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研究成果の概要（和文）：白色脂肪細胞の分化及び機能が、三量体Gタンパク質G12/13と共役するリゾホスファ
チジン酸（LPA）の第四受容体（LPA4）によって制御されることが、LPA4ノックアウトマウスのin vivo及びin 
vitro解析により明らかとなった。分子機序として、LPA4シグナルはPPARγの発現や機能を阻害することが示さ
れた。この機序によってLPA4は、肥満時に認められる慢性炎症や線維化を伴う白色脂肪組織の過度なリモデリン
グに寄与すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We revealed that adipogenesis and adipocyte function are regulated by LPA4, 
a fourth subtype of G-protein coupled receptor for lysophosphatidic acid (LPA). In brief, 
LPA4-knockout mice showed enhanced expression of adipogenesis genes and reduced level of inhibitory 
phosphorylation of PPARγ in white adipose tissue, along with increased production of adiponectin. 
In mouse embryonic fibroblast-derived adipocytes, LPA4 activation consistently suppressed the mRNA 
expression of adipogenesis genes and also genes regulated by the phosphorylation of PPARγ in a 
G12/13 protein-dependent manner. LPA4 signaling seems to limit proper remodeling of white adipose 
tissue in diet-induced obesity.

研究分野：生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
LPA4シグナルによる白色脂肪細胞の分化や機能の抑制は、白色脂肪組織が多量の脂肪を蓄積するときに起きる過
度なリモデリングとそれに伴う組織の慢性炎症の原因となる。今後LPA4について、KOマウスのさらなる解析に加
えて選択的アゴニストやアンタゴニストの開発が進めば、肥満に伴うインスリン抵抗性（2型糖尿病）に対する
新しい治療法の創出につながることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 脂質の一部にはホルモン様の生理活性を示すものが存在し、これらは脂質メディエーターと
総称される。多くの脂質メディエーターは特異的な Gタンパク質共役型受容体（GPCR）と結合
して、その受容体独特の細胞内シグナルを惹起する。申請者は脂質メディエーターの一つであ
るリゾホスファチジン酸（LPA）に対する新規のサブタイプ GPCR、LPA 第四受容体（LPA4）を世
界に先駆けて報告した (Noguchi et al. J. Biol. Chem. 278, 25600-25606 [2003])。LPA4 は
マウスにおいて脂肪細胞、特に白色脂肪細胞に発現が高く、三量体 Gタンパク質 G12 や G13 と
共役することも明らかになった。新規に樹立した LPA4-KO マウスの解析で、高脂肪食餌負荷し
た LPA4-KO マウスは野生型マウスと比較して同程度に肥満するにもかかわらず、惹起されるイ
ンスリン抵抗性が軽微であった。また、LPA4-KO マウスの精巣上体周囲の白色脂肪組織（eWAT）
では過度なリモデリング（炎症と線維化）が抑制されており、白色脂肪細胞の分化・機能に重
要な役割を持つミトコンドリア生合成に関連する遺伝子群（PPARα, ERRα, PGC-1α等）の発
現が高かった。 
 
