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研究成果の概要（和文）：Rab8aとRab8bが間葉系幹細胞の脂肪細胞分化に相補的にはたらいているのかどうかに
ついては不明である。この問題を解決するために、shRNAによりRab8b KDマウス胎児線維芽細胞を樹立し、また
同様の方法でRab8a-/-, Rab8b KDマウス胎児線維芽細胞を作成した。Rab8b KDマウス胎児線維芽細胞では、
Rab8aノックアウトマウス胎児線維芽細胞と同様に、脂肪細胞への分化が障害されていることが示され、脂肪細
胞への分化過程の誘導が減弱していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is unclear whether Rab8a and Rab8b have a complementary role of the 
adipocyte differentiation of mesenchymal stem cells. In order to investigate this problem, Rab8b KD 
mouse embryo fibroblasts were established with shRNA, and Rab8a -/-, Rab8b KD mouse embryo 
fibroblasts were prepared by the same method. In Rab8b KD mouse embryo fibroblasts, similar to Rab8a
 KO mouse embryo fibroblasts, it was shown that differentiation into adipocytes was impaired, and 
induction of the differentiation process into adipocytes was attenuated.

研究分野： 肝臓病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）／非アルコール性脂肪肝炎（NASH）は、慢性肝疾患の原因の一つであ
り、NASH は肝硬変や肝細胞癌に進展しうる。我が国におけるNAFLD の有病率は9～30％、NASH においては3～5
％と推定され、ともに増加傾向と推測されている。NAFLD/NASHは内臓脂肪と関連し、脂肪細胞の発生についての
理解が脂肪肝に対する加療において不可欠である。我々は細胞内輸送の観点から、脂肪細胞の分化誘導について
検討を行った。本研究成果は脂肪肝成立メカニズムを理解する上で意義があると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）／非アルコール性脂肪肝炎（NASH）は、慢性肝疾
患の原因の一つであり、NASH は肝硬変や肝細胞癌に進展しうる。我が国における NAFLD の
有病率は 9～30％、NASH においては 3～5％と推定され、NAFLD については近年増加してお
り、NASH についても増加傾向と推測されている。肝細胞に中性脂肪が沈着し、炎症細胞浸潤
や風船様肝細胞腫大を伴う病態であるが、そのメカニズムについては明らかでない点が多い。栄
養として体内に取り込まれた脂肪が肝細胞内に取り込まれ、細胞内代謝あるいは細胞外へ排出
される細胞内輸送の破綻が細胞内脂肪蓄積の病態に関与している可能性があるが、肝細胞内輸
送に焦点を当てた検討はほとんどなされていない。 
 そこで我々は細胞内輸送を制御するキープレーヤーと考えられる Rab11a に着目した。
Rab11a は細胞内への取り込みや細胞外への排出を選択的に行うリサイクリングエンドソーム
に重要な small GTPase の一つである。特に低密度リポタンパク質（LDL）やコレステロール
の取り込み受容体がリサイクリングエンドソームを介した細胞内輸送で制御されることが報告
されている。またリサイクリングエンドソームを通過するタンパク質として、鉄やグルコースの
