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研究成果の概要（和文）：我々は、褐色脂肪細胞分化の培養細胞モデルを独自に入手し、これら分化過程をマイクロア
レイにて詳細に解析することで新しい褐色脂肪特異的分化制御因子Aの抽出および同定に成功した。
我々は、既にT37i成熟褐色脂肪細胞および3T3-L1成熟脂肪細胞にグルカゴンシグナル経路を模倣すると考えられている
cAMPを用いて、cAMP添加、非添加を行い脂肪細胞活性化状態と非活性化状態を作成した。この状態の培養上清をそれぞ
れ回収し質量分析機を用いて網羅的に分泌タンパクの解析同定を行った。その結果、脂肪細胞活性化状態で強く分泌が
促進される分泌蛋白Cyclophilin Aを同定した。

研究成果の概要（英文）：Fortunately, we could get two brown adipogenic cell lines and identify new pro-bro
wn adipogenic gene A by microarray and knockdown analysis during brown adipocyte differentiation.  
To address the new secretory proteins in mature adipocytes, we performed secretory protein profiling in ma
ture brown and white adipocytes in the presence or absence of cAMP, glucagon signaling mimetics. This prot
ein profiling analysis showed that cyclophilin A were secreted from both brown and white adipocytes in res
ponse to glucagon mimetic signaling.  
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１．研究開始当初の背景 
白色脂肪細胞は、主に過剰なエネルギーを

中性脂肪として蓄積することが知られてい

たが、近年ではレプチン、アディポネクチ

ンなどの生理活性物質を分泌する内分泌

組織としても認識されるようになった。白

色脂肪細胞については、3T3-L1 細胞などの

白色脂肪細胞分化の代表的な培養細胞モデ

ルが 30 年以上前に確立され精力的な研究

が行われ、受容体型転写因子 (核内受容体) 

peroxisome proliferator-activated receptors 

(PPAR) が白色脂肪細胞分化のマスターレ

ギュレーターであること、チアゾリジン誘

導体が PPARのアゴニストであることが

明らかとなり、インスリン抵抗性改善薬の

開発に繋がった。そのため、白色脂肪細胞

分化の培養細胞モデルを用いた多くの研究

が行われ、多くの転写因子およびシグナル

経路など新しい治療標的分子が次々と明ら

かになった。 

研究代表者は、東京大学先端科学技術研究

センター (酒井寿郎教授)の特任研究員と

して、次世代高速シークエンサー (ChIP 

シークエンス法)、マイクロアレイ、レトロ

ウイルスを用いた強制発現系、オリゴ

siRNA を用いた RNA 干渉法、培養細胞モ

デルおよび肥満モデル動物を用いた実験系

を融合させることで白色脂肪細胞分化を精

力的に解析し、PPARRXR複合体が脂

肪細胞分化促進と抑制に機能する 2 種類の

ヒストンメチル化酵素 (Setd8 および

setdb1)を正および負に発現調節し、これま

で知られていたジェネティックな制御に加

えて、クロマチン構造を変化させるエピジ

ェネティックな制御を行っていることを

発見した。また、脂肪細胞の分化抑制に機

能する分泌蛋白 Wnt が、核内受容体

COUP-TFII を介し、エピジェネティックな

制御を行うこと、H3K9 の脱メチル化異常

が肥満症を引き起こすことなどを発見し、

これらがヒストン修飾を変化させることで

遺伝子配列を変化させることなく遺伝子の

発現を制御する一連のエピゲノミクス機構

を明らかにした (Organogenesis. 

6:24-32. 2010, Genes Cells. 14:991-1001. 

2009, Mol Cell Biol. 29:3544-3555. 2009, 

Proc Natl Acad Sci U S A. 106:5819-5824. 

2009.)。 

一方、褐色脂肪細胞は、ヒトにおける存在

すら明らかでなく、さらには、褐色脂肪細

胞分化の培養細胞が入手困難のため、これ

までほとんど研究されてこなかった。しか

し な が ら 、 近 年 ヒ ト を 対 象 と し た

FDG-PET を用いた褐色脂肪組織に関する

大規模な臨床研究が行われ、ヒトにおいて

も全身の代謝状態を十分に変化させるだけ

の褐色脂肪組織が存在していることが報告

された (N Engl J Med. 2009.)。以上から、

褐色脂肪細胞の機能または数を制御するこ

とは、肥満症の治療につながることが予想

され、肥満症あるいは糖尿病の治療標的と

して褐色脂肪細胞が世界的に着目されるに

至った。 

これまで白色脂肪細胞の分化ならびに内分

泌組織としての機能においては、核内受容

体を含む多くの転写因子およびシグナル経

路、ならびにレプチン、アディポネクチン

などが重要であることが明らかとなってい

た。しかしながら、褐色脂肪細胞の分化制

御因子ならびに内分泌組織としての機能は

これまで世界で報告がほとんどなされてい

ない。 

さらに近年、肥満症を主体としたメタボリ

ックシンドロームならびに後継する動脈硬

化性疾患が世界的に急増しているが、チア

ゾリジン誘導体以外に脂肪細胞を標的とし

た新しい治療薬は開発されておらず、褐色

脂肪細胞を標的とした新しい治療薬の開発

が待ち望まれている。 

 



