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研究成果の概要（和文）：非肥満ラットに中強度の急性走運動を施し、脂肪細胞膜上のβ-アド

レナリン受容体（β-AR）発現の変化について検討したところ、運動中から運動後数時間は β-AR

の発現が有意に増加し、これは β-AR の内在化に関与するタンパク質群のユビキチン化により

調節されることが明らかとなった。脂肪細胞における β-AR の主な生理作用は脂肪分解反応の

活性化である。しかし、β-AR の挙動は必ずしも非肥満個体と肥満個体の脂肪細胞で一致しな

い報告があり、肥大した脂肪細胞のβ-AR の発現変化については依然としてブラックボックス

が存在している。そこで、本研究では肥満に伴い肥大した脂肪細胞の細胞応答性について、β-AR

の代謝回転機構に焦点を当て検討した。  
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of the current study is to investigate the trafficking 
of β2-adrenergic receptor (β2-AR) can regulate the lipolysis in high fat diet-induced 
hypertrophied adipocytes (HA) that are observed in obese mammals. The animals (C57BL/6J 
mice) were randomly divided into two groups: a normal diet intake and high fat diet intake, 
and adipocytes were isolated from epididymal adipose tissue. Low concentration (10 nM) 
of Isoproterenol (ISO)-stimulated lipolysis was significantly elevated in HA than that 
in non hypertrophied control (NHC) cells. In contrast, lipolysis in HA was significantly 
attenuated in high concentration (1 μM) of ISO compared with NHC. Under this condition, 
in membrane fraction, the levels of β2-AR was significantly reduced in HA compared with 
NHC, accompanied by increased levels of β-arrestin-2 and β2-AR / β-arrestin-2 complex, 
which are accelerator of agonist-induced trafficking of the β2-AR from plasma membrane 
to cytosol. These results suggest that trafficking i.e., internalization of β 2-AR, with 
high concentration of ISO would be associated with reduced levels of lipolytic response 
in HA, and that this phenomenon is one of the mechanism underlying lower levels of fat 
metabolism in obese mammals in vivo.  
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは、通常のラットより単離した脂
肪細胞を用いて、長らく不明であった、運動
時のエネルギー代謝や細胞の機械的応答と
密接に関与する β-アドレナリン受容体(β 
-AR)の運動による発現変化は、ユビキチン‐
プロテアソーム系による修飾作用により調
節されることを見出し、 これは β-AR 経路
の下流に存在する情報伝達分子の発現変化
や、細胞の生理的応答と一致することを報告
している。脂肪細胞における β-AR 経路の主
な生理作用は、脂肪分解経路の調節にあるこ
とから、β-AR の挙動とアダプター分子の発
現変化は、肥大した脂肪細胞の脂肪分解反応
の調節においても重要な役割を果たすと考
えられる。事実、運動による脂肪細胞の脂肪
分解反応の有意な亢進は、肥満者の脂肪細胞
でも観察されるが、肥満個体より単離した脂
肪細胞のアドレナリン受容体の挙動は、必ず
しも非肥満個体より単離された脂肪細胞に
みられる細胞応答や局在変化と一致しない
ようである。 

 
２．研究の目的 

メタボリックシンドロームの新たな治療
方法や予防方法の確立には、運動が惹起する
細胞の機械的応答の生理・生化学的な変化を
科学的に理解することが重要である。そこで
本研究では、脂肪代謝の中核をなす脂肪細胞
を試料として、肥満に伴い肥大した脂肪細胞
の細胞応答性に焦点を当て、運動刺激による
アドレナリン受容体の代謝回転機構につい
て検討した。 

 
３．研究の方法 
①実験動物と運動負荷 

実験には C57BL/6L マウス（6週齢より飼育
開始）を用いた。マウスはランダムに通常食
摂取群（C群）と高脂肪食摂取群（H群）に
分けた。高脂肪食として、60％カロリー比高
脂肪飼料を 16 週間投与した。急性運動とし
て、10 m/分、60 分間のトレッドミル走行を
実施した。 
②脂肪細胞の調製と脂肪分解反応の測定 

C 群および H群マウスより副睾丸脂肪組織
を摘出し、既報 1）に準じて脂肪細胞を単離
した。単離した脂肪細胞を 1 mg / ml のコラ
ゲナーゼ type1 と 200 nM のアデノシンを含
む Krebs リン酸緩衝液に浮遊させ、37 ℃の
恒温条件下で 30 分間インキュベートした。
β-AR の活性化とその生理作用の指標として、
インキュベーションメディウム内に放出さ
れたグリセロール量（脂肪解反応）を測定し
た。  
③細胞分画の調製とタンパク質発現の検討 
 上述の細胞を回収後、プロテアーゼ阻害剤

と脱リン酸化酵素阻害剤を含む細胞質画分
用緩衝液（ProteoExtract Subcellular 
Proteome Extraction Kit, EMD Bioscience, 
Inc.）とホモジナイズし、遠心の後細胞質画
分を得た。同様に、回収された沈渣を細胞膜
画分用緩衝液で処理することにより、細胞膜
画分を得た。両画分におけるタンパク質の発
現はウエスタンブロット法を用いて検出し
た。タンパク質間の結合は免疫沈降法により
検出した。 
 
４．研究成果 
①高脂肪食摂取による形態的変化と細胞径 
H 群の体重と体重あたりの副睾丸脂肪組織

量は、C 群と比べて有意に増加した（表 1）。
H 群では大型化した脂肪細胞が多数認められ
た（図 1）。C群と比べて H群の血中レプチン
濃度は有意に高かった(表 1)。H 群は脂肪組
織の増加と脂肪細胞の大型化を伴った肥満
であることが確認された。 

②脂肪分解反応と β-AR の発現の変化 
 β-AR の生理機能を検討するために、脂肪
分解反応について検討した。C 群において、
合成カテコールアミンであるイソプロテレ
ノール（1 μM）の添加は、非存在下（Basal）
と比べて脂肪分解反応を有意に亢進させた。
同様の結果は、H群においても観察された(図 
2A)。H 群の Basal は C 群の Basal と比べて有
意に高値を示した。そのため、イソプロテレ
ノール添加による増加率は C群と比べて H群



で低かった（図 2B）。そこで細胞膜における
β-AR タンパク質の発現について検討したと
ころ、C 群では、Basal に比べてイソプロテ
レノール刺激により細胞膜のβ-AR発現が有
意に増加し、内在化の指標である細胞質画分
の β-AR /β-arrestin-2 複合体の発現は有
意な低下を示した（図 3）。一方、H 群では、
Basal に比べてイソプロテレノール刺激によ
る細胞膜のβ-ARタンパク質の発現は有意に
低下し、内在化の指標である細胞質画分の
β-AR /β-Arrestin-2複合体の発現は有意に
増加した（図 3）。C 群と H 群の  Basal にお
ける細胞膜の β-AR 発現は、H 群で有意に高
かった（図 3A）。 

③急性運動による β-AR 発現の変化 
 運動による影響を検討するために、両群に
10 m/分、60 分間の急性運動を実施した。非
運動時と比べて、C 群、H 群ともにそれぞれ
Basal、イソプロテレノール刺激による細胞
膜の β-AR 発現は増加した（図 4A、B）。 
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