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消化管上皮細胞の機能分子とその解析法(第12回)
消化管上皮および脂肪細胞におけるlipinの機能と発現解析
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SUMMARY

腸管は解剖学的に脂肪組織に接していることか

ら，腸管および脂肪組織の生理機能調節やさま

ざまな病態において，腸管と脂肪組織間に相互

作用の存在が示唆されている．本稿では，まず

そのような相互作用を示唆する報告として，消

化管ホルモンであるgastric　inhibitory　poly－

peptideの作用，クローン病（Crohn’s　dis－

ease：CD）における脂肪組織の肥厚，アディ

ポサイトカインの関与などを例にあげ概説し

た．つぎに脂肪細胞や腸管などに発現し，脂質

代謝調節，脂肪細胞分化，転写調節など多彩な

作用をもつ分子であるlipinについて解説し

た．最後に，最近われわれがおこなった，肥満

の病態におけるlipinの関与に関して，その解

析法を含めて紹介した．今後，腸管と脂肪組織

の相互作用は，代謝炎症，腫瘍などさまざま

な病態において重要なテーマになるものと思わ

れる．

K＠y　W＠ifcls

脂肪細胞

Lipin

TNF－cr

Jak2

　はじめに

磯（陸図蜘磁磯曝9磯e豹磯城磯磯曲磯磯e蓼9（駒磯磯磯磯（軸曙9〔軸

　消化管の機能は単に消化・吸収をおこなうだけでなく，

粘膜防御や消化管ホルモンの産生を通じて全身の代謝調

節をつかさどるなど，多彩な機能を有している．また消

化管には炎症腫瘍をはじめとした医学的に重要な疾患

が発生することは論を待たない．これらの生理機能調節

や種々の病態において，腸管は解剖学的に脂肪組織に接

していることから，腸管一脂肪組織間で何らかの相互作

用が存在するのではないかと想定されるが，十分にわ

かってはいない．

　そこで本稿では，はじめに腸管一脂肪組織間の相互作

用に関していくつか概説してみたい．

　腸管ペプチドが脂肪細胞にはたらく例として，小腸の

K細胞より分泌されるgastric　inhibitory　polypeptide／

glucose－dependent　insulinotropic　polypeptide　（GIP）が

あげられる．GIPは脂肪細胞に直接作用し，糖の取り込

みやlipoprotein　lipase活∂性を充進させ，脂肪細胞での栄

養素の蓄積を通じて肥満を引き起こす作用が報告されて

いる1）．そのほか興味深い事例として，炎症性腸疾患

（inflammatory　bowel　disease：IBD）の代表であるクロー

ン病（Crohn’s　disease：CD）における腸間膜脂肪組織の

肥厚がある．CDでは病変部の腸管を脂肪組織が取りま

くように肥厚する“fat　wrapping”という現象を認める

ことが古くから知られている2）．これまでに部分的では
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あるがCDにおける腸管炎症と脂肪組織の関係について

