
様式Ｆ-１９	
 
	
 

	
 

科学研究費助成事業(学術研究助成基金助成金）研究成果報告書	
 

	
 
平成 25年	
 4月	
 1日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：我々は、脂肪組織重量の増加や脂肪細胞自体の肥大化など形態的・量
的な変動だけではなく、脂肪組織の代謝や遺伝子発現などの機能的・質的な変化に注目し、悪
玉アディポカイン遺伝子レポーター発現を指標として、生体イメージング可視化技術でモニタ
ーする系を構築出来ないか､その基礎的な検討を行った。将来的には、ただ単に脂肪が増え体重
が増加したと言う側面だけでなく、増えた脂肪組織が病態生理的にどのような状態にあるかを
推定可能な診断法への応用に繋がるものと考えられる。	
 
	
 

研究成果の概要（英文）：Our studies focused not only on morphological changes in an increase of 
adipose-tissue weight and adipocyte size, but also on functional changes in gene expression and 
metabolism of adipose tissue. In this report, we tried to establish an in vivo imaging technique using an 
adipokine-reporter gene as indicator of adipose-functional changes. In the future, using this imaging 
technique, we may provide a useful index of diagnosis for patho-physiological aspects of increased 
adipose tissue. 
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研究分野：医歯薬分野	
 分子細胞生物学、病態生理学 
科研費の分科・細目：	
 内科系臨床医学・放射線科学 
キーワード：生体イメージング、脂肪組織、病態生理機能、可視化 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）脂肪組織は、これまで余剰エネルギー
を溜め込むだけの静かな組織と考えられて
いたが、近年、様々な生理活性物質アディポ
カインを分泌し、体内で最大の内分泌器官と
して機能することが次第に明らかになって
きた。これらアディポカインの産生異常がメ
タボリック症候群発症の原因の一つと考え
られている。	
 
（2）申請者はこれらアディポカインのうち
肥満と心血管系疾患発症を結びつける血栓
危険因子 Plasminogen activator inhibitor-１ 
(PAI-1) が、脂肪細胞分化にともない核内受
容体型転写因子 PPARγによって発現増強す
ること、また抗酸化ポリフェノール・レスベ

ラトロールが脂肪細胞分化を抑制し、インス
リン抵抗性惹起物質レジスチン遺伝子発現
を抑制することを明らかにしてきた。 
（3）これらの知見を基に、脂肪細胞の病態
生理学的側面を特徴付ける悪玉のアディポ
カイン遺伝子発現を、リアルタイム培養顕微
鏡を用いてライブイメージングする研究を
行なっており、その中で生体イメージング法
への応用を考えついた。	
 
 
２．研究の目的 
（1）本申請課題では、小動物を用いて悪玉ア
ディポカイン遺伝子発現を指標にした質的な
変化（病態生理機能変化）を生体内光イメー
ジング法及び PET イメージング法で可視化し、
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定量的にかつ実際の遺伝子発現量との相関性
を確保できるかを検証しようとするものであ
る。	
 
（2）将来的には、肥満に伴うメタボリック症
候群発症リスクの診断法の確立や、レポータ
ー導入肥満マウスを用いた新薬の治療効果
の評価等の医学応用に繋げていきたいと考
えている。	
 
 
３．研究の方法 
（1）レポーター導入脂肪細胞の作成と細胞
レベルでのレポーター発現制御の検証 
	
 ① 申請者らの研究成果から、明らかとな
っている PAI-1遺伝子、レジスチン遺伝子の
転写調節領域を PCRで増幅し、ルシフェラ
ーゼ（Luc）レポーターの上流に繋ぎ、これ
ら遺伝子プロモーターの制御下にレポータ
ー遺伝子が発現する様にベクターを構築し
た。 
	
 ② 次にこれらのベクターを培養脂肪細胞
3T3-L1に導入し、ピューロマイシン薬剤耐性
で選択の後、Lucレポーターは発光量によって
スクリーニングし安定発現株を取得した。 
	
  
（2）生体内発光イメージング法による脂肪
組織の病態生理機能の可視化 
	
 ヌードマウスを用いた生体発光イメージ
ング法の検討：得られた安定発現株を用い
てヌードマウスに部位特異的（内臓脂肪と
皮下脂肪組織）に同数を同所移植し、以下
の項目を検討した。 
 1) 移植細胞数とシグナルの定量性の相関

どの位の数のレポーター発現安定株細
胞をヌードマウスのし棒細胞に移植す
ると十分なシグナル量とその定量性が
確保出来るか検討した。 

 2) 移植部位依存的な発現・発光シグナル	
 
強度変化の検討 

	
 	
