
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６１２

基盤研究(C)（一般）

2016～2013

代謝カスケード調節遺伝子KLF14の転写制御機構・生理機能の解明

KLF14 biology: its physiological roles and transcriptional regulation

１０４１５５５７研究者番号：

中林　一彦（NAKABAYASHI, Kazuhiko）

国立研究開発法人国立成育医療研究センター・周産期病態研究部・室長

研究期間：

２５４６０４０９

平成 年 月 日現在２９   ６ ２１

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：KLF14は代謝関連遺伝子群のマスター制御因子であり、近傍SNPが複数の代謝関連疾患
感受性を示す。脂肪組織におけるKLF14の生理機能を明らかにすること、Mest-Klf14インプリント遺伝子クラス
ターの発現制御機構を解明する体制を整えること、を目的として研究を実施した。ノックアウトマウス解析によ
り、KLF14が肥満誘導時の白色脂肪組織リモデリング制御に関与することを発見した。ゲノム編集技術により、
Mest-Klf14クラスターのインプリント制御領域を欠失させたマウス系統の作出に成功した。

研究成果の概要（英文）：KLF14 has been proposed to act as a master regulator of key metabolic genes 
in adipose tissue. Cis-regulatory SNPs in the KLF14 locus are associated with susceptibility to 
multiple metabolic diseases including T2D. We aimed to elucidate physiological functions of KLF14 in
 the white adipose tissue (WAT), and to establish materials and methods to study molecular 
mechanisms underlying imprinted gene expression of Mest and Klf14 genes, which are located within a 
200kb genomic interval.
We revealed that KLF14 involves in controlling obesity-induced inflammation in WAT by analyzing the 
phenotype of Klf14 knockout mice. We also successfully established mouse lines with a targeted 
deletion of the germline differentially methylated region at the Mest promoter region, which is 
expected to play a central role in the regulation of imprinted expression of Klf14.

研究分野： ゲノム科学
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１．研究開始当初の背景 
 多因子疾患とゲノムインプリンティン
グ：インプリント遺伝子（または遺伝子群）
の変異・欠失や発現制御機構の破綻が胎児・
胎盤の発育異常、成体での代謝・行動異常な
どを引き起こすことは、これまでに主に希少
インプリンティング疾患や遺伝子改変マウ
スモデルの解析から明らかにされてきた。イ
ンプリント遺伝子の異常が希少疾患に限ら
ず、ありふれた（罹患率の高い）疾患にも関
与していることを直接・間接的に示す報告が
相次いでいる。近年の全ゲノム関連解析で、
複数の糖尿病感受性ゲノム領域がインプリ
ント遺伝子クラスター内に同定された
（DLK1-MEG3領域内のI型糖尿病感受性多型, 
KCNQ1 遺伝子内, H19 遺伝子近傍、KLF14 遺伝
子上流の II 型糖尿病感受性多型）。これらの
疾 患 感 受 性 多 型 で は parent-of-origin 
effect（父親か母親のどちらか一方から伝達
された場合のみ疾患との関連がみられるこ
と）が確認されている。また、マウス脳のト
ランスクリプトーム解析により全遺伝子の
5%程度（non-coding RNA を含む 1300 遺伝子）
が親由来依存的なアレル間発現バイアスを
示すことが明らかになった(2)。脳神経系の
発達・機能におけるインプリント遺伝子群の
重要性が提唱されていたが、この報告はその
仮説を後押しし、インプリント発現制御機構
の破綻が精神神経疾患に関与する可能性を
示唆する。インプリント遺伝子群の発現制御
機構・生理機能の解明は、肥満、糖尿病、神
経疾患、がんなどの発症機序の解明に直結す
る可能性を秘めている。 
 
２．研究の目的 
 申請者のこれまでの研究成果を発展させ
ると同時に上記のような学術的背景も考慮
し、本研究では主に脂肪組織における Klf14
の生理機能を明らかにすること、Mest-Klf14
インプリント遺伝子クラスターの染色体ド
メインレベルでの発現制御機構を解明する
ことを研究目標とする。 
（１）Klf14 生理機能の解明：Klf14-KO マウ
スおよび野生型コントロール由来の脂肪組
織について発現マイクロアレイ解析により
発現変動遺伝子群を同定し、それらの機能的
特徴を明らかにする。肥満・代謝関連の表現
型を解析し、Klf14-KO マウスがメタボリック
症候群モデルとして有用であるか否かを評
価する。 
（２）インプリント発現制御機構解析：
Mest-DMR 欠損マウス系統を作出・解析し、
Mest-DMRが200kb離れたKlf14遺伝子のイン
プリント発現を制御する体制を整える。 
 
