
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１２６０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2014～2011

新規糖尿病感受性遺伝子による脂肪蓄積制御機構の解明とエピゲノムの意義

Regulation of lipid accumulation by new diabetes susceptible genes and the role of 
the epigenome

００４６６７６５研究者番号：

脇　裕典（Waki, Hironori）

東京大学・医学部附属病院・准教授

研究期間：

２３１２６１０１

平成 年 月 日現在２７   ６   ４

円    53,400,000

研究成果の概要（和文）：2型糖尿病・肥満疾患感受性遺伝子としてゲノムワイド関連解析で同定されたCDKAL1は、そ
の発現が脂肪細胞の分化や肥大化や肥満度により制御されており、脂肪蓄積の抑制因子であることを明らかにした。脂
肪細胞のアディポネクチンの転写に関わるPPARγのリン酸化との明らかな関連を認めなかったが、PPARγや脂肪分化の
抑制因子であるWnt、βカテニン経路を活性化した。肥満・脂肪細胞肥大におけるアディポネクチン低下に関わるプロ
モーター領域を同定した。その領域に転写因子Heb1が結合し、転写制御に関わることを明らかにした。肥満に伴う脂肪
細胞内の代謝ストレスシグナルが、Heb1の発現を制御していた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that expression of CDKAL1 - one of susceptible genes for 
type 2 diabetes and obesity identified in genome-wide association studies - is regulated during adipocyte 
differentiation, hypertrophy and adiposity. Functionally, CDKAL1 works as a factor that suppresses 
adipocyte differentiation and lipid accumulation. Mechanistically, we found that CDKAL1 stimulates the 
Wnt/β-catenin pathway, which suppresses adipocyte differentiation. We also mapped a promoter region 
responsible for the suppression of adiponectin gene expression in adipocyte hypertrophy. A transcription 
factor named Heb1 binds and regulates transcription. Expression level of Heb1 itlsef is regulated by 
various metabolic stress signals in adipocytes.

研究分野： 糖尿病・代謝内科
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１．研究開始当初の背景 
メタボリックシンドロームは、我国の死因

一位の心血管疾患の主因となっている。この
根本的病態は肥満による脂肪細胞肥大とそ
れに伴うインスリン抵抗性と考えられ、その
原因の解明とそれに立脚した根本的な予防
や治療法の確立が極めて重要である。 
肥満により肥大化した脂肪細胞における

アディポネクチンの発現・分泌の低下が、メ
タボリックシンドロームの病態の形成に重
要な役割を果たしている。我々はこれまで肥
満により肥大化した脂肪細胞におけるアデ
ィポネクチン(Ad)の発現・分泌の低下、また
標的臓器の受容体 AdipoR の発現の低下が、
肥満におけるインスリン抵抗性の増大や、動
脈硬化の発症などメタボリックシンドロー
ムの病態の形成に重要な役割を果たしてい
ることを、またアディポネクチンの補充が
AMPK や PPARα 経路を活性化することでこ
れらの病態の治療手段となる事を示した。し
かしながら肥満におけるアディポネクチン
の転写量の減少の詳細な分子メカニズムは
明らかでない。 
脂肪細胞の分化や肥大化と全身の糖脂質

エネルギー代謝は密接な関係がある。特に脂
肪細胞分化や脂肪蓄積、アディポネクチンな
どの脂肪特異的遺伝子の転写の制御におい
て、核内受容体 PPARγ は重要な役割を果たす。
PPARγ は脂肪細胞分化において必要十分な
マスターレギュレーターであり、PPARγ アゴ
ニストは小型脂肪細胞を増加させ、脂肪細胞
におけるアディポネクチンを増加させ、炎症
を抑制することで、全身の糖代謝を改善させ
る。 
疾患に関わる遺伝子としてこれまで知ら

れるアディポネクチンや PPARγ などに加え
て、特にゲノムワイド関連解析などのゲノム
科学の発展で新しい疾患感受性遺伝子が報
告されている。これらの遺伝子は疾患になり
やすさの遺伝的な要因を規定するものとし
て重要と考えられるが、それぞれの遺伝子が
どの様な機序で疾患を引き起こすかについ
てはまだ不明であることが多い。２型糖尿病
および肥満の疾患感受性遺伝子として報告
された CDKAL1 について、これまで膵 β 細胞
からのインスリン分泌における役割が示唆
されているが、脂肪細胞分化や PPARγ におけ
る転写・エピジェネティックな制御作用はこ
れまで明らかでなかった。 

 
２．研究の目的 
２型糖尿病の疾患感受性遺伝子として報

告された CDKAL1 は、肥満の疾患感受性遺伝
子でもあることが示唆されているが、脂肪細
胞分化や脂肪蓄積における役割は明らかで
ない。そこで、CDKAL1 が、脂肪細胞分化・
脂肪蓄積に対して役割を果たしているか、に
ついて、またその役割の分子メカニズムと病
態生理学的意義を転写制御の観点から明ら
かにする。また、CDKAL1 は cyclin dependent 

kinase (CDK)5 の 活 性 を 制 御 す る 分 子
CDK5rap1 とのドメイン構造上の類似性があ
る。CDK5 は肥満糖尿病の治療薬の抗糖尿病
作用に重要な役割を果たす PPARγ の Ser273
のリン酸化を促進するキナーゼである。
CDKAL1がCDK5の活性を制御する活性があ
るかどうか検討する。 
高脂肪食などによる環境因子により惹起

