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研究成果の概要（和文）：脂肪細胞の分化を制御する核内受容体転写因子であるぺルキシソーム増殖剤応答性受
容体PPAR γはマウスとヒトではリガンド刺激による糖代謝変化が異なることが知られていた。我々はラットで
PPAR γの機能を減弱させて対照と比較した。個体及び各インスリン作用臓器でのインスリン抵抗性が増大し、
皮下脂肪および精巣周囲脂肪優位に白色脂肪細胞の大きさが増大かつ不均一化した。さらに高脂肪食負荷によっ
て肝臓内脂肪蓄積も増加した。我々はラットにおいてPPARγが十分量存在することが正常な脂肪細胞数・形態維
持、および糖代謝に必要であることを明らかにし、PPARγにおける研究において種差も重要であることを示し
た。

研究成果の概要（英文）：Agonist-induced activation of peroxisome proliferator-activated receptor-γ 
(PPARγ) stimulates adipocyte differentiation and insulin sensitivity. In the context of the 
interspecies intranslatability of PPARγ-related findings, we generated a PPARγ mutant rat with a 
loss-of-function mutation. Heterozygous rats showed reduced fat mass with adipocyte hypertrophy and 
insulin resistance, which were highly predictable from known actions of PPARγ agonists and 
phenotypes of patients with the PPARγ mutation. We demonstrate that both alleles of PPARγ are 
required for normal adipocyte development and insulin sensitivity in vivo. Furthermore, the study 
indicates that PPARγ regulates mainly adipocyte number rather than adipocyte size in vivo. The 
choice of appropriate species as experimental models is critical, especially for the study of PPAR
γ.
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１．研究開始当初の背景 
医薬に開発においてヒトへの臨床応用段階で

