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緒　言

　小胞体はタンパク質の折り畳み･修飾または脂質合成を行う細胞内小器官である。細胞が様々な異常環境に曝される
と、小胞体内腔に正しい立体構造を取らない異常タンパク質が蓄積する。このような状態を小胞体ストレスと呼び、小
胞体ストレスが発生すると、小胞体膜上に存在する小胞体ストレスセンサーが活性化してシグナルを発信し、小胞体ス
トレスを緩和するような細胞応答を引き起こす（小胞体ストレス応答（Unfolded Protein Response: UPR））１）。最近
の研究から UPR シグナルは小胞体ストレス以外によっても発信されており、細胞の分化や増殖、エネルギー代謝など
の生理機能制御と深く関わることが示唆されている。生体のエネルギー代謝に寄与する組織の一つに褐色脂肪組織が
ある。褐色脂肪組織には、寒冷環境における体温低下の防止や、生体内の過剰エネルギーを消費するために、熱を産生
する機能を持っている２）。熱産生機能は、褐色脂肪細胞特異的に発現するタンパク質 UCP1 が担っており、熱産生の
必要性を褐色脂肪細胞が感知すると UCP1 の発現量が増加して熱産生機能が亢進する。褐色脂肪細胞の機能が生体の
エネルギー恒常性維持において非常に重要であることからも、熱産生機能制御の上で UPR が重要な役割を担っている
可能性が高いが、褐色脂肪細胞における UPR の役割はこれまでに明らかにされていない。そこで本研究では、褐色脂
肪細胞の熱産生機能制御における UPR の役割を明らかにすべく解析を行った。

方法および結果

１．褐色脂肪細胞の Ucp1 転写誘導において IRE1α-XBP1 経路が活性化している
　褐色脂肪細胞が熱産生機能を亢進する時の UPR シグナルについて検討した。野生型マウスを 4 ℃環境に 24 時間置
いた後、褐色脂肪組織を摘出して遺伝子発現を調べた。その結果、Ucp1 の発現量が室温（28 ℃）に置いたマウスより
有意に増加しており、褐色脂肪細胞が熱産生機能を亢進していることが確認できた。この時、UPR 活性化のマーカー
となる Bip や Xbp1 スプライスドフォームの発現量を調べた。その結果、いずれも有意に増加しており、UPR シグナ
ルが発信されていることが示唆された。この結果について更に詳細に検討するために、初代培養した褐色脂肪細胞を使
用して実験を行った。生体が寒冷環境に曝されると、交感神経からノルアドレナリンが放出され、これを褐色脂肪細胞
上の β3 アドレナリン受容体（β3-AR）が受容すると、Ucp1 の転写が誘導される。β3-AR アゴニスト CL 316,243 を
用いて褐色脂肪細胞を刺激すると、培養上で寒冷暴露に対する応答を再現することができる２）。CL 316,243 刺激後、
経時的に遺伝子の発現量を解析した結果、Ucp1 の一過的な増加と同調して、Xbp1 スプライスドフォームが増加した

（図 1）。また、Xbp1 mRNA の細胞質スプライシングを行う小胞体ストレスセンサー IRE1α のリン酸化フォームの量
が CL 316,243 刺激によって一過的に増加しており、活性化していた。以上の結果から、褐色脂肪細胞において Ucp1
の転写が誘導される時、UPR シグナルが発信されており、特に IRE1α-XBP1 経路が関連していることが示唆された。

1

　上原記念生命科学財団研究報告集, 30 (2016)



図 1． CL 316,243 刺激による Ucp1 及び Xbp1 スプライスドフォーム mRNA 量の変化
（A）β3-AR アゴニスト CL 316,243 刺激した褐色脂肪細胞における、リアルタイム PCR を用いた Ucp1 の経時
的発現解析結果。（B）RT-PCR による同一サンプルにおける Xbp1 mRNA のスプライシングレベル解析結果。
Ucp1 の発現変化と同調して Xbp1 スプライスドフォームが一過的に増加する。Error bar: SD, n = 4, ns: not
significant, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, vs without treatment, Student's t-test.

