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研究報文

マウス胸腺での脂肪細胞分化過程の解析
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Ⅰ .　はじめに

　特定の細胞系列の細胞が，分化段階に応じて発現
する複数の遺伝子間の転写量比の加齢変化を測定す
ることにより，それらの遺伝子を発現する分化段階
間の分化の速度定数を求めることが可能である（1）。
転写量比はリアルタイムPCR法により容易に測定
可能であり，これまでに，BALB ／ c雌マウス胸腺
でのPPARγ（PR），Adiponectin（Ad），Resistin（Re），
および Hormone sensitive lipase（HSL）の転写量比
の加齢変化を測定し，胸腺での脂肪細胞系列の細胞
分化過程において，これらの遺伝子の転写開始順を
明らかにしてきた（2,3）。マウスでは，胎生期に第 3
咽頭溝に由来する上皮様細胞により胸腺原基が形成
され，流入した幹細胞より分化したリンパ球様の胸
腺細胞が出現することにより胸腺が形成される（4）。
出生後，リンパ球の増殖により胸腺は急激に増大し，
生後数週齢で最大となり，その後リンパ球の減少に

より退縮する。この退縮に伴い，胸腺内の結合組織
に成熟脂肪細胞が認められる様になり，リンパ球領
域が脂肪細胞で置換された様相を呈する様になるの
で，胸腺は脂肪細胞の分化過程を検討するのに適し
ている（3）。
　本報では，脂肪組織で発現するLipocalin 2（LC2）（5）

お よ び Secreted frizzled-related protein 5（SFRP5）（6）

のPRに対する転写量比の加齢変化を測定し，これ
らの遺伝子が脂肪細胞系列の分化過程のどの段階で
転写が始まるのかを検討した。

Ⅱ .　方法

　コンベンショナルな条件下で飼育した雌のBALB

／ c マウスを用いた。組織の摘出，トータル RNA

の抽出，逆転写反応およびリアルタイムPCRは前
報と同様に行った（1,2,3）。プライマーは，少なくとも
一つのイントロン領域を間に含むエクソン領域に相
補的に結合するように設定した。これらのプライ
マーにより， いずれの場合にも110塩基対のDNAフ
ラグメントが増幅される。PR，LC2および SFRP5京都女子大学食物栄養学科栄養学第二研究室

Summary

Logarithmic transcript-ratios of secreted frizzled-related protein 5（SFRP5）,lipocalin2（LC2） and 

PPAR γ（PR）, expressing in the thymus of mouse, were measured with aging by realtime PCR method. 

LogPR/SFRP5 and logPR/LC2 tended to increase for several weeks after birth and then became constant 

practically. Rate theory was applied to adipocyte-differential model, and rate constants were determined for the 

processes, where SFRP5- and LC2-transcribing cells differentiated into PR-transcribing cells. It was concluded 

that SFRP5 was transcribed firstly, then LC2 in the process where stem cells differentiated into preadipocytes.
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の増幅反応に用いたプライマーを下記に示す。
プライマー PR-R CTGACCCAATGGTTGCTGAT

プライマー PR-F GAGCTGGGTCTTTTCAGAAT

プライマー LC2-R GCACCATCTATGAGCTACAA

プライマー LC2-F GGAGCTTGGAACAAATGTTC

プライマー SF5-R ATGCTGCACTGCCACAAGTT

プライマー SF5-F TCACACTGGGCACAGATCTT

得られた増幅曲線より，蛍光強度が一定値（相対強
度40）に達するまでに要したPCRのサイクル数nを
読み取った。例えば，LC2に対するPRの転写量比
の場合，得られたそれぞれの増幅曲線において，蛍
光強度が一定値に達するまでに要したサイクル数
nLC2およびnPRを読み取り，①式で転写量比を求めた。

log 
PR

 = （nLC2－nPR） log2 … ①
LC2

　SFRP5の場合には，①式の LC2を SFRP5で置き
換えた式で転写量比を求めた。

Ⅲ .　結果および考察

 BALB/c雌マウス胸腺での転写量比 log PR/LC2 お
よび log PR/SFRP5 の加齢変化の測定値を図1に示
した。いずれの値も加齢に伴い増加傾向を示した。
Log PR/LC2は，生後数週間は負の値となったが，
その後正の値となった。Log PR/SFRP5の値は生後
直後から正の値となった。
　前報と同様に，LC2と PR の場合について，図2
に示した様な脂肪細胞系列細胞の分化過程を考え
る（2,3）。ここで，Sは脂肪細胞系列の幹細胞を，PR

