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〈要 約〉

　哺乳類は2つの異なる脂肪細胞，白色脂肪細胞と褐色脂肪細胞をもつ．白色脂肪細胞は余剰なエネルギーを中性脂肪として貯蓄するのに対し，褐色脂肪細胞はミトコンドリア内膜に存在するUCP1を介してエネルギーを消費し熱を産生する機能をもつ．褐色脂肪細胞における熱の産生は，寒冷への曝露により交感神経から分泌されたアドレナリンがβアドレナリン受容体と結合することにより誘導される．βアドレナリン受容体は褐色脂肪細胞および白色脂肪細胞に同等に発現しているにもかかわらず，アドレナリンは白色脂肪細胞において脂肪の分解を誘導し，褐色脂肪細胞において熱の産生を誘導する．しかし，この褐色脂肪細胞に特異的なアドレナリンによる熱の産生を誘導する機構は明らかにされていない．そこで，筆者らは，リン酸化プロテオミクス法を用いて白色脂肪細胞および褐色脂肪細胞におけるシグナル伝達経路について解析したところ，アドレナリンの刺激により白色脂肪細胞でのみカゼインキナーゼ2が活性化した．一方，カゼインキナーゼ2の活性は肥満モデルマウスの白色脂肪細胞において顕著に亢進していた．そこで，カゼインキナーゼ2の阻害剤およびアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いて白色脂肪細胞におけるカゼインキナーゼ2の活性を阻害したところ，βアドレナリン受容体への刺激に依存的な熱の産生が誘導された．カゼインキナーゼ2の阻害による白色脂肪細胞における熱の産生の誘導はUCP1に依存的であり，マウスにおいて，高脂肪食により誘導された肥満およびインスリン抵抗性が改善された．以上の結果から，カゼインキナーゼ2は脂肪組織における熱の産生の亢進を介した抗肥満薬の標的になる可能性が示唆された．
はじめに
　マウスには少なくとも2つの褐色脂肪細胞のあることが知られる．肩甲骨の付近に存在する褐色脂肪細胞は胎仔期に骨格筋細胞と共通のMyf5陽性筋前駆細胞から発生し，古典的な褐色脂肪細胞とよばれる．一方，成体の皮下の白色脂肪組織に散在的に出現するUCP1陽性細胞は白色脂肪細胞が褐色化するという古典的な褐色脂肪細胞とは異なる細胞系譜をたどり，白色と褐色の中間色からベージュ脂肪細胞とよばれる．マウスの古典的な褐色脂肪細胞とベージュ脂肪細胞とを比較すると，古典的な褐色脂肪細胞の分化は胎仔期に完成するのに対し，ベージュ脂肪細胞の分化は寒冷への曝露や一部の糖尿病治療薬の投与などの刺激に応じて誘導されるという高い可塑性を維持している1-3)．ヒトにおいては，中高齢者および肥満症の患者の多くは褐色脂肪組織を失っている一方，褐色脂肪組織をもたないヒトでも長期にわたる寒冷への曝露により褐色脂肪組織の分化が誘導される4-6)．また，筆者らにより，褐色脂肪細胞株のトランスクリプトーム解析によってヒトの成人の褐色脂肪細胞の多くはベージュ脂肪細胞であることが明らかにされた7)（新着論文レビュー でも掲載）．よって，ベージュ脂肪細胞の分化および熱の産生にはたらくシグナル伝達経路を理解することにより全身におけるエネルギーの消費を亢進させる方法が確立されれば，肥満に対する新しい治療法に発展する可能性がある．この研究においては，リン酸化プロテオミクス法により寒冷に曝露された白色脂肪細胞において選択的に活性化するキナーゼとしてカゼインキナーゼ2を同定し，そのエネルギー代謝にかかわる機能について検討した．
1．カゼインキナーゼ2は寒冷への曝露や肥満状態において白色脂肪細胞に選択的に活性化する
