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研究成果の概要（和文）： 
	 皮下脂肪組織中の幹細胞（ASC）が褐色脂肪細胞様に分化する過程で多数の特徴的な miRNA
が発現することを見いだした。しかし、その後の解析から、これらの miRNA は ASC の分化
とは異なるプロセスに関与していることが示唆された。また、ラットの皮下脂肪から ASC を
多量に含む細胞画分を分離してマウスに免疫することにより、ASC を特異的に認識する新規
モノクローナル抗体を取得することに成功した。さらに、イオントフォレシスを用いた機能性

核酸の非侵襲的経費送達技術を確立し、in vivoで siRNAやオリゴ DNAを皮内に送達して、
内因性遺伝子の発現抑制や経皮免疫の賦活化に成功した。本研究により、ASCの分化制御には
miRNA 以外に未知の因子が関与していることが明らかとなり、我々が構築した抗体や機能性
核酸の導入技術を利用することで、より詳細な解析が可能になると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 It was found that a lot of miRNAs were up-regulated when the subcutaneous adipose-derived stem 
cells (ASC) differentiated into brown-like adipocytes. Although these miRNAs may be involved in 
modulating ASC function, up-modulations of these miRNAs did not appear to affect ASC differentiation. 
In addition, we succeeded to obtain the novel monoclonal antibodies specifically responsible to ASC. 
Furthermore, we also applied the iontophoresis to noninvasive transdermal delivery of functional nucleic 
acids, and succeeded the silencing of the endogenous gene expression and activation of immune 
response in vivo. According to this study, it was suggested that ASC differentiation into brown-like 
adipocyte might be regulated by not only miRNAs but also unknown factors. Thus, the ASC specific 
antibodies and the delivery technology established by this study were helpful for the further 
investigation to clarify the molecular mechanisms of ASC function. 
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１．研究開始当初の背景 
皮下や内臓脂肪を構成する白色脂肪細胞
がレプチン（Nature 372, 1994）やアディポ
ネクチン（Biochem Biophys Res Commun 
257, 1999）等の様々な生理活性物質を分泌
して生体機能を調節する内分泌器官とし
て機能することが明らかとなった 90 年代
後半以降、白色脂肪細胞の機能と生活習慣
病の発症に関する研究が世界中で展開さ
れている。また、幹細胞を用いた再生医療
研究において、皮下白色脂肪組織中には多
能性幹細胞が多数存在し、白色脂肪細胞だ
けでなく骨芽細胞や筋芽細胞などへ分化
できることが報告されている（J. Dermatol. 
Sci. 48, 2007）。さらに、幹細胞の骨芽細胞
への分化が miRNAと呼ばれる機能性 RNA
によって制御されていることも報告され
（ Biochem Biophys Res Commun. 368, 
2008）、脂肪組織由来幹細胞（ASC）と
miRNA の再生医療への応用が期待されて
いる。一方、生体内で唯一、脂肪を積極的
に燃焼して熱産生を行う褐色脂肪細胞の
機能は、疾患予防の観点からも重要と考え
られるにも関わらず、モデル細胞系や幹細
胞からの分化誘導法が確立されていない
ために、白色脂肪細胞ほど精力的な解析が
行われていなかった。 
我々は、これまでの研究でラットの褐色
脂肪組織から未分化細胞を単離して褐色
脂肪細胞へ分化させる初代培養系を確立
しており、機能制御メカニズムを分子レベ
ルで解明するための研究を進めてきた。そ
の中で、皮下白色脂肪組織中に多能性幹細
胞（ASC）が多数存在することに着目し、
これを単離して初代培養を行った結果、褐
色脂肪細胞のマーカー遺伝子（UCP1）を
発現する細胞に分化・成熟させることに成
功していた。これまで褐色及び白色脂肪細
胞は共通の間葉系幹細胞から分化・成熟す
ると考えられているが、詳細な分子機構は
未だ解明されていない。幹細胞の骨芽細胞
への分化経路に miRNA が関与するとの報
告から、褐色あるいは白色脂肪細胞への分
化運命決定にも miRNA が関与している可
能性が高く、そのメカニズムを解明するこ
とにより、miRNAを利用して ASCの分化
をコントロールすることが可能になるの
ではないかと考えられた。 
 
２．研究の目的 
	 上記の背景より、本研究では、主として
miRNA による脂肪組織由来多能性幹細胞
（ASC）の分化制御機構の解明、皮下脂肪
幹細胞への標的化機能素子の創製、および
機能性核酸の非侵襲的経皮送達技術の開
発、の三つのハードルをクリアすることを

