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研究成果の概要（和文）：核内受容体 PPARγアゴニストによる 2型糖尿病治療効果が明確であ
るにもかかわらず、生活習慣病において PPARγ がどのように疾患に関与しているのかは不明
である。本研究では、精製したリコンビナント PPARγ に、ヘム合成の中間代謝物が PPARγ
に共有結合していることを発見した。遺伝性にヘム合成が亢進している EPP 患者で見つかっ
たヘム合成の律速酵素 ALAS2 の変異遺伝子を用い、ヘム合成を亢進した細胞を構築したとこ
ろ、共培養したマクロファージ細胞株 THP-1における PPARγ活性が阻害された。従って、疾
患においてヘム合成中間代謝物が PPARγ を阻害する事で生活習慣病の進行を引き起こしてい
る可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Erythropoietic protoporphyria (EPP) patients show higher risk of 
metabolic syndrome such as atherosclerosis with unknown reason. Here, we found that the 
inhibition of the peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) by an 
erythroid-derived heme-related metabolite. Using the EPP cells expressing ALAS2 gene 
with dominant mutation (called as ALAS2delAT), we observed the perturbation of 
PPARγactivity in co-cultured THP-1 macrophage cells. Phagocytosis-mediated application 
of exogenous heme-related metabolite complex to the THP-1 cells mimicked the effects of 
EPP cells. We also found that it covalently bound to the Cys285 in the PPARγ LBD. Thus, 
this heme-related metabolite is the endogenous risk factor for the metabolic syndrome 
through the PPARγ inhibition. 
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１．研究開始当初の背景 
生活習慣病関連疾患である 2型糖尿病の治療
薬が PPARγアゴニストであることが明らか
になり、以後、製薬会社を中心として合成リ

ガンドの開発がすすんだ。申請者は、薬が実

際に使われているにもかかわらず、内在性リ

ガンドの認識機構に関しては不明であるこ

とに着目し、その結合様式を詳細に検討した。 
【内在性脂肪酸リガンドの作用機構】 
	 解析の結果、脂肪酸代謝物リガンド

15d-PGJ2 に含まれるα,β-不飽和ケトンによ
り PPARγのリガンド結合ポケットにあるシ

ステインとマイケル付加することを発見し

た。さらに、ケミカルバイオロジー研究によ

り、α,β-不飽和ケトンを持ついくつかの炎症
性エイコサノイドの代謝物が PPARγリガン
ドとして機能する事を見いだした(Shiraki et 
al., JBC, 2005)。共有結合は PPARγの活性化
に必要であることから (Shiraki et al., 
Biochem. J., 2006)、PPARγは内在性親電子
性代謝物のセンサーであると考えている。 
	 X線結晶構造解析により、リガンドとの共
有結合の有無により受容体が構造変化する

ことが示され、内在性脂肪酸リガンドに関す
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る受容体活性化モデルが実証された(Waku, 
Shiraki et al., J. Mol. Biol., 2009, FEBS 
Lett., 2009)。 
【新規内在性リガンドの発見】  
	 脂肪酸リガンドの結合した立体構造を見

ると、大きなポケットが余っていることに気

づいた。そこで、脂肪酸リガンドとは別にこ

のポケットに結合する新たなリガンドがあ

るのではないかと考え、内在性代謝物を検索

したところ（Sionyu et al., PEDS, 2011）、神
経伝達物質セロトニンの細胞内代謝物がこ

のポケットに作用する新しい PPARγリガン
ドであることを発見した。この内在性リガン

ドに含まれるインドール酢酸が結合と活性

に重要であり、この化学構造モチーフを持つ

インドメタシンが全く同様の作用機構を持

つアゴニストであることを見いだした

（Waku, Shiraki et al., EMBO J. 2010）。 
【着想に至った経緯】 
	 以上の研究から、核内受容体 PPARγ は脂
肪酸代謝物とセロトニン代謝物という全く

異なる２つの代謝物に対し、独立して応答出

来る仕組みを持っていることが明らかとな

った。このことから、PPARγは臓器毎、状況
毎に異なる内在性リガンドにより制御され

ている可能性が示唆された。従って、生理的、

病理的状況においてどのような内在性代謝

物が実際に PPARγに作用しているのかを検
討する必要があると考え本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
	 PPARγに関しての内在性リガンドに関し
ての研究が遅れているため、生活習慣病にお

けるどのような代謝変動が PPARγ に関与す
るのかについては不明である。そこで、ヘム

合成の中間代謝物が PPARγの抑制性リガン
ドであるという申請者自身の発見を元に、核

内受容体を介した代謝と転写の情報変換の

分子機構を解明し、生活習慣病関連疾患など

の病態の理解につなげる。 
	 ヘム代謝系の酵素であるフェロキラター

ゼの変異体マウスでは、通常食でも生活習慣

病様の病態を示すことから、ヘム合成の変動

が生活習慣病と関連が深いと考えられる。そ

こで、ヘム代謝物に焦点を絞り、PPARγに作
用するリガンドの同定と、その作用機構を明

らかにすることを計画した。代謝物リガンド

の同定と作用機構の解析に加え、代謝物リガ

ンドの増減が引き起こす細胞応答を探り、未

解明であった PPARγと生活習慣病病態との
関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
【リガンドの同定】 
	 大腸菌を用いて PPARγのリコンビナント
蛋白質を発現、精製し、そこに含まれるヘ

