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緒　言

　ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 PPARγ
は核内受容体であり，レチノイドX 受容体（RXR）と
ヘテロダイマーを形成して，リガンド依存的に標的
遺伝子のプロモーターに結合し，コリプレッサー，
コアクチベーターと協調して標的遺伝子の転写量を
調節する．PPARγは脂肪細胞分化のマスターレギュ
レーターであり，脂質代謝，インスリン感受性，動脈
硬化等メタボリックシンドロームに関わる重要な因子
として注目されている．このPPARγは哺乳類におい
ていくつかの選択的スプライシングバリアントが存
在することが知られ，マウスとヒトでそれぞれ報告
されていて，異なるプロモーターで，それらの発現が
厳格に制御されている．マウスのPPARγのスプライ
シングバリアントは，PPRAγ 1とPPRAγ 2のみで，
一 方， ヒ ト で はPPRAγ 1，PPRAγ 2，PPRAγ 3，
PPRAγ 4のみである 1)．しかしながら，我々は新た
に， マ ウ ス に お い て ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト
PPARγ 1sv（accession number AB644275）を見出し，
さらに，ヒトにおいてもスプライシングバリアント 
新規 hPPARγ（accession number AB472042.1）を見出
した．特に，現在，マウス胚においてPPARγの3つ
のバリアントのうち，PPARγ 1svが最も多く発現し，
遅れて，PPRAγ 1，PPRAγ 2の発現が増加すること
を見いだしている 2)．そこで今回我々は，マウス胚に
おけるPPARγの3つのバリアントの発生段階の選択
的スプライシングバリアントの制御機構とその発現制
御メカニズムを解明するため，まず，マウスにおいて，
それぞれの特異的プロモーターを欠失させたノックア
ウト（KO）マウスを樹立しようと試みた．

材料と方法

　Cre/loxとFRT/FLPのsystemで targeting construct
を構築（図 1A），エレクトロポレーションのために，
株式会社トランスジェニック社（神戸）に依頼する．
構築したそのベクター DNA を導入したES 細胞を，
薬剤（Neomycin）選択により，Neomycin 耐性 ES 細胞
を取得し，PCRによる導入遺伝子を解析し，陽性の
ES 細胞株を区別し得る．再度，株式会社トランスジェ
ニック社（神戸）で，ジャームライン・トランスミッ
ションなどによりキメラマウス作成を依頼し，KO
マウスを構築し，ES 細胞寄与率の高いキメラマウス
と，野生型マウスと交配し，ヘテロ接合体型マウス
を同定する．次に埼玉医科大学中央研究施設実験
動物施設にて，誘導性 Cre マウス（B6;CBA-Tg(CAG-
Cre)47Imeg，熊本大学　生命科学系事務ユニット）と
の交配により，PPARγ 1sv のプロモーター領域の
エクソン（エクソンC）を欠失させる．

結　果

　Cre/loxとFRT/FLPのsystemで 構 築 し た targeting 
constructを 図 1Aで 示 す．エ ク ソ ンCを loxP 配 列 で
挟んだTargeting Vectorを作成・エレクトロポレー
ションのために，株式会社トランスジェニック社（神
戸）に依頼し，Targeting Vector DNAをES細胞に導入，
Neomycin薬剤耐性ES細胞を取得（356クローン）した．
その中から，3 種の陽性のES 細胞株を区別し，8 細胞
期胚とES 細胞のアグリゲーションによるキメラマウ
スを作製した．次に，ES 細胞寄与率の高い，exonC 
floxアレルがgermline transmissionしたキメラマウス
と，野生型マウスと交配し，ヘテロ接合体型マウス
を作成し，これらのマウスからホモ接合体型マウス，
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ヘテロ接合体型マウス，野生型マウスをそれぞれ同
定した．これらの同定は，LoxP pimer set（図 1A）で
PCRすることでそれぞれを区別した（図 1B）．positive 
controlとしてカルシウム非依存性ホスホリパーゼ A2

（iPLA2）を用い，loxP 配列を含む場合（700 bp）と loxP
配列を含まない場合（500 bp）のPCR 産物でホモ接合
体型マウス，ヘテロ接合体型マウス，野生型マウスを
区別した（図 1B）．次に得られたホモ接合体型マウス，
exonC floxマウスに，Cre組換え酵素を発現するトラン
スジェニックマウス，誘導性 Cre マウス（B6;CBA-
Tg(CAG-Cre)47Imeg）を交配させ，PPARγ 1svのプロ
モーター領域のエクソンCを欠失させた．LoxP pimer 
setに加えてNeo primer（図1A）も加え，PPARγ1sv（エ

