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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞は、脂肪細胞、骨芽細胞などの細胞へ分化能をもつ細胞であり、この細胞の分
化機構を制御すれば肥満発症を抑えることができると考えられる。Wntシグナル伝達経路は脂肪分化に関与することが
示され、間葉系幹細胞におけるWntシグナル伝達経路を制御すれば、メタボリック症候群の成因である肥満発症を抑制
できると考えられる。従って、肥満発症を制御する鍵は、Wntシグナル伝達経路を制御することにあり、その活性を有
する食品因子を同定できればメタボリック症候群を抑制できると期待できる。本研究では、間葉系幹細胞の脂肪細胞へ
の分化機構に果たすWntシグナルの役割について検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Adipocytes are critically involved in enhancing the clinical risk of metabolic 
syndrome. Adipocytes can arise from mesenchymal stem cells (MSCs) that can differentiation to many cell 
types such as adipocytes, bone, cartilage, tendon, muscle, skin, and nerves. Wnts are secreted signaling 
proteins that regulate differentiation into osteoblast of MSCs. On the other hand, peroxisome 
proliferator-activated receptor γ (PPARγ) is a critical factor for adipogenesis. PPARγ agonists are 
induces the differentiation into adipocyte of MSCs but Wnts are inhibit the adipocyte differentiation. 
Wnt proteins are comprised a large family of nineteen proteins and highly conserved in many species. To 
date major signaling branches downstream of the Fz receptor have been identified including a canonical or 
Wnt/β-catenin dependent pathway and the non-canonical or β-catenin-independent pathway. Here we show 
that role of the Wnt signaling in the differentiation mechanism from the MSC into adipocytes.

研究分野： 分子栄養学

キーワード： リポ蛋白質受容体　Wntシグナル　食品因子　脂肪細胞
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

高齢化が加速する現代社会において、メタ

ボリック症候群は万人に起こりうる疾病であ

り、その予防は急務の研究課題である。メタ

ボリック症候群の病態が肥満に加えて糖尿病、

脂質異常症、高血圧などの生活習慣病が重複

し発症することから、メタボリック症候群の

予防は、肥満発症の抑制が最も重要視されて

いる。肥満は遺伝的および環境的要因による

カロリーの過剰な摂取の結果、脂肪細胞の数

的な増加や脂肪細胞に過剰な脂肪が蓄積した

状態である。肥満発症の抑制を成功させるた

めには、まず、脂肪細胞の数的な増加に関係

する脂肪細胞の分化機構を理解した上で、そ

の調節機構を解明する必要かある。脂肪細胞

の分化機構を研究する上で、間葉系幹細胞は

最も適切である。間葉系幹細胞は、脂肪細胞、

骨芽細胞、筋細胞、軟骨細胞の間葉系に属す

る細胞への分化能をもつ細胞であり、この細

胞の分化機構を制御すれば肥満発症を抑える

ことができると考えられる。細胞の分化は細

胞内外の様々な分子間相互作用によるシグナ

ル伝達によって制御されている。なかでも、

Wnt シグナル伝達経路は個体発生時の細胞の

分化や増殖を調節し、体軸や体節形成などの

形態形成において中枢的な役割を担っている。

近年、Wnt シグナル伝達経路は形態形成のみ

ならず脂肪分化にも関与することが示されて

いる。以上から、間葉系幹細胞における Wnt

シグナル伝達経路を制御すれば、メタボリッ

ク症候群の成因である肥満発症を抑制できる

ことが示唆される。従って、肥満発症を制御

する鍵は、Wnt シグナル伝達経路を制御する

ことにあり、その活性を有する食品因子を同

定できればメタボリック症候群を抑制できる

と期待できる。 

食事として摂取したコレステロールや、体

内で合成されたコレステロールは、低密度リ

ポ蛋白質に結合して体内を循環し、細胞膜上

に存在する低密度リポ蛋白質受容体（LDLR）

を介して細胞内に取り込まれる。低密度リポ

蛋白質受容体は細胞内のコレステロール量を

一定に保つセンサーとして働き、その遺伝子

異常は人類で最も頻度の高い遺伝病の一つで

ある家族性高コレステロール血症を引き起こ

す。更に、近年、リポ蛋白質受容体がコレス

テロール代謝のみならず、肥満、高脂質血症、

糖尿病、骨粗鬆症に大きく関与することが明

らかとなった。即ち、超低密度リポ蛋白質受

容体(VLDLR)の機能異常は、肥満、高脂質血症

に関与し、低密度リポ蛋白質受容体類似蛋白

質 5(LRP5)の機能異常は糖尿病、骨粗鬆症に

関与する。特に、LRP5 や 6は Wnt シグナル伝

達経路を活性化する受容体であることが明ら

かとなり、リポタンパク質受容体が Wnt シグ

ナルを制御することが示された。 

私たちは、近年、新規のリポタンパク質受

容体である LRP10 を発見し、LRP10 が Wnt シ

グナルを抑制することを明らかにしている。

以上の実験事実は、リポ蛋白質受容体が Wnt

シグナル伝達経路を正と負に調節するするこ

とにより、脂肪細胞の分化を制御することを

強く示唆する。従って、脂肪細胞の分化を抑

制する鍵は、リポ蛋白質受容体の活性を制御

することにあり、その活性を有する食品因子

を同定できれば肥満をはじめとするメタボリ

ック症候群を抑制できると期待できる。 

 

