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研究成果の概要（和文）：ヒト由来脂肪細胞の褐色化（Browning）とそのメカニズムの解明を目指し、誘導因子
の候補となる種々のシグナル分子について効果を解析した。各種脂肪酸、植物ポリフェノール、FGF21、Irisin
など、誘導因子のスクリーニングを行った。ドコサヘキサエン酸、Quercetin処理により、脂肪滴タンパク質
Perilipinの組成に変化が認められ、脂肪蓄積が抑制されたが、BATマーカーUCP1の発現には変化はなかった。一
方、細胞のIrisinおよびFGF21処理によりPerilipinの組成が変化し、さらにUCP1の発現上昇が認められた。

研究成果の概要（英文）：Appearance of brown-like adipocytes within white adipose tissue depots 
(browning) is supposed to be a new target in anti-obesity therapy. The aim of this study was to 
assess the browning effect of various compounds such as fatty acids, polyphenols, FGF21 and irisin 
in human adipose-derived mesenchymal stem cells (hADSC). I found that irisin and FGF21 enhanced 
expression of BAT marker UCP1 and decreased levels of a lipid droplet-associated protein, 
perilipin1. In further, FGF21 induced levels of perilipin2, suggesting the remodeling from large 
lipid droplets to smaller droplets.

研究分野： 生物化学

キーワード： 脂質代謝　脂肪滴
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
脂肪組織は白色（WAT）と褐色脂肪組織

（BAT）により構成される。白色脂肪細胞は余剰
エネルギーを中性脂肪として貯蔵し、必要時に
動員することで、多臓器へエネルギーを供給す
る器官である。一方、褐色脂肪細胞はエネルギ
ー消費器官として機能し、貯蔵された中性脂肪
を基質として熱産生を行い、非ふるえ熱産生に
関与する器官である。多量のミトコンドリアの存
在により褐色を帯び、そこで BAT のマーカーで
ある脱共役タンパク UCP-1 が機能している。げ
っ歯類などの小動物が肩甲骨間に明確な BAT
を持つのに対し、ヒトでは胎児・新生児期にのみ
存在し成人では失われるとされていたが、近年、
ヒト成人にも機能的な BAT の存在が確認された。
成人ヒト BAT は、げっ歯類に見られる “古典的”
BAT とは異なり、主に WAT 内で散在的に分化
する UCP-1 陽性の誘導型褐色脂肪細胞、いわ
ゆるベージュ（Beige）細胞で構成されていること
が示唆された。そこで白色前駆細胞から褐色脂
肪（ベージュ）細胞への分化転換（褐色化：
Browning）が、エネルギー消費を促進させる新
たな肥満治療の戦略として注目されている。 
 
２．研究の目的 
  
白色脂肪細胞における脂肪滴タンパクの機

能については、これまでその多くがマウス細胞
株 3T3-L1 を用いて解析されてきた。申請者もそ
の研究に注力し、脂肪滴における脂質代謝機
構について成果を得てきた。しかしながら、WAT
と BAT の関係に新知見が加わった現状で考え
ると、ヒト脂肪細胞においても 3T3-L1 細胞と同
様の機構が働いているのであろうか、という疑問
が残る。  

ヒト白色脂肪細胞モデルとしては骨髄由来間
葉 系 幹 細 胞 （ hMSC ） や 、 脂 肪 由 来 幹 細 胞
（hADSC）が有力である。我々は、hMSC を白色
脂肪細胞に分化させ、脂肪滴タンパクの局在を
検討したところ、脂肪滴局在タンパク質はマウス
とヒトで異なることを見出している。3T3-L1 細胞
ではカテコールアミン刺激時に急激な脂肪分解
（脂肪動員）が起こり、2 時間ほどで小型の脂肪
滴が多数出現するが、hMSC 脂肪細胞において
は形態変化の程度は弱く、かつ24-48 時間必要
であった。興味深いことに、hMSC 白色脂肪細胞
にカテコールアミン刺激を与えると BAT マーカ
ーの UCP-1 の発現が上昇した。この現象は前
述した褐色化（Browning）の特徴の１つであり、
hMSC が褐色脂肪（ベージュ）細胞に分化転換
する可能性がある。この誘導が確認されれば、ヒ
ト褐色化の in vitro モデル系として、将来薬剤と
して期待される誘導因子の探索や、下流で活性
化するシグナル伝達経路の同定に有用であると
考えられる。また、脂肪由来幹細胞（hADSC）は
hMSC と同様の性質を持っており、ヒト WAT 内の
一定量を占めている。hADSC を褐色脂肪細胞
に誘導することができれば、WAT 内のエネルギ
ー代謝を亢進させ、抗肥満、インスリン抵抗性改

善などの効果が期待できる。そこで本研究は、
hMSC・hADSC 由来ヒト脂肪細胞を用いて、褐色
脂肪細胞への効果的な誘導因子の探索と、そ
の作用のメカニズムを明らかにすることを目的と
する。 

