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研究成果の概要（和文）：本研究はウシの体脂肪蓄積の分子機構を解明するために、１０と２４

ヶ月齢の黒毛和種牛から各脂肪組織を採取し、DNA チップを用いて網羅的解析を行い、脂肪

蓄積により発現量が上昇する多数の候補遺伝子を分離･同定した。その候補遺伝子群から

Adipogenin、Chemerin と mPARM-1 の遺伝子について詳細な機能解析を行った結果、これら

の遺伝子は脂肪細胞分化形成により遺伝子発現が上昇し、脂質蓄積に関係していることが確認

された。以上の結果から、ウシ脂肪細胞の分化形成と脂質蓄積過程には複数の因子の協同作用

により制御されていることが証明された。 

 
研究成果の概要（英文）：This study was to investigate the molecular mechanism of fat 

accumulation and adipogenesis by DNA chip using adipose tissues from 10- and 24-month-old 

Japanese Black Cattle. Several candidate genes were separated and identified from global 

gene expression analysis. Adipogenin, chemerin and mPARM-1 genes were confirmed to relate 

to lipid metabolism and adipocyte differentiation in bovine adipocytes. These results 

suggested that several genes were involved with adipogenesis and fat accumulation in 

bovine. 
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1．研究開始当初の背景 

脂肪組織は、エネルギーの貯蔵庫として、

また、アディポサイトカインと呼ばれる生理

活性物質を分泌する内分泌器官として、エネ

ルギーバランスや摂食の調節など、生体にお

いて非常に重要な役割を演じていることが

知られている。現在では、脂肪組織における

脂肪細胞の過剰蓄積、肥大化により生じる肥

満は、2 型糖尿病など様々な生活習慣病の危

険因子として注目されている。さらに、畜産
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学的には、脂肪組織は枝肉の嗜好性を決定す

る上で重要な要素であると考えられている。

しかしながら、脂肪蓄積の分子機構は未だ多

くの不明な点を残しており、その解明は畜産

分野のみならず、様々な分野における研究標

的として重要視されている。 

研究開始時は黒毛和種牛における各脂

肪組織への脂肪蓄積過程に関する遺伝子プ

ロファイルの比較検討し、各脂肪蓄積部位に

おける脂肪蓄積メカニズムを分子機構で調

べた。平成２０年度は黒毛和種牛の成長期に

合わせ、各月例別に黒毛和種牛の脂肪組織部

位に特異的に発現している候補遺伝子を分

離し、その発現量を調べる予定であった。平

成２１と２２年度は各遺伝子の生理的な機

能を調査するために、濃厚飼料多給と放牧の

異なる飼養環境で飼育した黒毛和種牛の各

脂肪組織をサンプリングし、候補遺伝子群の

解析する予定である。また、脂肪前駆細胞の

分化過程における各遺伝子の発現パターン

を調べ、細胞内の分化制御機構を検討する予

定であった。 

 

2．研究の目的 

黒毛和種牛の肥育システムは現在濃厚

飼料中心であり、結果的に環境汚染や BSE の

流入などの問題を引き起こしている。良質の

牛肉生産の肥育システムを構築するために

は、各脂肪組織間への脂肪蓄積の調節による

黒毛和種牛の肥育体質の改善が最も重要さ

れている。そこで、本研究は良質の牛肉生産

の肥育システムを構築するために、脂肪蓄積

の部位局在化 (FAT DEPOT)に関わる候補遺伝

子を調べ、黒毛和種牛の肥育体質への影響を

調査するものである。さらに、ウシ体脂肪蓄

積の分子機構はまだ不明なところが多く、良

質の牛肉生産の肥育システムを構築ために

は脂肪蓄積メカニズムを明確することは重

要であると考える。 

したがって、黒毛和種牛における成長に

伴い、皮下、内臓および筋肉内脂肪組織の増

殖・分化機構は現在不明なところが多い。 

 

