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脂肪組織は生体に お ける エ ネルギ
ー

ホ メオ ス タ シス を担 う重要 な臓器 で あ る ｡

晴乳類に は白色脂肪組織 と褐色脂肪組織の 2 種類の 脂肪組織が存在す る ｡ 白色

脂肪組織は主 に余剰エ ネルギ ー をトリグリ セ ライ ド と して蓄積 し ､
エ ネル ギ

ー

不足 に陥 っ た とき に遊離脂肪酸 と して放出す る機能を担う ｡
一 方 , 褐色脂肪組

織は 逆 に エ ネル ギ ー

を消費し熱産 生 を行う c また , 脂肪組織は種々 の アデ ィ ポ

サイ トカイ ンを産生し個体 レベ ル で 摂食 , エ ネル ギ
ー 代謝や炎症反応 に関与す

る内分泌臓器 で も ある ｡ こ の よう に , メ タポリ ッ ク シ ン ドロ ー ム や 心血管病の

発症メカ ニ ズム の 解明 には脂肪組織の発生 ･ 分化や機能を理解す る こ とが必 要

不可欠で あ る ｡

我々 は ,
これ まで に転写因子 K rtlp p el

-li k e t r a n s c rip ti o n f a ct o r 5( K L F 5) が心

血管病 の 発症 に重要な転写因子 で あ る こ と を報告 して きた ｡ Ⅰ( L F 5 は zi n c 一丘n g e r

型 の K rtlp p el
･1ik e t r a n s c rip ti o n f a m il y に属す る転写因子 で ある ｡ K L F 5 は当初 ､

動 脈硬 化病変を形 成す る 活性化さ れた 血管平滑 筋細胞 の マ ー カ ー で あ る

S M e m b 遺伝子 の 活性を正 に調節する転写因子 として同定された｡
K L F 5 の 機能

をより詳細に検討す る ため ､ 我々 はノ ッ ク ア ウ トマ ウス を作成 した ｡ K L F 5 ホモ

ノ ッ ク ア ウトマ ウス は胎生 8 . 5 日令以前に致死で あ っ た ｡ K L F 5 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア

