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研究成果の概要（和文）：PHF2 の個体内における生理機能を明らかにする為、全身性 PHF2

欠損マウスを作出した。本マウスは脂肪萎縮を示し、脂肪滴の縮小、脂肪細胞数の減少が

見られた。薬剤誘導性 PHF2 欠損マウス由来の初代培養脂肪細胞を用いた実験から、PHF2

は脂肪細胞分化を促進することを見出した。また、PHF2 は脂肪細胞分化を促進する転写

因子である C/EBPαと共役して、転写活性化する事により、脂肪細胞分化を促進している

事が明らかとなった。 

 

 

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of PHF2 in vivo, we have generated 

systemic PHF2 knockout mice. These mice had less adipose tissue compared to their 

littermates. Adipose tissue in these mice had decreased size and number of adipocytes. 

With in vitro study using primary cells from tamoxifen-inducible PHF2 KO, we have 

clarified that PHF2 promotes differentiation of adipocytes. This seemed to be through 

coactivation of C/EBPα. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、転写の調節はクロマチン制御によっ

て行われる事が急速に解明されている。ま

た、クロマチンの制御は、クロマチンを構

成するヒストンの修飾による事が分かって

いる。ヒストン修飾には、リン酸化、ユビ

キチン化、アセチル化、メチル化などがあ

り、ヒストンの種類及びアミノ酸により、

その効果は変化する。その中でも、ヒスト

ンメチル化は、転写制御に関与する最も重

要な修飾であり、H3K4 のメチル化は遺伝

子発現を正に調節し、H3K9 のメチル化は

遺伝子発現を負に調節する。ヒストンのメ

チル化は、可逆的反応であり、ヒストンメ

チル化酵素とヒストン脱メチル化酵素によ

って触媒される。 

PHF2/ARID5B は核内受容体に結合し、活

性化する転写共役因子である。PHF2 は

JmjC family に属し、H3K9me2 を脱メチ

ル化する脱メチル化酵素であるが、その活

性は protein kinase A (PKA)によるリン酸

化による調節される。PHF2 は肝細胞の核

抽出物から同定され、肝細胞における機能

が in vitro で調べられていたものの、その

個体内における機能は明らかではなかった。

様々なヒストンメチル化酵素、ヒストン脱

メチル化酵素は、脂肪細胞など、細胞の分

化決定に関与している事が知られており、

PHF2 も何らかの細胞分化に関与している

事が予想された。 

 

２．研究の目的 

PHF2 の個体内における機能を明らかにす

る事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

PHF2 の flox マウスを作出すべく、ターゲ

ティングベクターを構築した。本ベクター

を ES 細胞に導入し、サザンブロッティン

グによるスクリーニングを用い、相同組み

換え体を取得した。相同組み換え体を、

BDF1 の 8 細胞期胚とアグリゲーションす

る事により、キメラマウスを取得し、キメ

ラマウスを野生型マウスと交配させる事に

より、ヘテロマウスを取得した。本ヘテロ

マウスを CMV-Cre トランスジェニックマ

ウスと交配させることにより、全身性

PHF2 欠損マウスを作出した。また、

Actb-Flpe トランスジェニックマウスとｊ

交配させる事により、flox マウスを作出し

た。本 flox マウスを Cre-ERT2 マウスと交

配させることにより、タモキシフェン誘導

性 PHF2 欠損マウスを作出した。 

 

４．研究成果 

(1) 全身性 PHF2 欠損マウスは、DNA、RNA、

蛋白レベルで PHF2 の完全な欠損を確認出

来た。また、Cre-ERT2 マウスと交配させた

ところ、4-OHT 依存的に PHF2 遺伝子が欠損

し、発現が減少することを確認した。 

 

(2) 全身性 PHF2 欠損マウスの致死率を調

べた。出生直前の胎児の生存数は正常であ

った為、胎生致死は示さないと考えられた

が、皮膚の色が少し紫に変化しており、軽

いチアノーゼがあると考えられた。また、

二週令における生存数を調べたところ、約

1/3 の個体しか生存していない事が明らか



 

 

となった。出生後の状態を詳細に調べたと

ころ、生後 3 日までに、2/3 程度の個体が

死亡する事が明らかとなった。また、死亡

しなかった個体も出生後 2 週までに著しい

体重減少を認めた。この体重減少は成長後

も持続した。 

 

(3) 5 週令において、全身性 PHF2 欠損マウ

スの臓器重量を調べたところ、白色脂肪組

織重量の減少が見られた。これは、精巣周

囲脂肪、皮下脂肪、内臓脂肪全てで同様で

あった。精巣周囲脂肪組織の切片を作成し、

HE 染色を行い、脂肪滴の面積を測定したと

ころ、ノックアウトマウスの脂肪組織にお

いては、脂肪組織の大きさが小さくなって

る事が明らかとなった。また、脂肪組織を

osmium tetroxide で固定後 8M urea で処理

する事により単離し、脂肪組織中に含まれ

ている脂肪細胞数を数えた所、組織中に含

まれている脂肪細胞数も減少していた。ま

た、マイクロアレイを用いて遺伝子発現を

調べたところ、脂肪細胞分化に関与する遺

伝子の発現が低下している事が明らかとな

った。 

 

(4) 薬剤誘導性 PHF2 欠損マウスの脂肪組

織から stromal vascular cell (SVC)を単

離し、4-OHT 処理により PHF2 を欠損させ、

脂肪細胞への分化誘導を行った所、脂肪細

胞への分化が抑制された。これは Oil Red O

染色及び、脂肪細胞マーカー遺伝子の発現

変化によって評価した。また、PHF2 に対す

る shRNA を用いて 3T3-L1 前駆脂肪細胞の

PHF2 をノックダウンしたところ、SVC と同

様に脂肪細胞への分化が抑制された。 

 

(5) 脂肪細胞分化に重要な役割を果たす

CEBPA と PHF2 の関連を調べた。HEK293 細胞

に対して FLAG-CEBPA を過剰発現させ、免疫

沈降を行った所、PHF2 共免疫沈降した為、

CEBPAとPHF2が結合する事が明らかとなっ

た。また、3T3-L1 脂肪細胞に対する ChIP 

assay により、CEBPA 結合領域に PHF2 がリ

クルートされている事が明らかとなった。

また、PHF2 をノックダウンした脂肪細胞に

おいては、CEBPA 結合領域の H3K9me2 が増

加している事が明らかとなった。以上の事

から、PHF2 は CEBPA の転写共役因子として

脂肪細胞の分化を正に調節する事が明らか

となった。 
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