解析されており3），実際にCDの肥厚した脂肪組織から

は，炎症誘発性サイトカインである腫瘍壊死因子（tu－

mor　necrosis　factor：TNF）一αの過剰な分泌が認められ

ている4）．脂肪組織は脂肪細胞と間質細胞とで構成され

るが，間質細胞はさらに前駆脂肪細胞血管内皮細胞，

血管平滑筋細胞，線維芽細胞，マクロファージなどで構

成されている．CDの過剰なTNF一α分泌がどの構成細

胞に由来するのかについて，in　situハイブリダイゼー

ション法による検討では，脂肪細胞に強く発現している

ことがわかった．この事実は，腸管を取りまく脂肪組織

（脂肪細胞）がTNF一αを分泌することにより，　CDの病

態を修飾することを示唆している．またCDで肥厚した

脂肪組織では，脂肪細胞数の増加が認められることや，

脂肪細胞分化のマスターレギュレーターであるperoxi－

some　proliferator－activated　receptor（PPAR）一γの発現

充進が認められるなど，形態的・機能的変化が起きてい

ることがわかっている4）．

　脂肪組織はレプチン，アディポネクチンに代表される

多様なアディポサイトカインを分泌し全身の代謝機能を

調節しているが，CDの肥厚した脂肪組織ではアディポ

ネクチンの分泌が充進していると報告されている5）．ア

ディポネクチンは脂肪細胞より分泌され，全身の糖代謝

を改善する作用のほかに，マクロファージや内皮細胞に

対する抗炎症作用も報告されている6）．アディポネクチ

ンノックアウトマウスにおける実験的腸炎の影響を検討

した報告では，増悪7＞，改善8）と相反する結果が示されて

おり，現時点では生体内におけるアディポネクチンは腸

炎に対して抗炎症性にはたらくのか，催炎症性にはたら

くのか一定の見解は得られていない．

　以上のような観点から，脂肪細胞と腸管はダイナミッ

クな変化を共有する可能性があるのではないかと予想さ

せるが，その全貌はいまだよくわかっていない．今後

腸管と脂肪細胞の関連を明確にする研究は，重要な位置

を占めるものと思われる．われわれは最近，消化管や脂

肪組織に発現している遺伝子である1ipinに関して研究

を進めており，本稿ではその一部を紹介したい．なお，

本解析対象は脂肪細胞であるが，その手法の大部分は腸

管でも共通していると考える．

　肥満，メタボリックシンドロームとlipin

磯曝磯’磯山型｛軸磯磯磯曲磯、磯贈磯磯磁「磯磯磯磯磯磯磯磯

　：Lipin－1は脂肪萎縮症のモデルであるfatty　liver　dys－

trophy（fld）マウスの原因遺伝子としてクローニングさ

れた分子であるが9），2006年にphosphatidic　acidをdi－

acylglycerolに変換する酵素であるphosphatidic　acid

phosphataseとして，中性脂肪合成促進にはたらくこと

が発見された10）．その後lipin－1は脂肪細胞の分化を促

進する作用11）や，肝臓での脂肪酸酸化に関与する転写因

子であるPPAR一αの転写共役因子としてはたらく12）と

いったことが判明し，lipin－1は単なる酵素を超えた多機

能分子であると考えられている．

　：Lipinにはlipin－1，一2，一3の3つのアイソフォームが存

在するが，組織発現パターンの解析から，lipin－1はおも

に脂肪細胞に，lipin－3はおもに腸管に多く発現している

（図0）13）．Lipin－1はオルタナティブスプライシングに

よりlipin－1A，　lipin－IBに分けられ，アイソフォーム特

異的な発現解析から，lipin－1Aはadipogenic（脂肪細胞

分化）にはたらき，lipin－1Bはlipogenic（脂肪合成）に

はたらくと報告されている，

　これまでに肥満や耐堪能異常，メタボッリクシンド

ロームにおいて，脂肪細胞のlipin－1遺伝子発現は低下

すること，さらにその低下したlipin－1遺伝子発現はダ

イエットや減量手術で回復することが報告されている．

一方，脂肪細胞特異的lipin－1遺伝子の過剰発現マウス

では，肥満を呈するものの，興味深いことに全身の糖代

謝は改善していた14）．つまり，脂肪細胞におけるlipin－1

の遺伝子発現と全身の糖代謝には相関が認められてい

る．しかしながら，肥満や代謝異常における脂肪細胞の

1ipin－1遺伝子発現低下がどのようなメカニズムで起こ

るのかは不明であった．

　そこでわれわれは，肥満の病態における脂肪細胞での

lipin－1遺伝子発現低下メカニズムの解明を目的として

∫〃痂70による解析をおこなった．

　近年肥満の病態に炎症が関与していることが注目さ

れ，そのなかでTNF一αは肥満の病態形成に重要なサイ

トカインであることが知られている15）．そのため，本研

究ではTNF一αが脂肪細胞のlipin－1遺伝子発現を低下

させるのではないかとの仮説を立て検証をおこなった．
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消化管上皮細胞の機能分子とその解析法
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図0　マウスとヒト組織におけるlipinアイソフォーム発現