 
３．研究の方法 
 
（１）hADSC、hMSC 由来白色脂肪の褐色化
（Browning）を誘導する因子のスクリーニング 

 
hADSC、hMSC の白色脂肪細胞への分化法

は既定の方法で行う。増殖培地でコンフルエン
トまで培養した後、DEX、IBMX、indomethacin、
insulin 含有培地（誘導培地）で分化誘導を開始
する。3 日後、insulin 含有培地（維持培地）に交
換し 1-2 日培養する。これを 1 セットとして 3 セッ
ト培養する間に分化誘導が進行し、50-70%の細
胞で分化が確認される。分化後、もしくは分化中
に褐色化を誘導すると予想される因子を添加す
る。げっ歯類で効果が示唆されている以下のシ
グナル分子について影響を調べる。 
 
・β受容体作動薬 -- 特にβ3 受容体のアゴニ
スト（CL316243）の効果が期待される。 
・FGF21 -- 飢餓シグナルに応答して肝臓より
分泌される FGF ファミリーが褐色化に関与する
可能性。 
・魚油（DHA,EPA）-- UCP-1 プロトンコンダクタ
ンスの活性化作用がある。 
・ナトリウム利尿ペプチド --  WAT の褐色化や
BAT の熱産生誘導の効果が示唆されている。 
・Irisin -- 運動により筋肉から分泌され、褐色化
に関与することが報告されている。 
・植物ポリフェノール類 -- 脂肪細胞分化に、
抗酸化作用を持つ植物フラボノイド類が影響を
与えることが知られている。 

FGF21、Irisin は 200ng/ml、他の薬剤は 20µM
を脂肪細胞分化誘導開始時に培地に加え、3～
5 日ごとに培地を交換しながら、18～20 日後に
細胞を回収、または顕微鏡観察をした。褐色化
はマーカーの検出と形態観察で判断する。マー
カ ー で あ る UCP- １ な ど の 発 現 を Western 
blotting および RT-qPCR で確認する。脂肪滴は
LipidTOX で染色し、形態周囲のオルガネラとの
相互作用を蛍光顕微鏡で観察した。 

（２）褐色化の誘導に伴う脂肪滴タンパク質の
発現変化の解析 

白色脂肪と誘導された褐色脂肪細胞にお
いて、どのような遺伝子に発現変化があるの
か、Western blottingで解析し、その細胞内局在
を蛍光抗体法により顕微鏡観察する。 

（３）hMSC 白色脂肪細胞の脂肪滴局在タンパク
の解析 

褐色脂肪化の検討と並行して、hMSC から分化
した白色脂肪細胞の脂肪滴タンパク質を解析す



る。マウス 3T3-L1 脂肪細胞の脂肪滴タンパクの
プロテオミクス解析は行われており、Perilipinファ
ミリーを中心とした機能タンパクが同定されてい
るが、ヒト脂肪細胞の脂肪滴での解析は行われ
ていない。hMSCを18日間脂肪細胞へ分化させ、
脂肪滴をショ糖密度勾配遠心法で分画した。抽
出したタンパク質を、トリプシンで断片化し、精製
したサンプルをLC/MS/MS（ABSciex TripleTOF 
5600 システム）で網羅的に解析する。 

（４）hMSC 細胞のヒト脂肪細胞分化モデルとし
ての有用性の検討 

 hMSC を分化誘導して得られた細胞が、ヒト
抹消脂肪細胞のモデルとして利用できるか、
脂肪細胞分化への医薬品の影響を検討した。
hMSC 脂肪細胞分化培地中に各種抗精神病
薬を添加し、脂肪蓄積への影響を検討した。
細胞数を CCK8、中性脂肪を Oil Red O 染色
で測定した。脂肪蓄積の促進が見られたオラ
ン ザ ピ ン に つ い て 、 iTRAQ 法 と Western 
blotting によりタンパク質発現量の変化を網羅
的に探索した。また、オランザピンによる脂肪
滴タンパク質の局在変化について、傾向抗体
法で検討した。 

 

４．研究成果 
 

（１）hADSC 白色脂肪の褐色化を誘導する因
子のスクリーニング  
（２）褐色化の誘導に伴う脂肪滴タンパク質の
発現変化の解析 
 

細胞に cAMP のアナログである 8-bromo 
-cAMP を投与すると UCP-1 の発現が上昇し
たことより、褐色化のシグナルは hADSC 内で
作動していると考えられる。 

げっ歯類細胞では褐色化を引き起こすシグ
ナル分子がいくつか報告されており、それら
が hADSC 脂肪細胞において効果を示すのか
検討した。また、脂肪細胞分化に、抗酸化作
用を持つ植物ポリフェノール類が影響を与える
ことがわかってきている。これらが白色脂肪細
胞の褐色化へ効果を及ぼすことを期待し、各
種フラボノイドの hADSC 分化への影響を検討
した。 

