
１． は じ め に

同じ生命現象を解析する手段として生化学と分子生物学

が見かけ上異なる道を歩み始めたのは，セントラルドグマ

の発見の頃であろうか？ 生体の機能分子であるタンパク

質が遺伝情報に基づき造られるというこの考えは，タンパ

ク質から遺伝子へと，機能分子の意義についてイメージの

転換を生物学者にもたらした．一方，分子生物学の祖とも

言うべきMax Delbrückによる１９６３年のコペンハーゲンで

の講演は，

「われわれの現在持っている生命の見取り図―情報を

持った分子の指令でタンパク質がつくられ，そのタン

パク質によって高分子［タンパクや核酸］を作る材料

となる小分子［アミノ酸，ヌクレオチドなど］が作ら

れるというもの―が生物学のすべてを説明する枠組み

として十分なものであるかどうか……は，いまだに未

解決の問題である．」

と結ばれている１）．Delbrückのこの発言はおそらく，セン

トラルドグマだけでは系が閉じておらず，とどまることの

ない時間に対して生命活動を一定に維持するためには，遺

伝情報に対して何らかの形でフィードバックするシステム

が必要なのではないか，という疑問から生じていると考え

られる．さらに推しはかれば JacobとMonodが「タンパ

ク質合成における遺伝的制御機構」を１９６１年に発表した

ことに連動していたのかもしれない．この問題，つまり代

謝と転写の連携機構は今でもホットなテーマである．換言

すると，遺伝子配列に従って産生されるタンパク質が代謝

を制御し，代謝の変動がタンパク質である受容体を介して

遺伝的制御を行う，というこの視点は，生物個体の恒常性

維持の観点からますます重要になりつつある．本稿では生

体内代謝物の増減を直接検知し，転写制御を行う核内受容

体に着目し，構造生物学的観点から明らかにされた活性制

御機構について我々の研究成果を概説する．さらに，代
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謝・転写研究に残された問題を整理することで，今後の展

望を議論したい．

２． 核内受容体 PPARγの機能解析

転写因子である核内受容体は，栄養素や性ホルモン，ビ

タミン等の低分子リガンドと相互作用することで転写活性

が制御されている．生体内の低分子代謝物が直接作用する

転写因子としての機能は，核内受容体が高等生物における

代謝と転写をつなぐ接点としても位置づけられることを意

味しており，生体恒常性維持の観点から注目されてきた．

核内受容体は低分子リガンドを結合する受容体としての機

能と，転写因子としての機能の二つの性質を持っているた

め，必然的に様々な分野の実験データを巻き込む研究対象

となる．つまり，受容体遺伝子のクローニングをきっかけ

として，受容体がどのような標的遺伝子を制御するかを解

析することで転写因子としての機能が明らかになると同時

に，受容体に対応するリガンドを研究することによって，

生体内のどの代謝経路が転写を制御するのか，を解明する

ことができた．さらには，核内受容体は低分子化合物を通

じてその活性が制御できることから，転写制御機構の分子

基盤，つまりエピゲノムやクロマチン構造の関与と RNA

ポリメラーゼ�の活性化に至る分子機構を明らかにする

きっかけにもなった．このように核内受容体研究はこれま

で転写因子の分子生物学における中心的研究課題であっ

た．

２．１ 遺伝子の同定

細胞内のオルガネラであるペルオキシソームは，超長鎖

脂肪酸の β-酸化をはじめ D-アミノ酸，ポリアミン，グリ

セロリン脂質などの代謝を行う場として機能する．ペルオ

キシソームはペルオキシソーム増殖剤と呼ばれる一連の化

合物で増加することが知られていたが，これらの化合物が

作用する受容体としてペルオキシソーム増殖因子活性化受

容体（PPAR）αが同定された２）．興味深いことに同定され

た PPARαは β-酸化に必要な酵素群の発現誘導を行うこと

から，脂質代謝を制御する核内受容体として広く知られる

ようになった．

PPARαに相同性を示す核内受容体として遺伝子同定さ
れたのが PPARβ／δと PPARγである３～６）．いずれもレチノ

イド X受容体 α（RXRα）とヘテロ二量体を形成し，脂質
代謝関連酵素の発現誘導を行うことが判明した．

一方，脂肪細胞の分化誘導の研究から，脂肪酸結合タン

パク質 aP２（FABP４）遺伝子の脂肪細胞特異的発現誘導に

関わる転写因子として PPARγのアイソフォーム（PPARγ２）
が同定された７）．PPARγ１はマクロファージや大腸上皮細
胞など様々な細胞に発現するのに対し，PPARγ２は脂肪細
胞に特異的に発現しているのが特徴である．PPARγ２タン

パク質は PPARγ１の N末端側にさらに３０アミノ酸が付加

した構造をとっている（図１A）．

２．２ PPARγの標的遺伝子群と機能解析
原核生物では，多くの場合特定の代謝物の合成に関わる

遺伝子群をオペロンとして配置し，一つのプロモーターに

より発現調節を行っている．したがってオペロンを解析す

ればその遺伝子の機能が大体予想可能である．このような

解析手法を高等生物に適用したのが，トランスクリプトー

ム解析である．特定の転写因子が制御する遺伝子群を網羅

的に解析することで，その転写因子の機能を類推する手法

として DNAマイクロアレイ，RNAシークエンシング，ク

ロマチン免疫沈降シークエンシング（ChIP-seq）が盛んに

用いられている．

PPARγにおいては，マウス前駆脂肪細胞株３T３-L１の脂

肪細胞分化に伴う PPARγの標的遺伝子と，その発現変化
がマイクロアレイと ChIP-seqにより詳細に解析されてい

る８～１１）．これらのゲノムワイドな解析から，脂肪細胞の分

化において PPARγは CCAAT／エンハンサー結合タンパク

質（C／EBPα）と協調して発現誘導を行っていること９），

PPARγは脂質代謝・糖代謝に関わる主要な酵素の発現誘
導を直接制御していること，PPARγが誘導されるまでは
標的となる DNA領域には RXRだけが結合していること８）