取り込みに重要なトランスフェリン受容体や Glut4 などが知られており、Rab11a により制御
されていることが報告されている。肝内の鉄過剰が肝発癌を誘導すること、糖尿病が肝発癌のリ
スク因子であることから、リサイクリングエンドソームを含む細胞内物質輸送が肝発癌を含む
病態に関与していることが考えられる。また近年、肝星細胞においても Rab11 が TGFβ 受容体
2 を介して肝星細胞を活性化し、細胞外マトリックスのリモデリング、血管新生、免疫抑制に関
与することが報告されている（Tu K, et al. Hepatology 2015）。しかしいずれの報告も培養細胞
での検討であり、遺伝子改変動物を用いた Rab11a の報告はない。 
 本研究では、肝細胞特異的 Rab11a ノックアウト（KO）マウスを用いて脂肪の肝細胞内輸送
ならびに脂肪蓄積による肝障害を明らかにし、NAFLD/NASH における病態メカニズムを解明
することで、NAFLD/NASH に対する治療ターゲットを明らかにすることを目的とする。また
肝星細胞特異的 Rab11a KO マウスを作製し、細胞内輸送の肝癌への関与について解析するこ
とも目的とする。申請者は、Rab11a と同じ small GTPase である Cdc42 の腸管特異的 KO マ
ウスを用い、腸管上皮幹細胞の極性維持や発生・分化に Cdc42 が不可欠であること、Cdc42 が
大腸癌進展に関与することを in vivo モデルで初めて明らかにした。また同じく Rab タンパク
質である Rab8a が細胞内輸送とともに Wnt シグナルを制御すること、さらに共同研究者であ
る Nan Gao 教授（Rutgers University, USA）とともに、腸管特異的 Rab11a KO マウスを用
いて、Rab11a が TLR9、NF-κβ の経路に関与して炎症性サイトカインの産生を制御すること
や炎症性の腫瘍形成を制御することを見出してきた。また Rab11a の全身 KO マウスは胎生致
死に至ることも明らかにしている。このように申請者は様々な KO マウスを用いて消化器臓器
の遺伝子学的探索に取り組んできた。同様の手法を用いることで、肝細胞における細胞内輸送の
役割を明らかにし、NASH や肝癌の病態解明や治療戦略の構築を目指したい。 
 
２．研究の目的 
 申請者らは、肝細胞の代謝機能の解析や、腸管上皮細胞における幹細胞・細胞極性のメカニズ
ムを報告してきた。特にメンブレントラフィックに関わる small GTPase に着目し、疾患との
関連を明らかにした。なかでも Rab11a は小胞のリサイクリングを制御する分子であるが、細
胞極性や、受容体を含む膜蛋白の再利用など、細胞の機能・構築に重要であることが知られてお
り、申請者らは Rab11a が炎症や発癌、免疫に関与することを見出してきた。本研究では、肝細
胞特異的 Rab11a ノックアウトマウスを用いて、肝細胞における細胞内物質輸送ネットワーク
の視点からリサイクリングエンドソームならびに細胞内輸送の肝疾患への関与における分子機
構の解明を目的として研究を行う。 
 リサイクリングエンドソームにより細胞内輸送される脂質関連蛋白として LDL 受容体が報
告されている。LDL 受容体はコレステロール代謝に関与することから肝細胞内の脂肪の蓄積な
らびに代謝を制御していると考えられる。そこで NAFLD/NASH における細胞内脂質輸送につ
いて肝細胞特異的 KO マウスを用いて検討する。さらに培養肝細胞ならびにヒト NASH サン
プルを用いた解析を併せて行う。また NAFLD の病態にオートファジーが関与していることを
報告しており、得られたサンプルを用いてオートファジーにおいて形成されるオートファゴソ
ームの細胞内輸送メカニズムについても検討する。 
 また細胞内における脂肪生成、脂肪沈着について、in vitro での系を用いて検討する。マウス
胎児線維芽細胞は、脂肪生成誘導剤に反応して脂肪細胞に成熟し、Canonical Wnt シグナルが
その脂肪生成を阻害するが、Rab8a 欠損マウス胎児線維芽細胞における Wnt シグナルが、脂肪