されるメタボリックシンドロームの病態形
成において、アディポネクチン遺伝子の発現
や分泌の低下は重要な役割を果たす。アディ
ポネクチンの転写抑制のメカニズムに関わ
る因子を転写制御の観点から明らかにする。
その因子が持つ病態生理学的な役割につい
て検討する。 
 
３．研究の方法 

3T3-L1 脂肪細胞や肥満状態において、
CDKAL1 遺伝子の発現がどの様に制御され
るかを検討する。また、レトロウイルスによ
る過剰発現系や shRNA/ siRNA を用いたノッ
クダウンの実験系を用いて、CDKAL1 が脂肪
細胞分化や脂肪蓄積にどの様な作用を持っ
ているかを検討する。マスターレギュレータ
ーである PPARγ や C/EBP などの転写因子群
による転写カスケードへの制御作用を検討
する。CDKAL1 は構造上複数のドメインを有
しているため、各ドメインの欠失変異体を作
成して脂肪細胞分化抑制に必要な領域を同
定する。CDKAL1 が CDK5 の活性を制御する
活性があるかどうかは、共沈降法を用いたタ
ンパク-タンパク相互作用、Western ブロット
法で検討する。個体レベルでの作用を検討す
るために、aP2 プロモーターを用いたトラン
スジェニックおよび、ノックアウトマウスの
コンストラクトを作成し、マウスを作成する。 
肥満におけるアディポネクチン遺伝子の

転写の抑制のメカニズムを検討するために、
3T3-L1 脂肪細胞過肥大の実験系において、遺
伝子上流のプロモーター解析を検討する。さ
まざまな deletion コンストラクトなどを用い、
プロモーター内の転写抑制性に作用する領
域を同定する。結合因子の解析にはゲルシフ
ト解析を行う。結合因子が脂肪細胞分化や脂
肪蓄積の制御作用を有するかどうかは、
3T3−L1 脂肪細胞のレトロウイルス感染系に
よる過剰発現および RNAi によるノックダウ
ンにより検討する。肥満状態の脂肪組織や、
各種細胞内ストレスシグナルについて、その
因子の発現量について検討する。  
 
４．研究成果 

CDKAL1 遺伝子の発現は、3T3-L1 細胞の
分化誘導に伴い、経時的に発現が上昇した。
長期培養による肥大化ではアディポネクチ
ンと同様に発現が減少した。3T3-L1 細胞にレ
トロウィルスを用いて CDKAL1 を過剰発現
させると脂肪細胞分化が顕著に抑制された。
CDKAL1 過剰発現 3T3-L1 細胞において、脂
肪細胞分化の初期を制御する C/EBPβ、



C/EBPδ の一過的な発現上昇は対照群と比べ
て差異がない一方、分化後期に認められる
C/EBPα および PPARγ や aP2 やアディポネク
チンなどの脂肪細胞特異的な遺伝子発現が
著明に抑制された。その抑制作用は PPARγ
アゴニストでは解除できないが PPARγ の過
剰発現でレスキューされた。部位欠損変異の
実験では、N 末端側を欠損するとその作用が
著明に減弱した。点変異型 CDKAL1 の実験で
はN末端のRadical SAM domainが重要である
ことが示唆された。 CDKAL1 は cyclin 
dependent kinase (CDK)5 の活性を制御する分
子 CDK5rap1 とのドメイン構造上の類似性が
ある。CDK5 は肥満糖尿病の治療薬の抗糖尿
病作用に重要な役割を果たす PPARγの
Ser273 のリン酸化を促進するキナーゼであ
る。CDKAL1 が CDK5 の活性を制御する活性
があるかどうかを、共沈降法を用いたタンパ
ク-タンパク相互作用などで検討したが、
CDKAL1とCDK5との明らかな関連を示唆す
るデータは得られなかった。さらに PPARγ
を抑制する機構を検討する目的で Wnt 経路
における CDKAL1 の作用を検討したところ、
CDKAL1 およびは β カテニンおよび核内の β
カテニンのタンパク量を増加させ、標的遺伝
子を誘導することから、Cdkal1 は Wnt 経路を
介して脂肪細胞分化を負に制御することが
示唆された。また、aP2 プロモーターを用い
た脂肪細胞における CDKAL1 の過剰発現マ
ウスでは、異なる程度のコピー数を持ち、組
織特異的に CDKAL1 は過剰発現する複数の
ラインを確立した。 
肥満・脂肪細胞肥大における低アディポネ

クチン血症の原因であるアディポネクチン
遺伝子の転写の抑制のメカニズムを検討す
るために、3T3-L1 脂肪細胞過肥大の実験系に
おいて、遺伝子上流のプロモーター解析によ
り検討し、肥大化脂肪細胞において転写を抑
制性に作用する領域を同定した。ゲルシフト
解析で転写因子 Heb1 が結合し、3T3−L1 脂肪
細胞のレトロウイルス感染系による過剰発
現および RNAi によるノックダウンにより、
Heb1 がこの領域の転写活性化能を促進し、実
際にアディポネクチン遺伝子の転写を制御
した。肥大脂肪細胞モデルに加えて、肥満の
出るマウスの白色脂肪組織においても、Heb1
遺伝子の発現量は減少していた。また、阻害
剤の検討から、肥満に伴う脂肪細胞内の代謝
ストレスシグナルが Heb1 遺伝子の転写制御
に関わることが示唆された。 
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