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研究成果の概要（和文）：細胞内脂肪滴は中性脂肪がリン脂質一重膜によって覆われた細胞小

器官であり、生体の脂質ホメオスタシスに重要な役割を果たしている。しかし、脂肪滴の表面でど

のように脂質代謝が制御されているのかは不明な点が多い。本研究では、その機構に重要な役

割を果たすと推定されている脂肪滴局在タンパク質 MLDP (Perilipin 5)の生理的役割について、

主にMLDP遺伝子欠損マウスを用いて解析を行い、MLDPが心臓における脂肪滴の維持に必須

の因子であることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Lipid droplet (LD), an intracellular storage depot of lipids, is 

also an active organelle involved in diverse cellular processes, such as membrane traffic 

and lipid metabolism. Their properties are highly variable among tissues and are possibly 

determined by the PERILIPIN family of LD-binding proteins. We identified a new member 

of this family, named MLDP (also called Perilipin 5) and found that it is highly enriched 

in the heart. MLDP knockout mice completely lacked LDs in the heart, substantiating the 

essential role of MLDP in keeping heart LDs. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞内脂肪滴（以下、脂肪滴）はトリアシ

ルグリセロール（TG）などの中性脂肪がリン
脂質一重膜によって覆われた構造体であり、
真核生物の細胞に広く存在している。脂肪滴
は単なる余剰脂肪の貯蔵庫ではなく、その表
面では厳密な制御のもと脂肪の蓄積と分解
が行われており、生体の脂質ホメオスタシス
に重要な役割を果たしている。脂肪滴の異常
は肥満や脂肪肝、動脈硬化症など様々な疾患
と関連しており、その基礎的理解は重要な課
題であるが、脂肪滴の表面において、どのよ
うな分子メカニズムにより脂質代謝が制御
されているのかは不明な点が多い。脂肪滴の
機能は、その表面に存在するタンパク質によ
って規定されると考えられる。動物細胞の脂
肪滴表面には、Perilipin ファミリーとよば
れる配列に相同性をもつタンパク質群が組
織特異的に結合している。我々は以前新規
Perilipin ファミリーメンバーとして MLDP
（別名 Perilipin 5）を見出した(Yamaguchi
ら (2006) J. Biol. Chem. 281, 14232)。MLDP
は PPARα による制御のもと心臓に選択的に
発現しており、心臓における脂質代謝に関与
していると予想されるが、その生理的機能は
不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
心臓はその消費エネルギーの多くを脂肪酸

に依存しているにもかかわらず、脂肪貯蔵の容
量は少なく、心臓の脂肪滴は他の臓器と比べて
極めて小型である。その代わりに脂質の代謝回
転が非常に速いという特徴を有している。我々
は MLDP が心臓の脂肪滴における活発な脂
質代謝を保証する因子であると推定している。
そこで MLDP の生理的機能の解明を目的として、
MLDP 遺伝子欠損マウスを作製し、その解析を
行った。 

また、研究期間後半には MLDP の機能解析
に加え、新しい脂肪滴局在タンパク質の同定
を目的とした研究を遂行した。 

 
３．研究の方法 
（１）MLDPノックアウトマウスの解析 
MLDPの遺伝子は 9つの exonより成り、exon 

2～4 を欠損するようにターゲティングベク
ターを設計した。MLDP欠損マウスは出生前致
死ではなく、新生仔は生存、発育した。遺伝
子欠損はウエスタンブロット法、サザンブロ
ット法により確認した。この MLDP 欠損マウ
スの表現型解析を以下の方法により行った。 

①電子顕微鏡による脂肪滴の形態の観察 
--- 心臓の脂肪滴は微小なため、MLDP欠損に
おける変化を通常の組織染色で検討するこ
とは困難である。そこで、電子顕微鏡を用い
た解析を行った。また、新生仔の心臓より初

代培養細胞を調製し、脂肪滴の形態、脂肪酸
代謝活性の変化を調べた。 
②エネルギー代謝への影響 --- 通常食、

および高脂肪食投与時の体重変化、寿命、運
動量、各組織の脂肪蓄積量などに対する MLDP
欠損の影響について検討した。 
③マウス心筋初代培養細胞を用いた解析 

--- 野生型マウスと MLDP 欠損マウスから心
筋初代培養細胞を調製し、脂肪酸の取り込み、
放出や脂肪酸酸化能について検討した。 

 
（２）新規脂肪滴局在タンパク質の探索 
MLDPの機能解析と並行して、新たな脂肪滴

局在タンパク質の探索のために、単離脂肪滴
のプロテオミクスを遂行した。ステロイド産
生細胞は脂肪滴の比較的発達した細胞であ
り、MLDPの発現も見られる。マウス精巣ライ
ディッヒ細胞株（MLTC-1）からショ糖密度勾
配超遠心法により脂肪滴を単離し、タンパク
質画分を抽出した。SDS-PAGE で分離後、
LS/MS/MS を用いて各成分を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）MLDPノックアウトマウスの解析 
脂肪滴局在タンパク質 MLDP の機能を明ら

