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要旨(和文)

魚類における脂肪組織は脂質蓄積や代謝の中心臓器であり、また養殖魚においては産物

の品質を決定する一因である。それゆえ脂肪細胞の分化や機能発現機構を解明し、適切に

制御することは今後新しい視点から見た飼養技術の確立に有用である。しかしながら、哨

乳類や鳥類においては株化した前駆脂肪細胞や生体から分離した初代培養細胞を用い、脂

肪細胞の分化・機能発現とその制御機構に関して多くの成果が報告されている一方、魚類

においては培養法に関する数例の報告はあるものの脂肪細胞分化の研究は端緒についたば

かりであるため、知見は少ない。そこで本研究では魚類脂肪細胞の分化や機能発現機構を

解明することを目的に、海産魚マダイを用い、初代細胞培養系を中心に脂肪細胞分化の分

子機構、機能発現機構およびその制御機構について解析を行った。第 1章および第 2章で

は分子指標の単離・同定と初代培養法による前駆脂肪細胞の分化誘導系の確立を行った。

第 3章では脂肪細胞分化と機能発現の分子機構を解析し、第 4章では外部因子による機能

発現制御の可能性について検討した。

第 1章脂肪細胞における脂質代謝関連遺伝子の同定

第 1章で、はマダイ脂肪細胞分化や機能発現解析における分子指標を得るため、脂質蓄積

関連遺伝子の同定を中心に行った。脂肪蓄積系の遺伝子として、まず細胞への脂肪酸取り

込みに関与するリボタンパク質リバーゼ (LPL)遺伝子を単離した。マダイではこれまで1

種のLPL様の遺伝子 (LPL2)がすでに報告されていたが、新たにLPLl種 (LPLl)を同

定し、肝性リバーゼ (HL)、勝リバーゼ (PL)と併せて、リバーゼ遺伝子族の全体構成を

含めてその特性を明らかにした。また発現解析により 4種類のマダイリバーゼのうち 2種

類のLPL様遺伝子が脂肪細胞で発現されることを確認した。その他に脂肪酸合成 (FAS)、

デルタ 6脂肪酸不飽和化酵素 (d6DES)、デルタ 9脂肪酸不飽和化酵素2種 (SCDaおよび

SCDb)および糖輸送担体2種 (Glut1およびGlut3)の遺伝子を PCR法により脂肪組織

から単離した。腹腔内脂肪組織においてこれらの遺伝子発現が確認されたことから、脂肪

組織は脂肪酸生合成や不飽和化などの生変換機能を有すると考えられた。第 1章で同定し

た脂質代謝関連遺伝子はいずれも脂肪蓄積での主要経路に関与するものであり、以降の解

析において分子指標として使用した。

第2章脂肪細胞分化誘導系の確立

脂肪細胞は元々繊維芽様の前駆脂肪細胞に由来し、その分化過程において細胞内への脂

肪蓄積とともに脂質代謝など様々な機能を発現する。しかし個体を用いた解析では、生理

状態や複雑な内分泌環境の影響を受けるため、その特性を把握するのは困難である。そこ

で第 2章では、マダイ脂肪細胞の分化過程を生体から切り離して解析するための実験系と

して初代培養細胞による分化誘導系を確立し、ホルモン等の脂肪細胞分化に及ぼす影響を
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調べた。マダイ腹腔内脂肪組織より調整した初代培養前駆脂肪細胞を無血清、インスリン

存在下において培養すると 1・2週間で脂肪酸合成による脂肪蓄積が観察された。また、細胞

への脂肪蓄積はインスリンにより濃度依存的に促進された。これによりマダイ脂肪細胞は

ホルモン等への応答性を保持した状態で培養系に移すことができ、その分化過程を培養条

件下で再現することが可能となった。培養マダイ脂肪細胞において LPL遺伝子 (LPLl)

は分化依存的発現を示した。これを指標としてインスリン、 T3および脂溶性ビタミン

(a1l-tral1S"retinoic acid， retinyl acetateおよび1，25(OHhD3)の脂肪細胞分化への影響を

検討したところ、インスリンは濃度依存的に分化を促進し、 T3はインスリンとの併用によ

り促進効果を示した。晴乳類の場合と異なりマタeイでは脂溶性ビタミン類については効果

を示さず、脂肪細胞の分化機構に違いがあることが示唆された。

第8章脂肪細胞分化の分子機構と転写因子PPARの役割

脂質代謝関連遺伝子の多くはリガンド依存型転写因子であるベノレオキゾーム増殖因子受

容体 (PPAR)によって転写レベノレで制御されることが知られる。第3章で、はマダイ PPAR

が脂肪細胞分化と機能発現に果たす役割を中心に脂肪細胞分化の分子機構について検討し

た。はじめにマダイ脂肪組織から PPAR遺伝子3種 (α、Fおよびγ) をクローニングし、

構造的特徴を明らかにした。全体的な一次構造は各サプタイプとも晴乳類のものと高い相

向性を示したがマダイ PPARyではヒト PPARyと比ベリガンド結合部位に24個のアミノ酸

付加が存在し、リガンド特性に差異があることが示唆された。初代培養系を用い、脂肪細

胞分化における脂質蓄積関連遺伝子発現の経時変化を調べたところ、脂肪取り込み (LPLl、

LPL2)、脂肪酸合成 (FAS)および脂肪酸不飽和化 (d6DES、SCDa、SCDb)の遺伝子発

現は分化依存的に発現が上昇し、脂肪細胞分化に伴いそれらの機能が伴ってくることが示

された。その過程で 3種の PPAR遺伝子はそれぞれ異なる発現動態を示し、 αサブタイプ

は一過性の上昇、 Pサブタイプは増加傾向を示したがγサブタイプの発現レベルに変化は見

られなかった。これらの発現動態から各サプタイプは脂肪細胞分化において異なる役割を

持つことが示唆された。晴乳類PPAR作動薬を用いて PP..!四および下流の脂質代謝遺伝子

への影響を調べたところ、 15d-PGJ2、Ciglitazone、およびFenofibrateは明瞭な効果は示

さなかったが、非代謝性脂肪酸2-bromopalmitateはマダイ脂肪細胞PPARyおよび脂質蓄

積関連遺伝子の遺伝子発現を増加させた。このことから、マダイ脂肪細胞における機能発

現にはγサブタイプが関与することが示唆されるとともに、脂肪酸代謝物による人為的な

機能発現制御の可能性が示唆された。

第4章 2-bromopalmitateを用いた脂肪細胞における機能改変の試み

第4章では前章での2七romopalmitateによる脂肪蓄積関連遺伝子の作動が実際に細胞の

形質に影響を及ぼすかどうかを調べた。この章では脂肪酸合成と脂肪酸生変換機能につい

てその特性と 2七romopalmitateの及ぼす影響を解析し、外部因子を用いた脂肪細胞の機能

-2・



発現における人為的制御の可能性について検討した。分化時のマダイ脂肪細胞における脂

肪酸合成過程では細胞内へのグルコース取り込みの増加や脂肪酸 16:1の含量増加が見られ、

こうした特徴から、脂肪酸新規合成の特徴は晴乳類のものと類似していると考えられた。

脂肪酸合成過程では2-bromopalmitate添加により PPARi'、 FASおよびSCDaの発現上昇

が見られたが、その感受性は遺伝子ごとに異なり、最も高い SCDaでは約 6倍の発現上昇

を示した。その過程で2・bromopalmitateは細胞への脂肪蓄積(トリグリセリド含量)には

影響を示さなかったが、 SCDa産物である脂肪酸 16:1の含量増加を促進した。蓄積脂肪酸

の生変換機構を解析するためマダイ脂肪細胞に脂肪酸18:3n-3または18:2n-6を取り込ませ

ると、それに応じて取り込んだ脂肪酸含量が増加するが、テツレタ 6不飽和化(それぞれ

18:4n-3または 18:3n-6)およびC18・20鎖長延長(それぞれ20:3n-3または20:2n-6)産物の

生成が認められ、脂肪酸生変換能力を有していることが確認された。 2-bromopalmitate添

加はデルタ 6不飽和化およびC18・20鎖長延長に対して効果はなかったが、 18:3n-3を取り

込ませた細胞では SCDaの遺伝子発現上昇とその産物である 16:1および 18:1の含量が増

加した。一方18:2n-6を取り込ませた細胞では2・bromopalmitate添加は脂肪蓄積系の遺伝

子発現に顕著な影響を与えず、 2-bromopalmitateによる遺伝子作動効果は共存する脂肪酸

により影響されることが示唆された。本章の結果は、投与条件等に検討の余地があるもの

の、外部因子による機能発現制御が可能であることを示している。

本研究を通して脂肪細胞分化や機能発現の分子機構について、その一端が明らかになっ

た。マダイ脂肪細胞分化に関して、脂肪酸合成・取り込みなど脂肪蓄積の全体的特徴は晴

乳類と類似することが明らかになったほか、 2種類の LPL様遺伝子の発現、脂溶性ビタミ

ンへの応答性や PPARのリガンド特性などいくつかの相違点を示唆する結果も得られてお

り、今後の解析が期待される。現在、養殖魚において脂質代謝機能の強化・改変は品質向

上技術や代替飼料原料開発の観点から、脂肪酸やその代謝物・修飾物などを用いた代謝制

御研究が主に飼育試験を通して試みられているのが現状である。様々な物質を候補として

スクリーニングする場合、本研究で開発した手法は代謝メデイエーターの効率的開発への

一つの道筋をつけたものと位置づけられる。すなわち、培養系を用い、遺伝子発現や形質

評価などを小スケールで行い、ある程度結果の予測をもって飼育試験などの実証研究をお

こなうことが可能となった。本研究は将来的な、養殖魚における有用形質の機能発現制御

とその応用研究に貢献するものと考えている。
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要旨(英文)

In vitro study on adipocyte differentiation and expression of adipogenic functions 

in red sea bream (Pagrus major) adipocytes. 

Abstract 

Adipocytes play a cen佐alrole in lipid metabolism in fish as a major site ofbody lipid 

deposition. Moreover， the number and distribution of adipocytes in fish body are critical 

factors to determine the meat quality of aquaculture products. The eventual control of 

adipocyte development in fish and the utilization of their adipogenic function will 

contribute to the development of new farming technologies. Although adipocyte 

differentiation has been extensively investigated in mammals， so far， only limited 

information is available in fish. In this stud弘themolecular mechanisms of adipocyte 

differentiation and the expression of adipogenic functions in red sea bream adipocytes 

were investigated by using a primary culture system. 

1. Identification of adipogenic genes 

In chapter 1， to obtain molecular probes for investigation of adipocyte differentiation， 

we identified adipogenic genes in red sea bream. Firstly， we characterized the 

lipoprotein lipase (LPL) gene which is involved in cel1ular lipid uptake in adipocytes. 

Whi1e a LPL-like gene (LPL2) has been already identified in this species， in this study， 

we c10ned another type of LPL gene (LPL 1). Furthermore， by characterizing hepatic 

(HL) and pancreatic lipases (PL) in addition to LPL genes， the phylogenetic relationship 

of the lipase gene family and the tissue specificities of each gene were determined. The 

RT-PCR analyses revealed that both LPLl and LPL2 genes were expressed in the red 

sea bream adipocytes. Subsequently， the adipogenic genes for fat句racid synthesis (FAS)， 

delta-6・(d6DES)and delta-9-desaturation (SCDa and SCDb) offatty acids and glucose 

transport (Glut1 and Glut3) were c10ned by PCR from red sea bream adipose tissue. The 

expression of these genes in adipose tissue indicates that the adipose tissue has an 

ability ofbiosynthesis and bioconversion offatty acids. The adipogenic genes identified 

herein were used for subsequent analyses. 

2. Adipocyte differentiation in vitro 

Adipocytes are derived from fibroblast-like preadipocytes. Accompanying with the 

di宜erentiation，adipocytes accumulate cellular lipid and express their adipogenic 

functions. For the investigation of adipocyte differentiation process in fish， the 
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development of an in vitro experimental system will be useful since it can be eliminate 

the in vivo influences of physiological and endocrine factors. In chapter 2， we developed 

a serum-free culture system of stromal-vascular cells (preadipocytes) of red sea bream 

visceral adipose tissue and examined the effects of hormones and fat-soluble vitamins 

on the adipocyte differentiation. In the presence of bovine insulin， the lipid 

accumulation in the cytoplasm by cellular lipid synthesis was observed in red sea bream 

preadipocytes within 1-2 weeks. During 2 week cultivation， bovine insulin promoted 

lipid accumulation in differentiating adipocytes dose-dependently. These results indicate 

that the red sea bream preadipocytes can undergo adipocyte differentiation in vitro in 

response to hormonal treatment. By using primary cultured red sea bream preadipocytes， 

the effects of insulin， T3， and fat-soluble vitamins (all-trans retinoic acid， retinyl acetate 

and 1，25・dihydroxyvitaminD3) on the differentiation-linked expression of the 

lipoprotein lipase (LPL 1) gene were investigated. As assessed by the increase in LPL 

gene expression level， like in mammalian adipocytes， insulin enhanced the adipocyte 

differentiation in a concentration-dependent manner. T 3 alone had no effect but 

enhanced the di旺erentiation-linkedLPL gene expression in the presence of insulin. 

Fat-soluble vitamins， unlike in mammalian adipocytes， did not show any significant 

effects， suggesting the regulation of fish adipocyte differentiation by fat-soluble 

vitamins may differ from that of mammals. 

3. Roles ofPPARs in the adipocyte differentiation 

Adipogenic gene expression is regulated by peroxisome proliferator-activated 

receptors (PPARs) at a transcriptionallevel. In chapter 3， the roles ofPPARs in red sea 

bream adipocyte differentiation and in the expression of adipogenic function were 

investigated. The three subtypes ofPPAR genes (α， s and y) were identified in red sea 
bream. The structure analyses revealed that red sea bream PPARs exhibited high 

degrees of similarities with their mammalian counterparts. In comparison with human 

PPARy， red sea bream PPARy contains an additional 24 amino acid residues in the 

ligand binding region， suggesting the ligand-binding property may differ from that of 

mammals. During the differentiation of primary cultured red sea bream adipocytes， the 

genes for cellular lipid uptake (LPL1 and LPL2)，島町， acid synthesis (FAS) and fatty 

acid desaturation (d6DES， SCDa and SCDb) showed a differentiation-linked expression， 

indicating the adipogenic functions were expressed in association with adipocyte 

differentiation. In this process， the three PPARs showed distinct expression pattems: the 

αsubtype showed a transient increase and the s gene expression tended to increase 
during adipocyte differentiation whereas the gene expression level of PPARy did not 
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change. These resu1ts suggest that they play distinct roles in adipocyte differentiation in 

red sea bream. In the differentiating red sea bream adipocytes， mammalian PPAR 

agonists， 15・deoxy-d12，14_prostaglandinJ2， ciglitazone and fenofibrate did not show 

clear effects on the adipogenic gene expression. However， 2・bromopalmitate，a 

non-metabolic fa町 acid，increased the PPARy and related adipogenic gene expression 

levels， suggesting the y sub可peplays a central role in red sea bream adipocyte 

differentiation and， in addition， fa町racid metabolites can be used as modulators of 

adipocyte function. 

4. Effects of 2・bromopalmitateon the adipogenic function in the differentiating 

adipocytes 

In chapter 4， to detemine whether extemal factors affect the adipogenic function of 

fish adipocytes， the effects of 2・bromopalmitate(a PPAR agonist) on the biosynthesis 

and bioconversion of fat句， acids in differentiating adipocytes of red sea bream were 

investigated in vitro. Firstly， we analyzed the fat句racid synthesis in differentiating 

adipocytes of red sea bream. During the adipocyte differentiation in a medium without 

lipid supplementation， the primary cultured red sea bream stromal-vascular cells 

accumulated lipid within 2 weeks by fa句racid synthesis. In the differentiating 

adipocytes of red sea bream， like in mammalian adipocytes， the cellular glucose uptake 

and the relative amounts of fa句， acid 16: 1 increased. With the level of 

2七romopalmitate，the 16:1 content increased in association with the increase in the 

stearoyl CoA desaturase (SCDa) gene expression level while the triglyceride 

accumulation was not a町民ted.Subsequently， the bioconversion of stored fat句racids 

was examined. In the presence of 300 J.1M of 18:3n・3or 18:2n・6，red sea bream 

stromal-vascular cells accumulated the lipid in the cytoplasm within 3 days by fatty acid 

uptake with the increase of corresponding fatty acid contents. In the 18:3n・3

accumulated cells， the SCDa gene expression level and the 16:1 and 18:1 contents 

increased with the level of 2七romopalmitatebut the production of n-3 metabolites， such 

as 18:4n・3and 20:3n・3，was not stimulated. Differently， in the 18:2n・6accumulated 

cells， the adipogenic gene expression was not affected by 2・bromopalmitate，suggesting 

that the effects of 2七romopalmitatewere affected by the stored fa町 acidspecies. 

Taken together， the results indicate that the adipocyte function in fish， e.g. adipogenic 

gene expression and fa町 acidcomposition， can be modified by extemal factors. 

Conclusion 
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In this study， we provided molecular information on the mechanisms of adipocyte 

differentiation and the expression of adipogenic function in red sea bream adipocytes. 

The resu1ts indicates th瓜 theoverall mechanism of red sea bream adipocyte 

differentiation is similar to that of mammals but differs in several respects， such as the 

expression of two LPL genes， sensitivity to fat soluble vitamins and ligand binding 

property of PPARs. Recently， studies on the modification of metabolic function by 

extemal factors have been extensively conducted in fish for the development of new 

dietary ingredients and improvement of the meat quality of aquaculture products. For 

these researches， our strategy will be useful as a pilot experimental system~ prior to in 

vivo evaluation by long-term feeding experiments， we can predict the effects of a 

possible mediator by small scale and short term in vitro experiments. Our study will 

facilitate further study for the eventual control of useful functions of adipocytes in 

cultured fish. 
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略記一覧

• TG : triglyceride (トリグリセリド)

• LPL : lipoprotein lipase (リボタンパク質リバーゼ)

. HL : hepatic lipase (肝性リバーゼ)

• PL : pancreatic lipase (牌リパーゼ)

. EL : endotheliallipase (内皮由来リバーゼ)

• F AS : fatty acid synthetase (脂肪酸合成酵素)

. d6DES : delta-6 desaturase (デルタ 6不飽和化酵素)

. SCD : stearoyl-CoA desaturase (ステアロイルCoA不飽和化酵素)

• Glut : Glucose transporter (糖輸送担体)

• PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor (ベルオキシゾーム増殖因

子受容体)
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序論

魚類にとっての脂肪組織は主要な脂質蓄積・代謝器官であり、個体の恒常性維持に重要

な働きをする。また、脂肪組織は皮下や筋肉聞など魚体各部に分布し、養殖魚にとっては

産物の品質を決定する一因となっている (Yamadaand Nakamura1964， Zhou et al. 1996)。

したがって魚類における脂肪組織の生理機能やその発達機構を解明し、適切に脂肪組織の

発達や機能発現を制御することは今後新しい視点からみた飼養技術開発に資するものと期

待される。

脂肪組織を構成する主要な細胞は脂肪細胞(adipocyte)で、ある。成熟した脂肪細胞は細胞

容積の大半を脂肪滴が占め、脂肪蓄積のために特化した形態をしているが、元々は繊維芽

様の前駆脂肪細胞に由来する (Hausmanet a1. 1980， Ailhaud et a1. 1990)。脂肪細胞が分

化・成長していく過程を解析するためには、生体内の実験系では個体の生理状態や内分泌

の影響を受け、その詳細な機構を解析するのは困難である。そのため、前駆脂肪細胞が分

化・成長していく過程は晴乳類においては3T3-L1など、株化した前駆脂肪細胞や脂肪組織

より調製した初代細胞培養系を用いて詳細に解析されている(Daniet a1. 1990， Gregoire et 

a1. 1998)。これらのアッセイ系の確立により晴乳類脂肪細胞の分化はインスリンや甲状腺

ホルモンなど様々なホルモン、サイトカインによって制御されていることや(Hausmanet

a1. 1980， Symonds et al. 2003)、その過程では細胞内への脂肪滴の蓄積とともに、脂肪の取

り込みや脂肪酸合成などの特異的な代謝酵素の活性化や特徴的遺伝子発現を伴うことが明

らかにされている (Gaskinset al. 1989， Ramsay 1996)。脂肪組織や脂肪細胞に関する研

究は、これまで主に肥満対策の観点から医学・薬学の分野主導で行われてきた。従来、脂

肪組織は第一義的には脂肪の蓄積・動員を行う場であると認識されてきたが、摂餌調節ペ

プチドであるレプチンに代表されるように、内分泌臓器としての役割も近年注目されてお

り、脂肪組織の生理機能やその発達の分子機構に関する研究が「アディポサイエンス

(Adipo・Science)Jと称される研究分野へと発展している (Kadowaki1996， Kawada 1996)。

魚類においては、古くから「旬の魚は脂がのって」と表現されるように脂質は産物の品

質を決定する重要な因子である。特にマダ、イなどの生産量の多い養殖魚にとっては、単純

に供給量だけでなく、その品質も消費者に問われるため、品質向上のための魚体脂肪蓄積

制御は重要である。そのため、主要な養殖魚種においては、飼料脂質含量や運動条件など

の飼育手法改善による体脂肪含量への影響が検討されてきた (Okuand Ogata 2000， Ogata 

and Oku 2000a， Ogata and Oku 2000b， Nakagawa 2002)。しかし、これらの研究では主

に脂質含量の化学的分析値が指標として用いられており、魚体への脂肪蓄積を、蓄積器官

である脂肪組織の発達と捉えた細胞レベルの研究に関しては、報告は極めて少ない。脂肪

組織の発達については、マダイ仔稚魚において、発生段階における脂肪細胞の出現時期を

組織学的に特定した研究例がある (Uminoet a1. 1996)が、脂肪細胞の発達機構やその制

御まで検討されておらず、今後、養殖魚において人為的に魚体脂肪蓄積制御を行うために
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は、基盤となる脂肪組織発達の分子機構の解明が必要である。

