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研究成果の概要（和文）：核内受容体PPARやLXRは栄養成分である不飽和脂肪酸やコレステロールなどをリガン
ドとし、脂質の蓄積、代謝などの役割を担っている。今回我々は、新規PPARα活性化化合物の開発に成功し、in
 vivoにおいて血中トリグリセリド値の低下効果を発揮すること、また、LXRによって遺伝子レベルで発現制御を
受ける脂質代謝制御分子LPIN1について、その蛋白質の分解制御機構を解明した。さらに、脂質代謝に関わるヒ
ストンメチル化酵素SETDB1の局在制御機構並びに翻訳後修飾を介した活性制御機構を明らかにした。これら成果
は、生活習慣病を予防・治療できる薬剤の開発に繋がる可能性があり、非常に意義深いものである。

研究成果の概要（英文）：Both PPAR and LXR are ligand-activated transcription factors that play 
pivotal roles in regulating lipid homeostasis. In the present study, we developed novel PPARα 
ligands that act in vivo to reduce plasma triglyceride levels. We also revealed that LPIN1, having 
dual functions in the regulation of lipid metabolism, is degraded by the E3 ubiquitin ligase BTRC. 
Furthermore, we investigated the subcellular localization and enzymatic activity regulation of the 
histone methyltransferase SETDB1. These findings will be useful for developing the drugs to treat 
metabolic diseases.

研究分野： 分子代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 肥満を基盤とする生活習慣病を予防・改善し、
心疾患や脳血管疾患の発症を防ぐことは、健康
長寿を実現する上で重要である。核内受容体
PPAR や LXR は、栄養成分である不飽和脂肪酸
やコレステロールなどをリガンドとする転写因子
であり、様々な因子と直接あるいは間接的に相
互に影響を及ぼしあうことで、その機能を制御し
ている。それら因子としては、脂肪細胞の分化に
関わるヒストンメチル化酵素 SETDB1 や、核内に
おいては脂肪酸の燃焼を促し、細胞質において
は脂質の生合成を制御するユニークな脂質代謝
制御因子 LPIN などが挙げられる。 
 これまでの研究成果から、これら因子の活性化
には、細胞内の局在や翻訳後修飾が重要な役
割を担うことが分かってきた。そこで本研究では、
これら因子の活性制御機構を明らかにする共に、
新たな活性化剤を開発することで、それら疾患の
予防・治療方法の研究基盤を確立することとした。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、核内受容体、ヒストンメチル化酵
素、脂質代謝制御分子に関して、それぞれ異な
るアプローチを用いてその活性制御機構を解明
することとした。 
 
（1）核内受容体 PPARαは不飽和脂肪酸をリガン
ドとし、脂肪酸の代謝を促進する。そのため、
PPARα の活性を制御できる分子は、生活習慣病
の予防・治療方法を確立する上で重要である。
そこで、これまでに独自に構築してきた PPARα
転写活性化剤スクリーニング系を用いて、種々の
分子を評価することで、新たな活性化剤の開発
を行うこととした。 
 
（2）ヒストン H3 の 9 番目のリジン残基（H3K9）の
メチル化が亢進したマウスは、脂質代謝が低下し
肥 満 を 呈 す る こ と が 明 ら か と な っ て い る 。
SETDB1 は H3K9 をメチル化する酵素であり、脂
肪細胞の分化において PPARγ と共に機能する。
したがって、SETDB1 の活性制御メカニズムを明
らかにすることが、脂質代謝を制御する上で重要
であると考えられた。そこで、SETDB1 どのように
して核内でヒストンをメチル化するかを、細胞内
局在及び翻訳後修飾に焦点を当て解析すること
とした。 
 
（3）核内受容体 LXR は酸化コレステロールをリ
ガンドとし、肝臓においてコレステロールの恒常
性の維持に寄与している。我々はこれまでに
LXR が、直接 LDL 受容体の発現を、また
SREBP を介して LPIN の発現を制御していること
を明らかにしてきた。LPIN は細胞質においては
脂肪合成を、一方核内においては PPAR の転写
活性を制御して脂肪酸代謝を促進すると考えら
れている。このように LPIN は、コレステロールの
恒常性維持に関わるLXRと、脂質代謝を制御す
る PPAR のいずれの働きにも関わっている興味
深い脂質代謝制御分子である。そこで、LPIN が
細胞内においてどのように制御されているかを解

析することとした。 
３．研究の方法 
（1）PPARα の転写活性化化合物を得るために、
構築したスクリーニング系を用いて、植物抽出液
及び化合物ライブラリーの評価を実施する。得ら
れたヒット化合物は、in vitro での PPAR サブタイ
プ特異性について評価する。さらに、in vivo での
病態モデル動物を用いて、薬効の評価を行う。 
 