3．研究の方法 

(1) DNA microarray により脂肪組織で特異

的に発現している遺伝子の分離と同定

を行った。 

(2) ウシ分化脂肪細胞での Adipogenin、

Chemerin と mPARM-1 遺伝子の発現量の

解析を行った。 

(3) 黒毛和種牛（１０ヶ月齢）の皮下脂肪

組織から定法に従い前駆脂肪細胞を含

む脈間間質細胞(SV 細胞)を分離し、培

養した。SV 細胞をコンフルエントにさ

せた後、脂肪細胞分化培地により 12～

20 日まで分化誘導を行った。 

(4) 分化した脂肪細胞に TNF-α、アディポ

ネクチン、レプチンなどのアディポカ

インを添加し、脂質分解能およびウシ

ケメリンとその受容体の遺伝子発現の

動態を調査した。 

(5) ヒト肝ガン由来細胞株（HepG2）を培養

しコンフルエントにさせた後、各種脂

肪酸処理(0.5mM、24 時間)およびグルコ

ース(30mM、6 時間)を添加しそれぞれ

Chemerin および Chemerin 受容体の遺

伝子発現の動態を調査した。 

(6) ヒツジの肝臓組織から定法に従い単離

したヒツジ肝臓初代培養細胞を用いて

HepG2 と同様の脂肪酸処理を行い

Chemerin の遺伝子発現の動態を調査し

た。 

(7)  培養C2C12骨芽細胞にAdipogeninの発

現ベクターを導入し、同細胞株に脂肪

分化誘導培地にて 5日間培養し、オイ

ルレット染色により脂肪蓄積を調べた。

また、細胞から RNA を抽出し、脂肪細

胞分化関連遺伝子の発現を調査した。 

(8) Adipogenin と Chemerin SiRNA 導入に

よる脂質蓄積能の調査した。 

 

4．研究成果 

 

(1) 網羅的な遺伝子解析 

毛和種牛（６頭）の成長期に合わせ、１

０と２４ヶ月齢の黒毛和種牛から皮下、筋肉

内、腸管膜、腎周囲脂肪、生殖周囲脂肪組織

を 採 取 し 、 DNA チ ッ プと Differential 

Display RT-PCR を用いて、遺伝子発現プロフ

ァイルを検討した。皮下、筋肉内、腸管膜、

腎周囲脂肪、生殖周囲脂肪組織から RNA の抽

出し、DNA チップと DDRT-PCR により既知の遺

伝子３７個と未知遺伝子１６個の候補遺伝

子を得ている。さらに、発現差を確認するた

めに、皮下、筋肉内、腸管膜、腎周囲脂肪、

生殖周囲脂肪組織において Real time PCR に

より解析を行った結果、既知の遺伝子１９個

と未知遺伝子４個の遺伝子が最終的に選別

された。また、ウシ分化脂肪細胞においてそ

の発現量を調査した結果、既知遺伝子４個と

未知遺伝子３は、脂肪細胞分化に伴い、上昇

する結果を得た。この遺伝子群から Chemerin, 

Adipogenin と mPARM-1  (Prostatic 

Androgen-Repressed Message-1)を同定し、

解析を行い、次のような結果を得た。 

 

(2)Chemerin 

① 脂肪細胞における Chemerin の発現と調

節機構 

本実験に用いた SV 細胞は分化誘導後、

脂肪細胞へ分化し、脂肪蓄積が確認された

（図（図（図（図１１１１））））。Chemerin と Chemerin 受容体は脂

肪細胞分化過程中に上昇した（図１）（図１）（図１）（図１）。分化

脂肪細胞に TNF-α(10ng/ml)を 24 時間添加



 

 

した結果、脂質分解を引き起こし、PPARγ2

などの脂肪細胞分化関連遺伝子の発現が抑

制された（図（図（図（図２２２２））））。さらに TNF-α添加によ

りケメリンとその受容体の遺伝子発現量は

上昇した。以上の結果から、ウシ脂肪細胞

において脂質分解の刺激によりケメリンと

その受容体の遺伝子発現が調節されること

が確認された。 

 

 

