新生系酵素の遺伝子発現調節機構の代
謝シグナル投射領域の解析を行い、KLF15 の
結合部位を特定することができた。 
 
(2) TFEL scan による転写因子複合体解明 
 TFEL scan 法により、KLF15 遺伝子上流の
代謝シグナル投射領域に対する転写因子複
合体の解析を行った結果、いくつかの転写因
子からなる、新たな転写複合体を同定するこ
とができた。 
 
(3) 転写因子複合体の分子修飾の探索 
 上述の転写複合体の構成因子に対して、質
量分析器による分子修飾の探索を行った結
果、未知のリン酸化やアセチル化などのアミ
ノ酸残基修飾箇所を発見することができた。 
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