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研究成果の概要（和文）：　細胞内脂肪滴は全身の細胞に存在しているが、ステロイド産生細胞や好中球の脂肪滴の研
究は進んでいない。本研究ではMLTC-1精巣ライディッヒ細胞およびHL-60由来の好中球細胞における脂肪滴タンパクと
脂肪滴の役割について検討した。結果として、MLTC-1細胞の脂肪滴はステロイドホルモン産生酵素3beta-HSD、17beta-
HSDが主要な構成タンパク質であり、細胞を黄体形成ホルモンで刺激すると、これらが小胞体に移行することがわかっ
た。また、HL-60由来好中球では、Perilipin-3(PLIN3)が主要な脂肪滴タンパク質であり、PLIN-3が脂肪滴の形成に必
須であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：  Lipid droplets (LDs) are functional subcellular organelles involved in multiple 
intracellular processes. Although LDs are found in nearly all types of eukaryotic cells, their properties 
are highly variable among tissues. 
  Steroidogenic cells normally accumulate numerous small cytosolic LDs, but the profiles of LD-associated 
proteins and the biological significance of these remains unclear. I found that LD fraction from mouse ley
dig tumor (MLTC-1) cells, abundantly contains the enzymes for steroidogenesis, especially 3beta-HSD1 and 1
7beta-HSD11 and the activation of steroidgenesis by luteinizing hormone (LH) caused drastic change in morp
hology of LDs. Upon stimulation, perinuclear LDs are changed into relatively nascent LDs and possibly fuse
d to ER. I next studied about the LDs of HL-60-derived neutrophils and found that perilipin-3 (PLIN3) has 
a pivotal role in LD-biogenesis, and that PLIN3 is associated with the synthesis and secretion of PGE2.
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１．研究開始当初の背景 

 
細胞内脂肪滴は中性脂肪がリン脂質一重

層によって覆われた構造体であり、全身の細
胞に存在している。近年、脂肪滴は単に余っ
た脂肪を蓄積する器官ではなく、その表面に
は多数の機能タンパク質が局在し、積極的に
脂質代謝を制御していることがわかってき
た。現在、脂肪滴は生体の脂質ホメオスタシ
スに重要な細胞小器官（オルガネラ）である
と認識されている。脂肪滴の形成機構や脂質
代謝の分子機構については主に脂肪細胞、肝
細胞、マクロファージを中心に研究が進めら
れており、それ以外の細胞の脂肪滴について
は未だ不明な点が多い。 

 
 

２．研究の目的 

 

（１）ステロイド産生細胞（MLTC-1）の脂肪
滴の解析。 

 

脂肪滴の主要な内容物はトリアシルグリ
セロール（TG）とコレステロールエステル
（CE）であり、細胞種によって異なる。脂肪
細胞や肝細胞は主に TGを含む脂肪滴を有し、
表層に存在するタンパク質が TG の合成と分
解を制御している。この制御機構の破綻は肥
満や脂肪肝の原因となる。メタボリックシン
ドロームへの社会的関心から、これまで脂肪
細胞を中心とした TG を含む脂肪滴について
多くの研究がなされてきた。一方、CEを含む
脂肪滴についてはこれまでほとんど研究さ
れていなかった。CE を含む脂肪滴を有する細
胞としてステロイド産生細胞が挙げられる。
CE はステロイドホルモンの前駆体として蓄
えられており、ホルモン合成のシグナルを受
けるとエステル結合が切断されコレステロ
ールが遊離し、合成が開始される。本研究で
は、テストステロンを生成するマウス精巣ラ
イディッヒ細胞由来 MLTC-1 細胞をモデルと
して、その脂肪滴の構成タンパクと、ホルモ
ン産生における脂肪滴の変化について検討
した。 

 
（２）HL-60 由来好中球の脂肪滴の解析。 
 

血球細胞の脂肪滴についてはマクロファ
ージが比較的よく解析されており、炎症反応
に応答し脂肪滴が肥大することがわかって
いる。一方、好中球の脂肪滴についての知見
はほとんどない。ヒト HL-60 細胞はレチノイ
ン酸処理により好中球へと分化する。このモ
デル系を用いて、好中球の炎症反応における
脂肪滴の役割について検討した。 
 
 

３．研究の方法 

 

（１）細胞 

 MLTC-1（Mouse Leydig tumor cell-1）と
HL-60細胞は 10%FBSを含む RPMI-1640培地で
培養した。HL-60 細胞は 2µM レチノイン酸
（AtRA）処理により好中球へと分化させた。 
 
