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速度論に基づ くマウス脂肪細胞分化過程の解析
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                                      Summary 

   It is possible to determine rate kinetic constants for cell-differential processes in vivo through the 

measurement of the transcription-ratio of some genes by real-time  PCR(1). In the previous paper, the 

differentiation of adipocytes was investigated and rate constants for the processes, at which PPARy-expressing 

cells differentiated into AD(adiponectin)- or Re(resistin)-expressing cells, were determined in the thymus 

of BALB/c mouse(2). In this paper, the rate constant for the process of PPARy-expressing cells changing 

to HSL(hormone sensitive lipase)-expressing cells. Considering both results, it was concluded that PPARy-

expressing cells change to express HSL firstly, AD secondly and then Re in adipocytes-differential process. 

                                                     (Received September 11, 2010)

1.は じ め に

　生体内であっても,細 胞が分化段階に応 じて発現

する複数の遺伝子問の転写量比の加齢変化を,リ ア

ルタイムPCR法 で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問の分化の速度定数を求

めることが可能である1>。前報では,こ の方法にし

たがって,マ ウス胸腺でのPPAR　y(PR),ア デイポ

ネクチン(Ad)お よびレジスチン(Re)の 転写量

比の加齢変化 を測定 し,脂 肪細胞系列の細胞が,

PRを 転写する分化段階からAdお よびReを 転写す

る段階へと変わる分化の速度定数を求めた2)。

　胸腺は,マ ウスでは,胎 生12日 頃 に第3咽 頭溝

に由来する上皮様細胞から原基が形成され,幹 細胞

が流入し,上 皮様細胞の影響下にリンパ球様の胸腺

細胞へ と分化する3)。 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,ト ラベキュラや被膜に脂肪細胞が増殖 し,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4),胸 腺は脂肪細胞の分化過程を検討す

るのに適 している。

　本報では,脂 肪細胞系列の細胞が発現することが

知られているホルモン感受性リパーゼ(HSL)5)と

PR　6)の 転 写量比をリアルタイムPCR法 で測定し,

PR転 写段階の細胞からHSL転 写段階の細胞へと変

わる過程の分化の速度定数を求めた。また,そ の結

果を,前 報の結果と比較することにより,マ ウス胸

腺での脂肪細胞分化過程において,PR転 写細胞か

らHSL,　Ad,　Re転 写細胞へと分化する順を明らか

にした。
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1.材 料

　 コ ン ベ ン シ ョ ナ ル な 条 件 下 で 飼 育 した 雌 雄 の

BALB/cマ ウ ス を用 い た。 出 生 後3週 間 は母 親 マ 、ウ

ス と同 居 させ,21臼 齢 で 分 離 した 。 固 型飼 料(MF,

オ リエ ン タル 酵 母)お よび水 道 水 は 自由 に摂 取 させ

た 。頚 椎 脱 臼 させ たマ ウス よ り胸腺 を摘 出 し,サ ン

プ ルチ ュ ー ブ に入 れ直 ち に 液 体 窒 素 中 で 凍 結 した

後,-80℃ で 保 存 した 。

2.ト ー タ ルRNAの 抽 出,逆 転 写反 応 お よ び リア

　 　 ル タ イムPCR

　 凍 結 した 組 織 よ り,酸 性 グ アニ ジ ンチ オ シ ア ン

酸 一フェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル ム 法 に よ っ て トー タル

RNAを 抽 出 した7)。 精 製 した トー タルRNAを,濃

度100ng1μ1に 調 整 し,300ngを 鋳 型 と して逆 転 写 反

応 を行 っ た。 逆 転 写 反 応 はM-MLVリ バ ー ス トラ ン

ス ク リ プ タ ー ゼ(ReverTra　 Ace一 α,東 洋紡),　 oligo

dT20プ ラ イマ ー を用 い,メ ー カ ー の プ ロ トコー ル

に従 い,30℃ で10分 間,さ らに42℃ で20分 間行 った 。

99℃ で5分 間処 理 す る こ と に よ り反 応 を停 止 させ る

と と もに 鋳 型RNAを 分 解 した。 こ の 反 応 産 物 を水

で15倍 に 希 釈 し,リ ア ル タ イ ムPCR(Line　 Gene,

Bio　Flux)の 試 料 溶 液 と した 。 リア ル タ イムPCRは,

メ ー カ ー の プ ロ トコ ー ル に 従 い,SYBR　 Green　mix

(Real　time　PCR　 Master　Mix,東 洋 紡)7。5μ を,　fbrward

primerお よびreverse　primer(4　 pmol!μ の を各1.5μ ¢,

試 料 溶 液4.5μ4,合 計15μ ¢を 反 応 溶 液 と し た。

PCR反 応 で は,95℃10分 の 前 処 理 の 後,変 性94℃

15秒,ア ニ ー リ ン グ60℃15秒,伸 長 反 応72℃30

秒 の サ イ ク ル を45回 行 い,各 サ イ ク ル の 伸 長 反応

終 了 時 点 毎 に 蛍 光 強 度 を測 定 し,PRお よびHSLの

増 幅 曲線 を得 た 。

　 増 幅 反応 終 了 後 に,増 幅 され たDNAの 融 点解 析

を行 い,増 幅 され たDNAが 均 一 な もの で あ る こ と

を確 認 した。PRお よびHSL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　 CTGACCCAArGGTTGCTGAr

