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【略語表】

BAT：褐色脂肪組織

　　intact　BAT：交感神経を切除していないそのままのBAT

　　denervated　BAT：交感神経を切除したBAT

BSA：ウシ血清アルブミン

C／EBP　：　CCAAT／Enhancer　Binding　Protein

dGlc：2。デオキシグルコース

DMEM　：　Dulbecco’s　ModifTied　Eagle’s　Medium

EDTA：エチレンジアミン四酢酸

FCS：ウシ胎児血清

GLUT：グルコーストランスポーター

　　GLUT1：1型グルコーストランスポーター

　　GLUT4：4型グルコーストランスポーター

RT－PCR　：　Reverse　Transcriptase－Polymerase　Chain　Reaction

PBS：リン酸緩衝液

SDS・PAGE：ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動

SSC：150　mM塩化ナトリウム、15　mMクエン酸ナトリウムを含む混合溶液

SSPE：150　mM塩化ナトリウム、10　mMリン酸二水素ナトリウム及び1　mM　EDTAを含む混

　　合溶液

WAT：白色脂肪組織

4

些ハ　　一s
s



【緒　言】

　哺乳動物には・白色及び褐色の2種類の脂肪組織がある。白色脂肪組織（white　adipose

tissue，　WAT）は皮下や内臓周囲に大量に存在するいわゆる脂肪組織であり、余剰のエネル

ギーを中性脂肪として蓄積している。一方、褐色脂肪組織（brown　adipose　tissue，　B　AT）

は、中性脂肪を酸化分解して熱に変換する代謝冷熱産生の部位である。BATの体内分布

は、肩甲間、腋窩部や腎臓周囲部等、比較的限定されており、量的にも少ないが、新生児

や寒冷順化動物、冬眠動物ではよく発達しており、寒冷暴露時の体温維持や冬眠からの覚

醒時の体温上昇に寄与している（23、30）。このように、BATはWATに比べて代謝的に活

発な組織であるが、形態学的にも、毛細血管がよく発達し細胞内にはミトコンドリアが豊

富にあり、このため褐色を呈している。

　BATでの熱産生は、この組織に豊富に分布する交感神経から放出されるノルアドレナリ

ンのβ作用により直接支配されると考えられている（55）。すなわち、ノルアドレナリン

がβ受容体に結合し、アデニル酸シクラーゼの活性化→cAMPの生成→リパーゼの活性化

→中性脂肪の加水分解という一連の反応を惹起し、遊離した脂肪酸がミトコンドリアで酸

化される際にATP生成を伴わず、熱として放出される。

　このようにBATでの熱産生は、脂肪の代謝分解の：充進に基づいているが、最近、動物に

寒冷刺激を与えると、BATにおけるグルコース利用が上昇することが報告され（59、60、

62、67、68）、熱産生とグルコース代謝との関係が注目されている。ところで、脂肪細胞

でのグルコースの利用については、一般に細胞内へのグルコースの取り込み輸送が律速段

階になっている。この輸送反応は細胞膜に存在するグルコーストランスポーター

（GLUT）を介して行われると考えられている（64）。GLUTは、最近遺伝子クローニン

グによりその全塩基配列が明かにされたが、それによるとGLUT蛋白質は、約500個のア

ミノ酸からなり細胞膜を12回貫通しているという。またアミノ酸配列の違いにより1型か

ら7型までの7種類のアイソフォームが知られている。これらのGLUTのうちBATには1型

と4型のGLUTが発現しており、4型は1型に比べ多量に存在することが知られている

（34）。この4型GLUT（GLUT4）はインスリンに応答してグルコース輸送を理研させる

本体に他ならず、BATを始めWAT、骨格筋、心筋に特異的に発現しており（7、14、24、

5
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34）、インスリンによる血糖値の急速な低下や、運動時にみられる筋組織での多量のグル

コース消費に主役を演じていると考えられる（18）。これに対し1型GLUT（GLUT1）

は、脳、腎臓、胎盤を始めとするほとんど全ての組織に発現しているので（14）、細胞が

生きて行くために必要となるグルコースを恒常的に取り込む働きをしていると考えられ

る。いずれにせよ、先述のBATにおけるグルコース利用の変動は、これらGLUTの変化に

基づいていると予想することができる。しかしながらBATにおけるGLUTとグルコース利

用の調節機構に関しては詳細にはまだ明らかにされていない。

　以上のことをふまえて、本研究ではBATでのグルコース代謝調節の機構を明らかにする

こζを目的としてラットを用いて個体レベルから細胞レベルまで幅広く実験を行った。ま

ず、1）BATでのグルコース利用とGLUT発現に及ぼす寒冷曝露の影響をfη卿。で調べ、

これらに対する交感神経因子の関与について検討した。2）次に細胞レベルでのin・Vitro実

験：のために、褐色脂肪細胞の初代培養系を確立し、グルコース利用とGLUTの調節メカニ

ズムについて、特にβ受容体に焦点を当てて解析した。

　なお、これらの研究内容については、以下の通り発表した。

（i）　Nikami，　H．，　Shimizu，　Y．，　Endoh，　D．，　Yano，　H．　and　Saito，　M．　（1992）：　Cold　exposure　increases

glucose　utilization　and　glucose　transporter　expression　in　brown　adipose　tissue．　Biochem．　Biophys．

Res．　Comm　un．　185，　1078－1082

（ii）　Tsukazaki，　K．，　Nikami，　H．，　Shimizu，　Y．，　Kawada，　T．，　Yoshida，　T．　and　Saito，　M．　（1995）：

Chronic　administration　of　B　一adrenergic　agonists　can　mimic　the　stimulative　effect　of　cold　exposure　c

protein　synthesis　in　rat　brown　adipose　tissue．　J．　Biochem．　117，　96－100

（ili）　Nikami，　H．，　Shimizu，　Y．，　Sumida，　M．，　Minokoshi，　Y．，　Yoshida，　T．，　Saito，　M．，　and　Shimazu，

M．　（1996）：　Expression　of　P　3－adrenoceptor　and　stimulation　of　glucose　transport　by　P　3－agonists　in

brown　adipocyte　primary　culture．　J．　Biochem．　119，　120－125
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第1章　褐色脂肪組織におけるグルコース輸送のアドレナリン性調節

【序文】

　BATでの熱産生に必要なエネルギー源は、褐色脂肪細胞内に脂肪滴として蓄積されてい

た中性脂肪、あるいは肝臓や小腸で合成され血液中に放出されたリボ蛋白質中の中性脂肪

である。従って、交感神経の活性化によって熱産生が充進ずるときには、必ず中性脂肪の

加水分解が起こり遊離した脂肪酸がミトコンドリアで酸化分解される。このような脂肪分

解に加えて、BATでのグルコース代謝も熱産生に伴って充進ずることが、最近明らかに

なってきた（59、60、62、67、68）。これは、消費した細胞内の中性脂肪を合成・補充す

るためと考えられるが、事実、熱産生にやや遅れてグルコースから中性脂肪への合成速度

が大幅に上昇することが確かめられている（47、55）。更に、グルコースは、脂肪酸がク

エン酸回路で速やかに分解されるのに必要なオキサロ酢酸の供給や、嫌気的な解糖による

ATP合成のためにも必須である。細胞でグルコースが利用されるには、まずグルコースが

細胞膜を通って細胞外から細胞内に取り込まれねばならない。この膜輸送過程は、細胞膜

を貫通する輸送蛋白質（GLUT）によっており、脂肪細胞ではグルコースの代謝速度を規

定する律速段階のひとつとなっている（16）。褐色脂肪細胞にはGLUTアイソフォームの

うちGLUT1とGLUT4が存在しているが、特に後者はインスリンのグルコース取り込み心

心作用の標的分子であり、グルコース代謝の調節に中心的な役割を果たしている（56）。

そこで、本章では、BATにおけるグルコース利用とGLUT4が熱産生と関連してどのように

調節されているのかを明らかにするために、特に交感神経の役割に焦点を当てて、実験動

物としてラットを用い、in・vivoで以下の研究を行った。1）まず、　BATの交感神経が賦活

化される生理的刺激の一つである寒冷暴露の条件下で、BATでのグルコース利用とGLUT4

の蛋白とmRNAの発現がどのように変化するかを調べた。2）次に、これらに対する交感

神経の関与について、神経切除の影響を調べた。3）更に、寄与している交感神経性の因

子・機構を明らかにするために、各種カテコールアミン類の投与効果について、同様に検

討した。
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【材料および方法】

1）供試動物

　雌性Wister系ラットを、室温24±1℃、12時間毎の明暗交代の照明条件下（午前7時点

燈）で飼育し、体重160～2209のものを実験に供した。以下記載がない限り、市販固形飼

料および水を自由に摂取させ、実験の24時間前から絶食させた。

　寒冷に曝露する実験では、室温を4±1℃に設定する以外は同じ条件とした。

2）組織におけるグルコース利用速度の測定

a）心臓カテーテルの留置

　ラットをアトロピン（250　Pt　g／kg、腹腔内注射）で前処置後、ベントバルビタール（40

mg／kg、腹腔内注射）で麻酔し、仰臥位に固定した。採血用カテーテル（長さ10　cm、内径

0．5㎜、外径1．0㎜のシリコーンチューブ）を適当な注射針を介して1・mlの注射器と繋

ぎ、ヘパリン（25unitslm1）を含む生理食塩水を満たした。右頸部を約2cm切開し、外頸

静脈を周囲組織から剥離、露出後、外頸静脈をピンセットでつまみ上げながら小切開し、

そこから採血用カテーテルを右心房に向け挿入した。心臓の動きが伝わるまで挿入後、わ

ずかに戻し（腋窩静脈との合流点より約1cm遠位部に挿入すると約3。5　cmで右心房に達

した）、注射器で容易に採血できることを確認した。次にカテーテルを挿入部で血管に結

び固定し、他端は皮下を這わせて耳後部を通し、頭部より外に出し、頭部で皮膚に縫いつ

け固定後、ストッパー（採血用カテーテルの内径より、やや外径の大きいチューブの一方

を熱でつぶしたもの）でカテーーテルに栓をした。すべての切開部を縫合した後、個別ケー・

ジで飼育し、3日後に実験に供した。

b）2一デオキシグルコース（dGlc）の細胞内取込み

　グルコーースの利用速度を、in・vivoで個々の臓器ごとに測定するために、　Homらの方法

（33）を一部改変して用いた。この方法は、非代謝性グルコー・一一．一ス誘導体であるdGlcが、グ

ルコースと同じ輸送系で細胞内に取り込まれ、ヘキソキナーゼによりリン酸化されるがそ

れ以上代謝されず、細胞内に蓄積されることを利用する方法である。
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　dGlc取り込み量の測定に関する実験は、心臓にカテーテルを留置したラットを24時間絶

