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研究成果の概要（和文）：脂肪滴は中性脂肪を貯蔵する細胞小器官である。脂肪滴には特有のタ

ンパク質が結合しており、脂肪滴の組織特異性を規定していると考えられる。心臓で高発現す

る脂肪滴結合タンパク質 MLDP のノックアウトマウスを作製･解析したところ、心臓の脂肪滴が

消失し、脂肪･糖代謝が亢進していた。また脂肪の病的蓄積によって起こる心筋症に対して抵抗

性を示した。このほか、脂肪細胞のカテコールアミン応答性脂肪動員における、脂肪滴と脂肪

滴結合タンパク質の動態を解析した。

研究成果の概要（英文）：Lipid droplets (LDs) are organelles storing neutral lipids.
Specific sets of proteins bind to the surface of LDs, probably providing LDs with tissue
specificities. We generated and characterized mice lacking MLDP, a LD-binding protein
enriched in the heart. These mice completely lacked LDs in the heart, and exhibited
higher level of metabolism of fat and carbohydrate. Consequently, they exhibited
enhanced resistance to cardiomyopathy due to aberrant accumulation of fat in the heart.
We also studied the morphological changes of LDs and redistribution of LD-binding proteins
during catecholamine-dependent lipid mobilization in adipocytes.
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１．研究開始当初の背景

細胞内脂肪滴（以下、脂肪滴）は、真核

生物の細胞に広く存在する構造体であり、ト

リアシルグリセロール（TG）を主成分とする
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コアをリン脂質一重層が取り囲み、その表面