動物では予測されない結果が得られることも

多く、種差による病態の違いの重要性が最近

ますます認識されるようになった。申請者ら

はいち早くその重要性を認識し、マウスとは

同じげっ歯類でも進化・遺伝学的に異なるラ

ットに着目し、疾患モデルラットの構築を行

ってきた。申請者らはこれまでに、N-エチル

-N-ニトロソウレア(ENU)による突然変異ラッ

ト群Kyoto University Rat Mutant 

Archive(KURMA)から効率的に標的遺伝子変

異を選択、個体復元する方法を用いてレプチ

ン欠損ラット(Lepmkyo/Lepmkyo ラット)の開

発(Aizawa-Abe et al. Phisiol. Genomics,2013)や

全身性脂肪萎縮症の原因遺伝子であるセイピ

ン遺伝子にナンセンス変異を有するセイピン

欠損ラット(SKO ラット)を開発、解析した。 

核内受容体転写因子ぺルキシソーム増殖剤応

答性受容体PPAR γ (Peroxisome 

Proliferator-activated Receptor gamma)はDNA 

に直接結合しmRNA の発現を制御する転写

因子であり、脂肪細胞のマスターレギュレー

ターとして糖代謝を制御する。PPARγはチア

ゾリジン誘導体などの外因性リガンドおよび

複数の内因性リガンドが直接結合することで

機能を発揮し、外因性リガンドのチアゾリジ

ン誘導体は脂肪細胞の分化を伴って血糖を降

下させる。しかし、生体のエネルギー代謝に

おけるPPARγの役割、特に肥満の病態におけ

るPPARγの役割にはまだ解明されていないこ

とが多く残されており、肥満の病態を制御す

るためにはそのさらなる解明が期待される。

PPARγの歴史を辿ると、PPARγがオーファン

受容体として発見され、その重要性が認識さ

れ始めた1990 年代は、マウスES 細胞の樹立

により遺伝子改変動物の作成がマウスで発達

した時期であった。そのために生体における

PPARγの基礎研究はそのほとんどがマウスを

用いた研究であった。一連のマウスの研究か

らPPARγの外因性リガンドチアゾリジン誘導

体は肝臓のPPARγの発現を亢進させ、脂肪肝

を増悪させることが明らかになった。しかし、

ヒトではチアゾリジン誘導体は脂肪肝を改善

させることが明らかになり（Belfort.R et al.N 

Engl J Med.,2006）、肥満病態におけるチアゾ

リジン誘導体の作用に種差があることが示唆

された。そこで、申請者らは、新規に作成し

た脂肪肝を呈すLepmkyo/Lepmkyo ラットに

チアゾリジン誘導体を４週間腹腔内投与した

ところ、驚いたことに、脂肪肝は著しい改善

を認め、チアゾリジン誘導体によって脂肪肝

が増悪したマウスと正反対の結果となり（図

１）、チアゾリジン作用には種差が存在する

ことが確認された。さらに種による肝臓にお

けるPPARγ受容体発現の違いを確認した。こ

の事実をもとに、チアゾリジン誘導体以外に

もこれまでマウスにおいて報告されている

PPARγを制御する因子、PPARγによって制御

される因子およびPPARγそのものの生体にお

ける意義、特に肥満病態のエネルギー代謝に

おける意義について再考することが必要であ

ると考えた。そこで、申請者らはこれまでに

構築してきた遺伝子改変ラットの系と同様の

方法からPPARγ遺伝子ヘテロ変異ラットの作

成を試みた。本研究では、PPARγの生体にお

ける意義をラットの系を用いて解析しPPARγ

系を利用した新しい診断方法や治療薬への臨

床応用に展開するための基盤研究を行う。計

画を進めていく上で、申請者はENU ミュータ

ジェネシスによってDNA 結合部位にあたる

C163P 変異を有するPPARγ遺伝子ヘテロ変異

ラット(F344- PparC163P/＋ ラット)を開発し、 

PparC163P/＋ ラット同志の交配においてホ

モ変異ラットは胎生致死であるという予備的

な研究結果を得ている。 
２．研究の目的 
我々はこれまでにラットモデルを開発し、エ

ネルギー代謝に関わる遺伝子変異に伴う表現

型がマウスと異なることを見出した。ヒトや



ラットではチアゾリジン誘導体の投与により

脂肪肝が改善するのに対してマウスでは増悪

が認められるという正反対の結果が報告され

ており、PPARγのエネルギー代謝調節におけ

る臨床的意義を検討する上でマウスモデルは

不向きであると考えられる。そこで本研究で

はPPARγ遺伝子変異ラットを用いてPPARγの

エネルギー代謝調節における臨床的意義を検

討する。 
３．研究の方法 
ENUによる遺伝子変異導入し、精子保存した

4,608 匹の F344/NSlc ラットのアーカイブ

Kyoto University Rat Mutant Archive (KURMA)

から Mu Transposition Pooling Method With 

Sequencer (MuT-POWER)法を用いて Pparg遺

伝子変異 C193Fを持つラットを得た。６世代

以上バッククロスを行った。PCRによるジェ

ノタイピングを行い、雌雄ラットを用いた。

脂肪食負荷試験においては 8 週目から 16 週

目まで脂肪含有率 60%の脂肪負荷食で飼育

した。ピオグリタゾン投与試験では 8週齢か

ら 16週齢までピオグリタゾン 3 mg/kg を傾

向投与 (0.7 mL)を行った。変異ラットと対照

ラットの脂肪組織 RNA から PPARγ2 と 

C193F 変異 cDNA プラスミドを作成した。

Hek293 細胞を用いてルシフェラーゼレポ－

ターアッセイを行い PPARγ リガンドによっ

て誘導される転写活性およびドミナントネ

ガティブ作用の有無を確認した。ルシフェラ

ーゼレポ－ターアッセイは  Cignal PPAR 

Reporter (luc) Kit (QIAGEN) を用いた。ChIP

アッセイは pTARGET-3xFLAG-WT PPARγ2, 

or pTARGET-3xFLAG-C193F PPARγ2 を

Hek293細胞に導入し、ピオグリタゾンで刺激

６時間後にクロマチンを回収し、抗-FLAG 

mouse IgG抗体で免疫沈降を行い、lipoprotein 

lipase (LPL) および  perilipin 2/ adipose 

differentiation related protein (PLIN2/ADRP) 