（2）SETDB1 の細胞内局在を解析するために、
SETDB1 に対する抗体を用いて免疫染色を行う。
また、分画した細胞抽出液を用いて、ウエスタン
ブロット法によっても SETDB1 の局在を解析する。
一方、SETDB1 の翻訳後修飾による活性制御メ
カニズムを明らかにするために、MS 解析により
翻訳後修飾部位及びその種類を同定する。これ
ら翻訳後修飾がヒストンメチル化酵素活性に及
ぼす影響を解析するために、翻訳後修飾部位に
変異を加えた時の活性を評価する。 
 
（3）LPIN の細胞内での安定性がどのように制御
されているかを明らかにするために、LPIN タンパ
ク質のモチーフ検索を実施する。見出したモチ
ーフと相互作用する因子があるかを、免疫沈降
実験により明らかにする。さらに、当該モチーフ
及び相互作用因子による、LPIN の細胞内での
安定性を評価する。 
 
４．研究成果 
（1）独自に構築したスクリーニング系を用いて、
植物抽出液及び化合物ライブラリーのスクリーニ
ングを実施し、PPARα の転写活性を制御する成
分を探索した。その結果、PPARα の転写活性を
上昇させる成分をいくつか得ることに成功した。
興味深いことに、そのうちの一つは、既存の
PPARα リガンドとはまったく異なる構造を持つ化
合物であった。実際にこの化合物が PPARα を活
性化することは、培養細胞を用いた標的遺伝子
の発現量の変化を解析することで確認した。 

 
図 1 新規 PPARα 活性化剤のサブタイプ
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 また、in vitro において PPAR ファミリーに対す
るサブタイプ特異性を評価した結果、本化合物
は PPARα を選択的に活性化することが明らかに
なった（図 1 A）。 
 次に、本化合物の in vivo での薬効を評価する
ために、フルクトースを負荷することで血中トリグリ
セリド値が上昇したラットを高脂血症モデルとして
用い、反復経口投与した時の影響を評価した。
その結果、血中トリグリセリド値の低下効果（図 1 
B）、並びに、肝臓での標的遺伝子の発現上昇
が確認できた。すなわち、見出した新規化合物
は in vivo において PPARαを活性化させることで
薬効を発揮することが明らかとなった。 
 本化合物はこれまでの PPAR リガンドとは全く異
なる構造であり、新たな生活習慣病の予防・治療
薬になり得る可能性があり、意義深い結果である。 
 
（2）SETDB1 の細胞内局在を解析するために、
SETDB1 に対する抗体を用いて肝ガン由来細胞
株における局在を解析した結果、SETDB1 は細
胞質に多く存在した（図 2A）。細胞抽出液を細胞
質、核、細胞内小器官に分画してウエスタンブロ
ット解析を実施したところ、同様に SETDB1 は細
胞質に多く存在した（図 2B）。さらなる解析を実
施した結果、SETDB1 は核内から細胞質に排出
されること、核内においてプロテアソームにより分
解を受けること、その結果として SETDB1 が細胞
質に多く存在することが示唆された。 

 次に、SETDB1 の翻訳後修飾を受ける部位と
その種類を解析することとした。MS 解析を行っ
た結果、SETDB1 の C 末端側のアミノ酸残基が
翻訳後修飾を受けること、その修飾がユビキチン
化修飾であることが示された（図 3A）。さらに、ユ
ビキチン化修飾を受けることで、SETDB1 の
H3K9 に対するメチル化酵素活性が増強すると
共に、標的遺伝子の発現を制御することが明ら
かになった（図 3B）。 
 今回明らかにした SETDB1 の局在制御やヒスト
ンメチル化酵素活性の制御メカニズムは、脂肪
細胞分化や脂質代謝等を調節する仕組みの一
端を担っている可能性があり、興味深い成果で

あると考えられる。 

（3）LPIN タンパク質の細胞内での分解制御機構
を明らかにするために LPIN のアミノ酸配列を基
にモチーフ検索を実施した結果、DSGXXS モチ
ーフが見出された。このモチーフに変異を導入し
た結果、LPIN タンパク質の細胞内での安定性が
増加した。そこで、この領域を用いて相互作用分
子を探索した結果、E3 ユビキチンリガーゼである
BTRC によって LPIN タンパク質の DSGXXS モ
チーフが認識されることが示された（図 4）。従っ
て、細胞質中の LPIN タンパク質は、ユビキチン-
プロテアソーム系を介して分解を受けることが示
唆された。 

 今回明らかにした分解制御機構を応用すること
で、LPIN の脂肪酸燃焼と脂質合成の相反する
機能を制御できる可能性があり、興味深い。 
 
 以上、本研究で得られた成果は生活習慣病を
予防・治療できる薬剤の開発に繋がる可能性が
あり、非常に意義深いものと考える。 
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図 3 SETDB1 の翻訳後修飾解析（A）とヒス

トンメチル化酵素活性に及ぼす影響

の解析（B） 

A

B

M
ut
1

M
ut
2

W
T

SETDB1

M
ut
1

M
ut
2

W
T

SETDB1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

WT K597R K867R

SETDB1

Mut 1 Mut 2

 
図 4 LPIN タンパク質と E3 ユビキチンリ

ガーゼ BTRC との相互作用解析 
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