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研究成果の概要（和文）： 

  
 近年私達は、核内受容体 PPARγの転写共役因子として PDIP1 を単離した。その生体内機能を
同定する目的で、PDIP1 ノックアウト(KO)マウスを樹立し、代謝解析を行った。PDIP1KO マウス
は、高脂肪食誘導性肥満ならびに脂肪肝発症に抵抗性を示し、その原因として肝臓における脂
質合成の低下、および脂肪酸酸化亢進が関与することが明らかとなった。PDIP1 はメタボリッ
ク症候群の新たな治療標的になりうる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  
 We recently isolated PDIP1 as a transcriptional cofactor of PPARγ.  To elucidate its 
physiological function, we generated PDIP1 knockout (KO) mice and analyzed their 
metabolic phenotypes. KO mice revealed resistance to high-fat diet induced obesity and 
hepatosteatosis due to reduced lipogenesis and enhanced fatty acid oxidation in the liver.  
PDIP1 might be a therapeutic target of metabolic syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 

  

 ペルオキシソーム増殖剤活性型受容体

(peroxisome proliferator-activated 

receptor: PPAR)には、異なる遺伝子により

コードされる PPAR、PPAR/ならび PPARと

いう３種のアイソタイプが存在し、それぞれ

生体内で特異的な臓器発現様式を示し、異な

るリガンドにより生理作用を発揮する。２型

糖尿病治療薬として広く臨床応用されてい
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るチアゾリジン系薬剤は、PPARの合成リガン

ドとして作用することが判明しており、in 

vivo ならびに in vitro においてインスリン

抵抗性改善作用、脂肪細胞分化促進作用、抗

動脈硬化作用、抗炎症作用および腫瘍細胞ア

ポトーシス増強作用など多彩な作用を惹起

す る 。 PPAR の リ ガ ン ド 結 合 領 域 

(ligand-binding domain: LBD)に位置する

activation function2 (AF2)に結合する転写

共 役 因 子 と し て 、 thyroid hormone 

receptor-associating protein (TRAP)220/ 

PPAR-binding protein、steroid receptor 

coactivator-1 、 transcriptional 

intermediatory factor 2 、 CREB-binding 

protein-binding protein (CBP)/p300、およ

び PPAR-interacting protein が同定され、

近年それぞれの共役因子ノックアウト(KO)

マウスが樹立され、PPARの生体内機能におけ

るこれら転写共役因子の果たす役割が解析

されている。 

 一方、核内受容体の DNA 結合ドメイン

(DNA-binding domain: DBD)はプロモーター

上のホルモン応答領域への結合に必須であ

るばかりでなく、他の転写因子との直接的な

蛋白-蛋白結合領域として機能することも知

られている。PPARの DBD に結合する転写共役

因子として褐色脂肪組織に高発現を示す

PPAR-interacting protein-1 (PGC-1)が同

定され、KO マウスの解析からその生体内機能

が明らかとなっている。PGC-1は褐色脂肪組

織以外に、肝臓、心臓ならびに横紋筋といっ

た限られた臓器発現を示すが、PPARの多彩な

生体内機能を考えるとPGC-1以外にもPPAR

の DBDに結合する共役因子が存在する可能性

が考えられた。そこで私たちは、ヒト PPAR

の DBD からヒンジ領域の一部をベイトとし、

酵母ツーハイブリッド法を用いて HeLa 細胞

cDNA ライブラリーをスクリーニングし、陽性

クローンを得た。このうちの１クローン

(2,681 base pair)は、当時機能未知であっ

た expression sequence tag KIAA1769 のカ

ルボキシ末端部と 100%相同性を示し、この蛋

白 を PPAR-DBD-interacting protein1 

(PDIP1)と命名した。ヒト PDIP1 遺伝子は 20

番染色体短腕に位置し、種々のヒト由来培養

細胞においてスプライシングの違いにより

アミノ末端構造が異なる PDIP1 (2,080 アミ

ノ酸、231 キロダルトン[kDa])と PDIP1 

(2,649 アミノ酸、295 kDa)という２つのアイ

ソフォームが存在する。構造上PDIP1にはATP

結合部位、 RNase B (RNB)ドメイン、および

２カ所の DNA ヘリケースドメインが存在し、

PDIP1 mRNAはヒトにおいてユビキタスな発現

を認めたが、特に肝臓、心臓、膵臓、ならび

に横紋筋といった全身の代謝制御臓器に高

発現していた。また PDIP1 は、3T3-L1 脂肪細

胞およびマクロファージに分化する THP-1細

胞において、CBP や TRAP220 同様に分化の過

程を通してほぼ一定の発現を認めた。更に培

養細胞系を用いた検討において、PDIP1 が

PPARのみならず複数の NR の転写活性型共役

因子として機能することを明らかとした 

(Endocrinology, 2006)。興味あることに、

PDIP1 は米国の Reddy らのグループによって

生化学的手法を用いて精製されたリガンド

依存性に全長 PPARに会合するラット肝臓核

蛋白複合体中の 285 kilo-dalton (kDa)の分

子量を示す PPAR-interacting complex 285 

(PRIC285)のヒトオルソログであることも判

明した。Reddy らは近年、同じ蛋白複合体中

の PRIC320 の機能解析を行い、培養細胞系に

おいて PRIC320 が PPAR family の中で PPAR

優位の転写活性型共役因子として機能する

こ と を 報 告 し た 。 以 上 の 成 績 よ り

PDIP1/PRIC285 ならびに PRIC320 は、共に DNA

ヘリケースドメインを有する蛋白で、新たな



転写共役因子ファミリーに属することが示

唆された。 

 
２．研究の目的 

  

