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研究成果の概要（和文）：脂肪組織特異的ペリリピン(PLIN1)過剰発現マススの白色脂肪は一部褐
色脂肪化し，エネルギー消費亢進により肥満になりにくい痩せたマウスであった．培養脂肪細胞
の検討で，過剰PLIN１による脂肪細胞内の脂肪滴萎縮は直接的作用でもあることもわかり，その
機序などについて英文誌に報告した． 
 また，動脈硬化粥腫内のマクロファージの極性とプラークの不安定性について，頸動脈剥離術
後の切除プラーク検体65例を用いて検討を行い英文誌に報告をした． 
 
研究成果の概要（英文）：Our findings demonstrate a novel role for PLIN1 expression in adipose tissue 
metabolism and regulation of obesity and its metabolic complications. Overexpression of PLIN1 in 
white adipocytes reduces lipid droplet size by decreasing the expression of other lipid droplet proteins 
like FSP27 and thereby inducing a brown adipose tissue-like phenotype.  
In the other study, we investigated the relationship between macrophage polarity and the vulnerability 

of human atherosclerotic plaques and clinical events. Macrophage polarity of atherosclerotic plaques 
was associated with clinical incidence of ischemic stroke, and unstable plaques defined by ultrasound.  
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１．研究開始当初の背景 

ペリリピン(PLIN1)は脂肪滴表面に限局し
て発現している脂肪細胞内で最多のリン酸
化蛋白であり，脂肪細胞内の脂質代謝におけ
る中心的な役割を果たしている．PLIN1 はカ
テコラミンなどによる PKA刺激がないときに
は脂肪貯留(分解抑制)作用，反対にカテコラ
ミンの刺激が入ると PKAによるリン酸化を受

け 100倍程度の著しい脂肪分解作用を引き起
こすが，直接的な脂肪分解活性はなく，HSL
や ATGL といった脂肪分解律速酵素や
CGI-58(ATGL activator)など様々な脂質代謝
関連蛋白との結合や解離などの干渉によっ
て，それらの作用を直接的または間接的に制
御する organizing center のような役割をも
つことが想定されている(Greenberg et al. J 
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Clin Invest 2011)．その中で申請者らは
peri-/-由来の MEF 細胞の stable line を作
成し，siRNA 手法やアデノウイルスシステム
を利用してこれまで PLIN1の機能ドメインの
同定や，HSL と ATGL との干渉，脂肪分解と貯
留についての分子学的機構について明らか
にしてきた(Miyoshi et al. J Biol Chem 2006， 
2007， 2008， Mol Endocrinol 2006， J Cell 
Biochem 2008， J Lipid Res 2007， 2009 な
ど)． 
(1) 白色脂肪細胞の褐色化 

申請者らは脂肪組織特異的に mouse PLIN1
と human PLIN1 をそれぞれ過剰発現させた 2
系統の PLIN1 過剰発現マウス(peri Tg)を作
成し，その表現型について解析をしている．
PLIN1 欠損マウスが痩せたマウスであり，
PLIN1 が脂肪貯留作用も有することから，当
初 peri Tg は肥満を呈すると予想していたが， 
peri Tg も痩せたマウスであり，脂肪組織は
1/2 程に萎縮し，脂肪細胞は白色・褐色とも
縮小化していた．摂餌量は対象と比べ変化な
く，PKA 刺激後の脂肪分解反応も亢進してい
なかったが，酸素消費量・エネルギー消費量
の亢進を認めた． 
(2) マクロファージの泡沫化における PLIN

