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研究成果の概要（和文）：本研究では、骨格筋で脂肪燃焼を介したエネルギー消費を亢進する核内受容体PPARδ
について、以下のことを明らかにした。in vitroにおいてヒトの骨格筋におけるPPARδの機能を解析するため
に、培養細胞を用いた骨格筋の分化系を構築した。独自に構築したPPARδの活性を指標とするスクリーニング系
を用いて天然物由来抽出エキスを評価し、PPARδを活性化するエキスを取得した。PPARδの新たな機能制御機構
を明らかにするため翻訳後修飾に着目し、翻訳後修飾部位にてPPARδと相互作用する因子の探索を行なった。こ
れら成果は、PPARδを介したエネルギー消費の調節機構の解明に繋がる、意義深いものである。

研究成果の概要（英文）：Peroxisome proliferator-activated receptor delta (PPARδ) belongs to the 
nuclear hormone receptor superfamily. PPARδ regulates gene expression in fatty acid oxidation and 
energy expenditure. In this study, we constructed a skeletal muscle differentiation system using 
cultured cells for in vitro analysis of the function of PPARδ in human skeletal muscle. We also 
engineered reporter cell lines that can be used to quantify PPARδ activity. We then evaluated 
extracts of natural resources and found various extracts that enhance reporter gene activity. 
Furthermore, we searched for factors that interact with PPARδ. The results of these studies will 
help to elucidate the regulatory mechanism of energy consumption through PPARδ.

研究分野： 分子代謝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、近年問題となっている肥満・生活習慣病の克服に向けて、骨格筋でエネルギー消費に寄与する核内
受容体PPARδの活性制御に関する知見を得た。PPARの機能については、げっ歯類とヒトとの間で種差のあること
が知られている。構築したヒト培養細胞を用いた骨格筋分化系は、ヒトでの機能を解析する上で優れたツールに
なりうる。また、明らかにしたPPARδの翻訳後修飾と活性との関連については、これまでにない翻訳後修飾を介
した活性制御機構の開発に繋がり意義深い。さらに、同定したPPARδを活性化する天然物抽出エキスやその成分
を用いることで、エネルギー消費可能な医薬品等の開発に繋がることが期待される。
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１．研究開始当初の背景 
 近年の食生活や運動不足に起因するエネルギー過剰の状態を解消することは、生活習慣病発
症の予防に繋がる。骨格筋は糖や脂肪酸の燃焼に深く関わっている最大の臓器であり、骨格筋を
ターゲットとしたトレーニングによるエネルギー消費の促進や、トレーニング効果が得られる
薬剤の開発が健康長寿社会を実現するためには重要である。これまでに我々は、核内受容体
PPARδ の活性化が骨格筋で脂肪を燃焼し、エネルギー消費を促進することを世界に先駆け明ら
かにしてきた（Proc Natl Acad Sci USA 2003）。このように、PPARδが骨格筋の質の規定や骨
格筋における脂肪燃焼を介したエネルギー消費の亢進に関与していることから、生活習慣病の
予防・改善法を確立する上で、PPARδは理想的なターゲット分子になると考えられた。 
 PPAR には、PPARα、PPARδ、PPARγの 3 種類のサブタイプが存在する。PPARαは主に肝
臓において脂質の代謝を促し、その活性化剤であるフィブラート系薬剤が高脂血症の治療薬と
して、また、PPARγは脂肪組織において脂肪細胞の分化を担っており、そのリガンドであるチ
アゾリジン系薬剤は 2 型糖尿病治療薬として臨床応用されている。一方、PPARδに関しては申
請者らが骨格筋で脂肪を燃焼し、そのリガンドが生活習慣病治療に有効であることを報告した
ものの、PPARδ リガンドが大腸癌を促進または抑制するという相反する報告がなされるなど、
その機能には不明な点が多く残されている。従って、PPARδ を介したトレーニング効果の期待
出来る生活習慣病の予防・改善法を確立するためには、PPARδ の活性制御メカニズムの詳細な
解析が必要である。 
 
２．研究の目的 
 一般的に核内受容体は、N 末端側よりリガンド非依存的な転写制御領域、DNA 結合領域、ヒ
ンジ領域、リガンド結合領域よりなり、リガンドあるいは翻訳後修飾などによってその活性が制
御されている。PPARδ に関しては、それら領域による活性制御機構について、不明な点が残さ
れている。また、PPAR の機能については、げっ歯類とヒトとの間で種差のあることが知られて
いる。そこで本研究では、 
（1）ヒト骨格筋における PPARδの機能を解析するための培養細胞の分化系の構築、 
（2）独自に構築した PPARδ の活性を評価できるスクリーニング系を用いた活性成分の探索、
（3）翻訳後修飾による PPARδの転写制御機構の解明、 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）骨格筋はエネルギー消費において最も重要な役割を担っている臓器である。in vitro にお
ける機能解析においてはマウスやラット由来の筋分化可能な細胞株があり、それらを利用した
解析がなされてきた。一方、ヒトにおいては骨格筋由来の細胞株に関する研究が遅れている。そ
こで、ヒト横紋筋肉腫由来の細胞株を用いて、骨格筋への分化系の構築を検討する。 
 
