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袈約

ベルオキシソーム増殖剤応答受容体r(peroxisome 

proliferator-activated receptor r， PPAR r) は

脂肪細胞の分化にきわめて重要な役割を担っているO

しかし分化以外の役制についてはいまだ充分な検討が

なされていない。蛋白質の機能解析の 1つの有力な方

法に，抑制型変異体を用いる方法があり， PPAR r 

においても抑制型変異体が得られれば研究に有用であ

ると考えられる。

今回， PPARrの抑制型変異体の作成を試みたと

ころ，ムC変異体と名付けた変異体は，転写活性が低

し， 3T3-Ll線維芽細胞の脂肪細胞への分化を抑制

した。 PPARrの抑制型変異体が得られたと考えら

れるため，報告する。

緒
品
目
悶

核内受容体の…種であるベルオキシソ…ム増殖期l応

答性受容体r(peroxisome proliferator-activated 

receptor r， PP AR r)は脂肪細胞の分化の初期か

ら発現が見られ，脂肪細胞分化においてきわめて重要

な役割を担っていることが明らかとされている。しか

し分化後にもPPARrの発現が認められるものの，

その役割については未fご検討がなされていない。

今回PPARrの成熟脂肪細胞における機能解析に

利用するための抑制型変異体の作成を試た。

方法

材料

細胞はAmericanType 1'issue Culture Collec-

tionより入手した。 Insu1inはSigma Chemical 

Co. (St. Louus， MO)より， Dulbecco' s modified 

Eagle's medium (DMEM)， Lipofectin はGIBCO

BRL， Life 1'echnologes， Inc. (Rockville， MD， 

USA)より， CellPhect， Glutathione sepharose 

4B， pG日X41'-3はPharmaciaよりそれぞれ購入した。

troglitazoneは三共 (Japan)より提供された。 BRL

49653はSmithKlineBeecham (United Kingdom) 

より提供された。 DNA-TPCおよびpAdex1 CAwt 

vectorは斉藤泉先生(東京大学)より分与いただいた。

プラスミドの作成

マウスPPARγ2のcDNAは31'3-Ll脂肪細胞の

mRNAからreverse句-transcriptionand polymerase 

chain reaction (R1'-PCR)を行い入手した。エンザ

イムサイトとhemagglutininA (HA)-tagをPCRによ

り挿入した。野生型PPARr 2 (WT)のcDNA作成に

は8-プライマー:5¥attctagagttatgggtgaaactctggga-3'，

およびA8-IIA削プライマ…:5'“taggtacctcatgcgtagtc 

gggaaca tcgtacgga tacaagtccttgtag a tctcctg-3' を

使用し，抑制型変異体(ムC)には$プライマーおよび

CA8即日A卿プライマー:5'蜘ctggtaccctacgcgtaatcgggg ac 

a tcgtacgggta tgtctctgtcttcttg a tcaca tg -3'を使用したo

PCR産物はpB1uescriptn -K8 vector (8tratagene) 

のXbαIωKpnIサイトに挿入され，確認のためシーケ

ンスを行った後，それぞれのcDNAをpcDL-8Rα

(pcDL-8Rα-W1'及び、pcDL-8Rα ムCと命名した)

あるいはpGEX41'-3tこ挿入した。

アデノウイルスの作成

HA聞tagのついたW1'およびdC変異体のcDNAを

pBl uescript n -K8 vectorよりそれぞれXbaIとKpnl

キーワード:PPAR 7， adipogenesis， domonant-negative action 
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で分離，両端をプラント化し， pAdex1CAwt vector 