２．研究の目的 

以上から本研究においては、褐色脂肪細胞

の分化および活性化制御の解析を行うこと

を目的とする。白色脂肪細胞および褐色脂

肪細胞の分化ならびに活性化過程をマイク

ロアレイおよび MS/MS を用いて比較解析

し、褐色脂肪細胞の特性を明らかにし、褐

色脂肪細胞特異的な分泌蛋白および転写因

子のなかで褐色脂肪細胞分化を制御する因

子を同定し、肥満症あるいは糖尿病の新規

治療標的因子の同定を行うことを目的とし

た。 

 

 

３．研究の方法 

フランス·ビシャ病院の Marc Lombès 博士

およびハーバード大学の梶村真吾博士との

共同研究で褐色脂肪細胞分化のモデル細胞

である T37i 細胞および iBAT を入手し、ほ

ぼ 100％の分化が得られ、かつ成熟褐色脂

肪細胞に特異的に発現しているUCP1遺伝

子の顕著な発現誘導を RNA レベルで確認

した。 

 

(平成 24 年度) 

褐色脂肪細胞分化の代表的なモデル細胞で

ある T37i および iBAT ならびに 3T3-L1 細

胞を培養し、分化刺激後 8 日目から Total 

RNA を回収し、全転写産物をほぼカバーし

ていると考えられる Affymetrix 社の

M430A2 マイクロアレイを用いてトランス

クリプトーム解析を行い、統計学的に成熟

褐色脂肪細胞特異的転写因子群の抽出を研

究協力者·東京大学代謝医学分野·酒井寿郎

教授との共同研究で行う。また、T37i およ

び iBAT 成熟褐色脂肪細胞ならびに 3T3-L1

成熟白色脂肪細胞に褐色脂肪細胞の活性化

剤である dibutylryl cAMP を 0.5 mM あるい

は Forskolin を 10 μM の濃度で 4 時間培養

し、その培養上清を回収する。その後、回

収した培養上清を用いて、研究協力者·東北

大学·分子構造解析医工学研究分野·村山和

隆准教授との共同研究で MS/MS を用いて

解析する。 

 

(平成 25 年度) 

抽出した転写因子群および分泌蛋白群に関

しては、レトロウイルスを用いた強制発現

系、オリゴ siRNA による RNA 干渉法を用

いたノックダウンシステムを用いて脂肪滴

蓄積に与える影響をオイルレッド O 染色

を用いて解析する。 

脂肪滴蓄積に影響のあった因子に関して転

写因子群および分泌蛋白群に関しては、コ

ントロール褐色脂肪細胞および各因子の強

制発現褐色脂肪細胞とを、褐色脂肪細胞分

化のマーカー遺伝子  (PRDM16)を定量

PCR およびイムノブロット等で比較解析

を行うことでその作用点を明らかにする。

各因子の作用点が明らかとなれば、そのプ

ロモーターに各因子が与える影響を、レポ

ーターアッセイを用いて解析する。 

 

 

４．研究成果 

脂肪細胞活性化状態で強く分泌が促進され

る分泌蛋白 Cyclophilin A を同定した。さら

に、ヒト前駆脂肪細胞分化システムの立ち

上げにも成功しており、よりヒト生体内に

近い状態で、Cyclophilin A 分泌制御機構の

解明を進める体制も確立した。平行して東

北大学病院·腎·高血圧·内分泌科の外来患

者から、動脈硬化進展予測因子となり得る

生理活性物質の測定に関して、東北大学医

学部倫理委員会での審査および認可を得た。

その後、外来患者約 360 名から同意を得た

後、血液および尿サンプルの回収を開始し

た。Cyclophilin A ならびに、すでに心血管

系疾患の一つである糖尿病合併症の進展予

測因子と知られている angiotensinogen な



どの測定に関しても ELISA 実験系の立ち

上げにも成功している。動脈硬化進展予測

に関して、コントロールとなる頸動脈エコ

ーによる Max IMT の測定および PWV の測

定も終了している。 

 

褐色脂肪細胞分化の培養細胞モデル (T37i

細胞および immortalized BAT (iBAT))を独

自に入手し、これら分化過程をマイクロア

レイにて詳細に解析することで新しい褐色

脂肪特異的分化制御因子Aの抽出に成功し

た。遺伝子 A は、8 つの遺伝子がファミリ

ーを形成しており、ホメオドメインをもつ

転写因子であった。しかしながら、褐色脂

肪細胞分化における機能は不明であった。

この遺伝子を、2 つ以上の特異的な siRNA

を用いて容量依存性にノックダウンすると、

容量依存性に顕著に褐色脂肪細胞の分化を

抑制することも見出していた。また、マウ

スの各種脂肪組織において免疫染色を行う

と褐色脂肪組織特異的に染色されることも

見出した。 
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