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研究成果の概要（和文）：  生体の発達、分化、ならびに糖･脂質代謝などエネルギー恒常性の維持に重要な役割を果
たす核内ホルモン受容体の作用には、転写共役因子が必須である。近年、私達は核内受容体であるペルオキシソーム増
殖剤活性化受容体 (PPARγ)の新規転写共役因子PDIP1を同定し、このPDIP1を欠損したマウスが高脂肪食摂取による肥
満や脂肪肝になりづらいことを見出した。本研究では、PDIP1欠損による抗肥満効果の病態を明らかとし、更にPDIP1に
結合する新規転写共役因子を同定し、その脂肪細胞分化における機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Nuclear hormone receptors play fundamental roles in development, differentiation, 
and energy homeostasis in a body and require a variety of transcriptional coregulators to exert their func
tion.   We recently isolated PDIP1, a novel coregulator of peroxisome proliferator-activated receptor gamm
a and found that PDIP1 knockout mice are protected against high-fat diet-induced obesity and fatty liver. 
 In the present study, we examined the mechanism underlying the anti-obesity effect of PDIP1 deficiency.  
In addition, we identified a novel coregulator that interacts with PDIP1 and analyzed its role in adipocyt
e differentiation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 メタボリック症候群は内臓脂肪蓄積を伴
う肥満、高血圧、高中性脂肪血症、低 HDL コ
レステロール血症あるいは高血糖といった
動脈硬化促進因子が同一個人に集積した病
態であり、食生活の欧米化や運動不足によっ
てその患者数は近年増加の一途をたどって
いる。白色脂肪組織における中性脂肪蓄積許
容量を超えた遊離脂肪酸は、肝臓、筋肉ある
いは膵β細胞に異所性に蓄積してインスリ
ン抵抗性やインスリン分泌不全をきたし、い
わゆる脂肪毒性を惹起すること、ならびに白
色脂肪細胞から分泌される種々のアディポ
カインの作用不全がメタボリック症候群の
本態と考えられている。一方、同じような生
活習慣をとっている全てのヒトがメタボリ
ック症候群に陥るわけではなく、何らかの遺
伝的背景がメタボリック症候群発症に重要
な役割を果たすことも示唆されている
(Lazar MA, Science, 307, 2005, Roche HM, 
Proc Nut Society, 64, 2005)。                
  Peroxisome-proliferator activated 
receptor (PPAR)は、核内受容体ファミリー
に属するリガンド依存性転写因子であり、白
色ならびに褐色脂肪細胞の分化・増殖ならび
に成熟脂肪細胞機能維持に必須の役割を果
たし、生体内脂肪センサーとして機能する事
が明らかとなっている。更に近年、マクロフ
ァージ特異的 PPAR ノックアウト(KO)マウス
の解析から、白色脂肪組織に存在する
alternatively activated マクロファージに
おける PPARがメタボリック症候群の病態に
関与する事も示唆されている。生体内におけ
る PPARの高親和性内因性リガンドの存在は
未だ明らかにはなっていないが、２型糖尿病
の治療薬であるチアゾリジン系薬剤が PPAR
の合成リガンドとして作用して、インスリン
抵抗性改善作用を惹起し、大規模臨床試験に
おいても心血管イベントの二次予防効果を
もたらす事が明らかとなっている。他の古典
的ステロイド・甲状腺ホルモン受容体同様に、
PPARによる標的遺伝子転写活性化の際には、
