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研究成果の概要（和文）：光非依存的なOpsin3受容体がヒト褐色脂肪に与える影響を調べるために、Opsin3受容
体ノックアウト褐色脂肪細胞を樹立して機能解析実験を行った。その結果、ミトコンドリアでの熱産生に深く関
わるucp1の発現、およびGlut1を介した糖取り込みによるエネルギー代謝・産生に光を介さずにOpn3が関与して
いることが示唆された。これらの機能調節にどのようなシグナル経路が関与しているかを調べるため、
RNA-sequenceデータを用いたシグナル解析を行ったところ、種々の代謝関連シグナル経路や褐色脂肪の機能発揮
への関連シグナル経路が含まれていた。

研究成果の概要（英文）：To analyze the role of light-independent Opsin3 functions in human brown 
adipose tissues, Opsin3 knock-out human brown adipocytes were established. Opsin3 regulated 
mitochondrial uncoupling protein-1 (UCP1) expression and Glut1-mediated glucose intake in 
light-independent manner. RNA-sequencing analysis identified that Opsin3 regulated various metabolic
 signaling to induce brown adipocytes function in energy expenditure. 

研究分野： 代謝学

キーワード： Opsin3　褐色脂肪

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は光受容体であるOpsin3をターゲットとした従来にない全く新しい褐色脂肪の活性化法の提案を目指すも
のである。Opsin3と褐色脂肪に関する報告はまだ少なく、さらにOpsin3の光刺激に依存しない褐色脂肪の新規活
性化刺激の研究は代謝研究の新たな領域を切り開くものである。ヒトOpsin3について光依存性のみならず光非依
存性の役割をも明らかにし、Opsin3のbi-functionalな役割を褐色脂肪の代謝メカニズムとともに示すことは、
肥満や糖尿病といた代謝疾患における新たな予防・治療法の確立に有用であると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
G protein coupled receptor (GPCR) のひとつである Opn3 は 1999 年にマウスの脳で発見され
た脊椎動物型の新規 Opsin である (Blachshaw S et al., J Neurosci, 1999)。その後、マウス
全組織における GPCR の網羅的解析により、Opn3 は脳組織よりも脂肪組織に高発現することが
示され脂肪クラスターに分類された(Regard JB et al., Cell, 2008)。続いて 2013 年には、光
感受性のない組織に発現する Opn3 が光を感知して GPCR シグナルを喚起することが報告された 
(Koyanagi M et al., Proc Natl Acad Sci, 2013)。ところが、脂肪組織に発現する Opn3 の機
能的役割に関する報告はこれまでになく、申請者が世界に先駆けて Opn3-KO マウスを用いた代
謝における表現系解析を行った。その結果、Opn3-KO マウスは易肥満傾向を呈し、それは褐色
脂肪の機能低下によるものであった。褐色脂肪は血中の糖や脂肪を取り込み、褐色脂肪のミト
コンドリアに特異的に発現する脱共益タンパク質 Ucp1 によってそれを熱に変換する (Kajimura 
S et al., Cell Metab, 2015)。つまり褐色脂肪が活発に機能していれば、糖や脂肪が白色脂肪
に大量に蓄積されることなく、褐色脂肪で熱産生エネルギーとして使われるため、代謝が上が
り太りにくい体質になる (Nedergaard J et al., Cell Metab, 2010)。このことから、褐色脂
肪をターゲットとした代謝研究が世界中で行われており、中でも多くの研究者が褐色脂肪の機
能を増強する新規刺激因子の発見に強い興味を持っている。Opn3-KO マウスが褐色脂肪機能不
全による肥満傾向を示すことから、申請者は Opn3 を介した光刺激によって褐色脂肪を活性化す
ることができると考え研究を行い、これを明らかにした。この研究成果については現在論文投
稿中である。次に重要なことは、臨床応用を見据えて、マウスでの知見がヒトでも同様に確認
できるかを明らかにすることである。このため、CRISPR/Cas9 システムを用いて Opn3-KO ヒト
褐色脂肪細胞を作成し、光刺激実験および RNA-seq による遺伝子変動解析を行った。この結
果、ヒト褐色脂肪細胞では Opn3 を介した代謝制御が存在するものの、光刺激による効果はほぼ
なく、光に依存しない経路がメインの制御機構であることが分かった。これは当初の予想に反
するものであったが、Opn3 の光非依存性シグナルの存在については以前から示唆されており
(Leung NY et al., Annu Rev Cell Dev Biol, 2017)、申請者の研究結果からも、マウスの褐色
脂肪における Opn3 による代謝制御機構の一部は光非依存的に制御されていたことから、この結
果は受け入れが妥当である。また、Opsin は進化の過程で生物の行動や生存環境に適した様々
な変化を遂げており (Terakita A., Genome Biol, 2005Ref)、夜行性であるマウスと昼行性で
あるヒトでの役割が変化している可能性は高い。実際に、マウスの褐色脂肪は光暴露されやす
い背部肩甲骨付近の皮膚直下にあるが、ヒトでは頚部深部や腋窩など光暴露されにくい部分に
位置することからも、光応答の必要性がマウスとヒトでは異なることが示唆される。Opn3 の光
非依存的な役割は哺乳類ではほとんど報告がなく、その詳細なメカニズムについては未知であ
る。この研究課題の核心をなす学術的な問いは「ヒト褐色脂肪における Opn3 は光を介さないど
のような機構で全身のエネルギー代謝を制御しているのか？」である。この未知の制御機構を
明らかにすることで Opn3 を刺激しうる全く新しいトリガーが発見される可能性があり、褐色脂
肪を活性化させる新規因子の発見において非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ヒト褐色脂肪において光非依存的に Opn3 が誘導しうる全身のエネルギー代謝
制御システムを明らかにすることである。これは Opn3 をターゲットとした従来にない全く新し
い褐色脂肪の活性化法の提案を目指すものである。Opn3 と褐色脂肪に関する報告は申請 
者の知る限りまだ報告がなく、この新規因子による褐色脂肪の新規活性化刺激の研究は代謝領
域において独自性と創造性に富む。 
 