CL316243 、 FGF21 、 Irisin 、 魚 油 （ DHA 、
EPA）、ANP の影響を検討した結果、FGF ファ
ミリーの FGF21、およびマイオカインであるイリ
シンが、BAT マーカーUCP1 を増加させること
を見出した。そこで、Control 細胞と、Irisin ま
たは FGF21 処理をした脂肪細胞におけるタン
パク質の発現変化を、Western blotting で確認
した。FGF21 処理により UCP１、Perilipin2 が増
加したのに対し、Perilipin1、3、4、5 の発現に影
響はなかった。また、脂肪細胞の主要なリパー
ゼである HSL も発現に変化はなかった。Irisin 処
理では、UCP1、Perilipin2 が増加したのに対し、

Perilipin1 の発現が顕著に減少していた。脂肪
滴の中性脂肪を LIPIDTox 染色し、脂肪滴タン
パク質の局在を蛍光抗体法で顕微鏡観察した
ところ、Irisin 処理により、脂肪滴が小型化して
いることが確認された。Perilipin1 と UCP1 の局
在部位に変化は見られなかった。Perilipin1 は
成熟脂肪細胞の肥大した脂肪滴に選択的に
存在し、Perilipin2 は小型の脂肪滴に存在す
ることが知られている。FGF21 や Irisin により、
WAT の脂肪滴から BAT に見られる多胞化し
た脂肪滴にリモデリングしていることが示唆さ
れる。 

以上の結果より、FGF21 や Irisin が hADSC
のBrowningに関与していることが示唆される。 
  

魚油の影響について、hADSC 細胞へのド
コサヘキサエン酸（DHA）処理により、強度の
脂肪蓄積抑制作用が認めらられた。この時、
Control 細胞と比較して、Perilipin１の発現が
明らかに抑制されており、これを相補する形で
Perilipin2 の発現が顕著に増加していた。しか
し、UCP1 の発現に変化は認められなかった。
DHA は Browning とは異なる機構で、脂肪細胞
の分化を抑制していると考えられる。一方、EPA
処理では UCP1、Perilipin１の発現に影響はなか
った。 
  
 植物ポリフェノールの影響について、rutin、
quercetin 、 apigenin 、 chrysin 、 kaempferol 、
myricetin 、 nobietin 、 kaempferol 、 luteolin 、
hesperidin、 resveratrol を検討したところ、
quercetin と resveratrol 処理により脂肪蓄積の
顕 著 な 抑 制 が 認 め ら れ た 。 中 性 脂 肪 を
LIPIDTox で染色し顕微鏡観察することで、脂
肪蓄積の低下を確認できた。 
Control 細胞と、quercetin および resveratrol

処理をした脂肪細胞におけるタンパク質の発
現 変 化 を 、 Western blotting で 確 認 し た 。
quercetin、resveratrol 処理により、成熟脂肪
細胞に特有な Perilipin1、Perilipin4 の発現が
顕著に低下していた。しかし、UCP-1 の発現
には影響は認められなかった。 

両ポリフェノールは Browning ではなく、別
の機構で hADSC 脂肪細胞の分化を抑制して
いるものと考えられる。 
  

（３）hMSC 白色脂肪細胞の脂肪滴タンパク
のプロテオミクス 

 
hMSC 白色脂肪細胞から、ショ糖密度勾配

遠心法で脂肪滴を分画し、そのタンパク質組
成を LC/MS/MS で網羅的に解析した。hMSC
由来の脂肪細胞の脂肪滴画分には、Perilipin
ファミリーの Perilipin1、Perilipin4 が存在した。
また、FASなどの脂質代謝酵素や、Vimentin、
Plectin などの骨格系タンパク質などが検出さ
れた。これらは、脂肪滴が脂質代謝や分化に
伴う形態変化に関わっていることを示している。
検出された多くのタンパク質は 3T3-L1細胞な
どの脂肪滴のプロテオミクス解析で報告され



たものと同様であった。hMSC 細胞がヒトの抹
消脂肪細胞モデルとなる可能性を示してい
る。 
  

（４）hMSC 細胞のヒト脂肪細胞分化モデル
としての有用性 ― 脂肪蓄積への抗精神病
薬の影響 

 
hMSC 細胞を利用して、ヒト脂肪細胞分化

への薬剤の影響を検討した。第二世代抗精
神病薬は、副作用として体重増加、肥満が報
告されている。各種抗精神病薬の hMSC 脂肪
細胞分化への影響を検討したところ、MALTA
であるオランザピンとクロザピンで、有意な脂
肪蓄積の促進が認められた。オランザピンに
よる hMSC 脂肪細胞分化の促進機構につい
てさらに解析を進めるため、iTRAQ 法や
Western Blot 法によって Control 細胞とオラン
ザピン処理細胞のタンパク発現を比較した。
結 果 と し て 、 オ ラ ン ザ ピ ン は Perilipin2 、
Perilipin4 を増加させていることがわかり、これ
が脂肪滴の形成を促進させていると考えられ
る。この反応が、副作用である体重増加の原
因を担っている可能性がある。また、この研究
から、これまで機能未知であった Perilipin4 が、
脂肪滴形成に関与することが示唆された。ま
た、hMSCが医薬品の副作用を解析するヒト脂
肪細胞モデルとして有用であることが示された。
（①） 
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