の役割 
PLIN1 欠損マウスの脂肪細胞内脂肪滴の周

囲には，本来未分化脂肪細胞に発現して脂肪
細胞分化に伴い PLIN1と置き換わる形で消退
していくはずの ADRP/adipophilin(PLIN2)が
PLIN1 に代わってそのまま発現している．
PLIN2 は非リン酸化蛋白で PLIN1 のような効
率的な脂肪分解作用を有さず，全身の微小脂
肪滴を貯留する作用を有しているが，貯留の
状態も不安定で脂肪滴からは常に少量の脂
質放出が持続している．動脈硬化泡沫化細胞
内の脂肪滴周囲にも PLIN2 が発現し，粥腫形
成や成長に関与しているとされている．単球
からマクロファージ(Mφ)への分化に伴い，
また酸化LDLの刺激によってPLIN2 の発現が
増加することは既に明らかになっている．
2001 年にヒト内頚動脈の免疫染色で，PLIN1
が安定プラークには発現しないがラプチャ
ープラークでのみ発現しているという報告
があったが，その後培養単球細胞 THP-1 など
を用いた培養実験では否定的な報告もあり
しばらく研究は進展していなかった．2005 年
以降，複数のグループからヒト動脈硬化巣や
ヒト末梢血由来の単球を初代培養して分化
させた Mφ内には PLIN1 が発現しているとす
る報告が相次いだ．しかし，酸化 LDL などの
添加では影響されず，PLIN2 の発現にも影響
されない，といった報告や，酸化 LDL や VLDL
の添加で減少する，といった報告など，一定
の見解は得られていなかった．Mφでの PLIN1
の発現を制御している機序やその役割は全
く不明といった状況にあり，依然その存在を

否定する研究者すらいた． 
 
２．研究の目的 
(1) 脂肪組織特異的 PLIN1 過剰発現マウス
(peri Tg)はエネルギー消費亢進・肥満抵抗
性を呈していた．脂肪蓄積形態の変化によっ
て，脂肪組織における脂肪細胞の特性や分化
に変化が生じると予測しており，その分子メ
カニズムを解明することを目的とした．  
(2) 動脈硬化粥腫内マクロファージ泡沫化
細胞内に PLIN1が発現していることが最近報
告されてきた．その発現意義（役割）や，粥
腫形成や破綻に対する作用について明らか
にすることをもう一つの目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1)  peri Tg の解析 

北海道大学医学部動物舎で飼育中の peri 
Tg(ヘテロ)について litter mate をコントロ
ールに評価した．典型的な白色脂肪細胞の間
隙に peri Tg で認められる多房性小型脂肪細
胞の集簇について，どのような細胞なのか解
析を進めた(核染色やミトコンドリア染色，
UCP-1 染色，RT-PCR， Western blot.)．脂質
代謝関連蛋白や，褐色脂肪細胞と白色脂肪細
胞を特徴づける分化関連蛋白などについて
は，網羅的に DNA マイクロアレイを用いて評
価した後，real-time PCR や Western blot，
免疫染色にて評価をおこなった．耐糖能の改
善も認めており，その機序についても解析を
進めていった．  
(2) マクロファージの泡沫化における PLIN
の役割 
①ヒト内頚動脈剥離術後検体を用いたプラ
ーク形成機序についての解明 
ヒト動脈硬化粥腫内での脂肪滴周囲蛋白

やマクロファージの役割を解明するために，
市内脳外科協力施設から頸動脈剥離術後の
切除プラーク検体 65 例の回収を行った．患
者カルテベースでの情報収集も終了し，脳卒
中を発症した症候性プラークと，ガイドライ
ンに則り予防的手術が行われた非症候性プ
ラークにわけて検討を行った．切除病変はす
ぐに mRNA 用，蛋白用，免疫染色用に切片を
均等分割後に各種保存液に浸潤して当施設
まで搬送された．即日 mRNA と蛋白を抽出し
た後は各検体は解析まで―80 度で保存した．
内頚動脈剥離術後の検体提供とその使用に
ついては，当大学病院および協力いただいた
各神経外科病院の倫理委員会で承認をうけ
て開始した． 
②ヒト末梢血単球由来のマクロファージ初
代培養実験系 

ヒト末梢血から単球を分離する方法は既
報のとおりで，末梢血から単核球分離用ファ
イコール液を使用してバッフィーコートを
採取，繰り返し洗浄後に，CD14 磁気ビーズ付



着抗体と MACS 用カラムを用いて単球を採取
し，M-CSF 含 RPMI(10％FCS)にて培養を開始
した．培養 14 日目以降に酸化 LDL や VLDL な
どの添加(12h～14d の様々な期間），もしく
はヒト PLIN2 やヒト PLIN1 のアデノウイルス
を用いた過剰発現と RNAi を用いたノックダ
ウン実験，TZD， IFNγ， LPS， TNFα， 
Palmitate， Olyate など各種刺激を加えた際
の，ターゲット蛋白の変化を DNA マイクロア
レイ，real-time PCR， Western blot， 位
相差顕微鏡などで観察することを予定した．
貯蔵脂肪量については hexane/isopropanol
によって培養脂肪細胞から中性脂肪(TG)と
コレステロールエステル(CE)を抽出し，それ
ぞれの測定キットを使用して比較した(mg 
cell lysate protein 補正)．  
 