食後、以下の手順に従って行った。［3M・dGlc（ARC）　（3．7　MBq／m1）と［14qスクロース

（ARC）　（370　kB　q／m1）の生理食塩水溶液100　Pt　1をカテーテルより注入し、同じカテーテ

ルからただちに、200μ1のヘパリン（25units／ml）含有生理食塩水をフラッシュした。

5、7、9、11、13分後に同じカテーテルより約100μ1採血し、血漿を分離し、3H、14Cの

放射能を測定した。最後の採血後ただちにラットを放血屠殺し、各組織を採取し、その重

量を測定した。各組織（100～500mg）を1N水酸化ナトリウム1m1（100℃、15分）で溶

解し、冷却後、20％過塩素酸500μ1を加えて遠心（400×9、5分）し、上清（1ml）に

シンチレーター（5ml）を加え、3H、14Cの放射能を測定した。

　細胞外液中に存在する［3H］・dGlcによる誤差を、細胞外に存在する［14qスクロースによ

り補正し、細胞内への［3H］。dGlcの取り込み速度定数（Ki）を以下の計算式から算出した。

　　　　　Ci
K＝一一t　　Cpo　×　（1一　e’Kpxt　）

　　Ki：取込み速度

　　Kp：血漿中からの［3H｝dGlcの消失速度定数（Min”）

　　Cp。：時間（t＝Omin）における血漿中の［3H｝dGlc濃度（dpm／pt　1）

　　Ci、：時間（tmin）における細胞内の［3H1－dGlc濃度（dpm！mg）

血漿3H値の対数を時間に対してプロットし、最小二乗法で得られる直線の傾きからKp

を、また、時間0分のときの数値からCp。を求めた。　Ci，は以下のようにして求めた。

　　細胞外液量（μVmg）＝総組織中の14C量（dpm／mg）÷血漿中の14C量（dpm／μ1）

　　細胞外液中の3H量（dpm／mg）＝細胞外液量（pt　1／mg）×血漿中の3H（dpm／pt　1）

　　Ci、（dpm／mg）＝総組織中の3H量（dpm／mg）一細胞外液中の3H量（dpm／mg）

3）GLUT4蛋白質の解析

組織中のGLUT4蛋白質を、以下のように組織ホモジネイトを電気泳動した後、　GLUT4

9

螺、，欄織覆繋轍 �蜩蝸?灘麟．顯 ．欝雛，、　　　　　　　欝　灘 難欝緻灘辮、・＿、、，馨



に対する特異抗体を用いたWesternbloUing法により測定した。

a）組織ホモジネイトの調製

　24時間絶食したラットを、放血屠殺後、肩甲間BATを素早く採取し、一70℃で保存し

た。

　BATのホモジネイト調製はGiacobino（25）の方法に従った。氷冷した緩衝液（500μM

塩化カルシウム・1mM炭酸水素ナトリウム、200μM硫酸マグネシウム、　pH　7．5）を試

料に加え、ガラスホモジナイザーで破砕後、1，500×9で10分間遠心した。表層の脂肪層を

除き、上清を一70℃に保存した。蛋白質の定量はLowryら（44）の方法に従った。

b）ドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）

　SDS－PAGEはLaemmliの方法に準じて行った（38）。

　［ゲルの作製］　アクリルアミド混合液（30％アクリルアミド、0．8％ビスアクリルア

ミド）6．Om1、蒸留水6．42ml、1．5M2一アミノー2一ヒドロキシメチルー1，3一プロパンジオール

（Tris）一塩酸（pH　8．9）4．5　m1、109e　SDS　180　Pt　1を混合脱気後、　N，N，N’，N’，一テトラメチレ

ンジアミン18μ1、15％過硫酸アンモニウム900　Pt　1を加え混合し、平板ゲル作製用モール

ドに加えて10％分離用ゲル溶液を作製した。濃縮ゲル溶液として、上記アクリルアミド混

合溶液1・2m1・蒸留水2．5　m1、0．5　M　Tris一塩酸（pH　6．8）1．9　m1、10％SDS　75　Pt　1を混合脱気

後・N，N，N，N，一テトラメチレンジアミン16　＃1、1．5％過硫酸アンモニウム750　Pt　1を加え

混合し、分離用ゲル上に重層した。

　［試料溶液の調製］　試料と試料用緩衝液（9％SDS、15％グリセロール、50・mM　Tris一

塩酸（pH　7．5）、0．05％プロムフェノールブルー、6％2一メルカプトエタノール）を、2：1

で混合し、100℃、3分間加熱した。

　［電気泳動］　ゲルモールドをスラブ電気泳動槽に装着し、試料を添加後、泳動用緩衝

液（250mM　Tris一塩酸、10　mMエチレンジアミン四酢酸（EDTA）、1．9　Mグリシン、0．5％

SDS、　pH　8．3）中で、50　mA　2時間泳動した。

c）特異抗体の作製

抗体の作製は、Gullick（28）の方法に準じて行った。　GLUT4の498～509番目のアミノ酸

に相当する、C末端側のペプチド（TELEYLGPDEND）を合成した（東レ基礎研究所）。

このペプチド7mgをカサガイヘモシアニン（Calbiochem）7．5　mgに、グルタルアルデヒド
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を用いて結合させ、使用するまで一20℃で保存した。この複合体の一部（ペプチド量とし

て1mg）をFreundの完全アジュバンドと混合し、ウサギに免疫した。初回投与から14日、

及び28日後に、Freundの不完全アジュバンドと初回と同じ量の抗原を混合して追加免疫を

行い、35日以降、イムノブロット法により抗体価が上昇していることを確認して、抗血清

を分離した。

d）Westernblotting法によるGLUT4蛋白質の測定

　SDS－PAGE後、ゲルとニトロセルロース膜（Advantec東洋）を密着し、転写用緩衝液

（20％メタノール、10％リン酸緩衝生理食塩水（PBS）　（10　mMリン酸二水素ナトリウ

ム、150mM塩化ナトリウム、　pH　7．2））中で、ゲル内蛋白質を、膜上に電気的に転写し

た。この膜を6％ウシ血清アルブミン（BSA）　（Sigma）を含むPBSで30分間ブロッキング

後、6％BSAを含むPBSで200倍に希釈したウサギ抗GLUT4血清と37℃、2時間反応させ

た。つぎに、PBSで各15分間、5回洗浄後、1．85　kBq／ml【1勺一プロテインA（ICN）と4％

BSAを含むPBSと2時間反応後、1％Tdton　X－100を含むPBSで5分間、5回洗浄した。この膜

を自然乾燥後、X線フィルム（Hyperfril　m－MP、　Amarshem）を密着し、増感紙を当てて一80

℃で5日間感光させた。オートラジオグラフィー後、バンドに該当する膜部分を切り取

り、ガンマカウンター（ARC－600、　Aloka）でその放射能を測定した（37）。

4）’
fLUT4　mRNAの解析

　GLUT4　mRNAを、以下のように組織から抽出したRNAを電気泳動した後、　GLUT4

cDNAプローーブを用いた：Nonhernblotting法で測定した。

a）全RNAの調製

　RNA抽出用試薬の調製には、一晩放置した0．1％ジエチルピロカーボネイトを含む溶液

をオートクレーブ（120℃、20分）にかけてから用いた。また、チップやチューブ類も全

てオートクレーブ（120℃、20分）にかけたものを使用した。

　24時間絶食したラットを力勝屠殺後、組織を素早く採取し、液体窒素中で凍結した。採

取臓器からのRNA抽出はBimboim（8）の方法に準じて行った。凍ったままの臓器（100～

500mg）を50　m1遠心管に入れ、　RES・1（500　mM塩化リチウム、1M尿素、1％SDS、20
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mMクエン酸ナトリウム、25　mMシクロヘキサンジアミン四酢酸、　pH　6．8）を10　ml加え

た。ポリトロン（Kinematica）で1分間破砕後、プロティナーゼK（和光）を50μ9／m1にな

るように加え、50℃で1時間反応させ蛋白質を消化した。この臓器抽出液に2．5容のエタノ

ール、1110容の2M酢酸ナトリウム（pH　5．2）を加え、一20℃に冷却し核酸を沈澱させ

た。これを12，000×9、4℃、20分間遠心し、その沈澱物に、再度先のRES－1を1ml加え、

ポリトロンで30秒間加速後、プロティナーゼKを50μ91㎡1になるように加え、50℃で30分

間反応させた。この溶液に等量のフェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール

（25：24：1）混合液を加え、はげしく御拝後、遠心し水層を回収した。中間層がなくなるま

でフェノール抽出を繰り返した後、等量のクロロホルム／イソアミルアルコーール（24：1）

混合液を加えて同様の操作を行い溶液中のフェノールを除去した。次にこの溶液に等量の

5M塩化リチウム／エタノール（3：2）混合液と1／100容の2M酢酸を加え、0℃に一晩保存

してRNAを塩化リチウムと共沈させた。この沈澱したRNAを遠心して回収し、少量のCCS

溶液（1mMクエン酸ナトリウム、1mMシクロヘキサンジアミン四酢酸、0．1％SDS）に

溶解し1／5容の2M酢酸ナトリウムと2．5容のエタノールを加えてエタノール沈澱し、塩化

リチウムを除去した。短章は少量の蒸留水に溶解し、260㎜での吸光度を測定して濃度を

決定後、一70℃で保存した。

b）　poly（A）RNAの精製

　poly（A）RNAの精製は、　AvivとLeder（5）らの方法に準じて、オリゴ（dT）セルロースカラ

ムクロマトグラフィーにより行った。まずオリゴ（dT）セルロース（Type2、

Collaborative）を0．1　N水酸化ナトリウム、続いて結合溶液（500　mM塩化リチウム、1mM

EDTA、0．1％SDS、10・mM　Tris一塩酸、　pH　7．5）で洗浄した。　RNAを70℃で加熱後、急冷し

一本鎖に解離させ、結合溶液に懸濁したオリゴ（dT）セルロースと室温で結合させた。次

に塩類溶液（150mM塩化リチウム、0．1％SDS、10・mM　Tris一塩酸、　pH　75）で洗浄し、

poly（A）を持たないRNAを除去した。最後にpoly（A）RNAを溶出液（2　mM　EDTA、0．01％

SDS、10・mM　Tris一塩酸、　pH　7．5）で溶出し、溶出画分をエタノール沈澱した。工期は少量

の蒸留水に溶解し、260nmでの吸光度を測定して濃度を決定後、一70℃に保存した。

c）cDNAの調製

　［実験に供したcDNAについて］
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　　i）GLUT4：ラットGLUT4　cDNAフラグメント（＋1一＋1330　bp）　（7）。京都大学医学