哨乳類においては培養系を用いた研究により、脂肪細胞の発達機構が細胞・分子レベル

で解明されつつあるが、それとともに、血vitroの知見をmげvoの研究、あるいは産業技

術として活用する試みもなされている。たとえば、ビタミンAは1O-6M以上の濃度でウシ

培養脂肪細胞分化を抑制するが(Kameiet al. 1994)、invivoにおいても和牛の霜降り形成

度(マープリング指数)と血清ビタミンA濃度は逆相関することが明らかにされている

(Kawada et al. 1996)。また、培養脂肪細胞の分化依存的機能発現を促進するチアゾリジ

ン化合物は、ヒトやラットの脂肪組織発達を促進し、ブタにおいては筋肉脂肪酸組成を改

変することが報告され (Hausmanet al. 2008)、こうした知見は畜産分野での新しい肉質

改良技術として期待されている。一方、魚類においては、現在までに利用できる株化した

前駆脂肪細胞は樹立されておらず、細胞レベルでの研究としては、生体より分離した脂肪

組織片や単離した成熟脂肪細胞による短期浮遊培養を用いた代謝機構や内分泌応答の研究

が行われている (Sheridanand Harmon 1994， Albalat et al. 2005)。これらの研究と前後

して 2003年に大西洋サケにおいて最初の前駆脂肪細胞の初代培養と分化誘導が報告され

(Vegusdal et al. 2003)、魚類脂肪細胞においても培養条件下での分化機構の解析が可能と

なった。しかし、魚類脂肪細胞分化については研究が端緒についたばかりであり、その分

子機構、内分泌制御、機能発現機構など知見は十分には得られていない。

そこで本研究では、魚類脂肪細胞分化の分子機構および機能発現機構を明らかにするた

め、海産養殖魚として重要品種であるマダイを用いて解析を行った。第 1章では脂肪蓄積

に関与する遺伝子の単離・同定を行い、マダイ脂質代謝の特徴を明らかにするとともに第2

章以降での分化・機能発現の指標として用いた。第 2章では、実験系としての脂肪細胞の

初代培養系および無血清培養による分化誘導系を確立し、内分泌等の影響を調べた。第 3

章および第 4章では、脂肪細胞における機能発現機構を中心に解析した。脂肪細胞の分化

過程において、脂質代謝関連をはじめ様々な特徴的遺伝子発現を伴うことは先に述べたが、

その機能遺伝子発現を司るのは転写因子 PPAR(peroxisome proliferator -activated 

receptor)である (Morrisonand Farmer 1999， Rosen et al. 2007) 0 PPARはリガンド依

存型転写因子であり、主要な脂質の吸収・蓄積・動員に関与する遺伝子発現を転写レベル

で制御することが知られる (Schoonjanset al. 1996a， 1996b， Qi et al. 2000)。第3章では

魚類脂肪細胞における PPARの特徴と脂肪細胞分化における役割を検討し、また併せて、

PPARリガンドの分化依存的遺伝子発現への影響を調べた。特に第 4章では脂肪細胞の機

能発現(脂肪酸生合成および生変換)を中心に、 PPARリガンドがマダイ脂肪細胞の形質に

及ぼす影響を明らかにし、外部因子を用いた魚類脂肪細胞における機能発現の人為的制御

の可能性について検討した。
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第1章脂肪組織における脂質代謝関連遺伝子の同定

生物にとっての脂肪組織は第一義的には脂肪の代謝・蓄積の中心臓器であり、個体の恒

常性維持に大きな役割を果たす。飼料中の脂質の多くはトリグリセリド (TG)であるが、

それらはモノグリセリドと遊離脂肪酸となって腸管に取り込まれ、さらにTGへ再合成され

たのちキロミクロンや VLDLなどのリボタンパク質として血流を運ばれる(Nilsson-Ehle 

et al. 1980)。リボタンパク質中のTGに含まれる脂肪酸は末梢組織でエネルギーとして利

用される一方、脂肪組織に取り込まれて体脂肪として蓄積される(Nilsson-Ehleet al.1980)。

また、生体内に蓄積される脂肪酸は単純に飼料に由来するもののほかに、糖質などから新

たに合成されるものも含まれる(Volpeand Vagelos 1976， Wa恒1et al. 1983)。これら飼料由

来および生合成に由来する脂肪酸のいずれも必要に応じて不飽和化などの生変換を受けた

後、 TGに再合成されて蓄積される (Cook1991)。こうした機能を果たすため、脂肪組織に

おいては脂肪酸の取り込み、生合成および生変換など脂質蓄積に関わる代謝酵素や特徴的

遺伝子の発現が多く認められる(Ramsay1996)。

脂肪組織への飼料由来脂質の取り込みに中心的な役割を果たすのがリボタンパク質リパ

ーゼ (LPL)である。 LPLは構造的には肝性リパ}ゼ (HL)、梓リパーゼ (PL)、内皮由

来リパーゼ (EL)とともにリバーゼ‘遺伝子族に属し、 TGから脂肪酸を遊離させる加水分

解酵素で、ある(Hideet al. 1992， Wong and Schotz 2002)0 LPLは特に脂肪組織において多

く活性分布が認められ、脂肪組織で合成・分泌された LPLはキロミクロンや VLDL中の

TGを加水分解し、脂肪組織に蓄積のための遊離脂肪酸を供給する(Nilsson-Ehle et al. 1980， 

Ecke11987)。そのためLPL活性は脂肪組織への脂肪酸流入量を決定することとなり、脂肪

組織発達の重要な要因である。魚類においても LPLは生化学的、分子生物学的手法を用い

た様々な研究が報告されている(Albalatet al. 2006， Lindberg and Olivecrona 2002)。本

研究で、用いたマダイにおいても LPL様の遺伝子1種が既に同定されており、その遺伝子構

造や個体の栄養状態と発現の関係などが既に報告されている(Lianget al. 2002a， 2002b， 

Oku et al. 2002)。

LPLによる外来脂質の取り込みとともに、脂肪酸合成、脂肪酸不飽和化、糖輸送などの

脂肪酸生合成・生変換機構も脂肪蓄積の重要な一面である。グルコースなどから合成され

たマロニルCoAは脂肪酸合成酵素 (fattyacid synthetase: FAS)の働きで飽和脂肪酸であ

るパルミチン酸へと合成される (Volpeand Vagelos 1976， Wakil et al. 1983)。生合成され

た飽和脂肪酸は飼料由来のものと同様に、炭素鎖延長や不飽和結合の挿入などの生変換を

受ける (Cook1991)。いくつかの魚種で、脂肪酸合成酵素 (FAS)、デルタ 6やデルタ 9(ス

テアロイルCoA)などの不飽和化酵素 (delta-6desaturase: d6DESおよびstearoyl-CoA

desaturase: SCD)および糖の取り込みに関わる糖輸送担体 (glucosetransporter: Glut) 

の生化学的特徴や遺伝子構造が明らかにされている(Wilsonand williamson 1970， Planas 

et al. 2000， Polley et al. 2003， Se出ezet al. 2003， Capilla et al. 2004)。しかしながら、魚
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類におけるこれらの研究の多くは個体の栄養・生理状態との関係や肝機能における役割を

検討したものであり、脂肪車部哉発達との関連についての知見は少ない。

魚類における脂肪組織・脂肪細胞の生理機能を明らかにし、その機能発現機構を解析す

る上でこれら脂質代謝関連遺伝子の同定は不可欠である。本章では魚類における脂肪細胞

の分化と機能発現機構に関する研究を行うための第一歩として、海産魚マダイより脂肪蓄

積に関わる代謝遺伝子のクローニングを行った。類似遺伝子の多いLPLについては区別を

明確にするため HL、PL遺伝子についても併せて同定し、魚類におけるリパーゼ遺伝子族

の全体像を含めて解析した。これまで、にマダイでは既に 1種類のLPL様遺伝子が報告され

ているが、再度クローニングを行い、新たにもう一種の LPL様遺伝子を同定した。また、

FAS、d6DES、SCD、Glut遺伝子については PCRにより部分配列を決定し、脂肪組織を

含め、各遺伝子の組織分布を明らかすることを目的とした。

材料と方法

1.試験魚

実験に使用したマダイは日清マリンテック(愛知県田原市)より購入し養殖研究所(三

重県南伊勢町)において使用時まで飼育した。リバーゼクローニング、RACEおよびR千PCR

に使用した個体はそれぞれ290g、80g、166gで、あった。 FAS、d6DES、SCDおよびGlut

のクローニングには RT-PCRと同一の個体を使用した。 RT-PCRにおいて卵巣および精巣

採取に使用した成魚(約 1.8kg)は南勢水産(三重県南伊勢町)より購入し、使用時まで養

殖研究所において市販飼料を給餌して飼育した。また、細胞培養に使用した約 1kgのマダ

イは日清マリンテック(愛知県田原市)より購入し養殖研究所(三重県南伊勢町)におい

て使用時までマダイ用市販飼料(日清丸紅、東京都中央区)を給餌して飼育した。

2. リバーゼ、遺伝子の網羅的クローニングと部分塩基配列の決定

マダイ肝梓臓より RNAを調整し、PCRの鋳型とした。総RNAはAGPC法(Chomczynski 

and Sacchi 1987)により抽出し、抽出した総RNAのうち 1凶を用いてcDNAを合成した。

cDNA合成は 15!1L反応系で行い、 Oligo-dTを用いた逆転写反応は First-StrandcDNA 

Synthesis Kit (Amersham， Buckinghamshire， uK)を使用した。 Oligo-dTはAmersham
社のものを使用したが、このプライマーにはアダプター配列が付加されており (Table1・1)、

後述する 3'RACEにも使用した。

リパーゼ、遺伝子のクローニングは縮重プライマーを用いたPCR(Degenerated PCR)によ

り行い、 3セットの縮重プライマーを使用した (LP1:LPL01F bと LPL06Ra、LP2:

LPL02FaとLPL06Ra、およびLP3:RSPL2SとRSPL2A)。使用したプライマーの塩基配

列はTable1・1に示す。 PCRには合成した 15μLのcDNAのうち 0.5!1Lを 25μL反応系

に供した。 PCR反応液の組成は0.5UTaq polymerase (Takara， Tokyo， Japan)、 200凶4
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占-ITP、lOmMTrお-HClpH8.3、50mM KCl、1.5mM MgC12、および20pmoleのプライ

マーとした。増幅は40サイクル行い、各サイクルは熱変性940C0.5分間、対合反応50"C

0.5分間、伸長反応 72"C0.5分間の条件で行い、終了時には 720Cで3分間伸長反応を行

った。増幅断片はプラスミドベクター (pCR2.1，1 nvitrogen， Carlsbad， CA， USA)にクロ

ーニングし、塩基配列を決定した。あわせて、マダイからFアクチンの cDNA断片のクロ
ーニングおよび塩基配列を決定した。方法は上記に準じて行い、使用したプライマーの塩

基配列 (BACT01FおよびBACT02R)はTable1-1に記載した。

3. 3'および5'RACE(Rapid Amplification of cDNA Ends) 

同定したリパーゼ遺伝子は 3'および 5'RACE法により完全長の塩基配列を決定したo

3'RACEにはアダプター配列付加 Oligo-dTで逆転写した肝醇臓由来cDNA(上記のものと

同一)を鋳型として使用した。 5'RACEには 5'末端にアダプター配列を付加した cDNAを

調整した。 5'RACE用の肝梓臓由来のアダプター付加 cDNA作成には QuickPrep Micro 

mRNA Purification Kit (A.mersham)および SMARTcDNA Library Construction Kit 

(Clonetech， Palo Alto， CA， USA)を使用した。

RACEはNestedPCR法による 2回増幅で行った。各PCRに用いたアダプターおよび遺

伝子特異的プライマーの塩基配列は Table1-1に示す。一回目の PCRの条件はクローニン

グの際と同条件とした。 PCR終了後、増幅産物を 100倍希釈し、 Nes胞dPCRの鋳型とし

た。 NestedPCRは対合反応を 55
0

Cで行った以外は一回目と同条件で行った。なお、 LP2

の3'RACEおよびLP3の5'RACEについては、一回目のPCRで増幅断片が得られたため、

Nes飽dPCRは行わなかった。 RACE法により得られた増幅断片はプラスミドベクタ-

pCR2.1 (Invitrogen)にクローニングし、塩基配列を決定した。

4.分子系統解析

マダイリバーゼ、遺伝子は他の生物種のものとともにアミノ酸配列比較による分子系統解

析を行った。遺伝距離は近隣接合法 (NJ法)により決定し、解析にはDNASISPro Ver.2.06 

(Hitachi， Tokyo， Japawを使用した。

5.脂肪蓄積に関わる代謝関連遺伝子のクローニング、と部分塩基配列の決定

脂肪酸合成酵素 (FAS)、ステアロイルCoA不飽和化酵素 (SCD)、デルタ 6不飽和化酵

素(d6DES)およひ糖輸送担体(Glut)遺伝子のクローニングは縮重プライマーを用いたPCR

により行った。 FAS、d6DES、Glutにはそれぞれ1組の縮重プライマーを、 SCDは2組

(SCDaおよびSCDb)のプライマーを使用し、用いたプライマーの塩基配列はTable1・2に

示した。

鋳型には脂肪組織由来cDNAを使用した。腹腔内脂肪組織からの総 RNA抽出はAGPC

法 (Chomczynskiand Sacchi 1987)で行い、総RNA各1μgをcDNA合成に使用した。
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cDNA合成は 15μL反応系で、行い、randomhexamerプライマーおよびFirstStrand cDNA 

synthesis Kit <Amersham}を使用した。 PCRには合成した 15μLのcDNAのうち 0.5μL

を25μL反応系に使用し、反応液の組成は0.5U Taq polymerase (Takara， Tokyo， Japan)、

200凶f心叩P、10mMTrお-HClpH8.3、50mM KCl、1.5mM MgCh、および20pmole 

のプライマーとした。増幅は 40サイクル行い、各サイクルは熱変性 940C0.5分間、対合

反応50"C0.5分間、伸長反応72"C1分間の条件で行い、終了時には720Cで3分間伸長反

応を行った。増幅断片はプラスミドベクター (pCR2.1，1 nvitrogen， Carlsbad， CA， USA) 

にクローニングし、塩基配列を決定した。

6. R干PCR

同定したマダイリバーゼ、遺伝子発現の組織分布はRT-PCR法で決定した。 RNAは腹腔内

脂肪組織、鯨、心臓、肝醇臓、筋肉(背側白色筋)、生殖線(幼魚)、卵巣および精巣(成

魚)より抽出した。総RNA抽出はAGPC法 (Chomczynskiand Sacchi 1987)で行い、

総 RNA各 1凶を cDNA合成に使用した。 cDNA合成は 15μL反応系で行い、 random

hexamerプライマーおよびFirstStrand cDNA synthesis Kit <Amersham)を使用した。合

成したcDNAのうち、各0.5μLを25μL反応系のPCRに用いた。また、反応液の組成は

クローニングの際と同様とした。 PCRによる増幅は、リバーゼ遺伝子は 30サイクルとし、

各サイクルは熱変性94"C0.5分間、対合反応55"C0.5分間、伸長反応72"C0.5分間の条

件で行い、終了時には72"Cで3分間伸長反応を行った。増幅産物のうち 5件を、エチジワ

ムブロマイドを含む3%アガロースゲル電気泳動を行い、遺伝子発現を検出した。各リバ

ーゼ遺伝子特異的RT-PCRに使用したプライマーの塩基配列はTable1・1に示した。

FAS、d6DES、SCDおよびGlut遺伝子の検出については、増幅を 40サイクルとした以

外は上記と同条件で、行った。各遺伝子特異的プライマーの塩基配列はTable1-3に示した。

7.初代培養SV(stromal-v邸 cular)細胞の調製と R予PCR

前駆脂肪細胞を含むマダイ SV細胞は腹腔内脂肪組織から酵素消化法により調製した。採

取した脂肪組織は5%ウシ血清アルブミンを含むPBS中で細切し、その後終濃度 1mg/mL 

のTypeIコラゲナーゼ(Invitrogen)を加え、室温にて一時間消化した。消化液は200伊n

のナイロンメッシュで櫨過した後、 800x gで3分間遠心分離し、成熟脂肪細胞(上層)と

SV画分(沈殿)を分離した。回収したSV画分は培養用培地に懸濁し、約80%コンフルエ

ント (4.3x 1()4/cm2) の条件で35mmのプラスチック培養皿で培養した。培養用培地は

DMEIF12 (1 : 1， v/v)培地 (Invitrogen，Carlsbad， CA， USA)に65mMNaCl、10%ウシ

胎児血清(Invitrogen)、100μg/mLストレプトマイシンおよび100U/mLペニシリンを添

加したものを使用した。 2日後にSV細胞は血清不含の培地で3回洗浄し、非接着の細胞を

除いた後、さらに2日間培養し、 RT-PCRに使用した。総RNA抽出、 cDNA合成および3

OサイクルのRT-PCRは上記と同様の方法で行った。
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結果

1.マダイにおける LPL遺伝子およびリパーゼ遺伝子族の解析

縮重プライマーを用いたPCRにより 3種のリパーゼ遺伝子 (LP1，LP2およびLP3)が

マダイから新たに同定され、それぞれRACE法により全長の塩基配列を決定した。分子系

統解析により 3種のリパーゼ遺伝子はそれぞれLPL、HLおよびPLと予測された(Fig.1-1)。

これまで、既にマダイで報告されている LPL様遺伝子 (GenbankAccession No.AB054062， 

Oku et al. 2002)は系統上、他種リバーゼよりも LPLに類似しているため、暫定的にLPL

の派生遺伝子 (LPL2)とし、今回同定された 3種をそれぞれLPL1、HLおよびPLとし

た (Fig.1・1)。なお、今回単離した遺伝子はマダイ LPL1(AB243791)、 HL(AB252855) 

およびPL(AB252856)としてデータベース GenBankに登録した。

2， 256bpのマダイ LPL1遺伝子は 5'側に 142旬、 3明11こ542bpの非翻訳領域を含んでお

り、 1，569bpのORFには 523個のアミノ酸をコードしていた (Fig.1・2)02，261bpのHL

遺伝子は5明Hこ170bp、3測に 597bpの非翻訳領域を含んでおり、1，491bpのORFには497
個のアミノ酸をコードしていた(Fig.1・2)。また、1，500bpのPL遺伝子は72bpおよび69bp

の非翻訳領域を 3'および5市IJに含み、 1，356bpのORFは452個のアミノ酸をコードしてい

た (Fig.1・2)。マダイで同定されているリパーゼ 4種のアミノ酸配列を比較すると、相互

に 18-41%の相向性を示し、触媒残基 (catalytictriads)や基質結合領域 (lipidbinding 

region)などの機能ドメインは保存されていた (Fig.1・2)。

LPL2を含め、 4種類のリパーゼ、遺伝子発現の組織分布を R干PCR法で調べたところ、

LPL1の筋肉で、の発現は弱かったが、 2種類の LPL様遺伝子 (LPL1およびLPL2)は脂肪

組織をはじめ、検討したいずれの組織でも発現が確認された (Fig.1・3)。また、 HLは肝梓

臓特異的に発現し、 PLは肝梓臓および脂肪組織で発現が確認された (Fig.1・3)。

腹腔内脂肪組織より初代培養法を用いて調整した前駆脂肪細胞を含む SV細胞において、

各リバーゼ、遺伝子の発現を確認したところ、 LPL1および LPL2は発現が確認されたが、

HLおよびPLについては、遺伝子発現は見られなかった (Fig.1・4)。

2.脂肪酸合成酵素、不飽和化酵素および糖輸送担体遺伝子の同定

縮重プライマーを用いたPCRにより FAS、SCD2種 (SCDaおよびSCDb)、d6DESの

各遺伝子の部分断片をクローニングし、塩基配列を決定した。 Glutは1セットの縮重プラ

イマーにより増幅したPCR断片をプラスミドにクローニングし、10クローンの塩基配列を

決定したところ、晴乳類Glut1およびGlut3に相当する 2種類の遺伝子断片が含まれてい

た。決定したマダイ FAS、SCDa、SCDb、d6DES、Glut1およびGlut3の部分塩基配列は

いずれもデータベース Genbankに登録した。各遺伝子の Genbank Accession番号は

Table 1-3に示した。
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R千PCRにより、同定した遺伝子の組織分布を調べたところ、d6DESの発現は脂肪組織、

