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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病や動脈硬化症の原因となる肥満に関与する脂肪細胞肥大化

の生体外モデルを構築する目的で、マウス脂肪細胞を３次元的に培養し評価した。その結果、

生体で見られるような肥大化脂肪細胞が観察された。また脂肪細胞肥大化に関与する遺伝子

MEST の発現機構を解析した。この MEST の発現は、脂肪細胞分化初期および成熟時に上昇する

というユニークな変動を示し、またその発現制御の一端を明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We constructed 3D cell culture system of evaluation model for 
adipocyte hypertrophy in vitro. As a result, enlarged adipocytes with a unilocular lipid 
droplet were observed. We also analyzed expression patterns of adipocyte enlargement 
maker gene, MEST. MEST mRNA was upregulated by increasing intracellular cAMP during 
adipocyte differentiation. We also found an enhancer region sensitive to the cAMP 
elevation, which is located 5’-upstream of the MEST promoter. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、脂肪組織は、エネルギーを貯蓄する

ばかりではなく、アディポカインと総称され
る生理活性物質を産生・分泌し、全身の恒常
性の維持に関わっていることがわかってき
た。この脂肪組織の拡張を肥満と呼ぶが、肥
満のタイプには 2 種類存在する。1 つが、脂
肪組織内の脂肪細胞の分化・増殖を伴う「皮
下脂肪型肥満」と、もう１つが、正常な脂肪
細胞が肥大化脂肪細胞へと変移する「内臓脂
肪型肥満」である。特に「内臓脂肪型肥満」

は、過剰なエネルギー摂取により肥大化した
脂肪細胞がその本来の機能を失うことで全
身の恒常性が破綻し、動脈硬化性疾患の危険
因子群の合併、すなわちメタボリックシンド
ローム発症の引き金となるため、先進諸国に
おける公衆衛生学的問題となっている。 
 脂肪細胞は、中胚葉を起源とする前駆脂肪
細胞を経て成熟脂肪細胞へと分化するが、そ
れら細胞分化を制御するメカニズムは、国内
外で数多く研究され、薬物治療の標的とされ
ている。一方で肥大化脂肪細胞は、脂肪細胞
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が過栄養により多くの脂肪を溜めこんだ病
的な状態であり、正常な脂肪細胞とは異なる
インスリン抵抗性や動脈硬化を促進させる
アディポカインを分泌する。このアディポカ
インは、脂肪細胞自身だけでなく周囲の血管
の細胞やマクロファージ、最終的には全身性
に影響を与えて、ついにはメタボリックシン
ドロームに至る。この肥大化脂肪細胞が、動
脈硬化性疾患のリスクを増大させることは
よく研究されているものの、それに至るまで
の肥大化のメカニズムに関しては十分研究
されていないのが現状である。脂肪細胞の肥
大化は、エネルギーの過剰摂取・過食による
ところが大きいものの、同じエネルギー量を
摂取しても太りやすい人・太りにくい人がい
るように、遺伝的要因（個人差、性差や人種
差など）や環境的要因（ストレス、化学物質
摂取など）などの相互関係も未知の部分が多
い。従って、脂肪細胞肥大化調節機構の解明
は、新しい肥満治療のターゲットとなりうる
可能性を有するとともに、肥満発症リスクの
マーカーの開発にも応用できると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
脂肪細胞の肥大化は、肥満発症に必須であ

り心血管疾患の危険因子となるが、脂肪細胞
肥大化過程については未解明な部分が多く、
その機構を簡便にモデル化した実験系も存
在しないのが現状である。本研究では、その
脂肪細胞の肥大化調節機構に着目し、肥満治
療の標的や肥満診断マーカーの候補を探索
するための基礎となる培養細胞を用いた in 
vitro における脂肪細胞肥大化モデルを構築
する。このモデル構築では、まず脂肪細胞肥
大化のマーカー遺伝子と考えられている
MEST遺伝子の発現量を指標とし、脂肪細胞肥
大化促進機構を解明し、遺伝や環境要因が脂
肪細胞の肥大化に与える影響について解析
する。脂肪細胞の肥大化研究は、現在はマウ
スなどの実験動物に高脂肪食を摂取させる
ことにより構築されている。しかし、実験動
物では、エネルギー代謝に関わる肝臓や筋肉
などの器官のはたらきも影響を無視するこ
とができない。また実験動物の脂肪肥大化ま
での期間は比較的長い。 
 脂肪細胞の分化機構研究には、3T3-L1 など
の前駆脂肪細胞株の単層培養系が古くから
用いられ、成熟脂肪細胞は得られるが、接着
が強固なため脂質を添加しても生体で見ら
れる十分な肥大化脂肪細胞は得られず、脂肪
細胞肥大化機構のモデル系が存在しないの
が現状である。そこで本研究では、in vitro
で脂肪細胞の肥大化を観察できるモデル系
を構築することとした。このモデルの構築後
は、脂肪細胞肥大化マーカーと考えられる
MEST 遺伝子の発現調節機構に焦点を絞って