などが明らかにされた．また，PPARγの直接的標的遺伝
子群の中から，脂肪細胞分化制御に関わる新たな遺伝子も

同定された１０）．最近では，脂肪細胞分化過程において

PPARγが直接発現制御する microRNAの同定も行われた

が１１），脂肪細胞分化における microRNAの役割については

まだ機能解析が進んでいない．脂肪細胞において重要な機

能を担う遺伝子群が，PPARγの標的遺伝子として直接制
御されているにもかかわらず，その発現誘導の時間変化は

様々であり８），また，PPARγのノックダウンに対する感受
性９），PPARγリガンドに対する応答性も様々である１０）．そ

の結果，これまでは単純な PPAR応答配列（図１C）をタ

ンデムにつないだモデルシステムで，PPARγの活性制御
を解析する手法が主流であったが，ゲノムワイドに見たと

きの転写制御機構の複雑さが浮き彫りとなったように思わ

れる．さらに，マクロファージにおける PPARγの直接的
標的遺伝子を ChIP-seqで解析した研究では，ヒトとマウ

スで標的遺伝子群が大きく異なり，PPARγ結合領域とし
ては５％しか共通でないと報告されている１２）．今後，転写

制御機構の標的遺伝子特異性，組織特異性，時間変化の特

異性，さらには種特異性を説明する新たな研究の方向性と

方法論を模索する必要があるように思われる．

２．３ 分子遺伝学的解析をめぐる混乱

最近，ある人が「生物学は歴史学である」と言っている
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のを耳にした．確かに生命誕生以来，代々受け継いできた

遺伝情報の中には，その時代時代で生命が直面した環境変

化に対する適応の結果が多重に刻まれていることであろ

う．配列に含まれる情報の整理もままならぬうちに，遺伝

子操作により遺伝子の機能解析を始めてしまったのが分子

遺伝学であるとも言える．実際，現在までに，全身性や

様々な組織特異的な PPARγノックアウトマウスが数多く
報告されているが，これら分子遺伝学的解析の結果から結

図１ PPARγのドメイン構造と遺伝学的に報告されている変異
（A）PPARγには DNAに結合する DNA結合ドメイン（DBD），リガンドに結合するリガ
ンド結合ドメイン（LBD）が数十アミノ酸を挟んで存在している．また転写活性化に寄
与する二つの異なる活性化領域 AF-１と AF-２が含まれ，それぞれリガンド非依存的とリ
ガンド依存的に転写調節に関与する．N末端側のエクソンの違いにより脂肪細胞特異的
な PPARγ２と様々な臓器で発現する PPARγ１の二つのアイソフォームが存在する．ヒト
において同定されている変異アミノ酸の番号は PPARγ２のアミノ酸番号で示されている．
FS：フレームシフト．
（B）甲状腺がんにおいて見られる転座で見つかった PPARγと他の遺伝子の融合タンパク
質．このタイプの甲状腺がんに対しては，PPARγアゴニストが細胞分化誘導を引き起こ
すことで抗がん作用を示す．
（C）DNAに結合した PPAR／RXRヘテロ二量体の模式図．PPAR／RXRは direct repeat１
（DR１）に分類される PPAR応答配列に結合する．DR１の上流（NNNで示した）には PPAR
の DNA結合領域のすぐそばに位置する C末端領域（CTE）が結合することで特異性を
決めていると考えられている．また構造を持たない AF-１領域にはリン酸化（P）や SUMO
化修飾が報告されている．アセチル化（Ac），ユビキチン化（Ub）については修飾され
るアミノ酸は同定されていない．ZF：ジンクフィンガー．
（D）PPARγ-RXRα-DNA-リガンド-共役因子複合体の立体構造．（A）で示した PPARγ中の
変異の位置をボールモデルで示した．赤は点変異，緑はフレームシフト変異．DNA結合
に必須の Znを小さな灰色の点で，共役因子は紫のリボンで，RXRαは灰色のリボン図で
示した．この構造解析では AF-１領域は部分的に欠失したタンパク質を用いていた（点
線）．リガンドはここでは表示していない．DR１の向きを矢印で表示した．
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論を導くことはきわめて困難である（表１）．またそれ以

上に，肥満が引き起こすインスリン抵抗性が生活習慣病の

問題点であり，PPARγリガンドにより改善することが明
白であるにもかかわらず（後述），分子遺伝学的解析が進

むにつれ，「なぜ PPARγリガンドは糖尿病を改善するの
か？」という PPARγ研究の出発点ですら混乱してきてい
るように思われる．さらに，マウスの遺伝的バックグラウ

