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研究成果の概要（和文）：生活環境が肥満の増悪に関わることは広く知られているが、近年電化製品等に含まれ
る臭化難燃剤が一因となることが報告された。我々が独自に単離したケトン体代謝酵素－アセトアセチルCoA合
成酵素（AACS）もまた肥満に関わる因子である。そこで、本酵素と臭化難燃剤などの生活環境に関連性がある可
能性を鑑み、培養脂肪細胞を用いて遺伝子レベルで検討した。
その結果、臭化難燃剤であるテトラブロモビスフェノールAが、主に未分化な脂肪細胞に対してAACSや脂質代謝
酵素の遺伝子発現を誘導することなどを明らかにした。このことから、臭化難燃剤は脂肪組織の質的変化を促
し、組織内でも細胞ごとにその毒性が異なる可能性が想起された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies suggest that exposure to brominated flame retardants (BFR) 
may play a role in the development of high fat- induced obesity and metabolic disorder in liver. 
Ketone bodies produced by β-oxidation are utilized by acetoacetyl-CoA synthetase (AACS), the novel 
cytosolic ketone body-utilizing enzyme. Previously, we showed that gene expression of AACS is 
up-regulated by bisphenol A and high fat diet-induced obesity. Therefore, we examined effects of 
BFR,  tetrabromobisphenol A (TBBP-A), on gene expressions in adipocyte cell lines (3T3-L1, ST-13).
Treatment with TBBP-A for 24 hr was not significantly affected on lipid accumulation and mRNA 
expression of AACS, PPAR-gamma, SCOT and FAS in mature adipocytes. On the other hand, in 
non-induction adipocytes, AACS, perilipin and LSD-1 mRNA was up-regulated by TBBP-A. These results 
suggest that TBBP-A may cause metabolic disorders of the utilization of ketone bodies via AACS in 
immature adipocytes

研究分野： 肥満と生活習慣病の発症を結ぶ因子の分子生物学的解析

キーワード： 臭化難燃剤　ケトン体利用酵素　脂肪細胞　アセトアセチルCoA合成酵素（AACS）　テトラブロモビスフ
ェノールA（TBBP-A）
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１．研究開始当初の背景 
肥満は糖尿病をはじめとした多くの代謝性

疾患の病因となる生活習慣病最大のリスク
ファクターとして知られるが、肥満の程度と
疾病リスクは性差や人種によって大きく異
なる。この肥満と生活習慣病のリスクの関連
性の強弱を決定づける鍵となる因子（キーフ
ァクター）はいくつか候補があるものの、不
明な部分が多く残されている。申請者は、血
中に存在するケトン体とその利用経路がキ
ーファクターの一つではないかと考えてい
る。 
ケトン体は、糖尿病や飢餓など細胞内で糖

質の利用が出来ない異常時に、脂質代謝が代
替的に上昇する結果血中に放出される代謝
副産物として捉えられてきた。しかし近年、
ケトン体が生理状態でも積極的に利用され
ることが明らかとなってきている。我々はこ
れらのケトン体利用過程で重要な役割を果
たす酵素として acetoacetyl-CoA synthetase 
(AACS)を新規に同定した（①）。AACS は、
ケトン体であるアセト酢酸を特異的に活性
化する新規のリガーゼである。従来、ケトン
体代謝酵素として知られていた CoA 転移酵
素（SCOT）と異なり、申請者が注目する
AACS はサイトゾルに局在する。そのため、
AACSは細胞内のケトン体をサイトゾルに存
在する生体物質の合成経路、例えばコレステ
ロールや脂質、アセチル基を有する物質など
に振り分ける新たな経路への導入酵素であ
ると考えられる（図１参）。 