未知の脂肪細胞肥大化機構を解析した。将来
的には、脂肪細胞肥大化に関わるとされる要
因（過食やストレスなどの環境要因、遺伝的
要因）がどのような機構で肥大化を調節し運
命づけるのかを調査し、新規肥満診断・治療
研究の足掛かりとする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、脂肪細胞肥大化の in vitro

評価系モデルを確立し、また脂肪細胞肥大化
関連遺伝子を研究対象として脂肪細胞肥大
化機構の解明することを目的とし、新規肥満
治療の基盤となる研究として以下の２点に
ついて解析した。 
（1) In vitro 脂肪細胞肥大評価モデル構築 
 マウス培養脂肪前駆脂肪細胞株 3T3-L1を
細胞外基質を模したコラーゲンゲル上に播
種して生体に近い状態で３次元培養した。そ
の後、一般的に用いられる脂肪細胞分化誘導
培地（インスリン、デキサメタゾン、キサン
チン誘導体含有）で分化誘導し、脂肪細胞を
多量に獲得した。得られた脂肪細胞の脂肪細
胞特異的遺伝子（PPARγ2など）や脂肪細胞肥
大化マーカー遺伝子（MESTなど）の mRNA発
現量で確認した。 
（2)脂肪細胞肥大化機構の解析―脂肪細胞
肥大化マーカー遺伝子 MEST の発現機構を中
心に― 
 脂肪細胞肥大化マーカー遺伝子 MEST 
(Mesoderm Specific Transcript)の未知の発
現調節機構に着目し、焦点を絞って解析した。
MESTは、食餌性および遺伝性に脂肪細胞の肥
大化時に発現が増大するマーカー遺伝子で
あり、脂肪細胞肥大化促進遺伝子であるとと
もに、前駆脂肪細胞の増殖・分化を亢進させ
るが、その発現調節機構は未だ不明である。
そこで、in vitro においてマウス脂肪細胞分
化誘導時の発現を解析した。また MEST 遺伝
子の転写制御を解明する目的で、MEST遺伝子
5’上流領域の転写活性を肥大化評価モデル
とレポーターアッセイを組み合わせて解析
した。マウスゲノムを単離し、MEST 遺伝子 5’
上流領域を PCR により増幅し、その全長ある
いは部分配列を組込んだホタルルシフェラ
ーゼ改変遺伝子を有するレポーターベクタ
ーを構築してレポーターアッセイを行った。 
 
４．研究成果 
（1) In vitro 脂肪細胞肥大評価モデル構築 
脂肪細胞分化モデル細胞 3T3-L1 を通常の

単層培養あるいはコラーゲンゲル混合培地
により３次元培養下で脂肪細胞に分化誘導
して脂肪細胞肥大化モデルを評価した。その
結果、単層培養では平板状の多胞性脂肪滴を
有する脂肪細胞が認められた（図１：通常の
単層培養, 矢頭）。一方、コラーゲンゲル中
で分化誘導を行った場合、マウス生体脂肪組



 

 

織中で見られる単胞性球状の脂肪滴を有す
る細胞が観察され、高度な脂肪蓄積が認めら
れ（図１：3D, 矢頭）、より生体に近い脂肪
細胞モデルが構築できたと考える。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
これら単層培養と３次元培養の細胞にお

いて、前駆脂肪細胞から脂肪細胞に分化する
間（Day0～7）の各種脂肪細胞特異的遺伝子
の発現を RT-PCR 法で比較解析した。その結
果、脂肪細胞のマスター調節因子 PPARγ2 お
よび脂肪酸結合タンパク質 aP2などの脂肪特
異的遺伝子の発現は、未分化（Day0）時およ
び分化誘導後 1 日（Day1）、7日（Day7）にお
いて、単層（normal）および３次元培養（3D）
間で有意な差は認められなかった（図２）。
脂肪細胞分化開始に必要な転写因子 C/EBPδ
の mRNA は、分化誘導前（Day0）で単層培養
に比べ 3次元培養で減少傾向が認められたが、
分化誘導によってその発現は単層培養レベ
ルまで増大した（図２）。一方、脂肪細胞肥
大化マーカー遺伝子 MEST は、肥大化脂肪細
胞の形態を示している３次元培養（図２：3D）
において、通常の単層培養（図２：normal）
と比べて大きく発現量が減少した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 脂肪細胞の形態観察（図１）から、3 次元
培養のよる分化脂肪細胞は、単層培養の細胞
に比べ生体に近い脂肪細胞を呈していると
考えられる。PPARγ2遺伝子などは、肥満マウ
ス生体の脂肪細胞においても発現が変動し
ないと報告されており、in vivo と本結果は
相関した。一方、脂肪細胞肥大化マーカー遺
伝子 MEST は、予想に反して発現が大きく抑
制された。今回の培養系では、肥大化の度合
いが小さい可能性が考えられ、さらなる脂肪
蓄積が必要となるかもしれない。少なくとも、