２． Ucp1 転写誘導において IRE1α-XBP1 経路は必要であるが、小胞体ストレス非依存的に活性化する
　次に、IRE1α-XBP1 経路の Ucp1 転写誘導への必要性について検討した。IRE1α のヌクレアーゼドメインを選択的
に阻害する化合物 4μ8C を使用して Xbp1 のスプライシングを阻害し、CL 316,243 刺激に対する褐色脂肪細胞の応答
を解析した。その結果、4μ8C 処理を行うと、CL 316,243 刺激によって誘導される Ucp1 の転写誘導が有意に抑制され
た。UPR シグナルである IRE1α-XBP1 経路は小胞体ストレスによって活性化する。次に、小胞体ストレスによって
IRE1α-XBP1 経路を活性化させた時の Ucp1 転写誘導について検討した。小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシンを様
々な濃度で褐色脂肪細胞に処理すると、全ての濃度において Xbp1 mRNA がスプライシングされた。一方、Ucp1 の発
現は全ての濃度において増加しなかった。以上より、IRE1α-XBP1 経路の活性化は小胞体ストレスとは異なるメカニ
ズムによって行われていることが示唆された。

３．Ucp1 転写誘導において IRE1α-XBP1 経路は PKA 依存的に活性化する
　Ucp1 転写誘導における IRE1α-XBP1 経路の活性化メカニズムを解明するため、β3-AR 下流分子群に着目した。褐
色脂肪細胞ではノルアドレナリンを受容すると細胞質中で PKA が活性化する。続いて活性化した PKA が p38
MAPK をリン酸化する。リン酸化によって活性化した p38 MAPK が ATF2 や PGC1α などの転写因子群をリン酸
化･活性化し、Ucp1 の転写誘導に繋がる３）。PKA 阻害剤である H89 を褐色脂肪細胞に処理すると、CL 316,243 刺激に
よる Ucp1 の転写が誘導されない。興味深いことに、IRE1α のリン酸化や Xbp1 mRNA のスプライシングが Ucp1 の
転写と同様に H89 処理によって有意に抑制された。一方、p38 MAPK 阻害剤である SB 203580 を処理すると Ucp1 の
転写誘導が抑制されるにも関わらず、IRE1α のリン酸化や Xbp1 mRNA のスプライシングに大きな変化はなかった。
　以上の結果から、Ucp1 転写誘導における IRE1α-XBP1 経路の活性化は p38 MAPK ではなく PKA によって制御さ
れていることが明らかとなった。
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４．XBP1 スプライスドフォームは PKA 活性によって誘導される因子と協調的に働いて Ucp1 を直接転写誘導する
　最後に、転写因子である XBP1 スプライスドフォームによる Ucp1 の転写誘導について検討した。Ucp1 遺伝子上流
3.8 kb プロモーター領域を用いてレポーターアッセイを行った。その結果、XBP1 スプライスドフォームを生理的レベ
ルで発現させても、レポーター活性は上昇しなかった。しかし、PKA を活性化するフォルスコリン刺激を同時に行う
と、フォルスコリン刺激単独よりもレポーター活性が有意に増加した（図 2）。一方、DNA 結合領域を含む bZIP ドメ
インを欠失した XBP1 スプライスドフォームを発現させると、フォルスコリン刺激単独よりも高いレポーター活性は
見られなかった（図 2）。以上より、XBP1 スプライスドフォームは PKA 活性によって誘導されるその他の因子と協調
的に働いて Ucp1 転写を直接誘導していることが明らかとなった。

図 2． Ucp1 プロモーター領域を用いたレポーターアッセイ解析
Ucp1 遺伝子上流 3.8 kb プロモーター領域を用いたレポーターアッセイ解析結果。XBP1 スプライスドフォー
ム（sXBP1）を生理的レベルで発現させても、レポーター活性は増加しなかった。PKA を活性化させる Forskolin
刺激を同時に行うと Forskolin 刺激単独のサンプルよりもレポーター活性が大きく増加した。しかし、この増加
は DNA 結合領域を含む bZIP ドメインを欠失した sXBP1（ΔbZIP-sXBP1）を発現させると見られなかった。
Error bar: SD, n = 6, *P < 0.05, ***P < 0.001, Student's t-test.

考　察

　本研究成果から、褐色脂肪細胞の Ucp1 転写誘導において IRE1α-XBP1 経路が重要であることが明らかとなった。
最近、肝細胞において PKA が直接 IRE1α をリン酸化することが報告されている４）。本研究において PKA 阻害剤
H89 によって IRE1α のリン酸化が抑制されており、褐色脂肪細胞においても同様の機構が存在することが考えられ
る。一方、小胞体ストレス誘導剤ツニカマイシンを用いて IRE1α-XBP1 経路を活性化させても Ucp1 の転写が誘導さ
れなかった。XBP1 は bZIP ファミリー転写因子であり、他の bZIP ファミリー転写因子とヘテロダイマーを形成して
標的遺伝子を変えることが知られている５,６）。今回、ツニカマイシンによって Ucp1 転写が誘導されなかったのは、CL
316,243 処理時と細胞内に存在する転写因子群が異なるためであると推測される。今後、XBP1 のパートナー分子を同
定することによって、褐色脂肪細胞の Ucp1 転写誘導メカニズムの更なる理解や、褐色脂肪細胞の熱産生機構のより精
細な制御へと発展していくことが期待できる。
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