promoters に対するプライマーを用いて定量

的 real-time PCR を施行した。また変異ラッ

トと対照ラットの胎児線維芽細胞の初代培

養を行い脂肪分化能を比較した。ラットの体

組成はLa Theta LCT-100で撮影した computed 

tomography (CT) を用いて行った。16週目で

腹腔内ブドウ糖負荷試験では腹腔内に 2.0 

g/kg ブドウ糖投与、インスリン負荷試験では

0.75 IU/kg のインスリンを投与した。16週齢

のラットを解剖し組織重量の測定、褐色脂肪

細胞、皮下脂肪、腸間膜脂肪、精巣周囲脂肪

の一部をホルマリン固定して組織学的検討、

脂肪細胞の断面積測定、細胞数測定を行った。

また、肝臓内中性脂肪含有量を測定した。脂

肪組織の RNA を抽出、PPARγ によって誘導

される複数の遺伝子 Fsp2、Adipoq、 Cd36、

Fabp4 、Plin1発現を qPCRで検討した。寒冷

刺激試験は 4℃に 24時間暴露した後、褐色脂

肪細胞を採取して UCP1発現を qPCRで検討

した。 
４．研究成果 

PPARγ遺伝子は脂肪細胞分化を担う主要

遺伝子であり糖代謝調節にも深く関与する。

本研究ではDNA結合領域にC163F変異を

有する PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラットを

用いて、生体における PPARγの脂肪細胞

分化およびエネルギー代謝調節における臨

床的意義を検討した。これまでにこの

PPARγ遺伝子の C163F 変異によって実

際に PPARγリガンドによって誘導される

転写活性が低下していることをルシフェラ

ーゼレポーターアッセイによって確認した。

また、ChIP アッセイにより PPARγリガ

ンドによって誘導される LPL 遺伝子、

ADRP 遺伝子のプロモーター領域への結

合がないことを確認し、この PPARγ遺伝

子ヘテロ変異ラットが PPARγの転写活性

能を減弱させた haplo-insufficient ラット

モデルであることを確認した。PPARγ遺

伝子ヘテロ変異ラットは雌雄ともに対照ラ

ットと体重、摂食量に有意な差を認めず、

高脂肪食飼育を行ってもこれらに有意差を



認めなかった。通常食飼育の PPARγ遺伝

子ヘテロ変異ラットでは CT で測定した全

身の総脂肪量、皮下脂肪量、腹腔内脂肪量

は減少していたが高脂肪食で飼育するとそ

の違いは消失した。また PPARγ遺伝子ヘ

テロ変異ラットでは精巣周囲脂肪量は減少

していたが、腸間膜脂肪量には差を認めな

かったことから PPARγの転写活性能の影

響は脂肪組織の部位によって異なることが

示唆された。さらに脂肪細胞の大きさを検

討すると、通常食飼育の PPARγ遺伝子ヘ

テロ変異ラットの脂肪細胞 1個あたりの平

均断面積は精巣周囲脂肪組織、腸間膜脂肪

組織では増大し、皮下脂肪組織では差を認

めないものの、いずれの脂肪組織でも脂肪

細胞の大きさが不均一化し、大きい脂肪細

胞が増加していた。高脂肪食飼育ではいず

れの部位の脂肪組織においても PPARγ遺

伝子ヘテロ変異ラットの脂肪細胞の 1個あ

たりの平均断面積は増大し、同様に脂肪細

胞の大きさの不均一化し、大きい脂肪細胞

が増加した。脂肪細胞分化に対する PPAR

γの転写活性能減弱の影響を調べるために

PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラットの皮膚線

維芽細胞を脂肪細胞に分化誘導を行ったと

ころ、分化脂肪細胞は対照ラットより減少

していた。また、通常食飼育では肝臓重量

には差はないものの、PPARγ遺伝子ヘテ

ロ変異ラットでは肝細胞内に脂肪滴を認め

中性脂肪含有量は有意に高く、高脂肪食飼

育では肝臓重量、中性脂肪含有量ともに多

かった。CT で測定した全身の骨格筋重量

および腓腹筋内中性脂肪含有量は通常食飼

育では差はないものの高脂肪食飼育では

PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラットの方が多

く、腓腹筋内中性脂肪含有量は多かった。

糖代謝においては、空腹時血糖値およびイ

ンスリン濃度は通常食では差がなかったが、

高脂肪食飼育ではインスリン濃度の上昇を