ンドの影響を引きずっているのか？ 組織間での機能的相

補性もしくは，他の PPARファミリーとの機能的相補性が

あるのか？ PPARγはインスリン感受性に関わるのは間

違いないが，一体いつどこで PPARγが機能することがイ
ンスリン感受性を生み出しているのか？ こうした疑問に

対しても分子遺伝学では明確な答えを出すことができない

のが現状である．また，完全な PPARGノックアウトマウ

スが胎生致死となる理由も不明なままである．発生生物学

のように，相対的に単純な転写ネットワーク・シグナル

ネットワークを解析する上で分子遺伝学が威力を発揮した

事実は，高く評価されるべきである．しかし，生活習慣病

のような多因子疾患を特定の遺伝子の破壊で解析すること

には，おそらく限界が来ているのではないであろうか？

図２ データベースを用いた PPARγタンパク質ネットワーク
（A）古典的な転写共役因子以外にも様々なタンパク質の相互作用がデータベースに登録されている．一部のネットワークについて
ネットワーク可視化ソフト Cytoscapeを用いて表示した．楕円は各タンパク質を，線は相互作用を示している．PPARGと直接相互
作用するタンパク質は黄色で示し，その相互作用を太赤線で示した．
（B）小胞輸送に関与するシナプトタグミン１（SYT１）は，いくつかの核内受容体と相互作用する．
（C）DNA損傷応答に関わるタンパク質 GADD４５Bとの相互作用．
（D）幹細胞性に関わるタンパク質 CNOT１との相互作用．
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２．４ 遺伝学による研究成果

様々な疾患の遺伝学的解析から，ヒト PPARG遺伝子座

とこれらの疾患の関連性が報告されている．インスリン抵

抗性や高血圧を示す生活習慣病との関連からリガンド結合

領域に V２９０M，P４６７Lの変異を持つ家系が見つかり，こ

の変異 PPARγはドミナントネガティブ作用を引き起こす
ことが示唆されている（図１A，D）１３，１４）．実際に，これら

の変異を持つ PPARG遺伝子を平滑筋特異的に発現するト

ランスジェニックマウスでは，血管弛緩応答が悪くなり，

高血圧が引き起こされることが示されている１５）．しかし，

P４６７Lのノックインマウスにおいては，高血圧は再現する

が，インスリン抵抗性は再現していない１６）．このようにヒ

トとマウスにおける PPARγの機能には若干の違いがある
のかもしれない．

図３ PPARγリガンドの部分構造とその役割（リガンドーム）
（A）２型糖尿病改善薬として見つかったチアゾリジン誘導体は，PPARγに対するフルアゴニス
トであった．共通する領域（core領域）は PPARγのへリックス１２と相互作用していた．一方，
チアゾリジン誘導体間で異なる領域（modulatory領域）は，PPARγの活性を微妙に調節する．
内在性リガンドの解析から，core領域はセロトニン代謝物の活性を，modulatory領域は脂肪酸
代謝物の活性を誘導していることが示された．内在性リガンドにはその活性を発揮するために
共通した部分構造が見いだされた（点線）．それぞれの部分構造を参考に各内在性リガンドを
まねた合成リガンドを同定することに成功した．インドメタシンはセロトニン代謝物を，Nitro-
２３３は脂肪酸代謝物と同様の効果を PPARγに対して誘導する．後者は脂肪細胞分化誘導活性が
ないためパーシャルアゴニストと呼ばれる．
（B）チアゾリジン誘導体（BRL，Cig）は PPARγのリガンド結合領域に対して異なる構造変化
を誘導する．構造の違いはプロテアーゼ（Trypsin, V８）に対する感受性の違いで評価した．
（C）PPARγリガンド結合領域の立体構造の断面図．セロトニン代謝物および脂肪酸代謝物によ
る活性化に重要なへリックス１２とシステイン２８５（C２８５）を白線で示した．セロトニン代謝物
は茶色で示したポケットに結合する．一方脂肪酸代謝物は緑で示した別のポケットに結合し，
さらに C２８５とマイケル付加することで受容体を活性化する．それぞれの代謝物リガンドは異
なるポケットに作用するため，同時に PPARγに結合することが可能で，独立して PPARγの活
性を制御することがわかった．
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図４ リガンドによる PPARγの活性化機構
（A）X線結晶構造解析によって解明された脂肪酸代謝物による活性化の際に誘導される構造変化．活性のな
い状態（青）と脂肪酸代謝物が共有結合し活性化された状態（赤）を示した．紫はこれまでに報告されてい
た共役因子の結合部位．またリガンドにより異なるリン酸化状態を示すと指摘されているセリンの場所を P
で表示した５５，５６）．
（B）構造変化する領域を PPARγの表面モデルに表示した．共役因子に含まれる LxxLLモチーフが結合する
領域を四角で示した（紫）．脂肪酸代謝物の共有結合により誘導される構造変化は共役因子の LxxLLモチー
フの結合する領域とは異なる領域であった．（A）と同様にリガンドにより異なるリン酸化状態を示すと指摘
されているセリンの場所を Pで表示した５５，５６）．
（C）組織ごとに異なるリガンド応答性を説明する活性化モデル．PPARγはリガンドが存在しない状態でも共
役因子と結合する．組織によって活性化共役因子（オレンジ）と抑制性共役因子（青）の存在比が異なるた
め，リガンド応答性が異なるのではないか，と推測される．脂肪酸代謝物（緑三角）は抑制性共役因子が多
い場合には抑制性共役因子の結合を外すことにより活性を誘導できるが，活性化共役因子が多い場合は活性
を誘導しない．一方，セロトニン代謝物（水色丸）はいずれの場合も活性型共役因子の構造変化を誘導し，
活性化を引き起こす．それぞれの活性化ステップを特異的に抑制する変異体を示した．E４７１，K３０１は（A）の
紫で示される部位に位置し，F２８７は（A）の矢印で表示されるように構造変化を引き起こすアミノ酸である．
活性化共役因子は LxxLLモチーフで，抑制性共役因子は LxxxIxxx（I／L）モチーフで核内受容体と結合する．

