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背 景 
 

肥満とは脂肪組織が過剰に蓄積した状態であり、高血圧、耐糖能障害、高脂血症などの生活習慣病の

主要なリスクファクターである[1]。また、肥満を基礎とした生活習慣病の集積はメタボリックシンドロ

ームと称され、動脈硬化症や心血管系疾患の発症と強い関連性が示唆されている[1]。脂肪細胞の肥大化

は脂肪細胞内脂肪滴の増大によってなされており、肥大化した脂肪細胞からは Tumor Necrosis Factor 

(TNF)-α や遊離脂肪酸（FFA）、レジスチンなどのインスリン抵抗性惹起物質が産生される[1]。 

哺乳動物において、 過剰なエネルギーを貯蔵する部位は、脂肪細胞の細胞質内に存在するトリアシル

グリセロールを豊富に含む脂肪滴である。脂肪滴周囲に存在する蛋白として perilipin（ペリリピン）、

adiopose differentiation-related protein（ADRP）、S3-12 などが知られている[2]。ペリリピンは、

組織特異的な選択的スプライシングによって、A、B、C、D の 4 つのアイソフォームがあり[3]、ペリリ

ピン A は脂肪組織や分化刺激後のマウス 3T3-L1 細胞株において顕著に発現している[4]。非分化刺激下

の 3T3-L1 細胞株を用いてペリリピン A を強制発現させると、ペリリピン A はトリアシルグリセロールの

加水分解を抑制して蓄積を増加させる[5]。このことから、ペリリピン A は脂肪細胞内の脂肪滴サイズの

増大のために重要な蛋白であると考えられている。一方、脂肪細胞における脂肪分解の重要なステップは、

ホルモン感受性リパーゼ（HSL）が、細胞質から脂肪滴表面に移動し、脂肪滴内のトリアシルグリセロー

ルを FFA とグリセロールに加水分解することであるが、HSL が脂肪滴表面に移動するには、PKA による

HSL 自身のリン酸化に加え、ペリリピンのリン酸化も必須であることが明らかにされている[6][7]。 

 チアゾリジン誘導体は、肥満を伴う 2 型糖尿病患者のインスリン抵抗性を改善する治療薬として知られ

ているが、その一つであるトログリタゾンは、肥満モデルである obese Zucker ラットを用いた実験によ

り、核内受容体である peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) γの活性化を介して、脂肪

滴が小さな小型脂肪細胞の数を増加させ、インスリン抵抗性を改善させる[8]。PPAR のサブタイプは他に

αとδがある。PPAR αは最初に同定されたサブタイプであり脂肪代謝に重要な働きをしている。 PPAR δ は

脂肪の燃焼を介して脂肪代謝に関与している。これらの PPARs は retionoid X receptor (RXR)とヘテロ

ダイマーを形成して peroxisome proliferator-activated receptor responsive element (PPRE)に結

合し、対象遺伝子を活性化する共通の作用機序を有している。 

ペリリピン遺伝子の発現に関して、これまでいくつかの報告がある。脂肪細胞に分化させた 3T3-L1 細

胞において、TNF-αはインスリンと拮抗してペリリピン A の mRNA を減少させるが、チアゾリジン誘導

体 BRL49653 は mRNA を増加させる[9-11]。さらに、我々は、ペリリピン遺伝子のプロモーター領域

に PPRE が存在し、PPARγがペリリピン遺伝子の調節に直接関与していることが明らかとした[12].本研

究では、肥満やインスリン抵抗性の病態に、脂肪滴の大きさの変化が重要であるという観点に立ち、ペリ

リピンを肥満治療の標的と考え、その発現量に影響を与える薬剤を同定し、肥満の治療の新たな方向性を

見いだすことを目的とした。まず PPAR のサブタイプである PPAR δ がペリリピンの発現調節に直接関

与しているかどうかを検討し、次に抗高脂血症薬として広く用いられているプラバスタチンが pleiotropic 
effect として脂肪滴の肥大化・脂肪分解への影響があるかどうかについて検討した。 
 



 

 