（2）PPARδを活性化する成分を探索するために、PPARδの発現を調節できる細胞株に、PPARδ
に応答する配列とルシフェラーゼ遺伝子を持つレポーター遺伝子を組み込むことで、PPARδ の
活性を評価できるスクリーニング系を構築する。本スクリーニング系を用いて、天然物由来抽出
エキスの活性の評価を実施する。 
 
（3）PPARδの翻訳後修飾による活性への影響を調べるために、各領域を欠失した種々変異体及
びアミノ酸残基に変異を導入した PPARδを作製し、翻訳後修飾を受けるか否かを解析する。ま
た、それら変異体を用いたレポーターアッセイを行い、翻訳後修飾による PPARδの活性への影
響を明らかにする。さらに、翻訳後修飾による活性制御機構を解明するために、その領域で相互
作用する因子を探索する。 
 
４．研究成果 
（1）ヒトの骨格筋における PPARδの機能を解析す
るために、ヒト胎児横紋筋肉腫由来細胞株を用いた
分化系の構築を行った。培養条件に関して、培地に添
加する血清についてチャコール・デキストラン処理
の有無、及び添加する濃度、並びに、phorbol 12-
myristate 13-acetate（PMA）の添加の有無等につい
て検討した。また、骨格筋分化マーカーの検討も行っ
た。 
 その結果、本細胞株においては、ミオシン重鎖
（myosin heavy chain）の発現が分化の指標として
有用であることが分かった。また、チャコール・デキ
ストラン処理した血清を終濃度 10%で用い、PMA で
刺激することで、5 日後にはミオシン重鎖の発現量が
最大に達することが明らかになった（図 1）。 

 
 
図 1  ヒト培養細胞株を用いた骨格

筋分化の検討 
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 以上より、本細胞株を用いることで、効率的かつ簡便に骨格筋へと分化できる in vitro 分化系
を構築することができた。本細胞を用いた分化系は、in vitro でヒト骨格筋細胞における機能を
簡便に解析することが可能な優れたツールになると期待される。 
 
（2）これまでに樹立してきた、培地中のテトラサイクリン濃度に応じて PPARδ の発現量を調
節できる細胞株を用いて（Nucl Recept 2005）、PPARδの活性を評価できるシステムを構築する
こととした。PPARδに応答する種々のプロモーター
をルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだレポ
ータープラスミドを複数種作製し、本細胞株を用い
てレポーターアッセイを行い、感度のよいプロモー
ターを選別した。選別したレポーター遺伝子を本細
胞株に安定的に導入することで、目的とするレポー
ター細胞株を樹立した。樹立した細胞株に既存のリ
ガンドを処理して活性を評価した結果、PPARδリガ
ンド特異的かつ濃度依存的に PPARδ の活性が上昇
することを確認できた。 
 そこで、本細胞株を用いて 200 種類以上の天然物
由来抽出エキスの活性を評価した。その結果、既知
の強力な合成リガンドの活性（EC50 = 1.2 nM）には
及ばないものの、PPARδ活性を 1.5 倍以上活性化す
る抽出エキスを複数種得ることができた。これら抽
出エキス、あるいは、その成分を用いることで、
PPARδ の活性化を介したエネルギー消費ができる
医薬品や食品等の開発に繋がることが期待される。 
 
（3）PPARδの各領域を欠失した変異体を作製・発現させ、SDS-PAGE での泳動度の変化を観
察した。その結果、野生型 PPARδでは複数のバンドが認められ翻訳後修飾を受けていることが
示されたが、欠失変異体では単一のバンドしか認められなかった。この領域を詳細に解析するた
めに、翻訳後修飾を受ける可能性があるアミノ酸残基に変異を入れた変異体を種々作製した。そ
れらを用いて同様の解析を行なった結果、翻訳後修飾を受けるアミノ酸残基を同定するに至っ
た。さらに、これら変異体を用いて PPARδ の転写活性を評価した結果、PPARδ の転写活性が
変化したことから、翻訳後修飾が PPARδの活性を制御している可能性が示唆された（図 3）。 
  次に、翻訳後修飾による PPARδの転写制御機構を明らかにするために、光クロスリンク法を
利用してその領域と相互作用する分子の探索を試みた。まず、
光クロスリンク可能な非天然型アミノ酸を導入できる PPARδ
発現ベクターを種々作製し、実際に細胞内で非天然型アミノ酸
を持つ PPARδ が発現することをウエスタンブロット法により
確認した。作製した発現ベクターを用いてクロスリンク実験を
行いSDS-PAGEを行いシフトバンドの有無を確認することで、
細胞内で複合体を形成する発現ベクターを選別した。選別した
クロスリンク可能な非天然アミノ酸を導入した PPARδ 変異体
を細胞に発現させ、免疫沈降実験を行い、PPARδ複合体の精製
を行なった。得られた PPARδ 複合体について質量分析装置を
用いて解析を行なったところ、PPARδと相互作用する可能性の
ある候補因子が複数得られた。今後、これら因子による PPARδ
の機能に及ぼす影響を明らかにすることで、新たな PPARδ の
活性制御機構が解明されることが期待できる。 
 
 以上、本研究で得られた知見は、PPARδを介したエネルギー
消費の調節機構を解明する一端に繋がることから、意義深い研
究成果であると考える。 
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図 2  独自に構築したPPARδ活性評価

系を用いたスクリーニング結果 
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図 3  PPARδ の変異体を

用いた解析 
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