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〈要 約〉

　哺乳類には余剰なエネルギーを蓄積する白色脂肪組織とエネルギーを消費し熱を産生する褐色脂肪組織の2種類の脂肪組織が存在する．従来は，寒冷に弱い乳幼児や冬眠動物のみが褐色脂肪組織をもつと考えられていたが，イメージング技術の発達により，一部のヒト成人も褐色脂肪組織をもち，その活性は肥満やインスリン抵抗性と負に相関することが明らかにされた．さらに近年，おだやかな寒冷刺激，食品の成分，β3アドレナリン受容体のアゴニストが，ヒトの褐色脂肪組織の分化を誘導および活性化し全身のエネルギー消費に寄与するという報告があいつぎ，エネルギーの摂取を抑制するのでなく，褐色脂肪細胞によるエネルギーの消費を上昇させるという，代謝性疾患に対する新しいコンセプトによる治療法が現実味をおびてきている．この論文においては，ヒト成人の褐色脂肪組織から単一のクローンに由来する褐色脂肪細胞株を樹立し，そのトランスクリプトームを解析しヒトとマウスに共通する2つのマーカー遺伝子KCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子を同定した．さらに，マウスの褐色脂肪細胞のトランスクリプトームとの統合解析により，ヒト成人のもつ褐色脂肪細胞は乳幼児が肩甲骨の付近にもつ古典的な褐色脂肪細胞とは異なる，誘導型の褐色脂肪細胞であることを見い出した．

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ている（図1）．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陽性の筋前駆細胞から分化し，古典的な褐色脂肪細胞とよばれる．一方，成体期の皮下の白色脂肪組織に散在的に出現するUCP1陽性の細胞は，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．古典的な褐色脂肪細胞の分化が胎仔期に完成するのに対し（既存型），ベージュ脂肪細胞は成体期においても寒冷刺激，一部の糖尿病治療薬の投与1)，ホルモン様の刺激2) に応じて分化が誘導されるという高い可塑性を維持している（誘導型）．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，複数のグループから，褐色脂肪組織をもたないヒトでも長期の寒冷刺激により褐色脂肪組織の分化を誘導できるという報告がなされている3-5)．よって，応用においては，既存型の褐色脂肪細胞による熱の産生を活性化するより，ベージュ脂肪細胞の分化にはたらく遺伝子プログラムを理解しin vivoにおいて褐色脂肪細胞の分化を誘導するというアプローチが重要だと考えられる．2012年，筆者らおよび別の研究グループは，ヒトの褐色脂肪組織がマウスのベージュ脂肪細胞に特異的なマーカー遺伝子を発現していることを報告した6,7)．一方，ヒトの褐色脂肪組織をin vitroにおいて培養するとマウスの古典的な褐色脂肪細胞に特異的なマーカー遺伝子を発現するという報告もある8)．この不一致は，脂肪前駆細胞，血管系細胞，内皮細胞，免疫細胞などが混合したヘテロな組織を解析している点，および，遺伝子発現の全体（トランスクリプトーム）ではなく，数個のマーカー遺伝子の発現から結論を導いている点に由来すると考えられた．そこで，筆者らは，ヒト成人から単一のクローンに由来する褐色脂肪細胞株を樹立し，さらに，対照として同じ方法により白色脂肪細胞株も樹立して，これらすべてのトランスクリプトームを包括的かつ統合的に解析した．

1．ヒト成人からの褐色脂肪細胞株の単離

　30～40歳代かつ標準体型の被験者2名の鎖骨の上部から褐色脂肪組織を採取し，初代培養細胞にしたのち，細胞を不死化させた．脂肪細胞への分化が確認された23のサブクローンから限界希釈法により1細胞のクローンを単離した．得られた65細胞株のうち7細胞株がin vitroにおける脂肪細胞への高い分化能，および，褐色脂肪細胞の遺伝子マーカーの発現を示した．とくに，寒冷刺激を模倣した4時間のフォルスコリンの刺激ののち褐色脂肪細胞の遺伝子マーカーが褐色脂肪組織と同等のレベルまで発現した3つのクローンがin vivoにおける褐色脂肪細胞をもっともよく模倣する細胞株であると考え，同じプロトコールによりヒトの白色脂肪組織から単離した白色脂肪細胞株とともに，次世代シークエンサーを用いたRNA塩基配列解析（RNA-seq）によりトランスクリプトームを得た．また，これら3つの褐色脂肪細胞株はcAMPに対し依存性の高い細胞呼吸能および脂肪の分解能をもち，遺伝子発現の点においても機能の点においても高い“褐色脂肪細胞らしさ”を保持していた．