偲、肝醇臓および幼魚(未成熟)の生殖線に局在していた(Fig.1・5)。一方、 FAS、SCDa、

SCDb、Glut1および Glut3の遺伝子発現は検討したいずれの組織においても認められた

(Fig. 1・5)。

考察

本章では脂肪細胞の分化と機能発現機構を解析するための分子指標を得るため、脂質蓄

積関連遺伝子をマダイにおいて同定した。 R千PCRにより、マダイ脂肪組織において少なく

とも2種類のLPL様遺伝子、脂肪酸合成酵素 (FAS)、3種の脂肪酸不飽和化酵素 (SCDa、

SCDbおよびd6DES)に加え、 2種類の糖輸送担体(Glut1およびGlut3)の遺伝子が発

現することが明らかとなった。

マダイにおいて、これまでに報告されている LPL様遺伝子 (Okuet al. 2002)を含め、

2種類のLPL遺伝子が同定された。マダイ LPL1はLPL2と比較して分子系統解析から他

生物LPLにより近縁であることが示され (Fig.1・1)、主要なタイプのLPL遺伝子である

と考えられる。本研究においてマダイ ELに相当する遺伝子を同定することはできなかった

(Fig.1-1)。哨乳類で同定されたELはホスホリバーゼA1様の活性を示し、 LPLとは相補

的な組織分布を示すことが知られる (Jayeet al. 1999， Hirata et al. 1999)。すなわち、 LPL

の発現が低い部位である肝臓、肺、腎臓および胎盤でEL遺伝子は発現する(Jayeet al. 1999， 

Hirata et al. 1999) 0 LPL2はLPL1との聞に遺伝子発現の組織分布の差異は見られなかっ

た (Fig.1・3)が、構造的な類似性から晴乳類ELfこ相当する可能性もあり、今後マダイリ

ノ《ーゼ、遺伝子族の全体像を考える上でも更なる解析が必要である。

2種類のマダイ LPLは検討した全ての組織で発現が認められ (Fig.1-3)、様々な組織で

脂質代謝に関与することがうかがわれる。ニジマスやヨーロッパヘダイでも報告されてい

るように、哨乳類の場合と異なり、肝臓(肝醇臓)においてもLPL発現は認められており

(Lindberg and Olivecrona 2002， SaeraべTilaet al. 2005)、LPLの組織分布は魚類と哨乳
類で異なるものと考えられる。 HL遺伝子発現は晴乳類同様肝騨臓に局在したが、 PLは肝

醇臓の他、脂肪組織においても確認された (Fig.1・3)。マダイでは梓組織は単一の臓器(醇

臓)を成さず肝臓など他組織中に散在し、また初期発育時における観察では、腹腔内脂肪

組織は醇組織を取り囲むように発達することが知られる (Uminoet al. 1996) 0 R'千PCRに

よる脂肪組織でのPL遺伝子発現検出は、脂肪組織中に混在する拝細胞に由来した可能性も

ある。実際に初代培養系を用いて、醇細胞を含まないSV細胞(前駆脂肪細胞や幼若脂肪細

胞を含む)の状態においては、 PL遺伝子発現は検出されず (Fig.1-4)、PL遺伝子は脂肪

細胞では発現しないものと考えられる。

また、本章では脂肪酸合成 (FAS)、不飽和化 (SCDa、SCDbおよびd6DES)およひ糖

の取り込み (Glut1およびGlut3)に関与する遺伝子も PCR法により部分的にクローニン
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グし、 RT-PCRによりその組織分布を決定した (Fig.1-5) 0 FAS遺伝子は晴乳類、鳥類お

よび魚類においても同定され、その特性が解析されている (Paulauskisand Sul 1988， 

Jayakumar et al. 1995， Yen et al. 2005， Plagnes-Juan et al. 2008)。晴乳類では主要な発

現部位として肝臓や脂肪組織が知られるが、その他にも肺、脳、筋肉など広範に遺伝子発

現は認められる (Paulauskisand Sul1988， Jayakumar et al. 1995)。マダイにおいても、

FAS遺伝子発現は検討したすべての制裁において検出され (Fig.1-5)、魚体内に広く分布

するものと考えられる。 SCDは脂肪酸のデルタ 9位に二重結合を挿入する酵素であり、魚

類では低温ストレスへの応答遺伝子としても知られる(恒kuet al. 1996， Cossins et al. 

2002)。これまでにマウスおよびコイにおいてそれぞれ2種類の SCD遺伝子が同定されて

いる (Kaestneret al. 1989， Polley et al. 2003)。今回マダイにおいてもクローニングによ

り2種類のSCD遺伝子 (SCDaおよびSCDb)が同定されたが、両者の聞に組織分布の違

いは見られず (Fig.1-5)、機能的な差異は現時点では不明である。脂肪酸のデルタ 6位に

二重結合を挿入する d6DESは高度不飽和脂肪酸 (HUFA)合成に関与する酵素である

(Horrobin 1993) 0 d6DES遺伝子は近縁種ヨーロッパヘダイにおいても同定され、その稚

魚においては内臓(肝拝臓・脂肪組織および消化管を含む)に多く発現することが報告さ

れている (Se出ezet al. 2003)。マダイにおいても肝醇臓や脂肪組織で発現が見られ、類似

した発現分布をするものと考えられる。日甫乳類での研究において糖輸送担体は主要なもの

として4つのサプタイプ (Glut1・4)が知られ、そのうち Glut4が脂肪車郎裁での糖取り込み

に中心的な役割を果たす (Mueckler1994， Olson and Pessin 1996)。本研究においてGlut1

とGlut3の2種類の同定に成功したが、 Glut4をクローニングすることはできなかった。

本章におけるクローニング解析により、マダイ脂肪組織における脂質蓄積関連遺伝子を8

種類同定することができた。これらは細胞の脂肪蓄積における主要経路、すなわち脂質の

取り込み、脂肪酸生合成、脂肪酸不飽和化および糖輸送に関与するもので、こうした遺伝

子の発現を組み合わせて解析することにより包括的かっ定量的に脂肪細胞の発達や機能発

現過程を評価できるものと考えられる。
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Table 1-1 Oligonucleotide sequences used for partia1 cloning， RACE， RT-PCR and real 

討皿.ePCR of red sea bream.lipase genes 

Partial cloning of lipase genes 

(01 igcHlT， Amersham) 5・-AACTGGAATTCGCGG∞GCAGGM(T)18 

3' and 5' RACE 

3'臥CE
Antisense 

LPL01Fb 5・-TCCAAAACCTTGTGGTCATACACGGGTGG-3・ (res，46-55 i n h叩聞 LPLnuゆering) 
LPL02Fa 5・-GATAGCAACGTlAHTCA) GTlGTlGA <TCJTGG-3' (res，77・86in hLltllln LPL nu肋ering)
LPL06Ra 5・-GGTGTGAAGGACGTCGACAAAGTCAGCGT∞TC-3' (res， 206-216 i n human LPL n閣也eri ng) 
RS凡25 5・ー TTAACTGCATAGTTGTCGA<TC)TGG-3' (res， 100-107 in hurnan 凡 number ing) 
RSPL2A 5・-AAA∞TGTCTGCATAATGGCCCAT-3・ (res，308-315i n hurnan PL number i ng) 
BACT01F 5・-CTG∞TCGCCTTGGACTTCGAGCA(AG) GA (GA) ATG-3・(res，220-227in hurnan beta actin numbering) 
BACT02R 5・-CTCGTCGTACT∞TGCTTGGA(GAT)ATCCACAT-3' (r回 355-362i n human beta act i n nlJ!也ering)

(F i rst PCR) NotHl1 5・-AACTG似AGAATT∞CG-3
(Nested P侃) Notl-D2 5・-AATT∞ωGCCGCAG飢A-3

Sense (gene specific) 
LPl (LPL.1) (F i r st PCR) PMHL05F 5・-TC∞A∞TT∞A飢ACG-3目

(Nested P保) P附iL06F5・-CAGACAACCA臥ACACC-3・

LP2 Oi..) PMPL01F 5' ~TCAACGTGGTGATTACA-3' 

LP3 (凡 (Fi rst PCR) PanL01F 5・ベ沼CCAGGGTTGTGGC・3・
(Nested PCR) PanL05F 5・-AACTACAAGCAωAGGQ-3・

5'臥CE

(res， 213-219) 
(res， 219-224) 

(res， 107-112) 

(res， 121・126)
(res， 139・144)

5' Adaptor (SMART IV， Clontech) 5・-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATT AωGCCGω-3・
Sense (Fi rst PCR) 5' R-A3 5・ ~CAGTGGTATCAA∞CAGAGTGGCCA-3'

<Nested肉R) 5・R-B35・-GGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACG-3'
Ant i sense (gene spec i f i c) 

LPl (LPL.1l (F i rst PCR) PMHL04R 5' ~TGGCCCACG尚TCT-3・ (res ，252-256) 
(Nested PCRl P加iL03R5・-GGGGAGCCTCTGGTGTT-3' (res， 239-244) 

LP2 (HL) (F i r s t PCR) PIIPL04R 5・-TGAGGCCCATACGTTCAT-3・ (res.217-223)
(Nested陀R)問凡03R5・-CAGTCTATCCGTGGGAG-3・ (res.196-201) 

凹(札 Pa乱03R 5・4∞TTGGGGTTTAA削 T-3' (res， 273-279) 

RT-PCR and Real time PCR 
LPl仏PL1) PMHL07F 5' -CTCAA飢，CCCG凶AGAT-3' (res.360・365)

PMHL10R 5・-AAGCGT凶CTCT臥CC-3・ (res.519-524)

LP2 (HL) 開札12F 5・-ACAGTCCCT臥AACAATTTG-3・ (res. 380-354) 
間PL10R 5・-GACTAAGGCTCCCTCAQ-3' (res， 494-499) 

LP3 (PL) PMPanL07F 5' ~CTωCCCAATCCAGG-3' (res.349-354) 
PMPanL11R 5' -TTAAACTTGGCATGGTAGTAC-3' (res.447-453) 

(L札2) PllLPL18F 5・-ATTCATTCCTGCTGGTGAC-3・ (res.40か412)
開LPL05R 5・-TCAGTGCTTCT∞AGAGTTAC-3' (res， 506-512) 

8et8 8ctin 円IBACTOIF 5' ~GCACTGCTGCCT∞TC-3' (res，228-233 in hurnan beta actin numbering) 
PMBACT02R 5' -GCCAG川TGGAGCCTCC-3・ (res.342-347in human bets 8ctin nUIT由ering)
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Table 1-2 The oligonuc1ωtide sequences for degenerated PCR 

Target Genes Fa 
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Approximate position 

of human counterparts 

Fatty acid synthetase 

(FAS) 

Stearoyl CoA desaturase a 

(SCDa) 

Stearoyl CoA desaturase b 

(SCDb) 

Delta-6-desaturase 

(d6DES) 

Glucose transporter 1 and 3 

(Glut1 and 3) 

5' -GGGAAGTTACTTTGGAAGGACAAYTGGGT-3' (res. 1018-1027) 
5'ーTCCCCACGCTCCATCCCGGTANACRTTCAT-3' (res.1503-1512) 

5' -TGGTCGCGAGATCACCGAGTGCAYCAYAA-3' (res.153-162) 
5' -CGCAAAGGTGTGGTGGTARTTRTGRAA-3' (res.297-305) 

5' -TCCGAGACAGATGCCGAYCCICAYAA-3' (res.164-172) 

5' -CGCAAAGGTGTGGTGGTARTTRTGRAA-3' (res.297-305) 

5' -CTCAAGGGTGCATCGGCCAACTGGTGGAA-3' (res.206-215) 

5' -ATGGCTCATCTGGGTAACCCANACRAACCA-3' (res.334-343) 

5' -GGGTATAATATCGGGGTAATCAAYGCICC-3' (res.27-36) 

5・-ACTAAAGAGCTCTGCGACAATRAACCA-3' (res.387-396) 
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Table 1・8 The oligonucleotide鴎 quencesfor RT-PCR 

Target gene 
GenBank (Fowa rd) Seq Ampl ified fragment 
access i on No. (Reverse) length 

Fatty acid synthetase AB298550 5' -AGCTGTTCATCTGGGGAT-3' 
(FAS) 5' -CTGGGAAGAGGGCCATG-3' (345bp) 

StearoylCoA desaturase a 5' -CTTCGCCCACATTGGTTG-3' (342bp) 
(SCDa) AB298551 5' -CACTCAAAGCAACCATTGC-3' 

StearoylCoA desaturase b 5' -CTTTGCTCACATCGGCTG-3' 
(342bp) 

(SCDb) AB298552 5' -CGCTGAACGTGACAAACTT-3' 

Delta-6-desaturase AB298553 
5' -GCACTTCCAGCATCACGC-3' 

(330bp) (d6DES) 5' -ACGAAGCTGATGAGCGC-3' 

Glucose transporter 1 
組298554

5' -TTGTCTTGGGCATCCTTATT-3' (351 bp) 
(G I ut1) 5' -AGAGCTGCAGGACGACG-3' 

Glucose transporter 3 AB298555 
5' -AGTTATTGGCATCCTGGTG-3' (351 bp) 

(Glut3) 5' -AGAGAGCTGGAGGATGATA司3'

s actin AB252854 5'ーGGCACTGCTGCCTCCTC-3' (309bp) 
5' -GCCAGGATGGAGCCTCC-3' 
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0.1 
Genetic distance 

Guinea pig LPL 

Chicken LPL 

Red sea bream LPLl 

Gi Ithead sea bream LPL 

Trout LPL 

Zebrafish LPL 

Red sea bream LPL2 

Human EL 

Mouse EL 

Zebrafish EL 

Human HL 

Red sea bream HL 

Zebrafish HL 

Human PL 

Horse PL 

Mouse PL 

Dog PL 

Red sea bream PL 

Fig.l・1 Phylogenetic analysis of LPL， EL， HL and PL 

The phylogenetic tree was constructed using DNASIS Pro version 2.06 software 

(Hitachi，τbkyo， Japan). The sequences of red sea bream lipases are underlined. The 

GenBank accession numbers used in this analysis were as follows; red sea bream 

LPLl(AB24379U， red sea bream LPL2(AB054062)， red sea bream HL(AB252855)， red 

sea bream PL(AB252856)， mouse LPL(NM008509)， human LPL(NM000237)， bovine 

LPL(XM616349)， pig LPLuC62984)， guinea pig LPL伽15483)，chicken LPL(NM205282)， 

gilthead sea bream LPL(AY495672)， zebrafish LPL(BC064296)， rainbow trout 

LPL(AJ224693)， human EL(NM006033)， mouse EL(NM010720)， zebrafish 

EL(BC044146)， human HL(NM000236)， mouse HL(NM008280)， zebrafIsh 

HL(NM000936)， human PL(000936)， mouse PL(NM026925)， horse PL(X66218)， and dog 

PL(M35302). 
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L札1 一一一郎 KENISFlTVWIILGKIFATF SSDPEPTTTS邸 SSSTV内 NTTlTATPLPTTTEWITDYT 62 
LPL2 一一一一一一一-MKAWRVVFLYF LVLNAVVQHV TSほ且50SIF倒凡DPLKDLlE附 D刷 51 
札 一一一一一一一一一一一一一-MSVVK1 LCYLL山 HLNEAKKTKGSR AADEEQRGVL 36 
礼 服LRSVLMSWAALMT乱PI'IGGTAQRPASVL PWHLEE 1 GTR FlLFTOKNRY YQE 1 KTDQN 1 QASNYSG服K 70 

LPL1 
印L2
HL 
礼

印L1
LPL2 
比
礼

LPL1 
LPL2 
HL 
礼

印L1
LPL2 
札

凡

LPL1 
印ロ
札

礼

LPL1 
LPL2 
札

礼

指

DI-VSKFSL RTADIPDOOM CYIVAGSPDT IEDCEFNPET QTFIVIHG肝 VTGMFESI'IVPKL VSAL YERE 130 
QT-VAKF乱 RKPSHPOODLCY 1 VPGKPDS LAACTFNSSS KTFl V 1 HG肝 LSGMFESI'IVA札VSALY回E 119 
KP-HVSSSV FGLFVEGEEN C，山PLQ凶TLTSCGFNSSN礼11ITHGWS VDG蜘ESI'IVH削TTLKT札 104
TRFIIPGYLE KωEDWP∞聞か附MLK-WENVNC.一一一一一一一一一一一一一一一一一一 102 

* 羽障 調脈 事 事訓陣取事**事*事

PSANVIVV側 LTRAN釧YPTSAAYTKLVGR DVAKMI'/IO阪LHL州開1HLLG't1SLGAH VAGIAGDLTE 200 
QTANVIVVDW LTSAONHYVV AAaNTKAVGQ EIARFIDWIE ETTNMPLENI HLlG't1SLGAH VAGFAGSHAT 189 
1 DVNVVI TDW比LAHO/刊PTAAQSTRTVGK DIAHLLQSLQ VHYRFQLRKA HLlG't1SLGAH ISGFAGSYLE 174 
一一IAV印 KKGVKTOYAOAANNARVV AA QVASM 1 TFLM倒YKQKA以FHII随 LGAHAAGDTGSR 1 P 167 

車掌事*ホ*事務 事事*本羽~ ** *事**字本*事

H一KISRITGU即AGPTANADNONTLSPD DAOFVDVLHT NTRGS-PDRS 1 G 1 QRPVGH 1 D 1 YPNGGTFO 267 
N-KVGRITG W'AGPDFEG加WiRRLSPDDAH内DVLHTFTRGS-lGLS 1 G 1 OOPVGHV 01 YPNGGSFQ 256 
GSEKIGRlTG U即AG凡毘GMSPTDRLSPD DAEFVDAIHT FTHER-MGLS VGIKQAVAHY D円PNGGDFO 243 
G-L¥R ITG UlfVEPYFωTDASVRLDTN DA 1 FVDV 1 HT DGLPFD以LGL釧剖SVGH1 DFYPNGGEUI 234 

*本当陣 痛**刻脚 本 車*

PGCDIQST比 GIALEGIKGL側即日LVKCS雌RSIHLFIDSLLNTEI∞SM A YRCNSKEAF NKGLCLSCRK 337 
PG拠且GALEKIANFGIFA--ITDAVKCE慨RSIHLFID乱凶EQ臥MAYRぬSSDMFNRGMCLSCRK 323 
PG批 QN1 YE H 1 AQYGLLG-ー干EQTVKCAIHERSVHLF 1 D乱凶EDKQSMA YRCSDNSAF VKGVCLDCRK 310 
PGCSTNRGPP TDLDAIY/EG--TKKFDA側側RAYQVVSE HIVKP凶FVGFPCSDKGSF AAGKCFPC州 300 

本*

NR側KLGYNI似VRRTRSTKIffiKTRE凶PYKVFHYQVKV If'FSKD凡SFT凶PMKISLYGTHGEKEDIP 407 
GR側TVGYD1 SKVRK飢NVQMYTKTRASMP FRVYHYQLK 1 HFSSKVNRSE MEPSL TVSLY GTNGEA印LE 393 
NR側TLGYNI，改VRSGASKRL YLKTRSRMP YKLHHYOFR 1 QFV-N側ESI EPSL TlSLS GTKEESGDLS 378 
DNCP凶GHDADRFTVTDDVL K阪YFLNTGRSEPFGRYSYR VTVTLDGPSI'/ PNPー-GFlYV札A白ND- 365 

H礼子VMK釧 TTLSFlITTDVDIGDLYIVK LRWEKDTlIS WS一一--DWYIGSSK同 IRKLRIK- 464 
LKLKEK 1 ATN KTHS凡LVTEKD 1 GDLL札KF附E-ETNG-WSTS間以前 SSWWSGDSDGANM町HKIRI 461 
1 TVPETI WGN KTFTFlITLDゆLGDLMLLK凶¥'IE→S刷剛V¥'/NRVQT11 PWGSRR脈 PLLSVGKISV “6 
一一一一剖TEEYQLHVGTL MPGRTYE比1DAEVNVGS--VT町KFRW闇HILNPLNPKYGASKVAL 422 

* 
印L1 -SGETQSKVI FSMEGEFVY LVRGGEDGVF VKSKEDNLSR K以上M版以KQGSLFGOSDA 523 
印L2 RAGETOOKMV FCVKDPESQK L -TQ町TFVKC悶AWRTNSKQTPKRVTL E附 511
札 KAGETQERTSFCAIITN印∞児VSQDKV-YVRCKEETQKQ RRRKHN札.VREP 497 
札 QR郎以MIIFFC一一-GTQKVEENE 1 QSV LPCQV 452 

Fig.l・2Comp町包onof the deduced amino acid sequences ofred sea bream LPLl， LPL2， 

lILandPL 

Gaps (・)were introduced to maximize sequence identities. Catalytic triads are boxed 

and lipid binding region is underlined. Asterisks (*) indicate conserved amino acid 

residues. 
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LPLl 
LPL2 
HL 
PL 
s act i n 

2 3 4 5 6 

Fig.l・3τ'issue"specifici.tiesof red sea bream LPLl， LPL2， HL and PL 

7 8 

The expression of each gene was detected by RT-PCR. The RNA samples were extracted 

企om1) adipose tissue， 2) gill， 3) heart， 4) hepatopancreas， 5) gonad， 6) muscle， 7) ovary， 

and 8)旬stis.The cDNA samples were prepared with reverse transcription (RT+) and 

negative controls for contamination of genomic DNA were run without reverse 

transcription (RTー).
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LPLl LPL2 HL 
RT +ー+ー+

Adipose tissue 

Cultured SV cells 

色回旦
+ー

Fig. 1・4Thegenee玄pressionof Iip錨 esin red sea bream adipose tissue and cultured SV 

cells 

The expression of each gene was detected by RT-PCR. The RNA samples were extracted 

企omvisceral adipose tissue and cultured SV cells of red sea bream. The cDNA samples 

were prepared with reverse transcription (RT+) and negative controlsあrcontamination 

of genomic DNA were run without reverse transcription (RT-). 
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Fig.l・5Tissue specificities of red sea bream FAS， d6DES， SCDa， SCDb， Glut1 and 
Glut3 

The expression of each gene was detected by RT-PCR. The RNA samples were 

extracted from 1) adipose tissue， 2) gill， 3) heart， 4) hepatopancreas， 5) gonad， 6) 

muscle， 7) ovary， and 8) testis. The cDNA samples were prepared with reverse 

transcription (RT +) and negative controls for contamination of genomic DNA were run 

without reverse transcription (RT-). 