のSwaIサイトに挿入した。 DNA-TPCと共に293細

胞にCellPhectによりトランスフェクトし，プラーク

アッセイを行って単一クローンを分離した。 293細胞

にてウイルスの増幅を繰り返した後， CsClを使った

超遠心分離を 2度行って精製し， phosphate-buffered 

saline (PBS)， pH7.4-1% glycerol にて透析した。

ウイルスタイターはプラークアッセイにより決定した。

分離されたマウス野生型PPARr2，あるいはC末側

欠損変異体PPARr2を含むアデノウイルスをそれぞ

れAdex-PPARr 2-WT， Adex-PPAR r 2-ムCと命

名した。

ウエスタンプロット

マウス PPARr 2に対する抗体はGST-mouse

PPARr2をウサギに免疫することにより入手した。

3T3-L1細胞をPBSで二度洗った後， lysis buffer 

(50mM Tris/HCl， pH7.5， 150mM KCl， 1% TritonX-

100， 1mM phenylmethylsulfontyl fluoride (PMSF)， 

1mM dithiothreitoD にて15分間溶解し， 10000gに

て10分間遠心分離を行った。上清を10%SDS-PAGE

ゲルにて展開，ニトロセルロース膜に転写し， ミルク

バッファーでブロックした後，マウスPPARr 2抗体

もしくはHA抗体でブロットした。 horseradish

peroxidaseの結合した二次抗体と混合した後， enhanced 

chemiluminescence (ECL， Amersham， Little Chalfont， 

UK)にて蛋白バンドを可視化した。

リガンド結合アッセイ

Glutathione S-transferase (GST)単独，あるい

はGST-PPARr融合蛋白を大腸菌 (NM522)に発現

させた。 5印OmMTr口lSI町/但J

Tritonのノパてツフア一中でで、これらの大腸菌をソニケ一

トし， 10000gにて30分遠心分離してその上清を回収，

Glutathione sepharose 4BにてGST，あるいは

GST-PPAR r融合蛋白を精製した。約10μgの精製

蛋白， 500μgの大腸菌蛋白， 200nMの[3HJ-BRL 

49653 (specific activity. 40 Ci/mmo1)，そして必

要に応じて100μMの非標識のBRL49653とを50mM

Tris/HCl (pH7.5)， 50mM KCl， lOmM  DTTのバッ

ファー中にて40Cで6時間混合した後， Quick Spin 

Sephadex G-25 columns (Boehringer Mannheim) 

にて蛋白に結合したBRL49653とフリーのBRL49653

とを分離した。シンチレーションカウンターにて蛋白

に結合した標識BRL49653の量を測定した。

ゲルシフトアッセイ

(18) 

PPRE (pero文isomeproliferator responsive 

element)オリゴヌクレオチド (5'-gttactaggacaaa 

ggtcacag a t-3'及び~3'-aatgatcctgtttccagtgtctag-5') 

をlサイクルのPCR(4min of denaturation at 94
0

C， 

10 min of annealing at 55
0

C， lOmin of elongation at 

720C)によりアニールし[α32PJ-dCTPにて標識した。

CHO細胞の培地にAdex-PPARr 2-WTあるいは

Adex守PPARr2 ムCを加えて 2時間培養し48時間

後lysisbuffer (50mM Tris/HCI pH7.5， 150mM 

KCl， 1% Triton X-100， 1mM PMSF)にて細胞を

溶解し，その上清を回収した。ウエスタンブロットに

よりほぼ同等の蛋白発現が見られることを確認した後，

細胞溶液とラベルされた PPREとを 20mM

Tris-HCl， 100mM N aCl， 2mM EDTA， 5mM MgC 

12， 1mM PMSF， 10% glycero1， 1μg po1y [d (I -C) ] 

の溶液(最終量15μ1)に混合し20分間室温にて静置

した。競合実験には，非標識のPPREオリゴヌクレ

オチドを標識PPREオリゴヌクレオチドの10--200倍

加えた。蛋白とDNAとの結合した複合体は 6%ポリ

アクリルアミドゲ、ルにて分離し，乾燥させた後，フィ

ルムに感光した。

ルシフヱラーゼアッセイ

24ウェルプレート上， DMEM!こて培養されたCV-1

細胞にレポータープラスミドPPRE3-TK-LUC(250 

ng/well) ， 蛋白発現ベクタ-pcDL-SRα-WT， 

pcDL-SRαムC，あるいはpcDL-SRαvector(200 

ng/well)，及び、pSV-βgalactosidase(300ng/ 

well)をLipofectin(0.5μg/well)にてトランスフェ

クトした。 24時間後， dimethyl sulfoxide (DMSO) 

