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論 文 内  容 の 要  旨  

Fgf（Fibroblastgrowth factor）は，線維芽細胞のみならず様々な細胞の増殖，分化に関与する多機能性細胞間シグナル  

因子である。アミノ酸配列上での相同性から，現在ほ乳類では22種類のメンバーからなるファミリーを構成している。多く  

のFgfは，胎児期，成体期において時間的あるいは空間的に限局した発現パターンを示し，特定の時期に特定の場所にお  

いて，細胞増殖因子としてだけでなく，各種器官の損傷修復，皮膚の創傷治癒，血管新生，胎児期での中胚葉誘導，筋発生，  

四肢形成など様々な生理活性を発揮することが知られている。その中で，雛0は成体ラットでは肺と脂肪組織に高発現  

していることが示されていた。申請者らは，FgflOの生理的な機能を探るため榔0遺伝子欠損マウス（雛OKO）を作  

成，解析したところ，胎児において脂肪組織の著しい形成不全が生じていた。そこで申請者は，脂肪組織形成過程での細胞  

増殖，分化におけるFgflOの役割の解明を目的に，本研究を行った。   

第一章 脂肪細胞におけるFgflOの発現と生理的役割   

雛OKOは四肢および肺の欠損を示し，呼吸不全により出生直後に死亡する。嘲OKOの新生児において，脂肪組  

織を解析した。その結果，脂肪細胞数，脂肪滴の貯留ともに野生型に比べて著しく減少し，脂肪組織の形成不全が認められ  

た。そこで脂肪組織における FgflOの発現を詳細に解析したところ，FgflOは未分化な前駆脂肪細胞に特異的に高発現し  

ていた。脂肪細胞分化のモデルとして使用される胚性線維芽細胞（MEF）を用いた検討でも，FgflOは脂肪分化初期に一  

過性に高発現し，分化初期に見られる一過性の細胞増殖とも時期的にほぼ一致した○これらの結果から，FgflOが生体内で  

前駆脂肪細胞に高発現し，脂肪細胞の増殖と分化に重要な役割を果たしていると考えられた。   

第二章 脂肪細胞増殖におけるFgflOの役割   

申請者は，脂肪細胞増殖にFgflOが重要な役割を果たしていると考え，検討を行った。まず増殖マーカー，PCNAを用  

いて増殖活性を検討したところ，FkflOKOではPCNA陽性細胞の割合が野生型の半分程度に減少していた。さらに胚性  

線維芽細胞に対し，FgflOは濃度依存的に細胞増殖を冗進した。Fgfの主要な細胞内シグナリングとしてMAPキナーゼ  

（MAPK）経路が報告されている。そこで，FgflOによる脂肪細胞増殖でのERKおよびp38MAPKの関与について検討し  

た。FgflOはERK，P38MAPKのリン酸化を克進した。またERK，p38MAPK阻害剤により，FgflOの脂肪細胞増殖活性  

はどちらもほぼ完全に阻害された。さらに細胞周期に関与する下流因子としてRbタンパクが知られている。そこで，  

FgflOがMAPK活性化ののちRbタンパクのリン酸化を介して脂肪細胞増殖を克進する可能性を考え，検討を行った。  

FgflOはRbおよびp130（Rb2）をリン酸化した。またこれらのリン酸化は，ERK，p38MAPK阻害剤のうち，Rbは両者，  

P130はERK阻害剤によって強力に抑制された。これらの結果から，FgflOはMAPKl）ン酸化ののちRbタンパクのリン  

酸化を介して，脂肪細胞を増殖させることが示唆された。   

第三章 脂肪細胞分化におけるFgnOの役割   

次に脂肪細胞分化におけるFgflOの役割に関して検討を行った。まず胎児期の脂肪組織形成過程において，FgflOおよび  

－828－   



転写因子群の発現を検討したところ，FgflOとC／EBPαは共に初期段階から発現し，その後脂肪滴の貯留とともにPPARγ，  

C／EB印の発現が誘導された。この転写因子群の発現様式は従来∠乃γか0での研究から提唱されてきた脂肪分化モデルと  

は大きく異なっていた。さらにFkflOKOの脂肪組織において転写因子群の発現を検討した。するとC／EB印，PPARγ  

の発現が著しく減少していたが，C／EBPαの発現は推持されていた。一方，C／EB飽遺伝子欠損マウス（C／EB飽KO）  

でも同様の解析を行った。C／EBZb KOでもC／EBFP，PPARγの発現が著しく減少していたが，FgflOの発現は維持され  

ていた。これらの結果から，in vivoにおいては従来のin vitro｛デルと異なり，FgflOはC／EBPαとともに脂肪細胞分化  

の初期から独立して発現し，その後両者が協調してC／EB印，PPARγの発現を誘導することにより脂肪細胞は分化してい  

ると考えられる。   

以上，本研究より，FgflOは生体内において前駆脂肪細胞に高発現し，MAPK経路の活性化ののちRbタンパクのリン酸  

化を介して前駆脂肪細胞の増殖を誘導すること，また転写因子C／EBPαとともに転写因子群の発現を誘導し脂肪細胞分化  

の進行に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。さらに，わz℃京北での脂肪細胞分化の分子機構が，従来の玩  