　　パターン
　　C57BL／6マウス（A，　C，　E）とヒト（B，　D，　F）の各

　　臓器（肝臓，骨格筋，脂肪組織，小腸）において，lipin－

　　　1（A，B），1ipin－2（C，　D），　lipin－3（E，　F）の遺伝子

　　発現を示した．発現量は定量的PCR法にて測定され，

　　hypoxanthine　phosphoribosyltransferaseとβ2－micro－

　　　globulinで補正した相対量を示している．

　　　　　　　　　　　（Donkor　Jθ’鳳200713）より改変引用）

　Lipin－1遺伝子発現の解析

磯蜘磯磯磯e麹磯曝9磯磯磯磯e齢（襲磯磯磯磯蜘磯磯磯磯磯郵

　実験には，脂肪細胞のモデルとして頻用されている

3T3－Ll細胞（前駆脂肪細胞：線維芽細胞の形態をとっ

ている）を用いた．定法にしたがい3T3－L1細胞を脂肪

細胞として十分に分化させた後TNF一αを添加し，1ip－

in－1A，　lipin－1Bの遺伝子発現の変化をリアルタイム

PCR法を用いて測定した．また，各種シグナル阻害剤を

TNF一α処置1時間前に添加し，　TNF一αによる1ipin－1遺

伝子発現変化にどのように影響を及ぼすのかを検討した．

　1）脂肪細胞の分化

　3T3一：L1細胞は，　American　Type　Culture　Collection

（ATCC）より購入した．細胞の供給元によっては分化

率が低いものもあるので注意が必要である．3T3－L1細

胞は，10％bovine　serum／Dulbecco’　s　Modified　Eagle

Medium（DMEM）（high）で培養をおこなう．細胞が

100％confluentになった状態で，分化誘導2日前（day

－2）とし，10％fetal　bovine　serum／DMEM（high）に培

地を交換し，confluentの状態で待つ．分化誘導当日

（day　O）にはインスリン，デキサメタゾン，3－isobutyl－

methylxanthine（IBMX）のカクテルで2日間分化誘導

をおこない，2日後（day　2）はインスリンのみ添加した

培地を用いる．さらに2日後（day　4）からは，10％fe－

tal　bovine　serum／DMEM（high）に戻して培養を継続す

る．この時点で小型の脂肪滴が見えてくる．おおよそ

day　8～10の細胞を用いるとインスリン感受性がよい．

長期に培養するとインスリン感受性が低下するため，そ

のような変化を観察する研究以外は，分化後の日数をそ

ろえて使用するべきである．本研究では，誘導後十分に

脂肪滴を蓄えた脂肪細胞を実験に供した．なお，使用す

る血清は線維芽細胞の状態と分化誘導2日前以降では，

異なることに注意する，また，インスリンは塩酸で溶解

し，IBMXはアルカリ（NaOHまたは：KOH）で溶解す

る．これらの試薬を添加する際には，培地のpH：が大き

く変化しないか，培地の色調変化に注意すべきである．

　2）リアルタイムPCR法

　アプライドバイオシステムズ社によるTaqMan⑧Gene

Expression　Assaysを用いた．同社では，数多くの遺伝

子定量に適したアッセイを販売しており，ウェブサイト

で検索可能である．おのおのの増幅効率はほぼ近似して

いることから，△Ctを計算の後2一△△Ct法で定量し比較し

た．なお，内部酬

rRNA）を用い

　3）試薬調5

　TNF一αはen

か，阻害剤はdI

DMSO終濃度
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DMsoは，　lipin－1遺伝子発現に影響を与えないことを

確認している．

　研究結果

磯磯磯曲e蜘麟く内罐9（鞠’磯磯蜘磯（軸磯磯（蜘山畠㈱㈱磯曲磯磁

1）TNF一αは3T3－Ll細胞における
　　lipin－1　A，　lipin－1　Bの遺伝子発現を

　　濃度依存的および時間依存的に低下させる

　十分に分化させた3T3－L1脂肪細胞に，　TNF一αを

0．002，0．02，0．2，2nM作用させ，8時間後にRNAを

抽出し，complementary　DNA（cDNA）を合成した後

lipin－1A，　lipin－1Bの遺伝子発現を定量した．その結果，

両者とも0，2nMで有意に遺伝子発現の低下を認めた．

さらに，0．2nMのTNF一αを作用させ，経時的に

lipin－1　Aおよびlipin－1Bの遺伝子発現を定量したとこ

ろ，作用後2時間で低下を認め，4時間で両者とも有意
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な低下を認めた16＞（図②）．