ウ ト マ ウス ( 且乙F 5 + /-) は血管傷害時の新生内膜の 形成 が抑制され て い たほ か ､

ア ン ジオテ ン シ ン ⅠⅠ 持続負荷時の 心肥大および心筋線維化が抑制されて い た ｡

一 方 ､ 屈乙F 5 +/- マ ウス は生直後の 頚部脂肪組織重量が減少して い た ｡ こ の こ とよ

り ､ 我 々 は K L F 5 が脂肪細胞の 分化 に も関与す る の で はない か と考え ､ 研究を

進 めた｡

これ まで ､ 脂肪細胞分化に は P P A R †や C/ E B P フ ァ ミ リ
ー に属す る転写国子



が関与する こ とが報告されて い る ｡ 3 T 3
･

L l 細胞を用 い たi n v it r o 脂肪細胞分化

系 にお い て ､ C / E B P 8 . C / E B Pβは分イヒ誘導刺激開始直後 に発現が
一

過性 に元進 し ､

そ れ に 引き続い て C/ E B P (xお よび p p A R γ2 が誘導され る ｡ P P A R†2 は脂肪細胞分

化 の マ ス タ
ー

レギ ュ レ
ー

タ
ー と い わ れ 脂肪組織特異的遺伝子 の 発現 を制御す

る ｡ まず我々 は ､ 3 T 3
-

L l 細胞を用 い 脂肪細胞分化 の 過程 で K L F 5 が発現 して い

るか どうか を検討した ｡ そ の 結果 ､ K L F 5 は脂肪細胞 へ の 分化誘導刺激開始 1

時間後より K L F 5 の 発現が上昇し ､
3

-

6 時間目をピ ー ク と した
一

過性の 発現克進

を認めた . これ は , C / E B P 8
, βの 発現 に引き続い て起 こ り ､ K L F 5 の 発現を追う

よ う に P P A R †2 の 発現が克進 して い た ｡ また ､
K I J F 5 の ドミナ ントネ ガテ ィ ブ体

を レトロ ウイ ル ス ベク タ
ー を用 い て 強制発現させ た 3 T 3

- L l 細胞で は脂肪細胞

へ の 分化が著 しく抑制され る だ けで なく , P P A R†2 の 発現 も抑制された ｡ 同様に ､

3 T 3 1

L l 細胞に K L F 5 に対 す る特異的な si R N A を強制発現さ せ た場合や ､ K L F 5

の ノ ッ ク ア ウトマ ウス 由来の 胎児線維芽細胞を分化誘導 した場合に も , 脂肪細

胞 へ の 分化および p p A R γ2 の 発現が抑制された ｡
一 方､ K L F 5 を恒常的に強制発

現させ た 3 T 3
- L l 細胞で は, 分化誘導刺激なしに脂肪細胞 へ 分化 して ゆく こ とか

ら ､ K L F 5 は脂肪細胞分化に必須 の 因子で ある と考えられた o そ こで ､ 次iこ我々

は ､ 脂肪細胞分化の 一 連の 転写 ネ ッ トワ ー ク にお ける K L F 5 の 位置 づけを明 ら

か にす る こ と を試みた . K L F 5 は転写 因子 として タ ー ゲ ッ ト遺伝子 の 発現を制御

す る ｡ 分化過程にお い て ､
K L F 5 に 引き続い て P P A R †2 の 発現 を認 め る こ と ､

K L F 5 の 発現 レ ベ ル と P P A R †2 の 発現が パ ラ レル で あ る こ と よ り ､ K L F 5 は

p R A R r2 遺伝子 の 転写 レベ ル を制御す る の で はな い か と考 えた ｡ 解析の 結果 ､

p f A R r2 の プロ モ
ー タ ー 領域 に はC/E B P の 結合配列 に近接して K L F の 結合配列

が存在 した｡ E l e ct r o p h o r e ti c m o b ility s h ift a s s a y( E M S A) に よ っ て , K L F 5 が

i n vit r o で こ の配列 に結合しうる こ とを示 した ｡ 3 T 3
-

L l 細胞を用 い た レポ 一

夕

-

ア ッ セ イ で は ､
K L F 5 は単独で は P R A R r2 プロ モ

ー タ ー

活性を 2 . 7 倍上 昇させ

た｡ しか し､ K L F 5 と C/ E B P とを共発現させ る とプロ モ ー

タ
ー は相乗的に活性

化 (C / E B P βで 5 倍 ､ C / E B P 8 で 2 8 倍上昇) された ｡ K L F 5 の 結合配列 ､ お よび

c / E B P の 結合配列 の どち らに変異を加えて も こ の 両者に よ るプロ モ
ー

タ
ー

の 活

性化 は阻害された ｡ さ ら に , 免疫沈降法に お い て ､ K L F 5 は C / E B Pβある い は

C / E B P 8 と直接結合 しうる こ とが示された o これ ら の こ と よ り ､ K L F 5 は P R A R r2

遺伝子 の プ ロ モ ー

タ
ー 領域に直接結合し ､ C / E B P と コ ン プ レ ッ ク ス を形成 しな

が ら協調 して P RA R r2 の 転写活性を正 に調節して い る と考え られた ｡

次 に ､ 我々 は K L F 5 の 上流因子 に つ い て 検索を行 っ た ｡ 脂肪細胞の 分化過程

で K L F 5 以前に発現が上昇す る転写因子 と して ,
C /E B P 8/βが知ら れて い る ｡ ま

た ､ K L F 5 の 発現 レベ ル を変化させ て も ､ C / E B P &βの 発現 レベ ル は変化 しな い

こ と よ り ､ K L F 5 の 上流に C /E B P が存在する の で はな い か と考 えた｡ 解析 の 結



果 ､ K L F 5 遺伝子 の プ ロ モ
ー タ ー

領域 に は C /E B P の 結合配列 が存在 した ｡
E M S A

法 によ り ､ i n v it r o で こ の 領域 の 配 列 に C /E B Pβある い は C / E B P 8 が結 合 した ｡

プロ モ ー タ ー ア ッ セ イ の 結果 ､ C /E B Pβ ある い は C /E B P 8 は K L F 5 プ ロ モ
ー タ

ー

活性を上昇さ せ た｡ こ の 活性化は C/E B P 結合配列 に変異を加え る と消失す る

こ とよ り , K L F 5 の プロ モ ー

タ
ー 領域 へ C/ E B P の 結合が K L F 5 の 転写活性の 上

昇 に 必 要 で あ る こ とが 証 明 さ れ た . さ ら に ､ 内 因性 の K L F 5 の 発 現 上 昇 に

c / E B Pβあ る い は C /E B P 8 が 必 要 で あ る こ と を 証 明 す る た め に ､ 我 々 は

c /E B Pβ-
′- ･ C / E B P 8 ･ '-お よ び c/E B Pβ

'/- ･ C / E B P 81/~ マ ウス 由来の 胎 児線維芽細胞

を用 い た分化誘導実験を行 っ た ｡ そ の 結 果 , C /E B Pβ-
/- ･ C /E B P 8

+′- お よ び

c /E B Pβ
+′- ･ C /E B P 8-′- マ ウ ス 由来 の 胎児線維芽細胞は い ずれ も C /E B P β

十′~ ･

c / E B P 8 ･ /一由来の 胎児線維芽細胞より脂肪細胞 へ の 分化能が低く ､ 分化過程に お

ける K L F 5 の 発現が減少 して い た ｡ こ の こ とよ り ､ 脂肪細胞分化 にお い て ､

c / E B Pβお よ び c/E B P 8 が K L F 5 の 発現を直接制御 して い る と考え られた ｡
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最 後 に ､ 我 々 は 内 因性 の