   
内容・方法 

 
１．試薬 

  GW501516 は Calbiochem (San Diego, CA, USA)から購入した。プラバスタチンは、Sankyo 

Company (Tokyo, Japan)より供与された。 

 
２．細胞と細胞培養条件 
 Cos-7細胞、マウス前駆脂肪細胞株3T3-L1とマウス線維芽細胞株 NIH-3T3はATCC（Manassas, VA, 

USA）から購入した。3T3-L1 分化脂肪細胞に遺伝子導入する場合は、3T3-L1 前駆脂肪細胞を 10%牛胎

仔血清（FBS）を含む Dulbecco’s modified Eagles’s medium（DMEM）を培養液として 12 穴プレー

トに捲き、コンフルエント到達後、48 時間まで継続して培養した。その後 174 nM のインスリン（Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA）、0.5 mM の 3-isobutyl-2-methylxanthine（IBMX）（Wako pure 

chemical, Richmond, VA, USA）、1 μM のデキサメサゾン（DEX）（Wako pure chemical）、1 μM の

チアゾリジン誘導体ピオグリタゾン（Takeda Chemical Industries, Osaka, Japan より供与）を含ん

だ DMEM 10%FBS にて分化刺激を行った。2 日間培養の後に培養液を DMEM 10%FBS のみに交換し、

以後遺伝子導入まで 2 日毎に培養液を交換した。 

 NIH-3T3 細胞に遺伝子導入する場合は、それぞれ 12 穴プレートに DMEM 10%FBS のみで 70〜80%

コンフルエントとなるまで培養した。遺伝子導入まで 2 日毎に培養液を交換した。 

 
３．プラスミドの作製 

マウス副腎由来 cDNA を鋳型とし、特異的プライマーを用いた PCR 反応によりマウス PPARγ、PPARδ

および RXRαの完全長 cDNA を得た後、pcDNA3.1/V5-HisTOPO TA expression vector (Invitrogen, 

Carsbad, CA, USA)にライゲーションして PPARγ、PPARδおよび RXRα発現ベクターをそれぞれ作成し

た。作成した発現ベクターは Cos-7 細胞に遺伝子導入し、特異的抗体にてウェスタンブロットを施行し発

現を確認した。 

マウスペリリピン遺伝子の 5’側非翻訳領域 2.4kb をルシフェラーゼ発現ベクターである pGL3 basic 

vector（Promega, Madison, WI, USA）にライゲーションし、pGL3(-2422/+103)を作成した[12]。 

作成した pGL3(-2422/+103)を制限酵素処理または鋳型として特異的プライマーにて PCR 反応を行う

ことにより pGL3(-1827/+103) 、pGL3(-1442/+103) 、pGL3(-504/+103) 、pGL3(+64/+103) 

をそれぞれ作成した。また、PPRE 領域のルシフェラーゼ活性の検討のため、ペリリピン遺伝子転写開始

点上流-2008bp から-1802bp の領域の DNA 断片を SV40 プロモーターを有する pGL3 promoter 

vector（Promega）に同様に結合し、pGL3(-2008/-1802) を作成した。プラスミドの精製は Plasmid 

Maxi kit（Qiagen, Bothell, WA, USA）にて行い、ベクターと挿入断片の結合部は塩基配列決定して確

認した。 

 
４．RT-PCR 

 分化誘導後 0、1、2、4、6、8 日目の 3T3-L1 細胞から RNeasy mini kit(Qiagen)により採取した total 

RNA 0.5μg を、定法に従い Superscript III RNase H- reverse transcriptase（Invitrogen）にて逆転

写反応を行い、cDNA を得た。その後ペリリピン並びにβ-actin の特異的プライマーを用いて PCR 反応(25

サイクル)を行った。 



 

 