 生体内における PDIP1の機能を明らかとす

る目的で、相同遺伝子組み換え法を用いて

PDIP1KO マウスを樹立し、標準餌下および高

脂肪食負荷時におけるそのエネルギー代謝

調節機構異常について分子病態解析を行う。 

 
３．研究の方法 

  

 KO マウス作成を開始した当時、マウス

PDIP1 全長 cDNA 塩基配列はデータベースに

未登録であったため、分化誘導した 3T3L-1

脂肪細胞より long RT-PCR を用いてまずマウ

ス PDIP1 cDNA をクローニングし、その全塩

基配列を決定し (accession no. AB201714)、

更にマウスゲノムデータベースとの比較に

よりマウス PDIP1遺伝子構造を明らかとした。

マ ウ ス PDIP1 蛋 白 は 2,947 ア ミ ノ 酸 

(331kDa)からなり、アミノ酸レベルでヒト

PDIP1と71%のホモロジーを有し、ヒトPDIP1

同様の位置に ATP 結合部位、RNB ドメインお

よび DNAヘリケースモチーフが保存されてい

た。マウスにおいては横紋筋を除き、ヒト同

様に肝臓、心臓、および脂肪組織にPDIP1 mRNA

の高発現を認め、培養細胞系においてマウス

PDIP1 も PPARのリガンド依存性転写活性化

を容量依存的に増強することを確認した。マ

ウスではアミノ末端構造の異なる PDIP1アイ

ソフォームの存在を RT-PCR 法にて確認でき

なかったが、その存在も危惧して、アミノ末

端を大きく欠失させるように PDIP1遺伝子の

開始コドンを含むエキソン２〜エキソン７

をネオマイシンカセットに置き換えるター

ゲティングベクターを構築した。相同遺伝子

組み替え法を用いてキメラマウスを作製し、

C57BL/6 マウスと交配して F1ヘテロ PDIP1KO

マウスを得た。更に、ヘテロ KO マウス同士

の交配により PDIP1 ホモ KO マウスを樹立し

た。予測どおりに相同遺伝子組み替えがおこ

っていることを KO マウスのゲノム DNA を用

いたサザンブロット法にて確認し、肝臓

PDIP1 mRNAの消失をノーザンブロット法にて

確認した。PPARや CBP、あるいは TRAP220 ホ

モ欠失マウスは胎生致死となることが報告

されているが、PDIP1 ヘテロ･ホモ欠失マウス

はほぼメンデルの法則に従って出生したこ

とから、胎生期の PPAR機能において PDIP1

は必須ではないことが推察された。 

 その後 C57BL/6マウスとバッククロスを繰

り返し、全ての表現型解析は F6 以降の KO マ

ウスを用いて行った。 

 
４．研究成果 

   

 標準餌飼育下でホモ KO マウスは、同胞の

野生型(WT)マウスに比べ軽度のやせ傾向を

呈したが、解剖学的に明らかな異常を認めず、

雌雄ともに妊孕性を有し、摂食量、運動量、

耐糖能あるいはインスリン感受性に有意差

を認めなかった。また脂肪重量も WT マウス

と有意差を認めず、血清インスリン、レプチ

ン、およびアディポネクチン濃度にも有意差

を認めなかった。しかしながら興味あること

に、血清総コレステロールと HDL コレステロ

ー ル 値 は 正 常 で あ っ た が 、 中 性 脂 肪

(triacylglycerol: TG)の有意な低下を認め

たことから、KO マウスにおいて何らかの脂質

代謝異常が存在する可能性が示唆された。そ

こで高脂肪食(high-fat diet: HFD)負荷を行

ったところ、PDIP1 ホモ KO マウスは WT マウ

スに比べ、摂食量や運動量に有意差を認めな

かったが、15週齢以降有意な肥満抵抗性、脂

肪肝抵抗性、良好な耐糖能ならびにインスリ

ン感受性を示した。HFD 下においても KO マウ



スは、有意な低 TG 血症を呈し、白色脂肪重

量と大型白色脂肪細胞数の減少を認めた。

HFD 投与により、WT において肝臓 PDIP1 mRNA

発現は増加することも明らかとなった。HFD

下で、KO マウス肝臓では、TG 合成系酵素群

の発現低下に加え、脂肪酸酸化に関与する遺

伝子群発現の増加を認め、実際に肝臓におけ

る AMP-activated protein kinase (AMPK)活

性化と脂肪酸酸化亢進を認めた。一方、KO マ

ウスの褐色脂肪組織における適応熱産生に

関与する遺伝子発現、および骨格筋における

AMPK活性化はWTマウスと差を認めなかった。 

  以上の結果より、全身性 PDIP1 欠失は肝臓

特異的に AMPK を活性化し、TG 合成低下およ

び脂肪酸酸化亢進をきたして、HFD 誘導性肥

満に対し抵抗性を惹起することが明らかと

なった。生体内で PDIP1 は高脂肪食摂取によ

る肥満増悪性転写共役因子として機能し、メ

タボリック症候群の新たな治療標的になる

可能性が示唆された。                     

 

 研究代表者は、これらの研究成果発表をシ

ン ポ ジ ス ト と し て 14th International 

Congress of Endocrinology 2010 Official 

Satellite Symposium、および 2010 年第 3１

回日本肥満学会において行い、現在 revised 

version 論文を投稿中である。 
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