２．研究の目的 

メタボリック症候群の発症原因の根幹を

なす肥満を抑制することは、現代栄養科学に

課せられた急務の研究課題である。食品因子

によって肥満を抑制するには、肥満を形成す

る脂肪細胞の分化機構を明らかにする必要

がある。本研究では、肥満を抑制する食品因

子を明らかにすることを目的に、多様な細胞

に分化する能力を有する間葉系幹細胞を用

い、本細胞から脂肪細胞への分化を抑制する

食品因子の探索と、その抑制機構の分子機構

を明らかにすることを目的とした。従来から、



食品成分によって脂肪細胞の分化を抑制し

ようとする研究例は多数存在するが、その殆

んどは前駆脂肪細胞から脂肪細胞への分化

抑制を検討しているにすぎない。しかし、前

駆脂肪細胞は脂肪細胞に分化することを運

命付けられた組織であり、脂肪細胞への分化

を根本的に明らかにするには、全く未分化の

状態にある間葉系幹細胞を研究に用いるべ

きであると考えた。 

間葉系幹細胞から脂肪細胞への分化は

PPARのアゴニストにより誘導されるが、Wnt

はそれを抑制する。Wnt ファミリーには 19 種

類が知られ、各 Wnt によって活性化されるシ

グナル経路は、-catenin の安定化と核内移

行を伴う-catenin 依存的なcanonical経路

とb-catenin 非依存的なnon-canonical経路

に大別される。現在、間葉系幹細胞から脂肪

細胞への分化機構に果たすcanonical経路と

non-canonical 経路の役割については不明な

点が多い。 

本研究では、まず、はじめに各種のリポ蛋

白質受容体(LDLR、VLDLR、LRP3、LRP4、LRP6、

LRP8、LRP10)が過剰発現する細胞を作製し、

各受容体がWntシグナルに与える影響を検討

した。次に、株化間葉系幹細胞である ST2 細

胞の脂肪分化において canonical 経路と

non-canonical 経路の役割について検討し、

脂肪分化を抑制する食品因子を迅速かつ鋭

敏にスクリーニング出来る in vitro 実験系

の構築を試みた。 

 

３．研究の方法 

(1) リポ蛋白質受容体が Wnt シグナルの

canonical 経路に与える影響の検討 

① 各リポ蛋白質受容体の cDNA の末端に myc

タグを挿入したDNA断片をPCRにより増幅

し、動物細胞発現ベクターへ挿入した遺伝

子組換え DNA を作製した後、HEK293 細胞

に導入することによりリポ蛋白質受容体

の過剰発現系を確立した。 

② 各リポ蛋白質受容体の過剰発現は myc 抗

体を用いた免疫ブロットにより行い、発現

量と細胞内局在を確認した。 

③ Wntシグナルのcanonical経路活性化の指

標である TCF レポータープラスミド

(TOP-Flash)を、Wnt3a 遺伝子または上記

で作製したリポ蛋白質受容体遺伝子と共

に HEK293 細胞に導入し、TCF 活性をルシ

フェラーゼアッセイにより測定し、リポタ

ンパク質受容体が Wnt シグナルに与える

影響を検討した。 

 

(2) ST2 細胞の脂肪分化における Wnt シグナ

ル伝達経路の関与の検討 

① マウス骨髄由来間質系細胞であるST2細

胞 に PPAR の ア ゴ ニ ス ト で あ る

troglitazone を添加し、脂肪分化を誘導

した後、Wnt シグナルの canonical 経路

を活性化するWnt3aや non-canonical経

路を活性化する Wnt5a を添加し、脂肪分

化に与える影響を検討した。脂肪細胞へ

の分化は Wnt を添加した 7 日目に

Oil-Red 染色により確認した。 

② ST2 細胞に troglitazone を添加し、脂肪

分化を誘導した後、Wnt シグナルの

canonical経路の阻害剤やb-cateninのノ

ックダウン、あるいは-catenin の常時活

性化が脂肪分化に与える影響を調べ、脂肪

分化における canonical 経路の詳細な分

子機構を検討した。 

③ ST2 細胞に troglitazone を添加し、脂肪

分化を誘導した後、Wnt シグナルの

non-canonical 経路の阻害剤が脂肪分化

に与える影響を調べ、脂肪分化における

non-canonical 経路の詳細な分子機構を

検討した。 

 