５．遺伝子導入とルシフェラーゼアッセイ 

  細胞への遺伝子導入は、LipofectAMINE2000 reagent (Invitrogen)を用いて行った。まず 2μl の

LipofectAMINE2000 reagent と 100μl の OPTI-MEM (Invitrogen)を混ぜ、室温 5 分置いた後、種々

の発現ベクターと 0.3μg の pCMV-SPORT β-galactosidase (β-gal)発現ベクター(Invitrogen)を加えた

100 μl の OPTI-MEM と混合し、さらに室温 15 分静置した。その後この溶液を 12 穴プレート 1 穴分に

添加し、2 日間 37℃培養後、細胞を回収した。 

 NIH-3T3 細胞を用いた実験では、1μg のルシフェラーゼ発現ベクターとともに、合計で 2μg となるよ

うに PPARγ発現ベクター、PPARδ発現ベクター、RXRα発現ベクター、mock vector（pSV-CMV vector 

[13]）を細胞に導入した、GW501516 およびピオグリタゾン添加の場合、濃度はそれぞれ 1μM となる

ようにした。遺伝子導入してから 48 時間培養後、細胞を回収した。 

 細胞の回収は、まず細胞を 2 回リン酸緩衝食塩水（PBS）にて洗浄後、培養細胞溶解剤 LCβ-PGC-51

（Toyo Ink、Tokyo, Japan）にて溶解し、Luciferase assay system （Promega）を用いて TD20/20 

luminometer （Turner BioSystems Inc., Sunnyvale, CA, USA）でルシフェラーゼ活性を測定した。

遺伝子導入効率を反映させるために、溶解後の溶液を用いて定法に従いβ-gal 活性を測定し、ルシフェラ

ーゼ活性値／β-gal 活性値を算出した。さらにデータを対照ベクター（実験により pGL3 basic vector ま

たは pGL3 promoter vector ）のルシフェラーゼ活性値／β-gal 活性値の倍数で表示した。 

 
６．リアルタイム RT-PCR 

 脂肪細胞分化誘導後4日目の3T3-L1細胞からtotal RNA 2μgをRNeasy mini kitにて抽出した。逆転写

反応の後、ABI PRISM 7700およびSYBR Green I(PE Applied Biosystems, Foster City, CA) を用い

てリアルタイムPCRを施行した。各サンブルのペリリピン定量の結果はβ-actinとの相対比で表した。 

 
７．ウェスタンブロッティング 

 Cos-7細胞または脂肪細胞分化誘導後4日目の3T3-L1細胞から全タンパクをRIPA buffer (150 mM 

NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris pH7.5)にて抽出した。タンパク分

解酵素阻害剤としてComplete mini (Roche, Indianapolis, IN, USA)を1tab/10mLにて使用した。10%

ポリアクリルアミドゲル1レーンにつき10 μgの全タンパクをSDS-PAGEの定法にしたがって泳動し、

immobilon-P (Millipore, Birrelica, MA, USA)にブロットした。一次抗体として抗PPARγ抗体(Santa 

Cruz, Santa Cruz, CA, USA)、PPARδ抗体(Santa Cruz)、ラットペリリピン抗体(Research Diagnostics 

Inc., Flanders, NJ, USA)、二次抗体として抗ラットIgG HRP抗体(Research Diagnostics Inc.)を使用

した。検出試薬としてECL chemiluminescence detection system (Amersham Biosciences Corp., 

Piscataway, NJ, USA)を使用し、レントゲンフィルムに転写した。 



 

 

 
結果・成果 

 
１．PPARγ、PPARδ、RXRα発現ベクターの作成 

 PPARγ、PPARδ、RXRα各 cDNA を RT-PCR により得てそれぞれの発現ベクター作成した。PPARγ、PPARδ 

発現ベクターを cos-7 細胞にトランスフェクションし、48 時間後に細胞からタンパクを回収して特異的

抗体によるウェスタンブロットを施行したところ、特異的バンドを検出した（図１A)。つぎに、PPRE を

含むルシフェラーゼ発現ベクターpGL3(-2008/-1802)を NIH-3T3 細胞に遺伝子導入し、同時に PPARγ、

PPARδ(±RXRα)それぞれの発現ベクターを、リガンド（PPARγではピオグリタゾン、PPARδでは

GW501516)投与下、非投与下で導入し、ルシフェラーゼ活性を検討した。いずれの発現ベクターでも、

リガンド投与ならびに RXRαの同時投与によりルシフェラーゼ活性の上昇を認めた（図 1B、1C)。 

 
 

 
このことより作成した発現ベクターが活性を有することが確認できた。 また同時にペリリピン遺伝子のプ

ロモーター領域に存在する PPRE は、PPARγに加えて、PPARδにも反応することが明らかとなった。 

 
２．ペリリピンプロモーター領域における PPARδ反応部位の同定 

  PPARδがペリリピン遺伝子発現調節に関与するかについて、種々の長さのペリリピンプロモーター領

図１ PPARγおよびPPARδ発現ベクターの作成。 

A: cos-7細胞に強制発現させたPPARγおよびPPARδ蛋白に対する特異抗体を用いたウェス

タンブロット。B: NIH-3T3細胞にmock vector 2 μg (左)、PPARγ 1 μg+mock vector 1 

μg (中央)、PPARγ 1 μg+RXRα 1 μg(右)を遺伝子導入した際の、ピオグリタゾン添加群•

非添加群におけるpGL3(-2008/-1802)のルシフェラーゼ活性。C: NIH-3T3細胞にmock 

vector 2 μg (左)、PPARδ 1 μg+mock vector 1 μg (中央)、PPARδ 1 μg+RXRα 1 μg(右)