実際に申請者らの研究により、本酵素は肝
臓・脳・脂肪組織などの脂質代謝の盛んな組
織に存在しており、プラバスタチンやコレス
チラミン等の高コレステロール血症の治療
薬によって誘導されること(②)、肝臓での遺
伝子発現を抑制することで血中コレステロ
ール量が有意に減少すること（③）が明らか
になっている。さらに、本酵素遺伝子は脂肪
細胞分化中期に発現が大きく誘導され、この
際 に 脂肪酸 代 謝を制 御 する転 写 因 子
C/EBP-α が関与することが明らかとなった
(④)。以上のことから、本酵素はコレステロ
ールや脂肪酸などの脂質の代謝に深く関わ
る酵素であると言える。 
肥満と AACS の関係性については、高脂肪

食性肥満において雄の皮下脂肪組織で肥満
の度合いに応じて AACS 遺伝子の発現上昇
が起きているが、遺伝的肥満モデルである

Zucker fatty rat の脂肪組織では逆に発現量
が減少することを明らかにしている(⑤)。さ
らに、AACS は脂肪組織において夜間に発現
量が増大し、昼間には減少するサーカディア
ンリズムを持つことや、本酵素が皮下部脂肪
組織の遺伝子発現に顕著な性差が存在する
ことなど、環境に発現が左右されるも明らか
にした(⑥)。また、脂肪組織において、雄で
は性的成熟に伴い著しい発現上昇を見せ、男
性ホルモンにより遺伝子発現が誘導される
ことも明らかにしている(⑦)。従って、本酵
素が肥満の程度や生活習慣病の発症率の性
差にも重要な役割をもつ可能性が高い。一方、
脳でも摂食中枢である弓状核で発現が特異
的に減少すること、培養神経細胞である N41
細胞でレプチンシグナルにより発現誘導さ
れることを明らかにしている (⑧)。 
以上のことから、本酵素を介したケトン体

利用経路が、生体内外の環境を反映し、肥満
の成因に深く関与する因子であることが予
想される。 
 
２．研究の目的 
現在までに得られている知見から、申請者

は、AACS を介したケトン体利用経路は、過
食や運動不足などエネルギー過多の状態に
あるときにバイパスとして活性化し、β 酸化
で生じたケトン体によるケトーシスを防ぐ
とともに、脂肪酸の分解・再合成のサイクル
を意図的に繰り返し、ある意味で”ATP の無
駄遣い”を意図的に起こすことで、余剰なエネ
ルギーをより効率的に消費する役割がある
と仮説を立てている。 
従来、余剰な栄養分はクエン酸を経て脂質

に変換されるとされてきた。しかし、AACS
を介したケトン体利用経路は、余剰な脂質の
消費で生じるケトン体をサイトゾルで直接
活性化出来ることから、多くの酵素と介在因
子を要するクエン酸経路に比べて脂質代謝
の変動に即応できる経路である可能性が高
い。また、サーカディアンリズムがあること、
高脂肪食や摂食抑制ホルモンに影響をうけ
ることなどから、本酵素とケトン体が食習慣
の乱れと脂質代謝の異常な亢進を関連付け
る因子である可能性は高い。 
また、最近乳幼児期に有機臭素系難燃剤

（BFR：Brominated Flame Retardant）に
暴露することが肥満の増悪に関わるという
報告がある。脂質合成に関わる AACS が脂肪
組織において成長に伴い発現誘導されるこ
とを合わせて考えると、環境汚染物質の感受
性因子である可能性も考えられる。 
以上の見解を踏まえ本研究では、肥満が生