４．研究成果 

(1)リポ蛋白質受容体は Wnt シグナルの

canonical 経路を正や負に制御した 



各リポ蛋白質受容体ファミリー遺伝子が

過剰発現する細胞の作製に成功し、それぞれ

のリポ蛋白質受容体の過剰発現によって、

Wnt シグナルの canonical 経路の活性化に影

響を与えることを見出した(図１)。 

図 1．Wnt シグナルの canonical 経路におけ

るリポタンパク質受容体の影響 

 

すなわち、Wnt シグナルの canonical 経路

の活性は、Wnt3aによって9.8倍まで上昇し、

さらに VLDLR、LRP6、LRP8 の過剰発現によっ

て亢進したが、LDLR、LRP3、LRP4、LRP10 の

過剰発現によって抑制された。このことは、

リポ蛋白質受容体が Wnt シグナルの

canonical 経路を正と負に調節するすること

により、脂肪細胞の分化を制御することが示

唆する。 

 

(2) ST2 細 胞 の 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 は

canonical 経路によって抑制された 

ST2 細胞に PPARのアゴニストである

Troglitazone を添加すると脂肪滴が赤く染

まり、Wnt3a の添加割合を増加していくと脂

肪滴は減少し、Wnt3a が脂肪分化を抑制した

(図 2.)。一方、Wnt5a は脂肪分化を抑制しな

かった。 

図 2．ST2 細胞の脂肪細胞への分化における

Wnt シグナルの canonical と non-canonical

経路の影響 

 

このことは、脂肪細胞への分化抑制は、

Wnt3a による canonical 経路を介して発現す

ることを示唆する。次に、Wnt3a による脂肪

分化の抑制が、canonical 経路依存的である

かを、canonical 経路阻害剤によって更に検

討した。GSK3を活性化することで-catenin

の分解を促進し、canonical 経路を阻害する

XAV939 を添加すると濃度依存的に脂肪細胞

の分化が誘導された(図 3.)。 

図 3．ST2 細胞の脂肪細胞への分化における

Wnt シグナルの canonical 経路の阻害剤の影

響 

 

さらに、Wnt3a による脂肪分化の抑制が、

β-cateninを介するTCFの活性化によるもの

であるならば、-catenin をノックダウンす

れば、TCF 活性の上昇は阻害され、脂肪分化

の抑制は起こらないはずだと考え、ST2 細胞

の-catenin を siRNAによってノックダウン

したところ、Wnt3a による脂肪分化の抑制が

消失して、再び脂肪細胞の分化が誘導された

(図 4.)。 

図 4．ST2 細胞の脂肪細胞への分化における

Wnt シグナルの canonical 経路の-catenin

ノックダウンの影響 

 

次の実験では、Wnt3a 非存在下でも、TCF

活性を活性化すれば、脂肪細胞への分化が抑

制されると考え、Wnt3a 非存在下で、活性型

カテニンをST2細胞にトランスフェクション



したところ、TCF 活性は著しく上昇したが、

活性型βカテニンは、脂肪細胞の分化を抑制

しなかった(図 5.)。 

図 5．ST2 細胞の脂肪細胞への分化における

Wntシグナルのcanonical経路の活性型カテ

ニンの影響 

 

これらの結果より、ST2 細胞の脂肪細胞へ

の分化は、Wnt3a によって誘導される

canonical 経路に依存的に抑制されるが、TCF

活性の上昇だけでは誘導されず、Wnt3a によ

って誘導される別の経路の関与が示唆され

た。 

 

(3) ST2 細 胞 の 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 は

non-canonical 経路によって抑制されなかっ

た 

Wnt3a は canonical 経路だけでなく、

non-canonical 経路も活性化することから、

ST2 の脂肪分化に non-canonical 経路の関与

が考えられ、Wnt3a と同時に、non-canonical

経路の阻害剤を用いて実験を行った。図 6に

示すように、いずれの阻害剤も、Wnt3a によ

る脂肪細胞の分化抑制には影響を及ぼさな

かった。この結果は、Wnt3a による脂肪分化

抑制には、non-canonical 経路は関与しない

ことを示唆する。 

図 6．ST2 細胞の脂肪細胞への分化における

Wnt シグナルの non-canonical 経路の阻害剤

の影響 

 

以上のように、ST2 細胞の脂肪細胞への分

化は canonical 経路によって抑制されたが、

non-canonical 経路によって抑制されなかっ

た。また、脂肪細胞への分化抑制は canonical

経路の TCF活性の上昇のみでは発現しなかっ

た。これらの結果より、脂肪細胞への分化抑

制にはcanonical経路の活性化によって誘導

される未知の分子が関与することが考えら

れる。今後、本研究により確立した実験系を

用いてcanonical経路の活性化によって誘導

される未知の分子の探索や脂肪細胞への分

化を抑制する食品因子の同定が可能になる

と期待できる。 
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