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研究成果の概要（和文）： 

脂肪酸結合タンパク質(FABPs)は細胞内で脂溶性物質の輸送に関与している。本研究では
FABP3 が生活習慣病の病態発症に果たす役割の解明を目的として検討を行った。その結果、
FABP3 の発現が AMPK→AS160 のシグナルを介して骨格筋細胞の糖取り込みを上昇させることを
明らかにした。また、細胞内で FABP3 と相互作用する分子について検討し、いくつかの分子を
同定した。さらに生活習慣病と FABP3 との関連について検討するためのツールとして遺伝子改
変マウスを作製した。 
研究成果の概要（英文）： 
Fatty acid binding protein 3 is an intracellular translocator of lipids. We have 

investigated the relationship between FABP3 expression and life-style related 
diseases. In this study, we showed that an increase in FABP3 expression in C2C12 
myotube stimulates AS160 phosphorylation and glucose uptake via AMPK activation. And 
we also identified several proteins that interact with FABP3.  
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１．研究開始当初の背景 
脂肪酸やその誘導体は生体内におけるエ

ネルギー源、あるいは生体内でのシグナル分
子(リガンド)として重要な役割を果たして
いる。これら脂溶性分子は、様々な生理作用
を示すことから医薬品や機能性食品成分と
して盛んに研究・探索がなされている。一方、
それら脂溶性分子の輸送やトラフィッキン
グについては生理機能を発揮する上で重要

であるにもかかわらず研究が遅れている。脂
肪酸などの脂溶性分子は遊離した状態では
ほとんど存在できない。従って、体内での循
環、細胞内への取り込み、及び輸送は、アル
ブミンやFABPsなどの脂肪酸結合タンパク質
に依存しており、生理機能を発揮する上でも
脂肪酸結合タンパク質が重要な役割を果た
していると考えられる。 

FABPs は脂肪酸などの脂溶性分子に対して
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高いアフィニティーを持つ 14-15 kDa の小型
の細胞内タンパク質であり、細胞内への脂質
の取り込み、細胞内での輸送、代謝、及び酵
素活性などに関与していると考えられてい
る。近年、FABPs は脂肪酸や脂質メディエー
ターの細胞内での伝達を調節することによ
って Peroxisome Proliferator Activated 
Receptors(PPARs)などの脂質応答性の核内
受容体や c-Jun N-terminal Kinase(JNK)など
のシグナルを制御する役割を果たしている
ことが報告されており、細胞応答における制
御因子としての働きが注目されている。 
FABP3 は心筋と骨格筋に多く発現している

FABP 分子種であり、FABP3 欠損マウスは運動
持続能力や骨格筋での脂肪酸利用が低下す
ることから骨格筋におけるエネルギー利用
に重要な働きをすることが示唆されている。
これまでの研究で我々は、FABP3 が通常では
発現のみられない褐色脂肪組織に高脂肪食
摂取により誘導されることや、骨格筋におけ
るFABP3の発現が体重や内臓脂肪重量と相関
するという結果を得ており、 
また、マウス筋芽細胞である C2C12 を用い

た実験からも、FABP3 の発現上昇がインスリ
ン抵抗性の改善、及び脂肪酸燃焼の促進に働
くという結果を得ている。これらのことから、
FABP3 は骨格筋においてエネルギー代謝に関
与するだけでなく、生活習慣病の発症にも積
極的な役割を果たしているのではないかと
考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、生活習慣病の病態発症に果たす

FABP3 の役割を明らかにすることを目的とし、
FABP3 が骨格筋においてインスリン抵抗性改
善作用や脂肪酸燃焼促進作用を発揮するメ
カニズムの解明、及び FABP3 と相互作用する
タンパク質についての検討を行った。さらに、
骨格筋特異的なFABP3トランスジェニックマ
ウスを作製しエネルギー代謝の面から解析
を行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究で用いる FABP3 は心筋、骨格筋に特
異的に発現している分子種である。そこで、
実験にはマウス筋芽細胞であるC2C12を使用
した。本細胞は低血清下で筋管を形成するだ
けでなく、パルミチン酸で処理することによ
りインスリン抵抗性を惹起することができ
るため、本研究に適していると考えられる。
また、筋管に分化させた C2C12 細胞に FABP3
を発現させるための手段としてはFABP3発現
アデノウイルスを使用した。 
 
