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はじめに

ペルオキシゾーム増殖剤活性化受容

体γ（Peroxisome proliferator activat-

ed receptorγ；PPARγ）は生体内で

の脂質代謝系に重要な役割を担ってい

る核内受容体である１）．PPARγはγ1，

γ2，γ3の３つのアイソフォームが同

定されており，γ1は免疫系臓器や消

化管など比較的広い範囲で発現してい

るが，γ3は大腸や脂肪組織のみに，

γ2は脂肪組織に特異的に発現してい

る２，３）．脂肪細胞分化においてはこの

PPARγの発現が重要であり，繊維芽

細胞株NIH3T3にPPARγ遺伝子を導

入し過剰発現させることによって，脂

肪細胞様の表現型を示すようになるこ

とが報告されている４）．またPPARγ

ノックアウトマウスの解析から，この

核内受容体が脂肪細胞分化・成熟過程

に必須であることが明らかとなった５, ７）．

PPARγは，高度不飽和脂肪酸やプ

ロスタグランジンD2系列８, ９），インス

リン抵抗性改善薬であるチアゾリジン

誘導体などをリガンドとして活性化さ

れ，リポプロテインリパーゼや脂肪酸

輸送担体（Fatty acid translocase；

FAT）などの標的遺伝子の発現を制御

している．このとき共役因子と呼ばれ

る蛋白質が必要であることが最近，明

らかにされてきた10, 11）．なかでもコア

クチベーターと呼ばれる共役因子はリ

ガンド依存的にPPARγと相互作用

し，基本転写因子などの他の転写調節

因子とPPARγとを橋渡しする重要な

機能を持っていると考えられている

（図１）．こうしたコアクチベーターの

機能はルシフェラーゼアッセイや

yeast two hybridなどの人工的な実験

系で示されてきたが10, 11），実際に細胞

内でPPARγの機能を制御し得るかど

うか，さらには細胞分化に直接，影響

を及ぼし得るかどうかについては不明

であった．そこでわれわれは脂肪細胞

にも発現し，複数の核内転写因子を複

合体として協調的に機能させる働きを

持つインテグレーターとも呼ばれる普

遍的コアクチベーターであるCBP

（ cAMP response element binding

protein（CREB）binding protein）12）に

着目し，リボザイムという新しい実験

手法を用いて脂肪細胞内でのコアクチ

ベーターCBPの機能解析を行った（論

文投稿中）．

１．リボザイムによる特異的

遺伝子破壊

リボザイムとはエンドヌクレアーゼ

活性を持ったRNA分子の総称で，

CoheやAltmanらにより同定され，当

初はリボヌクレアーゼPやテトラヒメ

ナのmRNA自己切断過程など，生体

が持つリボザイムの解析が進められて

きた13, 14）．しかしリボザイムの酵素活

性を持っている部位の両側に特定の配

列を持たせることで，その配列と相補

的なmRNA分子を特異的に切断させ

ることができるようになった15）．この

汎用性リボザイムは，塩基配列を基に

しているため，標的特異性がきわめて

高く，アミノ酸レベルで非常に類似し

た遺伝子間においても数個の塩基配列
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の違いにより，選択的に目的の遺伝子

