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緒 言 

 
肥満になると脂肪組織において活性酸素が増加しメタボリックシンドロームに悪影響を与える［1］。また活性酸素は

脂肪細胞の分化に関わっていることが報告されている［2］。これらの研究結果から活性酸素は肥満で増加しさらには肥

満を悪化させる要因であることが示唆される。病的状態で増加する活性酸素は様々な蛋白質を酸化修飾しシグナル伝達

に関わる。酸化的蛋白修飾のうち S-グルタチオン化は酸化的状況において細胞内に豊富に存在するグルタチオンが蛋

白質のシステイン残基に結合する修飾であるが、他の酸化的蛋白修飾に比べ安定かつ可逆的で活性酸素によるシグナル

伝達として注目されている［3］。約40のS-グルタチオン化により制御される蛋白が報告されているが、肥満や脂肪細

胞の分化に関わるものは知られていない。グルタチオン合成の律速酵素である、γグルタミルシステインリガーゼ修飾

サブユニットのノックアウト（Gclm KO）マウスはS-グルタチオン化の基質であるグルタチオンが減少しS-グルタチ

オン化も低下するが［4］、Gclm KOマウスは野生型マウスと比べ低体重であった［5］。対照的に脱S-グルタチオン化

酵素であるグルタレドキシン（Glrx）のノックアウトマウスではS-グルタチオン化が増加するが、近年このマウスは加

齢とともに肥満となることが報告されている［6］。以上の研究から S-グルタチオン化が肥満に寄与することが予想さ

れるが、S-グルタチオン化が肥満や脂肪細胞の分化にどのように関わるのか分子レベルのメカニズムは未だ解明されて

いない。本研究では肥満および脂肪細胞の分化にかかわる未知の S-グルタチオン化蛋白を発見し、その機能を解明す

る。 
 

方 法 

 
1． 3T3-L1細胞から脂肪細胞への分化誘導 

3T3-L1 細胞は JCRB 細胞バンクから供与されたものを使用した。3T3-L1 細胞による脂肪分化誘導はコンフルエン

トとなった後、さらに2日間10%ウシ胎児血清含有DMEMにて培養し、その後10%ウシ胎児血清含有DMEMに115
μg/ml IBMX、1μg/ml Insulin、1μg/ml Dexamethasone を加えた培地で 2 日間、その後 10%ウシ胎児血清含有

DMEMに1μg/ml Insulinを加えた培地で4日間培養することにより実施した。 
2．3T3-L1細胞でのCRISPR/Cas9によるGlrxノックアウト 

pSpCas9（BB）-2A-Puro（PX459）V2.0 plasmidはAddgeneを介してBroad Institute、Massachusetts Institute 
of Technology のFeng Zhang氏から供与された。PX459 plasmidのBbsIクローニングサイトにガイディングRNA
を含んだオリゴヌクレオチド（配列CACCGTTCTTGGGTCTTTCTGCAGT、AAACACTGCAGAAAGACCCAAGA 
AC）を挿入した。作製したプラスミドおよびガイディング RNA を含まないPX459 plasmid をLipofectamine 3000
（Thermo Fisher Scientific）を用いて3T3-L1細胞にトランスフェクションした。トランスフェクション後、1日目か

ら2日間ピューロマイシンを用いてセレクションした。 
3．C/EBPβのS-グルタチオン化の検出 
 C/EBPβが S-グルタチオン化しているか検出するため、脂肪細胞分化誘導後 3T3-L1 細胞を抗グルタチオン抗体で

免疫沈降後、抗C/EBPβ抗体を用いてウエスタンブロッティングを施行した。 
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4．S-グルタチオン化C/EBPβとPIAS1の共免沈 
 C/EBPβ clone plasmid（Origene）よりC/EBPβのオープンリーディングフレームをクローニングし、HA tag Vector
（Origene）のマルチクローニングサイトに挿入し、HA tagged C/EBPβ clone plasmidを作製した。HA tagged C/EBP
β clone plasmidおよびMyc and flag tagged PIAS1 clone plasmid（Origene）をLipofectamine 2000（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて6 cm dishに撒かれたHEK 293細胞にトランスフェクションした。HA tagged C/EBPβ clone 
plasmidをトランスフェクションしたHEK 293細胞のライセートを蛋白含有量500μgになるように調製し終濃度45 
mmol/L 酸化型グルタチオン、5 mmmol/L 還元型グルタチオンもしくはコントロールとしてこれらを含まない PBS
を加えで4℃、12時間インキュベーションした。インキュベーション後、Zeba column（Thermo Fisher Scientific）
を用いて脱塩を行った。前述の処置を行ったライセートに蛋白含有量 250μg の Myc and flag tagged PIAS1 clone 
plasmidをトランスフェクションしたHEK293細胞のライセートを加え、Myc tag magnetic beads（MBL）を用いて

共免沈を行った。 
 

結 果 

 

1．3T3-L1細胞におけるGlrxのノックアウトと脂肪細胞への分化における影響 
 CRISPR/Cas9 システムを用いて Glrx KO 3T3-L1 細胞株を作製した。Glrx は脂肪細胞分化誘導後に発現が増加す