司 25-



第2章脂肪細胞分化誘導系の確立

脂肪細胞は繊維芽細胞様の前駆脂肪細胞に由来し、その分化に伴い細胞質内に脂肪を蓄

積する (Hausmanet al. 1980)。よって脂肪細胞の分化は生体内への脂肪蓄積を決定する

重要な要因の一つである。晴乳類における研究から脂肪細胞の分化に際しては様々な特徴

的遺伝子発現を伴い、その機能を発現していくことが知られている (Gaskinset al. 1989， 

Ntambi and Kim 2000)。例えばそのうちの一つ、リボタンパク質リバーゼ (LPL)は初期

マーカー遺伝子であることが認められている (Da凶 etal. 1990) 0 LPLは脂肪細胞におい

ては血中からの脂肪取り込みに関与し、細胞への脂肪蓄積に中心的な役割を果たす

(Nilsson-Ehle et al. 1980)。そのためLPL遺伝子発現や酵素活性はinげtroおよびinvivo 

において、脂肪細胞の分化指標としても汎用されている (Vuet al. 1996， McNeel et al. 2000、

Ding and Mersmann 2001)。

脂肪細胞分化は様々なホルモンなど外部因子による制御を受ける (Gregoireet al. 1998， 

Boone et al. 2000)。たとえば、インスリンは晴乳類や鳥類において脂肪細胞分化に必須で

あることが報告されている (Daniet al. 1986， Suryawan et al. 1997， Ramsay and 

Rosebrough 2003)。また甲状腺ホルモンT3も株化脂肪細胞Ob17の分化を促進することが

知られている (Gharbi-Chihiet al1981)。さらに脂溶性ビタミンであるビタミンAやDも

脂肪細胞分化に作用することがよく知られており、 all-transレチノイン酸 (RA)や 1，25-

ジヒロロキシビタミン D3(I，25(OH)2D3)は生理的濃度においては脂肪細胞分化を阻害する

(Sato and Hiragun 1988， Kawada et al. 1990， 1996， Suryawan and Hu 1997)。一方、

ごく低濃度、例えば1pM-10品fのRAが分化を促進することも報告され (Safonovaet al. 

1994)、さらにVu(1996)は1品4・0.1凶fの1，25(OH)2D3により分化時のLPL遺伝子発

現が促進されることを報告している。

魚類においても脂肪細胞は生体内の主要な脂肪蓄積部位であり、その生体内での分布や

細胞数は脂質含量や肉質を決定する要因であると考えられる (Yamadaand Nakamura 

1964， Yamada 1981， Shindo et al. 1986， Zhou et al. 1996)。近年、初代培養法を用いた脂

肪細胞の増殖や分化の解析手法が大西洋サケおいて報告された (Vegusdalet al. 2003)。初

代培養前駆脂肪細胞を用い、血清存在下で培地中に高濃度の脂質を添加することにより細

胞質への脂肪蓄積が誘導され、それとともに脂肪細胞に特徴的とされる転写因子 C/EBPa

(CCAAT enhancer binding protein α)や PPARy(peroxisome proliferator -activated 

rec叩tory)のタンパク質が発現することが報告されている(Vegusdalet al. 2003)。

養殖魚における体脂肪蓄積制御を考えた場合、脂肪細胞の発達機構の解明とともにホル

モン制御など脂肪細胞分化にかかわる外部要因を明らかにすることも重要である。本章で

は、マダイにおいて、脂肪細胞分化機構の解明に重要となる前駆脂肪細胞の初代培養系お

よび分化誘導系を確立し、それを用いてインスリン、 T3、および脂肪細胞分化への影響を

調べた。本章における実験では、厳密に培養液組成などの実験条件を決定することができ
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るよう、分化誘導は無血清培養条件下において行った。はじめに脂肪蓄積を指標としてイ

ンスリンの終末分化への影響を調べ、培養下での分化能・ホルモンへの応答能の保持を確

認した。本実験においては外来脂肪酸の影響を避けるため、脂肪酸無添加の培地 (DME/ 

Ham F12K nutrient 1:1， v/v)を基礎培地として使用し、脂肪酸新規合成による細胞内脂肪

蓄積を解析した。次により高感度な指標として初期マーカーである LPL遺伝子発現を用い、

インスリン、 T3、および脂溶性ビタミンの影響を調べた。本章で、はホルモン等の脂肪細胞

分化への影響を明らかにするとともに、魚類脂肪細胞における脂肪蓄積過程の解析や遺伝

子発現を用いた迅速・高感度なスクリーニング手法の確立を行った。

材料と方法

1.試験魚

マダイ稚魚は日清マリンテック(愛知県田原市)より購入し、養殖研究所(三重県南伊

勢町)においてマダイ用市販飼料(日清丸紅、東京都中央区)を給餌して、 800・1200gと

なるまで飼育し試験に供した。

2.細胞培養用培地の調製

植え込み用培地にはDME/F12 (1 : 1， v/v)培地 (Invitrogen，Carlsbad， CA， U8A)を

使用し、 65mMNaCl、10%ウシ胎児血清(Invitrogen)、100μg加Lストレプトマイシン、

100U/mLペニシリンを添加して使用した。

脂肪細胞の分化能・脂肪蓄積能を確認する試験では、外来脂肪酸の影響を避けるため、

脂肪酸の含まれていないHamF12K nutrient (Invitrogen)を用いて分化誘導培地を調整し

た。分化誘導培地 (FA(う分化誘導培地)はDME(Invitrogen)とHamF12K nutrientを

1: 1 (v/v)で、混和した培地に 65mMNaCl、100μ.g/mLストレプトマイシン、 100U/mLペニ

シリン、 50μg/mLトランスフェリン (8igma-Alむich、8t.Louis， MO， U8A)、5ng/mL 亜

セレン酸ナトリウムおよび50ng/mLハイドロコルチゾンを添加したものを使用した。

また、 LPLを用いた分化指標への影響解析においては、基礎培地としては晴乳類脂肪細

胞培養に汎用される DME/F12 (1:1， v/v)培地(Invitrogen)を用いて分化誘導培地を調整し

た。この培地にはFA(・)分化誘導培地と異なり、 0.042mgILのリノール酸 (linoleicacid) 

が含まれている。DME/F12 (1:1， v/v)培地に 65mMNaCl、100μg/mLストレプトマイシン、

100U/mLペニシリン、50μg加Lトランスフェリン(8igma-Aldrich、8t.Louis， MO， U8A)、

5 ng/mL 亜セレン酸ナトリウムおよび50ng/mLハイドロコルチゾンを添加したものを分

化誘導培地として使用した。ウシインスリン、Triiodothyronine(T3)、all-trans retinoic acid 

(RA)、 retinylacetate および 1，25dihydroxyvitamin D3 (1，25(OHhD3)はいずれも

8igma-Aldrich社から購入し、ウシインスリンは酢酸添加水溶液、 T3はPB8溶液、脂溶性

ビタミン類はエタノール溶液として調整した。
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3.脂肪組織からのStromal-vascular細胞 (SV細胞)の調製

前駆脂肪細胞を含むマダイ SV細胞は腹腔内脂肪組織から酵素消化法により調製した。採

取した脂肪組織は5%ウシ血清アノレブミンを含むPBS中で細切し、その後1mg/mLの司rpeI

コラゲナーゼ(Invitrogen)を加え、室温にて一時間消化した。消化液は200凶nのナイロ

ンメッシュで浦過した後、 800x gで3分間遠心分離し、成熟脂肪細胞(上層)と SV画分

(沈殿)を分離した。回収した SV画分は植え込み用培地に懸濁し、約 80%コンフルエン

ト (4.3x104/cm2)の条件で35mmのプラスチック培養皿で培養した。 2日後にSV細胞は

血清不含の植え込み用培地で3回洗浄し、非接着の細胞を除いた後、さらに 2日間培養し、

コンフルエントの状態で分化誘導実験に使用した。

4.脂肪細胞の分化誘導

脂肪細胞の分化誘導は培地を分化誘導培地に交換することによって誘導した。細胞は血

清不含の植え込み用培地で 2回洗浄し、血清培地を除去したのちに分化誘導培地に交換し

た。培養は 2勾5"C、 5%COω2条件下で

における培養期間およびホルモン添加については本文または図中に示した。

5.細胞観察

マダイ培養脂肪細胞は 10%ホルマリンで固定したのち Sudanblack Bおよび nuclear

fast red染色に供し、脂肪蓄積を観察した。

6. トリグリセリド、タンパクおよびDNAの定量

脂肪蓄積の指標としてトリグリセリド (TG)を、細胞の活力の指標として可溶性タンパ

クを、また細胞数の指標としてDNA含量を測定した。SV細胞は25mMTrお-HClpH7.5・1

mMEDTA中に回収、ホモジナイズし、測定に供した。可溶性タンパクはDCProtein assay 

kit (Bio rad， Hercules， CA， USA)を用いLowry法(Lowryet al. 1951)により測定し、DNA

含量はLabarcaとPaigen(1980)の方法により Hoechst33258を用いた蛍光法にて測定し

た。また、総脂質をクロロホルムーメタノール (2:1， v/v)で抽出したのちTGの分析に用

いた。 TG含量の測定は市販キット TG Test Wako (Wako， Osaka， Japan)を用いた酵

素法により行った。

7. RNA抽出、 cDNA合成およひ~LPL遺伝子発現の定量

総 RNA抽出は市販キット SVtotal RNA isolation system (Promega， Ma也son，WI， 

USA)を用いて行い、抽出したRNA量は紫外吸光260nmを用いて定量した。逆転写反応

は randomhexamerをプライマーとして行い、 cDNA合成は OmniscriptRT PCR Kit 

(Qiagen， Hilden， Germany)を使用した。市販キット類はいずれも仕様書に従って使用し
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た。なお合成反応は 1陪の総RNAを10μLの反応系で、行った。

LPL遺伝子発現の定量はリアルタイム PCR法で行い、定量と検出には iCycleriQ 

real-time PCR detection system (Biorad)を使用した。 PCR反応は20μL反応系で行い、

反応液はiQSYBR Green Supermix (Bioracuを用いて調製した。プライマーは各 1酬で

使用し、 493bpのマダイ LPL(LPL1: GenBank accession No. AB243791)の cDNA断片を

増幅し、定量した。プライマーの塩基配列は 5'-CTCAAGACCCGCGAGAT-3'(正鎖側)お

よび5'・AAGCGTCGCTCTGACC-3'(逆鎖側)とした。 PCRの温度条件は、はじめに 3分

間95
0

C熱変性したのち、熱変性95
0

C0.5分間、対合反応 500C0.5分間、伸長反応720C0.5 

分間のサイクノレで40回増幅した。各サンプルの測定値は3回反復の平均値とし、遺伝子発

現量は(コピー数/陪 RNA)として算出した。得られた数値は対照区との相対値として表

示した。また検量線は濃度既知のマダイ LPLcDNA断片を用いて作成した。

8.統計処理

検定は分散分析およびFisher'sProtected Least Significant Difference法により行った。

解析にはStatView 4.51 (Abacus Concept， Berkeley， CA， USA)を使用し、有意水準 5%(P 

<0.05)で有意差と判定した。

結果

1.脂肪細胞の終末分化におけるインスリンの効果

マダイ腹腔内脂肪組織から調製したSV細胞は、分化誘導処理を行うと晴乳類培養脂肪細

胞の場合と同様な形態変化が観察された。 5μg/mLウシインスリン存在下で 2週間分化誘

導処理を行うと Sudanblack B染色により細胞質内への脂肪滴の蓄積が認められた(Fig.

2・1a)。また、それに伴い、 SV細胞中のTG含量 (TGIDNA)も3.8倍の上昇が見られた

(Fig.2-1b)。

ウシインスリンを0、0.5、5、50μg/mLの濃度で添加し、 2週間培養すると 5μ.g/mLと

50μ.g/mL区において細胞内への脂肪蓄積が認められ (Fig.2・2a)、細胞のTG濃度はインス

リン濃度に応じて上昇する傾向を示した (Fig.2・2b)。

これらの結果から、マダイ SV細胞は培養条件下において分化能を有することおよびホル

モン等への応答能を保持していることが確認された。

2.ホルモンがLPL遺伝子の分化依存的発現に及ぼす影響

マダイ脂肪細胞の分化過程において、 LPL遺伝子 (LPLl)の発現は分化依存的に上昇し

た。分化誘導前と比較し、分化誘導後3日目には発現レベルは3.6倍上昇し、その後平衡状

態に達した (Fig.2・3)。発現動態からマダイ LPLは晴乳類の場合と同様、分化の初期マー

カーになりうると考えられた。
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LPL遺伝子発現を指標としてマダイ培養 SV細胞においてホルモン(インスリンおよび

T3)および脂溶性ビタミン (RA、retinylacetateおよび1，25(OHhD3)が脂肪細胞分化に

及ぼす影響を調べた。 T3および脂溶性ビタミンについては単独での効果とあわせてウシイ

ンスリン (5μg/mL)との併用効果についても検討した (Fig.2・4，2・5)。インスリンはLPL

遺伝子発現に対して正の効果を示し、無添加区 (0μg/mL)と比較し、ワシインスリン 50

μg/mL添加区では4.7倍の上昇が見られた (Fig.2・4)0T3は単独では、効果は見られなかっ

た (Fig.2・4)が、インスリンとの併用により促進効果が見られ、 5μg加Lウシインスリン

存在下では無添加区 (0凶1)と比較し20凶1T3区ではLPL遺伝子発現に3.3倍の上昇が

見られた (Fig.2・5)。また、インスリンの有無にかかわらず脂溶性ピタミンにおいてはLPL

遺伝子発現に影響は見られなかった (Fig.2・4，2・5)。

考察

本章では魚類脂肪細胞の分化過程を解析する実験モデルとしてマダイ SV細胞の初代培

養系を用いた分化誘導系を確立し、ホルモン等外部因子の細胞分化への影響を解析した。

晴乳類の株化脂肪細胞における研究で報告されているが、脂肪細胞分化の過程では、増殖

停止、クローン増殖、特異的遺伝子およびタンパク質の発現、細胞質への脂肪滴の蓄積、

という特徴的な現象が観察される(A1ihaud1996， Gregoire et al. 1998)。同様に、マダイ

SV細胞でも脂肪細胞への分化誘導により脂肪滴の蓄積や特徴的遺伝子発現の上昇が観察さ

れた(Fig.2-1， 2・3)。また本研究で用いた培養条件下においてホルモン添加に対する応答性

の保持も確認された (Fig.2-2， 2・4，2-5)。汎用される前駆脂肪細胞の分化誘導法としては、

マウス由来 3T3-L1前駆脂肪細胞などに用いられる血清存在下においてデキサメタゾンお

よび1-メチル3-イソブチノレキサンチン処理することにより分化誘導する方法 (Rubinet al. 

1978)と、ブタやウシの前駆脂肪細胞に用いられる無血清培養法 (Suryawanet al. 1997， 

Ohyama et al. 1998)に大別される。マダイの場合、血清存在下では明瞭な分化(脂肪滴

の蓄積)は確認されず、そのため本研究ではブタ SV細胞に用いられる無血清培養法を改良

して使用した。これまで大西洋サケにおいても血清存在下での魚類SV細胞培養法が報告さ

れているが (Vegusdalet al. 2003)、本研究では無血清培養法を用いたため、より厳密な実

験条件の設定が可能になった。本法は魚類脂肪細胞の分化機構、とりわけホルモン等の分

化制御因子の作用を解析する上で有用であると考えられる。

培養マダイ訊7細胞を用いて、インスリンおよびT3の脂肪細胞分化への効果を調べた結

果、いずれも正の効果を示した。ウシインスリンは脂肪酸合成による脂肪蓄積 (Fig.2・2)

およびLPL遺伝子の分化依存的発現 (Fig.2-4)を促進した。また、 T3は単独では顕著な

効果を示さなかったが (Fig.2-4)、ウシインスリンとの併用ではLPL遺伝子発現を促進し

た (Fig.2・5)。インスリン、むとも哨乳類においては脂肪細胞分化の促進因子として知ら

れており (Da凶etal. 1986， Gharbi・Chihiet al. 1981)、マダイでも促進効果が認められた
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ことから、この両ホルモンによる脂肪細胞制御機構は晴乳類のものと類似していることが

示唆される。

脂溶性ビタミンが脂肪細胞分化を制御することは晴乳類においてはよく知られているこ

とである。ビタミンA代謝物である all-trans-レチノイン酸(RA)は生理的濃度以上(0.1-10

凶1)においては分化抑制効果を、極低濃度 (1pM-lO凶1)においては促進効果を示す

(Safonova et al. 1994)。また、ビタミンD代謝物である l，25(OHhD3は0.64nMから2nM

の範囲で株化前駆脂肪細胞ST13や3T3-L1の分化を促進する (Satoand Hiragun 1988)。

また、 Vuは3T3・L1において 1nMから 0.1凶fの範囲で 1，25(OH)2D3はLPL遺伝子の分

化依存的発現を誘導することを報告している (Vuet al. 1996)。本研究においてはRAおよ

び1，25(OHhD3はLPL遺伝子発現で見るかぎり、マダイ脂肪細胞分化への影響は示さず、

脂溶性ピタミンによる制御機構に差異があることを示唆する。しかし、脂溶性ピタミン類

には培養条件によってはその生理活性を低下させる可能性もあるため、今後さらに詳細な

検討が必要である。

本研究においてはレチノイン酸およびretinylacetateはマダイ脂肪細胞分化に対して影

響を示さなかったが、マダイにおいては飼料中に添加したレチノイン酸や retinylacetate 

が腹腔内の脂肪組織の発達を促進する (Ogataand Oku 2001)。脂肪組織の発達には前駆

脂肪細胞からの分化だけでなく、細胞増殖や分化後の成長など様々な現象が関わっている

ため、マダイにおける飼料中の脂溶性ビタミンによる脂肪組織発達の促進効果は、分化で

はなく細胞増殖や成長に対して作用した結果である可能性も考えられる。

また本研究において、分化指標としてLPL遺伝子 (LPLl)を使用し、分化時のLPL遺

伝子発現の経時的変化や内分泌制御において知見が得られた。第1章において2種類のLPL

様遺伝子 (LPL1およびLPL2)がマダイにおいて同定されているが、本実験では発現量が

高く、典型的なLPLに類似性の高いLPL1を指標として使用した (Okuet al. 2006a)。魚

類においてLPLはいくつかの魚種で同定され、個体の生理状態を測る指標として用いられ

ている (Lianget al. 2002a， Oku et al. 2却0∞0ω2，Saera 
遺伝子が脂肪細胞分イ化じとリンクした形で発現制御されることが示され、脂肪細胞分化の分

子機構を解明する上で、も今後有用な解析モデ、/レとなるものと考えられる。
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Fig.2・1The lipid accumulation in the cytoplasm (心 andchanges in the amounts of 

triglyceride， protein and DNA (b) during the terminal di:fferentiation of red sea brea皿
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The red sea bream SV cells were cultured for 2 weeks in the FA(-) induction medium 

containing 5p.g/ml bovine insulin. (a) The cells were fixed in 10% formaldehyde and 
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experiment was repeated six times with isolated cell cultures derived企omsix di宜erent
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Fig. 2・2Effects of insulin on the lipid accumulation in the cytoplasm (a) and the 

amounts of trigly田ri.de，protein and DNA (b) in the di宜erentiatedred sea bream SV 

cells 

The red sea bream SV cells were cultured for 2 weeks in the FA(・)induction medium 

containing various concentrations of bovine insulin (blns). (a) The cells were fixed in 

10% formaldehyde and stained with Sudan black B and Nuclear fast red. The bar 

indica加s50 11m. (b) The experiment was repeated six times with isolated cell cultures 

derived企omsix different fish. Means not sharing a common superscript are 

signi五cantly出fferent(pく0.05).
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The red sea bream SV cel1s were cultured for 3 days in the presence of various 

concentrations of bovine insulin (blns)， triiodothyronine (T3) ， all-trans-retionoic acid 

(RA)， retinyl acetate， or 1，25-dihydroxyvitamin D3 U，25(OHhD3). The hormones were 

added to the standard induction medium. The experiment was repeat泡dsix times with 

isola旬dω11cultures derived企oms江d.ifferentfish. Values (mean土SEM)are reported 

as percentage to the mean value of the control taken as 100 %. Means not sharing a 

common superscript are signi五cantlyd.ifferent (P<0.05). 
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Fig. 2・5Effects of concomitant addition of insuIin and VariOU8 concentrations of 

hormones on the di島 rentiation'linkedLPL gene expression in red sea bream SVωlls 

The red sea bream SV cells were cultured for 3 days in the presence of 5p.g/ml of bovine 

insulin (blns) and various concentrations of truodothyronine (T3) ， all-trans-retionoic 

acid (R.A)， retinyl acetate， or 1，25-dihydroxy¥枇aminD3 (1，25(OHhD3). The hormones 

were added to the standard induction medium. The experiment was repeated six times 

with isolated cell cu1tures derived企omsix different fish. Values (mean + SEM) are 

reported as percentage of the mean value obtained for the control and taken as 100 %. 