　2）シグナル阻害剤を用いたメカニズムの解析

　TNF一αは脂肪細胞にはたらき，さまざまな細胞内シ

グナル分子を活性化することが知られている17）．そこ

で，TNF一αによるlipin－1の遺伝子発現低下がどのよう

なシグナルを経るのか，おのおのの阻害剤による検討を

おこなった．

　TNF一一crの細胞内シグナル伝達に関与するnuclear　fac－

tor　kappa　B　（NF－rcB），　mitogen－activated　protein　kinase

（MAPK）（図③），セラミド（図④），　glycogen　synthase

kinase　3β（GSK3β）（図⑤）の検討では，　TNF一αによる

lipin－1の遺伝子発現低下作用に影響を及ぼさなかっ

た16）．

A

0　　2　　4　　6　　8

　　時間（時）

8

図②TNF一αは3T3－L1脂肪細胞においてlipin－1A，　lipin－I　B

　　　遺伝子発現を低下させる

　　　脂肪細胞のモデルである3T3－L1細胞を脂肪細胞に分

　　　化させ，実験に用いた．Lipin－1Aおよびlipin－IB特

　　　異的アッセイによる定量的PCR法を用いて，遺伝子

　　　発現量を測定した．TNF一αは濃度依存的（A，　B），か

　　　つ時間依存的（C，D）にlipin－IAおよびlipin－1Bの

　　　遺伝子発現を有意に低下させた．

　　　＊p＜O．05，＊＊p＜0．Ol対対山群単独（A，　B）または

　　　0時間（C，D）．

　　　　　　　　　　　　（Tsuchiya　Y　8’砿200916）より引用）
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図③NF一κB，　MAPKシグナルはTNF一αによるlipin－1

　　　遺伝子発現低下作用に影響を与えない

　　　A）B）NF一κB活性化阻害剤SN50（18μM）をTNF一

　　　　　　α（0．2nM，8時間）処置1時間前に添加し，

　　　　　　図②と同様の方法で1ipin－1遺伝子発現を定量

　　　　　　した．

　　　C）D）同様にMAPK阻害剤による；検討をおこなった
　　　　　　（UO126　［U，　10　ptM］，　SB202190　［SB，　10　ptM］，

　　　　　　SP600125［SP，20μM］），それぞれの阻害剤は

　　　　　　lipin－1遺伝子発現に影響を与えなかった．

　　　＊＊p＜0．01対DMSO，†p＜0．05，††p〈0．01対

　　　SN　50単独．

　　　　　　　　　　　　（Tsuchiya　Y　et　al，　2009i6）より引用）
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　TNF一αは脂肪細胞にはたらき，Janus　kinase　2（Jak2）

を活性化することが知られている18）が，Jak2遺伝子発現

そのものも上昇させ（図⑤），TNF一αはJak2シグナル

を変化させることがわかる．そこでJak2の関与を検討

するために，Jak2阻害剤AG490の前処置をおこなうと，

TNF一αによるlipin－1Aおよびlipin－1Bの遺伝子発現低

下は阻害された16）（図⑦）．
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図④　セラミドシグナルはTNF一αによるlipin－1遺伝子発現低下作用に影響を与えない

　　　A）B）細胞透過性セラミドアナログC2一セラミド（C2，50μMまたは100μM）の添

　　　　　　加によるlipin－1遺伝子発現に変化は認めなかった．

　　　C）D）さらに，内因性セラミド合成阻害剤desipramine（DES，20μM）の前処置

　　　　　　にても，TNF一αによるlipin－1遺伝子発現低下作用を阻害しなかった．

　　　＊＊p＜0．01対DMSO，††p〈0．01対各対照群．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Tsuchiya　Y　2’鳳200916）より引用）
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図⑤　GSK3βの阻害はlipin－1遺伝子発現に影響を与えない

　　　TNF一αは脂肪細胞分化抑制にはたらくが，そのメカニズ
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catenin／TCF4系が関与している．　GSK3βはβ一catenin．

酸化されたβ一cateninはユビキチン化による分解を受け

catenin／TCF4の関与を検証する目的で，　GSK3βの阻

皿（GSK3βi，0．5μMまたは1μM）を作用させ1ipin－1

た．この経路がlipin－1異学子発現にどのように影響を

きないが，少なくともGSK3βiは，単独もしくTNF一α

伝子発現に影響を与えなかった．

＊＊p＜0．01対DMSO，††p＜0．01対各対照群．　　ll

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Tsuchiya

リン酸化し，リン

．そこで，Wnt／β一

1　GSK3B　inhibitor

伝子発現を検討し

ぼすの　　　　で

用に

tal，　200916）より引用） 嚇
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　考察
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　本研究から肥満やメタボリックシンドロームにおけ

