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研究成果の概要（和文）：近年私達は、核内受容体PPARγに結合する転写共役因子HELZ2を同定し、その欠失マ
ウスが高脂肪食誘導性肥満症抵抗性を示すことを報告した。また免疫沈降法を用いてHELZ2に結合する蛋白とし
て、THRAP3およびSFPQを同定した。本研究において、3T3-L1細胞においてTHRAP3ノックダウンすると、脂質代謝
に関連する遺伝子の選択的スプライシング (AS)が変化することを見出した。更にSFPQノックダウンにより、転
写因子のASが変化することにより、脂肪細胞分化が抑制される可能性が示唆された。以上の結果、HELZ2結合蛋
白がASを調節して白色脂肪細胞の分化に重要な働きを示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We recently identified a novel transcriptional cofactor HELZ2 that binds to 
the nuclear receptor PPARγ and reported that HELZ2-deficient mice were resistant to high fat 
diet-induced obesity. We also identified THRAP3 and SFPQ as proteins binding to HELZ2 using 
immunoprecipitation/TOFMS analyses. In the present study, we found that THRAP3 knockdown in 3T3-L1 
cells altered alternative splicing (AS) patterns of genes involved in lipid metabolism. Furthermore,
 knockdown of SFPQ suppressed adipocyte differentiation by altering AS of transcription factors in 
addition to the expression of transcription factors in the early differentiation. These findings 
together suggest that HELZ2-binding proteins could play important roles by regulating AS in the 
differentiation of white adipocytes.

研究分野： 内分泌代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 
高炭水化物・高脂肪食摂取や車社会

の発達による運動不足など生活スタイル
の欧米化に伴い、日本においても 
metabolic syndrome (MS) や肥満症患者
数は増加の一途をたどっており、新たな
抗肥満薬の開発も待ち望まれている。 

近年、私達は酵母 two- hybrid 法を
用いて核内受容体 PPARγ に結合する機
能未知の蛋白を単離し、PPARγ DNA- 
binding domain- interacting protein1 
(PDIP1)と命名し、その in vitro 機能解
析ならびに私達が樹立した PDIP1 ノッ
クアウト(KO)マウスを用いた in vivo 
機能解析を行った。PDIP1 は  in vitro 
において PPARγ の転写活性型共役因
子として機能すること(Endocrinology, 
2006)、および PDIP1 KO マウスは高
脂肪食負荷誘導性肥満症抵抗性を示すこ
とを明らかとした (Yoshino S and 
Satoh T, Endocrinology 2014)。 

PDIP1 の生理機能の更なる解析を
行うため、私達は免疫共沈降法を用い
て PDIP1 に結合する新規蛋白の探索
を行い、 thyroid hormone receptor 
associated protein 3 (THRAP3,  別名 
TRAP150)を同定した。THRAP3 は、
甲状腺ホルモン受容体にリガンド依存
性にリクルートされる転写共役因子複
合体である thyroid hormone receptor 
associated protein (TRAP)/Mediator 
複合体の構成蛋白として最初に同定さ
れた蛋白であるが、その後遺伝子転写調
節 の み な ら ず 、 precursor-mRNA 
(pre-mRNA) の選択的スプライシング
(alternative splicing,  AS)や DNA 修
復反応に関与するとの報告が他の研究
グループよりなされている。私達は、
THRAP3 が PDIP1 と協調的に作用
して  PPARγ 転写活性化を増強し、
3T3-L1 前駆脂肪細胞の終末分化に必
須の役割を果たすことを報告した
(Katano-Toki A, Mol Endocrinol, 
2013). 

一方、 細胞内リン酸化蛋白を網羅
的に同定した複数の報告において、
PDIP1 蛋白の  338 番目と  1006 番
目のセリン残基ならびに 1507 番目の
チロシン残基がリン酸化を受けること
が判明していた。しかしながら、
PDIP1 リン酸化修飾の生理的意義は
不明であったため、チロシン脱リン酸
化酵素阻害剤の存在下で PDIP1 と免
疫共沈する蛋白を探索した結果、
pre-mRNA AS に関与することが明ら
か と な っ て い る  splicing factor, 
proline and arginine rich (SFPQ、別名
PSF)を同定した。PDIP1 は、構造的に 
2 カ所の ATP 結合モチーフ、中央部

に RNA 分解酵素である RNAase B 
のcatalytic domain に相同性の高い領
域、および２本鎖 RNA・DNA を一本
鎖に開裂させるヘリケースモチーフを
有し、転写調節、RNA processing、
ならびに  DNA 修復反応に関与する 
DNA2/NAM7 family に属する蛋白で
あるが、これらの PDIP1 機能は上述
の THRAP3 や SFPQの機能と偶然に
も重複していた。近年興味深いことに、
SFPQ ならびに THRAP3 が、明暗サ
イクルや地球環境の周期的変動におい
て生体が恒常性を維持するために重要
な役割を演じる概日時計の周期を調節
するコア転写因子である  BMAL1 
(brain and muscle aryl-hydrocarbon 
receptor nuclear translocator-like 1)
の抑制性転写因子、あるいは活性型転写
因子としてそれぞれ機能することが報告さ
れた (Science 2011, PNAS 2013)  。
臨床的に、肥満になりやすいとされる夜
間覚醒時間の多いタイムシフト勤務者
や海外渡航航空機乗務員、あるいは 
MS や糖尿病との関連が報告されてい
るアルツハイマー病などの神経変性疾
患において、概日時計機能異常がこれ
らの病態に深く関与する可能性が相次
いで報告されているが、THRAP3や
SFPQによるAS調節とこれら病態発症
機構との関係は不明である。 