　寒冷に曝露された脂肪細胞におけるシグナル伝達経路を解き明かすことにより熱の産生の機構が明らかにされるのではないかと考えた．そこで，白色脂肪細胞，褐色脂肪細胞，白色脂肪細胞に転写因子PRDM16を発現させることにより分化させたベージュ脂肪細胞の3種の脂肪細胞を用意し，ノルアドレナリンの刺激の前後の複数の点において回収し，リン酸化プロテオーム解析に供した8)．リン酸化プロテオミクス法では，どのタンパク質のどのアミノ酸残基がリン酸化されているかについて膨大な情報が得られる．得られた情報をデータベースに登録されたキナーゼによるリン酸化モチーフと照合することにより，おのおのの脂肪細胞において活性化しているキナーゼを予測した．その結果，熱の産生との関係が既知であるERK，プロテインキナーゼAなどとならんで，カゼインキナーゼ2が，白色脂肪細胞と褐色脂肪細胞とのあいだ，および，白色脂肪細胞とベージュ脂肪細胞とのあいだで，統計的に有意に異なるプロファイルを示すことがわかった．カゼインキナーゼ2の活性はノルアドレナリンの刺激により白色脂肪細胞に選択的に上昇した．また，肥満は褐色脂肪細胞における熱の産生を負に制御することが知られているが，カゼインキナーゼ2の活性は肥満モデルマウスの白色脂肪細胞において顕著に上昇していた．これらの生理的あるいは病理的な刺激のもとでのカゼインキナーゼ2の活性の変化から，カゼインキナーゼ2は熱の産生における負の制御タンパク質ではないかという仮説をたてた．
2．カゼインキナーゼ2はベージュ脂肪細胞において熱の産生を制御する
　カゼインキナーゼ2が脂肪細胞において熱の産生を負に制御するという仮説を検証するため，RNAi法によるノックダウンによりその機能について調べた．カゼインキナーゼ2はα1，α2，βの3つのサブユニットからなるヘテロ複合体を形成する．マウスの鼠蹊部の皮下の脂肪組織から採取した白色脂肪細胞においてカゼインキナーゼ2のキナーゼ活性を担うα1サブユニットあるいはα2サブユニットをノックダウンしたところ，熱産生遺伝子の発現のいちじるしい上昇およびcAMPにより誘導される細胞呼吸量の上昇が認められた．さらに，カゼインキナーゼ2のATP競合性の酵素活性阻害剤であるCX-4945を9)，野生型のマウスに5日間にわたり経口投与したところ，皮下の脂肪組織においてベージュ脂肪細胞の分化の誘導および熱産生遺伝子の発現の上昇が認められた．全身の酸素消費量を測定したところ，寒冷への曝露のもとCX-4945を投与したマウスは対照となるマウスより8～10％も多くエネルギーを消費することがわかった．このエネルギーの消費の亢進は温熱的な中性域およびUCP1ノックアウトマウスにおいては認められなかったことから，カゼインキナーゼ2による熱の産生の抑制はベージュ脂肪細胞および褐色脂肪細胞を介することが示唆された．
3．カゼインキナーゼ2の阻害はヒストンデアセチラーゼを介してベージュ脂肪細胞の分化および熱の産生の遺伝子プログラムを制御する
　カゼインキナーゼ2が熱の産生の遺伝子プログラムを抑制する分子機構について探るため，リン酸化プロテオミクス法を用いて白色脂肪細胞におけるカゼインキナーゼ2の基質を網羅的に同定した（図1）．白色脂肪細胞から抽出した全タンパク質を脱リン酸化し，そののち，試験管内においてカゼインキナーゼ2と反応させ，その反応生成物をリン酸化プロテオミクス法に供した．その結果，約800種類のタンパク質がカゼインキナーゼ2と直接に結合する基質であることがわかった．このin vitroにおける実験の結果と脂肪細胞における結果とを照らしあわせたところ，カゼインキナーゼ2の直接的な基質の候補としてクラス1ヒストンデアセチラーゼが同定された．