る，脂肪細胞でのlipin－1の遺伝子発現低下にTNF一α

く
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コントロー」レ　　　TNF一α

図⑥TNF一αは3T3－L1脂肪細胞において

　　　Jak2遺伝子発現を増加させる

　　　脂肪細胞におけるTNF一αのシグナ

　　　ルのなかで，Jak2はまれな経路であ

　　　るが，これまでの報告では，TNF一α

　　　はJak2を活性化させること18）がわ

　　　かっている．また，われわれは，脂

　　　肪細胞にTNF一α（0．2nM）を8時

　　　間作用させ，Jak2の遺伝子発現を定

　　　了したところ，対照に比較し約11倍

　　　の上昇を確認した．

　　　＊＊p＜0．01対コントロール．

が関与し，さらに細胞内のJak2シグナルが関与するこ

とが示唆された（図⑧）．今回の検討は伽碗プ。モデルで

の検討であるが，in　vivoでの証明のためには，抗TNF一

α抗体で処置した肥満個体の脂肪細胞において，lipin－1

遺伝子発現が回復していることを確認することが必要と

なる．

　TNF一αは脂肪細胞にはたらき種々の遺伝子発現を変

化させるが，TNF一αにより発現が低下する遺伝子の

98％にNF一κBが関与するとの報告がある19）．本研究結

果ではそのNF一κBは関与せず，　Jak2というまれな経路

を介する可能性が示唆された．考え方をかえると，Jak2

を1ipin－1遺伝子発現低下回復のターゲットとして考え

たときに，ほかの遺伝子発現への影響を最小限にして，

lipin－1の遺伝子発現を調節できる可能性が示唆され，大

変興味深い結果と思われる．

　Jak2は細胞内では，転写因子であるsignal　transduc－

er　and　activator　of　transcription（STAT）をリンi駿化し，

転写活性を調節していることが知られており，STATが

lipin－1の遺伝子発現変化に関与している可能性が考え

られる．STATはSTAT1－6のアイソフォームを有し，

遺伝子発現への関与も多様であることが知られている．

今後本実験系でSTATがどのように関与するのかに
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TNF一αによるlipin－1遺伝子発現低下作用はJak2阻害剤AG490

Jak2阻害剤AG490（50μM）の前処置は，　TNF一αによるlipin－1

遺伝子発現低下作用を阻害した．Lipin－1AではAG　490単独の

対照群と同等に回復していたが（A），lipin－1Bの回復の程度は低

かった（B）．この違いが生じた原因に関して，詳細は明らかでは

ない．

＊＊p〈0．01対DMSO，†p＜0．05，††p＜0．01対TNF一α単独，

‡p＜0．05対AG490（50μM）単独．

　　　　　　　　　　　　　　（Tsuchiya　Y　6’鳳200916）より引用）
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肥満，メタボリックシンドローム
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図⑥TNF一αによるlipin－1遺伝子発現抑制のメカニズム（仮説）

　　　肥満やメタボリックシンドロームにおいて，脂肪細胞におけるlipin－1の

　　　三里子発現は低下する．また勿伽。の検討から．詳細な分子メカニズム

　　　は明らではないが，脂肪細胞のlipin－1遺伝子発現と全身の糖代謝は相関

　　　することが知られている．一方，TNF一αはさまざまな細胞内シグナルを

　　　介して脂肪細胞の機能を変化させる．本研究から，TNF一αはlipin－1遺伝

　　　子発現を低下させ，そのメカニズムにJak2の関与が示唆された．　Jak2は

　　　転写因子であるSTATを直接リン酸化し，活性を調節することが知られ

　　　ているため，今後STATの関与を検討することが課題となる．

興味がもたれる．

　これまでの報告より，脂肪細胞のlipin－1の遺伝子発

現を上昇させると代謝異常が改善されることがわかって

いる．そこで，肥満で遺伝子発現が低下したlipin－1を

何らかの方法で上昇させることができれば，「太っても

代謝異常は悪化しない」状態がつくり出せるかもしれな

いと考えられる．本研究成果は，その治療のターゲット

としてJak2経路が候補となることを示すものと考えて

いる．

　おわりに

磯磯磯磯磯磯磯麟e駒磯磯磯磯磯磯磯曙9磯働e豹磯磯磯磯磯

　本稿では，腸管と脂肪組織の関係について概説し，

1ipinに関するわれわれの知見を紹介した．近年，臓器聞

連携に関する研究が盛んになりつつあるが，腸管と脂肪

組織の相互作用に関する検討は今後更なる解明の余地を

残す研究分野である．腸管が栄養吸収のファーストス

テップであること，インスリン抵抗性状態において腸管

上皮のインスリンシグナルの変化20）や脂質代謝の変化21）

を認めること，CDでは内臓脂肪の増大が認められるこ

となどを考えると，肥満やメタボリックシンドロームの

病態に腸管が何　　鳶、仙虫　　　’　，　が推察される．

そのなかでわれ／ny

にかかわるのか1

れの研究対象である　’　X’　〉’”

後明らかにしていく　定である．

灘 灘

　＄
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