にさらに種々のタンパク質が結合したもので

ある。脂肪滴は特有のタンパク質組成をもち、

制御された脂質代謝を営んでいることから、

最近では細胞小器官のひとつとみなされてい

る。脂肪滴の機能調節は、肥満や脂肪肝など

の病態と関連して、世界的に重要な研究分野

となっている。

脂肪滴の機能や形態は、組織によって大き

く異なる。脂肪組織の巨大な脂肪滴は、生体

の余剰エネルギーをTGの形で長期間、大量に

貯蔵するが、他の器官の脂肪滴ははるかに小

さく、脂肪酸をエネルギー源として利用する

過程で一部を一時的に再エステル化し、TGと

して保管する場所と考えられる。実際、脂肪

酸の利用能が特に高い心臓などは、きわめて

微小な脂肪滴をもつ。脂肪滴表面には、PAT

ファミリーとよばれるタンパク質群（後述の

MLDPを含め、５種類のタンパク質が知られて

いる）が組織特異的に結合している。脂肪細

胞においては、飢餓時にカテコールアミン刺

激に応答して蓄積脂肪の加水分解（以下、脂

肪分解）が促進され、それによって血中に放

出された脂肪酸が、他の組織においてエネル

ギー源として利用される(脂肪動員)。その際、

脂肪組織特異的PATタンパク質であるペリリ

ピンが、カテコールアミン刺激に応答してリ

ン酸化される。ノックアウトマウスを用いた

解析により、ペリリピンの可逆的リン酸化は、

脂肪細胞における脂肪の蓄積と分解に中心的

な役割を果たしていることが明らかになって

いる。このような知見から、我々は脂肪滴の

機能特異性はPATタンパク質によって規定さ

れると推論し、研究を進めてきた。

まずペリリピンによる脂肪分解調節の機構

を明らかにするため、ペリリピンと相互作用

するタンパク質としてCGI-58を同定した。

CGI-58は、全身におけるTGの異常蓄積を主徴

とするChanarin-Dorfman症候群（CDS）の原因

遺伝子として報告されていた。我々はCGI-58

の機能を解析し、これがリパ－ゼの活性化タ

ンパク質であり、脂肪分解に重要な役割をも

つことを明らかにした

CGI-58はリン酸化されたペリリピンとは相

互作用せず、脂肪細胞における脂肪分解刺激

時には速やかに大きな脂肪滴表面から離れ、

細胞質ゾルおよび微小なドット状構造に移行

することが観察された。この結果は、脂肪分

解の主要な場が脂肪滴であるとすれば、

CGI-58が脂肪分解において重要な役割をもつ

ことと矛盾する。一方、脂肪分解過程での脂

肪滴の挙動をCARS (Coherent Anti-Stokes

Raman Scattering)顕微鏡によって解析した。

その結果、脂肪分解刺激を受けた脂肪細胞で

は、細胞質全体の、大きな脂肪滴から離れた

場所に、多数のごく微小な脂肪滴がまず出現

し、時間とともにやや大きな微小脂肪滴へと

成長するのが観察された。これらの観察にも

とづき、我々は、新たに作られた極微小脂肪

滴が、大きな脂肪滴からTGを受け取って成長

しつつ、同時に主要な脂肪分解の場を形成す

るのではないかとの仮説を立てた。

一方、PAT タンパク質の機能特異性をさら

に解析するため、マウス EST データベースを

探索し、新たな PAT タンパク質遺伝子を同定

した。このタンパク質は心臓でほぼ特異的に

発現する脂肪滴結合タンパク質であり、

MLDP(Myocardial lipid droplet protein)と

名づけた。心臓は脂肪酸代謝が特に盛んな臓

器であり、その脂肪滴はきわめて微小である。

また MLDP は、絶食時には心臓のほか、肝臓

でも発現が誘導される。この際には、脂肪動

員によって脂肪組織から大量に放出された

脂肪酸が各組織において利用される。これら

の知見から我々は、MLDP は脂肪滴における活

発な脂肪分解を保証する因子であると推定



し、それを検証すべく MLDP ノックアウト

(MLDP-KO)マウスの作出に着手した。

２．研究の目的

(1) MLDP-KOマウスの解析

生体におけるMLDPの役割を明らかにするた

め、MLDP-KOマウスを作成し、表現型を解析す

る。このマウスではMLDP高発現部位である心

臓に脂肪の異常蓄積が起こり、脂肪が高負荷

された条件では肝臓などにも異常が生じると

期待される。そこで通常食での長期飼育、高

脂肪食投与、絶食などの諸条件下に個体レベ

ルの表現型を調べ、さらに組織レベルで病理

学的、生理学的異常の有無を調べる。

(2) 脂肪分解刺激に応答した微小脂肪滴形成

過程の解析

脂肪分解刺激時に新たに形成される極微小

脂肪滴の機能を、形態学的手法により解析す

る。CGI-58、種々のPATタンパク質、リパ－ゼ

などを、GFPまたはRFP融合タンパク質として

3T3-L1脂肪細胞に発現させ、CARS顕微鏡によ

る脂肪滴の観察と蛍光観察とを組み合わせて、

長時間の多重タイムラプス観察を行う。これ

らのタンパク質が新たに形成された極微小脂

肪滴に結合するか、その結合はどのような時