２．研究の目的 
 LPA4 を含め、G12/13 と共役する GPCR の白色脂肪細胞における生理学的役割はほとんど解明
されていない。本研究では、白色脂肪細胞において LPA4 が分化や機能を制御する機序について、
LPA4-KO マウスを使った in vivo 及び in vitro 実験で検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) LPA4-KO マウスの解析 
 LPA4-KO マウスについては、以前に論文で報告したラインを用いた [Sumida et al. Blood 
116,5060-5070 (2010)]。eWAT からの総 RNA 抽出は QIAzol（Qiagen 社）を用いた。 
(2) マウス胎児線維芽細胞（MEF）の脂肪細胞への分化 
 胎生 12.5 日齢マウス胎児由来の MEF は定法に従って調製した。MEF はコラーゲンコートディ
ッシュ上で DMEM/10% FCS 培地で培養し、3-5 回継代したものを使用した。MEF を脂肪細胞へ分
化させる際は、細胞を 3日間コンフルエント状態で培養した後に、10 µM ピオグリタゾン、0.5 
mM IBMX、10 µg/mLヒトインスリン、0.25 µM デキサメタゾンで 4-5 日間処理し、さらに 10 µg/mL
ヒトインスリンのみ加えた培地でさらに 4-5 日培養した。総 RNA 抽出は eWAT と同様に QIAzol
（Qiagen 社）を用いた。分化した細胞を細胞内 cAMP レベルの増減や細胞内 Ca濃度上昇を観察
する実験に供する際は、予め 0.1％ BSA を含む DMEM 培地で一晩培養することで血清飢餓にして
から、0.25% トリプシン, 2 mM EDTA, 0.2 U/ml リベラーゼ TMで細胞をディッシュから剥がし
て懸濁液とした。LPA4 と G12/13 タンパク質に対する siRNA（Dharmacon 社）は、Lonza 社の AMAXA
を使ってエレクトロポーレーション法で懸濁状態の細胞へトランスフェクションした。この細
胞をディッシュに播き、16-24 時間後に xFect（Clontech 社）を用いて SRF-RE プロモーターで
ホタルルシフェラーゼ遺伝子を制御する発現ベクターと SV40-ウミシイタケルシフェラーゼ発
現ベクター（Promega 社）をトランスフェクションした。この 4-6 時間後に、細胞をさらに血
清飢餓条件で 12 時間培養し、LPA4 選択的アゴニスト Octadecenyl phosphate で 6 時間刺激し
た。細胞内 cAMP レベル、細胞内カルシウム濃度、ルシフェラーゼ活性のアッセイついては、既
報の論文 (Yanagida et al. JCI Insight 3, e97293 [2018]) に詳細を記した。 
(3) ピオグリタゾン含有餌の摂取 
 Kubota らの方法（Sci. Rep. 6, 34707 [2016]）に従って、オリエンタル酵母社製マウス通
常餌 MFの粉末に重量比で 0.02%の割合でピオグリタゾンを加え、これを個別飼育の雄マウスに
1週間摂取させて実験に供した。 
(4) ミトコンドリア DNA の定量と機能解析 
 eWAT からの DNA 抽出には QIAamp DNA mini kit（Qiagen 社）を用いた。ミトコンドリア DNA
と核 DNA のそれぞれに特異的なプライマー（ミトコンドリア：16S rRNA, 核 DNA: ヘキソキナ
ーゼ 2）を用いて定量的 PCR で解析し、核 DNA に対するミトコンドリア DNA 量の比を各検体で
求めた。基礎酸素消費量率は、ミンスした eWAT を対象に MitoXpress-Xtra-HS OCR assay kit 
(Luxcel Biosciences 社）を使って定量した。 
 
４．研究成果 
(1) G12/13 タンパク質を介した LPA4 シグナルによる PPARγの機能抑制について 
 マウス eWAT から RNA を調整し、「脂肪細胞の成熟（脂肪生成）に寄与する遺伝子群」の mRNA
発現レベルを RT-PCR 法で解析した。通常餌及び高脂肪餌とも、野生型マウスに比べ LPA4-KO
マウスの方が多くの遺伝子で発現レベルが高かった（PPARγ, C/EBPα, SREBP 等）。さらに、
eWAT 由来のタンパク質をウェスタンブロッティング法で解析したところ、通常餌・高脂肪餌と
も KO マウスの方が PPARγの発現レベルは高く、且つ 112 番目のセリンのリン酸化レベルは低
下していた。このリン酸化は PPARγの機能を抑制する働きのあることが過去に報告されている
が、実際 eWAT における「PPARγリン酸化によって発現制御を受ける遺伝子群」の発現レベルを
RT-PCR 法で解析すると、通常餌・高脂肪餌とも KO マウスの方が多くの遺伝子で発現レベルが
上昇していた（SELENBP1, CIDEC 等）。次に、LPA4 が G12/13 タンパク質を活性化して上記の遺
伝子群の発現を抑制することを in vitro で示すために、脂肪細胞に分化させた MEF を使って実



