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研究成果の概要（和文）：脂肪組織には増殖して脂肪細胞へと分化する間葉系幹細胞 (ADSC) が存在している。
本研究では幹細胞性を維持する遺伝子の解明を目的とした。
マウス脂肪組織からADSCを分取して網羅的遺伝子発現解析を行い、ADSCにて高発現する核内受容体Nr4a1/2/3を
同定した。脂肪前駆細胞にNr4a1/2/3を強制発現させた結果、脂肪分化促進因子の発現が低下した。また、ADSC
を播種してcAMPアナログを添加すると、Nr4a1/2/3の発現は増加し、脂肪分化促進因子の発現は低下した。以上
の結果からNr4a1/2/3はcAMPによって発現が誘導され、脂肪分化を抑制することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Proliferation and differentiation of adipose-derived stem cells (ADSCs) into
 mature adipocytes associate with development of obesity.  Nutritional stimulation induces ADSCs 
proliferation and differentiation, but molecular mechanisms to maintain ADSCs in an undifferentiated
 and quiescent state are largely unknown.  To identify genes essential for the mechanism, microarray
 analysis was performed using freshly isolated murine ADSCs and 4-day cultured ADSCs 
preadipocytes).  In ADSCs, 312 probes of transcriptional factors were up-regulated and we focused on
 nuclear receptor 4a subfamily (Nr4a1, Nr4a2, and Nr4a3), which play diverse roles including 
metabolic processes.  We overexpressed each Nr4a receptor into ADSCs to evaluate the functions of 
differentiation.  Nr4a over-expression decreased marker of adipogenic factors, which is altered by 
application of cAMP analogue.  These data suggested that Nr4a1/2/3 inhibited cell proliferation and 
adipogenesis in a cAMP-dependent manner.  

研究分野： 生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、肥満に伴う内臓脂肪の蓄積と慢性炎

症、それによって引き起こされるインスリン
抵抗性が糖尿病やメタボリック症候群の病
態基盤にあることが明らかとなりつつある。
肥満は既存の成熟脂肪細胞が中性脂肪を合
成・貯蔵して肥大化するだけではなく、脂肪
組織由来の間葉系幹細胞（以下、脂肪幹細胞
と記述する）が増殖して成熟脂肪細胞に分化
し肥大化することも一因であると示されて
いる。従って脂肪幹細胞をターゲットとした
新たな戦略による肥満治療が可能であるが、
その確立には至っていない。その根本的な原
因は、脂肪細胞研究は主に増殖・分化が進ん
だ培養細胞を用いて行われてきたため、生体
内で脂肪幹細胞の数と性質がどのような分
子機構によって制御されているか殆ど理解
されていない点にある。 
そこで申請者は細胞表面抗原を利用した

フローサイトメトリー法によって、マウス脂
肪組織から脂肪幹細胞（Sca-1+CD31-CD45-細
胞）を直接的に単離する方法を確立した。単
離した脂肪幹細胞は G0 期・未分化性を維持
している一方で、脂肪細胞研究でよく用いら
れる初代培養の脂肪前駆細胞や細胞株は増
殖・分化が進行しており、両者の性質は明ら
かに異なっていた。そこで脂肪幹細胞と初代
培養の脂肪前駆細胞を用いて網羅的遺伝子
発現解析を行い、脂肪前駆細胞よりも脂肪幹
細胞で高発現している遺伝子群を同定した。
同定した遺伝子群の中には受容体や転写因
子、細胞遊走の調節因子など一般的に細胞の
分化運命や動態を制御する因子が多数含ま
れており、脂肪幹細胞において何らかの機能
的役割を担っていることを示唆していた。 
 
２．研究の目的 
脂肪幹細胞は増殖して成熟脂肪細胞に分

化するため、その制御機構の解明は肥満を根
本的に改善する新たな治療法の確立に繋が
る。そこで申請者は脂肪幹細胞において高発
現する遺伝子群の中で、核内受容体である
Nr4a1/2/3、Gタンパク質共役型受容体である
Gpr3 に着目した。本研究では脂肪幹細胞をタ
ーゲットとする新たな肥満治療法を確立す
るため、申請者が新規に同定したこれら遺伝
子群の機能を明らかにし、脂肪幹細胞の増殖
や分化/未分化を制御する分子機構を解明す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
単離した脂肪幹細胞の cDNA を用いて

Nr4a1/2/3とGpr3の各遺伝子をクローニング
し、レトロウイルスベクターに組み込んで強
制発現系を構築した。次に Nr4a1/2/3 と Gpr3
の各遺伝子を脂肪前駆細胞に強制発現させ、
増殖能に及ぼす影響はWST-1アッセイ法にて
定量し、脂肪分化に対する作用は Oil red O 
染色による細胞内脂肪滴の蓄積度、及び、脂
肪細胞の分化マーカー（ C/EBPalpha 、

PPARgamma）の発現量を qRT-PCR 法と免疫染
色法にて定量することで評価する。これら in 
vitro の実験から、Nr4a1/2/3 と Gpr3 の中で
脂肪幹細胞の増殖・分化を制御する遺伝子の
解明に取り組んだ。 
 

４．研究成果 
Gpr3はリガンド非依存的に活性化するGタ

ンパク質共役型受容体であり、細胞内
cAMP/cGMP 濃度を増加させることが報告され
ている。また、脂肪分化培地に含まれるイソ
ブチルメチルキサンチン (IBMX) はホスホ
ジエステラーゼを阻害しcAMP/cGMP濃度を増
加させることで脂肪分化を促進させる。Gpr3
と IBMX の相反する分化調節作用を詳細に解
析した結果、Gpr3 は IBMX の存在下では脂肪
分化を抑制し、IBMX の非存在下では促進する
ことが明らかとなった。さらに Gpr3 の作用
は cAMP アナログの添加により代替され、PKA
阻害剤により抑制された。これらの結果から、
Gpr3 は cAMP/PKA シグナルを介して脂肪分化
を調節することが示唆された。さらに、cAMP
アナログは Nr4a1/2/3 の発現を上昇させ、脂
肪分化を抑制した。Gpr3 を発現させた脂肪前
駆細胞では Nr4a の発現上昇が認められるこ
とから、Gpr3 が cAMP/PKA 経路を介して
Nr4a1/2/3 の発現を誘導し、脂肪分化を調節
している可能性が示された。 
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