　　　部、清野裕博士より供与。

　　ii）β一actin：ヒトβ一actin・cDNAフラグメント（＋134一＋576　bp）　（52）　（日本ジー

　　　ン）。

　　［cDNAプローブの作製］各cDNAをマルチプライム法（20）によって、32Pで標識し

た。すなわち、cDNAをマルチプライムキット（Amarshem）を用いて、α｛32P］dCTP

（37kBq／μ1）（Bresatec）で標識し、遊離の32PをQuick　Spin　Columns（Sephadex　G－50、

Boehringer　Mannheim）で除去した。得られたプローブの放射能を液体シンチレーションカ

ウンター（LSC。750、　Aloka）で測定した。

d）Northernblotting法によるGLUT4　mRNAの測定

　RNA又はpoly（A）RNAをRNA泳動用緩衝液（20　mM　3・（N一モルホリノ）プロパンスルホ

ン酸、5mM酢酸ナトリウム、100　Pt　M　EDTA、　pH　8．0）、50％ホルムアミド及び6．5％ホ

ルマリンを含む溶液中で70℃、3分間加熱後、氷上で急冷し変性させた。このmRNAを、

サブマリン型電気泳動槽を用い1％アガロースゲル中で、100μ9／ml臭化エチジウムを含

むRNA泳動用緩衝液を電極槽液として100　V、3時間電気泳動した。泳動終了後、長波長紫

外線（304nm）下でゲルの写真をとった。ゲルを20×SSC（3　M塩化ナトリウム、300　mM

クエン酸ナトリウム）に浸した濾紙の上にのせて、さらにその上にナイロンメンブレンフ

ィルター（Hybond　N、　Amarshem）、濾紙、ペーパーータオル、ガラス及びおもりの順にの

せ、一晩静置することによりゲル中のRNAをナイロンメンブレンフィルターに移行させ

た。RNAが吸着したフィルターを2×SSCで洗浄後、紫外線照射によりRNAをフィルター

に固定させた。このフィルターをハイブリダイゼーション液（50％ホルムアミド、5×

Denhardt’s溶液（0．1％Fico11、0．1％ポリビニルピロリドン、0．1％BSA）、5×SSPE（750

mM塩化ナトリウム、50　mMリン酸二水素ナトリウム、5mM　EDTA）、200μ9／㎡【サケ精

子DNA（Sigma）、0．1％SDS）に浸し、42℃で最低2時間インキュベーション後、32Pを標

識したcDNAプローブを1～2×106　cpm／rnlとなるように加えて、42℃で一晩ハイブリダイゼ

ーションを行った。反応後、フィルターを2×SSC及び0．1％SDSを含む溶液中で室温、15

分間、2回洗浄し、続いて0．1×SSC及び0．1％SDSを含む溶液中で55℃、30～60分洗浄し

た。洗浄したフィルターを、増感紙を用いてX線フィルム（X－Omat、　Kodak）に一一80℃で
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一晩から二晩感光後、感光したフィルムをデンシトメトリーにかけ解析した。

5）　神経の切除

　肩甲間BATの腹側には、中頚神経節、星状神経節および第2～5胸神経節からでた交感神

経繊維が、第1～5肋間神経の枝として入り込んでおり、この5本の肋間神経を切断するこ

とにより肩甲間BATの除神経が可能である。ラットを、硫酸アトロピン（250μ館9）で

前処置した後、ベントバルビタールナトリウム（40　mg／kg）で麻酔し、伏臥位で保定し

た。肩甲間に小切開を加え、右側肩甲間BATと腹側の筋肉の間を剥離し、上記5本の肋間

神経を分離切断した（denervated　BAT）。左側BATは、対照とするため神経の切断は行な

わなかった（intact　BAT）。

6）　アドレナリン性受容体各種作動薬の長期投与

　アドレナリン性受容体作動薬を持続的に長期間にわたって投与するためにAlzet浸透圧ポ

ンプ（model　2002、　Alza）を用いた。このポンプは体液とポンプ内部の浸透剤との間の浸

透圧差を利用して、ポンプ内部の薬液を500nl／時の速度で、2週間持続的に排出できるも

のである。このポンプに、300mMの各作動薬（ノルアドレナリン、イソプロテレノー

ル、フェニレフリン）をアスコルビン酸（100mM）、4，5一ジハイドロキシー1，3一ベンゼンー

ジスルフォン酸（20mM）を含む水溶液に溶かして充填し、ラットの第1～2腰椎上の皮

膚を1cm切開し、皮下に挿入した。この条件で、毎時1．5　Pt　moleの作動薬が放出される。

7）実験データの統計計算

実験データは平均値±標準誤差で表示した。実験歯間の有意差検定はStudent・s－t検定に

より行った。
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【結果】

1）　t“1’でのグルコース1用にik・　る寒冷mp…の交

　寒冷曝露はBATでの熱産生を充進させる生理的条件の代表例である。そこで最初に、

ラットを4℃環境下に10日間置いた後に、生体組織でのグルコース利用を、非代謝性グル

コーース誘導体であるdGlcを用いて調べた。組織は、　B　AT（肩甲間部）、WAT（子宮周囲

部）、骨格筋（ヒラメ筋、腓腹筋）、心臓（全部）、小腸（回腸の一部）、腎臓（全

部）、肝臓（外側左葉の一部）、脳（大脳）を、それぞれ全組織含む形で採材した。

　室温（24℃）で飼育した動物の組織におけるグルコース利用速度は、WATが著しく低

い値をとる以外は、各組織ほぼ同程度であった（Fig　1－1）。しかし、4℃で10日間飼育す

るとBATにおけるグルコース利用が著しく充進した（約4．5倍）。WATでもやはり上昇し

たが、その程度は少なく（約2．5倍）、脳では逆に下降する傾向を示した。また、骨格筋

など他の組織ではほとんど変化しなかった。このように、寒冷曝露によって、BATでのグ

ルコース利用が特異的に充進ずることが示された。
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Fig1。1．組織でのグルコース利用に対する寒冷曝露の効果
　（□）は24℃飼育群、　（■）は10日間の寒冷曝露群を表す。測定
値はラットについて平均値±標準誤差（n＝6）で表した。＊は各24℃
飼育群の値との有意差P＜0．05を表す。
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2）寒冷　露：時のGLUT4発王量の亦ヒ

　上述の寒冷曝露によるグルコース利用の増加のメカニズムを解明する目的で、脂肪細胞

でのグルコース利用の初発段階であるGLUT4の変化について調べた。

　まずGLUT4蛋白質について、ラットGLUT4　C末端合成ペプチドをウサギに免疫して得

られた抗うットGLUT4血清を用いて、　Westemblotting法で調べた。　Fig1－2に示すように、寒

冷曝露前でも、GLUT4は単一バンドとして同定され、　BATにかなりの量存在することが確

認された。そして、ラットを10日間寒冷に曝すとGLUT4蛋白質の発現量は約2倍に増加し

た（Fig　1－2）。
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Fig　1－2。寒冷環境下でのBATにおけるGLuT4蛋白質の量的変化
　蛋白質試料（30μ9／レーン）を電気泳動後、　「材料と方法」の項
に記述した方法でWesternblottingした（A）。GLUT4に相応するバン

ドの放射活性を測定した。実験値は平均値±標準誤差で表した
（n＝3）　（B）。＊は0時間群の値との有意差P＜0．05を表す。
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　さらにこの増加が蛋白合成によるものかどうかを調べるために、GLUT4　mRNAの発現

量についても、ラットGLUT4　cDNAプロ・・一・・一ブを用いてNorthemblotting法によって調べた。

GLUT4　mRNAもGLUT4蛋白質と同様、寒冷曝露前でも検出同定できたが、寒冷に曝す

と、24時間後からGLUT4　mRNA発現量の増加が見られ、10日後には約2．5倍となった

（Fig　1－3）。一方GLUT4を発現している他の組織（wAT、骨格筋、心臓）に関しても同様

に調べたところ、BATで見られたような増加は見られず、寒冷曝露によって有意の変化は

認められなかった（Fig　1－4）。これらのことから、慢性的な寒冷曝露により見られるグル

コース取り込みの増加は、GLUT4蛋白質の新規合成を伴うGLUT4総量の増加によるもの

であることが示唆された。また、この変化は、BAT特異的であり、その他の組織では見ら

れない。
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Fig　1－3．寒冷環境下でのBATにおけるGLUT4　mRNAの量的変化
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「材料と方法」　Poly（A）RNA試料（4μg／レーン）を電気泳動し、
の項に記述した方法でNorthemblottingした（A）。そのオートラジオ
グラフィー像をデンシトメトリーにかけ、各寒冷曝露時の値を0時間
群を1として比で表した（B）。対照群は24℃で飼育した群である。
実験値は平均値±標準誤差（n＝4）で表した。＊は0時間群の値との
有意差P＜0．05を表す。
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Fig1・4．寒冷環境下でのその他のインスリン応答性臓器における
GLUT4　mRNAの量的変化
　wATはPoly（A）RNAを、骨格筋、心臓は全RNAを、1レーンあたり
各組織で等量のRNAを電気泳動し、　「材料と方法」の項に記述した
方法でNorthernblottingした。そのオートラジオグラフィー像をデンシ

トメトリーにかけ、各寒冷曝露時の値を寒冷曝露前の1として比で
表した。（口）は24℃飼育群、（■）は10日間の寒冷曝露群を表す。
実験値は平均値±標準誤差（n＝4）で表した。いずれの臓器でも、24
℃飼育群と寒冷曝露群の数値間に有意差は無い。

3）寒冷　静　のグルコース1用並びにGLUT4滋王の亦　に　ぼ　ホ感　経のy

BATにおける熱産生を支配しているのは、交感神経であることがよく知られており、し

かも、寒冷曝露時にはBATの交感神経活動が上昇することも報告されている（70）。従っ

て、今回見られたグルコース利用並びにGLUT4発現の増加においても、交感神経の関与

が予想された。肩甲間BATには、交感神経が第1～第5肋間神経枝として入り込んでおり、
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視覚的に確認することが容易であるため、この5本の神経枝を外科的に切断して寒冷曝露

の影響を調べた。すると、非切断のintact　BATでは、寒冷曝露によってグルコース利用が

大幅に充進ずるのに対して同じ個体のdenervated　BATでは24℃の時と全て変わらなかっ

た。（Fig　1－5）。さらに、　GLUT4　mRNAに関しても同様に調べたところ、　denervated　BAT

においてはmRNA発現量の増加が消失していた（Fig　1・6）。

　このように、寒冷曝露時におけるBATでのグルコース利用尤進とGLUT4　mRNAの増加

は交感神経の切断によって完全に消失するので、この交感神経が必須であることが示され

た。
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Fig　1－5．寒冷環境下（10日間）でのBATにおけるグルコース利用に