Means not sharing a common superscript are signi五cantlydi宜erent(p <0. 05). 
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第3章マダイ脂肪細胞分化の分子機構と転写因子PPARの役割

PPAR (peroxisome proli島rator-activated receptor)はリガンド依存型転写因子であり、

多くの脂質代謝遺伝子を制御することが知られる (Qiet al. 2000， Kliewer et al. 2001， Lee 

et aL 2003) 0 PPARはDNA結合部位やリガンド結合部位を有しており、その構造的な特

徴から核内レセプター遺伝子族に分類される (Escrivaet al. 1997， Chawla et al. 2001)。

哨乳類においてPPARはα、s(または8と呼ばれる)およびγの3つのサブタイプが同定

され、それぞれ脂質代謝において特徴的な役割を果たす。 PPARα は主に肝臓で発現し脂肪

酸P酸化など脂質の異化を制御する(Klieweret al. 2001， Lee et al. 2003) 0 sサブタイプ
は体内の様々な組織で発現が普遍的に認められ、脂質代謝のほか、脳や皮膚の機能発現へ

の関与も示唆されている(Klieweret al. 2001， Lee et al. 2003) 0 PPARyは脂肪組織で多く

発現し、 LPLなどの脂質蓄積関連遺伝子のプロモーター領域に結合することにより転写を

制御する (Auwerxet al. 1996， Schoonjans et aL 1996a， 1996b)。哨乳類においてはこれま

での研究から、特異的なリガンドを用いてそれぞれのサブタイプを活性化することが可能

であることが知られている。例えば、フィブラート化合物 (Fibra旬)はαサプタイプの特

異リガンドであり (Kerstenand Wahli 2000， Guo et al. 2001)、プロスタグランジンやチ

アゾリジン(グリタゾン)化合物は PPARyを特異的に活性化することが知られている

(Kersten and Wahli 2000， Houseknecht et al. 2002)。

PPARは脂肪細胞の分化にも関与する。多くの研究報告から、特にγサブタイプが脂肪細

胞分化に中心的な役割を果たすと考えられている。脂肪細胞分化に際してPPARyは、脂質

取り込み、脂肪酸合成、糖輸送など脂質蓄積に関わる遺伝子発現を分化依存的に制御する

ことが知られる (Gregoireet al. 1998， Morrison and Farmer 1999)。例えば、レトロウイ

ルスを用いた発現実験では、脂肪細胞への分化能をもたない株化繊維芽細胞 3T3において

PPARγ を強制発現させると脂肪細胞に分化することから、 PPARyが脂肪細胞分化への決

定的な要因であることが示されている(Tontonozet al. 1994)。また、フィブラート化合物

が脂肪細胞分化の初期過程を誘導することから、 αサブタイプの関与も示されている

(Brandes et al. 1986， Pasquali et al. 2004)。その他に、前駆脂肪細胞において、非代謝

性脂肪酸である 2-bromopalmitateにより活性化されたPサプタイプが、PPARyを作動し、

結果的に脂肪細胞を分化誘導することが報告されており(Amriet al. 1994， Bastie et al. 

1999)、こうした研究例から間接的ながらも PPARsが脂肪細胞分化を誘導することが示さ

れている。

魚類においても脂質代謝における重要性からPPARの同定や機能解析が進められており、

これまでの報告によると、魚類 PPARは一次構造、露出哉分布、リガンド特異性などは晴乳

類のものと類似していると考えられるが、いくつかの点で異なる特徴も有していることが

明らかとなっている(Andersenet al. 2000， Ibabe et al. 2002， Boukouvala et al. 2004， 

Batista-Pinto et al. 2005， Leaver et al. 2005)。例えば、ゼブラフィッシュ、ヨーロッパス
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ズキ、ブラウントラウトにおいては遺伝子発現の組織分布は晴乳類と類似しているとされ

るものの、大西洋サケ、プレイス(ツノガレイ属)、ヨーロッパへダイではγサブタイプは

晴乳類と比べ、より広範に遺伝子発現が認められることが報告されている(Andersenet al. 

2000， Leaver et al. 2005)。また遺伝子の構造解析から、いくつかの魚種においてPPARα

およびYでは哨乳類のものと比較して、リガンド結合部位に数個のアミノ酸残基が付加され

ていることが明らかになっている。例として、ヨーロッパヘダイ PPARyでは 23個、プレ

イスのPPARyでは35個のアミノ酸付加がヒト PPARyと比較して認められ(Andersenet 

al. 2000， Leaver et al. 2005， Kondo et al. 2007)、こうしたことから魚類PPARのリガンド

結合特性は晴乳類のものとは異なることが示唆されている。魚類 PPARのリガンド特性に

関して、散発的ではあるが、いくつかの研究例により知見が得られている。初代培養ゼブ

ラフイッシュ肝細胞においては PPARy作動薬である 15deoxy-s 12，14・プロスタグランジン

J2 (0.3凶1)はPPARαおよびγのタンパク質発現を誘導する(Ibabeet al. 2005)。大西洋

サケの培養肝細胞では、フィブラート化合物 (0.5mM)がPPARy発現と脂質代謝関連酵素

の活性を誘導する (Ruyteret al. 1997)。 トラフグPPARαは晴乳類PPARαの特異的リガ

ンドである Wy14643(10凶1)やETY瓦(5，8，11，14-ei，∞satetraynoic acid， 1凶1)およびDHA、

EPAのような多価不飽和脂肪酸により活性化されるものの、それらのリガンドはPおよび

γサプタイプには作用しないことが報告されている(Kondoet al. 2007)。大西洋サケPPARs

は100凶fの一価不飽和脂肪酸や非代謝性脂肪酸である 2-bromopalmitate(50凶1)およ

び哨乳類pサブタイプのリガンドであるGW501516(10μゆによって活性化される(Leaver

et a1.2007)。さらにプレイスやヨーロッパヘダイにおいてはPPARαおよびPPARsは晴乳

類のα、Pリガンドによりそれぞれ活性化されるが、 PPARyは晴乳類のγサプタイプのリガ

ンドを用いても活性化されないことが報告されている(Leaveret al. 2005)。

このように、近年、魚類 PPARに関して様々な報告がなされているが、魚類脂肪細胞の

分化における PPARの役割についての知見は少ない。 PPARは脂質代謝における重要性と

リガンド依存性転写因子であることを考えると、魚類においてその特性や制御機構を明ら

かにすることは、分子・細胞レベルでの養殖魚の体脂肪蓄積の制御を考える上で必須であ

る。本章ではマダイ脂肪細胞分化および機能発現の分子機構を調べるため、マダ、イより 3

種類の PPAR遺伝子 (α、Pおよびγ)をクローニング、し、各サブタイプが脂肪細胞分化に

果たす役割を検討した。はじめに、マダ、イ脂肪組織より 3種類のPPARのcDNAをクロー

ニングし、その一次構造と組織分布を決定した。次に、初代培養系を用いた解析により、

脂肪細胞分化過程での発現変動をサブタイプ毎に調べ、さらに晴乳類 PPAR作動薬が脂肪

細胞分化に及ぼす影響について解析した。

材料と方法

L 試験魚
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クローニング、およびR千PCRに使用したマダイ稚魚は日清マリンテック(愛知県田原市)

より購入し、体重約 100gまで養殖研究所(三重県南伊勢町)において飼育したものを使用

した。 R千PCRにおける卵巣および精巣採取に使用したマダイ成魚(約1.8kg)は南勢水

産(三重県南伊勢町)より購入した。また、細胞培養に使用したマダイ (800・1，200g)は

南勢水産(三重県南伊勢町)より購入し、使用時まで養殖研究所(三重県南伊勢町)にて

マダイ用市販飼料(日清丸紅、東京都中央区)を給餌して飼育した。

2. PPAR遺伝子のcDNA部分断片の単離

PPAR遺伝子のクローニングは縮重プライマーを用いたR千PCR法(DegeneratedPCR) 

で行った。総RNAはAGPC法 (Chomc勾mskiand Sacchi 1987)によりマダイ腹腔内脂

肪組織より抽出した。 Oligo-dTプライマーによる cDNA合成には 1同の総RNAを用い、

合成は 15μL反応系で、行った。逆転写反応には First-StrandcDNA Synthesis Kit (GE 

healthcare， Buckinghamshire， uK)を使用し、cDNA合成産物15μLのうち0.5μLを25μL
のPCRに使用した。

PPARcDNA断片の増幅にはTable3・1に示した3組の縮重プライマーを使用した。25μL

反応系でのPCR溶液の組成は0.5U Taq polymerase (Takara， 'lbkyo， J apa:rV、 200μM

む-ITP、10mMτ旨お-HClpH8.3、50mMKCl、1.5mMMgCbおよび20pmoleのプライマ
ーとした。増幅は40サイクルで行い、各サイクルは熱変性94"C 0.5分間、対合反応50"C

1分間、伸長反応720C1分間とし、終了時には720Cで3分間伸長反応を行った。増幅断片

はプラスミドベクタ-pCR2.1(Invitrogen， Carlsbad， CA， US)にクローニングし、塩基配列

を決定した。

3. 3'および5'RACE

縮重プライマーによる PCR法により同定したPPAR遺伝子は3'および5'RACE法を用

いて完全長の塩基配列を決定した。 RACE用の鋳型作成に用いた総 RNAはマダイ脂肪組

織より抽出し、抽出は上記同様AGPC法にて行った。 5'および 3'末端にアダプター配列を

有する RACE用の鋳型はSMARTRACE cDNA Amplification kit (Clonetech， Palo， Alω， 

CA， USA)を用いて作成した。増幅はNestedPCR法による 2回増幅により行い、使用した

遺伝子特異的プライマー配列はTable3-1に記載した。 1回目のPCR反応は部分断片の増

幅と同一条件で行い、 PCR産物は 100倍希釈して2回目のPCR反応 (NestedPCR)に使

用した。 2回目のPCR反応も一回目と同一条件で、行ったが、サイクノレ中の対合反応の温度

は550Cとした。増幅産物は前記同様プラスミドにクローニングし、塩基配列を決定した。

4.分子系統解析

マダイおよび他種生物のアミノ酸配列を用いた PPARの分子系統解析は近隣接合法

(Neighbor Joining法)により行った。 Bootstrap1000回検定による系統樹作成には
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DNASIS Pro ver.2.06 (Hitacbi， Tokyo， Japawをイ吏用した。

5. R干PCR

遺伝子発現の組織分布はRT-PCR法により決定した。 RNAは幼魚 (166g)の脂肪組織、

偲、心臓、肝惇臓、生殖腺(未成熟)、筋肉(背側白色筋)、および成魚(1.8kg)の卵巣お

よび精巣より抽出した。総RNA抽出はAGPC法 (Chomc勾Tnskiand Saccbi 1987)によ

り行った。 cDNA合成は 15μL反応系で行い、総RNA1μgを用いた。逆転写反応はrandom

hexamerをプライマーとして行い、 First-StrandcDNA synthesis kit (GE healthcare)を

使用した。

合成したcDNA15μLのうち 0.5μLを25μL反応系のPCRに供した。 PCR反応液の組

成は前記と同様とし、 30サイクルの増幅を行った。温度条件は熱変性94
0
C0.5分間、対合

反応550C0.5分間、伸長反応720C0.5分間とし終了時に72
0
Cで3分間伸長反応を行った。

反応産物のうち5μLを3%アガロースゲ、ル電気泳動上で、分離し、エチジウムブ、ロマイド染

色により増幅産物を検出した。本実験に使用した特異的プライマーの塩基配列はTable3・2

に記載した。

6.細胞培養用培地の調製

植え込み用培地は基礎培地としてDME1F12 (Invitrogen)を使用し、 65mMNaCl、10%

ウシ胎児血清 (Invitrogen)、100μg/mLストレプトマイシンおよび100U/mLペニシリン

(1 nvitrogeWを添加して使用した。分化誘導用培地は無血清とし、DMEIF12に65mMNaCl、

100μg/mLストレプトマイシン(In吋trogew、100U/mLペニシリン(Invitrogen)、 ITS溶液

(1 x ITS: 5μg/mLウシインスリン、 50陪/mLトランスフェリン、 5ng/mL illIセレン酸ナ

トリウム、 Sigma-Aldrich，St. Louis， MO， USA)および 50ng/mLハイドロコノレチゾン

( Sigma) を添加したものを使用した。 15-deoxy-!::. 12，14・プロスタグランジン J2

(15d-PGJ~(Cayman， Ann Arbor， MI， uSA)およびCiglitazone(CaymawはDMSO中に、

Fenofibrate (Sigma)はエタノール中に調整した。2-bromopalmitate (2-bromohexadecanoic 

acid， Sigma)はエタノール中に調製し、終濃度1%のウシ血清アノレブミン(脂肪酸不含)

とともに添加した。

7. SV細胞の調製

前駆脂肪細胞を含むマダイ SV細胞は腹腔内脂肪組織から酵素消化法により調製した。採

取した脂肪組織は5%ウシ血清アルブミンを含むPBS中で細切し、その後1mg/mLの匂rpeI

コラゲナーゼ (Invitrogen)を加え、室温にて一時間消化した。消化液は200戸nのナイロ

ンメッシュで諸過した後、 800x gで3分間遠心分離し、成熟脂肪細胞(上層)と SV画分

(沈殿)を分離した。回収した SV画分は植え込み用培地に懸濁し、約 80%コンフルエン

ト (4.3x104/cm2)の条件で35mmのプラスチック培養皿で培養した。 2日後に SV細胞は
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血清不含の植え込み用培地で3回洗浄し、非接着の細胞を除いた後、さらに 2日間培養し、

コンフルエントの状態で分化誘導実験に使用した。

脂肪細胞の分化誘導は培地を分化誘導培地に交換することによって誘導した。細胞は血

清不含の植え込み用培地で 2回洗浄し、血清培地を除去したのちに分化誘導培地に交換し

た。培養は250C、5%C02条件下で行い、培地は2日または3日ごとに交換した。

8.細胞観察

マダイ培養脂肪細胞は 10%ホルマリンで固定したのち Sudanblack Bおよび nuclear

fast red染色に供し、脂肪蓄積を観察した。

9. RNA抽出、 cDNA合成および脂肪蓄積関連遺伝子発現の定量

第 1章で同定した脂質代謝関連遺伝子およびマウスにおいて分化に伴い発現が低下する

ことが報告 (Spiegelmanet al. 1983， Cornelius et al. 1988)されている9アクチン遺伝子

についてPPAR遺伝子と併せてマダイ SV細胞における発現を調べた。

総 RNA抽出は市販キット SV加talRNA isolation system (Promega， Madison， WI， 

uSA)を用いて行い、抽出したRNA量は紫外吸光260nmを用いて定量した。逆転写反応

は randomhexamerをプライマーとして行い、 cDNA合成は OmniscriptRT PCR Kit 

(Qiagen， Hilden， Germany)を使用した。合成反応は l陪の総RNAを10ドLの反応系で

f子った。

遺伝子発現の定量はリアルタイムPCR法で行い、検出と定量はiCycleriQ real-time PCR 

detection system (Biorad， Hercules， CA， USA)を使用した。 PCR反応は20μL反応系で行

い、iQSYBR Green Supermix (Biorad)を用いて調製した。プライマーは各1μMで、使用し、

使用したプライマーの塩基配列は Table3-2に記載した。 PCRの温度条件は、はじめに 3

分間 95"C熱変性したのち、熱変性95"C0.5分間、対合反応 50"C0.5分間、伸長反応720C

0.5分間のサイクルで40回増幅した。各サンプルの測定値は2回反復の平均値とし、遺伝

子発現量は(コピー数 /μgRNA)として算出した。また検量線は各遺伝子の濃度既知のマ

ダイ cDNA断片を用いて作成した。

10.統計処理

各処理問の有意差検定は分散分析 (ANOVA)およびTukey多重比較により行った。解析

にはKyPlot4.0 (Kyens Lab， Thkyo， Japan)を用い、有意水準5%(P <0.05)により有意

差を判定した。

結果

1. PPAR遺伝子の一次構造解析と組織分布
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縮重プライマーを用いたPCRにより 3種のPPAR遺伝子の部分塩基配列が得られた。 3'

および 5'RACE法によりそれぞれ完全長の塩基配列を決定し、これまで報告されている他

生物由来PPARのアミノ酸配列とともに分子系統解析を行った結果、マダ、イから得られた3

種の遺伝子はそれぞれPPARα、Pおよびγに相当するもので、あった (Fig.3・1)。同定した

マダイ PPAR遺伝子の塩基配列はそれぞれデータベース GenBankにマダイ PPARα

(AB298547)、s(AB298548)およびy(AB298549)として登録した。1，948bpのマダイ PPARα

はアミノ酸469残基 (ORF1，407bp)、1，990bpのPPARyはアミノ酸522個(ORF1，566bp) 

をコードしていた (Fig.3・2)0PPARsについては3'および5'RACEにおいて完全長を決定

することはできなかったが、 399アミノ酸残基に相当する 1，201bpの塩基配列を決定した

(Fig.3・2)。

マダイにおいて同定された 3種の PPAR遺伝子のアミノ酸配列は、相互には 55-63%、

またヒト PPARγ に対しても 55-61%の相向性を示し、その一次構造は高度に保存されて

いた (Fig.3・2)。ヒト PPARyと比較して、マダイ PPARyではリガンド結合部位内に 24

個のアミノ酸付加が認められた (Fig.3・2)。

RT-PCR法により各サブタイプの組織分布を調べたところ、いずれのサブタイプも魚体各

組織で広範に発現が認められた (Fig.3・3)。精巣における αサプタイプおよび筋肉におけ

るγサプタイプの発現は検出されなかったが、脂肪組織、鯨、心臓、生殖腺(幼魚)、肝騨

臓および卵巣ではいずれのサブタイプも発現が確認された (Fig.3・3)。

2.培養脂肪細胞における分化時の遺伝子発現と晴乳類PPAR作動薬の効果

マダイ腹腔内脂肪組織より調整した初代培養SV細胞を用いて、脂肪細胞分化過程におけ

るPPAR遺伝子の発現レベルの変動を調べた。この実験ではPPARと併せて第1章で同定

した脂質蓄積関連遺伝子についてもあわせて発現動態を解析した。

マダ、イ SV細胞は分化誘導処理により 7-10日後には細胞質内に脂肪滴の蓄積が認めら

れた(Fig.3・4)。また、脂肪細胞の分化に伴い、脂質代謝遺伝子の発現に変動が見られた

(Fig.3・5)。脂肪の取り込み (LPL1，LPL2)、脂肪酸合成 (FAS)、および脂肪酸不飽和化

(d6DES， SCDaおよびSCDb)関連遺伝子は分化依存的に発現が上昇した(Fig.3・5)。一

方、 Glut1およびpアクチンは発現が低下し、また Glut3の発現レベルは分化誘導期間中
の変化は見られなかった (Fig.3・5)。

マダイ脂肪細胞の分化過程において、 3種類の PPi四遺伝子はそれぞれ異なる発現動態

を示した (Fig.3-6) 0 PPARαは一過性の上昇を示し、分化誘導7日目で発現レベルは最大

となったが 10日目には分化前 (0日)のレベルに低下した (Fig.3・6)。また、 PPARsの発

現は脂肪細胞分化に伴い上昇傾向を示したが、 PPARy遺伝子発現は 10日間の分化誘導期

間中に変動は見られなかった (Fig.3・6)。

魚類脂肪細胞の機能発現における PPi日の役割を調べるため、哨乳類 PPAR作動薬

(15dPGJ2， Ciglitazone， Fenofibrate， 2七romopalmitate)が分化時のPPARおよび下流の
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脂質代謝関連遺伝子の発現に及ぼす影響を調べた。培養マダイ SV細胞を各作動薬の存在下

で3日間分化誘導処理を行い、それぞれの遺伝子発現レベルを解析した。

処理期間中、マダイ SV細胞には作動薬および分化誘導処理による細胞死や細胞密度低下

などの細胞障害性は見られなかった (Fig.3・7)。作動薬の効果としては、 15d-PGJ2添加に

より PPARsおよびγの発現低下が、また Ciglitazoneにより PPARsおよびγの発現上昇

が見られたが、いずれも脂質代謝遺伝子への影響は見られなかった (Fig.3・8)。また、

FenofibrateはPPARおよび脂質代謝遺伝子の発現に特に影響は示さなかった (Fig.3・8)。

2-bromopalmitateはPPARyの発現を有意に増加させ、 PPARαおよびPの発現を有意に低

下させた (Fig.3・8)。これに伴い、 LPL1、FAS、SCDaおよびSCDbなどの遺伝子発現の

有意な上昇が確認された (Fig.3-8)。

考察

本章では脂肪細胞分化における PPARの役割に焦点をあて、各サプタイプの特性および

脂肪細胞分化・機能発現と遺伝子発現の関係について解析した。マダ、イ PPARは晴乳類の

ものと一次構造は類似しており(Fig.3・2)、組織分布はいずれのサブタイプも魚体内に広範

に発現が認められた(Fig.3・3)。マダイ脂肪細胞の分化に際しては3種のサプタイプはそれ

ぞれ異なる発現動態を示した (Fig.3-3)。マダイ脂肪細胞の分化に際して、晴乳類 PPAR

の作動薬である 15dPGJ2、CiglitazoneおよびFenofibrateは明瞭な添加効果を示さなかっ

たが、 2-bromopalmitateはPPARyおよび下流の脂質代謝遺伝子を活性化した (Fig.3-8)。

以上のような結果が得られており、そこから考えられる分子機構について考察を進める。

本研究の結果で、はマダ、イのPPARはα、Pおよびγとも脂肪組織、偲、肝勝臓、心臓など

多くの組織で発現が検出された (Fig.3-3)。他の魚種においても、組織ごとに発現レベル

は異なるものの、 PPAR遺伝子発現は様々な組織で検出されている(Andersenet al. 2000， 

Boukouvala et al. 2004， Batista-Pinto et al. 2005， Leaver et al. 2005， Raingeard et al. 