MESTは、他の脂肪細胞関連遺伝子とは異なり
同一の分化誘導刺激下であっても細胞の周
環境や細胞の形態に大きく影響を受けて発
現が変動する遺伝子であることが確認でき
た。今後さらに脂肪細胞肥大化にかかわる遺
伝子をこの 3次元培養モデルを用いて解析し
ていきたい。 
 
（2) 脂肪細胞肥大化機構の解析―脂肪細
胞肥大化マーカー遺伝子 MEST の発現機構を
中心に― 
 食餌性および遺伝性に脂肪細胞の肥大化
時に発現が増大する脂肪細胞肥大化マーカ
ー遺伝子である MEST の未知の発現調節機構
に着目した。新生児マウス腹部脂肪組織より
独 自 に 樹 立 し た 前 駆 脂 肪 細 胞 株
（Adipocyte-derived stromal cells: ADCs）
を用いて、その脂肪細胞分化過程における
MEST 遺伝子発現変動について RT-PCR 法によ
り検討した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
その結果、MEST遺伝子の発現は、分化誘導

初期（Day 1～5）に顕著に増大した後に一旦
は減少するものの、２～３週目（Day13～21）
に再度発現が上昇するという、極めてユニー
クな発現変動を示すことが分かった（図３）。 
またこの分化誘導初期における MEST 発現

増大は、分化誘導剤中のキサンチン誘導体
3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)によっ
て惹起されていることがわかった（未掲載）。
IBMXは、ホスホジエステラーゼ阻害作用によ
る細胞内 cAMP 増大を伴って PKA を活性化す
る。そこで、MEST発現増大が cAMP依存性 PKA
経路を介して起こるかどうか確認した（図
４）。その結果、cAMP アナログ 8-Br-cAMP に
よって MEST 発現は増大し（図４A）、また PKA
阻害剤 H89 の前処理によって IBMX による発
現増大は抑制されたため（図４B）、分化誘導
初期における MEST 発現増大は、cAMP 依存性
PKA経路を介して起こることがわかった。 
さらに、マウス MEST 遺伝子座の TATA ボッ

クスを含む 5’上流領域（2.7 kb:図 5A, F5）
あるいはその部分配列(図 5A、 F1～F4)を組
込んだ改変ホタルルシフェラーゼ遺伝子
（Luc2）を有するレポーターベクターを構築

通常の単層培養 



 

 

して MEST 遺伝子の転写活性化能をレポータ
ーアッセイで解析した（図 6）。細胞は、3T3-L1
細胞を用いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
その結果、MEST遺伝子の 5’上流領域断片 F2
から上流にかけて IBMX 添加に反応する領域
が含まれていることが確認された（図 6A）。
さらに領域 F2およびその前部（F2F）と後部
（F2R）に分割した配列を最小プロモーター
（miniP）と易分解改変ホタルルシフェラー
ゼ遺伝子（Luc2P）に連結したレポーターベ
クター（図 5B）を構築して同様に実験を行っ
た。その結果、プロモーターに近い前部領域
（F2F）に IBMX 応答性の配列が認められ(図
6B)、細胞内 cAMP上昇に反応する領域を見出
した。また IBMX 非存在でも転写活性化がみ
られることから、cAMP 非依存性のエンハンサ
ーと思われる領域が近傍に存在すると考え
られる（図 6）。この配列中には、細胞内 cAMP
の増加に反応する転写因子 CREB (cAMP 
response element-binding protein)が結合
するエレメントである CRE配列が見当たらな
かった。したがって、MEST は、CREB 活性化
によって発現する別の転写因子を介して、あ

るいは PKA を介する CREB 非依存的な転写因
子によって発現誘導されると考えられる。こ
の転写制御機構は、脂肪細胞関連遺伝子の中
においても非常にユニークであると予想さ
れるため、MESTの発現調節機構を解析し、新
たな脂肪細胞分化や肥満のメカニズムの一
端を明らかにしたい。 
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