に溶解したlμMのtroglitazone，あるいはDMSO単

独を加えた。さらに24時間後，細胞を回収し，ルシフエ

ラーゼアッセイと βーギャラクトシダーゼアッセイを

行った。ルシフエラーゼアッセイの値をβーギャラク

トシダーゼアッセイの値で補正した。実験は少なくと

も2検体以上の複数で行われ3回以上繰り返されたD

PPAR y WT及び!:J.C変異体の脂肪細胞分化に対す

る影響

10%FCS-DMEM!こて培養された3T3-L1fibroblasts 

にAdex-PPARr 2-WT， Adex-PPAR r 2-ムC，あ

るいはPBS-1%glycerolのみを加えて感染させた。

2時間後メディウムを交換してウイルスを除去し，さ

らに46時間培養した。次にBRL49653(5μM)及び

insulin (100nM)を含んだ10%FCS-DMEMにて 4

日間培養し，脂肪分化の誘導を行った。培地交換は2

日置きに行い，脂肪細胞の分化度は分化誘導8日目に



検討した。また必要に応じてOilRed 0染色を行っ

た。細胞内中性指肪の測定は細胞を溶解液 (50mM

Tris/HCI pH7.5， 150mM KCl， 1% Triton X-100， 

1mM PMSF)で溶解しその上清のtriglyceride含有

量をTriglycerideG-test (WAKO)にて測定した。

結果

抑制型変異体の作成

PPAR 'Yはレチノイド X受容体 (retinoid-X

receptor; RXR)とヘテロ二量体形成してDNAに

結合し，様々な蛋白発現の調節を行う核内受容体の一

種である。これら核内受容体はそれぞれ構造上類似性

を呈し，スーパーファミリーを形成しているo N末側

よりA/Bドメイン， DNA結合ドメイン，ヒンジドメ

イン， リガンド結合ドメインと機能的に分かれており，

リガンド結合部位をもってRXRに結合する。さらに

このリガンド結合部位の最も C末端にactivating

function-2 (AF -2)と呼ばれる部位があり， ここを

介して転写活性が行われると考えられている。この部

位の欠損変異体や点変異体はスーパーファミリーを形

成している他の受容体(例えばレチノイドA受容体，

あるいは甲状腺ホルモン受容体など)では抑制型変

異体になることが知られている(1， 2)。同様のことが

PPARrにでも起こることを予想してPPARr2の

C末端の16アミノ酸を欠損させた変異体を作成した。

この変異体をPPAR'Y 2-ムCと名付け，野生型をWT

とよび区別した。なおWT，ムCともにC末にHA-tagを

挿入した(図 1)。これらPPARr 2-WT，ーム Cの

cDNAを蛋白発現ベクターpcDL-SRα，あるいは

GST融合蛋白発現ベクターpGEX4T-3，あるいはア

デノウイルスベクターに組み込んだ。

2帥 2岨 .術師 4岨 網"“mh)l'llM:id)
^'民館司領鳩 b飢，.領峨

γ一一一一一寸「一一一一ir一一il
AF.2 

、IVT

aC 

図1 野生型PPAR'YとムC変異体の構造

PPAR 'YはN未側よりA/Bドメイン， DNA結合ド

メイン， ヒンジドメイン， リガンド結合ドメインと機

能的に分かれている。リガンド結合部位の最もC末端

にactivatingfunction-2 (AF-2)と呼ばれる部位が

あり，転写活性に重要と考えている。 (DBD:DNA

binding domain， LBD:ligand binding domain) 
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リガンド結合アッセイ

BRL4953はチアゾリジン誘導体の一種で， PPAR 

7に対し強い親和性を示すリガンドであることが知ら

れている (3)。

GST-PPAR r 2-WT融合蛋白， GST -PP AR 'Y 2-

ムC融合蛋白，およびGST蛋白を大腸菌内にて作成し，

それぞれ10μgと， [3HJで標識されたBRL49653200 

nMとの結合能の有無について検討を行った。同時に

特異的結合であるかどうかを調べる目的で，標識

BRL49653の500倍の非標識BRL49653を加えて標識

BRL49653の結合量が変化するか否かを検討した。そ

の結果， PPAR 'Y 2-WTはコントロールのGST単独

に比し約500倍のきわめて強い結合を示し， この結合

は非標識BRL49653を加えることにより約99%の減少

が認められた。

これに反し， リガンド結合ドメインのC末端16アミ

ノ酸を欠損させたPPAR'Y 2-ムCはBRL49653に対す
る特異的結合能をほとんど有しておらず， GST単独

と比べ1.2倍と， GST単独と有意な差を認めることが

出来なかった(図2)。

20町田口ー

l盟JO(J()

50000 

+ + 

GST.WT GST.aC 

図2 リガンド結合アッセイ

+ 

GST 

unlabeled 
B阻λ9653

GST-PPAR 'Y 2-WT融合蛋白， GST-PPARγ2-

sC融合蛋白，およびGST蛋白それぞれ10μgと， [3 

HJ -BRL49653 200nMとの特異的結合能の有無を100

μMの非標識BRL49653の非存在下および存在下の条

件で検討した。
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ゲルシフトアッセイ

次にDNAとの結合能を調べる目的でゲルシフトア

ッセイを行った。 CHO細胞にAdex-PPAR r 2-WT， 

Adex-PPAR r 2-ムCを感染させてそれぞれを発現

させ，ほぼ同量のWT ムCを含む細胞溶解液(ウエ

スタンプロットにて確認)と [α32p]_dCTPにて標識

したPPREオリゴヌクレオチドを混合し， 6 %ポリ

アクリルアミドゲルにて蛋白と結合したPPREと非

結合のPPREとを分離した。競合実験では非標識の

PPREを標識PPREの10，25， 50， 100， 200倍それぞれ

加え，蛋白と結合するPPREのカウントを測定し，

その減少率をそれぞれ算出し比較した。その結果，

PPARr2-WTとPPARr2-ムCのDNAに対する親

和性には有意な差を認めず，同程度のDNA結合を持

つと考えられた(図3)。

a) 