2006)。これらの結果はPPARが魚体内の様々な組織において脂質代謝に関わっていること

を示している。近年の分子生物学的研究により、魚類 PPAR各サブタイプにおけるゲノム

構成は晴乳類と異なっていることが報告されている(Robinson-Rechavi et al. 2001， 

Maglich et al. 2003， Leaver et al. 2007)。例えば、大西洋サケPPARsには2つのアイソタ

イプ (slとs2)があり、 s1は肝臓で、 s2は偲で主に発現するなど、異なる組織分布を示

すことから両サブタイプには機能的に差異があることが示唆されている(Leaveret al. 

2007)0 PPARの機能をより理解するためには、マダイにおいてもサプタイプ構成を明らか

にし、それぞれの機能についても解析することが望まれる。

本章では初代細胞培養系を用い、マダイ脂肪細胞分化における PPAR遺伝子の発現動態

について解析した。第2章で述べたとおり、マダイ腹腔内脂肪組織より調整したSV細胞は

培養条件下で脂肪細胞へと分化させることができ、脂肪滴の蓄積(Fig.3-4)や特徴的な遺
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伝子発現 (Fig.3・7)を示した。その過程において、 3種のPPAR遺伝子はそれぞれ異なる

制御を受けることが明らかとなり (Fig.3-6)、脂肪細胞分化において異なる役割を担って

いることが示唆された。αサプタイプは7日目までに一過性の発現上昇を示したことは(Fig.

3・6)、晴乳類での報告 (Brandeset al. 1986， Pasquali et al. 2004)と同様に、 αサブタイ

プが分化の初期過程に関与していることが示唆されたことになる。晴乳類において PPARy

は脂肪細胞分化に主導的な役割を果たしており、脂肪細胞分化においてPPARγは活性化さ

れ、下流にあたる脂質蓄積系の遺伝子発現を誘導する (Gregoireet al. 1998， Morrison and 

Farmer 1999)。同様に、大西洋サケの培養脂肪細胞では脂肪細胞分化とともに PPARyタ

ンパク質の発現が誘導されることが確認されている (Ve伊 sdalet al. 2003)。マダ、イにおい

ても、 2-bromopalmitate添加により PPARy遺伝子が誘導され、それと同時に脂質代謝関

連遺伝子の発現が上昇することが確認されたことは (Fig.3-8)、PPARyは脂肪細胞分化に

必要であることを示唆している。しかし、こうした結果とは異なり、分化誘導後の遺伝子

発現の経時変化を調べると (Fig.3・6)、PPARyは誘導期間中には発現変動は見られず、一

方Fサブタイプは上昇傾向を示したことから、Pサブタイプが脂肪細胞の分化や機能発現に

関与することが示唆される。このように、 2つの実験結果 (Fig.3・6，Fig. 3-8)からは、そ

れぞれ矛盾する結論が示唆され、魚類脂肪細胞分化における PPAR各サブタイプの役割は

十分に解明されていない。一つの可能性として、タイムコース実験 (Fig.3・6)において培

養条件への適合が十分で、なかったなどの要因で、 PPARyが十分機能しなかったために、結

果としてPサブタイプがγの機能を補償したことが考えられる。本研究においては、脂肪細
胞の分化はサケ脂肪細胞の場合 (Vegusdalet al. 2003)と異なり、無血清条件下でのホル

モン処理により誘導しているが、魚類脂肪細胞における PPARの役割を明確にするために

は今後、より両種間で統ーした実験条件での研究等が必要と考えられる。

魚類PPARaおよびyにおいて、ヒト PPARyと比較するとリガンド結合部位にいくつか

のアミノ酸付加が認められることが報告されている(Andersenet al. 2000， Leaver et al. 

2005， Kondo et al. 2007)。マダイのPPARγ においても、リガンド結合部位に 24個のアミ

ノ酸残基の付加(Res.298・321)が認められ (Fig.3・2)、リガンド特性が哨乳類のものと異

なることが示唆された。実際に晴乳類PPARyの作動薬である 15日 GJ2、Ciglitazone、お

よびPPARa作動薬である Fenofibrateはマダイ脂肪細胞分化に対して明瞭な効果を示さな

かった (Fig.3-8)。今回試した作動薬の中では、非代謝性の脂肪酸である 2・bromopalmitate

だけがLPL、FAS、SCDなどの機能発現を促進することができ、脂肪酸修飾物や代謝物が

脂肪細胞における機能発現の制御物質となりうることが示唆された o ただし、

2-bromopalmitateによりマダイ PPARyの脂肪細胞分化依存的発現は誘導されたが (Fig.

3・8)、実際にリガンドとしてPPARyに対して結合しているのかは未だ明らかではない。大

西洋サケでは2七romopalmitateはPサプタイプを活性化することが報告され(Leaveret al 

2007)、またマウスの株化脂肪細胞では2-bromopalmitateにより活性化された PPARsがy

サブタイプを活性化し、間接的に脂肪細胞分化を誘導することが報告されている(Amriet
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al. 1994、Bastieet al. 1999)。マダイ脂肪細胞において、 2-bromopalmita飽はPPARyお

よび脂質蓄積遺伝子の活性化を誘導したが(日g.3-8)、こうした効果もマウスの場合と同

様に Pサブタイプを介したものである可能性もあり、その作用機序を明らかにするために
は、今後更なる解析が必要である。
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Table 3・1. The oli.gonucleotide sequences島rdeg回目atedPCR and RACE 

Target gene Nucleotide sequence 
Approximate position 

i n human PPAR r * 

Degenerated PCR 

PPARα 
(Forward) 5' -GTGCACGCTTGCGAGGGNTGYAA-3' (res. 124-132) 

(Reverse) 5' -AACCGCGAACTCGAATTTNGGCTC-3' (res.365-372) 

PPARs 
(Forward) 5' -TGCCCCAAGCCGARAARGAGAA-3' (res.185-192) 

(Reverse) 5' -AACCGCGAACTCGAATTTNGGCTC-3' (res.365-372) 

PPARy (Forward) 5' -AGCGGTTTTCACTAYGGGGT-3' (res.119-125) 

(Reverse) 5' -AACCGCGAACTCGAATTTNGGCTC-3' (res.365-372) 

Gene specific primers for 3' RACE 

PPARα 
(First) 5' -GACAAGTGTGAGCGCCG-3' (res.146-150 

(Nested) 5' -AAGGCGGAGATGGTAACGGG-3' (res. 194-199) 

PPARs 
(First) 5' -GATCGCTGTGAGCGTT-3' (res.146-151) 

(Nested) 5' -CTTTGGGAATGTCCCATGA-3' (res. 173-178) 

PPARy 
(First) 5' -CGACATGGAGCACATGCA-3' (res. 200-205) 

(Nested) 5' -CTGAAATACTTCCCCCTCAC-3' (res. 223-229) 

Gene specific primers for 5' RACE 

PPARα 
(First) 5' -TTCTCTCACCGCTTCGGC-3' (res. 290-295) 

(Nested) 5' -CAGCTCCACAGCGTCCAT-3' (res. 274-279) 

PPARs 
(First) 5' -GATAGAAAACATGGACCCC-3' (res. 248-253) 

(Nested) 5' -ACCGCTTTCTGCTTTCCA-3' (res. 278-284) 

PPARy 
(First) 5' -CATCTTTGCCACCAGGGT-3' (res. 253-258) 

(Nested) 5' -AGCCTTGGCCTTGTTCATGTT-3' (res. 227-233) 

* The amino acid sequence ofPPARy臼indica胞din Fig.3・2.
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Table3-2 The oligonucleotide sequences for RT-PCR and real time PCR 

-
Target gene 

GenBank (Foward) Sequences んnplified fragment 
access i on No. (Reverse) length 

PPARα AB298547 
5' -GACAAGTGTGAGCGCCG-3' (362bp) 5' -CATCTTTGCCACCAGGGT-3' 

PPARs AB298548 5'ーCTTTGGGAATGTCCCATGA-3' (339bp) 5' -GATAGAAAACATGGACCCC-3' 

PPARr AB298549 5' -CGACATGGAGCACATGCA-3' (360bp) 5'ーTTCTCTCACCGCTTCGGC-3'

Lipoprotein lipase 1 AB24379t 5' -CTCAAGACCCGCGAGAT-3' (493bp) (LPL1) 5' -AAGCGTCGCTCTGACC-3' 

Lipoprotein I ipase 2 AB054062 5' -ATTCATTCCTGCTGGTGAC-3' (320bp) 
(LPL2) 5' -TCAGTGCTTCTCCAGAGTTAC-3' 

Fatty acid synthetase AB298550 5' -AGCTGTTCATCTGGGGAT-3' (345bp) (FAS) 5' -CTGGGAAGAGGGCCATC-3' 

Delta-6-desaturase AB298553 
5' -GCACTTCCAGCATCACGC-3' 

(330bp) (d6DES) 5' -ACGAAGCTGATGAGCGC-3' 

StearoylCoA desaturase a 5' -CTTCGCCCACATTGGTTG-3' (342bp) 
(SCDa) AB298551 5' -CACTCAAAGCAACCATTGC-3' 

StearoylCoA desaturase b 5' -CTTTGCTCACATCGGCTG-3' 
(342bp) 

(SCDb) AB298552 5' -CGCTGAACGTGACAAACTT-3' 

Glucose transporter 1 
AB298554 

5' -TTGTCTTGGGCATCCTTATT-3' (351bp) 
(Glut1) 5' -AGAGCTGCAGGACGACG-3' 

Glucose transporter 3 
AB298555 

5' -AGTTATTGGCATCCTGGTG-3' (351 bp) 
(Glut3) 5' -AGAGAGCTGGAGGATGATA-3' 

s actin AB252854 5' -GGCACTGCTGCCTCCTC-3' (309bp) 
5'ーGCCAGGATGGAGCCTCC-3'
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o. 1 
Genetic distance 

74 

1∞ 

1∞ 
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Fig.3・1Phylogenetic analysis ofPPARs 

99 

l∞ 

Bovineα 

Torafuguα2 
Plaice α 
Torafuguα1 

Bovineβ 
Mouses 

Salmonr 
Torafugu r 
Flounder r 
Pla ice r 
Red sea bream γ 

Red sea breamα 

The phylogenetiβ 紅白 wasconstruct怠du8ing DNASIS Pro version 2.06 80庇ware

(Hitachi，τbkyo， Japan). The sequences of red sea bream are boxed. The Genbank 

accession numbers used in this analysis are as follows: red sea bream PPARα 

(AB2985AZ)， red sea bream PPARs (AB298548~ ， red sea bream PPARy (AB298549)， 

human PPARα(NMLOO1001930)， bovine PPARα(AF229356)， mouse PPARα 

(NMLOl1144)， chicken PPARα(PPL539467)，旬rafuguPPARα1 (AB275885)， torafugu 

PPARa2 (AB275886)， human PPARB (NMLl77435)， bovine PPARs (AF22935'])， mouse 

PPARs (NML011142>， chicken PPARs (AF163810)， salmon PPARs (~342945)， 

zebrafish PPARs (AF342938)， medaka PPARs (AY055372~， torafugu PPARs (AB275887)， 

human PPARy (L40904)， mouse PPARy (NMLOll142)， bovine PPARy (AY179862)， 

chicken PPARy (AF16381I)， salmon PPARy (AJ416951)， flounder PPARy (AJ249075)， 

plaice PPARy (AJ539469)， and torafugu PPARy <AB275888，). 
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Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARβ 
RSB PPARr 

Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARs 
RSB PPARr 

Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARs 
RSB PPARr 

Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARs 
RSB PPARr 

Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARs 
RSB PPARr 

Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARs 
RSB PPARr 

Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARβ 
RSB PPARr 

Human PPARr 
RSB PPARα 
RSB PPARβ 
RSB PPARr 

Human pp，焔y
RSB PPARα 
RSB PPARs 
RSB PPARr 
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49 ---HYEDIPF TRTDPVVADY KYDLKLCEYC S--一一一一AIKVEPASPPYVSEKTCLYN 96 
43 --IONDALSS FDVPEYCSSS NGSEGSTVLD A一一一----LT...S. --.SVVYGMA 86 

ESPEENNKC NSS-AATS.T 0一一一一一一一一LSHT.S.一-LS回目
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Fig.3・2. Comparison of the deduced amino acid sequences among human PPARy and 

red sea bream (RSB) PPARa， 8 and y 

Dots (-) indicate identical residues. Gaps are introduced to maximize sequence 

similarities. The DNA binding region (underline) and ligand binding region (double 

underline) are indica旬d.
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RT +一+ー+ー+ー+ー+ー+ー+

PPARα 警i¥ W 制 -j

PPARs ソ 曝11樹三ι恵 、一一匂;ぺ乞刈
PPAR r 
s act i n 骨骨智申層ーーー |

Fig. 3・3 τlssue-specificities ofred sea bream PPARa， B and y 

The expression of each gene was detected by R干PCR.The RNA samples were extracted 

企om1) adipose tissue， 2) gill， 3) heart， 4) hepatopancreas， 5) gonad， 6) muscle， 7) ovary， 

and 8) testis. The cDNA samples were prepared with reverse transcription (RT+) and 

negative controls for contamination of genomic DNA were run without reverse 

transcription (RT-). 
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Od 3d 

7d 10d 

Fig. 3-4 The lipid accumulation in the cytoplasm during the dif島rentiationof red sea 

breamSVωlls. 

The cells were :fixed in 10% formaldehyde and stained with Sudan black B and nuclear 

fast red after 0， 3， 7 and 10 days of the induction of adipocyte differentiation. The bar 

indicates 50 11m. 

-51・



言600000 LPL1 室町 LPL2 

喜
a 

4E=J 3 6卿 O

.;.;; 4医師∞ ... 
E咽

ミ正4α)()O
主主

、‘e、a、， 、怠、、抑制

S E2L 
-8 EE蜘 0

。。 3 7 10 days 。 3 7 10 days 
喜ω FAS 

b 
言2附 rd6DES 

喜お脚 三15棚
... 

主側 :s，.1民泊。
、‘、mー‘

a 、、怠、

.~ 10∞o き50001s a 

。 。 3 7 10 days 。 3 7 10 days 
喜伽 SCDa 言叩rSCDb 
喜糊 b 三

‘=主。20∞。 ...， 
ミ止

、ea、。、J・ 、、g、t脚伺
.:: 10∞o a 

巳Eニ予， E 
o 3 7 ~days 。 3 7 10 days 

is∞∞ 
Glutl 

君主va 

喜6∞∞
... 
ミ 4∞∞
句、色a。、s 

、.)8 a&5、oB 、2脚0-8 EL2∞∞ 

。 3 7 10aays 。 3 7 10 副ays
霊印刷蜘

βactin 
ぢEE2= L 、4J-ー 1000∞∞。... 
=正

‘g 、、 5氏問∞。
S CL 

o 3 7 10 days 

Fig. 3・5 Thechang，回担theadipogenic gene expression levels in the red sea brea皿 sv

cells d'町担gadip∞:ytedi島rentiation
The cells were sampled after 0， 3， 7 and lOdays of the induction of adipocyte 

di宜erentiation.The expression levels are indicated as∞pies /p.g input RNA. The bars 

represent standard error. The experiment was repeated six times with isolated cell 

cultures derived仕omsix different fish. Means not sharing a common superscripts are 

significantly di島rent(pく0.05).The abbreviations of each gene are shown in Table 3・2.
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of the induction of adipocyte 10days 7 and sampled after 0， 3， were The cells 

differentiation. The expression levels are indicated as copies/pg input RNA The bars 

represent standard error. The experiment was repeated six times with isolated cell 

cultures derived企omsix different fish. Means not sharing a common superscripts are 
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Control 15d-PGJ2 

-・・・・・・・・・園田園・・・

Fig.3・7The phase con位astmicrographs of the red sea bream SV cells a:fter treatment 

withma皿malianPPAR agonists 

The cells were cultured in the induction medium for 3 days in the absence (controu or 

presence of 3 PM of 15-deoxy-d，12.14・prostaglan出nJ2 (15d-PGJ2)， 0.3 PM of ciglitazone 

(Cg)， 5凶，fof feno五bratβ(FF)and 30凶，fof 2-bromopalmitate (Br-palmitate). The bar 

indicates 100 11m. 
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Fig.3・.8The changes in the expression levels of PPARs and adipogenic genes by the 

treatment with ma皿malianPPAR agonists in red sea bream SV cells 

The cells were cultured in the induction medium for 3days in the presence of 0， 0.3， 3 

PM of 15d-PGJ2 (PG)， 0， 0.03， 0.3凶1:of ciglitawne (Cg)， 0， 0.5， 5凶1:of feno:fi.brate (FF) 

and 0， 3， 30 PM of 2-bromopalmitate (Brpalmitate). Values (mean土SEM)are reported 

as percentage加 themean value of the control (0凶心 andtaken as 100%. Means not 

sharing a common superscript位 esignificantly di島 rent(pく0.05).
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第 4章 2-bromopal皿itateを用いたマダイ脂肪細胞における機能改変の試み

脂肪細胞は魚体での主要な脂肪蓄積部位であり、蓄積される脂肪の大半はトリグリセリ

ド (TG)である。魚体に蓄積される TG中の脂肪酸には飼料脂質などの外来脂肪酸および

生体内での新規合成に由来するものが含まれる。現在、本研究で、扱ったマダイをはじめ、

魚類においては大西洋サケおよびニジマスにおいて脂肪細胞の初代培養系が確立され、そ

の脂肪蓄積機構が研究されている (Ve早凶dalet al. 2003， Oku et al. 2006b， Bouraoui et al. 

2008)。大西洋サケ脂肪細胞では分化に伴い、細胞への外来脂肪酸の取り込みが促進する

(Todorcevic et al. 2008)。また、第2章で述べたとおり、マダイ前駆脂肪細胞を脂肪酸無

添加の培地において分化させると、脂肪酸合成により 2週間ほどで脂肪蓄積が見られ、さ

らに脂肪酸合成はインスリンによって促進されることが明らかとなっている (Okuet al. 

2006b)。

脂肪組織における脂肪蓄積には多くの脂質代謝関連酵素や遺伝子が関与する。脂肪細胞

分化に伴い、脂肪取り込み、脂肪酸合成および脂肪酸不飽和化などの脂質蓄積関連遺伝子

の発現が上昇することがマダイおよび大西洋サケで報告されている (Okuand Umino 2008， 

Todorcevic et al. 2008)。また、脂肪蓄積関連遺伝子の多くは転写因子PPARにより転写レ

ベルで調節されることが知られる (Gregoireet al. 1998， Morrison and Farmer 1999)。

PPARにはα、Pおよびyの3つのサプタイプが存在するが、いずれもリガンド依存型の転

写因子で、様々なサブタイプ特異的な作動薬が知られており (SChOOI羽田 et al. 1996a， 

1996b， Kersten and Wahli 2000)、第3章で述べたとおり、マダイ脂肪細胞においてPPAR

の作動薬の一種で非代動性の脂肪酸 2-bromopalmitateにより、 PPARyおよび下流の脂質

蓄積関連遺伝子の分化依存的発現が活性化されることが明らかとなった (Okuand Umino 

2008)。このことから、魚類においても PPAR作動薬を用いた魚類脂肪細胞の機能改変の可

能性が示唆される。

本章では、第 3章で明らかとなった PPAR作動薬による遺伝子発現の変化が実際に魚類

脂肪細胞における機能改変につながるのかどうかを明らかにするため、 2-bromopalmitate 

がマダイ脂肪細胞における脂肪蓄積に及ぼす影響を調べた。この研究では脂肪蓄積におけ

る2つの側面、すなわち脂肪酸新規合成および脂肪酸生変換に着目して2・bromopalmitate

添加とマダイ脂肪細胞の機能との関係を調べた。はじめに、初代培養系および分化誘導系

を利用し、マダイ脂肪細胞における脂肪酸合成の特徴(合成の炭素源と最終産物)を明ら

かにし、 2-bromopalmita胞が TG蓄積と脂肪酸組成に及ぼす影響を調べた。次に、 2つの

主要な必須脂肪酸系列である 18:3n-3または18:2n-6を培養脂肪細胞にそれぞれ取り込ませ、

2七romopalmitateが蓄積した脂肪酸の生変換に及ぼす影響について調べた。本章において

は、 PPAR作動薬による遺伝子発現の操作が脂肪細胞の機能・形質に与える一連の影響を明

らかにすることにより、魚類脂肪細胞における人為的機能発現の制御に関する一つのケー

ススタディーとした。
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材料と方法

1.試験魚

試験に使用したマダイ (1-2kg)は南勢水産(三重県南伊勢町)より購入し使用時まで

養殖研究所(三重県南伊勢町)にてマダイ用市販飼料(日清丸紅、東京都中央区)を給餌

して飼育した。

2.細胞培養用培地の調整

植え込み用培地にはDME1F12 (1 : 1， v/v)培地(Invitrogen，Carlsbad， CA， USA)を

使用し、 65mM NaCl、10%ウシ胎児血清(Invitrogen)、100μ.g!mLストレプトマイシン、

100U/mLペニシリンを添加して使用した。

脂肪細胞の分化誘導に際しては、外来脂肪酸の影響を避けるため、脂肪酸の含まれてい

ないHamF12K nutrient (Invitrogen>を用いて調整した。本項で用いた分化誘導培地(FA(う

分化誘導培地)はDME(Invitrogen)とHamF12K nutrientを1: 1 (v/v)で、混和した培地

に65mMNaCl、100μ.g!mLストレプトマイシン、100U/mLペニシリン、ITS溶液(5凶/mL

ウシインスリン、 50μg!mLトランスフェリン、 5ng!mL亜セレン酸ナトリウム， Sigma， St. 