（２）脂肪滴の単離 
 各細胞を回収し、ナイトロジェンキャビテ
ーションとステンレスホモジナイザーによ
り細胞を粉砕した。PNS 画分を調製し、ショ
糖密度勾配遠心法により脂肪滴画分を分離
した。 
 
（３）LC-MS/MS 解析 
 精製した脂肪滴画分を 10% SDS-PAGE で分
離し、CBB染色後、目的のバンドを切り出し、
抽出、還元アルキル化、トリプシン処理し、
得られたペプチド断片を LC-MS/MS および
MASCOT ソフトウェアで解析した。 
 
（４）細胞へのプラスミド、siRNA の導入。 
 MLTC-1 への GFP-プラスミドの導入はリポ
フェクション法（Lipofectamine plus）によ
り 行 っ た 。 siRNA プ ロ ー ブ は Thermo 
Scientific より購入し、HL-60 好中球への
siRNA の導入はエレクトロポレーション法
（Nucleofector, Amaxa） により行った。 
 
（５）免疫蛍光抗体法 
 MLTC-1、HL-60細胞は 4%PFA 固定後、0.01%
ジギトニンで可溶化し、各種抗体で脂肪滴タ
ンパク質やその他の細胞小器官を染色した。
脂肪滴内の中性脂肪は LipidTOX Red で染色
した。細胞は共焦点レーザー顕微鏡（Nikon 
A1Si）で観察した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）ステロイド産生細胞（MLTC-1）の脂肪
滴の解析。 

 

① 脂肪滴タンパクのプロテオミクス解析。 

 

マウス由来の精巣ステロイド産生細胞で
ある MLTC-1 ライディッヒ細胞より脂肪滴を
回収し、SDS-PAGEで脂肪滴を構成するタンパ
ク質を解析した。すでに解析されている J774
マクロファージ、Hepa1 肝癌細胞、正常マウ
ス肝臓の脂肪滴タンパク質と比較したとこ
ろ、MLTC-1細胞のタンパク質組成に明らかな
差異が認められた。肝臓やマクロファージの
細胞では Perilipin-2 (PLIN2)が主要構成タ
ンパクであるのに対し、MLTC-1では PLIN2 は
比較的少なく、別に多量に存在する２つの成
分が認められた。LC-MS/MS 解析からこれらは
ステロイドホルモン合成酵素の 3- hydroxyl 
steroid dehydrogenase type 1 (3HSD)と
17-hydroxysteroid dehydrogenase type 11 
(17HSD) であることが判明した。我々は独
自の組成を持つ MLTC-1 に注目し、構成タン



パク質の網羅的な解析を進めた。プロテオミ
クスから MLTC-1の脂肪滴にはリパーゼや Rab
など多数のタンパク質が局在していること
が分かり、脂肪滴表面が積極的に反応の場と
して機能していることが示唆された。また
Perilipin ファミリーは存在していたが、他
の細胞に比べ比較的少ないことが判明した。
ライディッヒ細胞においてテストステロン
合成を担う酵素は多数存在する（図３）。プ
ロテオミクスの結果、3HSD と 17HSD 以外
のステロイド合成に関与する酵素（CYP11A1、
CYP17）も MLTC-1の脂肪滴画分に検出された。
従来これらの酵素は小胞体やミトコンドリ
アに局在すると考えられており、脂肪滴にお
ける機能は分かっていない。 

GFP-3HSDをMLTC-1細胞に発現させたとこ
ろ、リング状の構造と、細胞全体に網目状の
構造が観察された。リング状の構造は
Perilipin ファミリーと共局在することから
脂肪滴と考えられ、網目構造は calnexin と
一致することから小胞体であると考えられ
る。また GFP-17HSD でも同様の結果が得ら
れ、これらの結果は 3HSD と 17HSD が脂肪
滴と小胞体の両方に存在することを示唆し
ている。 
 
② ステロイドホルモン産生時の脂肪滴の形
態変化。 

 