活習慣病を引き起こす過程におけるケトン
体代謝経路が果たす役割の解明を目指し、環
境因子、特に臭化難燃剤による影響の解析を
行った。 
 
３．研究の方法 



(1) 臭化難燃剤が脂肪細胞の代謝系に与える
影響の検討：複数の臭化難燃剤が脂肪細胞に
おける脂質蓄積と AACS の遺伝子発現に与
える影響を培養脂肪細胞 3T3-L1 および
ST-13 細胞を用いて検討した。10%仔牛血清
（CS）添加 DMEM/F12 培地で維持した各脂
肪芽細胞に対し、10%ウシ胎児血清（FBS）
に交換の上で IBMX/Dex を 48 時間処理する
ことで分化を誘導し（induction 群）、その後
10%FBS 及び Insulin 添加培地下で 4 日間培
養後、臭化難燃剤（テトラブロモビスフェノ
ール A：TBBP-A、及びデカブロモジフェニ
ルエーテル：DBDE）を 48 時間処理し、
RT-PCR 法にて各種遺伝子発現を検討した。 
対照として、同期間 10%CS 添加培地で培
養した ST-13 及び 3T3-L1 脂肪芽細胞
（control 群）、並びに脂質を蓄積しないマウ
ス皮膚メラノーマ細胞である B16F10 細胞、
白血病細胞株である HL60、破骨細胞系であ
る RAW264、神経芽細胞腫由来の Neuro-2a
細胞を用いた。 
 

(2) 細胞内酸化的ストレスに関する検討：分
化誘導後もしくは未分化な状態のST-13脂肪
細胞に対し、アミノトリアゾール（AT）を
24～48 時間処理し、細胞内過酸化水素スト
レスを誘導した。AT と同時に TBBP-A を処
理する群、及び AT 処理 12 時間前より
TBBP-A を前処理する群と非処理群との間
での細胞粗抽出液中の過酸化脂質量をチオ
バルビツール酸試験法（TBA 法）を用いて測
定し、細胞内脂質の過酸化に対する臭化難燃
剤の影響を検討した。 
 
(3) ケトン体代謝酵素発現抑制下での脂肪細
胞に与える臭化難燃剤の影響の検討：アデノ
随伴ウイルスベクターを用いた AACS ノッ
クダウン培養細胞系、及び CRISPR-Cas9 系
を用いた AACS ノックアウトマウスの構築
を目指した。 
 
４．研究成果 
(1) 複数の臭化難燃剤が脂肪細胞における脂
質蓄積と AACS の遺伝子発現に与える影響
を培養脂肪細胞 3T3-L1 および ST-13 細胞を
用いて検討した結果、本邦でも使用が許可さ
れている TBBP-A については、脂肪滴の質
的・量的変化は認められず、AACS や脂質合
成に関わる脂肪酸合成酵素（FAS）、アセチル
CoA 炭酸基付加酵素（ACC-1）、ケトン体の
エネルギー利用酵素である CoA 転移酵素
（SCOT）についても遺伝子発現に変動は認
められなかった。一方、DBDE については、
遺伝子発現に有意差はないが、脂質蓄積量の
上昇傾向が Oil red-O 染色により明らかとな
った。その際の各種遺伝子発現は AACS の上
昇傾向が認められたが、SCOT については変
動が認められなかった。脂質合成系の酵素に
ついては明確な発現変動は認められなかっ
た。さらに、TBBP-A について詳細に検討を

行ったところ、成熟脂肪細胞で AACS の遺伝
子発現、脂肪滴の質的・量的変化は認められ
なかったが、未分化な脂肪芽細胞では、AACS
の遺伝子発現が有意に上昇した(Fig. 1)。また、
脂肪細胞の油滴形成に関わるペリリピンや
油滴形成後に発現上昇するはずのアディポ
ネクチン、褐色脂肪細胞分化に関わる LSD-1、
ケトン体産生を促進する FGF-21などについ
ても TBBP-A による発現誘導が認められた。 

Fig. 1  Effect of TBBP-A treatment on 
gene expressions in ST-13 adipocytes  
ST-13 cells were treated by IBMX/Dex 
(Induction) or non-treated (non-induction) 
as described in materials & methods. After 
4days, cells were treated with TBBP-A 
(low: 0.5 µM, High: 0.5 µM) for 48hr and 
subjected to RT-PCR analysis . 
その際、脂肪細胞分化マーカ（PPARγ）は変
動が認められなかった。対照として用いた
B16F10 細胞、RAW264 細胞（⑨）、HL60
細胞（⑩）、および Neuro-2a 細胞では顕著な
結果は認められなかった。 
 