細胞の分化能に変化を及ぼすのかどうかについて検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 胎生 12.5 日に妊娠メスマウスより胚を採取し、胎盤・卵黄嚢・子宮を摘出した後、頭部と内
臓（心臓、肝臓、脾臓、腸）を摘出した。尾は genotype のために保存し、残りの組織を、トリ
プシン-EDTA を含む 1.5 mL のエッペンドルフチューブに入れた上で、無菌状態で、組織をで
きるだけ細かく裁断した。37℃の加湿チャンバー内で 10 分間インキュベートし、懸濁後、細胞
をペレット化し、ピルビン酸ナトリウム、10％FBS、1.0 mg / mL PenStrep、および 0.05 mg/mL



ゲンタマイシンを含む DMEM にプレーティングした。実験開始前に細胞を 3 回継代して線維
芽細胞を単離した。 
 細胞培養は 5％CO2、37℃の加湿チャンバー内で行い、胎児線維芽細胞は、ピルビン酸ナトリ
ウム、10％FBS、1.0 mg/mL PenStrep、および 0.05 mg / mL ゲンタマイシンを含む DMEM で
70％コンフルエンシーで維持した。脂肪生成を誘発するために、細胞を 100％の集密度まで増殖
させ、次に過密プレートとして 48 時間維持した。ピルビン酸ナトリウム、10％FBS、1.0 mg/mL 
PenStrep、0.05 mg/mL ゲンタマイシン、1.0μM デキサメタゾン、0.5 mM IBMX、5.0 mg/mL
インスリン、および 1.0μM ロシグリタゾンを含む DMEM で細胞を 48 時間インキュベートし
た。次に、ピルビン酸ナトリウム、10％FBS、1.0 mg/mL PenStrep、0.05 mg/mL ゲンタマイ
シン、および 5.0 mg/mL インスリンを含む DMEM で細胞を 8 日間インキュベートした。誘導
から 12 日以内に完全に脂肪細胞に分化した。脂肪細胞の脂肪滴を Bodipy 493/503 で染色し、
Image J で定量化した。染色実験では、細胞を 6 ウェルプレートの 0.1％ゼラチンコーティング
カバースリップにプレーティングし分化させた。細胞溶解物については、細胞を 10 cm 2 培養
プレートに播種させ分化させた。 
 肝細胞特異的 Rab11a KO マウスを用いた。Rab11a を flox 化した Rab11a lox/lox マウスは前
述の Nan Gao 教授より供与され、当研究室が保有する Alb-Cre マウスと交配させることで Cre-
loxP システムにより肝細胞特異的 KO マウスを作製した。また成長後にノックアウトを誘導す
るために Mx1Cre マウスとの交配も併せて行い、polyI.C.投与により Cre 発現を誘導する KO マ
ウスも作製した。また仔マウスの尾よりDNAを抽出しPCR法によりマウスの遺伝子型（Rab11a 
loxP 及び Cre）を同定した。KO マウスには Rab11a lox/lox; AlbCre マウスを使用し、コントロ
ールには Rab11a lox/lox マウスを用いた。また適宜ヘテロタイプとして Rab11a lox/+; AlbCre
マウスを使用した。Rab11a KO マウスマウスの尾より DNA を抽出し PCR 法によりマウスの
遺伝子型を同定した。また shRNA により Rab8b KD マウス胎児線維芽細胞を樹立し細胞分化
を観察した。 
 
４．研究成果 
 野生型のマウス胎児線維芽細胞を脂肪細胞に分化させたところ、脂肪生成とともに細胞内に
Rab8a を認めた。Fabp4 や Glu4 の強発現がみられる成熟脂肪細胞では、未分化細胞に比べ、
Rab8 と Rab11 の蛋白発現レベルが上昇していた。続いて、Rab8a 欠損マウス胎児線維芽細胞
の脂肪生成能を評価した。野生型マウス胎児線維芽細胞は、分化誘導後、Rab8a 欠損マウス胎
児線維芽細胞に比べ、早期に成熟し、成熟脂肪細胞はより大きな脂肪滴を有していた。分化した
野生型マウス胎児線維芽細胞は β カテニンの発現、Tcf1 の発現レベルが低下しており、脂肪生
