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研究成果の概要（和文）：褐色脂肪細胞のセロトニン受容体は5-HT1から5-HT7の7種類のサブファミリーからな
り、14個のサブタイプの存在が報告されているが、3A、5A、5Bを除いた11種類の受容体が発現していることが明
らかとなった。セロトニン投与30分前に4種のセロトニンレセプターアンタゴニストをそれぞれ投与し、120分後
に褐色脂肪組織を採材して遺伝子発現を解析した。結果、セロトニン投与によるPGC-1α-b,cおよびUCP1の発現
上昇は、アンタゴニストの前投与によって有意に抑制され、セロトニンレセプター２Aおよび7を介してPGC-1α
-b,cおよびUCP1の発現を上昇させることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Mice were fed a chow (Ch) diet or a high fat (F) diet and orally 
administrated with serotonin (5-HT) every morning between the ages of 5 and 26 weeks. Mice on the F 
diet gained significantly more weight than the Ch fed mice. In order to identify the target tissues 
of the effect of 5-HT on energy metabolism, we focused on brawn adipose tissue. PGC-1 is a master 
regulator that promotes mitochondrial biogenesis and an activity of uncoupling protein (UCP) 1 in 
brawn adipose tissue. 5-HT increased the expressions of PGC-1-a, b, c and UCP1. Brawn adipose tissue
 had higher expressions of 5HTR2A, 2B and 7. Mice were pre-treated with several 5-HTR antagonists at
 30 min before 5-HT injection. We revealed that 5-HT increased the mRNA expressions of PGC-1and UCP1
 through 5-HTR2A and 7.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 セロトニンは 1950 年代に発見され、
セロトニン生合成の律速酵素(THP)は中
枢と末梢で異なる染色体にコードされた
個別の酵素として存在する事が明らかに
なっている(Science 2003)。申請者は、末
梢セロトニンが胆汁酸サイクルを亢進し
て糖代謝および脂質代謝を制御する新規
な生理作用を発見した (Endocrinology 
2010, Current Opinion in Lipidology 
2011)。また、高脂肪摂取マウスの腹腔内
にセロトニンを週 2 回投与して体重増加
に与える影響を解析し、末梢セロトニン
投与が高脂肪食摂取マウスの脂肪蓄積量
を制御して体重増加を抑制する抗肥満作
用を有することを発見した (PLoSONE 
2015)。しかしながら、末梢のセロトニン
合成酵素 (THP1)をノックアウトした
(THP1KO)マウスでは褐色脂肪組織にお
ける脱共役タンパク質(UCP1)が活性化
し、高脂肪食摂取しても体重が増加しな
いことが報告された(Nature Medicine 
2014)。THP1KO マウスでは末梢セロト
ニンは合成されないことより、セロトニ
ン投与による抗肥満誘導機構は未だ解明
されていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
	 生体の脂肪代謝の主役である褐色脂肪
組織において、エネルギー代謝で最も重
要な役割を担うミトコンドリア脱共役タ
ンパク質(UCP1)の活性化機構を解明す
ることは、家畜の皮下および筋肉内への
脂肪蓄積制御技術開発に加え、新規で効
率的な飼養管理技術の確立に繫ながる。
申請者は、セロトニン抗肥満発現マウス
における抗肥満発現機構を解析し、
UCP1活性化には細胞内 THP1の発現が
抑制されることを発見した。これらの実
験結果は、末梢セロトニン合成酵素
(THP1)遺伝子発現による UCP1 活性制
御機構の存在を示唆している。よって、
本研究終了時までには、申請者が樹立し
たマウス褐色脂肪細胞株を用いて THP1
遺伝子のノックアウトを行い、真に
UCP1 活性化を誘導する遺伝子を特定し、
セロトニンのUCP1活性化機構を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
	 樹立に成功した褐色脂肪細胞株(MBP細
胞)を用いて、エネルギー代謝で重要な脱
共役タンパク質(UCP1)のセロトニンによ
る活性化機構を解明することを目的とす
る。具体的には、先ず UCP1 活性化に関わ
るセロトニン受容体を特定する。次に、
野生型およびセロトニン合成酵素ノック
アウト MBP 細胞を用いて、セロトニンあ
るいは受容体アゴニストによる UCP1 活
性化を行い、それぞれの細胞で発現する