認め、インスリン抵抗性の増大が示唆され

た。ブドウ糖腹腔内負荷試験では通常食飼

育でも PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラットの

耐糖能の低下を認め、高脂肪食飼育ではそ

の違いはより顕著になった。インスリン負

荷試験では通常食飼育では差を認めなかっ

たが、高脂肪食飼育では血糖低下率が小さ

くなり、インスリン抵抗性の増大が示唆さ

れた。この脂肪食飼育における PPARγ遺

伝子ヘテロ変異ラットのインスリン抵抗性

の増大が肝臓、脂肪細胞（皮下脂肪、精巣

周囲脂肪、腸間膜）、骨格筋のどの部位のイ

ンスリンシグナルの低下によるものかを明

らかにするためにインスリン刺激による

IRS1とAktのリン酸化を検討したところ、

いずれの部位においてもほぼ同様に IRS1

と Aktのリン酸化は低下しており、特定の

部位ではなくすべてのインスリン作用臓器

のインスリンシグナルが低下していること

が明らかになった。脂質代謝においては血

漿中性脂肪、遊離脂肪酸、総コレステロー

ルいずれも差を認めなかった。褐色脂肪細

胞については肉眼所見、重量に差を認めず、

寒冷刺激によっても重量変化や脂質含有量、

UCP1遺伝子発現に差を認めなかったこと

から、褐色脂肪細胞に対する PPARγの転

写活性能減弱の影響はほとんどないと考え

られた。PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラット

に見られた表現型が PPARγリガンドであ

るピオグリタゾンを投与することでどのよ

うに変化するかを検討するために高脂肪食

飼育 PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラットに対

してピオグリタゾンの経口投与を８週間行

った。CT で測定した全身の皮下脂肪、腹

腔内脂肪量が著明に増加し、組織所見では

腸間膜脂肪量は変化なかったが、精巣周囲

脂肪量を増加させた。また皮下脂肪の脂肪

細胞 1個あたりの断面積を縮小させたこと

から、脂肪細胞の数の増加が示唆された。

肝臓重量、CT で測定した全身の骨格筋重

量には差がなかったが、肝臓および骨格筋



内中性脂肪含有量は減少した。空腹時血糖

値およびインスリン濃度は低下し、インス

リン感受性が改善した。ピオグリタゾン投

与によるインスリン感受性改善は脂肪細胞

数の増加、機能改善および肝臓および骨格

筋内中性脂肪含有量減少によることが示唆

された。 

高脂肪食飼育によって引き起こされた

PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラットの表現型

がどのような分子機構によって各インスリ

ン感受性臓器に関与しているのかを明らか

にするために肝臓、骨格筋、脂肪細胞にお

ける PPARγによって誘導される複数の遺

伝子 Fsp2、Adipoq、 Cd36、Fabp4 、Plin1

発現を検討した。通常食飼育ではこれらの

遺伝子発現はどの臓器でも差がなかった。

高脂肪食飼育によって対照ラットは脂肪組

織においてこれらの遺伝子すべてが発現増

加したが、PPARγ遺伝子ヘテロ変異ラッ

トでは発現増加が認められなかった。肝臓、

骨格筋ではこれらの遺伝子発現に変化は認

められなかった。本研究において PPARγ

の 転 写 活 性 能 を 減 弱 さ せ た

haplo-insufficient ラットモデルを用いる

ことで PPARγの転写活性能を減弱の病態

生理的意義を明らかにした。脂肪重量に差

がないにも関わらず脂肪細胞が不均一化し

て大きい脂肪細胞が増えていたことは脂肪

細胞数が減少して代償的に不均一に脂肪蓄

積した結果であることが示唆され、PPAR

γの十分量の転写活性が正常な脂肪蓄積能

を有する成熟脂肪細胞への分化に必要であ

ることを明らかにした。また、脂肪の部位

により PPARγの転写活性の影響は異なり、

白色脂肪細胞の中でも皮下脂肪組織、精巣

周囲脂肪組織に重要であり、腸間膜脂肪組

織に対する影響は少ないことが示唆された。

また褐色脂肪組織に対する影響もほとんど

ないことが示唆された。 
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