Louis， MO， USA)および50ng!mLハイドロコルチゾン (Sigma)を添加したものを使用し

た。また2-bromopalmitate(2-bromohexadecanoic acid， Sigma)、α・リノレン酸 (18:3n-3， 

Sigma)、リノール酸(18:2n-6，Sigma)は脂肪酸不合のウシ血清アルブミン(終濃度 1%)

とともに添加した。

3.脂肪組織からのStromal-vascular細胞 (SV細胞)の調製

前駆脂肪細胞を含むマダイ SV細胞は腹腔内脂肪組織から酵素消化法により調製した。採

取した脂肪組織は5%ウシ血清アルプ、ミンを含むPBS中で細切し、その後1mg!mLの巧rpeI

コラゲナーゼ (Invitrogen)を加え室温にて一時間消化した。消化液は200凹nのナイロン

メッシュで櫨過した後、 800xgで3分間遠心分離し、成熟脂肪細胞(上層)と SV画分(沈

殿)を分離した。回収した SV画分は植え込み用培地に懸濁し、約 80%コンフルエント

( 4.3x104/cm2) の条件で35mmのプラスチック培養皿で培養した。 2日後に SV細胞は血

清不含の植え込み用培地で 3回洗浄し、非接着の細胞を除いた後、さらに 2日間培養し、

コンフルエントの状態で分化誘導実験に使用した。

4.脂肪酸生合成または外来脂肪酸取り込みによる分化誘導

脂肪細胞の分化誘導は培地を分化誘導培地に交換することによって誘導した。脂肪酸合

成過程の解析においては、細胞は血清不含の植え込み用培地で 2回洗浄し、血清培地を除

去したのちに 2-bromopalmitate(0・30凶1)を含むFA(・)分化誘導培地に交換した。細胞は
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C、5%C02条件下で行い、培地は2日または3日ごとに交換した。上記条件で1・2週間

培養したのち、分析に供した。

また、外来脂肪酸の取り込みと生変換過程の解析では、血清培地を除去したのちに300凶4

の脂肪酸(18:3n-3または 18:2n-6)をウシ血清アルブミンとともに添加したFA(・)分化誘導

培地に交換した。また、対照として脂肪酸無添加の試験区を設定した。 2-bromopalmitate 

は分化誘導開始時に同時に添加した。 300μMの脂肪酸および2-bromopalmitate存在下で

3日間培養したのち、脂肪酸分析時に培地中の脂肪酸による影響を避けるため、培地を脂肪

酸無添加の FA(・)分化誘導培地と交換し、さらに 24時間培養した。この間も引き続き

2-bromopalmitateは添加した。細胞は250C、5%C02条件下で、培養した。

5.細胞観察

マダイ培養脂肪細胞は 10%ホルマリンで固定したのち Sudanblack Bおよび nuclear

fast red染色に供し、脂肪蓄積を観察した。

6. 14Cグルコースおよび14Cアセテートの取り込み

放射性ラベルした基質(D-U14CGlucoseおよび1-14Cacetic acid sodium salt，各200μCi

加L)はGEヘルスケア社 (Buckinghamshire，UK)より購入した。 25mL培養フラスコ

中に培養したマダイ SV細胞を分化誘導に供した。細胞は分化誘導O、1および2週間後に

1μCi ImLの14Cグルコースまたはアセテートで 18時間ラベルし、その取り込み量を測定

した。ラベルした細胞はPBSで3回洗浄した後、 20mMTrお-HClpH7.4・150mMNaCl・2

mM EDTA -0.5% SDS中に可溶化し、その放射活性を測定した。測定にはLSC-6000シン

チレーションカウンターシステム(Aloka，Tokyo， Japan)を使用し、 3回反復計測の平均

値を一つの測定値とした。

7. トリグリセリドの定量

脂肪蓄積の指標としてTG含量を測定した。 SV細胞は25mM  Trお-HClpH7.5 -1 mM 

EDTA中に回収し、総脂質をクロロホルムーメタノール (2: 1， v/v)で抽出したのち分析

に供した。 TG含量の測定は市販キット TG Test W必{O(Wako， Osaka， Japan)を用い

た酵素法により行った。

8.ガスクロマトグラフ/マススベクトロメトリー (GC品1:8)による脂肪酸組成分析

脂肪組織約 100mgまたは 35mm培養皿に培養したマダイ SV細胞 2-4枚を 25mM 

Tris-HCl pH7.5・1mMEDTA中に回収し、分析に供した。総脂質はクロロホルム・メタノ

ール (2: 1， v/v)で抽出し、 5%塩酸メタノールでメチルエステル化したのち GCIMSによ

り脂肪酸種と各含量を測定した。 GCIMS分析には、 GC品18システム QP-5050(8himadzu， 

Kyoto， Japan)およびDB-WAX(8himadzu)カラムを使用した。温度条件は、はじめに 1200C
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10分加温したのち 2OOCIminの割合で 1910Cまで温度を上昇し、 30分間加温した。その後

2200Cまで 100C/minの割合で温度を上昇させ、 2200Cで80分間加温した。各脂肪酸メチル

エステルはEIマスの総イオン強度として検出し、脂肪酸種は保持時間および質量スベクト

ル分析により同定した。脂肪酸含量は検出された脂肪酸の総イオン強度中における相対値

として算出した。

9. RNA抽出、 cDNA合成および脂肪蓄積関連遺伝子発現の定量

総 RNA抽出は市販キット SVtotal RNA isolation system (Promega， Madison， WI， 

USA)を用いて行い、抽出した総RNA量は紫外吸光260nmを用いて定量した。逆転写反応

はrandomhexamerをプライマーとして行い、 cDNA合成にはOmniscriptRT PCR Kit 

(Qiagen， Hilden， Germany)を使用した。合成反応は1μgの総RNAを10μLの反応系で

千子った。

遺伝子発現の定量はリアルタイムPCR法で行い、検出と定量にはiCycleriQ real-time 

PCR detection system (Biorad， Hercules， CA， USA)を使用した。 PCR反応は20μL反応系

で行い、反応液はiQSYBR Green Supermix (Biorad)を用いて調製した。プライマーは各

1凶fで使用し、使用したプライマーの塩基配列はTable4・1に記載した。 PCRの温度条件

は、はじめに3分間 950C熱変性したのち、熱変性950C0.5分間、対合反応500C0.5分間、

伸長反応 72
0

C0.5分間のサイクルで40回増幅した。各サンプルの測定値は 2回反復の平

均値とし、遺伝子発現量は(コピー数 /μ.gRNA)として算出した。また検量線は各遺伝子

の濃度既知のマダイ cDNA断片を用いて作成した。発現量は対照区との相対値として表示

した。

1 O.統計処理

各処理聞の検定は一元配置分散分析 (ANOVA)およびTukeyの多重比較により行った。

解析にはKyplot4.0(Kyens Lab， Tokyo， Japan)を使用し、有意水準5%(P<0.05)で有意

差と判定した。

結果

1.脂肪酸合成の特徴と 2-bromopalmitateの効果

はじめにマダイ脂肪酸合成の全体的特徴を解析した。FA(一)誘導培地を用いて脂肪酸無添

加条件においてマダ、イ SV細胞に分化誘導処理を行うと、脂肪酸合成により 1-2週間ほど

で細胞質内に脂肪滴の蓄積が認められる (Fig.4-1)。脂肪酸合成の前駆体を推定するため、

分化過程でのグルコース、アセテートの細胞への取り込みを調べると、いずれも増加する

傾向が見られた (Fig.4・2)。統計的な有意差ではないが、アセテートと比ベグルコースの方

が取り込みの増加は大きく、分化誘導 O日と比べると 2週間後にはアセテートの増加が約
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32%なのに対し、グルコースは 103%増加した (Fig.4・2)。また、マダイ脂肪細胞分化の

前後で比較すると、細胞の脂肪酸組成に変動が見られた (Table4・2)。分化誘導O日のもの

と比較すると、 2週間後には 16:1の増加と 16:0の減少が見られた (Table4-2)。

次に、 2・bromopalmitate存在下で脂肪酸分化誘導処理を一週間行い、脂肪酸合成関連遺

伝子の発現、 TG含量および脂肪酸組成に及ぼす影響を調べた。 2-bromopalmitateの添加

により PPARy、FASおよびSCDa遺伝子発現は増加傾向が見られた(Fig.4-3)。培養期間中、

マダイ脂肪細胞の TG含量は増加するが、 2-bromopamitateによる TG含量への影響は見

られなかった (Fig.4・4)。一方、マダイ脂肪細胞の脂肪酸組成は2-bromopalmitate添加に

より変化が見られ、添加濃度に応じて 16:1の含量が有意に増加した (Table4-3)。

2. 脂肪酸生変換における 2-bro~opalInitate の効果

マダイ脂肪細胞における蓄積脂肪酸の生変換への 2-bromopalmitateの影響を調べるた

め、 αリノレン酸 (18:3n-3)またはリノール酸(18:2n-6)をそれぞれマダイ SV細胞に取

り込ませ、 2-bromopalmitate添加の及ぼす脂肪酸組成への影響を調べた。

300凶fの 18:3n-3または 18:2n-6を含む培地中で分化誘導を行うと、 3日以内に細胞質

への脂肪蓄積が観察された (Fig.4・5)。脂肪酸組成を分析すると、それぞれ添加した脂肪

酸(18:3n-3または 18:2n-6)の含量が増加したが、それとともに、デルタ 6不飽和化産物

(18:4n-3または 18:3n-6)および鎖長延長産物 (20:3n-3または20:3n-6)の生成がそれぞれ

確認された (Table4-4)。

2-bromopalmitate添加により、 18:3n-3を取り込ませた細胞においては、 SCDa遺伝子

発現は上昇し(Fig.4-6)、それとともに脂肪酸16:1および18:1の増加が見られた(Table4-5)。

しかし、デルタ 6不飽和化(18:4n-3)や鎖長延長産物 (20:3n-3)の生成には影響は見られ

なかった (Table4・5)。一方、 18:2n-6を取り込ませた細胞では、 2-bromopalmitateは脂肪

蓄積関連遺伝子の発現に有意な影響を及ぼさなかった (Fig.4-6)が、脂肪酸組成には影響

が見られ、 18:0は有意に増加し 18:3n-6は有意に減少した (Table4・5)。

考察

第 3章で述べたとおり、マダイ SV細胞における脂肪細胞の分化過程において、

2-bromopalmitateは様々な脂質代謝関連遺伝子の発現を活性化することが明らかとなった

(Oku and Umino 2008)。本章では、さらに遺伝子発現の操作と形質との関係を調べるた

め、 2-bromopalmitateによる脂肪蓄積関連遺伝子発現の変動がマダイ脂肪細胞の機能に与

える影響をさらに精査したものである。分化依存的な脂肪酸合成の過程において

2七romopalmitateはSCDa遺伝子の発現上昇に最も効果を示し (Fig.4・3)、その産物の一

つで、ある脂肪酸 16:1の含量を増加させた (Table4・3)。同様に 18:3n-3を取り込んだ脂肪

細胞においても SCDa遺伝子発現(Fig.4-6) と16:1および18:1の含量増加が認められた
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(Table 4・5)。また、 18:2n-6を蓄積した細胞では、応答性は異なるが、 2-bromopalmitate 

添加は脂肪酸組成に影響を与えた (Table4-6)。こうした結果から魚類脂肪細胞の機能は、

2-bromopalmitateのような外来性の因子を用いて操作することが可能であることが推察さ

れる。

生体を用いた解析では、蓄積される脂肪酸は新規合成のほかに飼料脂質など外因性のも

のも含まれるため、両者を明確に区別した上での解析は困難である。本研究では脂肪酸不

添加の培養系を用い、外来脂肪酸の影響を極力排除した上で脂肪酸合成機構の解析を行っ

た。この条件下で、は脂肪細胞に蓄積される脂肪酸は主に新規合成に由来するものと判断で

きる (Okuet al. 2006b)。本研究の結果では、脂肪細胞分化と脂肪蓄積の過程においてグ

ルコース取り込みに顕著な増加傾向が見られたことから (Fig.4・2)、グルコースが脂肪酸

合成の炭素源に利用されていることが示唆された。さらに、脂肪蓄積に伴い脂肪酸 16:1の

含量が増加したことは (Table4・2)、16:1がマダイ脂肪細胞における脂肪酸合成系の最終産

物であることを示唆する。晴乳類においては、偶蹄目の筋肉間脂肪細胞はアセテートを利

用することが知られているが、ヒトやマウスなど多くの晴乳類脂肪細胞においてはグ、ルコ

ースを基質として脂肪酸を合成する(Ingleet al. 1972， Aso et al. 1995， Foufelle et al. 

1996)。晴乳類の脂肪酸新規合成経路では初期産物としてパルミチン酸 (16:0)が合成され

たのち、 C16-18の鎖長延長やSCD(デ〉レタ 9不飽和化酵素)による不飽和化を受けパル

ミトオレイン酸(16:1)やオレイン酸(18:1)が合成される (Volpeand Vagelos 1976， Wakil 

et al. 1983， Ulrich et al. 2001)。こうした研究を考慮しつつ、合成基質や最終産物から推察

すれば、マダイにおける脂肪酸合成の全体的特徴は晴乳類のものと類似したものであると

考えられる。

マダイなどの海産養殖魚では高度不飽和脂肪酸 (HUFA)の合成能は低く、その多くを必

須脂肪酸として要求することは周知のとおりである(Kanazawaet al. 1979， Watanabe 

1982， March 1993)。海産魚の鰭由来の}蹴佐芽様細胞株を用いた研究では、オヒョウ由来の

TF細胞ではC18切鎖長延長活性が、ヨーロッパヘダイ由来のSAF-1細胞はデルタ 5不飽和

化酵素活性がそれぞれ欠損していることが明らかとなっており、それらの海産魚における

HUFA合成不全の原因と考えられている(τbcheret al. 1989， Tocher and Ghioni 1999)。ま

た、ニジマスでは HUFAは 18:3n-3および 18:2n-6から生合成することができるが

(Henderson 1996)、n-3HUFA合成活性は肝臓と盲嚢粘膜(cecalmucosa)において高く、

腹腔内脂肪組織では見いだせないことが報告されており (Bellet al. 2003)、ニジマスのよ

うにHUFA合成能をもっ魚種においても脂肪組織はHUFA合成の場ではないとされている。

マダイ脂肪細胞において 18:3n-3や18:2n-6の培地添加により脂肪蓄積を誘導し(Fig.4・5)、

その組成を分析したところ、添加した脂肪酸種の含量の増加とともに、デルタ 6不飽和化

(18:4n-3または 18:3n-6)や C18.20鎖長延長産物 (20:3n-3および20:2n-6)の生成が見

られたが、アラキドン酸 (20:4n-6)やDHA(22:6n-3)のようなHUFA生成産物は特に検

出されなかった。この結果は、マダイにとって HUFAが必須脂肪酸であり、かっ脂肪細胞
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自体がHUFA合成の場でないことを示している。

脂肪酸合成において、 2-bromopalmitateは脂肪蓄積関連遺伝子発現に効果を示し、

PPARy、FASおよびSCDaの発現に上昇傾向が見られた (Fig.4-3)。しかし、 FAS遺伝子

発現の上昇にも関わらず、細胞のTG含量は特に増加することはなかった (Fig.4・4)。脂肪

酸の合成過程においては、 FASのほかにもアセチルCoAやリンゴ酸の代謝関連酵素など数

多くの酵素や遺伝子が関与することが知られる (Segnerand Bohm 1994) 0 TG含量が増加

しなかった原因のーっとしては、 2もromopalmitateではこれらの経路まで活性化すること

がで、きなかった可能性が考えられる。 SCDは脂肪酸のデルタ 9位に二重結合を挿入する不

飽和化酵素であり、16:0や18:0を16:1および18:1に生変換する役目をもっ(]¥I但yazakiand

Ntambi 2003)。マダイにおいて同定された二種類の SCD遺伝子との間に系統上の関係は

見られないが、コイにおいて2種類のSCD様遺伝子 (αdlおよびαd2Jが同定されてい
る (Polleyet al. 2003)。コイ肝臓においては低温処理により αd2遺伝子の一過性発現上
昇が、また飽和脂肪酸給餌により αdl遺伝子発現の増加が誘導されることが知られ、二種
類のSCD様遺伝子に機能的な区別があることが示唆されている (Pollyet al. 2003)。マダ

イにおける二種類の SCD遺伝子の機能的差異は不明であるが、 2-bromopalmitateに対す

る応答に違いが見られることから (Fig.4・3)、少なくともその発現制御機構には違いがあ

ると考えられる。

ラット肝臓において、ベルオキシゾーム増殖因子 (PPARリガンド)である 3-thiafatty 

acid (C13・S-aceticacid. C14・S-aceticacid)を投与し、 SCD遺伝子発現を活性化すると 18:1 

の含量が増加することが報告されている (Madsenet al. 1997)。マダイ脂肪細胞において

もSCD遺伝子の活性化はラット肝臓における研究と類似した効果を見せた。マダイ脂肪細

胞では2-bromopalmitate添加により、 SCDaの遺伝子発現は上昇し (Fig.4-3)、16:1の

含量を増加させた (Table3)。また、同様に 18:3n-3を蓄積した細胞においても

2-bromopalmitateはSCDa遺伝子発現を上昇させ (Fig.4・6)、16:1および18:1の含量を

増加させた (Table4・5)。一方、 18:2n-6を蓄積した細胞では、 2-bromopalmitate添加によ

り脂肪蓄積関連遺伝子の発現には有意な差は見られなかった (Fig.4-6)が、脂肪酸組成に

関しては 18:0の増加と 18:3n-6の減少が見られた (Table4-6)。遺伝子発現や脂肪酸組成

の変動で見る限り、 18:3n-3を蓄積した細胞と 18:2n-6を蓄積した細胞との聞に、

2・bromopalmitateに対する応答に違いが見られたことから、その効果は脂肪細胞内に蓄積

された脂肪酸の種類によって差が生じることが示唆された。その原因として、脂肪酸はそ

れ自体が PPARリガンドとなりうることが知られており (Dingand Mersmann 2001， 

Azarin 2004， Madsen et al. 2005)、2-bromopalmitateとの間に何らかの併用効果が生じた

可能性が考えられる。

本章においてマダイ脂肪細胞における脂肪蓄積の特徴とその制御について培養系を用い

て検討したが、 PPAR作動薬などの外部因子により脂肪蓄積関連遺伝子の発現とあわせ、脂

肪細胞の機能・形質も操作しうることが明らかとなった。現在では、新規飼料原料開発や
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養殖魚への脂肪蓄積制御などの観点から脂質代謝物など様々なものが飼料添加物として魚

類においても効果が検討されているが(阻evelandet al. 2006， Leaver et al. 2006)、培養

系を用いた本研究における手法や成果も今後こうした研究の一助になるものと期待される。
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Table 4-1 The oligonucleotide sequences for real time PCR 

Targct gcnc 
GcnBank (Foward) SCElIC A叩lificdfragn:cnt 
acccss i on No. (Reverse) Icngth 

PPARα AB298547 5' -GACAAGTGTGAGCGCCG-3' (36祉p)5' -CATCTTTGCCACCAGGGT-3' 

PPARβ AB298548 5' -CTTTGGGAATGTCCCATGA-3' (339b;>) 5' -GATAGAAAACATGGACCCC-3' 

PPARγ AB298549 5' -CGACATGGAGCACATGCA-3' (360bp) 
5' -TTCTCTCACCGCTTCGGC・3'

Fatty acid synthetase AB298550 5' -AGCTGTTCATCTGGGGAT-3' (345cp) (FAS) 5' -CTGGGAAGAGGGCCATC-3' 

StcaroylCoA dcsaturasc a 5' --GTTCGCCCACATTGGTTG-3' (342b;>) 
(SCDa) AB298551 5' -CACTCAAAGCAACCATTGC-3' 

StearoylCoA desaturase b 5' -CTTTGCTCACATCGGCTG-3' 
(342b;>) 

(SCDb) AB298552 5' -CGCTGAACGTGACAAACTT-3' 

Dclta-6-dcsaturasc AB298553 5' -GCACTTCCAGCATCACGC-3' (330bp) (d6DES) 5' -ACGAAGCTGATGAGCGC-3' 

βactin AB252854 5' -GGCACTGCTGCCTCCTC-3' (30~bp) 
5' -GCCAGG/¥TGGAGCCTCC-3' 
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Table 4-2 The fatty acid composition of total lipid in the red sea bream adipα別es

cultured血theFA(・)induction medium for Oday and 2weeks 

Fattyacids (Adipose tissue) Oday 2 weeks 

14:0 
(7.2+0.9) 3.9+O.3a 2.9+O.sd 

16:0 (40.79+1.2) 39.5+2.9d 22.8+109b 

16:1 ~ (11.8+1.6) 8.4+1.1 a 21.1+0.9 b 

18:0 (11.7+0.6) 10.6+O.Sd 8.4+4.3a 

18:1 + (26.'1+0.6) 31.4+2.6d 38.7+4.3a 

18:2 (n・9) (N.D.) N.D. 2.1+2.1 

18:2 (n・6) (2.0土0.2) 5.1+O.7a 4.1+l.3a 

20:4 (n・6) (N.D.) 1.1+0.3 Trace 

The Values (mean ::t SEM) are indi伺 tedas relative amounts (%) ofthe detected fatty acids. The 

experiment was repeated four times with isolated cell culture derived from four different fish. The 

FA∞mpositions of the adipose tissue used for the all preparation were also indicated. Means not 

sharing a common superscripts are significantly different (P<O.05). 