間経過で起こるか、などを詳細に観察し，極

微小脂肪滴が主要な脂肪分解の場となるとい

う仮説を検証する。

(3) PATタンパク質の機能特異性の解析

脂肪分解における PATタンパク質の機能特

異性を、in vivo と in vitro において明らか

にする。3T3-L1 細胞を用いて、個々の PAT タ

ンパク質をノックダウンした細胞や、PAT タ

ンパク質を異所的に発現させた細胞を樹立

する。それらの細胞や MLDP ノックアウトマ

ウス由来の細胞について、細胞レベルで脂肪

分解活性を調べる。またそれらの細胞から分

離した脂肪滴を用いて、in vitro のリパ－ゼ

アッセイを行う。

３．研究の方法

(1) MLDP-KO マウスの解析

KO マウスの作製は定法どおり ES 細胞への

相同組換えを利用して行い、C57BL/6J 系統へ

の戻し交配を経て実験に用いた。

(2) 脂肪分解刺激に応答した微小脂肪滴形

成過程の解析

各種 PAT タンパク質およびリパーゼを GFP

またはｍCherry につないだものを、レンチウ

ィルスベクターを用いて 3T3-L1 細胞に発現

させ、クローン化したものを実験に用いた。

生細胞の蛍光観察は、未来 ICT センター研

究所の平岡泰、原口徳子両博士のもとで、高

解像度顕微鏡システムを用いて行った。マル

チプレックス CARS 顕微鏡による観察は、東

京大学大学院理学系研究科化学専攻の加納

英明、濱口宏夫両博士のもとで行った。

(3) PAT タンパク質の機能特異性の解析

PAT タンパク質のノックダウンは、shRNA

のコード配列をもつレンチウィルスを細胞

に感染させることによって行った。

心筋細胞は生後 1.5-3日後のマウス心臓を

コラゲナーゼとトリプシンを用いて処理す

ることによって調製した。脂肪酸酸化活性は、

シクロデキストリンに結合させた[１４C]パル

ミチン酸を培地に添加し、CO2と、細胞内外の

酸可溶性および不溶性画分に取り込まれた

放射能を測定することによって評価した。

４．研究成果

(1) MLDP-KO マウスの解析

最初に得た KOマウスは 129 系統と BL/6 系

統とのハイブリッドであったため、実験結果

の再現性が悪かった。そこで 1年半あまりを

かけて BL/6 への戻し交配を重ね、ようやく

安定した結果が得られるようになった。



まず MLDP を特に高発現している心臓につ

いて重点的に調べた。MLDP-KO マウスの心臓

では、TG と脂肪酸の含量が顕著に減少してい

た。電子顕微鏡観察の結果、意外なことに、

KO マウスでは心臓に脂肪滴が全く観察され

なかった。これに対して、肝臓や褐色脂肪組

織、白色脂肪組織などでは野生型と同様に脂

肪滴が観察された。これらの組織でも、TG や

脂肪酸の含量に双方のマウスで有意差が見

られる場合があったが、組織や食餌条件など

によってその傾向は一定ではなかった。

MLDP-KO マウスと野生型マウスとの間で、

体重、体長、生殖能などに差は見られなかっ

た。種々の代謝物質の血中濃度にも大きな差

はなかったが、遊離脂肪酸については絶食時

に KO マウスで有意に高かった。グルコース

負荷試験において、KO マウスは有意に高い耐

糖能を示し、この傾向は高脂肪食投与による

肥満の状態でより顕著であった。一方、イン

スリン負荷試験においては、KO マウスでやや

インスリン感受性の向上が見られた。各組織

へのグルコースの取り込みを見たところ、心

臓でのみ有意に取り込みが増加していた。KO

マウスは野生型よりも夜間の酸素消費量が

高く、活動量も有意に高かった。しかし呼吸

商には差がなかった。

病的状態での MLDP 欠損の効果を調べるた

め、ストレプトゾトシン投与によって実験的

糖尿病を誘導した。この処置により野生型マ

ウスでは心臓に TG や脂肪酸が蓄積したが、

KO マウスではそれが抑制されていた。また脂

肪毒性のメディエーターとなる活性酸素の

発生や、繊維化の生化学的指標であるコラー

ゲンの分泌が、KO マウスでは抑えられていた。

すなわち MLDP-KOマウスは糖尿病による心筋

症に対して抵抗性をもつものと考えられる。

MLDP の欠損によって心臓の脂肪滴が消失

するという結果は、研究開始前の予測とは全

く逆であった。当初の仮説のように MLDP は

心臓における活発な脂肪分解を保証するも

のではなく、むしろ活発な脂肪分解から TG

を保護し、脂肪滴を維持する役割をもつと考

えられる。他の組織は心臓ほど脂肪代謝が活

発ではないため、MLDP が欠損しても別の PAT

タンパク質によって機能的に補償されると

考えられる。

(3)で述べるように、MLDO-KO マウスの心筋

細胞では脂肪酸の酸化的代謝が亢進してお

り、TG として蓄積できない脂肪酸を活発に処

理していると考えられる。実際、種々の脂質、

糖代謝系のタンパク質の発現が KO マウスで

は高まっており、このような適応が達成され