ルシフエラーゼアッセイ

次に， PPARr2-WTとPPARr 2-ムCとの転写活

性能力を検討するためルシフエラーゼアッセイを行っ

た。 pcDL-SRα-WT， pcDL-SRα ムC，もしくはコ

ントロールとしてのpcDL-SRα とをレポータープラ

スミドPPRE3-TK-LUC及びトランスフェクション

効率を補正するためのpSV-s galactosidaseと共に

LipofectinにてCV-1細胞にトランスフェクトし，

PPARr2-WTとPPARr2-~C とをそれぞれ発現さ

せた後， troglitazone 1 μM  24h刺激でのPPREに

対する転写活性能を検討した。

PPARr2-WTはこのtroglitazone刺激により約7

倍の活性上昇を示した。コントロール細胞もtroglita-

zoneに約2.3倍と少ないながらも反応を示し内因性の

PPARrの存在を示唆した口一方， PPAR r 2-ムC

を発現した細胞はコントロール細胞よりも低く， ほ

とんど転写活性を示さなかった(図4)。この結果は

PPAR r2-ムCが抑制型変異体の性質を持つことを示

唆していると考えられた。
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10 25 虫印)
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図3 ゲルシフトアッセイ

CHO細胞らAdex-PPARγ2-WT，Adex-PPAR 

r 2-ムCを感染させてそれぞれを発現させ， ほぼ同量

のPPARr 2-WT， PPAR r 2-~Cを含む細胞溶解液

と[α32p]_dCTPにて標識したPPREオリゴヌクレオ

チドを混合し、 6%ポリアクリルアミドゲルにて蛋白

と結合したPPREと非結合のPPREとを分離した。

競合実験では非標識のPPREを標識PPREの10，25， 

50， 100， 200倍それぞれ加え，蛋白と結合するPPRE

のカウントを測定し，その減少率をそれぞれ算出し比

較した。 (a)Western blot によるWT，ムCの発現

(b)ゲルシフトアッセイ (c)競合実験による減少率

の変化の比較

。
Control WT ~C 

図4 ルシフエラーゼアッセイ

24ウェルプレート上に培養されたCV-1*田胞にpcDL-

SRα-WT， PCdl-srα ムC，pcDL-SRαのみのそれぞ

れに対し， PPRE3・TK-LUC，pSV-s galactosidase 
をLipofectinにてトランスフェクトした。 24時間後，

1μMのDMSOに溶解したtroglitazone，あるいは

DMSO単独を加えた。さらに24時間後，細胞を回収し，

lレシフエラーゼアッセイと 3ーギャラクトシダーゼアッ

セイを行った。ルシフエラーゼアッセイの値は3ーギャ

ラクトシダーゼアッセイの値により補正し，倍率表示

し7こ。

(20) 



PPARγWT及びb.C変異体の脂肪細胞分化lこ対する

影響

次に脂肪細胞分化に対する影響を調べる目的で，

3T与L1fibroblasts!こAdex-PPARr2-WT，Adex-

PPAR?' 2-AC，あるいはPBS-1%glycerolのみを

加えて感染させ， PPARr仏WT，及びPAR?'2-AC 

を過剰発現させた。 BRL49653(5μM)及l1insulin

(100nM)にて4日間刺激して分化を誘導し，分化誘

導開始8日目に脂肪細胞への分化度を検討した。この

条件によりアデノウイルスを感染させていないコント

ロ…ルの細胞では約50%の脂肪細胞への分化が認めら

れた。 PPARγ払WTを発現させた細胞では分化の増

強が見られ，ほぼ100%の細胞に分化が認められた。

これに比し， PPAR?'乙ムCを発現させた細胞では 1

%以下の細胞にしか分化が認められなかった(図5a， 

b)。
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図5 脂肪細胞分化に対する影響

3T3-L1 fibroblasts にAdex-PPAR?'2-WT， Adex闇

PPAR r 2劇 AC，あるいはPBS偽1%glycerolのみを

加え 2日後にBRL49653(5μM)及びinsulin

(lQOnM)で4日間刺激して分化を誘導し，分化誘導

開始8日自に脂肪細胞の分化度を検討した。

(a)マクロ所見 Oil Red 0染色 (b)ミクロ所見

(x 100) (c)細胞内中性脂肪量含有量 (d)分化後の

Western blot によるWT，ACの発現確認
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さらに細胞内の中性脂肪最の定最を行ったが，