遺伝子群より、UCP1 活性化の鍵遺伝子の
特定を行い、末梢セロトニンの抗肥満誘
導機構を解明することにより、脂肪蓄積
制御技術への応用戦略を図る。	
	
４．研究成果	
	 セロトニン生合成律速酵素(THP)は中
枢と末梢で異なる染色体にコードされ、
末梢のセロトニンは血液脳関門を通過で
きず、生体内のセロトニンは中枢と末梢
で独立に制御されて機能も異なる。我々
は、腹腔内へのセロトニン投与が高脂肪
食摂取マウスの脂肪蓄積量を制御して体
重増加を抑制する抗肥満作用を有するこ
とを発見した。しかしながら、セロトニ
ン投与による抗肥満誘導機構は未だ解明
されていないのが現状である。	
	 褐色脂肪細胞のセロトニン受容体は
5-HT1 から 5-HT7 の 7 種類のサブファミ
リーからなり、14 個のサブタイプの存在
が報告されているが、樹立した褐色脂肪
前駆細胞株(MBP 細胞)では 3A、5A、5B を
除いた 11 種類の受容体が発現している
ことが明らかとなった。	
	 8 週齢マウスを用いて、セロトニン投
与30分前に4種のセロトニンレセプター
アンタゴニストをそれぞれ投与し、単回
投与において有意に PGC-1α-b と PGC-1
α-cの発現上昇が確認されているセロト
ニン投与 120 分後に褐色脂肪組織を採材
し、PGC-1α-b と PGC-1α-c の遺伝子発
現を解析した。使用したアンタゴニスト
は、Methysergide（セロトニンレセプタ
ー1、2、7）、SB-269970（セロトニンレセ
プター7）、Ketanserin（セロトニンレセ
プター2A）、SB-204741（セロトニンレセ
プター2B）の 4 種である。結果、セロト
ニン投与による PGC-1α-b と PGC-1α-c
の発現上昇は、Metysergide と SB-269970
の前投与によって有意に抑制された。以
上より、褐色脂肪組織においてセロトニ
ンは、セロトニンレセプター7 を介して
PGC-1α-b および PGC-1α-c の発現を上
昇させることが判明した。	
	 セロトニン処理褐色脂肪細胞ではUCP1
蛋白の著しい増加が誘導されるが、セロ
トニン合成酵素(THP1)発現は減少し、
THP1KO マウスの褐色脂肪組織では UCP1
活性化が誘導されることより、セロトニ
ンの UCP1 活性化機構解明には、THP1 活
性減少によって作動する遺伝子群の特定
が重要である。	
	 そこで、CRISPR-Cas9 法を用いて THP1
ノックアウト褐色脂肪細胞株の樹立を試
みた。CRISPR-Cas9 法では、標的配列の 3
‘末端にある PAM（NGG	）配列の上流に
存在する 3 塩基対において DNA 二本鎖の
切断が予想される３箇所のターゲット配
列を決定し、Neon を用いて 1400v,	
20width,	1pulse の条件でトランスフェ



クションし、無血清培地で 48 時間培養後
に細胞を回収して切断効率を解析した。
Target1 および Target2 を用いたトラン
スフェクションでは切断片は確認できな
かったが、Target3 では 34.7％の切断が
確認された。Target3 をトランスフェク
ションした細胞を増殖させ、96 穴プレー
トで限界希釈法によってクローニングを
行い、単細胞培養が確認された well の細
胞を96穴プレートの2枚にそれぞれの細
胞のレプリカを作成した。7 日間の培養
後に片方の細胞を用いて、ゲノム DNA を
抽出してGCD	kitプライマーを用いてPCR
を行い、DNA シークエンスを行ったとこ
ろ、2 株の切断部位が異なる THP1 ノック
アウト褐色脂肪細胞株の樹立に世界で始
めて成功した。	
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