種々の転写共役因子が PPAR にリクルートさ
れ る 事 が 必 須 で あ る 。 現 在 ま で に
CREB-binding protein (CBP) 、 steroid 
receptor coactivator (SRC) family、thyroid 
receptor associating protein 220 (TRAP220
または PBP) 、 PPAR-interacting protein 
(PRIP)、PPAR coactivator-1 (PGC-1)、
PGC-1 、 nuclear receptor corepressor 
(N-CoR)、silencing mediator of retinoid 
and thyroid hormone receptor (SMRT)とい
った共役因子が PPARに直接結合する事が明
らかとなっており、これら共役因子の生理的
機能が動物モデルにおいて解析されている。
しかしながら、これら PPARの転写共役因子
群のメタボリック症候群における病的役割
に関しては未だ不明な点が多い。 
  近年私たちは酵母 two-hybrid 法により、

PGC-1と同様にPPARγのDNA結合領域からヒ
ンジ領域の一部に結合する蛋白として、機能
未 知 の PDIP1 (PPARγ DBD-interacting 
protein1)を単離した。PDIP1 は、ATPase 
domain、RNase B domain および DNA/RNA 
helicase motif を有する巨大な分子で、培養
細胞系では PPARγのみならず PPARαおよび
PPARδ のリガンド依存性転写活性増強作用
を示した (Endocrinology, 147, 2006)。更
に生体内におけるPDIP1機能を解析する目的
で、私達は PDIP1KO マウスを世界に先駆けて
樹立した。各ゲノタイプは正常に出生し、
PDIP1−/−マウスは明らかな解剖学的異常を認
めず、標準餌下で摂食量や体重増加も野生型
マウス(WT)と同様であった。しかし興味ある
ことに、PDIP1−/−マウスでは空腹時血清中性脂
肪(TG)の有意な低下を認めた。そこで
PDIP1−/−マウスに高脂肪食(HFD)負荷を行い、
脂質代謝異常の病態解析を進めた。その結果、
PDIP1−/−マウスは WT に比べて、明らかな肥満
抵抗性ならびに脂肪肝抵抗性を呈し、良好な
耐糖能を示した。HFD 下でも PDIP1−/−マウスは、
有意な低 TG 血症を呈し、白色脂肪重量と大
型白色脂肪細胞数の減少を認めた。HFD 下に
おいて、WT 肝臓 PDIP1 mRNA 発現は増加し、
PDIP1−/−マウス肝臓では、TG 合成系酵素群の
発現低下に加え、脂肪酸酸化に関与する遺伝
子群発現の増加を認め、AMP-activated 
protein kinase (AMPK)活性化と脂肪酸β酸
化能亢進を認めた。一方、PDIP1−/−マウスの褐
色脂肪組織における適応熱産生に関与する
遺伝子発現、および骨格筋における AMPK 活
性化は WT と差を認めなかった。以上の成績
より、PDIP1 欠失は肝臓特異的に AMPK を活性
化し、TG 合成低下および脂肪酸酸化亢進をき
たして、HFD 誘導性肥満および脂肪肝に対し
抵抗性を示すことが示唆された。PDIP1が HFD
摂取による肥満増悪性転写共役因子として
機能し、メタボリック症候群の新たな治療標
的になる可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 以上の PDIP1 KO マウスの表現型は、肝臓
において PDIP1 が PPARγ の転写共役因子と
して主に機能し、PPARα や PPARδ 機能には
dispensable と仮定すると矛盾しないと考え
られる。しかしながら、先に述べたように培
養細胞における機能解析では、PDIP1 は
PPARγのみならずPPARαならびにPPARδの
転写活性化に対しても同様な増強作用を示
すことが判明しており、生体内と in vitro
における PDIP1 機能に解離が存在する。また
従来の多くの研究から、転写共役因子は多数
の蛋白からなる複合体を形成し、その内因性
酵素活性によるヒストン蛋白の特異的アミ
ノ酸残基のエピジェネティックな修飾など
により転写調節を行うことが明らかとなっ
ているが (Pharmacol Rev, 2006)、非常に特
異的な構造を有するPDIP1が細胞内でどのよ



うな蛋白複合体を形成し、どういった分子機
構で標的遺伝子転写調節能を発揮するのか