(1) FABP3 の発現上昇が糖代謝に与える影響

とシグナル経路の解析 
① 糖取り込みへの影響の測定 

 筋管に分化させた C2C12 細胞に FABP3 発現
アデノウイルスを用いてFABP3を発現させた。
48 時間後に放射性 2-デオキシグルコースを
添加し、10分間取り込ませた。その後、放射
活性を測定した。 
 
② シグナル経路の検討 
 筋管に分化させた C2C12 細胞に FABP3 発現
アデノウイルスを用いてFABP3を発現させた。
48 時間後に 0.5 mM パルミチン酸を添加する
群と添加しない群に分け 16 時間処理した。
その後、インスリン刺激を行った後、細胞を
RIPA バッファーにて可溶化しサンプルを回
収した。Akt、ERK、AS160、AMPK などのシグ
ナル分子のリン酸化についてウエスタンブ
ロッティングにて検討した。 
 
(2) FABP3 と相互作用するタンパク質の同定 
① Halo-tag 発現系の作製と安定発現株の

樹立 
Halo-tag 融合 FABP3 遺伝子を作製し、レト

ロウイルスベクターに組み込んだ。このベク
ターを用いてレトロウイルスを作製し、
C2C12 細胞に感染させることで、Halo-tag 融
合 FABP3 安定発現 C2C12 細胞を得た。 
② Halo-tag を用いた Pull down assay 

Halo-tag融合FABP3安定発現C2C12細胞を
分化させた。十分に筋管を形成させた後、セ
ルスクレイパーにて細胞を回収し、ダウンス
型ホモジナイザーで細胞を破壊することで
抽出液を得た。抽出液に Halo-tag 特異的結
合ビーズを作用させた。ビーズを洗浄後、吸
着成分を回収し、SDS-PAGE で展開した。 
③ FABP3 と相互作用する分子の同定 
②の結果得られたゲルより、FABP3 特異的

に検出されたバンドを切り抜いた。ゲル内消
化を行い、ペプチドを抽出し LC-MS/MS にて
同定を行った。 
 
(3) FABP3 のリガンド依存的核移行の検討 

Halo-tag融合FABP3安定発現C2C12細胞を
分化させた。十分に筋管を形成させた後
Halo-tag に結合する蛍光リガンドを取り込
ませた。洗浄後、細胞にPalmitate、Retinoic 
acid、GW901516（PPARαリガンド）、Wy14693
（PPARδリガンド）、BRL49653（PPARγリガ
ンド）を添加し、標識 FABP3 の細胞内局在性
を蛍光顕微鏡にて観察した。 
 
(4) 骨格筋特異的FABP3過剰発現トランスジ

ェニックマウス(FABP3-Tg)の作製と代
謝解析 

① FABP3-Tg マウスの作製 
 骨格筋特異的にFABP3遺伝子を発現させる
ために、ヒトαアクチンプロモーターにヒト
FABP3 遺伝子を連結しトランスジーンを作製
した。培養細胞を用いてトランスジーンが機



 

 

能することを確認した後、本トランスジーン
をマウス胚にマイクロインジェクションし、
骨格筋特異的FABP3過剰発現トランスジェニ
ックマウスを作製した。 
② FABP3-Tg マウスの代謝解析 
 呼気ガス分析装置を用いて、骨格筋特異的
FABP3 過剰発現トランスジェニックマウスの
代謝解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) FABP3 の発現上昇が糖代謝に与える影
響とシグナル経路の解析 
① 糖取り込みへの影響 
 FABP3 の発現が骨格筋のグルコース取り込
みに与える影響を 2-デオキシグルコースを
用いて検討した。その結果、FABP3 の発現は
分化したC2C12のグルコース取り込みを上昇
させた（図１）。一方で、FABP3 の発現はイン
スリン刺激による糖取り込みの上昇には影
響を与えなかったことから、FABP3 は C2C12
細胞の基底レベルの糖取り込みを上昇させ
ると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．糖取り込みへの影響 
 
② シグナル経路の検討 

FABP3 が分化した C2C12 細胞のグルコース
取り込みを上昇させるメカニズムについて
の検討するために。糖代謝に関連するシグナ
ルについてウエスタンブロッティングによ
って検討した。 