ていることを示している。おそらくこのこと

が、病的状態での脂肪蓄積の抑制、ひいては

病変の軽減を導いているのであろう。これら

の結果は、MLDP の機能を抑えることによって

心筋症などの症状を改善できる可能性を示

唆しており、今後の展開が期待される。また

MLDP を比較的高レベルで発現する骨格筋、肝

臓、褐色脂肪組織などにおけるこのタンパク

質の役割についても、今後の課題である。

(2) 脂肪分解刺激に応答した微小脂肪滴形

成過程の解析

脂肪細胞に高発現している PAT タンパク質

ペリリピン、主要なリパーゼである ATGL と

HSL、およびペリリピンの相互作用因子であ

り、ATGL の活性化タンパク質である CGI-58

について実験を行った。これらのタンパク質

の GFP または mCherry 融合体を 3T3-L1 脂肪

細胞に発現させ、脂肪分解過程における挙動

を追跡した。また、内在性のタンパク質につ

いても固定細胞を用いた蛍光抗体法により、

細胞内分布を観察した。

ペリリピンは、脂肪分解刺激の前後で脂肪



滴表面に観察された。HSL は刺激前にはサイ

トゾルに均一に分布していたが、刺激後、た

だちに既存の脂肪滴表面に結合するのが認

められた。さらに、刺激数分後頃から両者が

共存する点状構造が見え始め、時間とともに

その数が増加した。脂肪細胞を含めて、脂肪

分解により生じた脂肪酸は、高い比率(脂肪

細胞では 50%以上)で TG へと再エステル化さ

れることが知られている。再エステル化阻害

剤を 3T3-L1 脂肪細胞に与えて脂肪分解刺激

を加えたところ、ペリリピンと HSL が共存す

る点状構造は見られなくなった。また、

3T3-L1 細胞にあらかじめ重水素標識した脂

肪酸を与えて TG として蓄積させておき、そ

の後に脂肪分解刺激を加え、マルチプレック

ス CARS 顕微鏡により観察したところ、既存

の脂肪滴と同様に重水素標識された微小脂

肪滴が出現するのが観察された。これらの結

果から、脂肪分解によって生じた脂肪酸の多

くは再エステル化され、小胞体で微小脂肪滴

へとパッケージされるが、その表面にはペリ

リピンと HSL が結合して、再びそこに含まれ

る TG を分解すると考えられる。

一方 ATGL は、我々の観察結果では脂肪分

解刺激の前後で脂肪滴表面に存在していな

かった。CGI-58 は刺激前には脂肪滴表面に局

在していたが、刺激後には速やかに脂肪滴か

ら遊離し、細胞質へと拡散した。二重観察の

結果、両者は細胞質内の核に比較的近い部分

で、不定形の構造に共存していた。細胞分画

を行ったところ、刺激後には両者は膜画分に

多く回収されるようになり、ショ糖密度勾配

遠心では非常に幅広い密度分布を示した。こ

のような分布の形成は、脂肪酸の再エステル

化を阻害した条件でも見られた。また免疫学

的共沈法により、両者は膜画分で相互作用し

ていることが確認された。これらの結果から、

ATGL と CGI-58 は小胞体などの膜上で相互作

用し、再エステル化によって生じた TG をそ

の場で分解する役割をもつと推論した。

(3) PAT タンパク質の機能特異性の解析

MLDP-KO マウスと野生型マウスの心臓の初

代培養細胞を調製し、14C 標識脂肪酸を与えて

脂肪酸酸化活性を調べた。KO マウス由来の心

筋細胞では、CO2 および細胞内酸可溶性画分

（アセチル-CoA や TCA サイクル中間体を反

映）への放射能の取り込みが、野生型マウス

由来の細胞よりも有意に高かった。すなわち、

MLDP-KO マウスの心臓では脂肪酸の完全酸化

活性が高まっていると考えられる。(1)で述

べたように心臓へのグルコースの取込みが

KO マウスで高まっているのは、脂肪酸のβ酸

化によって生じたアセチル-CoAをTCAサイク

ルで効率よく酸化するために、ピルビン酸か

らオキサロ酢酸を補給する必要があるため

と考えられる。心臓における脂質･糖代謝に

関与するタンパク質またはその mRNA の発現

は、これに見合うものであった。すなわち、

MLDP-KO マウスは、脂肪酸を TG として保持で

きないために、効率よく酸化的代謝を行うこ

とによってその細胞内濃度を低レベルに保

つべく、適応していると考えられる。

3T3-L1 細胞において、PAT タンパク質のペ

リリピンと ADRP をノックダウンし、その効

果を調べた。ペリリピンは、複数の方法によ

って、いずれもほとんどノックダウンされず、

それ以上の実験ができなかった。ADRP をノッ

クダウンした場合、分化した脂肪細胞では脂

肪蓄積や脂肪分解速度などに有意の変化は

見られなかった。しかし未分化状態の細胞で

は ADRP のノックダウンによって TGの蓄積が

抑えられたことから、ADRP はリパーゼから

TG を保護する作用があると考えられる。
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