mRNAのみを切断し，蛋白質レベル

でノックダウンすることが可能であ

る．そこでわれわれは多比良和誠教授

（東京大学工学研究科）らにより開発

されたリボザイム高発現系をもとに，

横山一成教授（理化学研究所）らによ

り作製されたマウスCBPに対するリボ

ザイム16）を用いて，脂肪細胞にリボザ

イムを導入してCBPをノックダウンさ

せ，その機能解析を行った．

２．CBPノックダウンによる

脂肪細胞分化抑制

（1）実験系

CBPに対するリボザイム遺伝子

（RzCBP）をレトロウイルス発現ベク

ターであるpMX-puroに組み替え，リ

ボザイム発現用レトロウイルスを作製

した．この組み替えウイルスをマウス

前駆脂肪細胞培養株である3T3-L1に

感染させ，ピューロマイシンにて薬剤

選択してリボザイム安定発現株を作製

した（3T3-L1/RzCBP細胞）．ネガティ

ブコントロールとして，リボザイム遺

伝子上で酵素活性を持つ部位に点変異

を導入した変異型リボザイム遺伝子

（mRzCBP）を用いて同様の操作を行

い，変異型リボザイム安定発現株

（3T3-L1/mRzCBP細胞）を作製した．

CBPに対するリボザイムの効果を検

討するため，リボザイムを発現させた

細胞株を２日間コンフルエントな状態

にした後，蛋白質サンプルを調製して

ウエスタンブロッティングを行った．

リボザイム安定発現株3T3-L1/RzCBP

でのCBP蛋白質は，コントロールであ

る変異型リボザイム安定発現株3T3-

L1/mRzCBPの約1/3程度にノックダ

ウンされていることがわかった．

そこでこれら細胞株に分化誘導をか

け，CBP蛋白質ノックダウンの効果を

検討した．６ウェル組織培養プレート

上に培養した細胞株を４日間，コンフ

ルエントな状態にし，デキサメサゾン

/IBMX/インスリンを含んだ分化誘導

培地で40時間培養して，インスリン含

有分化促進培地で２日ごとに培地交換

した．分化促進培地で培養５日後に細

胞を回収し，各種生化学アッセイなら

びにRT-PCRのためのサンプルを調製

した．脂肪細胞分化の程度を検定する

生化学アッセイとしては細胞内トリグ

リセリド濃度の測定，RT-PCRによる

遺伝子発現定量では脂肪細胞の分化マ

ーカーであるとともにPPARγの標的

遺伝子であることが明らかにされてい

る脂肪細胞脂肪酸結合蛋白質（aP2）と

リポプロテインリパーゼ（LPL），腫

瘍壊死因子α（TNF-α）を定量した．

またPPARγそのものの遺伝子発現も

同時に定量した．

（2）結果と考察

3T3-L1/RzCBPではコントロールで

ある3T3-L1/mRzCBPと比べて，細胞

内トリグリセリド量が約1/5以下に低

下していた．このことはリボザイム導

入によるCBP蛋白質のノックダウンに

より，3T3-L1細胞の分化が抑制され

ることを示している．さらにそれぞれ

の分化誘導後の細胞をOil-red O染色

して細胞内の脂肪滴を染色することで

もリボザイム導入による分化抑制効果

が確認された．遺伝子発現においても

3T3-L1/RzCBP細胞株はaP2，LPLと

もに約1/2に抑えられていた．これは

リボザイムによるCBP蛋白質のノック

ダウンによってPPARγの転写活性化

能が低下したことを示唆している．ま

たPPARγそのものの発現も，約1/2

に低下していた．PPARγ遺伝子の発

現低下は，PPARγが自己フィードバ

ックにより自分自身の遺伝子発現を活

性化し得ることから，aP2やLPLの発

現と同様に，PPARγの活性低下によ

るものであると考えられる．一方で，

TNF-αの発現量はきわめて低く，両

細胞間で差は認められなかった．

TNF-αは脂肪細胞の後期分化マーカ

ーと考えられており，3T3-L1のよう

な培養細胞系ではTNF-αが発現して

くるレベルまで十分に分化が進行して

いないためと考えられる．

まとめ

脂肪細胞分化過程にはPPARγのみ

ならず，CAATT/エンハンサー結合

蛋白質（CCAAT/enhancer binding

proteins；C/EBPs）も関与しているこ

とが知られている．こうした核内転写

調節因子のほとんどにCBP/p300がコ

アクチベーターとして機能することが

報告されており17，18），リボザイム導入

によるCBP蛋白質のノックダウン効果

が，脂肪細胞分化の中心的な役割を果

たすPPARγの活性化を抑えると同時

に，脂肪細胞内での転写活性全般を低

下させることで分化を抑制している可

能性が考えられる．前述のように，こ

れまで脂肪細胞分化に関与するさまざ

まな核内転写調節因子の機能にコアク

チベーターCBPがかかわっていること

が，ルシフェラーゼアッセイのような

人工的な実験系で報告されてきた．し

かしながら，実際にCBPが細胞内で

PPARγの標的遺伝子のプロモーター

制御に関与し，細胞分化に影響を与え

ることがこれまで実証されておらず，

そのことを示した実験は本報告が初め

てである．今後，脂肪細胞において

PPARγを中心に他の核内転写調節因

子とのクロストークなど，コアクチベ

ーターによる転写制御機構の詳細が明

らかにされることが期待される．
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