図２．シグナル解析１ 

その結果、グルコース取り込みに重要な役
割を果たす AS160 のリン酸化が FABP3 の発現
により上昇していた(図２)。また、インスリ
ン非添加の条件で AMPK のリン酸化の上昇が
見られた。インスリン非添加の条件下での
AS160のリン酸化がAMPKを介しているかどう
かを検討するために、AMPK の阻害剤である
Compound C を用いて検討したところ。AS160
のリン酸化は Compound C の添加によって抑
制された(図３)。従って、インスリン非添加
条件下においてFABP3は AMPKを介してAS160
をリン酸化しグルコース取り込みを促進し
ていると考えられた。 

図３．シグナル解析２ 
 
(2) FABP3 と相互作用するタンパク質の同定 
 FABP3 と相互作用するタンパク質を得るた
めに、抗 FABP3 抗体を用いた免疫沈降、及び
GST-FABP3 融合タンパク質を用いた Pull 
down assay を行った。しかしながら、非特異
的なバンドが多く、FABP3 が特異的に相互作
用するタンパク質を得ることはできなかっ
た。そこで、Halo-tag を用いた実験系を構築
した。 
 Halo-tag 融合 FABP3 遺伝子を作製し、トロ
ウイルスベクターを用いて Halo-tag 融合
FABP3 を C2C12 細胞に安定発現させた。この
細胞株を用いて Pull down assay を行った
(図４)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．Halo-tag を用いた Pull down assay 



 

 

その結果、Halo-tag 融合 FABP3 に特異的な
バンドが複数検出された。検出されたバンド
を切り抜き、ゲル内消化を行い LC-MS/MS を
用いて解析した。その結果、Tubulin、HSP な
どが同定された。Tubulin は微小管の構成因
子であり、モータータンパク質であるダイニ
ンやキネシンなどの足場として働くことが
知られている。FABP3 は脂溶性リガンドの細
胞内輸送を担っていることから、今回の知見
はFABP3が単なる拡散によって脂溶性物質を
輸送しているのではなく、微小管をレールと
した厳密な輸送を行っている可能性を示す
ものであると考えらえる。 
 
(3) FABP3 のリガンド依存的核移行の検討 
 FABP3 がリガンド依存的な細胞内移行を示
すことを Halo-tag を用いて検討した。蛍光
リガンドにて FABP-Halo を標識した後、
Palmitate、Retinoic acid、GW901516、Wy14693、
BRL49653 を添加し、標識 FABP3 の局在性を蛍
光顕微鏡にて観察した（図５）。 

図５．FABP3 のリガンド依存的核移行 
リガンドを添加しない条件下では、FABP3

は細胞質内にとどまっていたが、Palmitate
や Retinoic acid などの脂肪酸を添加するこ
とにより、FABP3 は速やかに核内へと移行し
た。また、FABPs は PPARs などの核内受容体
のリガンドを輸送していることが報告され
ている。そこで PPAR リガンドの影響を検討
した。PPARα、δのリガンドである GW901516、
Wy14693 を添加した場合には FABP3 の核内移
行が観察されたが PPARγのリガンドである
BRL49653 の添加では核内移行は観察されな
かった。以上の結果から、FABP3 は脂溶性物
質と結合し、それをランダムに輸送している
のではなく、リガンド依存的に選択的な細胞
内輸送をしていると考えられた。従って、

FABP3 は骨格筋において細胞応答制御に重要
な働きをしていると考えられた。 
 
(4) 骨格筋特異的FABP3過剰発現トランスジ

ェニックマウスの作製と代謝解析 
 骨格筋におけるFABP3の発現上昇の生活習
慣病に対する役割を in vivo で検討するため
に、骨格筋特異的な FABP3 発現トランスジェ
ニックマウスを作製した。トランスジーンを
作製しマウス胚にマイクロインジェクショ
ンしたところ４匹のファウンダーマウスが
得られ、現在ライン化を行っている。FABP3
過剰発現によるエネルギー代謝への影響を
見るために、呼気ガス分析を行ったところ、
通常飼育条件下では野生型とトランスジェ
ニックマウスの間で有意な差は認められな
かった。今後、高脂肪食摂食試験などを行う
ことで、生活習慣病の病態発症における
FABP3 の役割を明らかにできると期待される。 
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