〔生化学 第８５巻 第９号７５４



さらに変異体の活性の変化に関して興味深いことが報告

されている．プロテアソーム阻害剤MG１３２処理すること

で PPARγタンパク質の分解を阻害すると，タンパク質量
は増加するにもかかわらず転写活性が下がることが観察さ

れている１７，１８）．したがって PPARγの転写活性の維持には
PPARγのプロモーター領域からのクリアランスが重要で
あると考えられる．今後，PPARγ変異体のドミナントネ
ガティブ作用についてもプロモーター領域における

PPARγタンパク質のリサイクリングを解析する必要があ
る．タンパク質の安定化が活性阻害を引き起こすことは，

PPARγのリン酸化による活性制御機構の解析から明らか
にされている１７，１９）．PPARγの AF-１領域にある S１１２がリン

酸化されると転写活性が減少する１９）．S１１２のリン酸化に

伴ってプロリンイソメラーゼ Pin１が結合し，これによっ

てポリユビキチン化が阻害され，タンパク質安定化が引き

起こされる一方で，PPARγの転写活性は減少する１７）．肥満

の患者において S１１２の直後の P１１３Q変異が報告されてお

り（図１A，D）２０），プロモーター領域における PPARγタン
パク質のリサイクリングと転写活性の制御の関係が注目さ

れている．既にエストロジェン受容体では，リガンド依存

的，非依存的にポリユビキチン化酵素やプロテアソームサ

ブユニットがエストロジェン受容体にリクルートされ，プ

ロモーター領域から受容体を取り除いていることが ChIP

解析により観察されており，この受容体リサイクリングが

転写制御に重要であることが示されている２１～２３）．今後，核

内受容体による転写活性についてはタンパク質の分解，プ

ロモーターからのクリアランス，RNAポリメラーゼ�の

活性化サイクルなどダイナミックな制御機構の視点に立っ

た解析が必要であろう．

他にも DNA結合領域内の亜鉛（Zn）結合に関わるアミ

ノ酸の点変異，リガンド結合領域内の変異によるフレーム

シフトがインスリン抵抗性を示す家系で見つかっている

（図１A，D）．これらの変異はヘテロ接合性の患者でも症

状を引き起こしていることから，ドミナントネガティブ作

表１ マウス PPARγ遺伝子のノックアウトもしくはノックインによる表現型
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用を持ち，野生型の PPARγの活性を抑制すると考えられ
ている２４）．一方，極度のインスリン抵抗性を示す家系か