対する交感神経の影響
　（■）はintact　BAT、　（口）はdenervated・BATを表す。実験値は平

均値±標準誤差で表した（n＝6）。＊はそれぞれ24℃で飼育されてい
た群の値との有意差P＜0．05を表す。
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Fig　1－6．寒冷環境下（10日間）でのBATにおけるGLUT4　mRNAの量
的変化に対する交感神経の影響
　RNA試料（40μg／レー一一．ン）を電気泳動し、　「材料と方法」の項に

記述した方法でNorthernblottingした。そのオートラジオグラフィー像
をデンシトメトリーにかけ、寒冷曝露時の値は寒冷曝露前を1として
比で表した。　（■）はintact　BAT、　（口）はdenervated　BATを表す。

実験値は平均値±標準誤差で表した（n＝6）。＊はそれぞれ24℃で飼
育されていた群の値との有意差P＜0．05を表す。

4）GLUT4　E量に・　る　種アドレナリン　92Ak の交

上述のようにBATにおけるグルコース利用とGLUT発現の充進には、交感神経が重要で

あることが明らかになったが、これをさらに確認するために、寒冷曝露の代わりに室温

（24℃）下で、交感神経伝達物質であるノルアドレナリンや受容体作動薬の投与効果につ

いて検討した。薬物の投与には、寒冷曝露時の交感神経の持続的興奮を再現するために、

浸透圧ポンプを用いて毎時約1．5Pt　moleの割合で放出されるように設定し、10日間の持続
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投与を行なった。薬物は・ノルアドレナリンの他に、α作動薬であるフェニレフリン、β

作動薬であるイソプロテレノールを使用した。

　このようにノルアドレナリンを慢性的に投与すると、BATでのGLUT4蛋白質量が寒冷曝

露時と同様に増加し、1．5倍程になった（Fig　1－7）。これと同様の効果は、イソプロテレノ

ール投与においても得られたが、フェニレフリン投与ではGLUT4蛋白質は対照群と差が

無く、無効であった。なお、この様な変化は、BATに至る交感神経枝を切断しているかど

うかにかかわらず同程度に見られた。一方、BAT以外の組織においては、　WAT、骨格筋、

心臓いずれでも薬物投与はGLUT4蛋白質レベルにほとんど影響を与えなかった（Fig1－

8）。このことから、寒冷曝露時に見られるBATでのGLUT4蛋白質の増加はBATに特異的

であり、交感神経終末から放出されるノルアドレナリンによっており、しかもβ受容体を

介して、褐色脂肪細胞内へ伝達されることが示唆された。
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Fig　1－7．　BATにおけるGLuT4蛋白質の量的変化に及ぼす各種アドレ
ナリン性受容体作動薬の効果
　蛋白質試料（10μg／レーン）を電気泳動後、　「材料と方法」の項
に記述した方法でWesternblottingした。　GLUT4に相応するバンドの放

射活性を測定した。実験値は平均値±標準誤差（n＝5）で表した。
NEはノルアドレナリン、　PHEはフェニレフリン、　ISOはイソプロテレ
ノールを表す。　（■）はintact　BAT、　（［］）はdenervated　BATを表す。

＊はコントロールの値との有意差P＜0．05を表す。
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Fig1－8．その他のインスリン応答性臓器におけるGLUT4蛋白の量的
変化に及ぼす各種アドレナリン性受容体作動薬の効果
　蛋白質試料（10μg／レーン）を電気泳動後、　「材料と方法」の項
に記述した方法でWesternblottingした（GLUT4に相応するバンドの放
射活性を測定した）。　（口）はWAT、　（■）は骨格筋、　（國）は心

臓を表す。実験値は平均値±標準誤差（n＝5）で表した。NEはノル
アドレナリン、PHEはフェニレフリン、　ISOはイソプロテレノールを
表す。各臓器ともコントロールの値との有意差は無い。

5）GLUT4　mRNA　　量に文1　るノルアドレナリン の交

　Fig　1－7で見られた変化が、寒冷曝露時と同様にGLUT4蛋白のmRNAからの合成尤進によ

るものであるかどうかを確認するために、GLUT4　mRNA発現量に対するノルアドレナリ

ンの長期投与（10日間）の効果を調べた。同時に、actin・mRNAもノーザンプロッティング

を行う際の内部標準として測定した。Fig　1－9に示すようにBATのGLUT4　mRNAのレベル

も、GLUT4蛋白質と同様に交感神経枝の有無に拘らずノルアドレナリン投与によって増

加した。一方、GLUT4　mRNAを測定したメンブランをリハイブリダイゼーションした

後、actin・mRNAの発現を調べたが、ノルアドレナリン投与によっては変化しなかった。一

方、骨格筋においてはGLUT4、　acdn共にmRNA発現量はノルアドレナリン投与の影響は全

て見られなかった（Fig1－10）。従って、ノルアドレナリン投与によるGLUT4の発現増加

は、BATに特異的であることが確認された。
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Fig　1－9．　BATにおけるGLUT4　mRNAの量的変化に及ぼすノルアドレ
ナリンの効果
　全RNA（10μg／レーン）を電気泳動後、　「材料と方法」の項に記
述した方法でNorthernblottingした（n＝2）。代表的なバンド像を示
す。レーン1とレーン2はコントロール群、レーン3とレーン4はノル
アドレナリン投与群、レーン1とレーン3はintact　BAT、レーン2とレー
ン4はdenervated　BATを表わす。
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Fig　1－10．骨格筋におけるGLUT4　mRNAの量的変化に及ぼすノルア

ドレナリンの効果
　全RNA（10μg／レーン）を電気泳動後、　「材料と方法」の項に記
述した方法でNorthernblottingした（n＝2）。代表的なバンド像を示

す。レーン1はコントロール群、レーン2はノルアドレナリン投与群
を表す。
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【考察】

　BATでの熱産生を充進させる代表的な生理的刺激である寒冷暴露を行うと、BATでのグ

ルコース利用が増加することは、既に報告されているが（59、61、67、68）、今回の結果

でも、ラットを4℃で10日間飼育すると、BATでのdGlcの取り込みが大幅に増加すること

が確認できた。このグルコース利用の尤進はBATに特異的であり、WATや筋肉組織では起

こらない。また、他のBATの機能と同様に、この組織に分布している交感神経を切除する

と寒冷刺激の効果は消失することも、従来の報告とおおむね一致している（61）。本研究

ではこの細胞分子機構を明らかにするために、脂肪細胞でのグルコース利用の律速段階に

当たるGLUT4に注目して、その蛋白質とmRNAの発現を調べ、以下の新知見を得た。1）

寒冷暴露によるグルコースの利用尤進と並行して、BATでのGLUT4の蛋白質とmRNAの

量が増加した。2）WATや骨格筋、心臓でのGLUT4は変化しなかった。3）BATでの

GLUT4の増加が交感神経の切除により完全に消失した。4）室温で交感神経伝達物質で

あるノルアドレナリンを投与すると、寒冷暴露の効果が再現された。5）ノルアドレナリ

ンの代わりにβアドレナリン作動薬であるイソプロテレノールを投与しても同様の結果が

得られたが、αアドレナリン作動薬であるフェニレフリンは無効であった。6）これらカ

テコールアミンの効果はBATの交感神経を切除してもなんら影響されなかった。

　このような様々な条件下でのGLUT4の変化は、グルコーース利用の変化とほぼ並行して

いるので、やはり予想したとおりBATでのグルコース利用の充進は主にGLUT4蛋白質の量

的増加に起因すると考えることができる。更に、いずれの場合も蛋白質の増加はGLUT4

mRNAの変化と一致しているので、　GLUT4タンパクの合成が促進した結果であると思わ

れる。WATや筋肉でのGLUT4の合成を活性化する最も重要な因子がインスリンであるこ

とは現在確立されており、絶食や糖尿病など血中インスリンが低下するときには、

GLUT4量も減少する（36）。これはBATにおいても同様で、インスリンによってGLUT4

遺伝子の転写が充溢することが知られている（11）。しかし、本研究で行った寒冷暴露に

おいては、血中インスリン濃度は上昇せずむしろ低下し（61、66）、更にGLUT4の増加

はWATや筋肉では見られずBATに特異的である。これらの事実は、インスリンをはじめと

する液性因子よりは、むしろBATに特異的な神経性機構の役割を示唆するものである。実
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際にBATでのグルコース利用はインスリンに加えて、交感神経により直接促進されること

は、本研究でも確認された。更に、GLUT4についても、蛋白質、　mRNA共に寒冷暴露後の

増加は交感神経を切除すると消失し、ノルアドレナリン投与によって回復した。従って、

BATにおけるGLUT4の合成直進は、交感神経のノルアドレナリンの作用によると結論する

ことができる。BATでの蛋白質合成が交感神経によって活性化されることは、ミトコンド

リアのアンカップリングプロテイン（9）、リポプロテインリパーゼ（48）、サイロキシ

ン5’一頭ヨード化酵素（30）等、他にも多くの事例で知られており、最終的には、寒冷順

化におけるBATの肥大に至る過程と考えられる。なお、このことは、　BATでの蛋白質合成

の活性化には他の液性因子が不要であるということを意味するものではない。実際、ノル

アドレナリンの効果は甲状腺ホルモンによって更に増強されることが知られており

（6）、ノルアドレナリンは必須の因子であっても十分因子であるわけではなさそうであ

る。in・V　fvoでの実験ではこれを解析するのは難しく、分離した細胞等を用いたin　vitroでの

研究が必要である。

　ノルアドレナリンの投与効果は、イソプロテレノールによって完全に再現することがで

きたがフェニレフリンは全く無効であった。従って、ノルアドレナリンのGLUT4合成充

進効果は、大部分β受容体を介した作用によっていると思われる。アンカップリングプロ

テインをはじめとする多くのBAT蛋白質の合成はβ作用によって充進ずることが知られて

いるので、GLUT4についても同様であることが明らかとなったことになる。このβ受容

体については、第2章で詳細に検討する。BATにはα受容体も存在しており、熱産生機能

の二部はα作用に依存することも知られているが（58）、少なくともGLUT4に関して

は、これの関与は少ないと結論できる。

　交感神経の終末からは、ノルアドレナリンだけでなくニューロペプチドYやアデニンヌ

クレオチド等も放出されており、神経伝達物質あるいはneuromodulatorとして働くと言わ

れている（12）。今回のGLUT4については、ノルアドレナリンやイソプロテレノールの

投与効果は、交感神経がintactでも切除されていても全く同様に観察された。この結果は、

交感神経のGLUT4発現に対する促進作用はもっぱらノルアドレナリンによっており、他

の交感神経因子は少ないことを示している。GLUT4に限らず、　BATの機能に対するノルア

ドレナリン以外の交感神経因子の作用やその生理的役割については、ほとんど知見が無い
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のが現状である。BATで熱産生が起こると組織の血流が増加し、暖めた血液を速やかに全