(2) B16 メラノーマ細胞でアミノトリアゾ
ール（AT）による細胞内過酸化水素ストレ
ス上昇の実験系を用い、細胞内酸化的スト
レスに対する臭化難燃剤の影響を検討した。
その結果、TBBP-A による細胞内の脂質過
酸化の変動は検出されなかった。ただし、
本結果は B16 メラノーマ細胞での実験系
に比すると個々のサンプル間での数値差が
大きく、実験系のさらなるブラッシュアッ
プが必要であると思われる。 
 
(3) AACS 発現を抑制するアデノ随伴ウイル
スベクターの構築に成功し、Hep-G2 細胞お
よび 3T3－L1 細胞において実際に抑制効果
を確認できた（⑪）。また、CRISPR-Cas9 系
を用いた AACS ノックアウトマウスを構築
し、AACS が肝臓において蛋白翻訳後修飾な
どに影響する可能性を示唆する予備的な結
果を得ている
(Fig. 2)。本実
験系を用いた
検討は、平成
30年度より開
始する予定で
ある。 

Fig. 2  AACS deficiency in 
liver of CC9 knockout mice  



Western blotting analysis of livers excised 
from wild type (WT1~3) and AACS 
knockout mice (KO1, KO4, KO6) by 
CRISPR Cas9 system (CC9). 
また、海外との共同研究より、ヒトにおい

て小児脳症で AACS 遺伝子の変異があるこ
とも見出しており（⑫）、これらの組織でも
TBBP-A が影響を与えている可能性も考え
られる。 

 
以上の結果は、本邦で使用されている臭化

難燃剤 TBBP-A が未分化な脂肪細胞におい
て異常な脂質－ケトン体代謝を促し、脂肪細
胞の質的変化を誘発する可能性を示唆して
いる。特に注目すべきは、未分化な脂肪芽細
胞において、TBBP-A により褐色脂肪細胞特
異的因子の遺伝子発現が誘導されることで
ある。褐色脂肪細胞では、白色脂肪細胞と異
なり脂質のβ酸化による消費が盛んであり、
それに伴うケトン体の産生も盛んである。従
って、ケトン体利用酵素である AACS の発現
上昇と基質であるケトン体生成が TBBP-A
により同時に活性化することは、未分化な細
胞における異所性の脂質代謝が促されてい
る可能性を強く示唆している。また、未分化
細胞で有意な脂肪蓄積の増大傾向は認めら
れなかったが、これは処理時間の関係で検出
可能な量が蓄積しなかった可能性と、大部分
は遊離脂肪酸として細胞外に放出されてい
る可能性などが考えられる。この点は、今後
の検討課題である。 
また本研究で得られた知見は、TBBP-A は

脂肪細胞の分化段階によって肥満毒性が違
う可能性も示唆している。即ち、脂肪組織内
において、その脂溶性の高さから成熟脂肪細
胞に蓄積した臭化難燃剤 TBBP-A は、周辺の
未分化な細胞群に対して持続的に作用し、ケ
トン体からの脂肪酸合成を促す。これによっ
て一部は異所的に脂肪蓄積するが、残りの多
くは遊離脂肪酸として血中に放出され、筋肉
を始めとする他の組織に対して遊離脂肪酸
由来のインスリン抵抗性の誘引などを引き
起こしている可能性が考えられる。 
以上、本研究課題より本邦で使用されてい

る臭化難燃剤が脂質・ケトン体代謝経路に影
響する環境汚染物質である可能性が想起さ
れた。今後は本研究を継続していく上で、他
の組織との関係性を明らかにするため、in 
vivo の実験系の構築を早急に行う予定であ
る。 
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