目的とし、miRNAを利用した ASCの分化
誘導法の創製につなげることを目指して
研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）ASC が褐色脂肪細胞様に分化する
際の miRNA 発現の網羅的解析と機能評
価	 
 ASC が褐色脂肪細胞と類似した状態に分
化する過程を制御する miRNAが存在すると
の作業仮説に基づき、これを同定するため
の検討を行った。ラットの皮下脂肪組織か
ら ASC を多量に含む細胞画分を分離し、褐
色脂肪細胞様あるいは白色脂肪細胞へ分
化する２通りの培養条件で培養し、未分化
から完全に分化するまでの各段階におけ
る miRNAの発現プロファイルをマイクロア
レイを用いて網羅的に解析した。	 

	 
さらに、ASC が褐色脂肪細胞様に分化する
際に特徴的に発現する miRNA を ASC 培養細
胞に導入し、細胞分化に与える影響を解析
した。	 
	 
（2）ASC を特異的に認識する新規モノ
クローナル抗体の構築	 
	 皮下脂肪組織中に ASC が多量に含まれて
おり、骨髄間葉系幹細胞と類似した性質を
有することは知られていたが、ASC を直接
認識して可視化する技術やこれを標的と
して薬物を選択的に送達する手法は確立
されていない。そこで、この問題を克服す
るために、皮下脂肪組織中の ASC を特異的
に認識するモノクローナル抗体の構築を
試みた。可能な限り効率よく抗体を取得す
るために、ラットの皮下脂肪組織の間質・
血管画分から磁気ビーズ標識抗体を用い
て血管内皮細胞および白血球を除去した
後にマウスに免疫（２週間毎に３回免疫）
し、脾臓 B 細胞とミエローマ細胞（P3U1）
の細胞融合を行い、抗体産生能を有するハ
イブリドーマをクローニングした。得られ
たモノクローナル抗体を用いて、ASC を含
む間質・血管細胞画分の初代培養細胞ある
いは、皮下脂肪組織に対する反応性を免疫
染色法により評価し、ASC を特異的に認識
する抗体を取得した。	 



	 

	 
(3)イオントフォレシスを用いた機能
性核酸の非侵襲的経皮送達技術の確立
と in	 vivo 機能評価	 
	 siRNA や miRNA に代表される機能性核
酸は、その配列特異的あるいは標的特異的
な作用から次世代の医薬として期待され
ているが、これらを実際に医療応用へつな
げるためには、標的部位へ効率よく送達す
る技術の開発が必要不可欠である。我々は、
患者の QOL を考慮した非侵襲的な薬物投
与法として、イオントフォレシスと呼ばれ
る微弱電流を利用した経皮的薬物吸収促
進法に着目した。これまでにイオントフォ
レシスを in vivo における経皮核酸デリバ
リーに応用し、その疾患治療法としての可
能性について検討した報告はほとんどな
されていなかったため、この点に重点を置
いた検討を行った。 

 
４．研究成果	 
（1）ASC が褐色脂肪細胞様に分化する
際の miRNA 発現の網羅的解析と機能評
価	 

	 ラットの皮下脂肪組織から ASCを含む細
胞画分を分離して初代培養を行い、80~
90%	 confuluent まで増殖用培地で維持し、
その後褐色脂肪細胞様あるいは白色脂肪
細胞様に分化する２通りの条件で培養を
行った。分化誘導培地に交換する直前を
day0 として、24 時間毎の細胞から total	 
RNA を抽出・精製し、完全に成熟する day5
までのサンプルについて miRNAの発現プロ
ファイルをマイクロアレイを用いて網羅

的に解析した。Day0 における miRNA の発現
プロファイルを用いて day1~day5 までの
発現データを標準化し、２通りの培養条件
間で発現プロファイルの比較を行った。
day1~day5 までのいずれかの時点で発現
レベルに 3倍以上の差があった miRNA を抽
出した結果、32 種類の miRNA が見いだされ
た。	 

	 
検討開始当初、ASC が培養条件によって褐
色脂肪細胞様あるいは白色脂肪細胞様の
いずれかに運命分岐する段階は、分化過程
の初期にあるのではないかと予想してい
たが、解析の結果、miRNA の発現プロファ
イルに大きな差が現れるのは、細胞が脂肪
滴を蓄積し始める day3 以降の成熟期であ
ることが明らかとなった。中でも、褐色脂
肪細胞様に分化する際に発現が顕著に増
大する miRNA が 26 種類存在し、白色脂肪
細胞様に分化する場合と比較して、よりダ
イナミックな変化が生じることが明らか
となった。	 
そこで次に、これら 26 種類の miRNA の中
でも発現レベルが高い、あるいは上昇率が
大きい 9 種類の miRNA に着目し、白色脂肪
細胞様に分化する条件で培養している ASC
に導入した場合に、細胞の分化がどのよう
な影響を受けるかについて検討を行った。
その結果、いずれの miRNA を導入した場合
でも、通常の白色脂肪細胞様の分化と全く
同様に、白色脂肪細胞のマーカーである
Leptin 遺伝子の発現が認められ、褐色脂肪
細胞のマーカーである Ucp1 遺伝子の発現
は全く認められなかった。miRNA を導入す
る時期や作用濃度、培地組成を変えたり、
あるいは 9種類全ての miRNA を同時に導入
した場合でも全く同様の結果となった。	 
	 以上の結果から、これらの miRNA は ASC
が褐色脂肪細胞様に分化する際の運命決
定には寄与しておらず、他の何らかのプロ
セスに関与していることが示唆された。	 
	 