身に回すと共に熱産生に必要な酸素などの大量供給を支えるが、このようなBATでの血流

調節にニューロペプチドYなどが関与している可能性もあり、今後の研究が必要である。

　今回、GLUT4合成の交感神経性の促進はBATでのみ見られ、同じ脂肪組織であるWAT

や、筋肉では影響が無かった。これは、インスリンがいずれの組織にたいしても有効であ

るのと対照的である。BATはWATに比べて交感神経の分布がはるかに密なので、交感神経

の効果がBATのみに現れるのは一見当たり前のようにも思えるが、ノルアドレナリンを投

与してWATや筋肉にも同じように作用させても、やはりGLUT4の発現はBATでのみ増加

した。従って、BATには他の組織と異なる何らかのGLUT4発現調節の機構が備わっている

と考えざるをえない。おそらくBAT特異的なDNA結合蛋白質（転写因子）が係わっている

のであろうが、その実体は不明である。

騨『麟＿．、V
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【小括】

　動物を寒冷暴露すると、交感神経の活性化と共に熱産生部位であるBATでのグルコース

利用が特異的に充進ずる。この細胞分子機構を明らかにするために、BATでのグルコース

利用の律速段階にあたるグルコース輸送担体GLUT4に着目し、ラットでのfη卿。の実験を

行い、以下の結果を得た。

　1）ラットを常温（24℃）から4℃の寒冷環境下に移して10日間飼育すると、BATでの

グルコース利用の著しい充進と共にGLUT4蛋白質の増加が見られた。この時、　GLUT4

mRNAも並行して増加していた。従って、寒冷暴露はBATでのGLUT4の生合成を促進する

ことによって、この組織でのグルコース利用を高めるものと考えられた。

　2）BATでのグルコース利用やGLUT4に対する寒冷暴露の促進効果は、この組織に分布

する交感神経を外科的に切除することによって、完全に消失した。寒冷暴露の代わりにノ

ルアドレナリンを持続的に投与すると、寒冷暴露と同様の効果が再現された。一方、

WATや筋肉のGLUT4は寒冷暴露やノルアドレナリンによっては全く影響を受けなかっ

た。これらの結果から、BATでのGLUT4の発現が交感神経のノルアドレナリンによって直

接調節されていることが明らかになった。この知見は、GLUT4の調節因子として従来か

ら知られているインスリン以外に、ノルアドレナリンの役割を明らかにしたものである。

　3）ノルアドレナリンの代わりにβ作動薬であるイソプロテレノールを投与しても、や

はりGLUT4の増加が認められたが、α作動薬であるフェニレフリンは全く影響が無かっ

た。．従って、ノルアドレナリンの作用は主にβ受容体を介した機構によっていると思われ

る。

　4）これらの結果を総合して、寒冷暴露時にはBATの交感神経活動が充嚇し、放出され

たノルアドレナリンが褐色脂肪細胞のβ受容体に作用してGLUT4の合成を促進しこの組

織でのグルコース利用を高めるものと結論した。
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第2章　培養褐色脂肪細胞におけるグルコース輸送とアドレナリン性β3受容体

【序文】

　第1章において、寒冷曝露時に見られるBATでのグルコース輸送充進は、　GLUT4蛋白の

合成尤進によるものであり、これが交感神経からのノルアドレナリンのβ作用によって調

節されていることが示された。ところで、ノルアドレナリンのβ作用には、従来、2種の

受容体、β1、β2受容体を介するものが良く知られている。β1作品は心拍数の増加、β2

作用は気管平滑筋の弛緩などが著明な作用である。脂肪細胞での脂肪分解応答について

も、主にβ1作用によるとされてきた。しかし、薬理学的な解析を詳細に行うと脂肪分解

応答は必ずしも典型的なβ1、β2作用のみでは説明できないことが判明し、別のタイプの

β受容体の存在が予想された。そして、実際に、β1とβ2受容体に続いて、脂肪細胞から

β3受容体cDNAがクローニングされ、その存在が立証された（3、26、27、39）。BATに

は3種のβ受容体とも存在しており、個体を用いた加卿。実験では、β3受容体に特異的な

作動薬を投与すると、BATでのグルコース利用やGLUT4発現が充漏し、ノルアドレナリン

のβ作用を再現することが報告されている（4、41、43、50）。しかしながら、これらの

報告は組織レベルで行われた実験であり、細胞を用いたものではない。これまでのとこ

ろ、β3作用によるグルコース利用については、褐色脂肪細胞を用いてはよく調べられて

いない。

　BATを細胞レベルで解析する場合、分離細胞を用いる方法、細胞株を用いる方法、初代

培養細胞を用いる方法の三つが考えられる。これらの方法は、それぞれに長所と短所を

もっている。すなわち分離細胞を用いる方法では、採取してきた細胞が数時間しかもたな

いため、長時間の実験、観察が不可能である。この点は細胞株を用いれば克服できるが、

現在までのところ適当な褐色脂肪細胞株は得られていない。従って初代培養細胞を用いる

方法は、1989年Rehnmarkらによって報告されて以来、マウスやハムスター一の褐色脂肪細

胞の初代培養系がin・vitroの実験系として用いられている（57）。最近、　Shimizuらはラット

の肩甲間BATより前駆脂肪細胞を含むStromal－Vascular・Cellsを分離培養し、デキサメサゾン

を添加すると多房性の脂肪滴を貯留するようになり、インスリンやノルアドレナリンに対
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する応答性をもつ脂肪細胞に分化することを報告している（63）。

　そこで本章では・BATにおけるグルコース利用とβ3受容体の関係を細胞レベルで明ら

かにすることを目的として、この初代培養褐色脂肪細胞を用いてグルコース利用や

GLUT、各β受容体の発現を比較検：討した。
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【材料および方法】

1）供試動物

　雌雄のSDラットを、室温24±1℃、12時間毎の明暗交代の照明条件下（午前7時点燈）

で飼育し、市販固形飼料および水を自由に摂取させた。8～16週令の雌雄を用い自然交配

させ、得られた新生仔（生後1～3日目）を実験に供した。

2）褐色脂肪細胞の初代培養

　Shimizuらの方法に従って行った（63）。まず、手術に用いる鋏やピンセットなどは乾

熱滅菌を施し、また、使用するメディウムは濾過滅菌を行った。その他の器具も、標準的

な細胞培養実験：のプロトコルに基づき滅菌を行った。ラット新生仔を70％エタノールで丁

寧に消毒した後に放題殺、肩甲間BATを無菌的に摘出しDMEM（FCS（一））中に浸し

た。最終的に必要なディッシュの数により、実験に供する新生仔の数が異なるが、おおよ

そ60㎜のディッシュ1枚に2匹ほどの新生仔を必要とした。用意した縦仔全てから肩甲

間BATを摘出し終えたら、メディウムに浸してあるBAT中の血液をできるだけピンセット

などで押し出した。組織の水気をきり、無菌的なディッシュなどの上に移して鋏で破砕。

充分電脳できたなら、50mlチューブに移し、1％コラゲナーゼ（Sig㎜）を含んだDMEM

中で37℃1時間軽く振征した。さらにナイロンメッシュ（100μm）で濾過した後に、BAT

謡曲デイウム（DMEM、10％FCS、17　Pt　M　D－pantothenic　acid、33μ　M　d－biotin、100　＃Mア

スコルビン酸、1μMオクタネート、100・units／mlペニシリン、100μ91mlストレプトマ

イシン、50nMインスリン、50　nMトリヨー・ドサイロニン）を等量から倍量加え、コラゲ

ーナーゼの反応を止め、100×9室温10分遠心し、目的の細胞を沈殿させた。上清を捨て

た後に、沈殿を適当量のBAT用メディウムでサスペンドし、再びナイロンメッシュ（50

Pt、m）で濾過した。これらの細胞をコラーゲン（typel）コートディッシュ（35㎜また

は60㎜）に蒔き、37℃、5％CO2下で脱した。翌日、付着しなかった細胞や細胞の破

片などをPBS（一）で洗い、引き続きBAT用メディウム中で培養を行った。

3～4日で細胞はコンフルエントな状態になる。この状態の細胞を実験に供した。また、

一部の細胞は、この状態の細胞に1μMデキサメサゾンを添加して48時間後に実験に供し
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た。．

3）オイル赤0染色（ズダンll染色）

　細胞内の脂肪滴の染色には、操作が簡単で短時間で微細な脂肪滴も染色できるオイル赤

0染色を用いた。

　細胞の入ったディッシュをPBSで二回洗浄し、その後10％ホルマリンを細胞全体が浸る

くらい加え、45分間固定した。洗浄や溶液を加える時は、細胞がディッシュからはがれな

いように気をつけながら行った。固定し終えた細胞をPBSで二回洗浄し、オイル赤0調製

用液（0．5％オイル赤0溶液（イソプロテレノール：蒸留水＝6：4））を細胞全体が浸るく

らい加え、5分間処理した。蒸留水で3回洗浄した後に、顕微鏡下で写真に記録した。

4）mRNAの解析

a）全RNAの調製

　RNA抽出用試薬の調製には、一晩放置した0．1％ジエチルピロカーボネイトを含む溶液

をオートクレーブ（120℃、20分）にかけてから用いた。また、チップやチューブ類も全

てオートクレーブ（120℃、20分）にかけたものを使用した。

　培養細胞からのRNA抽出はChomczynskiとSacchiらの方法に準じて行なった（15）。細胞

の入った60㎜ディッシュを冷PBSで二回瀞し、　Dl容液（4MGu鋤i伽血ocy㎜aむe、25

mMクエン酸（pH　7．0）、0．5％Sarcosyl、100　mM　2－Mercaptoethanol）を500μ1加え、細胞

を溶解した。溶解液を2mlチューブに移し、2M酢酸ナトリウム（pH　4．0）を50μ1加え

て転倒混和した。続いて水飽和フェノールを500　Pt　1加えて転倒混和した。さらにクロロ

ホルム／イソアミルアルコール（24：1）混合液を100　，ul加えて転倒混和した後に、10秒

間激しく混和した。氷中で15分間放置した後、遠心した（12，㎜×9、4℃、5分）。水相

を別のチューブにとり、lmlの氷冷エタノールを加えエタノール沈殿を行なった。転寝は

少量の蒸留水に溶解し、260㎜での吸光度を測定して濃度を決定後、一70℃で保存し

た。

b）　poly（A）RNAの精製

poly（A）RNAの精製は、第；1章の材料と方法の項に従って行った。
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C）．cDNAの調製