*Predominantly 16:10・7

+Predominantly 18:10-9 
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Table 4・3 The fatty acid∞血positionof total lipid in the red sea bream. adipocytes 

cultured i且 theFA(-) i且ductionmedium. for1 week in the pre鴎 nceof 2-bromopalmita旬

(0， 3 and 30 p:ゅ

Fattyacids 0μM 3μM 30μM 

14:0 2.0+O.2il 2.2+0.1 a 2.4+0.1 a 

16:0 22.3+0.8il 20.4+1.1 a 19.8+1.0d 

16:1俊 15.2+0.6d 18.0+0.8d 22.7+1.1 b 

18:0 6.5+0.3d 7.1+0.3 a 6.7+O.3d 

18:1 + 45.0+1.3a 44.5+l.3il 41.1+l.4d 

18:2 (n-9) 4.7+0.3d 4.7+O.sil 4.2+O.Sd 

18:2 (n・6) l.4+0.2il 1.2+0.2d 1.1+0.1 a 

20:4 (n-6) 2.6+O.2
il 2.0+0.1 d 1.9+O.3d 

The Values (mean ::tSEM) are indicated as relative amounts (%) of the detected fatty acids. The 

experiment was repeated six times with isolated cell culture derived from six different fish. Means 

not sharing a common superscripts are significantly different (P<O.05). 

*Predominantly 16: ln"7 

+Predominantly 18: ln"9 
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Table 4・4 The fa抗;yacid composition of total lipid in the red sea bream adipα別ω

culturedfi町 3days泊 theinduction medium supplemented with 18:3n-3 or 18:2 n-6 

Fattyacids not suppl. + 18:3 (n・3) + 18:2 (n・6)

14:0 2.2+0.3 1.7+0.3 1.04+0.1 

16:0 24.7+1.6 17.6+2.6 12.6+1.9 

16:1令 11.9+1.4 1.7+0.2 1.1+0.1 

18:0 13.7+3.3 16.2+3.5 10.3+2.5 

18:1 + 38.1+1.1 8.2+1.2 10.3+1.0 

18:2 (n・9) 2.9+0.3 2.2+0.2 N.D. 

18:2 (n・6) 3.1+0.4 1.9+0.3 56.5+0.9 

18:3 (n-6) N.D. N.D. 1.47+0.3 

18:3 (n-3) N.D. 39.4÷2.3 N.D. 

18:4 (n・3) N.D. 3.5+0.4 N.D. 

20:2 (n・6) N.D. N.D. 4.4+0.8 

20:4 (n・6) 3.4土0.8 2.5+1.0 2.2+0.5 

20:3 (n・3) N.D. 5.0+0.7 N.D. 

The Values (mean:tSEM) are indicated as relative amounts (%) ofthe detected fatty acids. The 

experiment was repeated four times with isolated cell culture derived from four different fish. 

合Predominantly16:1n'7 

+Predominantly 18: 1n.g 
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Table 4・5The fatty acid composition of total lipid in the red sea brea皿 adipo<ポes

cultured in the induction medium supplemented with 18:3n-3 in the presenlω of 

2-bromopalm.ita旬 (0，3 and 30 PM) 

Fa口yacids 0μM 3μM 30μM 

14:0 1.1+0.1 a 0.9+0.1 a 0.9+0.1 a 

16:0 19.6+1.1 a 20.3+1.0
a 

21.6+0.7 a 

16:1 • 1.7+0.1 a 2.4+0.2 a 4.9+0.5b 

18:0 11.5+O.7d 12.9+0.8a 13.6+0.9
a 

18:1 + 9.7÷0.8
a 
11.5+1.0 ab 13.9+1.1b 

18:2 (n・9) 1.5+0.1 a 1.4+0.2 iJ 1.8+0.3 d 

18:2 (n・6) 1.9+0.5 a 1.8+0.6 a 2.1+0.5 a 

18:3 (n・3) 39.5+1.3 a 35.6+l.4
iJ 

29.1+1.4 a 

18:4 (n・3) 6.1+0.6
iJ 
5.7+0.3 a 4.8+0.4 a 

20:4 (n・6) 1.4+0.2d 1.5+0.3 iJ 1.6+0.1 a 

20:3 (n・3) 5.9+O.3
a 6.0+0.3 a 5.7+O.4d 

The Values (mean::!:SEM) are indicated as relative amounts (%) ofthe detected fatty acids. The 

experiment was repeated six times with isolated cell culture derived from six different fish. Means 

not sharing a common superscripts are significantly different (P<O.05). 

*Predominantly 16: 1n"7 

+Predominantly 18: 1n"9 
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Table 4・6 The fatty acid∞mpo困出nof total lipid in the red sea bream adipocytes 
cultured i且 theinduction medium supplemented with 18:2n-6 in the presence of 

2-bromopalmitate (0， 3 and 30 PM) 

Fattyacids 0μM 3μM 30μM 

14:0 1.0+0.1 a 0.9+0.1 a 2.7+1.2a 

16:0 15.5+O.7a 16.6+0.8 a 19.0+2.2 a 

16:1 • 0.8+0.1 a 1.0+0.1 a 2.6+1.0 a 

18:0 6.8+O.3a 8.0+O.4ab 8.9+0.8b 

18: 1 -f・ 10.2÷1.3a 9.7÷1.0a 12.5+1.6 a 

18:2 (n-6) 54.2+1.2a 53.0+1.3a 44.8+5_5 a 

18:3 (n・6) 3.3+0.2d 3.4+0.3d 2.1+0.2 b 

20:2 (n-6) 6.7+0.5 a 6.1+0.5 a 5.9+0.8 a 

20:4 (n-6) 1.5+0.1 a 1.4+0.2a 1.4+0.1 a 

The Values (mean:tSEM) are indicated as relative amounts (%) ofthe detected fatty acids. The 

experiment was repeated six times with isolated cell culture derived from six different fish. Means 

not sharing a common superscripts are significantly different (P<O.05). 

*Predominantly 16: 1n"7 

+Predominantly 18: 1n"g 
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Oweek 

lweek 

2weeks 

Fig. 4-1 Lipid accumulation in the di:fferentiating adipocyt回 ofred sea bream in the 

FA(・)induction medium 

The red sea bream SV cells were differentiated with the FA(・)induction medium for 2 

weeks. The cells were :fi.xed in 10% formaldehyde and stained with Sudan black B and 

nuclear fast red after 0， 1 and 2 weeks of the induction of adipocyte differentiation. The 

bar indicates 50 p1ll. 
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Fig. 4・2 The incorporation of 14C glucωe and 14C aceta'鵠 inthe d.i島ren伽討ng

ad.ipocy飽Sofred sea bream 

The cells were cultured in 25ml c叫tureflasks and harvested after 0， 1 and 2 weeks of 

the induction of ad.ipocyte d.i宜erentiation.The incorporated radio activities are 

indicated as cpmJculture. The bars represent standard error. The experiment was 

repeated four times with isolated cell cultures derived企om品目 di宜erentfish. Means 

not sharing a common superscripts are signi五cant1ydifferent (P<0.05). 
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Fig.4・3Changes in the expression levels of adipogenic genes by the treatment with 

2-bro皿opalmitatein the red sea brea皿 adipocytescultured in the FA(-) medium 

The cells were cultured in the FA(・)induction medium for 1 week in the presence of 0， 3 

and 30 PM of 2-bromopalmitate. The values (means::!::SEl¥心 arerepresented as 

percentage to the mean value of the control (0 pl¥心.The experiment was repeated six 

times with isolated cell cultures derived仕oms江 differentfish. The abbreviations of 

each gene are given in Table 4・1.
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Fig.4・4The凶 glyωrideaccum.叫ationin the red sea bream adi卯 cytes副宜erentia旬din

theFA(うinductionmedium. in the pr飽 enceof 2-bromopalmitate 

The cella were cultured in 35mm diameter dish and differentiated with the FA(・)

induction medium for 1 week in the presence of 0， 3 and 30 PM of 2・bromopalmitate.

The values (means土SEM)are represented as triglyceride (l1.g)/cu1ture. The experiment 

was repeated six times with isolated cultures derived企omsix different fish. Means not 

sharing a common superscripts町 esigni五cantlydi品rent(P<0.05). 
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Fig.4・5Lipid accumulation in the differentiating adipocytes of red sea bream in the 

induction medium with fatty acid supplementation 

The red sea bream SV cells were cultured for 3days in the induction medium with 300 

PM of α-hnolenic acid (+ 18:3n-3) or linoleic acid (+ 18:2n-6)， followed by the cultivation 

for 24hr in the medium without fatty acid supplementation. The cells were :fixed in 10% 

formaldehyde and stained with Sudan black B and nuclear fast red. The bar indicates 

50 p.m. 
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Fig.4・6Thee宜ectsof2廿 omopalmitateon the expression levels of adipogenic genes in 

the red sea bream adipocytes accu皿ulatedwith a-linolenic acid (+ 18:3n-3) or linoleic 

acid (I8:2n-6) 

The red sea bream SV cells were cultured for 3 days in the induction medium with 

300pM of σlinolenic acid (+18: 3n-3) 

cultivation for 24hr in the FA(-) medium without fatty acid supplementation. During 

this process， 2-bromopalmitate (0， 3 and 30 pM) was supplemented continuously. The 

values (means土SEM)are represented as percentage to the mean value of the control (0 

島llowedby the acid (+18:2n-6)， or linoleic 

pl¥心.The experiment was repeated six times with isolated cell culture derived from six 

different fish. The abbreviations of each gene are given in Table 4・1.
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総合考察

本研究では魚類脂肪細胞の分化および機能発現機構を解明することを目的とした。特

に、海産養殖魚として重要種で、あるマダイを用い、脂肪蓄積関連遺伝子の同定(第 1章)

と初代培養系による脂肪細胞の分化誘導実験系の確立(第 2章)を行い、その分化に際し

ては脂質代謝関連など多くの機能遺伝子が分化依存的に発現制御されることが明らかとな

った(第 3章)。また、マダイ脂肪細胞における機能遺伝子発現は上流にあたる転写因子

PPAR作動薬を用いて操作することが可能であり(第3章)、その結果、脂肪酸組成などの

細胞形質にも効果を示すことが示された(第4章)。これら一連の結果から、脂肪細胞分化

における晴乳類細胞との共通点・相違点が明らかになるとともに、魚類において外部因子

を用いた脂肪細胞の機能発現の人為的制御の可能性が示された。

飼料より摂取した脂質などのエネルギー源は末梢組織で生命活動のため利用される一方、

その余剰分は体脂肪として魚体に蓄積される。そのため、高脂質給餌などによる過度なエ

ネルギー摂取は魚体への過剰な脂肪蓄積となり (Okuand Ogata 2000)、養殖魚の品質に

大きな影響を与える。これまでに、効率的成長や体成分制御の観点から、養魚飼料におい

て飼料脂質の至適合量や脂肪酸組成など、養殖魚の体脂肪蓄積に関しては飼料成分との関

係について数多くの研究がなされてきた (Watanabe1982， Takeuchi et al. 1991， March 

1993)。一方、脂肪蓄積を蓄積部位の発達と捉えた細胞レベルの研究については、魚体ある

いは魚肉可食部における脂肪組織分布を調べたもの (Yamadaand Nakamura 1964， Zhou 

et al. 1996)や、マダイの初期成長段階での脂肪細胞の出現状況を観察した報告例 (Umino

et al. 1996)など知見は主に組織学的なものに限られていた。晴乳類や鳥類などにおいては、

株化した前駆脂肪細胞や初代培養細胞を用いた脂肪細胞の研究が多く行われており、特に

増殖・分化の分子機構や内分泌制御について大きな成果をあげている (Da凶 etal. 1986， 

Ramsay 1996， Gregoire et al. 1998)。魚類においてもマダイの他に、大西洋サケ(羽思lsdal

et al. 2003， Todorcevic et al. 2008)およびニジマス (Bouraouiet al. 2008)において初代

培養系を用いた脂肪細胞の分化誘導系が確立され、細胞レベルで、の脂肪蓄積に関する研究

に用いられている。報告によれば、サケおよびニジマス脂肪細胞の分化誘導は血清および

タラ肝油を主成分とする脂質添加物存在下において、ホルモン処理することによって行う

(Bouraoui et al. 2008， Todorcevic et al. 2008)。ただしこの方法では血清を含むため内分

泌解析に不確定要素が入りやすく、蓄積された脂質の由来が特定しにくいなどの欠点、があ

る。本研究では内分泌などの外部因子の影響評価が容易であり、脂質源を容易に決定でき

るよう無血清培養による分化誘導法を採用した。マダイ脂肪細胞は無血清培養条件下にお

いて、脂肪蓄積、機能遺伝子発現およびインスリンなどホルモンへの応答能を保持してい

た(第2章)。マダイ初代培養を用いた本研究における脂肪蓄積過程の解析では、脂肪酸合

成については脂質無添加で1・2週間(第2章および第4章)、あるいは脂質取り込みに関し

ては300凶f脂肪酸添加条件(第4章)で3日間の培養とし、培養培地および培養期間の違
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いを利用して、脂肪酸合成と脂肪酸取り込みそれぞれの特性を解析することが可能となっ

た。当然のことであるが、培養細胞は個体レベルとは異なる環境に置かれており、培養系

に移行したことによりその特性が変わる可能性があるほか、晴乳類脂肪細胞に関しては分

化誘導法に依存して応答性が異なることも報告されている (Deslexet al. 1986， Slieker et 

al. 1998)。より詳細に魚類脂肪細胞の特性を把握するためには、血清培養も含め、複数の

培養条件を用いて今後比較検討する必要がある。

ギンザケの脂肪組織および肝臓の組織片を用いて脂肪酸合成能を測定した研究では、脂

肪組織での脂肪酸合成能は肝臓の 1130程度と報告されている(Linet al. 1977)。また、重

水素ラベルした 18:3n-3基質を用いた投与試験では、ニジマス腹腔内脂肪組織には HUFA

合成の反応中間体が検出されないことから、 HUFA合成は不活発であることが報告されて

いる (Bellet al. 2003)。これらの結果から、魚類における脂肪組織は第一義的には外来脂

質を受動的に蓄積する場であり、脂肪酸生合成や生変換に関してその能力は高くないと考

える方が妥当かもしれない。しかしながら本研究においては外来脂質の細胞への取り込み

に関わる LPL2種に加え、脂肪酸合成 (FAS)や不飽和化 (d6DES、SCDs)関連遺伝子の

発現がマダイ脂肪組織において確認された(第 1章)。また、不飽和化酵素の一種ステアロ

イルCoA不飽和化酵素遺伝子 (SCDa)は2七romopalmitateのような外部因子で活性化さ

れ一価不飽和脂肪酸含量(16:1および18:1)を増加させることが明らかになった(第4

章)。ウシなどの畜肉では筋肉間脂肪組織の一価脂肪酸含量は食肉の物性、特に柔軟性の決

定に重要とされ仏1:elωnet al. 1982， Yang et al. 199ω、肉質改善の観点からその責任遺伝子

である SCD遺伝子の解析が進められている(Ohsakiet al. 2007)。マダイ脂肪組織において

脂肪酸不飽和化機能の存在が確認され、その遺伝子発現の操作が脂肪酸組成に反映された

ことは、外部因子を介した代謝機能制御の一例として、今後、魚類脂肪組織の機能強化・

改変による肉質改善技術の開発に貢献するものと期待される。その他に脂質代謝に関連す

る経済形質として、脂肪酸合成やHUFA合成などがある。脂肪酸合成についてはその特性

解析からマウスなどの晴乳類脂肪細胞との類似性が示唆された(第 4章)が、外部因子

(2-bromopalmitate)による機能発現の強化は見られなかった。主要な必須脂肪酸系列で

ある n-3(18:3)およびn-6(18:2)については、マダイ脂肪細胞においてデ、ルタ 6不飽和化や

C18-20鎖長延長が起こることが示されたが、 HUFA生成は確認されず、また、

2-bromopalmitateはHUFA合成に影響を及ぼすことはなかった(第4章)。今後の展開と

して、魚類脂肪組織において経済価値の高い有用な遺伝子の機能に焦点を当て、その制御

機構を解明していくことが将来的な水産業への応用を考えるにあたっては必要と考えられ

る。

第3章では脂質代謝遺伝子の発現を網羅的に制御する転写因子PPARを中心に解析した。

PPARはリガンド依存型転写因子であり、そのため、外部因子をリガンドとして用いること

により脂質代謝遺伝子発現を人為的に操作する余地がある。また、使用するリガンドの種

類によって下流遺伝子の応答性に差が出ることが知られており(Schoonjanset al. 1996a， 
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Qi et al. 2000)、養殖魚においても適切に PPAR機能の利用を図れば、有用形質の機能発現

を選択的に制御することが期待される。脂肪蓄積関連遺伝子の制御には γサブタイプ

(PPARr)が中心的な役割を果たすことが知られる(Schoonjanset al. 1996b， Brun et al. 

1997)。第3章で述べたとおり、魚類で、はマダイも含め PPARrのリガンド結合部の構造は

晴乳類のものと異なるが(第3章)、リガンドスクリーニング、などの研究が未だ十分行われ

ていないために、現在までそのリガンドは同定されていない。マダイ脂肪細胞では分化誘

導と組み合わせた場合、作用機序はいまだ不確定であるが、非代謝性脂肪酸である

2-bromopalmitateを用いて PPARrおよび下流の脂質代謝遺伝子の発現を活性化すること

ができた(第3章および第4章)。このことは脂質代謝物による PPARおよび関連遺伝子の

制御の可能性を示唆する。また、作動薬への感受性は遺伝子ごとに異なり、最も感受性が

高かった SCDaは約 6倍の遺伝子発現上昇と、それに伴う細胞形質への影響(16:1の増

加)が見られた(第4章)。しかし、その効果は共存する脂肪酸種により影響されると見ら

れ、 18:3n-3を蓄積したマダイ脂肪細胞と異なり、 18:2n-6を蓄積した細胞ではSCDa遺伝

子発現への効果は見られなかった。このことは、将来的に飼料添加物等により PPAR遺伝

子活性化の操作を行う場合、作動薬の同定と併せて、飼料組成・体成分にも留意する必要

があることを意味する。

本研究で、はマダ、イ培養脂肪細胞を用いて、分化や機能発現における主要な代謝酵素や転

写因子の動態を分子レベルで明らかにした。脂肪酸合成・取り込みなど脂肪蓄積の全体的

特徴は晴乳類と類似するものの、 2種類のLPL様遺伝子の発現(第1章)、脂溶性ピタミン

への応答性(第 2章)やPPARによる発現制御機構(第 3章)など、いくつかの相違点を

示唆する結果が得られたことは、これまで得られてきた哨乳類の脂質代謝機構もしくはそ

の制御機構に関する知見が、必ずしも魚類に適合しないことを暗示している。マダイを含

めた海産養殖魚においては、飼料成分として脂質の利用率が高い、高度不飽和脂肪酸を要

求する、などの特徴的な栄養要求を示すことが知られる (Watanabe1982、March1993)。

そのため、栄養要求に合致しない油脂を用いると、成長不良や代謝異常となることがあり

(Mourente and Bell 2006， Montero et al. 2008)、植物性などの代替飼料原料を養殖業に

導入する上での問題点となっている。また、魚類において、体脂肪の蓄積や脂質代謝酵素

活性は栄養状態、季節および生殖周期などにより大きく変動することが知られている

(Black and Skinner 1987， 08闘at旬oe凶tal. 1凶99創1，Saera 

なつたマダイ脂質代謝機構や脂肪細胞発達達.機構の特徴が、そうした魚類の生理特性とどの

ように関わっているのか明らかにすることが今後の課題である。

さらに養殖魚において、品質向上技術や代替飼料原料開発の観点から、脂肪酸やその代

謝物・修飾物などを代謝メディエーターとして用いた脂質代謝機能の強化・改変が試みら

れている (Gangaet al. 2005、Kennedyet al. 2006， Kleveland et al. 2006， Leaver et al. 

2006)。しかしながら、こうした研究は現在、飼育試験を通して行われているのが実情であ

る。飼料試験の場合、試験飼料あたり複数の試験区を設けて数週間にわたり給餌を行い、
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成長指標や体成分分析により結果を判定するのが一般的である (Okuand Ogata 2000)。

そのため、様々な物質を候補としてスクリーニングすることを想定すると、飼育試験では

時間的・空間的制約が生じる。こうした従来用いられてきた手法と比べて、本研究で開発

した手法は代謝メディエーターの効率的開発への一つの道筋をつけたものと位置づけられ

る。すなわち、培養系を用い、遺伝子発現や形質評価などを小スケールで行い、ある程度

結果の予測をもって飼育試験などの実証研究をおこなうことが可能となった。あくまでケ

}ススタディーであるが、本研究では第 3章において4種類の PPAR作動薬を用いて培養

系においてスクリーニングを行い、そのうち 2-bromopalmitateが多くの脂質代謝遺伝子を

活性化することを把握した。その上で第 4章において形質評価を行い、その主な作用はデ

ルタ 9不飽和化であり、脂肪酸組成改変につながることを明らかにした。当然、代謝メデ

イエ}ター開発において、最終的には実証研究としての飼育試験が必要不可欠であること

は言うまでもないが、その予備段階として、本研究で、行った一連の手法を用いれば、より

多数の因子を迅速に解析し、候補因子を飼育試験に先立つて取捨選択することが可能であ

る。また、得られる作用効果についても培養系における形質評価から予測することができ

る。そうした意味では、本研究は将来的な、養殖魚における有用形質の機能発現制御とそ

の応用研究に貢献するものと考えている。
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