ら，PPARG遺伝子の DNA結合領域においてフレームシフ

トを引き起こす変異が見つかったが，この患者においては

プロテインホスファターゼ PPP１R３A遺伝子にもフレーム

シフトが同時に見つかっており，家系解析における

PPARG遺伝子の変異のみで生活習慣病の病態を説明する

のではなく，糖代謝・脂質代謝ネットワーク全体を俯瞰し

た遺伝学的解析が必要であると考えられる２５）．

近年では家系解析だけでなく，全ゲノム関連解析

（genome wide association studies：GWAS）による大規模解

析が主流となっている．２型糖尿病や肥満などを指標とし

た GWASにより PPARG遺伝子の１塩基多型（SNP）であ

る P１２Aと病態との関連が示唆されている（図１A）２６，２７）．

GWASで同定される疾患関連遺伝子は多因子疾患におい

て威力を発揮することが多く，同定後のメカニズム解析に

おいて課題を残しているのが現状である．実際，PPARG

遺伝子で見つかっている P１２Aの遺伝子多型が PPARγの
機能をどのように変化させているのかについては，はっき

りとしたメカニズムはわかっていない．さらに，染色体転

座により PPARG遺伝子と他の遺伝子の融合タンパク質が

甲状腺がんの原因として報告されており（図１B），このタ

イプの転座が引き起こすがんに対しては PPARγのリガン
ドが有効な抗がん治療になる可能性が示唆されている２８，２９）．

他にも大腸がんで PPARγリガンド結合領域に R２８８Hの変

異が報告されている（図１A，D）３０）．しかし，いずれの場

合も PPARγの機能変化ががん発症の原因であるかどうか
については結論が出ていない．

以上，PPARγの機能について主に分子生物学的な研究
からの成果を振り返ってみた．正直歯切れが悪いという印

象であるが，その原因の一つとして，PPARG遺伝子の遺

伝的解析だけでは，PPARγタンパク質がいつどこでどの
内在性リガンドで活性制御された結果なのかが全くわから

ないことが考えられる．遺伝学的に発見されている変異に

よる PPARγの機能変調が，生体内のリガンドの変動によ
る PPARγの活性をどのように変調するのかを明らかにす
る必要がある．

２．５ 複合体解析による転写制御共役因子の同定

核内受容体による転写制御機構を明らかにする過程で，

ヒストンアセチル化・脱アセチル化を介したエピジェネ

ティック制御機構が発見され，現在受け入れられているエ

ピゲノム研究の基本的スキームが導かれた３１）．酵母２ハイ

ブリッド法，リコンビナントタンパク質を使ったプルダウ

ン法，さらにはタグ抗体もしくは抗体を用いた免疫沈降法

により，膨大な数の PPARγ複合体タンパク質が報告され
た．質量分析技術が爆発的に進歩したこともこの分野の興

隆を支えた要因と言える．また，ルシフェラーゼ法やゲル

シフト法などの古典的な転写解析手法に加え，ChIPアッ

セイや RNA干渉（RNAi）法など新しい技術が広く浸透し，

転写制御における共役因子の機能解析が可能になった．

複合体解析の進歩に伴い，タンパク質相互作用データ

ベースも充実し，バイオインフォマティクスツールも数多

く開発され，転写機構研究に生かされている．複合体デー

タベースの利用は完全にバーチャルであることに注意する

必要があるが，論理的推測だけでは行き着かない新しい研

究へと展開する可能性を秘めている．例えば，NCBIなど

のタンパク質相互作用 webデータベースからは PPARγの
複合体ネットワークの様々な情報を入手することができ

る．これらのデータベースを利用することで，各々の実験

データの正確さは別として，文献に報告されているタンパ

ク質相互作用ネットワークを俯瞰することが可能である．

あまりにも数が膨大になるため，ここでは一部のネット

ワークのみを Cytoscapeを用いて視覚化を試みた（図２A）．

PPARγは RXRとヘテロ二量体を形成するため，核内受容

体同士のネットワークが中心に表示される（図２A，核内

受容体ネットワーク）．これらの核内受容体相互作用ネッ

トワークは，各々の標的遺伝子群を含む転写ネットワーク

と複雑に絡み合う．一方，もう少し周辺の相互作用ネット

ワークに目を向けると，転写の直接的制御以外にも核内受

容体が関与するかもしれない様々な現象が見えてくる．例

えば，PPARγ，肝臓 X受容体 α（LXRα），グルココルチ
コイド受容体（GR）は RXRαとは別にシナプトタグミン
１（SYT１）と相互作用を示すことから（図２B），これらの

核内受容体は転写制御とは別に，小胞輸送の制御に関与す

る可能性が想像できる．また PPARファミリーは共通して

増殖停止／DNA損傷誘導性タンパク質４５β（GADD４５β）に
相互作用することから，DNA損傷応答とのクロストーク

が考えられる（図２C）．また，PPARγレチノイン酸受容
体 α（RARα），RXRα，甲状腺ホルモン受容体 β（THRβ）
は，細胞の幹細胞性に重要な CNOT複合体と相互作用す

る（図２D）．これらの視点から，初期発生だけでなく，成

人後における様々な組織の細胞の入れ替わりに，これらの

核内受容体がどのように関与するか，といった問題が明ら

かにできるかもしれない．

このように，複合体解析は特定の現象を説明するメカニ

ズムを解明するにはあまりにも膨大かつ複雑で，明快な結

果を得ることは困難である．一方，複合体データベースの

有効利用は，PPARγによる転写制御だけでなく，他の
様々な生命現象のネットワーク制御へと視野を広げてくれ

る可能性を秘めている．

３． リガンドによる受容体活性化機構

一方，実際に核内受容体タンパク質を手にして，リガン
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ドによる活性化機構を探る生化学研究からこの分野に入っ

た我々は，意外な結果と出会い，分子生物学ではおそらく

わからなかったと思われる様々な新しい現象と出会うこと

になった．生化学研究の三種の神器として遺伝子，抗体，

精製タンパク質と言われていた時代が懐かしいが，意外に

も精製したタンパク質をきちんと使った核内受容体研究が

少ないことに気付かされた．

３．１ リガンド探索

２型糖尿病改善薬として見つかっていたチアゾリジン誘

導体が，実は核内受容体 PPARγのアゴニストであること
が判明し３２），PPARγを分子標的とした新規リガンドの探索
が数多くなされた．リガンド探索初期には酵母由来の転写