　　［実験に供したcDNAについて］

　　i）GLUT4：ラットGLUT4　cDNAフラグメント（＋1一＋1330　bp）　（7）。京都大学医

　　　学部、清野裕博士より供与。

　　ii）CCAATIEnhan㏄r　binding　Protein（CIEBP）α：ラットCIEBPα　cDNAフラグメン

　　　　ト　（＋586一＋865bp）　（40）。Re　verse　transcriptase。p　olymerase　chain　reaction（RT－

　　　PCR）法にて合成。

　　iii）CIEB　Pβ：マウスCIEBPβ　cDNA（fu11・length）　（13）。名古屋大学生物分子応

　　　答研究センター、三木清史博士より供与。

　　iv）C∠EBPδ：ラットC／EBPδ　cDNAフラグメント（＋76。＋453　bp）　（35）。RT。

　　　PCR法にて合成。

　　v）ホルモン感受性リパーゼ：ラットホルモン感受性リパーゼ　cDNAフラグメント

　　　　（＋1903一＋2490bp）　（32）。愛媛大学医学部、澄田道博：助教授より供与。

　　vi）β1受容体：ラットβ1受容体cDNAフラグメント（＋1一＋600　bp）（54）。愛媛

　　　大学医学部、澄田道博：助教授より供与。

　　vii）β2受容体：マウスβ2受容体cDNAフラグメント（一168一＋160　bp）　（51）。愛

　　　媛大学医学部、澄田道博助教授より供与。

　　viii）β3受容体：ラットβ3受容体cDNAフラグメント（一4一＋308　bp）（49）。愛媛

　　　大学医学部、澄田道博助教授より供与。

　［cDNAプローブの作製］cDNAプローブの作製は、第1章の材料と方法の項に従って

行った。

c）’Northemblotdng法による各種mRNAの測定

　Northernblotting法による測定は、第1章の材料と方法の項にほぼ準じて行った。　RNA又

はpoly（A）RNAをRNA泳動用緩衝液、50％ホルムアミド及び6．5％ホルマリンを含む溶液中

で70℃、3分間加熱後、氷上で急冷し変性させた。このmRNAを、　RNA泳動用緩衝液を泳

動槽に満たしたサブマリン型電気泳動槽を用い1％アガロース（SeaKem　ME、　FMC）ゲル

中で、100V、2時間電気泳動した。ゲル中のRNAを20×SSC溶液によりナイロンメンブレ

ンフィルター（Hybond　N＋、　Amarshem）に一晩かけてトランスファーさせた。　RNAが吸
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着したフィルターを2×SSC溶液で洗浄後、紫外線照射によりRNAをフィルターに固定さ

せた。このフィルターをハイブリダイゼーション液（5×SSPE溶液、5×Denhardtls溶

液、0．5％SDS、100　＃91miサケ精子DNA（Sigma））に浸し、65℃で1時間インキュベー

ション後、32Pを標識したcDNAプローブを1～2×106　cpm！m1となるように加えて、65℃で

一晩ハイブリオーブン中でハイブリダイゼーションを行った。反応後、フィルターを2×

SSC及び0．5％SDSを含む溶液中で室温、10分間2回洗浄し、続いて0．1×SSC及び0．5％

SDSを含む溶液中で65℃、20分間洗浄した。洗浄したフィルターを、イメージングアナラ

ィザーBAS　l　OOO（Fuji　Photo　Film）を用いて解析した（2）。

d）RT－PCR法による測定

　β3受容体のRT－PCRは報告されている塩基配列を基に・オリゴヌクレオチド（5’一

CACCTCGAGATGGCTCCGTGGCCTCAC－3’：Forwardプライマー、5’。

GTCGGTACCCAAGGGCCAGTGGCCAGTCAGCG－3t：Reverseプライマー）を合成し、

PCR用プライマーに使用した。全RNA　l　Pt　9、50　mM　Tris一塩酸（pH　8．3）、75　mM塩化カ

リウム、3mM塩化マグネシウム、10　mMジチオスレイトール、500μMdNrP、100　pmol

Reverseプライマー、100　units　M－M　L　V逆転写酵素（Gibco　BRL）を10μ1中で42℃で15分

反応させ、RNAに相補的な一本鎖DNAを合成した。この反応液を99℃で5分処理し逆転写

酵素を不活化させた後に5m1とり、これに20　mM　Tris一塩酸（pH　8．4）、50　mM塩化カリ

ウム、1．5mM塩化マグネシウム、500μMdNrP、100　pmol　Forwardプライマー、1　unit

Taq　DNAポリメラーゼ（Gibco　BRL）を25μ1になるように加え、　PcRを行なった。　PcR

反応はサーーマルサイクラー（PC－800、　Astec）を用い、94℃3分、60℃30秒、72℃1分30秒

で46サイクル行なった。

　PCR産物は、　Mupid電気泳動槽を用い、1mg加1臭化エチジウムを含む2％アガロースゲ

ル中で、1×TAE液（40・mM　Tris、20　mM酢酸ナトリウム、40　mM　EDTA、　pH　7．9）を泳動

槽液として、電気泳動した。泳動後、UVトランスイルミネー馬上で、ゲルをポラロイド

写真にとり、パーソナル画像解析システム（パー・ソナルコンピューーター　Power　Macintosh

7100（Apple）、イメージスキャナ・一一　GT－8000（Epson）、画像解析ソフトNIH　lmage　ver．

1．54（Wayne　Rasband氏、　N正1））を用いて、　PCR産物の解析をした。
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籔

5）培養細胞におけるグルコース利用速度の測定

　培養細胞へのグルコースの取り込みは、非代謝性グルコース誘導体であるdGlcを用いて

測定した。

　実験：に用いる細胞は、前日の内に必ず新鮮なBAT用メディウムに交換しておいた。実験

日当日、35㎜ディッシュに播かれた細胞を、HEPES－Krebs－Ringer液（140・mM塩化ナト

リウム、1mM塩化カルシウム、5mM塩化カリウム、2．5　mM硫酸マグネシウム、20　mM

HEPES、　pH　7．4）　（37℃）で三回洗浄し、あらかじめDMEM（1．5　m1）中で37℃3時間イン

キュベイトした。最後の1時間はノルアドレナリンやBRL　37344（Smith　Kline　Beecham）、

CL316，243（American　Cyanamid）のβ3作動薬を添加して、細胞を刺激した。次に、

HEPES－Krebs－Ringerで二回洗浄した。さらに各作動薬の入った2％BSA（fatty　acid－free）を

含むHEPES－Krebs－Ringer液（1．5　ml）で20分間インキュベイトした後に、アイソトープ溶

液（［3H］。dGlc（740　kBq加1）、【14C｝スクロース（74　kBq／mi））を40μ1添加した。正確に

2分間インキュベイトし、素早く3mM　HgC12を含んだ氷冷PBSで3回洗浄し、グルコースの

細胞内への取込みを停止させた。ディッシュ内の余分な液を充分吸い取ってから、Cell

lysis　solution（0．2　N水酸化ナトリウム、1％SDS）液（700μ1）を加え、細胞を含む全て

の溶液をシンチレーションバイアルに移した。2N塩酸（100μ1）で中和した後、シンチ

レ同前ー（10m1）を加え、3H、14Cの放射能を測定した。細胞外液中に存在する［3H】・dGlc

による誤差を、細胞外に存在する［14C］スクロースにより補正し、細胞内への【3H］一dGlcの

取り込みを算出した。

6）実験：データの統計計算

実験データは平均値±標準誤差で表示した。実験群間の有意差検定はStudent’s－t検定に

より行った。
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【結果】

1）．pt b　‘　にお1るデキサメサゾンの交

　ラット新生仔の肩甲間BATから採取したstromal・vascular細胞画分をin・Vitroで培養分化さ

せ、初代培養褐色脂肪細胞として実験に用いた。採取した細胞画分はディッシュに蒔いた

後、2～3日でコンフルエントな状態になった。この細胞は形態的には線維芽細胞様である

が、デキサメサゾンの添加後2～3日で細胞内に房状の滴を抱えるようになる（Fig2－

1A、　B）。中性脂肪を染めるオイルレッド0色素で染色してみると赤色に染まることか

ら、これらのものが脂肪滴であることがわかる（Fig2。1D）。一方、デキサメサゾン添加

前の細胞には、脂肪滴はほとんど見られなかった（Fig2・1c）。

　このデキサメサゾンの効果を、各種遺伝子の発現レベルの上から検討するために、脂肪

細胞の分化指標マーカーとして知られている（1）GLUT4、ホルモン感受性リパーゼ、

CIEBPαのmRNAレベルをNorthemblotting法によって調べた（Fig2・2A，B，C）。細胞がコン

フルエントに達する頃の増殖中の細胞では、これらのmRNAはほとんど同定できなかっ

た。このことは、分離してきた細胞中に組織由来の成熟した脂肪細胞が混入していないこ

とを示している。この細胞をデキサメサゾンで処理すると、GLUT4、ホルモン感受性リ

パーゼ、CIEB　Pαの各mRNAは著しく増加した。一方、処理しなかった細胞では、　mRNA

レベルに変化が見られなかった。

　CIEBPαだけでなく、CIEBP転写因子ファミリーを形成しているCIEBPβ、　CIEBPδにつ

いて調べた（Fig2・2D，E）。CIEBPαmRNAが分化に伴い、劇的な増加を示したのとは異な

り、CIEBPβとC！EBPδはコンフルエントの状態からある程度発現しており・そのレベル

は、デキサメサゾン添加後も変化しなかった。
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Fig2－1．デキサメサゾン添加による初代培養褐色脂肪細胞分化
　褐色脂肪細胞の顕微鏡写真。デキサメサゾン添加前の細胞（A、
C）と添加後の細胞（B、D）の位相差顕微鏡像（A、　B）と、オイル

レッド0染色による像（C、D）。
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Fig2－2．　GLUT4、ホルモン感受性リパーゼ、　C／EBPの各mRNA発現量

に対するデキサメサゾン添加の効果
　褐色脂肪細胞がコンフルエントになった後、2日間デキサメサゾン

サメサゾン添加細胞（レーン5，6）から各々抽出した。40μgの全
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GLUT4．　（B）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホルRNAをNorthernblotting法により解析した。　（A）

モン感受性リパーゼ（HSL）、　（C）CIEBPα、　（D）C／EBPβ、

　（E）　C／EBP　60
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2） 初 にお1る　　ms　の