　 プ ラ イマ ーPR-F　 GAGCTGGGTCTTTTCAGAAr

　 プ ラ イマ ーHsL-RTGACCGAGTCATCTAGCATG

　 プ ラ イマ ーHSL-F　 CAGGATGACACCAAAACCCT

こ れ らの 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 し,

110塩 基 対 のDNAフ ラグ メ ン トが 増 幅 され る よ うに

設定 した。

3.転 写 量比 の 測 定

　 リア ル タ イ ムPCRの イ ン ター カ レー ター 法 で は,

増 幅 され た2本 鎖DNAに 取 り込 まれ た 色素 が励 起

され て発 す る蛍 光 強 度 を測 定 す る こ とに よ り,増 幅

曲線 が リ アル タ イム に 得 られ る 。増 幅 曲 線 よ り,そ

れ ぞ れ蛍 光 強 度が 一 定値 に達 す る ま で に要 したPCR

の サ イ ク ル数np,　nHを 読み 取 っ た。 試 料 溶 液 中 に存

在 し たPRとHSLの コ ピ ー 数 比 の 常 用 対 数 値10g

HSLIPRは ① 式 に よ り求 め た8)。

皿.結 果および考察

0

　BALB/c雌 雄 マウス胸腺での転写量比log　HSL/

PRの 加齢変化の測定値を図1に 示した。生後数週

間はPRの 転写量がHSLの 転写量を上回り負の値と

なったが,そ の後,正 の値をとる傾向を示した。

　前報と同様に,図2に 示 した様な分化過程を考え

　　　　　　　　　　　　　　　 図1　 転写量比log　HSLIPRの 加齢変化

転写量比log　HSL/PRは,雌(●)雄(○)と もに,出 生後数週間で増大 し正の値 となり,そ の後はほぼ一定

となった。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も示 した。
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る 。

　　　　図2　 マウス脂肪細胞の分化過程

PPARγ を蓼写する細胞は分化初期の細胞であり,
ホルモン感R性 リパーゼを転写する細胞へ と分化す
る。Sは 幹細胞,　PRはPPARγ 転写細胞,　HSLは
ホルモン感受性リパーゼ転写細胞を表す。ko,ki,お
よびk2は 各分化過程の速度定数を表す。

　ここで,Sは 脂肪細胞系列の幹細胞 を,　PRお よ

びHSLは,そ れぞれの転写細胞を表し,　ko,　klお よ

びk2は 各分化過程の速度定数である。　PRお よび

HSLの 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

で与えられる2)。 ここで,[HSL]お よび[PR]は,

それぞれHSLお よびPR転 写細胞濃度を表 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

0

④

となり,実 測値log　HSL/PR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klを 求めた

結果を表1に 示 した。また,こ れらの値を用いて②

式により計算した加齢変化の理論値は実験値と良く

一致した(図1) 。

　 　 　 　図3　 速 度定 数klお よびaの 決 定

log　HSLIPRの 測 定 値 をIog　tに 対 して プ ロ ッ ト した 。

tが 大 きい 領 域 の値 か ら 一10gaの 値 が,ま た,10gt

が 小 さい 領 域 で傾 き1の 直 線 を10gt→0に 外 挿 す

る こ とに よ りlog　kl-log　 aの 値 が 求 まる 。
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　表1に は,前 報で求めたAdお よびReの 場合の定

数aお よび速度定数k1の 値 も示 した。　PRに 対する

転写量比から判断すると,転 写量はAdお よびReと

比較してHSLの 方が少なく,お よそ1110で あった。

ADと 比較すると,　PRか ら分化する速度定数klの 値

は,HSLの 方がわずかに大きかった。このことは,

脂肪細胞系列の分化過程において,PRへRγ を転写

する段階の細胞から,HSLを 転写する様になり,少

し遅れてAdを 転写する様になることを示している。

Reを 転写する細胞への分化は,こ れらよりもさら

に遅れることが明らかとなった。ノザンブッロトや

RTPCRで 検 出し,特 定の遣伝子の転写開始順 を明

らかにする従来の方法は,転写量の影響を受け易い。

今回示した様に,転 写量に差異があっても,あ る基

準状態から分化する速度定数を求めて比較するなら

ば,よ り正確に転写開始順を決定することが可能で

ある。

雌

雄

HSL

Ad

Re

HSL

Ad

Re

kl{1/d)

0.207

0169

0.007

0.240

0.232

0.15&

a

0.524

0.055

0.055

0.679

0.075

0.075

表1　 速度定数k1,お よび定数aの 値

IV.要 約

　BALB/cマ ウスの胸腺での脂肪細胞の分化過程

を,PPARγ(PP)に 対するホルモン感受性 リパー

ゼ(HSL)の 転写量 を指標として,リ アルタイム

PCR法 により検討した。　PPに 対するHSLの 転写量

比は,生 後直後は1よ り小さかったが,そ の後増大

し一定値となった。この加齢変化を,遺 伝子の転写

量は,そ の転写細胞数に比例すると仮定することに

より,ま た,脂 肪細胞系列の幹細胞を考えることに

より,速 度論により説明することができた。この速

度論に基づく方法は,細 胞の分化過程で発現する遺

伝子の発現順を決定することに応用できることを示

した。
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