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研究成果の概要（和文）：我々は、ob/obマウスの脂肪肝において高発現している機能未知遺伝子HPD1を単離した。本
研究では、HPD1の生理機能を解明するために、レンチウイルスによるHPD1ノックダウンシステムを構築した。このシス
テムにより、3T3-L1脂肪細胞におけるHPD1発現はおよそ80%抑制された。HPD1ノックダウン脂肪細胞を用いて抗体アレ
イを行ったが、顕著に発現が変化するタンパクは見出せなかった。さらに、細胞分画法によりHPD1の細胞内局在を確認
したところ、HPD1はミクロソーム画分に局在した。興味深いことに、HPD1は界面活性剤によりミクロソーム画分を可溶
化すると、不溶性画分に局在した。

研究成果の概要（英文）：Hepatic peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ)-dependent gene 1 
(HPD1) gene was isolated as high expression in fatty liver and unknown function. The HPD1 gene is 
directly regulated by PPARγ. In the present study, to assess physiological function of HPD1 protein, 
HPD1 expression was repressed by lentivirus expressing HPD1shRNA. Infection of lentiHPD1shRNA 
dramatically decreased HPD1 protein by about 20% as comparison with lenticontrolshRNA. Although normal or 
phospho-specific antibody array was performed using lenticontrol and HPD1shRNA-infected cells,there was 
no significant difference between the protein or phosphorylation levels of both cells. To assess 
subcellular localization of HPD1 protein, 3T3-L1 adipocytes were fractionated by differential 
centrifugation. The result showed that the HPD1 is exclusively detected in the microsomal fraction. 
Interestingly, HPD1 localized in detergent-insoluble microsomal fraction.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
典型的な肥満及び 2型糖尿病モデル ob/ob 

マウスの脂肪肝において発現が上昇している
転写因子、 peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma (PPARγ) の欠損は、ワイルド 
ob/ob マウスが発症している重篤な脂肪肝を
劇的に改善した(Matsusue et al. J. Clin. Invest., 
2003)。この結果は、PPARγ 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、
PPARγ は転写因子であるため PPARγ 制御下
で脂肪肝形成に直接関与するエフェクター因
子の存在が予想された。そこで、申請者はそ
のエフェクター因子の網羅的な単離のため
GeneChip 発現解析を行い、機能未知遺伝子
HPD1 の単離に成功した。 

これまでに我々は、HPD1 が正常肝臓では
低レベルであるものの、ob/ob マウスの脂肪肝
においては高発現していること、PPARγ 標的
遺伝子であること、さらに、脂肪肝以外にも
白色及び褐色脂肪組織に高発現していること
などを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、脂肪肝に特異的に発現す
る機能未知遺伝子 HPD1 の生理機能を解明し、
本遺伝子産物を介した新しい脂肪蓄積シグナ
ルの存在を証明することである。 
 
３．研究の方法 

(1) HPD1ノックダウンシステムの構築 
･ HPD1shRNAを発現するレンチウイルス
ベクターの作製 

･ HPD1を高発現している3T3-L1脂肪細胞
に、作製したレンチウイルスを感染させ、
HPD1発現の抑制をタンパク及びmRNA
レベルで確認 

(2) ワイルド及びHPD1ノックダウン3T3-L1
脂肪細胞から抽出されたタンパクによる
抗体アレイ解析 

(3) ワイルド及びHPD1ノックダウン3T3-L1
脂肪細胞から抽出されたタンパクによる
リン酸化抗体アレイ解析 

(4) 3T3-L1脂肪細胞を用いた細胞分画による
HPD1の細胞内局在解析 
･ 遠心分離により分画された各オルガネ
ラを用いて、抗 HPD1 によるウエスタ
ンブロット 

･ 遠心分離により分画されたミクロソー
ム画分を Triton-X100 処理。遠心後、可
溶化画分と不溶性画分に分け、それぞ
れウエスタンブロット 

 
４．研究成果 

本研究の成果を以下に要約する。 
 
(1)  HPD1shRNA発現レンチウイルスベ

クターによるHPD1発現の抑制 
予備的な検討により、効率的にHPD1発現が

抑制されるshRNA配列を決定し、レンチウイル
スベクターを作製した。レンチウイルスは、

HPD1を高発現している3T3-L1脂肪細胞に
高効率でトランスフェクション出来ること
が知られている。3T3-L1脂肪細胞における
HPD1の発現は、HPD1shRNA発現レンチウ
イルスの感染により、コントロールshRNA
に比べおよそ80％抑制された(図1)。               

 

この結果より、作製したHPD1shRNA発
現レンチウイルスは効率的にHPD1発現を
抑制でき、以後の機能解析の実験に使用さ
れた。 
 
(2) ワイルド及び HPD1 ノックダウン

3T3-L1脂肪細胞によるアレイ解析 
HPD1の機能を推測するために、ワイル

ド及びHPD1ノックダウン3T3-L1脂肪細胞
を用いて２つのアレイ解析を行った。はじ
めに、HPD1ノックダウンにより発現レベル
が変化するタンパクを網羅的に同定するた
めに、抗体アレイを行った。さらに、HPD1
ノックダウンによりリン酸化の程度が変化
するタンパクを同定するために、リン酸化
抗体アレイを行った。これらの結果、いず
れのアレイにおいてもワイルド及びHPD1
ノックダウン3T3-L1脂肪細胞間で、明らか
な変化を認めるタンパクは見出せなかった。 
 
(3) HPD1は、Triton-X100不溶性ミクロソー
ム画分に局在する。 

機能未知タンパクの細胞内局在を明ら
かにすることは、その機能を解明するため
に重要な知見となる。はじめに、HPD1-GFP
融合タンパクあるいは抗HPD1抗体を用い
た蛍光免疫染色を試みた。この結果、HPD1
は、核あるいは細胞膜以外の細胞内全体に
点在していた  (data not shown)。次に、
3T3-L1脂肪細胞を細胞分画し、分画された
オルガネラに対して、抗HPD1抗体によるウ
エスタンブロットを行ったところ、HPD1
タンパクはミクロソーム画分に局在してい
ることを明らかにした。ミクロソーム画分
には小胞体、細胞膜などの膜画分や細胞骨
格などのオルガネラが共存している。そこ
で、ミクロソーム画分にTriton-X100を加え
膜画分を可溶化したところ、HPD1タンパク
は細胞骨格タンパクなどがリッチに存在す
るTriton-X100不溶性ミクロソーム画分に局
在した (図2)。 

 
本研究期間においては、HPD1の明確な

生理機能を解明することは出来なかった。



しかしながら、本研究で作製されたHPD1ノッ
クダウンシステムは、今後の機能解析において
極めて有力なツールになると思われる。 
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