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研究成果の概要（和文）：　PPARδをモデル転写因子としてクロスリンクを用いたタンパク複合体同定法を検討した。
　光反応性アミノ酸の添加では細胞毒性が、ホルムアルデヒドにてクロスリンクを行った場合には、PPARδの同定率が
低下すること、非特異的なタンパク結合の増加が認められた。その一方、PPARδのマクロファージ特異的な共役因子と
して同定したSATB1のshRNAによるノックダウンによりPPARδアゴニストによるマクロファージ特異的な標的遺伝子の誘
導が減弱することを見いだした。
 以上の結果より、クロスリンクを用いたプロテオミクスによりPPARδの生理的な相互作用タンパクを同定することが
可能である。

研究成果の概要（英文）： We have carried out to establish a transcription factor complex identification 
method combining cross-linking and high-resolution mass spectrometry using PPARδ as a model 
transcription factor.
 We found photo-reactive amino acids induce cell toxicity. Formaldehyde cross-linking causes decrease in 
coverage of target protein and increase in non-specific protein binding. Knockdown of SATB1, which is 
identified as macrophage-specific PPARδ interact protein, by shRNA reduces macrophage-specific PPARδ 
target gene induction by PPARδ agonist.
 These results suggest the possibility of the identification of native PPARδ transcriptional complex 
using combination of cross-linking and high-resolution mass spectrometry.
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１．研究開始当初の背景 
核内受容体は、発生・分化といった生理的
因子あるいは環境因子など種々の刺激に応
答してリガンド依存的に遺伝子発現を調節
する転写制御因子である。核内受容体の転写
活性は、核内受容体タンパク発現量、リン酸
化等による翻訳後修飾、リガンド結合、およ
びコアクチベーターやコリプレッサー等の
転写共役因子との相互作用によって制御さ
れている。とりわけ、DNA上に結合した核内
受容体にリクルートされる転写共役因子複
合体はその酵素活性によりヒストンを翻訳
後修飾することでクロマチン構造を制御す
るという重要な役割を担っていることが明
ら か に な っ て き た (Genes & Dev, 20, 
1405(2006))。申請者らは、これまでに核内受
容体に対するモノクローナル抗体を系統的
に作成し(Tanaka T. et al., J Atheroscler Thromb, 
9, 233(2002))、内在性のタンパク複合体を免
疫沈降して同定する手法（targeted proteomics）
を確立し(Daigo K. et al., J Biol Chem. 286, 
674(2011))、10 cm2 dish 1枚から核内受容体
hepatocyte nuclear factor 4- (HNF4)と相互作
用するヒストンアセチル/脱アセチル化、メチ
ル化/脱メチル化などの酵素活性を有する転
写共役因子や ATP 依存性リモデリング因子
複合体の同定に成功している。また、マクロ
ファージの分化に伴い発現誘導される核内
受容体PPARδの targeted proteomics解析から、
PPARδ が種々の scaffold/matrix attachment 
regions (S/MARs)結合タンパク質と複合体を
形成すること、リガンド存在下では S/MARs
結合タンパク質に加え special AT-rich 
sequence binding protein 1 (SATB1) やコヒー
シンサブユニット SA-2 (STAG2) と結合す
ることを見いだしている(未発表)。CTCFやコ
ヒーシンは細胞特異的なクロマチンループ
構造を制御する因子であること、SATB1 は
S/MARsを足場として IL-4や IL-13などを含
む Th2 サ イ ト カ イ ン locus や major 
histocompatibility complex (MHC) class-I locus
のクロマチンループの形成に関わり組織特
異的な遺伝子発現を制御すると報告されて
いる(Nat Genet, 38, 1278(2006), Nat Cell Biol, 9, 
45(2007))。したがって、PPARは S/MARs結
合タンパク質との複合体を形成することで
クロマチン構造の変化を誘導してマクロフ
ァージ特異的な遺伝子発現を制御すると考
えられた。しかし、PPARδと相互作用する転
写共役因子複合体の種類や構成因子、さらに
はどのような序列で転写共役因子複合体が
入れ替わることでクロマチン構造を制御し
転写を促しているかを明らかにするために
は経時的に複合体を同定する手法が必要で
あると考えられた。 
２．研究の目的 
転写因子による遺伝子発現制御機構を理
解するには、転写因子-DNA 相互作用に加え
DNA 上で形成される転写共役因子複合体や
ヒストン修飾に伴うクロマチン構造の変化