 内臓脂肪・皮下脂肪組織の質的な違い
に応じた発現・発光シグナルを検討し
た。 

 3) 内在性悪玉アディポカイン遺伝子発現
とレポーター発光シグナルとの相関 

	
 	
 悪玉アディポカイン遺伝子発現、PAI-1．
レジスチン mRNA 発現と発光シグナ
ルとの相関性の解析を行った。 

	
  
４．研究成果	
 
	
 （1）	
 悪玉のアディポカイン(PAI-1やレジ
スチン)遺伝子転写調節領域/ルシフェラーゼ
レポーターを保持した培養脂肪細胞の安定発	
 
現株の取得	
 PAI-1遺伝子、レジスチン遺伝子
の転写調節領域/ルシフェラーゼレポーター
ベクターを前駆脂肪細胞3T3-L1細胞に導入し、
ピューロ	
 マイシン耐性株を作成した（図１）。	
 
	
 	
 さらにこの中から脂肪細胞への分化能を
保持し、かつ脂肪細胞分化によって発現増強

する安定発現株をル	
 シフェラーゼアッセイ
よってスクリーニングし安定発現株を取得し
た。これらの安定発現株について脂肪細胞分
化経過に伴いルシフェラーゼレポーター遺伝

子が発現増強する事を確認した。	
 
	
 
	
 （2）生理機能の異なる皮下脂肪組織と内臓
脂肪組織への部位特異的移植によるin	
 vivo	
 
イメージング画像の定量性とmRNA発現量との	
 
相関、各脂肪組織での質的変化の検証	
 定量解
析するのに十分なシグナル量と移植細胞数と
の関係を調べるために、移植する安定発現株
細胞の数を0、103、104、105、106	
 cells	
 と5
段階に振り、またコントロール細胞株を同数
移植し、In	
 vivo光イメージング画像解析装置
IVIS	
 200を用いて定量的に解析した（図２）。	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 移植5日後ヌードマウスを麻酔し、ルシフェ
リン(150mg/kg)を腹腔内投与5分後の光イメ
ージ像を30秒間撮像した。105細胞数でも定量
に	
 充分なシグナルが得られたが、106細胞数
で安定なシグナル強度を得た（図３）。	
 

 

 
図３．撮像時間の違いによる発光シグナルの解析	
 

 



	
 (3)	
 次にこの細胞を106個ヌードマウスの
腹部の皮下脂肪および腹腔内内臓脂肪に移植
し、5日後、3ヶ月後の発光シグナルの定量の
検討を行なった。5日後では定量的な解析が十
分な範囲で行う事が出来たが、3ヶ月後にはレ
ポーター・ルシフェラーゼの発現が減弱し、
その程度には個体差もあった。以上のことか
らレポーター遺伝子安定発現	
 株の移植によ
る系は、メタボ発症のような長期に渉る観察
には不向きである事が示唆された。	
 
	
 (4)	
 皮下脂肪と内臓脂肪組織への移植によ
る生体光イメージング画像の比較と移植後の
発光シグナルの経時的変化	
 	
 
	
 	
 PAI-1・レポーター導入安定発現株をヌー
ドマウスの麻酔下に、腹部皮下脂肪組織(106

細胞)並びに腹腔内内臓脂肪組織(5	
 X	
 106細	
 
胞)に移植した。腹腔内内臓脂肪組織に移植し
たものでは、光シグナルが生体内を通って体
外に出てくる過程で減弱する事が予想され、
またプレ実験で皮下脂肪に移植した場合に比
べて20~40%程に減弱することが認められた
ため、内臓脂肪組織には5	
 X	
 106細胞を移植し
た。移植後5日目と3ヶ月後に撮像し、光イメ
ージ画像を取得した（図４）。	
 	
 

	
 	
 移植後5日目の内臓脂肪での総光シグナ
ル量(分散して現れたものを合計)は、5倍量の
細胞数を移植したにもかかわらず、皮下脂肪
のそれに比べほとんど同程度であった。これ
は移植脂肪細胞でのレポーター遺伝子発現量
が減少しているのではなく、生体内に存在す
る内臓脂肪から光が減弱する(約22%)ためで
あると考えられた。事実、内臓脂肪組織での
PAI-1	
 mRNA発現量が減少しているわけではな
いことからも、このことが示唆された。	
 
	
 	
 5日目のデーターを見る限り、比較的短期
の遺伝子発現変化をみるためには、レポータ
ー発現株を移植する系は十分対応できるもの
と考えられた。	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 

	
 	
 	
 今回トライする事が出来なかったPETによ
るレポーター遺伝子発現の定量化する系につ
いても今後チャレンジしていく予定である。	
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