を遺伝子導入した際の、GW501516添加群•非添加群におけるpGL3(-2008/-1802)のルシ

フェラーゼ活性。 



 

 

域を連結させたルシフェラーゼ発現ベクターを作成し、PPARδおよび RXRα発現ベクターとともに

NIH-3T3 細胞に導入し、ルシフェラーゼ活性を検討した。我々の同定した PPRE を含む、

pGL3(-2422/+103)では、GW501516 を添加した場合にのみ著明に活性は上昇したが(図 2)、PPRE を

含まない他のルシフェラーゼ発現ベクターでは、明らかな活性の上昇を認めなかった。また、GW501516

の非添加、添加の比較でもこれらのベクターにおけるルシフェラーゼ活性に差は認めなかった（図 2）。こ

のことから、PPARδは、我々の同定した PPRE を介してペリリピン遺伝子の発現を亢進させることが明ら

かとなった。 

 

 

 
３．3T3-L1 脂肪細胞における PPARδのペリリピン mRNA 発現量への影響 

分化刺激後の 3T3-L1 脂肪細胞において、PPARδがペリリピン遺伝子発現に直接関わるかどうかについ

て検討した。分化刺激後、1 μM の GW501516 を添加して培養した群と非添加で培養した群からそれぞ

れ 分化刺激後 0、１、2、4、6、8 日目に total RNA を採取し、RT-PCR を施行した(図 3A)。その結果、 

GW501516 添加群では非添加群に比べ、ペリリピンの発現量が早期から増加していた。４日目までは増

加していることから、分化刺激後、ピオグリタゾン、GW501516 をそれぞれ、または同時に添加し、４

日目に採取したサンプルを用いてリアルタイム RT-PCR を施行した(図 3B)。その結果、非添加群比べて、

ピオグリタゾンまたは GW501516 添加ではいずれもペリリピンの mRNA 発現量は増加しており、同時

添加によりさらに発現量が増加していることからこれらリガンドの転写促進作用は相加的であることが明

らかとなった。PPARδは 3T3-L1 脂肪細胞において恒常的に発現しており(図 3A)、脂肪細胞におけるペ

リリピンの発現調節には、PPARγだけではなく、PPARδも作用していると考えられた。 

肥満治療戦略の一つとして、脂肪組織においてペリリピンの発現を亢進させることが有用である可能性

が報告されている。遠藤[14]はヒトペリリピンを脂肪組織に特異的に発現するトランスジェニックマウス

を作成し、このマウスの脂肪細胞は小型化していること、高脂肪食負荷にて野生型と比較して有意に体重

減少していることを報告した。その原因として単位脂肪量あたりのペリリピン蛋白が増加したことにより、

図２ ペリリピン遺伝子プロモーター領域を連結したルシフェラーゼ発現ベクターに

よるレポーターアッセイの結果。 GW501516添加群•非添加群の比較。 

 



 

 

脂肪滴表面積が増加し、ペリリピンがよりリン酸化を受けやすくなり、脂肪分解がおきやすくなっている

可能性が考えられる[Dr. Hideaki Miyoshi, Personal Communication]。 

Wangら[15]はPPARδ脂肪組織特異的トランスジェニックマウスにおいて、PPARδが脂肪の燃焼を介して

肥満を抑制することを報告した。脂肪燃焼のためには脂肪分解により生じるFFAが必要であるが、今回の

研究により、PPARδがペリリピンの発現を亢進させることは、脂肪分解の亢進と協調的な作用であること

が明らかとなった。PPARγはペリリピンの発現を亢進させるが、ピオグリタゾンは様々な代謝改善作用が

ある一方で体重増加の問題を有している。一方、PPARδはペリリピンの発現を亢進させるとともに脂肪燃

焼も亢進させることから、抗肥満薬として有用であると考えられる。ただし、全身投与にあたっては、

PPARδ作用亢進は、腫瘍増殖促進に働くという報告がある一方、逆にPPARδ作動薬は抑制するという報告

があり結論に至っていない[16]ため、その是非は今後の課題となる。 

 
.  