およびLC2は，それぞれの転写細胞を表し，k0，k1

およびk2は各分化過程の速度定数である。転写量は，
それらの転写細胞数に比例すると仮定すると，転写

量比の加齢変化の理論値は

log
[PR]

 =log （l－e－k 1t） － log a …　②
[LC2]

で与えられる（2）。ここで，［LC2］および［PR］は，
それぞれLC2およびPR転写細胞の濃度を表し，tは
日齢，aは転写量と転写細胞数との比例定数等を含
めた定数である。
　②式は，t≫1の場合

log
[PR]

 = -log a  　③
[LC2]

t≪1の場合

log
[PR]

 =log t ＋ log k 1－ log a …　④
[LC2]

となり，log PR/LC2の実測値を log tに対してプロッ
トした図3より，定数aおよび速度定数k1を求めた
結果を表1に示した。PR と SFRP5の場合も，同様
にして求めた値を表1に示した。また，これらの値

図１　転写量比 log PR/LC2 および logPR/SFRP5 の
加齢変化
　転写量比 log PR/LC2（○）および logPR/SFRP5（●） 
ともに，生後数週齢の間は加齢に伴い増大傾向を示
した。表１に示した速度定数 k1 および a の値を用
いて，②式により計算した理論値（logPR/LC2 ─，
logPR/SFRP5 ─）も示した。
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図３　速度定数 k1 および a の決定
  測定値 logPR/LC2 （─）および logPR/SFRP5（……）
を log t に対してプロットした。t が大きい領域の値
から -log a の値が，また，log t が小さい領域で傾き
1 の直線を log t → 0 に外挿することにより（log k1 
－ log a） の値を求めた。

表１　速度定数 k1, および定数 a の値
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図２　分化過程モデル
　幹細胞（S）の一部が lipocalin2 転写細胞（LC2）へ，
さらに PPAR γ転写細胞（PR）へと分化する。PR
はさらに他の因子を転写する細胞へと分化する。
k0，k1, および k2 は各分化過程の速度定数である。
ただし，速度式を解く場合には k1 過程のみ考え，
後に a を考えることにより k0 過程を考慮する（2）。
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を用いて②式により計算した加齢変化の理論値も図
1に示した。
　幹細胞から分化した前駆脂肪細胞はPRを転写し
始め，脂肪滴を蓄積し肥大化することにより脂肪細
胞となる（7）。速度定数k1の値から，脂肪細胞系列の
細胞の分化過程において，LC2およびSFRP5はPR

よりも先に転写されること，また，SFRP5の方が
LC2よりも先に転写され始めることが明らかとなっ
た。図4には，以前の結果（2,3）も考慮して，脂肪細
胞系列の細胞が分化するにしたがい転写されるよう
になる遺伝子の転写開始順を示した。

　PRは前駆脂肪細胞の段階で発現し，脂肪蓄積に
関与することが知られている（8）。SFRP5はマウス白
色脂肪組織で多量に発現しており，抗炎症性アディ
ポカインとして作用し，成熟脂肪細胞の恒常性を保
つのに重要であると考えられている（6）。今回，前駆
脂肪細胞においてSFRP5の転写が，PRやプロ炎症
性アディポカインであるLC2の転写に先行して開始
されることが明らかとなった。このことは，SFRP5
が脂肪組織化する前段階から，組織中のマクロ
ファージ等の細胞の恒常性からの逸脱を抑制してい
る可能性を示唆している。

IV. 要約

　BALB/c雌マウスの胸腺で，脂肪組織で発現する
こ と が 知 ら れ て い る PPAR γ（PR），Secreted 

frizzled-related protein 5（SFRP5），およびLipocalin 2
（LC2）の転写量比の加齢変化をリアルタイムPCR

法により測定した。その結果を，脂肪細胞系列の幹
細胞を考慮した分化速度式で解析し，これらの遺伝
子の転写の開始順が SF，LC2，PRの順であること
を示した。
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図４　脂肪細胞系列の細胞分化過程での各遺伝子の
転写開始順
　SFRP5 や LC2 は前駆脂肪細胞の段階で転写が開
始される。PR が発現すると脂肪細胞へと分化する。
HSL,Ad や Re は脂肪細胞で転写される。
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