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論文内容の要旨

脂紡細胞分化は肥満の世界規模での増大とともに近年急速に研究が進展しつつある分野であり、様々な細胞外シグナノレや

転写因子、転写共役因子によ哲脂肪細胞分化が規定されることが明らかとなってきた。 Rho叩ROC玄 path暫ayは締胞骨格を

調節するシグナルとして広く知られているが、細胞分化に関与することも指擁されている。しかし、脂肪細胞分化における

ROCKOJ意義は未だ明らかとなっていない。また丑OC亙には異なる遺伝子でコードされる ROCK悶1，ROCK倒立という 2

種類のアイソ 7オームが存在する。本研究は遺伝子工学的手法と議理学的手法を組み合わせて脂肪細胞分化における茸OCK

の意義を明らかにすること壷目的とし、以下む検討を行った。

2種類のROCK阻害薬 (y四27632，fa間出])投与群は非投与群と比較し、 3T昌司Ll細胞において脂肪蓄積を充進させ、蛋白

レベルでPPARr何倍〉や CfEBPa(昌暗倍〕の著明な発現克逃が認められた。また脂肪蓄積についての検討から Rho-ROCK

pathwayを活問ヒする lysophospha経dicacid (LP A) I訓告紡細約分化を抑制し、 Y-27632はLPAによる脂肪総胞分化の抑

制を回復させた。 ROCK阻害楽は ROCK-I，ROCK-IIの両方の活性を阻害するため、アイソ 7オーム特異的な意義を検討

することはできない。そこで各々のノックアウトマウス由来胎児線総i芳純抱 (MEF)を用いて、また 3T3-L1総胞へROCK

siRNAを導入することでアイソフォーム特異的意義を検討Lた。 ROCK叩II-1叩 MEFでは曹姐d智peと比較し著明に脂肪蓄積

が充進し、盟RNAレベルでPPARr(14.2倍)やCfEBPα(6.2倍)の有意な発現上昇が認められた。一方、ROCK-I-ιMEF 

ではwil品句peと比較し、脂肪蓄積主主ぴPPARrやCfEBPaの発事4における有意差は認められなかった。また 3T3-Ll紹胞

における ROCK-II.迎NAの導入は盟問AレベんでPPARγ(2倍)や CfEBPα(1畠倍)の有意な発現上昇を引き起こし

たが、 ROCK-IsiRNAの導入では有意な発現の鋭化は認められなかった。脂肪総胞分化においてインスリンシグナんは必須

であることが知られており、これら出現象を説明するメカニズムのーっとしてROCKによるインスリンシグナル調節につい

て検討した。品T3-Ll前駆脂肪細胞においてY-27暗32はインスリンによる IRS-l呂田リン酸化令低下 (36%)させ、Aktリ

ン酸化を冗進 (3.2借〕させた。 i貰j様にROCK-II-1-MEFではwildtypeと比較し、インスワンによるA討ワン酸化レベル

の冗滋 (5.告倍〉が認められた。一方、 ROCK-I-1-MEFではwildtypeと比較しインスリンによるAktリン酸化レベルiこ有

意書豊は認められなかった。

以上の結果よ担、 ROCK-Iではなく ROCK引の抑制が脂肪細胞分化関連遺伝子の発現を上昇させ、脂肪細胞分化を促進さ

せることをが鳴らかとな君、Ak土リン酸化の冗進が関与している可能性が示唆される。本研究により丑omι肢が新規の脂
肪細胞分化の負の調節凶手としての意義を持つことが明らかとなった。

論文書審査の結巣の要旨

細胞骨格壷調節する Rho及びRho四assoc担抽dkinas. (ROCK) path暫 .. yの細胞分化市j衡を含む多彩な生理機能が注目

おれている。しかし脂妨細胞分化における茸OCKの意義は未だ明らかでない。本研究では脂肪細胞分化における茸OCKの
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意義安明らかiこすることを目的とし、遺伝子工学的手法と薬理学的手法骨組み合わせ、 3T3巴L1級胞およびマウス由来胎児

線維芽細胞 (MEF)を用いて以下の検討が行われた。

ROCK阻害薬 (yω27632，fasudil)投与またはROCK-IIsiRNAを導入された 3T3-L1細目告及びROCK-II遺伝子欠損MEF

はいずれも対照と比較し脂肪細胞分化を促進させた。一方ROCK-I.部NAを導入車れた 3T3-L1細胞及びROCK-I遺伝子

欠損MEFは対照と比較し、脂肪細胞分化に有意去をは認められなかった。さらにY叩27昌訟を投与された 3T3品llIIi駆脂肪締

胞及びROCK-II遺伝子欠損MEFでは対照と比較しインスリンによるA恥リン酸化レベルを允途させた。一方ROCK-I遺

伝子欠損MEFでは対照と比較しAktリン酸化レベル1<:有意義は認められなかった。

以上の研究は ROCK目立の抑制が脂肪細胞分化を促進させるととを明らかにし、脂肪細胞分化の分子機構の解明及び

Rho-ROCK pathw珂による細胞分化制御機構の解明に寄与するものである。

したがって、本論文は縛1:(医学)の学位論文として価値あるものと認める包なお;本学位授与申書雪者は、平成 19年 12月

21日実織の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格と認められたものである。