 

 

 
4. プラバスタチンによる発現調節 

 最後に、3T3-L1脂肪細胞を用いて、高脂血症治療薬プラバスタチンのpleiotropic effectとして、ペリ

リピンに対する影響があるかについて検討した。3T3-L1脂肪細胞の分化刺激後3日目に、種々の濃度でプ

ラバスタチンを投与し、20時間後にtotal RNAを抽出し、リアルタイムRT−PCRを施行した。その結果、

プラバスタチン濃度依存性にペリリピンの遺伝子発現は増加した（図4A)。一方、ウェスタンブロットで

は、プラバスタチン濃度依存性にペリリピンのタンパクは減少した(図4B)。 

 

 

 
図３ 分化刺激後の 3T3-L1 細胞におけるペリリピン遺伝子の発現量の検討。 

A: RT-PCR(25サｲクル)によるGW501516添加群•非添加群におけるペリリピン、βアクチン、

PPARδ遺伝子の発現量の検討。B: リアルタイムPCRによるピオグリタゾン•GW501516投与

のペリリピン遺伝子の発現量に対する影響の検討。 

 



 

 

 
 コレステロールの生合成経路において、3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) 

reductaseは HMG-CoA からメバロン酸を生成する律速段階となる酵素である。この酵素の阻害薬（ス

タチン）はLDL受容体を活性化させて血中LDLコレステロールを減少させる。さらに、中性脂肪減少作用

ならびにHDLコレステロール上昇作用も認める。多くの大規模臨床研究によりスタチンは心血管イベント

を減少させることが示されているが、実際には、早期の心血管イベントを抑制するにはLDL減少作用だけ

ではなく、内皮細胞の機能改善や、抗炎症作用や、平滑筋細胞の進展抑制およびアポトーシス、単球細胞

による酸化LDLの取り込みの抑制といった抗動脈硬化作用も重要であることが示唆されている。プラバス

タチンは、スタチンの中で唯一大規模臨床研究にて糖尿病発症を予防することが示されており[17]、また、

少数の検討ながら女性のメタボリックシンドローム患者のインスリン感受性を改善させることが報告され

ている[18]。脂肪細胞から分泌され、インスリン感受性改善作用を有するアディポネクチンは、PPARγに

より発現が調節されており、プラバスタチンにより血中濃度が増加することが示唆されている。プラバス

タチンに何らかの脂肪細胞へ対する作用が期待され、またペリリピンもPPARγにより発現が調節されてい

ることから、今回プラバスタチンのペリリピンに対する作用を検討した。プラバスタチン投与によりペリ

リピン蛋白量は減少し、逆にmRNAの発現が亢進していた。これは、プラバスタチンによりペリリピン蛋

白の分解が促進され、その代償として発現が亢進していた可能性が考えられる。プラバスタチンは、ペリ

リピンの代謝に影響を与えることが示唆された。 

 

  

図４ プラバスタチンによるペリリピンに対する作用の検討。 

A: リアルタイムPCRによるプラバスタチン投与時のペリリピン遺伝子の発現量の検討。B: ウェ

スタンブロットによるプラバスタチン投与時のペリリピン蛋白への影響の検討。 

 



 

 

 
今後の展開 
 
 ペリリピンは脂肪滴の増大と分解の両者に必須な蛋白であり、本研究でその発現調節には、PPARγに加

え PPARδも関与していることが明らかとなった。ペリリピンを標的とした肥満治療は現在糖尿病治療薬と

して使用されている PPARγ作動薬とともに、脂肪燃焼を促進する PPARδ作動薬が有効と考えられ、in vivo

でペリリピンの発現に関する検討が必要となる。また、高脂血症治療薬（スタチン）の一つであるプラバ

スタチンは、ペリリピンの代謝に影響を与える可能性が示唆された。今後、その機序を解明することや、

他のスタチン製剤での検討が必要となる。ペリリピンは、ヒト動脈硬化巣でも発現していることから、こ

れらの薬剤が動脈硬化巣でのペリリピン蛋白の機能にも影響を与えているかどうかについても検討が必要

である。 
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