　これらの細胞でのβ1、β2、β3各々の受容体mRNAの発現を調べた。まず始めに、

Fig2・2で用いたメンブランをリハイブリダイズして各β受容体mRNAの解析をしたが、シ

グナルは検出できなかった。そこで、より多量のmRNAについて分析するために全RNAか

ら精製したPoly（A）RNAを10μ9用いて解析を行なった。　Fig2－3に示すように、β1並びに

β2受容体mRNAはコンフルエントな状態の細胞においても発現しているが・β3受容体は

検出できなかった。これに対し、デキサメサゾンで処理をした細胞では、β1並びにβ2受

容体mRNAは変化しなかったが、β3受容体のmRNAレベルは劇的に上昇した。デキサメ

サゾン処理後の各β受容体のmRNA発現の割合は、肩甲間BATでの発現の割合とほぼ一致

している。

　デキサメサゾン未処理細胞でβ3受容体が検出できなかったのは、Northernblotting法の感

度が低いためなのか否かを調べるために、より感度の高い検出法であるRT－PCR法により

これらの細胞でのβ3受容体mRNAの検出を試みた（Fig2・4）。デキサメサゾンで処理した

細胞では320bpのサイズ付近にバンドが認められた。このcDNAサイズは用いたプライマ

ーから予想されるサイズ（324bp）と一一致しているのでβ3受容体に由来するものと考え

られる。さらに確認するためにこのバンドをゲルから切り出してDNAシークエンサーにて

ヌクレオチド配列を調べたところ、β3受容体cDNAの配列と完全に一致した。一方、コン

フルエント細胞やデキサメサゾン未処理細胞には、バンドが認められなかった。これらの

ことから、β3受容体mRNAはデキサメサンゾン処理により初めて発現することが明らか

となった。
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18S　一

β2AR一
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亀
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Fi

RNAより精製したpoly（A）RNAを10μ9用いてNorthernblotting法によ

り解析した。レーン1はコンフルエント細胞、レーン2はデキサメサ
ゾン処理細胞を表す。β1ARはβ1受容体、β2ARはβ2受容体、β

3ARはβ3受容体を表す。
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B3AR　一
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Fig2－4．　RT－PCRによるβ3受容体mRNA発現量に対するデキサメサ

ゾン添加の効果の検討
　全RNA（250　ng）をRT－PCR法にて解析した。アガロースゲル電気
泳動後、エチジウムプロミドで染色し写真撮影した。レーン1はコン
フルエント細胞、レーン2はデキサメサゾン処理細胞、レーン3はデ
キサメサゾン未処理細胞、レーン4はラットBAT、レーン5はラット
ゲノムDNAからのPCR産物（250　ng）、レーンMはサイズマーカーを

表す。β3ARはβ3受容体を表す。

3）初’立　　色ヒ肪細　でのグルコース・”にお1る　3　・の交

分離褐色脂肪細胞では、ノルアドレナリンによるグルコース利用充進はβ受容体を介し

ていることが知られている（45、46）。初代培養i細胞で発現しているβ3受容体の機能的

解析を行なう目的で、ノルアドレナリンやβ3作動薬を添加したときのグルコース利用が

どの様に変化するのかを調べた。デキサメサゾン未処理細胞では・ノルアドレナリン・お

よびβ3作動薬であるBRL・37344、　CL316，243を作用させても・dGlcの取込みに変化は見

られなかった。しかしデキサメサゾン処理した細胞では、ノルアドレナリンはdGlc取込み
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を促進し、β3作動薬はノルアドレナリンと同程度まで充進させた（Fig2－5）。このこと

は、分化した培養細胞に発現したβ3受容体が充分機能していることを示している。Fig2－

6に培養細胞でのグルコース輸送に与えるノルアドレナリンとCL316，243の用量依存曲線を

示した。ノルアドレナリンはdGlcの取り込みを10－11　Mから10－6　Mにかけて上昇させ、10－6

Mでほぼ最大になった。CL316，243も、濃度依存性にグルコース取込みを促進し、その最

大取込み量はノルアドレナリンと同程度であった。ED，。値で比較すると、ノルアドレナリ

ンが10－8・2　M、CL316，243がlelo・o　Mであり、その効果はノルアドレナリンに比べ、二桁ほ

ど低い濃度で見られた。
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Fig2－5．グルコース輸送に対するノルアドレナリン並びにβ3作鼻薬
（BRL　37344、　CL3　1　6，243）の効果

　培養褐色脂肪細胞によるdGlcの取込みは、10－7　Mノルアドレナリン
（■）、10－7MBRL　37344（國）、10－7　M　CL316，243（國）の存在下、

並びに非存在下（口）で行った。値は平均値±標準誤差（n＝4）で表
した。コントロールの取込みの値は4．44±0．36　pmoVmin／mgである。

＊はコントロール（□）値との有意差P＜0．05を表す。
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Fig2－6．　グルコース輸送に対するノルアドレナリンとβ3作動薬

（CL316，243）の量的効果
　培養褐色脂肪細胞によるdGlcの取込みを種々の濃度のノルアドレ
ナリン（O）とCL316，243（●）存在下で測定した。値は平均値±標

準誤差（n＝3）で表した。
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【考察】

　褐色脂肪組織を初代培養するために、新生仔ラットの肩甲間BATをコラゲナーゼで処理

し、成熟脂肪細胞を除いた後、Stroma1－vascular画分を集め培養した。この三分には前駆脂

肪細胞が含まれ、活発に増殖して2－3日後には、コンフルエントの状態に達するが、その

ままでは脂肪細胞には分化しなかった。しかしこの細胞をデキサメサゾン存在下で培養す

ると、細胞内に多数の脂肪滴を貯め、形態学的に脂肪細胞の特徴を示す様になった。さら

に、生化学的にも脂肪細胞の分化マーーカーであるホルモン感受性リパーゼ、CIEBPα、

GLUT4のmRNAを発現することが確かめられた。なお、今回の研究では測定しなかった

が、この細胞には、BATに特異的なアンカップリングプロテインを発現していることは既

に報告されている（63）。これらの変化は、前駆脂肪細胞がデキサメサゾンにより褐色脂

肪細胞に分化したことを意味している。

　さらに細胞が分化するにつれて、三種のβ受容体のうち、β3受容体が特異的に発現す

るようになることが明らかとなった。β3受容体は、脂肪細胞に多量に存在するβアドレ

ナリン作動性受容体としてクローニングされたが、この細胞には他にもβ1、β2受容体も

発現している。今回、BAT全体からRNAを抽出しNonhernblotting法により分析を行うと3種

のβ受容体全ての存在が確認された。しかし、培養細胞においては、デキサメサゾンを添

加しない未分化な状態ではβ1とβ2受容体mRNAしか存在せず、β3受容体mRNAに関

しては、極めて微量のmRNAでも検出できるRT－PCR法を用いてもなお、検出できなかっ

た。従って、前駆細胞にはβ3受容体は発現していないと結論できる。ところが・デキサ

メサゾンを加えて、脂肪細胞に分化させると多量のβ3受容体mRNAが発現されるように

なり、組織での各β3受容体mRNAの発現パターンに近い状態となった。このような分化

に伴うβ3受容体の発現は3T3－F442A細胞においても報告されているが、3T3－F442A細胞の

場合、グルココルチコイドが存在しなくても分化することができる（21）。さらに褐色脂

肪細胞と異なり、3T3－F442A細胞ではデキサメサゾンがβ3受容体の発現を抑制する

（22）。実際、β3受容体の5’　flanking　regionにグルココルチコイドの認識配列が存在し、

AP－1や脂肪特異的因子に対して抑制的に働くということが知られている（69）。しかし、

このようなβ3受容体発現に対する直接作用とは別に、グルココルチコイドは脂肪前駆細
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胞が脂肪細胞になる引き金にもなり（1、60、63）、分化誘導の二次的な結果として・β3

受容体を発現させるのである。従って、先に述べた二つの細胞でのデキサメサゾンの効果

の違いは、細胞のタイプの違いによるのではなく、むしろ細胞の分化ステージの違いによ

るものであると考えることができる。

　いずれにせよ、β3受容体は褐色脂肪細胞の分化に伴って出現するので・この細胞に固

有の機能、例えば脂肪分解、熱産生、グルコース利用の調節に重要な役割を果たしている

と考えることができる。本研究では、第1章のBATでのグルコース利用のfη卿。での結果

を踏まえて、in・Vitroでの解析として、まず培養褐色脂肪細胞でのグルコース利用に対する

ノルアドレナリンとβ3作動薬の効果を調べた。その結果、前駆脂肪細胞でのグルコース

利用に対してはノルアドレナリンはまったく影響を与えなかったが、デキサメサゾンで分

化させた脂肪細胞では、in　vivoと同様に、促進効果を持つことが示された。さらに、β3

受容体の選択的作動薬であるCL316，243やBRL　37344によっても、ノルアドレナリンと

ほぼ同程度にグルコース利用が尤進ずることも明らかとなった。この場合もやはり・β3

受容体が発現している分化した褐色脂肪細胞でのみ効果があった。有効濃度を比較する

と、CL316，243の方がノルアドレナリンよりも二桁ほど低かったが、この違いは両者のβ3

受容体に対する親和性の違いとほぼ一致している（17、19）。これらの結果はノルアドレ

ナリンによるグルコース利用促進の大部分はβ3受容体を介していることを示している。

脂肪細胞におけるノルアドレナリンの急性代謝応答でのβ3受容体の重要性は脂肪分解や

cAMP産生においても報告されており（3）、ノルアドレナリンの作用はβ3受容体が発現

している分化細胞でのみ見られ、たとえβ1、β2受容体が発現していても未分化な細胞で

は見られないのが通例である。このことは、ノルアドレナリンによる褐色脂肪細胞の代謝

活性化において、β3受容体が非常に重要であることを改めて示すものである。なお、代

謝の活性化には、GLUT4やホルモン感受性リパーゼ、アンカップリングプロテインな

ど、受容体以降の経路を構成している各因子も十分に発現機能することが必要であること

は言うまでもない。

　本研究において、分化後の褐色脂肪細胞でのみβ3受容体が発現していることが明らか

となったが、このことはこれまで報告されてきたノルアドレナリンの多様な効果について

の知見とも矛盾しない。例えば、in・Vivoではノルアドレナリン投与は幾つかの遺伝子発現
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に加えて、脂肪前駆細胞の増殖や成熟を刺激し、BATの増生を引き起こすが（65）、β3