② 肝細胞における Chemerin の発現･分泌

調節機構 

本実験では肝細胞における Hepatokine

としてのChemerinの発現と分泌に影響を与

える因子について調査した。24 時間の脂肪

酸処理により HepG2 では脂肪の蓄積が確認

され、HepG2 とヒツジ肝臓初代培養細胞共に

Chemerin の発現上昇が確認された。６時間

グルコース処理により HepG2 では Chemerin

の発現低下が確認された（図（図（図（図３３３３））））。 

以上の結果からChemerinは脂肪酸処理

時には発現が上昇し脂肪酸の取り込み、脂

質の合成を促進していること、グルコース

処理時には脂肪細胞とは異なる発現動態を

示していることが確認された。 

 

 

(3) Adipogenin 

Adipogenin は脂肪細胞で特異的に発現

する遺伝子として、脂肪蓄積や脂肪細胞分化

過程において遺伝子発現量が上昇すること

が知られている。しかし、Adipogenin が脂肪

細胞分化の初期段階にどのような役割をし

ているかは不明である。そこで、本研究では、

Adipogenin 遺伝子の機能解析のために、

C2C12骨芽細胞にAdipogenin遺伝子を導入し、

筋芽細胞の脂肪蓄積と脂肪細胞分化能につ

いて調査した。Adipogenin 遺伝子を導入した

細胞を脂肪分化誘導培地で培養したところ、

2 日目から中性脂肪の蓄積が確認され、5 日

目になると脂肪敵が大きくなることが観察

された（図（図（図（図４４４４）（図）（図）（図）（図５５５５））））。 
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図 1．ウシ脂肪細胞分化過程における

Chemerin と Chemerin 受容体の発現量 

*p<0.01 vs Control

Control TNF-α
(10ng/ml)

*

*

* *

Chemerin

Chemerin-R

Leptin
PPAR-γ2

0

1

2

3

4

5

6

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
ex

pr
es

si
on

 

図 2．ウシ分化脂肪細胞における TNF-α

添加による脂肪細胞分化関連遺伝子の

発現量 
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図 4．C2C12 細胞への Adipogenin 導入

による細胞内の局在化 
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図 5．C2C12 細胞への Adipogenin 導入

による脂質蓄積と遺伝子発現 
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図 7．mPARM-1 遺伝子導入による脂質蓄積

と脂肪細胞分化関連遺伝子の発現量 

しかし、今回使用した分化誘導培地では

PPAR-γ2、CEBP-αおよび Leptin などの脂肪

細胞分化マーカー遺伝子の発現誘導は確認

されなかった。以上の結果から、Adipogenin

遺伝子導入により細胞内の脂肪蓄積は行わ

れるが、脂肪細胞分化関連の遺伝子発現は確

認されなかった。 

 

(4) mPARM-1 

本研究は脂肪細胞分化・形成過程におけ

る PARM-１のマウスホモルログ遺伝子

(mPARM-1)の遺伝子発現パターンを調べ、そ

の機能解析を行った。mPARM-1 遺伝子は、マ

ウス 5番染色体に位置し、タンパク質をコー

ドする ORF は 891bp であった。そのタンパク

質は、296 のアミノ酸と分子量 33,000 で合成

されている。mPARM-1 遺伝子は脂肪組織の中

で S-V 細胞より脂肪細胞において高く発現し

た。また、高脂肪食給餌マウス群および普通

食給餌マウス群の 3つの部位（皮下、腸間膜、

生殖器周囲）の脂肪組織における mPARM-1 の

遺伝子発現量は、高脂肪食誘導により有意に

増加した（図（図（図（図６６６６））））。 

 

3T3-L1 前駆脂肪細胞の分化過程中の

PARM-1 の発現パターンを調べた結果、

mPARM-1 の発現が PPARγ2 の発現に先行し、

脂肪細胞分化初期において急速に増加した

ことが確認された。siRNA を用いて mPARM-1

をノックダウンさせた 3T3-L1 前駆脂肪細胞

では、PPARγ2 や aP2 の発現量とともに、前

駆脂肪細胞分化能の減少が確認された。また、

分化した 3T3-L1 脂肪細胞に脂肪分化を抑制

する TNF-αを処理した結果では、PPAR-γ2、

Leptin、Adipogenin とともに mPARM-1 遺伝子

の発現量も減少した（図（図（図（図７７７７））））。これらの結果

により、mPARM-1 が脂肪細胞の分化・形成過

程中の遺伝子発現に重要な役割を担ってい

る可能性が示唆された。 
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