因子 Gal４の DNA結合領域と人工的に融合させた PPARγ
リガンド結合領域を用いて，ルシフェラーゼ遺伝子をレ

ポーターとして使った実験手法が主に用いられた．さら

に，３T３-L１細胞の脂肪細胞への分化刺激を指標として

PPARγリガンドであるということの検証としていた．い
ずれの場合も細胞に対してリガンドをふりかけるバイオ

アッセイである．

PPARγリガンドの同定に続き，PPARγリガンド結合領
域とアゴニストの複合体の立体構造が明らかにされた３３）．

これら一連の仕事は主に GlaxoSmithKline（GSK）社によっ

て進められたと言うことができる．分子標的薬設計の古典

的な考え方は鍵と鍵穴であり，分子標的（鍵穴）の構造を

調べ，その形にはまる薬（鍵）を探索するのが主流であっ

た．ところが近年，計算機科学の発展に伴ってこの分野も

発展し，リガンド分子そのものやタンパク質内の結合部位

の相互作用に伴った立体構造変化を考慮したドッキング・

シミュレーション技術も利用されるようになってきた．い

ずれにしても，実際に PPARγリガンドの探索では，リガ
ンド同定は構造解析とセットになって報告されることが多

かった．各々のリガンドについてはリストにするだけでも

大変な量になるので，ここでは PPARγリガンドの中でも
フルアゴニスト，パーシャルアゴニスト，アンタゴニスト

と呼ばれるようになったリガンドについて述べることにす

る．

まず，脂肪細胞分化活性のある薬剤３４），２型糖尿病改善

活性のある薬剤３５）として，チアゾリジン誘導体が同定され

ていた．一方で Tontonozらによる一連の脂肪細胞分化誘

導の転写制御機構の解析から，PPARγがそのマスター制
御因子であることが明らかにされた７，３６）．これらの独立し

た研究が互いにつながり，１９９５年にチアゾリジン誘導体

が PPARγリガンドであることが示された３２）．最初に同定

されたこれらのリガンドは，PPARγの活性化という点に
おいて作用が最も強く，フルアゴニストと呼ばれている．

フルアゴニストに分類されるリガンドは，PPARγリガン

ド結合領域にあるへリックス１２との直接的相互作用を有

することが特徴である（図３A，C，図４A）．へリックス１２

は AF-２とも呼ばれ，リガンド依存性の核内受容体活性化

の本体であると考えられている．

一方，PPARγリガンドの指標として使われてきたレ
ポーターアッセイによる転写活性と脂肪細胞分化誘導活性

を解離できるリガンドが見つかった．これらのリガンドは

レポーターアッセイにおいて活性を示し，インスリン抵抗

性を改善するにもかかわらず，脂肪細胞分化誘導活性が見

られないというのが特徴である３７～３９）．これらの一連のリガ

ンドは，パーシャルアゴニストと呼ばれている．パーシャ

ルアゴニストに分類されるリガンドは，フルアゴニストと

異なり，へリックス１２との直接相互作用がないことが特

徴である（図３）．

さらに，ハイスループットスクリーニングにより GSK

社，Merck社，Tularik社からフルアゴニストの活性を抑

制する競合的アンタゴニストが同定された４０～４２）．興味深い

ことに，いずれのアンタゴニストもハロゲン置換反応によ

り，PPARγリガンド結合領域にある Cys２８５と共有結合す

るという性質を有していた．

３．２ 内在性リガンド

チアゾリジン誘導体が PPARγリガンドであることがわ
かると同時に，放射性同位体で標識したリガンドに対して

競合的に結合する内在性リガンドが検索され，様々な不飽

和脂肪酸代謝物が PPARγを活性化することが発見され
た４３～４６）．脂肪酸代謝物の中でもアラキドン酸代謝物である

１５-デオキシ-Δ１２，１４-プロスタグランジン J２（１５d-PGJ２）は特

に高い活性を示すと報告されていた．

我々が PPARγ研究に参入した１０年前の２００３年当時は，
毎月メジャーなジャーナルに核内受容体に関する論文が発

表されていた．特にヒトにおいて４８種類ある（しかない）

核内受容体のリガンド結合領域の結晶構造が次々と解かれ

ていた時代である．我々のグループでは PPARγリガンド
を探すことになった際に，「リガンド側にも活性に意味を

持った構造がある」という考え方を出発点にした．つまり，

内在性リガンドに共通する「形」こそが薬の探索に重要だ

と考えた訳である．これを思いついた頃にはリガンドーム

という造語をこのアイデアにあてはめて喜んでいたもので

ある．実際に，既知の PPARγリガンドを結合したリガン
ド結合領域をプロテアーゼにより限定分解することで構造

変化を調べていた際，同じフルアゴニストでもリガンドに

よって異なる構造変化を引き起こしていることに気付いた

（図３B）．非常によく似たリガンドがいかにして異なる構

造変化を受容体に引き起こすのか，という問題を推敲し，

リガンドの化学構造を，共通構造（core）と異なる構造

（modulatory）をブロックのような組み合わせとみなすア
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イデアを思いついた．このとき以来，リガンドは，活性に

必要な構造と，活性を何らかの形で変調する構造，の二つ

の機能ブロックに分割が可能であるのではないかと考える

ようになった．

この考えを基に，PPARγを活性化することができる
様々な脂肪酸代謝物に共通する「形」を探った．脂肪酸リ

ガンドを PPARγリガンド結合領域の内腔（ポケット）に
ドッキングするシミュレーションをしてみたところ，アン

タゴニストが共有結合することがわかっていたシステイン

残基（Cys２８５）の近傍に，脂肪酸リガンド１５d-PGJ２の部

分構造 α,β-不飽和ケトンが位置することが判明した．α,β-

不飽和ケトンはシステインのチオール基とマイケル付加に

より共有結合することが知られていたので，このシミュ

レーションで得られた構造を見た瞬間に共有結合の可能性

がひらめいた．ところが，細胞内に分布するタンパク質

は，通常凝集を防止する目的で１mMのジチオトレイトー

ル（DTT）を添加して貯蔵するのが常套手段である．DTT

はチオール基を持つため，通常の条件で精製したタンパク

質ではマイケル付加の実験ができない．そこでおそるおそ

る精製条件から DTTを抜き，PPARγタンパク質を調製し
直した．このようにして調製した PPARγタンパク質を
１５d-PGJ２と混ぜるとMALDI-TOF型質量分析器でリガンド