３．研究の方法 

Opn3-KO ヒト褐色脂肪細胞を用いた代謝機能解析実験を行う。CRISPR/Cas9 システムによっ
て作製した Opn3-KO ヒト褐色脂肪細胞と野生型ヒト褐色脂肪細胞を用いて、褐色脂肪の機能
的マーカーを測定し、ミトコンドリア活性、脂質分解、糖取り込みにおいて機能解析実験を
行う。ミトコンドリア活性に関してはミトコンドリア数の変化、cytochrome C の活性を測定
する。脂質合成に関しては関連酵素である FAS, ACC, scd1 の発現を測定する。脂質分解に
関しては関連酵素である HSL, ATGL の発現を測定し、併せて脂質分解能測定実験を行う。糖
代謝に関しては糖取り込み試験を行う。加えて、光照射実験を行い Opn3 を介して光非依存
的に調節される分子機構を同定する。さらに、ヒト褐色脂肪において光非依存的に Opn3 で
制御される新規シグナル経路の同定を目指し、RNA-seq の結果をもとに David を用いた
pathway 解析を行う。これらで同定されたシグナル経路が Opn3 で喚起される GPCR シグナル
とどのように協調しているかを調べる。 

 
４．研究成果 
In vivo 実験：図１参照 



CRISPR/Cas9 システムによって Opn3-KO ヒト褐色
脂肪細胞を 3種類の guide RNA を用いて作成した
(sg1-, sg2-, sg3-Opn3-KO cell)。この 3種類の
Opn3-KO ヒト褐色脂肪細胞を用いて褐色脂肪の機
能マーカーである ucp1, ATGL, b3AdR, Glut1, 
Glut4 の発現を調べた。加えて光照射を行い、
Opn3 欠損によるこれら因子の発現変動がどのよ
うに変化するかを調べた。その結果、ucp1 は
Opn3 欠損により発現が上昇したが光照射では発
現に変化はなかった。つまり、Opn3 は光非依存
的に ucp1 の発現を正に調節していることが分か
った。一方、Glut1 は Opn3 欠損により発現が上
昇するが、Opn3 の有無に関わらず光照射にて増
強された。つまり、Glut1 は Opn3 を介して光依
存・非依存的な双方の経路にて正に調節されるこ
とが分かった（図 1）。 
次に機能解析実験として糖取り込み測定を行っ
た。糖取り込みは Opn3 欠損により増強するが、
Opn3 の有無に関わらず光照射にて増強される。こ
れは Glut1 の発現変化の傾向と同様であった。つ
まり、Glut1 を介した糖取り込みに関しては Opn3
を介して光依存・非依存的な双方の経路にて正に
調節されることが分かった（図 2）。また、ミトコ
ンドリア数の測定およびミトコンドリアの活性測
定を行ったところ、ミトコンドリア数およびミト
コンドリア活性は Opn3-KO ヒト褐色脂肪細胞で減
少していた。これらは
光照射により著しく低
下するが Opn3 欠損によ
りある程度低下が抑制
されており、ミトコン
ドリア数とミトコンド
リア活性は Opn3 を介し
た光刺激により主に負
に調節されていること
が分かった（図 3）。こ
こまでの結果から、ヒ
ト褐色脂肪細胞におい
て、ミトコンドリアでの熱産生に深く関わる
ucp1 の発現、および Glut1 を介した糖取り込
みによるエネルギー代謝・産生に光を介さず
に Opn3 が関与していることが示唆された。 
次に、これらの機能調節にどのようなシグナ
ル経路が関与しているかを調べるために RNA-
sequence データを用いたシグナル解析を行っ
た。野生型と Opn3-KO ヒト褐色脂肪細胞に光
照射を与えたサンプルを用いた RNA-seq 解析
から抽出した Opn3 を介する光非依存性に発
現が変動する 1542 遺伝子を用いて解析ツー
ル David を用いた pathway 解析を行った（図
4）。その結果、基準の Enrichment score を
満たすシグナル経路が 49同定された。この
中には、Fatty acid metabolism, 
Lipolysis, Glycolysis, Insulin signaling
などの代謝関連シグナル経路、AMPK signaling pathway, PPAR signaling pathway, HIF-
1signaling pathway などの褐色脂肪の機能発揮への関連シグナル経路が含まれていた（図 5）。
Opn3 は GPCR であり、GPCR シグナルを介して光非依存的に褐色脂肪の代謝を制御している可能
性が高い。今後は褐色脂肪細胞における GPCR シグナルに関わる Gqシグナル関連因子の変化を
調べ、Opn3 で喚起される GPCR シグナルがどのような代謝経路と協調しているかを調べる。 
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