	 
（2）ASC を特異的に認識する新規モノ
クローナル抗体の構築	 
	 ラット皮下脂肪組織から ASC を含む間
質・血管画分を調製し、血管内皮マーカー
である CD31 および白血球共通抗原である
CD45 に対する磁気ビーズ標識抗体を利用
して間質・血管画分からこれらの細胞を可
能な限り除去するための検討を行い、回収
された細胞画分では血管内皮マーカーお
よび白血球マーカーはいずれも検出され
ず、幹細胞マーカーが検出されることが判
明し、比較的簡便な方法で間質・血管画分
から ASC を濃縮することに成功した。	 

次に、この細胞画分をマウスに免疫（2 週
間毎に 3 回）し、通常の方法にて脾臓 B 細
胞とミエローマ細胞との細胞融合を行っ
た後、限界希釈法にてクローニングを行っ
た。各ウェルの培養上清中の抗体をドット
ブロット法で検出することにより抗体を
産生するクローンを 29 種類取得した。各
モノクローナル抗体のアイソタイプを決
定したところ、非常に興味深いことに IgG1
が 2 種類、IgG2a が 1 種類、IgM が 26 種類
と得られた抗体のほとんどが IgMであった。
さらに、得られた抗体が皮下脂肪組織中の

ASC を特異的に認識するか否かについて蛍
光免疫染色による生組織イメージングに
て評価した結果、血管や成熟脂肪細胞には
全く反応せず、間質に存在する細胞に対し
て極めて選択的に反応する抗体を取得す
ることに成功した。	 
	 
(3)イオントフォレシスを用いた機能
性核酸の非侵襲的経皮送達技術の確立
と in	 vivo 機能評価	 
	 我々は、これまでの検討で、負電荷を有
する siRNA をナノ粒子とすることで、イオ
ントフォレシスによる経皮送達効率が飛
躍的に向上することを明らかとしている。
そこで、siRNAナノ粒子をイオントフォ
レシスにより経皮投与することで、内因
性遺伝子の発現抑制が可能か否かについ
て検討を行った。生体内のほぼ全ての細
胞で安定に発現することが知られている
MAPK-1 遺伝子を標的遺伝子のモデルと
して選択し、これに対する siRNAを用い
て遺伝子発現を抑制可能か否か検討した。
その結果、MAPK-1に対する siRNAを単
独でイオントフォレシスした場合には、
未処理および Negative Control siRNA 投
与群とほぼ同レベルで、遺伝子発現抑制
効果はほとんど見られなかったのに対し、
siRNAナノ粒子をイオントフォレシスし
た場合には、MAPK-1 mRNAの発現が約
60～70%程度抑制されることが明らかと
なり、その差は統計的にも有意であった。	 

	 さらに、siRNA 以外の機能性核酸につい
ても経皮デリバリーによる機能発現が可
能か否かについて検討を行うため、自然免
疫を賦活化する機能を有する CpG オリゴ
DNA を用いた検討を行った。まず、蛍光標
識した CpG オリゴ DNA がイオントフォレシ
スによって経皮送達可能であることを確
認した後、自然免疫が賦活化されるか否か
を皮下に移植したメラノーマ細胞の増殖
が抑制されるかどうかで評価した。	 
	 その結果、CpG オリゴ DNA の投与部位に関
わらず、移植したメラノーマ細胞の増殖は
顕著に抑制され、機能性核酸がその機能を
保持したまま経皮投与可能であることが
明らかとなった。	 



 
 以上、本研究により、皮下脂肪組織中の
幹細胞（ASC）の褐色脂肪細胞への分化制
御にはmiRNA以外に未知の因子が関与し
ていることが示唆され、我々が最終目標と
する ASC の分化を人為的に制御して肥満
を予防する「再生予防医療」の実現には、
より詳細な分子機序の解明が必要と考え
られる。そのための解析ツールとして、
我々が構築した ASC を特異的に認識する
モノクローナル抗体や機能性核酸の導入
技術は極めて有用であり、今後もこの挑戦
を継続したいと考えている。	 
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