 
２．研究の目的 
 
 以上の知見に基づいて、本研究では、転写
共役因子  PDIP1 と THRAP3、あるいは 
SFPQ による白色脂肪細胞分化における AS 
調節機能を詳細に解析し、培養細胞および
PDIP1KO マウスを用いて MS や肥満症発
症病態における AS や概日時計調節機構の異
常の役割を明らかとすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 THRAP3 および SFPQ が実際に AS 調節に
関与するか否か、 HeLa 細胞における AS ミ
ニ遺伝子アッセイにて検討を行った。次に
THRAP3 ノックダウンが 3T3-L1 細胞におけ
る AS に及ぼす影響についてエキソンアレイ
にて網羅的に解析した。更に、 SFPQ が 
3T3-L1 前駆脂肪細胞分化調節機構に及ぼす
影 響 に つ い て short interfering RNA 
(siRNA)を用いて検討を行った。 
 
４．研究成果 
 
 最初に、THRAP3 が転写に共役した AS に
関与するか否か、培養細胞系においてホルモ
ン応答領域によって制御されるリポーター
ミニ遺伝子を用いて検討を行った。HeLa 細
胞にPPAR応答領域あるいは脂肪細胞分化に



必須である甲状腺ホルモン応答領域によっ
て制御されるCD44リポーターミニ遺伝子を
構築し、THRAP3 あるいは SFPQ 発現ベク
ターと共遺伝子導入し、ミニ遺伝子アッセイ
を行った。その結果、THRAP3 は CD44 遺
伝子のカセットエキソンの inclusion を有意
に増加し、一方 SFPQ はカセットエキソンの
inclusion を有意に減少させることが判明し
た。以上の成績から、THRAP3 や SFPQ が
実際にホルモン依存性の AS 調節に関与する
事が明らかとなった。 
 次に、白色脂肪細胞分化過程における
pre-mRNA AS の重要性を網羅的に検討する
目的で、THRAP3 に対する siRNA を分化誘
導前の 3T3-L1 細胞にエレクトロポレーショ
ン法で導入し、分化誘導因子添加後 4 日目に
total RNA を抽出し、Affimetrix 社マウスエ
キソンアレイを用いて解析を行った。その結
果、THRAP3 ノックダウンにより、splicing 
index (SI)が有意に増加する exonが約600個
（遺伝子数として約 400）同定され、逆に SI
が有意に減少する exon が約 800 個（遺伝子
数約 600）同定された。このうち SI が大変
動しているエキソン群について RT-PCR 法
を用いて実際に AS に変化が起こっているか
検証した。またエキソンアレイデータの
Gene ontology 解析を行い、機能的にどのよ
うな遺伝子群の AS に多く変化が起こってい
るか検証を行った。以上の成績より、3T3-L1
細胞分化過程において THRAP3 が多くの遺
伝子の転写のみならず、AS を調節して脂肪
細胞分化を制御する可能性が示唆された。 
 次にチロシンリン酸化 PDIP1 に会合する
蛋白として単離した SFPQ の白色脂肪細胞
分化における役割を解明する目的で、3T3-L1
細胞において siRNA のより SFPQ をノック
ダウンして解析をおこなった。その結果、
siSFPQ 導入により白色脂肪細胞分化が明ら
かに抑制され、その一因として分化早期に発
現が急増し、下流の遺伝子発現調節を行う転
写因子 Cebpβ、Cebpδ、および Klf5 の発現
が有意に減少していることを見出した。従来
の成績から、これら転写因子の発現はグルコ
コルチコイドによって誘導されることが知
られている。また、AS の違いにより、グル
ココルチコイド受容体 (GR)にはGRαとGR
βという C 末端構造の異なるアイソフォー
ムが存在することも知られている。そこで
SFPQ ノックダウンが GRαおよび GRβ 
mRNA 発現に及ぼす影響を検討した。その結
果、SFPQ ノックダウンにより GRβ mRNA
発現が有意に上昇していることが判明した。
以上の成績より、SFPQ が GR 遺伝子の AS
に影響を及ぼして、分化早期に必須な働きを
する転写因子群の発現を調節して、脂肪細胞
分化を制御する可能性が示唆された。現在、
PDIP1 KO マウスや近年私達が樹立した脂
肪細胞特異的 THRAP3 KO マウスを用いて、
生体内において PDIP1/THPAR3/SFPQ が
AS や概日リズム調節に及ぼす影響について、

更に検討中である。 
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