験を行った。まず、LPA4 が共役する Gタンパク質について検討を行った。野生型マウス由来の
細胞を Octadecenyl phosphate（LPA4 選択的アゴニスト）で刺激したところ、Gs, Gi タンパク
質の活性化（それぞれ、細胞内 cAMP レベルの増減）や Gqタンパク質の活性化（細胞内カルシ
ウム濃度の上昇）は認められなかった。一方で、SRF-RE プロモーターによるルシフェラーゼア
ッセイでは活性上昇が認められたことから、LPA4 刺激に伴う G12/13 タンパク質の活性化が示
唆された。この考察と矛盾なく、ルシフェラーゼ活性の上昇は LPA4 または G12/13 タンパク質
の siRNA 処理により大きく減少した。以上の結果から、初代培養脂肪細胞においても LPA4 は、
G12/13 タンパク質と選択的に共役すると考えられた。この脂肪細胞に分化させた野生型 MEF を
LPA4 選択的に刺激したとき、「脂肪細胞の成熟（脂肪生成）に寄与する遺伝子群」及び「PPAR
γリン酸化によって発現制御を受ける遺伝子群」の多くで発現レベルの低下が認められた。一
方、同様の実験を LPA4-KO マウス由来の MEF で行うと、上記の遺伝子発現レベルの変化は認め
られなかった。以上の結果から、LPA4 シグナルが G12/13 タンパク質を介して脂肪組織の過度
なリモデリング（過剰な脂肪を蓄積した白色脂肪組織で観察される現象で、脂肪細胞の肥大化
とそれに続く細胞死によって惹起される慢性炎症と線維化が特徴）に寄与すること、そしてそ
の機序の一つとして LPA4 シグナルによる PPARγへの阻害効果が考えられた。 
 
(2) LPA4-KO マウスの白色脂肪細胞におけるにおける PPARγについて 
 ピオグリタゾンなどの PPARγアゴニストをマウスに投与すると、脂肪細胞の PPARγの機能
を薬理学的に亢進させ、血中アディポネクチン濃度を上昇させることができる。ピオグリタゾ
ン不含通常餌を摂取したとき、血中アディポネクチン濃度は WTマウスよりも LPA4-KO マウスで
高かった。同じ条件でピオグリタゾン含有通常餌を与えたとき、LPA4-KO マウスと WT マウスは
同等のアディポネクチン濃度の上昇を示すことが明らかとなった。すなわち、ピオグリタゾン
を摂取した LPA4-KO マウスの血中アディポネクチン濃度は、依然として WT マウスよりも高い状
態が維持されていた。以上の結果は、LPA4-KO マウスの脂肪細胞で PPARγの発現量が増えたこ
とを反映しているのかもしれない。若しくは、LPA4-KO マウスではピオグリタゾンによる PPARγ
の活性化とは別のメカニズムで PPARγが過度に活性化されている可能性もある。リン酸化など
の翻訳後修飾や、共役因子との会合が変化することなどが機序として考えられる。 
 
(3) LPA4-KO マウスの白色脂肪細胞におけるミトコンドリアについて 
 「背景」の項で述べたように、通常食を摂取した LPA4-KO マウスの eWAT において、ミトコン
ドリアの生合成関連遺伝子の発現が抑制されていた。そこで、eWAT に含まれるミトコンドリア
DNA の量（核の DNA 量で補正）を調べたところ、野生型マウスに比べ LPA4-KO マウスで高かっ
た。また、eWAT に含まれるミトコンドリアの機能（基礎酸素消費量率）は LPA4-KO の方が高か
った。以上の結果は、LPA4-KO マウスの白色脂肪細胞において、ミトコンドリアの数と機能が
亢進していることを示唆する。 
 
 WAT を構成する白色脂肪細胞の機能は、三量体 G タンパク質 G12/13 と共役する GPCR である
LPA4 によって制御されることが明らかとなった。LPA4 シグナルは PPARγの発現や機能を阻害
して白色脂肪細胞の分化を抑制し、結果として WAT の過度なリモデリングに寄与することが示
唆された。また LPA4 シグナルは、ミトコンドリアバイオジェネシスの抑制にも明らかに寄与し
ていた。白色脂肪細胞は褐色脂肪細胞に比べミトコンドリアの量は少ないものの、分化や機能
維持にミトコンドリアが重要であるとされる。しかしながら、今回の脂肪細胞の分化抑制とミ
トコンドリアバイオジェネシスの抑制の因果関係については、LPA4-KO マウスの今後の更なる
解析が必要と考えられる。 
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