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研究成果の概要（和文）：脂肪蓄積細胞に高発現する機能未知 HPD1 タンパクの生理機能を解明するために、
HPD1 がノックダウンされた脂肪細胞を作製した。まず、HPD1ノックダウン及びコントロール脂肪細胞からの
mRNAを用いてGeneChip解析を行った。この結果、両細胞間で発現変動が認められた遺伝子には、脂質代謝、糖代
謝及び細胞骨格関連遺伝子が含まれていた。さらに、3T3-L1脂肪細胞からHPD1をノックダウンすることにより、
hexokinase遺伝子の発現が低下することを見出した。以上の結果より、HPD1は他のタンパクを介して脂質代謝や
糖代謝に関連する遺伝子の発現を、転写レベルで制御しうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the physiological function of HPD1 highly expressed in 
fat-accumulated cells, we prepared HPD1-knockdown adipocytes (3T3-L1 cells). Genechip analysis was 
used to analyze the gene expression of HPD1 knockdown and control cell mRNAs. The genes causing 
change in the expression by the knockdown of HPD1 was lipid metabolism, glucose metabolism, cytokine
 receptor and cytoskeleton-related genes. In these genes, hexokinase (known as glucose kinase) was 
focused. The hexokinase in HPD1-knockdown adipocytes led to the significant decrease of mRNA and 
protein levels and also glucose kinase activity compared to that in control adipocytes. The 
subcellular localization of HPD1 was previously demonstrated as detectable proteins in the 
cytoskeleton-enriched fraction. These results suggest that HPD1 in adipocytes indirectly associates 
with transcriptional regulation of a large number of genes.

研究分野：分子生物学

キーワード： 脂肪細胞　糖代謝

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HPD1タンパクは、脂肪肝の肝実質細胞や脂肪細胞など高脂肪蓄積細胞に特異的に発現している。それゆえ、我々
は本タンパクを介した肝臓及び脂肪組織における新しい脂肪蓄積シグナルの存在を予想した。予想に反して、当
該研究の結果は糖代謝との関連性を示すものであるが、直接的あるいは間接的なHPD1を介した脂肪蓄積シグナル
の同定は、過剰な脂肪蓄積が原因となる非アルコール性脂肪肝インスリン感受性ならびに肥満などの治療に対す
るターゲットとしての応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
転写因子 peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARgamma)は、肥満及び 2型糖尿病モ

デルである ob/obマウスの脂肪肝において発現が誘導されている。その PPARgammaの肝臓特異

的なノックアウトは、ob/ob マウスの脂肪肝を劇的に改善した。この結果は、肝 PPARgamma が

脂肪肝発症に関与していることを意味する。しかしながら、PPARgammaは転写因子であるため、

PPARgamma制御下で脂肪肝形成に直接関与する未知因子の存在が予想された。そこで、我々は

その脂肪蓄積因子の網羅的な単離のため、ワイルド ob/ob肝(脂肪肝)及び PPARgamma欠損 ob/ob

肝(脂肪肝改善)を用いて GeneChip 発現解析を行い、多くの興味深い遺伝子の単離に成功した。

本研究では単離された遺伝子群の中から、機能未知遺伝子 HPD1 (Hepatic PPAR gamma-Dependent 

gene1: 仮名称) にフォーカスした。 

 

２．研究の目的 

本研究は、現状唯一の HPD1発現細胞株である 3T3-L1成熟脂肪細胞における HPD1の生理機能

を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

HPD1発現細胞株である 3T3-L1成熟脂肪細胞の HPD1を short hairpin RNA(shRNA)によりノック

ダウンし、コントロール(β-galactosidase に対する shRNA)細胞との比較において表現型を解析、

あるいはAffymetrix GeneChipを用いた発現解析を行った。3T3-L1成熟脂肪細胞へのHPD1shRNA

の導入は、HPD1shRNA発現レンチウイスルベクターを用いた。 

 

４．研究成果 

【3T3-L1脂肪細胞における HPD1ノックダウン】 

分 化 誘 導 剤 (DMI: dexamethasone,3-isobutyl-1-

methylxanthine,insulin)で分化させた 3T3-L1成熟脂肪

細胞に HPD1shRNA 発現レンチウイルスを感染さ

せ、HPD1をノックダウンした。HPD1shRNA発現に

おける HPD1mRNA はコントロール細胞の約 90%で

あり、この条件を以後の実験に使用した(Figure 1)。 

【HPD1ノックダウン 3T3-L1脂肪細胞における細胞

形態の変化】 

コントロール細胞との比較において、HPD1 ノック

ダウン細胞の細胞形態に明らかな変化は認められな

かった。また脂肪滴特異的な蛍光試薬による細胞内

脂肪滴の染色の結果においても、両細胞の脂肪滴の大きさ、数そして形状などにも明らかな変化

は認められなかった。 

【HPD1ノックダウン 3T3-L1脂肪細胞を用いた GeneChip解析】 

コントロール及び HPD1ノックダウン細胞からそれぞれ mRNAを抽出し、GeneChip解析を行っ

た。この結果、コントロールに比べ HPD1ノックダウンにより 2倍以上発現が上昇した遺伝子は

61遺伝子、コントロールに比べ HPD1ノックダウンにより 1/2以上発現が減少した遺伝子は 36

遺伝子であった。これら発現レベルが変動した遺伝子群の中には、脂質代謝、糖代謝、サイトカ

イン受容体及び細胞骨格関連遺伝子等が含まれていた。 



【HPD1による hexokinase遺伝子の制御】 

Genechip 解析の結果より、グルコースのリン酸化酵素である hexokinase 遺伝子の発現が低下す

ることを見出した。HPD1ノックダウン 3T3-L1脂肪細胞における hexokinase mRNAレベルは、

分化開始後 7〜15日後で、コントロール細胞に比べ約 50〜60%まで低下した(Figure 2A)。更に、

HPD1ノックダウン 3T3-L1脂肪細胞における hexokinase活性及びそのタンパクレベルもまた、

コントロール細胞に比べ低下した(Figure 2B)。 

【考察】 

Genechip解析の結果、HPD1の

ノックダウンは、多くの遺伝子

発現に影響を及ぼすことが明

らかになった。しかしながら、

同定された遺伝子群の中には、

直接的に脂肪蓄積に関与する

遺伝子を見出すことが出来な

かった。そこで今回はそれらの

遺伝子群の中から、HPD1ノッ

クダウンによる遺伝子発現の

変 動 が 顕 著 で あ っ た

hexokinase 遺伝子について更

なる検討を行った。 

脂肪細胞における HPD1 ノ

ックダウンは、 hexokinase 

mRNAの低下を引き起こした。

我々はデータベースによる

HPD1 のアミノ酸配列の解析

及び細胞内局在性の解析結果

から、HPD1が細胞骨格タンパクを含む画分に局在していることを明らかにしている。それゆえ、

HPD1が直接的に hexokinase遺伝子の転写を制御しているとは考えにくく、HPD1の機能として

他のタンパクを介した間接的な遺伝子発現調節が示唆された。 
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