クラス1ヒストンデアセチラーゼであるHDAC1のSer421およびSer423はヒストンデアセチラーゼ活性および複合体の形成に必要であり，また，進化的によく保存されたリン酸化部位であることが報告されている10)．さらに，クラス1ヒストンデアセチラーゼであるHDAC3のノックアウトマウスにおいて，脂肪組織におけるミトコンドリアの生合成および酸化的リン酸化が上昇することが報告されている11)．そこで，マウスの鼠蹊部に由来する白色脂肪細胞をクラス1ヒストンデアセチラーゼの選択的な酵素活性阻害剤Mocetinostatと共培養したところ，カゼインキナーゼ2の阻害剤によるベージュ脂肪細胞の分化および熱産生遺伝子の発現の上昇が有意に消失した．以上の結果から，カゼインキナーゼ2の阻害の効果の多くはクラス1ヒストンデアセチラーゼの脱リン酸化を介することが推測された．
4．カゼインキナーゼ2の阻害は肥満およびインスリン抵抗性を改善する
　カゼインキナーゼ2の阻害がin vivoにおける代謝におよぼす効果について調べるため，カゼインキナーゼ2の酵素活性阻害剤であるCX-4945およびアンチセンスオリゴヌクレオチドの2つの阻害法を用いて検討した．アンチセンスオリゴヌクレオチドは標的となる相補的なRNAと結合することによりその翻訳を阻害する．おだやかな低温域および室温域において野生型マウスに高脂肪食を負荷し，カゼインキナーゼ2のα1サブユニットを標的とするアンチセンスオリゴヌクレオチドを週2回投与した．その結果，アンチセンスオリゴヌクレオチドの投与は体重の増加を抑制し，その効果は低温域においてさらに増強された．一方，摂餌や運動の量に影響はなかった．また，白色脂肪組織の重量が有意に減少した一方，除脂肪体重に影響はなかった．
　カゼインキナーゼ2の阻害がマウスの糖代謝にあたえる影響について検討するため，グルコース負荷試験およびインスリン負荷試験を行った．グルコース負荷試験においては，カゼインキナーゼ2を標的とするアンチセンスオリゴヌクレオチドの投与およびCX-4945の投与により糖代謝の改善が認められ，また，インスリン負荷試験においてもインスリン抵抗性の改善が認められた．さらに，対照となるマウスと比較して空腹時の血中インスリン値も有意に低下した．近年，褐色脂肪細胞と脂肪肝との関連が示唆されているとおり12)（新着論文レビュー でも掲載），カゼインキナーゼ2の阻害により肝臓におけるトリアシルグリセロールの量も有意に低下した．これらの結果から，カゼインキナーゼ2の阻害は，脂肪組織における熱の産生の機構を誘導するとともに，糖代謝および脂肪代謝を改善することが示唆された．
おわりに

　脂肪細胞の種類に特異的なシグナル伝達経路をリン酸化プロテオーム法を用いて網羅的に解析することにより，ベージュ脂肪細胞の分化およびエネルギーの消費を負に制御するキナーゼとしてカゼインキナーゼ2が同定された．カゼインキナーゼ2の阻害による熱の産生の誘導は寒冷への曝露によりさらに増強されたことから，カゼインキナーゼ2を標的とするアンチセンスオリゴヌクレオチドとβアドレナリン受容体アゴニストの共投与により，エネルギーの消費の相乗的な亢進が期待される．近年，アンチセンスオリゴヌクレオチドの治療への応用がマウスのみならず，霊長類およびヒトにおいて活発に検討されていることからも13,14)，カゼインキナーゼ2は代謝疾患，とくに，肥満や2型糖尿病における標的になる可能性が示唆される．今後のより仔細な分子機構の研究により，心血管系への副作用の少ない抗肥満薬が開発されることを期待している．
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〈図説明〉

図1　白色脂肪細胞におけるカゼインキナーゼ2の基質の網羅的な同定