 MLTC-1 細胞を黄体形成ホルモン（LH）で刺
激すると、プロゲステロンの合成が促進され
る。ホルモン産生刺激時の脂肪滴の形態変化
を追跡したところ、LH 刺激後 2～4 時間で脂
肪滴の形態が劇的に変化し、本来房状である
脂肪滴が小型化し、細胞質全体に分散するこ
とを見いだした（図１）。よって細胞内の cAMP
量が脂肪滴の形態を制御していると考えら
れる。また脂肪滴が小型化する際に、脂肪滴
の Perilipin-1（PLIN1）と小胞体の Calnexin
が共局在する様子が観察された。また、LH処
理の影響をショ糖密度勾配遠心法により確
認したところ、PLIN1 は LH（－）では主にト
ップフラクションに検出されたが、LH（＋）
ではトップフラクションではなく、中間フラ
クションに検出された。これらの結果は、LH
処理後に脂肪滴の一部が小胞体と融合して
いることを示唆している。 
 LH処理による脂肪滴の小型化は、電子顕微
鏡観察によっても確認された。通常の MLTC-1
細胞では多胞性の脂肪滴が核周辺にクラス
ター状に存在しているが、LH 処理後には小型
化し、細胞全体に広がる傾向がある（図２）。 

LH 刺激からどのようなシグナル伝達経路
を通じて脂肪滴に作用するのであろうか。LH
処理した MLTC-1 細胞をウエスタンブロット
で解析すると、3HSD や 17HSDに変化は認め
られなかったが、PLIN1 が顕著にバンドシフ
トしており、リン酸化されていることがわか

った。よって、LH刺激→cAMP 増加→PKA活性
化→HSLと PLIN1のリン酸化→CE分解促進と
いう経路により作用していると考えられる
（図３）。 
  
今回の研究から、ステロイドホルモン合成

に関与する酵素群が脂肪滴に局在すること
がわかった。脂肪滴上の酵素は通常不活性で
あり、ホルモン合成時に脂肪滴の一部が小胞
体と相互作用し、脂質二重膜である小胞体上
で活性型となり機能している可能性がある。
各酵素の小胞体⇔脂肪滴⇔ミトコンドリア
間の挙動と活性の変化についてさらに検討
する必要がある。 
 

 
図１ 黄体形成ホルモン(LH)刺激時の脂肪
滴の形態変化。 
MLTC-1細胞に 125 mIU LH を加え、4 hr後固
定した。脂肪滴を PLIN1 抗体で染色し共焦点
顕微鏡で観察した。LH刺激により脂肪滴が小
型化し、細胞質中に分散している。 Bar=20m 
 

 
図２ 脂肪滴の電子顕微鏡観察。 
LH 刺激なし（LH－）および刺激時（LH＋）の
MLTC-1細胞を観察した。Bar=5m 
 



図３ MLTC-1 細胞におけるステロイドホル
モン産生のモデル。 

 

 

（２）HL-60 由来好中球の脂肪滴の解析。 
 

急性骨髄性白血病患者の末梢血由来の細
胞株である HL-60をレチノイン酸により好中
球に分化させた。分化した細胞を成人性歯周
炎の発症と増悪に関わる最重要細菌とされ
ている Porphyromonas gingivalis のリポ多
糖（P.g -LPS）で刺激し、炎症反応を惹起さ
せたときの脂肪滴の形態変化を観察し、さら
に PGE2の産生の変化を EIA 法により調べた。 

好中球に分化した HL-60を P.g-LPSで刺激
すると濃度依存的に脂肪滴数が増加し、サイ
ズが増大した。それに伴い脂肪滴局在タンパ
ク質である Perilipin-3（PLIN3）が有意に増
加することが確認された。脂肪滴画分のプロ
テオミクスやウエスタンブロットにより、
HL-60 における脂肪滴では、PLIN3 が主たる
構成タンパク質であることが示唆された。ま
た、P.g-LPS 刺激後の培養上清に含まれる
PGE2を定量した結果、LPSの濃度依存的にPGE2

の産生量が増加した。さらに、siRNA により
PLIN3 をノックダウンした好中球では、脂肪
滴が顕著に減少した。この時、プロスタグラ
ンジン E 合成酵素の発現が減少しており、
P.g-LPS 刺激により産生される PGE2の量が減
少することを確認した。一方、シクロオキシ
ゲナーゼ(COX)-1 や COX-2 の発現に変化は見
られなかった。プロスタグランジン E合成酵
素や COX が脂肪滴に存在するのか、共焦点顕
微鏡で観察したが、いずれも小胞体に存在し
ており、脂肪滴様の局在は見られなかった。 

以上の結果より、HL-60 から分化した好中
球における脂肪滴では、PLIN3 が主要なタン
パク質であることを見出した。また、PLIN3
は LPS刺激時の脂肪滴形成において重要な役
割を担っていることがわかった。さらに、好
中球において PLIN3の減少は PGE2合成酵素の
減少を引き起こすことを見出した。このメカ
ニズムは不明であるが、PLIN3 による脂肪滴
形成が PGE2 産生を制御していることが示唆
された。 
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