P R A R r _9 遺 伝 子 に お け る

c / E B P や K L F 5 の 結 合をク ロ

マ チ ン 免 疫 沈 降 法(C b I P

a s s a y) を用 い て 確認 した( 左図) 0

3 T 3
･

L l 細胞の 分化誘導刺激前 ､

分化初期(d a y 2 . 5) お よび分化

後期(d a y 1 0) の 3 点で ク ロ マ チ

ン サ ン プル を回収 し ､
K L F 5 ､

C / E B Pβある い は C / E B P 8 特異

的抗体を用 い て免疫沈降後 , 汰

降産物中 に タ ー ゲ ッ ト遺伝子

の 結合配列 を含む 領域が含ま

れ る か どうか を P C R 法によ り

検出した ｡ そ の 結果､ 分化誘導

刺激前､ P R A R r2 遺伝子 の プロ モ
ー

タ
ー

領域 に は C/E B P や K L F 5 の 結合を認 め

な い が ､ 分化 初期 には C /E B Pβ, 8 , および K L F 5 の 結合が観察された . 分化後期

に はい る と C /E B P β/8 ､ K L F 5 の 結合は減弱 し , 代わ り に C / E B P α の 結合が優位

とな っ て い た o これ は ､ 分化誘導初期 と分化後期にお い て ､ P R A R r2 遺伝子 上 に

異な る転写 因子が結合して い る こ と を明確に 示す も の で ある o K L F 5 と C /E B P

が直接相互作用 しうる こ と(免疫沈降法) , K L F 5 と C /E B P を共発現させ た とき

に P R A R r2 プ ロ モ
ー タ ー は相 乗的に活性化され る こ と ( プロ モ

ー

タ
ー ア ッ セ イ)

を考え合わ せ る と ､ K L F 5 と C/ E B P は P R A R r2 プロ モ
ー

タ
ー

上で エ ンハ ンソ ソ



- ム を形成 して い る と推測 され る ｡ 形成 され る エ ンハ ン ソ ソ
- ム は 分化 の 各段

階 にお い て 異な り ､ 結果 と して 分化 の 過程で 刻 々 と変化す る シ グナル を反映 し

て タ ー ゲ ッ ト遺伝子で ある P R A R r2 遺伝 子 の 転写が制御され る と考え られ たo

本研究で は, i n vit r o お よび i n vi v o にお ける脂肪細胞の分化にお い て 転写因

子 K L F 5 が重要 な役割を果たす こ と ､ 分イヒ初期過程で K L F 5 は C /E B Pβ/8 に よ

っ て 誘導され ､ 発現 した K L F 5 は C/ E B P と協調 して P f A R r _9 の プ ロ モ
ー タ ー

活

性 を正 に 調節す る こ とを明 らか に した ｡ さ らに ､ K L F 5 と C /E B P が プロ モ
ー タ

ー

上で エ ン ハ ン ソ ソ
- ム を形 成 しなが ら P R A R r2 遺伝子 の 転写 を制御 して い る

こ とが強く示唆された o K L F 5 は ､ 心血管病の発症に 関与す るだ けで なく ､ 代謝

臓器と して の 脂肪細胞 の分化 ､ さ らに は成熟脂肪細胞か ら な る脂肪組織の機能

に も深く関与す る可能性がある ｡ つ まり ､ K L F 5 は メタポリ ッ ク シ ン ドロ ー ム の

発症 の 基盤で ある脂肪組織 と ､ そ の 臨床的帰結と して の 心血管病 の 発症 の 両者

に 関与す る転写因子 として位置づけられ る 可能性が示唆され る ｡ 今後 ､
K L F 5

の これ ら代謝臓器 にお ける機能をさ らに 明らか に して ゆ く こ とは ､ メ タポリ ッ

ク シ ン ドロ
ー ム の 発症 ･ 進展の 分子 メ カ ニ ズム そ の も の の 解明 ､ さ ら に は創薬

を含め た新たな治療戦略の 開発 に つ ながる も の と考 えられ る ｡




