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論 文 の 内 容 の 要 旨

　脂肪細胞は、余剰エネルギーを貯蔵する貯蔵器官であると同時に、さまざまな生理活性物質が関与する。

一般に、脂肪細胞から分泌される生理活性物質は、総称してアディポサイトカインと呼ばれている。アディ

ポサイトカインはさまざまな臓器や血管で生体の恒常性の維持に働いており、その分泌異常は糖尿病、高脂

血症、高血圧等の生活習慣病の原因となる。従って、脂肪細胞の分化や機能性の調節の分子機構を知ること

は、これら生活習慣病の治療や予防法の開発に必要不可欠である。これまでの研究から、脂肪細胞の分化に

関わる多くの転写因子が同定されており、中でも核内受容体型転写因子 PPAR-γやロイシンジッパー型転写

因子 C/EBPファミリーが分化の主要な役割を担っている。例えば、C/EBP-βは分化誘導開始直後から発現が

上昇して徐々に蓄積し、clonal expansionの進行に深く関わる。 clonal expansionが終了すると、C/EBP-βと

C/EBP-δは次の転写因子 C/EBP-αと PPAR-γの発現を誘導し、細胞は終末分化へと向かう。 C/EBP-αと

PPAR-γは相互の発現を誘導し合いながら脂肪細胞特異的な遺伝子の発現を誘導し、その結果、脂肪細胞は

脂肪滴の蓄積やインシュリン感受性を獲得して成熟型脂肪細胞となる。一方、脂肪細胞の分化に関わるもう

一つの転写因子として、フォークヘッド型転写因子 FOX0（Forkhead box class 0）の関与が示唆されている。 

FOX0 の標的遺伝子は極めて多岐にわたり、アポトーシス、DNA修復、細胞周期の停止、糖代謝、脂質代謝、

酸化ストレス耐性、分化等のさまざまな生理現象に関与している。しかしながら、脂肪細胞の分化における

FOX0 の作用機序に関してはほとんど分かっていない。

　本研究は、脂肪細胞の分化における FOX0 の作用機構を明らかとすることを目的とした。まず、マウス脂

肪細胞 3T3-L1 細胞の分化誘導過程における FOX0 の発現変化を解析した。その結果、FOX01 の発現は脂肪

細胞の分化誘導開始 2日目に上昇し、分化の進行と共に発現が上昇した。一方、F0X03aは分化誘導前後を

通じてほぼ一定の発現が認められた。 FOX01 の発現は 3T3-L1 細胞の分化と共に大きく変勁しており、

FOX0 が脂肪細胞の分化に何らかの役割を果たしている可能性が考えられた。そこで、FOX01 と F0X03aに

特異的な siRNAを発現するアデノウィルスを 3T3-L1 細胞に感染し、FOX0 の発現抑制による脂肪細胞の分

化能への影響を解析した。分化誘導開始 4日前にウィルスを感染させ、分化開始 8日目に細胞を Oil red 0 法
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で染色したところ、FOX01 のノックダウンにより脂肪滴の蓄積が著しく減少した。一方、F0X03aをノック

ダウンした場合には、脂肪滴の蓄積には全く影響がなく、細胞の形や大きさにも変化は見られなかった。ま

た、分化誘導開始から 8日目におけるトリグリセリドの蓄積量を比較したところ、FOX01 をノックダウン

した細胞ではおよそ 30%トリグリセリドの蓄積が減少した。次に、FOX01 が脂肪細胞分化のどの時期に必

須であるのかを調べるため、分化誘導前後の異なる時期にウィルスを感染させ、分化誘導能に及ぼす効果の

違いを解析した。 3T3-L1 細胞の分化誘導開始 1日前から 3日後まで一日おきにウィルスを感染させ、8日

後の脂肪滴の蓄積と 4日後の FOX01 タンパク質の発現量を比較した。その結果、分化開始 1日前または分

化開始時にウィルスを感染させた場合には、8日後の脂肪滴の蓄積が著しく減少した。また、分化開始 1日

後にウィルス感染した場合にも脂肪滴の減少が認められた。一方、分化開始 2日目以降にウィルスを感染さ

せた細胞では、RNAiによる FOX01 の発現抑制効果が得られず、また脂肪滴の蓄積にも影響しなかった。従っ

て、少なくとも FOX01 は分化 2日目以降に必須であり、特に 4日目での発現上昇が分化誘導に重要である

ことが示された。さらに、脂肪細胞の分化に対する FOX01 の働きを調べるため、グルコースや脂肪酸の取

り込みなど、FOX01 の発現抑制による終末分化への影響を解析した。アデノウィルスを感染させた 3T3-L1 

細胞の分化を誘導し、8日目に蛍光標識したグルコースを添加したところ、FOX01 の発現抑制によりグルコー

スの取り込みが顕著に抑制された。一方、F0X03aのノックダウンはまったく影響を与えなかった。また、

分化誘導開始 8日目の細胞で脂肪酸の取り込みを観察したところ、FOX01 の発現抑制は脂肪酸の取り込み

を著しく低下させた。さらに、脂肪細胞の分化に関与する遺伝子の発現に、FOX01 がどのように関与する

のか解析した。 3T3-L1 細胞にアデノウィルスを感染させ、ウェスタンブロット解析を行ったところ、

FOX01 のノックダウンにより PPAR-γ 、C/EBP αの発現が顕著に減少した。一方、C/EBP-βと C/EBP-δの発

現にはほとんど影響しなかった。

　本研究により、転写因子 FOX01 が脂肪細胞の分化に必要不可欠な因子として重要な働きをしていること

が明らかになった。特に、FOX01 は PPAR-γ や C/EBP αの発現の制御に関わり、さらにグルコースや脂肪酸

の取り込みを制御することにより、脂肪細胞の終末分化に深く関わることが明らかになった。これらの結果

は、脂肪細胞の分化や機構の解明に新たな知見をもたらしたばかりでなく、肥満症や脂質代謝疾患、内分泌

疾患などの予防・改善薬や治療法の開発に向けた応用研究への道を切り開いたもので、社会的にも極めて重

要な意義をもつ研究である。

審 査 の 結 果 の 要 旨

　近年、ライフスタイルや食生活の変化とともに、肥満やメタボリックシンドロームが大きな社会問題とな

りつつあり、脂質代謝の基本的な分子メカニズムの解明が急がれている。脂質代謝の作用機序を知る上で、

脂肪細胞の分化の分子機構を知ることは重要な意義を持つが、これまで脂肪細胞の分化には、PPAR- γ や C/

EBP αなど一部の転写因子の関与のみが知られていた。本研究は、新たに FOX01 が脂肪細胞の分化に必要

不可欠な転写因子として機能している事実を明らかにした。とりわけ、FOX01 が PPAR-γや C/EBP αのマス

ターレギュレーターとして発現を直接に制御し、糖や脂肪酸の取り込みを制御することにより終末分化を制

御する事実を明らかにした。これらの発見は、脂肪細胞の分化の基本的分子機構の解明という学術的な意義

があるばかりでなく、肥満や代謝疾患治に対する創薬や治療法の開発などの応用研究への道を新たに開拓し

たもので、社会的にも極めて重要な意義をもつ研究である。

　よって、著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものとして認める。