ム関連代謝物を同定する。システイン変異

体の PPARγを用いることで共有結合の関与
を探る。 
【ケミカルバイオロジーによるリガンド認

識機構の解明】 
	 プロテアーゼで断片化した後リガンドの

共有結合したペプチドをMS/MS解析し、リ
ガンドを同定する。同定された代謝物のア

ナログを用いたケミカルバイオロジー研究

により、結合に関与する化学モチーフを同

定することで結合様式を確定する。 
【代謝物で制御される遺伝子セットの解

析】 
	 マクロファージに分化誘導した THP-1細
胞は PPARγを発現しており、PPARγリガン
ドにより様々な応答を示す。分化した

THP-1 細胞は貪食能を持つようになるため、
アルブミンに結合した代謝物を取り込み、ラ

イソゾームから細胞質に取り込む。貪食によ

り取り込んだリガンドにより引き起こされ

る遺伝子の発現変化を RT-PCR およびウェ
スタンブロット法により確認する。 
【代謝変動によりおこる細胞応答の解析】 
	 同定された内在性リガンドの代謝変動に

より生活習慣病に関与している可能性が考

えられる。そこで、代謝異常がマクロファー

ジの PPARγの機能制御をしている可能性を
探り、その分子機構を検証する。 
	 
４．研究成果	 

	 【リガンドの同定】 
	 大腸菌を用いて発現し、高度に精製した

PPARγ のリガンド結合領域蛋白質が薄く着
色していることに気付いた。CD スペクトル
を測定するとポルフィリンに特徴的なスペ

クトルが観察されたことから、ヘム関連代謝

物であることが予想された。しかし、原子吸

光測定では全く鉄が検出されないことから、

ヘムではないことが明らかとなった。興味深

いことにこの精製蛋白質は青色で励起する

と黄色の蛍光を発することがわかった。この

ことから、PPARγに結合しているのはヘム前
駆体のポルフィリンの一種である事が予想



された。そこで、ヘム前駆体であるアミノレ

ブリン酸を培養液中に添加し、ヘム合成を促

進した大腸菌から PPARγ 蛋白質を精製した
ところ、着色、蛍光いずれも増加した。この

試料をSDS-PAGEの後PPARγ蛋白質のバン
ドを切り出し、トリプシンで完全分解した後、

ペプチドの分子量測定を行った。その結果、

Cys285 にポルフィリンが共有結合している
ペプチドが同定された。従って、ヘム中間代

謝物であるポルフィリンが PPARγ のリガン
ドとして結合すると考えられた。 
【ケミカルバイオロジーによるリガンド認

識機構の解明】 
	 ポルフィリンが PPARγ のシステインに共
有結合する機構を明らかにするために、ポル

フィリンアナログを用いて共有結合に必要

な官能基を明らかにした。その結果、ポルフ

ィリンにあるビニル基がシステインとの共

有結合に必要であることがわかった。ビニル

基がプロピオン酸に置換されているヘム合

成中間代謝物には PPARγ との結合活性は見
られないことから、PPARγによる認識の特異
性はポルフィリンのビニル基で決まってい

ることが明らかとなった。 
【ヘム関連代謝物で制御される遺伝子セッ

トの解析】 
	 PPARγ 依存性に発現調節を受けることが
知られる遺伝子についてポルフィリンの添

加の効果を検討した。マクロファージ細胞の

モデルとして使われるTHP-1細胞をPMAで
分化誘導し、ポルフィリンを添加したが

PPARγの標的遺伝子は変動しなかった。一方、
アゴニストである BRL49653 で刺激するこ
とにより発現誘導された FABP4 は、ポルフ
ィリンの同時投与により発現が阻害された。

別の標的遺伝子CD36の発現誘導をFACSで
定量したところ、FABP4 と同様アゴニスト
であるBRL49653で誘導された場合にCD36
の発現がポルフィリンの同時投与で阻害さ

れることが明らかとなった。つまり、ポルフ

ィリンは PPARγ に対する内在性のアンタゴ
ニストとして機能する事がわかった。 
【代謝変動によりおこる細胞応答の解析】 
	 ポルフィリンの代謝異常が見られる疾患

と し て Erythropoietic protoporphyria 
(EPP)がある。この遺伝病では赤血球におけ
るヘム産生が亢進しポルフィリンが蓄積し

てしまう事により様々な病態を誘導する。優

性遺伝を示す EPP家系で見つかったヘム合

成の律速酵素ALASの変異体を用いる事で、
培養細胞において EPP モデルを構築した。
この変異遺伝子を発現した細胞ではヘム代

謝が亢進し、細胞内にポルフィリンが蓄積す

ることが確認された。この細胞を上述の

THP-1細胞と共培養すると、THP-1細胞の
PPARγの機能が阻害されることから、EPP
モデル細胞で産生されたポリフィリンは一

度培養液中に分泌され、貪食されることでマ

クロファージ細胞のPPARγを阻害する事が
明らかとなった。 
	 以上の研究から、ヘム合成の中間代謝物

であるポルフィリンがPPARγに対する新し
いリガンドであることが明らかとなり、これ

まで知られる代謝物とは異なり内在性のア

ンタゴニストとして作用することがわかっ

た。ポルフィリンが蓄積するとマクロファー

ジの PPARγの活性が阻害され、マクロファ
ージの機能阻害に繋がると考えられる。一般

に様々な臓器に浸潤したマクロファージは、

死細胞や老廃物を貪食することで臓器の機

能維持を行っている。したがって今回発見し

た内在性代謝物によるPPARγの活性阻害は
疾患の進行を引き起こす可能性がある。今後、

この代謝物の変動をマーカーとして疾患の

進行を検証する研究が必要となるであろう。 
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