分の分子量の増加を確認することができた．結果として，

報告されていた脂肪酸代謝物のうち α,β-不飽和ケトンを共

通の部分構造として持つものは Cys２８５との共有結合を介

して PPARγを活性化していることを明らかにすることが
できた４７，４８）．さらには，内在性リガンドの結合した立体構

造を明らかにし，活性化に必要な内在性リガンドの化学的

性質を真似た新規合成リガンド（Nitro-２３３）の同定へとつ

なげることができた（図３A）４９）．脂肪酸リガンドが結合し

た PPARγの立体構造を見てみると，フルアゴニストの
modulatoryブロックの領域に相当する部分が結合する領域

にのみ脂肪酸リガンドが結合しており，一方の coreブ

ロック結合領域には脂肪酸の結合が見られないことがわ

かった（図３C）．このことは何を意味するか？

脂肪酸リガンドの結合により，受容体のポケット空間の

全てが占有されるわけでなく，空の領域が存在するという

事実は，この空の領域に作用する別の内在性リガンドの存

在を示唆していた．結果としてセロトニン代謝物がこの空

いたポケット部分を利用して結合し，PPARγを活性化す
ることを発見するに至った（図３A，C）．さらに，セロト

ニン代謝物リガンドを「真似る」合成リガンドとして，イ

ンドール酢酸を共通構造として持つインドメタシンを同定

した．興味深いことに，脂肪酸代謝物リガンドとセロトニ

ン代謝物リガンドは互いに競合阻害せず，二つのリガンド

が同時に PPARγに結合できることが判明した（図３C）．

つまり，二つの異なる代謝物リガンドは，独立して

PPARγの活性を制御できることを意味している．これら
の結果は，フルアゴニストとパーシャルアゴニストの違い

を見事に説明できる．すなわち，フルアゴニストはセロト

ニン代謝物と脂肪酸代謝物の両方の活性を発揮するのに対

し，パーシャルアゴニストは脂肪酸リガンドの活性のみに

寄与することを意味している．実際に，脂肪細胞の分化誘

導実験では，脂肪酸リガンドの活性を真似る Nitro-２３３に

は分化誘導活性はなく，セロトニン代謝物を真似るインド

メタシンに分化誘導活性が観察された．こうして，パー

シャルアゴニストの存在の意味が，内在性リガンドによる

ポケットの使い分けで説明された（図３C）５０）．

以上のように，PPARγリガンドとして機能する生体内
代謝物の構造に着目することで，PPARγの活性を制御す
る新しい代謝ネットワークを見いだすことができた．特

に，脂肪酸代謝物とセロトニン代謝物は PPARγにおいて
独立した結合ポケットに作用することから，PPARγは複
数の代謝ネットワークのクロストークを担う場，つまり

「ハブ」として機能するという新しい視点を提供すること

が可能になったと言える．分子遺伝学や転写ネットワーク

解析により明らかにされている PPARγの機能は，エネル
ギー代謝・糖代謝の制御である．摂食を制御するセロトニ

ンとエネルギー蓄積を担う脂肪酸が，PPARγを介してエ
ネルギー代謝・糖代謝を制御するというマクロな視点は，

高等生物における環境応答制御およびホメオスタシスを理

解する上で重要な知見を与えてくれる．つまり高等生物に

おける代謝・転写の連携機構は，複数どころか多数の代謝

系と転写系とが相互に調節しあうネットワーク間のクロス

トーク制御として理解されるものではなかろうか？

３．３ 活性化機構

前節では PPARγにより内在性リガンドが認識されるス
キームについて，構造生物学的視点から述べた．この節で

は結合したリガンドは受容体をどのようにして活性化する

のか，活性化した受容体はいかにして転写制御複合体の活

性を調節するのか，という PPARγの活性化機構について
議論したい．

これまで，エストロジェン受容体などの構造解析から，

核内受容体はリガンド結合領域の C末端に位置するへ

リックス１２の特徴的構造変化が活性化の引き金になって

いるという一般化されたモデルが立てられている．実際，

PPARγにおいてもへリックス１２は活性化に必須である．
しかし，PPARγのへリックス１２はリガンド非存在下にお
いてもリガンド存在下とほぼ同じへリックス１２の構造を

とる３３）．また，共役因子の相互作用を表面プラズモン共鳴

（SPR）により解析してみると，リガンドの有無にかかわ

らず PPARγは転写活性化共役因子と同程度の親和性で結
合した５０）．これまでの核内受容体研究では，リガンドによ
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る核内受容体の活性化は共役因子の結合を誘導し，転写調