成分化において Canonical Wnt シグナルが抑制されていた。一方、分化誘導された Rab8a 欠損
マウス胎児線維芽細胞では、β カテニンや Tcf1 の発現レベルはむしろ増加していた。Rab8a 欠
損マウス胎児線維芽細胞で Canonical Wnt シグナルを増強すると脂肪細胞の分化を低減させう
ることを示していた。 
 次に、ショ糖勾配沈降アッセイを用いて、Wnt 刺激胎児線維芽細胞における LRP6 シグナロ
ソームの細胞区画化を評価した。 野生型胎児線維芽細胞では、Wnt3a 刺激の前に、LRP6 は主
にフラクション 8〜11 に出現したが、pLRP6 は長時間の曝露後でも細胞フラクションのいずれ
においてもほとんど検出されなかった。 野生型胎児線維芽細胞の Wnt3a 刺激の 4 時間後、分
画 8〜11 に加えて、LRP6 レベルが増加し、分画 6 および 7 に拡大した（より重いショ糖勾配
へのシフト）。pLRP6 は Dvl2 と GSK3β の共沈降が検出されたフラクション 8〜10 で顕著に認
められた。以前に報告された LRP6 小胞と Rab7 +エンドソームの共局在、およびこれらの構造
の多小胞体（MVB）への成熟を反映して、Rab7 と Rab9 がこれらの分画に共沈殿していた。 
Wnt 刺激 pLRP6 は、Rab5 と Rab11 に富む初期エンドソームとリサイクルエンドソームでそ
れぞれ弱く観察された。野生型胎児線維芽細胞の Wnt 処理は、RRP6 および Rab9 とは逆の区
画化となる Rab8a 小胞分画の顕著な右シフトをもたらした。これらの結果は、Wnt 誘発の動的
LRP6 シグナロソーム区画化が、野生型胎児線維芽細胞の Rab8a 小胞と逆相関していることを
示唆していた。 
 Rab8 は Rab8a と Rab8b の二つのアイソフォームから構成され、Rab8b は Rab8a と同様に、
cargo protein の apical 側への輸送や、LRP6 caveolae 依存的エンドサイトーシスを促進するこ
とによる Wnt シグナルの制御に関与している。Rab8a と Rab8b が間葉系幹細胞の脂肪細胞分
化に相補的にはたらいているのかどうかについては不明である。この問題を解決するために、
shRNA により Rab8b KD マウス胎児線維芽細胞を樹立し、また同様の方法で Rab8a-/-, Rab8b 
KD マウス胎児線維芽細胞を作成した。Rab8a-/-, Rab8bKD マウス胎児線維芽細胞は、通常のカ
バーガラスに接着しなかったため、0.1％ゼラチンコーティングしたカバーガラス上で培養し、
培養期間を 5-6 日間から 12 日間に延長することで、接着が得られた。 
 Rab8b KDマウス胎児線維芽細胞では、Rab8aノックアウトマウス胎児線維芽細胞と同様に、
脂肪滴のサイズは小さく、Rab8a-/-, Rab8b KD マウス胎児線維芽細胞においても小さい脂肪滴
サイズであったことから、脂肪細胞への分化が障害されていることが示された。Rab8bKD 胎児
線維芽細胞は、Kif3a-/-胎児線維芽細胞と同様に脂肪滴の不足がみられた。脂肪細胞のマーカー
である Glut4 と Fabp4 はいずれも Rab8a-/-, Rab8b KD マウス胎児線維芽細胞において mRNA
の発現が有意に低下していた。PPARγ は軽度低下を認めていた。Rab8bKD 胎児線維芽細胞は、



野生型マウスの胎児線維芽細胞と比較して、これらの細胞における脂肪生成分化プログラムの
誘導が弱いことを示された。また新生児（P0）の無刺激の Rab8a-/-マウスで皮下脂肪組織を調
べたところ、明らかに脂肪組織が減少していた。骨格筋に隣接する脂肪組織においても同様の結
果であった。これらのことから、Rab8 の欠失は脂肪細胞の分化を弱め、Rab8 が生理学的に脂
肪生成を促進する可能性があることが示唆された。 
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