クソンC）プロモーター領域欠失ホモ接合体型マウス・
ヘテロ接合体型マウスを，欠失されてない野生型マウ
スと区別した（図1C）．次に，PPARγ1sv（エクソンC）
プロモーター領域欠失ホモ接合体型マウスとそのヘテ
ロ接合体型マウスを区別するため，再度，LoxP pimer 
setを用いた．PPARγ 1sv（エクソンC）プロモーター
領域欠失ホモ接合体型マウスは loxP 配列を含むので
PCR 産物は700 bpを示し，そのヘテロ接合体型マウス
は誘導性 Cre マウス由来の loxP 配列を含まないPCR
産物500 bpと，PPARγ1sv（エクソンC）プロモーター
領域欠失ヘテロ接合体型マウス由来の loxP 配列を
含むPCR産物700 bpを示すことで区別した．

図 1.	 Cre/loxとFRT/FLPのsystemで構築した targeting constructとそれによるノックアウト（KO）マウスの同定．Cre/lox
とFRT/FLPのsystemで構築した targeting constructと設定したpimerの部位（図 1A）．LoxP pimer set（図 1A）でPCR
すると，ホモ接合体型マウスでは loxPが挿入されているのでPCR 産物は700 bpとなり，野生型マウスでは loxPが
挿入されていないので，PCR 産物は500 bpとなり，ヘテロ接合体型マウスのPCR 産物は500 bpと700 bpとなり同定で
きる（図1B）．LoxP pimer setに加えNeo primer（図1A）により，エクソンCのプロモーター領域を欠失したマウスでは
0.8 kbのPCR 産物が得られる．理由が明らかでないが，欠失していないマウスでのLoxP pimer setとNeo primerによる
PCR産物は，得られない（図1C）．
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考　察

　先に述べたが，PPARγは哺乳類においていくつか
の選択的スプライシングバリアントが存在することが
知られ，マウス（図 2）とヒト（図 3）でそれぞれ報告さ
れていて，異なるプロモーターで，それらの発現が厳
格に制御されている．マウスPPARγには，ヒトと同
様に，今までPPARγ1およびPPARγ2，以上2つのア
イソフォーム（選択的スプライシングバリアント）が
知られている（図 2）．PPARγ 1の発現はエクソンA1

から転写され，多くの組織でユビキタスにみられ，脂
肪細胞分化誘導に関わらないと言われている．一方，
PPARγ2はエクソンBから転写され，脂肪組織に特異
的に発現しており主に脂肪細胞分化誘導に関わる，と
されている．また，翻訳開始コドン（ATG）がエクソン
BとエクソンE1にあるため（図 3），PPARγ 2 蛋白の
分子量はPPARγ1蛋白のそれより若干長い（図3, 4）．
　我々は，以前から報告されたPPARγ 1と異なるプ
ロモーターである新規なスプライシングバリアント
を発見し 3)，特許とした 4)．これが，PPARγ 2と同様

図 2.	 マウスPPARγ（mPPARγ）の選択的スプライシングバリアントのプロモーター開始部位．脂肪細胞分化誘導に関わ
らないとされる従来型のmPPARγ 1と，我々が見出した脂肪細胞分化誘導に関わるmPPARγ 1（脂肪細胞分化誘導型
Pparγ 1sv）．それぞれのプロモーター開始部位が異なる．Meirhaegheらが報告しているmPPARγ 3のプロモーター
開始部位も示した．

図 3.	 ヒトPPARγ（hPPARγ）の選択的スプライシングバリアント．ヒトもマウスと同様に認められる．特に，Meirhaeghe
らが報告しているhPPARγ 3のプロモーター開始部位と産物を矢印で示した．我々が見出した脂肪細胞分化誘導に
関わるhPPARγ 1（脂肪細胞分化誘導型 Pparγ 1sv）の選択的スプライシングバリアントのサイズは，脂肪細胞分化
誘導に関わらないとされる従来型のhPPARγ1と同程度を示す．翻訳開始コドン（ATG）がaxonE1にあるため脂肪細胞
分化誘導型Pparγ1svと従来型のhPPARγ1の産生される蛋白は同じとなる．
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に脂肪細胞分化誘導に関わることを証明 2）したので
Pparγ 1svと名付け，今回はさらにPparγ 1svを脂肪
細胞分化誘導型Pparγ1svとさらに名付けた．
　今後，得られたマウスはNeomycin 耐性遺伝子カ
セットを外すため，Flpトランスジェニックマウス

（B6;D2-Tg(CAG-Flp)18Imeg，熊本大学　生命科学系
事務ユニット）との交配により，さらにNeomycin耐性
遺伝子を欠失させる予定である．さらに，脂肪細胞
特異的なエクソンCをKOさせるため，脂肪細胞特異
的 Creレコンビナーゼ（Cre）を発現するトランスジェ
ニックマウスを入手して交配して，解析を進める．
加えて，現在，exonA1floxマウス作成が終了している
ので，上記と同様に，エクソンA1（図 1A）のみを欠損
したノックアウトマウス，エクソンA1およびCの両方

（図 1A）を欠損したKOマウス，それぞれのマウスの
作成を試み，比較検討を進める．
　今回，新リポ蛋白質の粒子径の決定法及びリポ蛋白
質の粒子マーカーも確立したので 5)，この該当遺伝子
の特異的プロモーターのKOマウスの血中脂質のプロ
ファイルの特徴も明らかとする．
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