PPARr2-WTは有意に細胞内中性脂肪盤含有量を増

加させ，逆にPPARr乙ムCは抑制した(図5c)。

以上よりPPAR?'2-ACは， 3T3-L1 fibroblasts 

においても内因性PPAR?'の脂肪細胞への分化の作

用に対し，抑制的に機能していると考えられた。

考 察

核内受容体の一種であるペルオキシソーム増殖剤応

答受容体 (PPAR)はα，δ(ツメガエルでは3と

呼ばれ， ヒトではNUC-1と呼ばれる)， γの三種類の

サブタイプが報告されている o PPARはビタミンp

受容体，甲状腺ホルモン受容体などと類似構造を示し，

DNA結合領域， リガンド結合領域を持つ。またリガ

ンド結合傾域のC末端側にAF2と呼ばれる部位があ

り， これを介して転容が開始されると考えられているo

PPARは細胞内においてピタミンD受容体，甲状腺

ホルモン受容体などと同様RXRとヘテロニ量体を形

成してDNAのエンハンサー，サイレンサー領域に結合

し，種々の議自発現をコントロールしている。 PPARの

DNA結合領域はPPRE(peroxisome proliferator 

responsive element) と呼ばれ， 5' -AGGTCA-3' 

に代表される 6塩基列が1塩基のスベ…サ…をはさん

で同方向に2つ並ぶダイレクトリピート 1 (DR-l) 

の配列をとっているO

PPARα は主として肝，心，腎などに発現の見ら

れる蛋白で， ミトコンドリア内の脂肪酸代謝に中心的

役割を果たすと考えられている (4)。一方PPARaは

広範聞の組織に発現を見られるが主たる作用はあまり

明らかになっていない。

PPAR ?'にはPPARr 1とPPAR?'2の二つの

isoformが知られており， PPARr2はPPARγ1の

N末側にマウスで30アミノ酸長く突出している以外は

全く同じアミノ酸配列をしている。 PPAR?'1の発現

は脂肪組織，肝，筋肉，牌臓，白血球など比較的広い

範囲の臓器にその発現が見られ，それに比しPPAR

γ2は脂肪細胞に強い特異性を持って発現している。

このPPARr2は脂肪細胞分化の初期から発現がみら

れており，興味深いことにこの蛋白をNIH3T3細胞の

ような線維芽細胞に発現させると脂肪細胞への分化能

を有するようになる (5)。

PPAR?' 2はその後に発現されるDNA結合蛋白C/

日BPα と強調して，脂肪細胞特異的な議自発現を調

節していると考えられるが， PPARγ2とC/EBPα

を強制発現させることにより筋芽細胞ですら脂肪細胞

に変化することが報告されている (6)。

(21) 
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このようにPPARr2が脂肪分化に中心的な役割を

果たしているのは以上より明らかであるが，分化後に

もPPARrの発現が認められるものの， その役割に

ついては未だ充分な検討がなされていない。

今回PPARrの成熟脂肪細胞における機能を検討

するため抑制型変異体の作成し， 3T3L1細胞にアデノ

ウイルス発現系を使って過剰発現させ分化能の機能の

変化を検討した。ムCはリガンドに対する結合能を有

していないものの， DNAに対する結合能は野生型と

ほぼ同程度有していた。またルシフエラーゼアッセイ

では転写活性が見られず，むしろ抑制的に作用した。

さらに指肪細胞への分化を抑制したことより， ゲノム

DNAのPPREを占拠することにより内因性のPPARr

の働きを抑制していると考えられた。

今後この変異体を用いてPPARrが糖代謝や脂質

代謝に対しどのように機能しているかについて検討を

行っていく予定にしている。

以上， PPAR rのムC変異体がPPREによる転写

活性及び脂肪細胞分化に対して抑制型変異体として機

能することが明かとなったので報告する。
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Abstract 
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Peroxisome proliferator-activated receptor r (PP AR r) p1ays a key r01e in adipogenesis. 

However， its r01e after maturation is not yet well clarified. In order to study its function in 

mature adipocytes，I constructed dominant-negative PPARγwhich does not contains 

transcription activity and inhibits adipogenesis in 3T3-Ll fibrob1asis. This mutant will be a 

good to01 to study the function of PP AR r in mature adipocytes. 

(23) 