を明らかにすることが重要である。本研究で
は、リガンド依存的に遺伝子発現を制御する
核 内 受 容 体 の 一 つ peroxisome 
proliferator-activated receptior-δ (PPARδ)につい
て、アゴニストによる活性化にともない変遷
する転写共役因子複合体を同定する手法を
確立する。さらに、クロマチン免疫沈降
(ChIP)-seq、Chromosome Conformation Capture 
(3C) 、 chromatin interaction analysis by 
paired-end tag sequencing (ChIA-PET)、および
fluorescence in situ hybridization (FISH)法を駆
使し、PPARの活性化によって核マトリック
スを足場として形成されるクロマチンルー
プ構造を介した転写制御機構を明らかにす
る。 
３．研究の方法 
 ネイティブなタンパク質複合体を取り扱
うプロテオミクス解析では、過剰発現系とは
異なり微量なタンパク質を効率良く濃縮す
る必要があることに加え、核抽出液調製時の
高塩濃度への暴露により結合エネルギーの
弱いタンパク質の複合体が形成できなくな
ること、足場となる応答配列を含む DNA が
ないために複合体形成が困難になることが
予想される。さらには、PPARδの転写共役因
子複合体は経時的に変化することも組織あ
るいはリガンド依存的に形成される複合体
の同定を困難にしている。申請者らは、これ
までに核内受容体に対する高親和性モノク
ローナル抗体を作成し、非特異的吸着の少な
い磁性ビーズに結合させて、内在性のタンパ
ク複合体を免疫沈降にて回収した後にトリ
プシン消化し、得られたペプチド混合物をイ
オントラップ・オービトラップ質量分析装置
を装備したHPLCシステムにて解析するショ
ットガンプロテオミクス（targeted proteomics）
を確立している (Daigo K. et al., J Biol Chem. 
286, 674(2011))。本手法によりこれまでに
我々は、PPARδが THP-1マクロファージにお
いて SAF-A, Ku70, Ku86, poly (ADP-ribose) 
polymerase (PARP-1), protein kinase, 
DNA-activated, catalytic polypeptide (PRKDC)
といった S/MARs結合タンパク質や、リガン
ド依存的に SATB1や STAG2などのクロマチ
ンループ形成に関与するタンパクと相互作
用することを見いだしている。本研究では、
従来の装置よりもさらに高速・高分解能・高
感度な Orbitrap ELITE ETDを用い、THP-1マ
クロファージにおいてリガンド有無の条件
下での PPAR複合体解析を実施する。さらに、
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)および光
反応性の diazirine環を有する L-photo-Leucine
と L-photo-Methionine とを含む培地中 (Nat 
Methods, 2, 261(2005))にて THP-1細胞を培養
しマクロファージへ分化させた後、リガンド
処理し UV (365 nm) 照射することで PPAR
タンパク複合体を photo-crosslink させる。細
胞から得られた核ペレットをソニケーショ
ンあるいはエンドヌクレアーゼ処理した後、
遠心して得られた上清から PPARδ タンパク



複合体を免疫沈降させることで、生理的条件
下での相互作用タンパク複合体を捕捉、同定
する手法を確立する。 
４．研究成果 
（１）Photo-crosslink を用いたショットガン
プロテオミクス 
 Tet-off システムにて PPARδ を発現する
HepG2細胞を用い、光反応性アミノ酸を添加
した培養液中にて PPARδを誘導した結果、細
胞毒性が認められたことから、次に THP-1細
胞を PMA および光反応性アミノ酸を添加し
た培地でマクロファージ様細胞へと分化さ
せた。しかしながら、THP-1細胞においても
毒性が認められたことから、PPARδを光反応
性アミノ酸に置換して photo-crosslink するこ
とは難しいと判断した。そこで、ホルムアル
デヒドを用いたクロスリンクを実施した。そ
の結果、同定率は低下するものの PPARδおよ
び相互作用タンパクを同定することに成功
した。ただし、非特異的なタンパクの同定数
も増加した。従って、シグナル/ノイズ比を改
善するためのサンプル調製方法、クロスリン
ク条件、洗浄条件については引き続き検討を
行うこととした。 
（２）SATB1 の PPARδ 標的遺伝子発現に及
ぼす影響 
 PPARδ の THP-1 マクロファージにおける
相互作用タンパクとして SATB1 を見いだし
た。そこで、SATB1 の PPARδ の機能に及ぼ
す影響を検討するために、shRNAによるノッ
クダウンを実施した。 

図1 PPARδ標的遺伝子の発現に及ぼすSATB1
の影響 
 その結果、骨格筋やマクロファージにおけ
る PPARδ標的遺伝子である PDK4や CPT1の
発現に及ぼす影響は認められなかったが、
PPARδ のマクロファージ特異的な標的遺伝
子として同定した CD300a(Tanaka T. et.al. Sci 
Rep, 4, 5412(2014))の発現を低下させること
が明らかとなった（図 1）。このことから、

SATB1 は PPARδ の組織特異的な遺伝子発現
を制御することが示唆された。この結果を踏
まえ、PPARδのゲノム上の結合部位に SATB1
が共局在していることをクロマチン免疫沈
降シークエンス(ChIP-seq)にて証明するため
に免疫沈降可能な抗体作成に着手した。 
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