るが Glrx ノックアウトでは Glrx の発現が著明に減少していることが確認できた（図 1A）。S-グルタチオン化のレベ

ルは脂肪細胞分化誘導後のGlrx KO 細胞で増加していることが確認できた（図 1B および 1C）。活性酸素は脂肪分化

誘導後に増加するが、Glrx KO 細胞とコントロール細胞間で差はなかった（図 1D）。脂肪細胞分化誘導後の脂肪の含

有量は有意差をもってGlrx KO細胞で増加していた（図1E）。これらの差は還元剤であるTempolで抑制された。 
 

 
図1．3T3-L1細胞におけるGlrxのノックアウトおよびS-グルタチオン化、活性酸素、脂肪分化に与える影響 

A) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化後のGlrxの発現のウエスタンブロッティング。 
B) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1 細胞における脂肪細胞分化後のS-グルタチオン化のウエスタンブロッティング。 
C) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化後のデンシトメトリーによる評価。 
D) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化後の活性酸素のレベル。 
E) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化後の脂肪含有量の評価および還元剤の効果。 

統計処理は、two-way ANOVAで行った。*P < 0.05。 
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2．Glrxノックアウトの脂肪分化における主要転写因子に与える影響 
 脂肪分化における主要な転写因子である PPARγ、C/EBPα、C/EBPβの発現をウエスタンブロッティング法で解

析した。脂肪分化後に上昇が認められるがPPARγ、C/EBPα、C/EBPβすべてコントロール細胞と比しGlrx KO 3T3-
L1 細胞で増加していることが確認できた（図 2A）。mRNA レベルでは PPARγ、C/EBPαの増加を認めるものの、

C/EBPβの増加は認められず（図2B2、C、D）、蛋白レベルで発現が調節されていることが考えられた。 

 
図2．コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化誘導後のPPARγ、C/EBPα、C/EBPβ

の蛋白およびmRNAの発現レベル 
A) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化誘導後のPPARγ、C/EBPα、C/EBPβの 

ウエスタンブロッティング。 
B) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化誘導後のPPARγのmRNA発現レベル。 
C) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化誘導後のC/EBPαのmRNA発現レベル。 
D) コントロールおよびGlrx KO 3T3-L1細胞における脂肪細胞分化誘導後のC/EBPβのmRNA発現レベル。 

統計処理は、two-way ANOVAで行った。*P < 0.05。 
 

3．3T3-L1細胞におけるC/EBPβのS-グルタチオン化およびSUMO E3 LigasePISA1の結合に与える影響 
C/EBPβがS-グルタチオン化されているか調べるために、抗グルタチオン抗体で免疫沈降後に抗C/EBPβ抗体でウ

エスタンブロッティングを行った（図3A）。脂肪分化後のGlrx KO 3T3-L1細胞ではC/EBPβがS-グルタチオン化さ

れていることが分かった。C/EBPβはSUMO化後にユビキチン化を受けプロテアソームで分解される蛋白であること

が知られている［7］。一連の反応はSUMO E3 LigaseであるPIAS1が結合することにより始まる。C/EBPβのS-グ
ルタチオン化がPIAS1 の結合に与える影響を検討した。まずHEK293 細胞でC/EBPβを過剰発現させ、ライセート

としたものを酸化型および還元型グルタチオンとインキュベーションすることによりS-グルタチオン化を誘導した（図

3B）。これをMyc tagged PIAS1を用いて共免沈すると、S-グルタチオン化を誘導したC/EBPβではPIAS1との結合

が低下することが分かった（図3C）。 
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図3．C/EBPβのS-グルタチオン化の検出およびS-グルタチオン化がPIAS1の結合に与える影響 
A) 抗グルタチオン抗体による免疫沈降後の抗C/EBPβ抗体を用いたウエスタンブロッティング、 
B) HA tag C/EBPβを過剰発現させた HEK293 細胞のセルライセートに対し S-グルタチオン化誘導後に抗

グルタチオン抗体を用いてウエスタンブロッティングを施行した。 
C) 前述の S-グルタチオン化誘導したセルライセートおよびコントロールのセルライセートに Myc tagged 

PIAS1 を過剰発現させたHEK293 細胞のライセートを加えMyc tag magnetic beads を用いて共免沈を

行った。 
 

考 察 

 
脱グルタチオン化酵素であるGlrx を3T3-L1 細胞でノックアウトすると、脂肪細胞分化誘導後のS-グルタチオン化

の増加と脂肪合成の促進が認められた。Glrx KO 3T3-L1細胞ではPPARγ、C/EBPα、C/EBPβの発現の増加が認め

られ、特に、C/EBPβについては蛋白レベルで発現が制御されていることが示唆された。またC/EBPβはS-グルタチ

オン化される蛋白であることが分かった。C/EBPβはSUMO化後にユビキチン化を受けプロテアソームで分解される

蛋白であるが、S-グルタチオン化されることにより SUMO E3 Ligase である PIAS1 の結合が低下することが分かっ

た。以上の結果から C/EBPβは S-グルタチオン化により PIAS1 の結合が低下し、引き続くユビキチン-プロテアソー

ムによる分解が阻害され、安定化することが示唆され、これが引き続く脂肪合成を促進すると考えられる。 
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