かにするため、本遺伝子の欠損マウスを作製
し、その表現型を解析した。まず、ウエスタ
ンブロット法、サザンブロット法により、
MLDPタンパク質が完全に消失しており、部分
的な発現も起こっていないことを確認した。
MLDP欠損（KO）マウスは出生前致死ではなく
新生仔は生存、発育する。KO マウスの外観は
野生型（WT）と顕著な差は認められず、体重
や成育についても雌雄にかかわらず有意な
差はみられなかった。 
①電子顕微鏡による脂肪滴の形態の観察 

--- 脂肪滴の形態的変化を調べるために、心
筋をはじめとして、各臓器の電子顕微鏡観察
を行った。興味深いことに、MLDP欠損マウス
の心筋では脂肪滴が全く観察されなかった。
心臓における脂肪滴タンパク質の発現量を
検討したところ、Perilipin ファミリーであ
る ADRP（Perilipin 2）が KO の心臓において
顕著に減少していた。心臓のトリアシルグリ
セロール量も顕著に減少しており、これらの
結果は心臓の脂肪滴の消失を支持している。
よって MLDP は心臓の脂肪滴の形成において
必須な因子であると考えられる。一方、肝臓
や他の臓器については脂肪滴の数、大きさに
顕著な差は認められなかった。よって MLDP
は心臓の脂肪滴の形成において必須な因子
であることが示唆される。 
②エネルギー代謝への影響 --- 現時点で

は、寿命、高脂肪食投与時や絶食時の体重変
化において MLDP 欠損の影響は確認されてい
ない。また、運動量や持久力への影響を確認



するために、巻き戻し交配により遺伝的背景
を合わせたマウスを使用し、自発運動量、強
制運動量の測定を進めた。結果として運動量
に有意差は認められなかった。 
③心筋初代培養細胞の解析 --- WT および

KO マウスの新生仔より心筋初代培養細胞を
調製し、脂肪酸の酸化や、脂肪酸取り込みの
活性を比較検討した。結果として、KO マウス
由来の心筋細胞において脂肪酸 β 酸化活性
が亢進していることを見出した。一方、MLDP
の欠損は脂肪酸の取り込みには影響を与え
なかった。心臓の脂肪滴の欠損により TG の
貯蔵ができない状況において、ミトコンドリ
アでの脂肪酸酸化が亢進していると考えら
れる。 
（２）新規脂肪滴局在タンパク質の探索 
MLDPは心臓以外にも、褐色脂肪細胞やステ

ロイド産生細胞でも発現している。ステロイ
ド産生細胞はステロイドホルモンの原料と
なるコレステロールエステル（CE）を脂肪滴
内に貯蔵しており、比較的脂肪滴が多い細胞
種であるが、ホルモン合成における脂肪滴の
役割は不明である。本研究では、テストステ
ロン産生細胞であるマウス精巣ライディッ
ヒ細胞株（MLTC-1）を用いて、脂肪滴タンパ
ク質のプロテオミクスを行った。結果として、
MLTC-1 細胞の脂肪滴上に MLDP やステロイド
合成酵素群など 80 種以上の脂肪滴タンパク
質を同定した。この情報を基に、今後ステロ
イドホルモン産生における脂肪滴の役割に
ついて検討を進める。 
 
MLDP欠損マウスの解析から、心筋細胞の主

要な脂肪滴局在タンパク質である MLDP が心
臓の脂肪滴の維持に必須のタンパク質であ
ることが判明した。心筋の脂肪滴が完全に消
失していることから、このマウスの解析は、
MLDPの機能解析にとどまらず、心臓の脂肪滴
の生理的意義の解明に寄与すると考えられ
る。糖尿病や中性脂肪蓄積心筋血管病など心
臓における脂肪蓄積は基本的にリスク因子
と考えられている。しかし、その逆が真であ
るのか、つまり脂肪滴がなくなることが、病
態の改善につながるのかは未だ明らかにな
っていない。心臓の脂肪滴が欠損したモデル
マウスというのは初めての報告であり、心臓
の脂肪滴の生理的機能と病態への影響を解
明するための有用なモデルとなると期待さ
れる。 
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