現在のところ不明である。更に、PDIP1 をメ
タボリック症候群の治療標的と想定した場
合に、PDIP1 遺伝子自体の発現調節の解析は
必須であると考えられる。 
 本研究課題では、 
（１）PDIP1 の生体内と in vitroにおける機
能解離の原因を明らかとするために、WT と
PDIP1 KO マウスに PPAR family の各種合成リ
ガンドを投与して、肝臓における遺伝子発現
変化をマイクロアレイで網羅的に解析し、
PDIP1 の肝臓内 target receptor を明らかと
する、 
（２）生化学的手法を用いて新規 PDIP1 結合
蛋白を同定し、PDIP1 複合体による標的転写
調節機構を明らかとする、 
（３）ヒトならびにマウス PDIP1 遺伝子プロ
モーター領域を単離し、その発現調節機構を
解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 PDIP1 による脂質代謝異常の分子病態解
析、ならびに転写共役因子としての詳細な
機能解析を更に進めるために、以下の研究
を研究実施期間において平行して行う。 
(1)高脂肪食負荷 PDIP1KO マウスに、PPARγ
活性化剤であるチアゾリジン系薬剤を投与
して、糖・脂質マーカーの変化や、脂肪肝
の組織学的変化、および肝臓遺伝子発現変
化をマイクロアレイにて網羅的に解析する。 
(2)PDIP1 による転写調節機構の解明のた
め、新規 PDIP1 結合蛋白を単離し、PDIP1
との相互作用を含めて解析する。 
(3)ヒト PDIP1 遺伝子プロモーターを単離
し、プロモーター解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
(1) 高脂肪食を負荷した20〜22週齢のWTお
よび PDIP1 KO 雄マウスに、vehicle あるいは
ピオグリタゾン(PIO) (10 mg/kg)を 10 日間
腹腔内投与し、摂餌量と体重を測定し、ブド
ウ糖負荷試験 (IPGTT)およびインスリン負
荷試験 (ITT)を行った。既報のごとく
PDIP1KO マウスは、IPGTT において WT マウス
に比較して有意に良好な耐糖能を示した。
PIO 投与により、両群間において摂餌量と体
重変化に有意差を認めなかった。IPGTT では、
両群においてPIOは耐糖能の改善傾向を示し
た。一方、ITT において、PIO は WT マウスに
おいて有意にインスリン抵抗性(InsR)を改
善したが、PDIP1KO マウスでは有意な InsR 改
善効果を認めなかった。以上の結果より、高
脂肪食誘導性肥満における PIO による InsR
改善作用に、転写共役因子 PDIP1 が重要な役
割を果たす可能性が示唆された。 
 
(2)免疫沈降法した蛋白をLC-MS/MSを用いて

アミノ酸解析を行い、白色脂肪細胞において
PDIP1 と安定的に結合する蛋白として
Mediator 複合体の構成蛋白である thyroid 
hormone receptor-associated protein 3 
(THRAP3)を同定した。培養細胞系において、
THRAP3 は PDIP1 と協調的に PPARγによるリ
ガンド依存性転写活性化を増強した。3T3-L1
細胞において siRNA を用いて分化誘導前に
THRAP3 をノックダウンすると、成熟脂肪細胞
への分化が著しく阻害された。また分化早期
に誘導される C/EBP beta、Krox20、KLF5、あ
るいは C/EBPδ遺伝子発現に変化を認めず、
成熟脂肪細胞分化に必須である PPARγや
C/EBPα 遺伝子発現が有意に減弱していた。
以上の成績より、THRAP3 は、おそらく PDIP1
と協調的に作用して脂肪細胞分化において
重要な役割を果たすことが明らかとなった。 
(3)ヒトPDIP1にはアミノ末端の異なるPDIP1
αとβという２つのisoformが存在すること
からプロモーターも2カ所存在する可能性が
ある。ヒト BAC clone を用いてこれら 2種類
のヒト PDIP1 遺伝子 promoter のクローニン
グに成功した。これらの promoter 領域をル
シフェラーゼレポーターベクターに挿入し
て HeLa 細胞に遺伝子導入すると、強力なプ
ロモーター活性が認められた。現在 PDIP1 
promoter 活性に影響を及ぼす薬物のスクリ
ーニング試験を行っている。 
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