γか0モデルとは大きく異なることも明らかとなった。本研究は脂肪組織形成の研究，ひいては肥満症関連の研究・治療に  

重要な知見を提供すると期待される。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

Fgf（Fibroblastgrowth factor）は，線椎芽細胞のみならず様々な細胞の増殖，分化に関与する多機能性細胞間シグナル  

因子である。アミノ酸配列上での相同性から，現在ほ乳類では22種類のメンバーからなるファミリーを構成している。多く  

のFgfは，胎児期，成体期において時間的あるいは空間的に限局した発現パター ンを示し，特定の時期に特定の場所にお  

いて，細胞増殖因子としてだけでなく，各種器官の損傷修復，皮膚の創傷治癒，血管新生，胎児期での中胚葉誘導，筋発生，  

四肢形成など様々な生理活性を発揮することが知られている。その中で，脚0は成体ラットでは肺と脂肪組織に高発現  

していることが示されていた。申請者らは，FgflOの生理的な機能を探るため嘲0遺伝子欠損マウス（雛OKO）を  

作成，解析したところ，胎児において脂肪組織の著しい形成不全が生じていた。そこで申請者は，脂肪組織形成過程での細  

胞増殖，分化におけるFgflOの役割の解明を目的に，本研究を行った。   

鞄〃OKOは四肢および肺の欠損を示し，呼吸不全により出生直後に死亡する。雛OKOの新生児において，脂肪組  

織を解析した。その結果，脂肪細胞数，脂肪滴の貯留ともに野生型に比べて著しく減少し，脂肪組織の形成不全が認められ  

た。そこで脂肪組織におけるFgflOの発現を詳細に解析したところ，FgflOは未分化な前駆脂肪細胞に特異的に高発現して  

いた。脂肪細胞分化のモデルとして使用される胚性線推芽細胞（MEF）を用いた検討でも，FgflOは脂肪分化初期に一過  

性に高発現し，分化初期に見られる一過性の細胞増殖とも時期的にほぼ一致した。これらの結果から，FgflOが生体内で前  

駆脂肪細胞に高発現し，脂肪細胞の増殖と分化に重要な役割を果たしていると考えられた。   

申請者は，脂肪細胞増殖にFgflOが重要な役割を果たしていると考え，検討を行った。まず増殖マーカー，PCNAを用  

いて増殖活性を検討したところ，FkflOKOではPCNA陽性細胞の割合が野生型の半分程度に減少していた。さらに胚性  

線推芽細胞に対し，FgflOは濃度依存的に細胞増殖を克進した。Fgfの主要な細胞内シグナリングとしてMAPキナーゼ  

（MAPK）経路が報告されている。そこで，FgflOによる脂肪細胞増殖でのERKおよびp38MAPKの関与について検討し  

た。FgflOはERK，P38MAPKの1）ン酸化を克進した。またERK，p38MAPK阻害剤により，FgflOの脂肪細胞増殖活性  

はどちらもほぼ完全に阻害された。さらに細胞周期に関与する下流因子としてRbタンパクが知られている。そこで，  

FgflOがMAPK活性化ののち，Rbタンパクのリン酸化を介して脂肪細胞増殖を克進する可能性を考え，検討を行った。  

FgflOはRbおよびp130（Rb2）をリン酸化した。またこれらのリン酸化は，ERK，p38MAPK阻害剤のうち，Rbは両者，  

p130はERK阻害剤によって強力に抑制された。これらの結果から，FgflOはMAPKリン酸化ののちRbタンパクの7）ン  

酸化を介して，脂肪細胞を増殖させることが示唆された。   

次に脂肪細胞分化におけるFgflOの役割に関して検討を行った。まず胎児期の脂肪組織形成過程において，FgflOおよび  

転写因子群の発現を検討したところ，FgflOとC／EBPαは共に初期段階から発現し，その後脂肪滴の貯留とともにPPARγ，  

C／EB印の発現が誘導された。この転写因子群の発現様式は従来わヱてカわⅦでの研究から提唱されてきた脂肪分化モデルと  
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は大きく異なっていた。さらにFkflOKOの脂肪組織において転写因子群の発現を検討した○するとC／EB印，PPARγ  

の発現が著しく減少していたが，C／EBPαの発現は維持されていた。一方，C／EBRx遺伝子欠損マウス（C／EB飽KO）  

でも同様の解析を行った。C／EBRxKOでもC／EB印，PPARγの発現が著しく減少していたが，FgflOの発現は維持され  

ていた。これらの結果から，invivoにおいては従来のinvitroモデルと異なり，FgflOはC／EBPαとともに脂肪細胞分化  

の初期から独立して発現し，その後両者が協調してC／EBFP，PPARγの発現を誘導することにより脂肪細胞は分化してい  

ると考えられる。   

以上，本研究より，FgflOは生体内において前駆脂肪細胞に高発現し，MAPK経路の活性化ののちRbタンパクのリン  

酸化を介して前駆脂肪細胞の増殖を誘導すること，また転写因子C／EBPaとともに転写因子群の発現を誘導し脂肪細胞分  

化の進行に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。さらに，invivoでの脂肪細胞分化の分子機構が，従来のin  

Vitroモデルとは大きく異なることも明らかとなった。本研究は脂肪組織形成の研究，ひいては肥満症関連の研究・治療に  

重要な知見を提供すると期待される。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

更に，平成17年3月1日に論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果，合格と認めた。  
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