節領域に転写制御因子群がリクルートされることが活性化

機構の本質であると説明されてきた．PPARγと相互作用
したリガンドは共役因子の結合ステップとは無関係に，い

かにして転写活性化を行っているのであろうか？

PPARγのリガンド結合領域と転写活性化共役因子の結
合は，共役因子にある LxxLLモチーフ（xは任意のアミ

ノ酸）と呼ばれる領域を介して行われることが知られてい

る．実際に，PPARγと結合する転写活性化共役因子には
複数の LxxLLモチーフが存在することが多い．この結合

は PPARγのへリックス１２を介することから，先に述べた
ヘリックス１２が活性化に必須であることが説明できる．

不思議なことはリガンドが存在しない場合でも，PPARγ
と LxxLLモチーフを持つ共役因子はほぼ同じ結合様式を

持つことである（図４A）３３，４９）．我々は転写活性化共役因子

には LxxLLモチーフが複数ならんで存在することが多い

ことに着目し，複数の LxxLLモチーフを含む領域の転写

共役因子タンパク質を発現精製し，PPARγとの相互作用
を検討した．PPARγ-共役因子複合体はリガンド非存在下

でも形成されることが，ゲル濾過を用いた複合体解析で確

認された．リガンドの添加は，PPARγ-共役因子複合体の

ゲル濾過での溶出パターンを変化させることがわかった．

つまり PPARγへのリガンド結合は，共役因子の結合その
ものを誘導するのではなく，結合様式を変化させることが

推測される（図４）．

リガンドの有無に応じて構造変化する PPARγタンパク
質の表面を探してみると，LxxLLモチーフが結合する部

位ではなく，そこから少しずれた領域に集中していること

がわかった（図４B）．この領域のアミノ酸をアラニンに置

換すると，リガンド結合には影響せずに転写の活性化が抑

えられることが明らかとなった．これらのデータに基づい

て我々は新たな活性化モデルを提唱した５０）．すなわち，

PPARγはリガンド非存在下でも転写共役因子と結合して
いるが，その結合様式では転写活性化は引き起こされず，

リガンド結合に伴う PPARγの構造変化により新たな共役
因子の結合領域が形成され，それに応じて共役因子の結合

様式が変化することにより，共役因子に構造変化が伝搬し

転写活性化が引き起こされる，というモデルである（図４

C）．現在，我々は共役因子に引き起こされる構造変化を

視覚化することを目指して研究を継続しており，近い将来

リガンド依存性の活性化機構の全貌を明らかにできると確

信している．

４． PPARγ研究の成功と蹉跌

これまでの議論からわかるように，PPARγによるリガ
ンド認識機構と，リガンドによる受容体活性化については

かなり詳細な議論ができるようになった．これらの一連の

内在性リガンドによる受容体活性化機構の解析の結果を基

に，内在性リガンドの作用機構を「真似る」合成リガンド

も理論的類推から効率よく同定することができた．これら

の一連の研究は，立体構造解析と生化学による検証の

キャッチボールによる成功例として大きな成果であったと

自負している．

しかし，問題はいまだに山積みの状態である．本稿で

我々は PPARγの DNA結合について一切触れてこなかっ

た．２．２節で議論したように，PPARγの標的遺伝子群を見
渡した場合，リガンドに対する応答の強さと時間変化が異

なることが指摘されている．我々のモデルでは，標的遺伝

子ごとに異なるリガンド応答性や，細胞内における動的挙

動（ダイナミクス）については全く説明できない．また，

臓器に対応してリガンドの種類に対する感受性が異なるメ

カニズムに関しても不明なままである．核内受容体の業界

で待ち望まれていたほぼ全長の PPARγ-RXRα-リガンド-

DNA-共役因子の複合体の立体構造が報告されたにもかか

わらず，前述の問題はいまだに解決されていない（図１

D）５１，５２）．むしろ結合した DNA配列が核内受容体にアロス

テリックな作用を引き起こすという考え方は５３），今後標的

遺伝子群の発現誘導ダイナミクスを理解する上で新しい切

り口になるかもしれない．また，リガンドは核内受容体の

不活性化・活性化という２状態変化のスイッチとして働く

のではなく，核内受容体タンパク質は常にゲノム上で代謝

され続けており，その動的平衡がリガンドにより調節され

る，といった考え方もある５４）．今後は核内受容体による転

写制御のダイナミクスまで言及可能な新たな方法論の開発

が必要となるかもしれない．

５． おわりに：今後の展望

ここで，「はじめに」でも触れた生物学における一般的

疑問，「セントラルドグマだけでは系が閉じておらず，生

物の恒常性維持のためには，遺伝情報に対してフィード

バックするシステムが必要なはず」という問題に再度たち

戻って考えてみたい．さらに，議論の枠を「生物個体の恒

常性は遺伝子発現と代謝の間のフィードバック的制御機構

に依存する」といったより普遍的な問題に拡張して考えて

みよう．例えば，アセチル化，メチル化，リン酸化等の細

胞核内タンパク質の翻訳後修飾（さらには tRNAや rRNA

等の微量塩基に代表される non-coding RNAの転写後修飾

も），このフィードバック・システム維持のための生物的

戦略ではないか，とも我々は推測している．特に，ヒスト

ンテイルの化学修飾はエピジェネティックスにおいて中心

的役割を果たしているが，これらの修飾酵素の活性はアセ

チル CoA，S -アデノシルメチオニン（SAM），アデノシン

三リン酸（ATP）等の基質や，ニコチンアミドジヌクレオ

チド（NAD），フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）
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等の補酵素を必要とする．したがって，このような基質や

補酵素の濃度は細胞内で何らかの機構で検知されているも

のと推測する．換言すれば，これらの化学修飾は，その基

質や補酵素の代謝系とも密接な関係を保持しているものと

考えてよい．繰り返しになるが，遺伝子発現は転写後修飾

や翻訳後修飾と細胞質，オルガネラ中の多種多様な代謝系

とクロストークを含む広範なネットワークを通じてつな

がっており，このシステムが生体の恒常性維持の基盤と言

えるのではないだろうか．PPARγとリガンドの相互作用
に関する我々の研究結果は，そのような代謝と転写の広範

なカップリング機構の一端を垣間見たものに過ぎない気が

する．以上，我田引水的議論になったきらいもあるが，こ

の総説が読者の問題意識を高める上で一助となることを

願って筆をおきたい．
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