2．ヒト成人の褐色脂肪細胞のトランスクリプトームはマウスのベージュ脂肪細胞に酷似する

　2012年に発表された，マウスの皮下の脂肪組織から単離されたベージュ脂肪細胞株および肩甲骨の付近から単離された古典的な褐色脂肪細胞株のトランスクリプトーム7) と，今回のヒト成人の褐色脂肪細胞株のトランスクリプトームを，Ensemblの相同遺伝子情報をもとに統合し，ヒト成人の褐色脂肪細胞の遺伝子発現プロファイルはマウスの古典的な褐色脂肪細胞とベージュ脂肪細胞のどちらに近いのか解析した．階層的クラスタリングでは，樹立された3つの褐色脂肪細胞株すべてがマウスのベージュ脂肪細胞と同じクラスターに分類された．また，それとは異なる多変量解析法を用いても，あるいは，多変量解析に供する遺伝子の数を増減させても，同様の結果が得られた．これらの結果から，ヒト成人の褐色脂肪細胞はマウスのベージュ脂肪細胞に相当するという結論が強く支持された．

3．ヒト成人の褐色脂肪細胞における新規の遺伝子マーカー

　統合されたトランスクリプトームのデータをもとに，ヒト成人とマウスに共通するマーカー遺伝子の同定を試みた．ヒト成人の褐色脂肪細胞，マウスのベージュ脂肪細胞，マウスの古典的な褐色脂肪細胞，のそれぞれにおいて高く発現する遺伝子をリスト化した．これらから，ヒト成人の褐色脂肪細胞とマウスのベージュ脂肪細胞とにだけ共通する92の遺伝子，および，これら3つすべてに共通する99の遺伝子を同定した．これらの遺伝子から，褐色脂肪細胞株において絶対発現量が多い，3つの細胞株で発現のばらつきが少ない，独立したコホート6) により得られたヒトの褐色脂肪組織における発現パターン，の観点から絞り込み，マーカー遺伝子の有望な候補としてKCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子を選択した．
　同一のヒトから採取された8つのペアの白色脂肪組織および褐色脂肪組織におけるKCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子の発現を定量RT-PCR法により定量したところ，褐色脂肪組織において有意に高い発現が確認された．まったく独立したコホートにおけるヒトの脂肪組織のマイクロアレイデータ9,10) の再解析によっても，KCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子の褐色脂肪組織における高い発現が確認された．さらに，褐色脂肪細胞を活性化する外的なシグナルがKCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子の発現をどのように変化させるかについて調べた．褐色脂肪細胞が不活性な室温30℃，および，寒さを感じるが筋肉のふるえは起こらず褐色脂肪細胞のみが活性化される室温19℃において，同一のヒトから褐色脂肪組織を採取し遺伝子の発現を定量RT-PCR法により定量したところ，19℃の寒冷刺激はKCNK3遺伝子の発現を2倍～20倍に，MTUS1遺伝子の発現を2倍～300倍に上昇させることがわかった．寒冷刺激を模倣する選択的なβ3アドレナリン受容体のアゴニストを投与したマウスの皮下の脂肪組織においても，KCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子の発現はいちじるしく上昇していた．これらの結果から，KCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子はヒトの褐色脂肪細胞およびマウスのベージュ脂肪細胞に特異的に発現し，それらの量および活性の遺伝子マーカーになることが明らかにされた．
4．KCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子はベージュ脂肪細胞の分化および機能に必要である

　KCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子の機能をRNAi法によるノックダウンにより調べた．マウスの鼠蹊部に由来する白色脂肪細胞にKcnk3遺伝子あるいはMtus1遺伝子を標的とするsiRNAを導入したのち，PPARγのアゴニストをくわえ4日間にわたり培養することによりベージュ脂肪細胞の分化を誘導した．その結果，ノックダウンにより，ベージュ脂肪細胞に対するマーカー遺伝子の発現および熱産生遺伝子の発現のいちじるしい低下，および，cAMPに対し依存性の高い細胞呼吸能の有意な低下をひき起こした．一方，古典的な褐色脂肪細胞においてのみ高く発現するFzd8遺伝子を標的とするsiRNAを導入してもベージュ脂肪細胞の機能は消失しなかった．すなわち，KCNK3遺伝子およびMTUS1遺伝子はベージュ脂肪細胞の分化および機能に必要であることがわかった．

おわりに

　今回，ヒト成人から褐色脂肪細胞株を樹立し，その遺伝子発現の全体像をとらえることにより，ヒト成人において熱を産生する細胞はベージュ脂肪細胞であることが示された．ベージュ脂肪細胞は，遺伝子発現プロファイルおよび発生学的な起源は古典的な褐色脂胞細胞と異なるが，ベージュ脂肪細胞に熱の産生のほかに特異的な機能があるのかなど，不明な点は多い．今回，同定されたマーカー遺伝子とマウスの遺伝学を駆使しベージュ脂肪細胞の全身における代謝恒常性の維持への役割を調べることが，ヒトにおける肥満および糖尿病の治療へとつながると考えられる．また，マウスにおいてベージュ脂肪細胞の分化を制御する遺伝子が変異を示すヒトの疾患が知られている11,12)．発展がいちじるしいゲノム編集技術を用いて，これらの遺伝子の変異をヒト褐色脂肪細胞株に導入することにより，ヒトの細胞においてこのような疾患のモデルとなる新たなプラットフォームを構築することができると考えている．
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〈図説明〉

図1　マウスの古典的な褐色脂肪細胞およびベージュ脂肪細胞の細胞系譜
（a）古典的な褐色脂肪細胞．
（b）ベージュ脂肪細胞．