３．研究の方法 

（１）Klf14 ノックアウトマウス解析 
①米国 Knockout Mouse Project より入手し
た Klf14-KO マウス系統を解析する。KO アレ
ルでは Klf14 の ORF が LacZ に置換されてお
り、LacZ は Klf14 内在性プロモーター依存的
に発現する。ガラクトシダーゼアッセイによ
り胎仔期・新生仔期・成体期における Klf14
の発現プロファイルを作成する。 
②II型糖尿病感受性を示すKLF14遺伝子上流
多型（rs4731702）のリスクアレルは、脂肪
組織におけるKLF14発現量低下ならびにイン
スリン抵抗性との関連を示す。そこで、
Klf14-KO マウスの糖尿病関連表現型の有無
を検討すべく、インスリン負荷試験、経口糖
負荷試験を実施する。また体重・脂肪組織重
量の変化、脂肪細胞肥大化について検討する。
これらの解析は通常食餌ならびに高脂肪食
条件下で実施する。 
③Klf14-KO マウスおよび野生型コントロー
ル由来の脂肪組織について発現マイクロア
レイ解析により発現変動遺伝子群を同定し、
Gene Ontology 解析やプロモーター配列解析
によりそれらの機能的特徴を明らかにする。 
（２）Mest-DMR 欠失マウス系統作出 
 父性発現遺伝子 Mest のプロモーター領域
CpG アイランドは germline DMR であり、母方
アレルがメチル化されている。母性発現遺伝
子 Klf14 は Mest-DMR から約 200kb の距離に
位置している。Mest-DMR(3kb 領域)を標的と
するジーンターゲティングにより Mest-DMR
欠損 ES 細胞クローンを取得する。 
 
４．研究成果 
（１）白色脂肪組織における KLF14 の生理機
能解明 
 高脂肪食負荷（投与期間 8 週間）後の
Klf14-/-♂個体群並びにコントロール
（Klf14+/+♂）群由来の組織を対象とした発
現アレイ解析から、Klf14-/-マウス由来白色
脂肪組織で炎症関連遺伝子群、細胞周期関連
遺伝子群の発現が高頻度に低下しているこ
とを見出した（図 1)。KLF14 が肥満誘導時の
白色脂肪組織リモデリングに関与しており、
KLF14 ノックアウトマウスでは肥満誘導時の
白色脂肪前駆細胞の増殖能が低下している
可能性が考えられた。そこで、Klf14-/+♂個
体 (母方アレル Klf14 が欠失しており、父方
アレル Klf14 は発現しない）並びにコントロ
ール（Klf14+/+♂）群に対してより長期間の
高脂肪色負荷実験（投与期間 24 週間）を実
施した。それらの個体の白色脂肪組織の解析
を継続し、Klf14-/+♂個体由来の脂肪組織で
は、コントロールと比較して脂肪細胞サイズ
分布が異なること、具体的には小型細胞（前
駆細胞）が減少し、成熟細胞が肥大化してい
ることを見出した。KLF14 ノックアウトマウ



スにおいては、高脂肪食負荷時の白色脂肪組
織における脂肪蓄積能が低下している可能
性が考えられる。 

（２）Mest-DMR ノックアウトマウスの解析 

 Crispr-Cas9 システムによる受精卵ゲノム
改変により、Mest-DMR 欠失系統を 2 系統、
Mest-DMR 逆位系統を 1 系統樹立した。
Mest-Klf14 のクロマチン相互作用を野生型
マウス・Mest-DMR ノックアウトマウスで解析
するに際し、マウスES細胞をモデルに4C-seq
法（遠距離クロマチン相互作用を検出する方
法の一つ）の実験プロトコール・データ解析
プロトコールを整備した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1: 発現アレイ解析 
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