 
４．研究成果 
(1) peri Tg の白色脂肪組織には異所性に
UCP1 の 発 現 を 認 め ， 2010 年 の Cell 
Metabolism での特集などで話題になった白
色脂肪の褐色脂肪化がこのマウスで認めら
れた肥満抵抗性や耐糖能の改善の機序とし
て考えられた． 

この「誘導型」褐色脂肪発
現の機序については，cAMP 増加や PPARγ活性
化，PGC-1αの活性化， PRDM16 の発現のなど
この数年の間にいくつか想定されてきてお
り，それらと同マウスでみる変化の関連を検
討していった．peri Tg の白色脂肪組織内の

FSP27 の発現が減少しており，3T3-L1 培養脂
肪細胞に PLIN1 を過剰発現することで FSP27
の発現が減少したことから，PLIN１の増加が
FSP27 の減少の直接的関与であることは明ら
かになった．FSP27 ノックアウトマウスの白
色脂肪組織内の PGC1α増加と RIP140 発現低
下について報告されており，peri Tg の白色
脂肪組織でも同様に確認ができた．脂肪滴周
囲構成蛋白の発現変化や脂肪滴サイズ縮小
化といった脂肪細胞内の脂肪貯留の環境変

化が，RIP140 の減少や
PGC1αの増加を来たし
褐色脂肪細胞への分化
に関与したということ
を明らかにした．また同

マウスは耐糖能・インス
リン抵抗性の改善を呈
することがわかってい
た．同マウスでの耐糖能
改善の機序を解明する
ために，白色脂肪組織，
骨格筋，肝臓などの組織
における脂肪酸酸化，
AMPK リ ン 酸 化 ，
adipokine の関与など
についても学会などで
発表した． 
 
(2) マクロファージの泡沫化における PLIN
の役割 
① ヒト内頚動脈剥離術後検体を用いたプラ
ーク形成機序についての解明 
脳卒中を発症した34の症候性プラークと，31
の非症候性プラークにわけて検討を行った．
術前に行われた臨床検査や患者背景は両群に
差を認めるものはなかったが，症候性プラー
ク内にはマクロファージの浸潤が著しく多く，
そのほとんどがCD11c陽性のM1マクロファー

ジであること，炎症性サイトカインや線溶系
酵素が多く発現していることを明らかにした．
反対に非症候群のプラークにはマクロファー
ジの浸潤が少なく，浸潤しているマクロファ
ージのほとんどがCD163やMR陽性のM2マクロ
ファージであることを示し，国内および海外
の学会や英文雑誌J Stroke Cerebrovasc Dis
で発表した． 

さらにマクロファージ内
の脂肪滴周囲における
PLIN1とPLIN2についての
解析を行っている．非症候
性プラークと比較し症候
性プラークにはPLIN2の発
現が著しく増加し，反対に



PLIN1は非症候性にも症候性にも発現を認め
ていた.  
 
② ヒト末梢血単球由来のマクロファージ初
代培養実験系 

マクロファージ内の核周辺にある大きなサ
イズの脂肪滴の周囲にはPLIN1発現しており，
PLIN2は細胞質に広く小脂肪滴に発現してい
ることを確認した．成熟脂肪細胞内では脂肪
分解反応直後にしかPLIN1とPLIN2の同時発現
を認めないが，マクロファージではその脂肪
貯留におけるPLIN発現の形態が異なっていた．
酸化LDLを添加した際とVLDLレムナントを添
加した際のPLIN1とPLIN2の発現量の変化にも
違いがあり，マクロファージの極性を示す表
面マーカーの発現変化や炎症性変化との関連
について，研究を進めている． ヒト末梢血由
来の培養マクロファージに，様々な刺激を付
加したときの泡沫化に関連すると考えられる
因子の変動を検索中である．また，PLIN1と
PLIN2の役割を明らかにする目的で，過剰発現
などによる上記因子の変化や脂肪貯留能の変
化などについての実験も進行中である. 今後
はRNAiを用いた実験を追加して解析を進めて
いく予定である.  
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