作動薬の投与はノルアドレナリンの作用の一部を再現するだけで細胞増殖は起こさないこ

とが知られている（31）。これは、増殖可能な未分化な細胞にはβ3受容体が発現してい

ないと考えると、当然の結果である。事実、Bronnikovらはマウスの初代培養細胞でノル

アドレナリンによって引き起こされる増殖は、β1受容体を介して行なわれるものでβ3受

容体は介さないということを報告している（10）。

　BATにおいてβ1やβ2受容体に加えてβ3受容体が発現している生理的意義について

は、必ずしも十分に理解されている訳ではないが、以下のように考えることができる。β

3受容体はβ1、β2受容体に比べ、カテコー・ルアミンに対して低親和性である（3・26・

27、39）。この性質は、血中を循環するカテコールアミンによる影響を受けにくくし、交

感神経から放出されるノルアドレナリンによる刺激だけを選択的に受け入れるのに好都合

であろう。また、β1、β2受容体は共にcAMP依存性プロテインキナーゼによってリン酸

化されるアミノ酸配列を持っており、このためカテコールアミンによる脱感作を受けるの

に対し、β3受容体はこの配列を持たないために脱感作を受けにくいという性質を持つ

（29、42、53）。従ってβ3受容体が作働していると、動物が寒冷下におかれた時など、

体温を維持するためのBATの熱産生を持続させることが可能となる。このように、分化に

伴うβ3受容体の発現は、褐色脂肪細胞が機能的に成熟するのに必須であるといえよう。

妾
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【小結】

　ラットのBATをコラゲナーゼで消化してえられたstroma1・vascular画分（前駆脂肪細胞を

含む）をfm如。で培養・分化させ、この初代培養脂肪細胞を用いてグルコース利用とβ受

容体との関係について、特に脂肪細胞に特異的なβ3受容体に焦点を当てて調べた。

　1）培養細胞は速やかに増殖しコンフルエントの状態になるが、このままでは脂肪細胞

の特徴は見られなかった。しかし、培養液にデキサメサゾンを加えると細胞内に脂肪滴が

たまると共に、GLUT4、ホルモン感受性リパーゼ、　CIEBPαの各mRNAが発現して、脂肪

細胞に分化した。

　2）3種類のβ受容体mRNAについて調べると・未分化細胞にはβ1・β2受容体のみが

認められ、高感度で分析してもβ3受容体mRNAは検出できなかった。しかし、細胞を分

化させると3種類共に発現し、BATのf血伽。での発現パターンに近くなった。

　3）未分化細胞ではノルアドレナリンはグルコース利用にたいしてなんら影響を与えな

かったが、分化した脂肪細胞では約2倍の尤進効果が認められ、加卿。での結果が再現さ

れた。

　4）β3受容体に選択的な作動薬も、同程度の促進効果を分化した脂肪細胞に対しての

み示した。その有効濃度はノルアドレナリンより低くかったが、β3受容体に対する親和

性の違いとほぼ一致していた。

　5）これらの結果から、褐色脂肪細胞でのグルコース利用にたいするノルアドレナリン

の促進効果は主にβ3受容体を介するものと結論した。
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【総括】

　動物を寒冷暴露すると・交感神経の活性化と共に熱産生部位であるBATでのグルコ＿ス

利用が特異的に躍進する。このような・寒冷曝露時に見られるグルコース代謝変動の機構

を明らかにするすることを目的として・本研究ではBATでのグルコース輸送の律速段階に

あたるグルコース輸送担体GLUT4、並びに交感神経の関与に焦点を当て、ラットを用い

て個体レベルから細胞レベルまで幅広く実験を行った。

　ラットをi寒冷に曝すと・BATでのグルコース利用の著しい尤進と共にGLUT4蛋白質の増

加が見られた。この時・GLUT4　mRNAも並行して増加した。従って、寒冷暴露はBATで

のGWT4の生合成を促進することによって、この組織でのグルコース利用を高めるもの

と考えられた。これらのグルコース利用やGLUT4に対する寒冷暴露の促進効果は、この

組織に分布する交感神経を外科的に切除することによって完全に消失したが、寒冷暴露の

代わりにノルアドレナリンを持続的に投与すると、寒冷暴露と同様の効果が再現された。

一方・BAT同様GLUT4が発現しているWATや筋肉では、　GL　UT4発現量は寒冷暴露やノル

アドレナリンによっては全く影響を受けなかった。これらの結果から、BATでのGLUT4の

発現が交感神経のノルアドレナリンによって直接調節されていることが明らかになった。

この知見は、GLUT4の調節因子として従来から知られているインスリン以外に、ノルア

ドレナリンの役割を明らかにしたものである。また、ノルアドレナリンの代わりにβアド

レナリン作動薬であるイソプロテレノー・ルを投与しても、やはりGLUT4の増加が認めらぐ

れたが、α作動薬であるフェニレフリンは全く影響が無かった。従って、ノルアドレナリ

ンの作用は主にβ受容体を介した機構によると結論した。

　さらに細胞レベルでの検討を加えるために、褐色脂肪細胞の初代培養系を確立し、グル

コース利用とGLUTの調節メカニズムについて、特にβ受容体に焦点を当てて解析した。

ラットのBATをコラゲナーゼで処理して得られた前駆脂肪細胞をin　Vitroで培養・分化さ

せ、初代培養脂肪細胞を得た。培養細胞は速やかに増殖しコンフルエントの状態になる

が、このままでは脂肪細胞の特徴は見られなかった。しかし、培養液にデキサメサゾンを

加えると細胞内に脂肪滴がたまると共に、GLUT4、ホルモン感受性リパーゼ、　CIEBPαの

mRNAが発現して、脂肪細胞に分化した。　BATに発現している3種類のβ受容体mRNAに
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ついて調べると・未分化細胞にはβ1・β2受容体のみが認められ、高感度で分析してもβ

3受容体mRNAは検出できなかった・しカ・し、細胞を分化させると3種類共に発現し、　BAT

の加γ・での発現パターンに近い細胞を得ることができた．この細胞を用いて実験を行っ

たところ・未分化細胞ではノルアドレナリン1まグルコース利用に対してなんら騰を与え

なかったが・分化脂肪細胞で航進効果が認められ・in・Viv・での結果柵現された．β3

受容体に選択的な作動薬も・同程度の促進効果を分化脂肪細胞に対してのみ示した．その

有効濃度はノルアドレナリンより低かったが、β3受容体に対する親和性の違いとほぼ並

行していた。以上のことより・褐色脂肪細胞でのグルコース利用に対するノルアドレナリ

ンの作用は・脂肪細胞の分化と共に発現するβ3受容体を介した機構が重要であると結論

した。
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Adrenergic　Regulation　of　Glucose　Utilization　and

Glucose　Transporter　in　Rat　Brown　Adipose　Tissue

一deki　MKAMI

　　　Laborator　y　ofAnimaZ　Experiment，

　　Institute　oflmmunological　Science，

Ho燃’4∂伽v8r5め・，　Sapporo　06Q，」φαη

　　　　Most　mammals　have　two　types　of　adipose　tissues．　White　adipose　tissue　is　the　site　for　energy

storage，　whereas　brown　adipose　tissue（BAT）for　energy　dissipation：that　is，　this　is　the　m勾or　site　of

nonshivering　heat　production　during　cold　acclimation，　spontaneous　overfeeding，　and　arousal　from

hibeination．　The　metabolic　activation　and　subsequent　heat　production　in　B　AT　are　primarily　controlled

by　sympathetic　nerves　distributed　abundantly　to　this　tissue．　Although　the　main　substrate　for　B　AT

thermogenesis　is　fatty　acids　derived　from　intracellular　uiglyceride，　glucose　metabolism　in　B　AT　is　also

activated　by　the　sympathetic　nerves．　in　order　to　clarify　the　regulatory　mechanism　of　BAT　glucose

metabolism，　in　this　study，　I　examined　the　e脆cts　of　cold　exposure　and　adrenergic　sdmulation　on

tissue　glucose　utilization　and　glucose　transporter　both　in　vivo　using　the　rat　as　an　experimental　animal

and加v’か’o　using　a　p血nary　culture　cell　system．

　　　　Exposure　of　rats　to　a　cold　environment　at　4　OC　for　10　days　increased　the　uptake　of　2－deoxy－D－

glucose，　an　index　of　cellular　glucose　utilization，　remarkably　in　BAT．　In　parallel　with　tissue　glucose

utilization，　the　protein　and　mRNA　levels　of　an　insulin－responsive　glucose　transponcr　GLUT4，　which

is　the　maj・r　gluc・se伽sp・rter　in　rat　adip・se・tissues，　were・als・血creased・after・c・ld　exp・sure・The

stmulative　effects　of　cold　exposure　on　B　AT　glucose　utilization　and　GLUT4　expression　were

completely　abolished　when　sympathetic　nerves　into　B　AT　had　been　surgically　severed，　but　were

mimicked　when　noradrenaline　was　admmistered　continuously　using　an　osmotic　mini－pump　for’10

days　at　24　OC．　Continuous　admmistration　of　a　B　一adrenergic　agonist　（isoproterenol）　vvas　as　effective

as　noradrenaline，　whereas　anα一adrenergic　agonist（phenyleph血e）showed　no　effect．　In　contrast　to
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BAT，　in　other　insulin－sensitive　tissues　such　as　white　adipose　tissue，　skeletal　muscle　and　heart，　neither

cold　exposure　nor　adrenergic　agonist－treatment　showed　noticeable　effects　on　tissue　glucose　utilization

and　GLUT4．　From　these　results，　it　was　concluded　that　the　stim　ulative　effect　of　cold　exposure　on

glucpse　utilization　in　BAT　is　based　on　the　increased　synthesis　of　GLUT4　protein　evoked　by　the　B　一

adrenergic　action　of　noradrenaline　released　from　sympathetic　nerve　entering　to　this　tissue．

　　　To　confirm　the　above　results　obtained　from　the　in　vivo　experiments　and　to　investigate　the

molecular　mechanism　of　the　B　一adrenergic　action　on　BAT　glucose　utilization，　next，　some　in　vitro

experiments　were　perfomled　using　a　p血nary　culture　system　of　brown　adipocytes，　with　special

reference　to　adrenoceptors．　Precursor　ce皿s　of　brown　adipocytes　were　isolated　from　the　interscapular

BAT　of　newborn　rats　and　cultured　on　collagen－coated　dishes．　When　confluent　cells　were　treated　with

dexamethasone，　mRNAs　for　GLUT4，　hormone－sensitive　lipase，　and　CCAAT／enhancer　binding

protein　a　were　increased　remarkably，　indicating　a　predominant　effect　of　dexamethasone　on　the

terminal　differentiation　of　the　cultured　cell．　BAT　has　an　adipocyte－specific　B　一adrenoceptor　（　B　3）　in

addition　to　B　1一　and　B　2－adrenoceptors．　Effects　of　dexamethasone　on　the　expression　of　three

subtypes　of　B　一adrenoceptor　were　also　examined．　B　1一　and　B　2－adrenoceptor　mRNA　remained

constant　regardless　of　dexamethasone－treatment，　while　B　3－adrenoceptor　mRNA　was　present　only　in

dexamethasone－treated　differentiated　cells．　To　assess　the　metabolic　response　mediated　by　B　3－

adrenoceptor，　glucose　transport　into　the　cells　was　estimated．　Noradrenaline　enhanced　glucose

transport　in　dexamethasone－treated　differentiated　cells，　but　not　in　undifferentiated　cells．　B　3－

adrenergic　agonists　mimicked　completely　the　stm　ulatory　effect　of　noradrenaline　at　concentrations

lower　by　two　orders　of　magnitude．　These　resuks　suggest　that　the　B　3－adrenoceptor　plays　a　significant

role　in　the　response　of　glucose　transport　to　adrenergic　stimulation．
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