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緒緒  言言  

 
肥満は様々な生活習慣病の発症原因となる病態である。世界の肥満者数が指数関数的に増加していることから、肥満

の予防改善は公衆衛生上、緊急の課題といえる。それゆえ、肥満の予防法、治療薬に関する研究が、国内外において   

非常に多岐にわたり行われている。その中で特に標的となる組織が、白色脂肪組織（White Adipose Tissue：WAT）で

ある。WATの性質変化は肥満病態と密接に関連していることはよく知られており、例えば、肥満症患者の肥大したWAT
中の脂肪細胞は、炎症や動脈硬化を誘発する悪性のサイトカインを分泌する。このことから、WAT の質の改善は有効

な肥満予防戦略となる。また、WAT局所の慢性炎症や脂肪細胞の老化が、WATの質の制御に大きく寄与することも報

告されている。これらの報告は、WAT の質的変化のメカニズムを示す非常に興味深い知見ではあるものの、肥満予防

につながる直接的なエビデンスとなるかは、現状では議論の余地がある。それゆえ、WAT の質の改善をもたらすメカ

ニズムについて、さらなる研究が必要とされている。 
肥満の予防および改善に有効な方法の一つとして、摂取カロリー制限（Caloric Restriction：CR）があげられる。CR

は健康寿命延伸や加齢性疾患の予防、代謝改善効果を有する、簡便かつ再現性の高い方法である。加えて、CRは脂肪

細胞を小型化し、その性質を改善させることも知られている。これまでの研究により、我々は、WAT におけるミトコ

ンドリア機能改善が、CR効果に大きく寄与することを明らかにした［1］。同時に、WATにおいてCRにより発現誘導

される新規ミトコンドリア関連因子として、MIPEP（mitochondrial intermediate peptidase）を同定した［2］。 
MIPEPはミトコンドリアマトリクスに存在するミトコンドリアペプチダーゼであり、ミトコンドリアタンパク質の

成熟活性化を担う［3］。実際、我々はMIPEPがミトコンドリアの質の維持に重要な脱アセチル化酵素Sirtuin-3（SIRT3）
の成熟活性化に関わることを見出している［2］。以上を踏まえ、我々は「MIPEP が CR によるミトコンドリア機能  

改善において重要である」との仮説を立てた。すなわち、MIPEP に関連したミトコンドリア制御機構は、CR の効果

を模倣した効果的な肥満予防戦略の開発につながるといえる。本研究では、この「MIPEPに関連したミトコンドリア

制御機構」を検証するため、WAT および脂肪細胞における MIPEP の機能について、細胞および動物レベルで解析し

た。その結果、MIPEP のミトコンドリア機能への直接的な関与は立証されなかったが、MIPEP が脂肪細胞分化や   

ミトコンドリア由来のストレス応答遺伝子の発現制御に寄与することが示唆された。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．MMiippeepp過過剰剰発発現現脂脂肪肪細細胞胞のの解解析析  

Mipep過剰発現（Mipep OE）細胞は、マウス白色前駆脂肪細胞株3T3-L1にレトロウイルスベクターを感染させた

後、薬剤セレクションを行うことで樹立した。レトロウイルスベクターは plat-E 細胞（東京大学医科学研究所の北村

俊雄教授より分与）にマウスMipepの翻訳領域を有するパッケージングプラスミドを遺伝子導入することで作製した。

なお、上記実験は東京理科大学遺伝子組換え実験安全委員会による審査、学長による承認を経て、東京理科大学遺伝子

組換え実験実施規則に従い行われた。3T3-L1は、細胞密度がコンフルエントに達した時点で500μM IBMXと1μM 
dexamethasoneを2日間処理し、その後2日おきに10μg/mL insulinおよび50 nM tri-iode thyronineを含む培地で
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培養することで成熟脂肪細胞へと誘導した。解析には分化誘導開始から8～12日後の細胞を用いた。 
はじめに、中性脂肪を可視化するOil red O染色により両細胞の脂肪滴量を評価したところ、Mipep OE細胞では脂

肪滴量が減少していた（図1a）。また、脂肪細胞分化マーカー遺伝子であるPerilipin A（PeriA）の発現量もMipep OE
細胞において低下していた（図1b）。次に、ミトコンドリア生合成およびミトコンドリア機能を評価した。前者につい

ては、ミトコンドリアDNAにコードされている cytochrome c oxidase subunit Ⅱ（CoxⅡ）と核DNAにコードされ

ているhypoxanthine phosphoribosyltransferase（Hprt）の各々のコピー数を real-time PCRにて測定し、そこから

算出される CoxⅡ／Hprt 比（ミトコンドリア DNA 量）を指標とした。後者に関しては、ミトコンドリア由来の活性

酸素種（Reactive Oxygen Species：ROS）と反応する蛍光試薬mitoSOXを用いて測定されるROS量と、フラックス

アナライザーを用いて測定される酸素消費量（Oxygen Consumption Rate：OCR）を指標とした。結果的に、両者と

もにMipep OE細胞において変化しなかった（図1c～e）。 
 

図1．Mipep過剰発現（Mipep OE）脂肪細胞の解析 
a） Mipep OE細胞において、脂肪滴量が減少した（スケールバー：200μm）。 
b） Mipep OE 細胞において、脂肪細胞分化マーカー遺伝子 PeriA 発現が減少した。

housekeeping geneとして、Ribosomal protein S 18（Rps18）を用いた。 
c） ミトコンドリアバイオジェネシス指標であるCoxII／Hprt比は、Control細胞とMipep OE

細胞間で変化しなかった。 
d） ROS量を反映する蛍光試薬mitoSOXの強度は、Control細胞とMipep OE細胞間で変化し

なかった。 
e） OCRはいずれの段階においても、Control細胞とMipep OE細胞間で変化しなかった。実

験結果は平均値±標準偏差で示しており、統計処理にはStudent`s t-testを用いた。 
p値が0.05未満を統計学的に有意とした（**p＜0.01）（b～e）。 

  
22．．脂脂肪肪組組織織特特異異的的MMiippeepp欠欠損損ママウウススのの解解析析  
以下に示す全ての動物実験は、東京理科大学動物実験委員会による審査、学長による承認を経て、東京理科大学動物

実験指針に従い行った。脂肪組織特異的Mipep欠損（Mipep KO）マウスは、当研究室で作製したMipep-floxマウス

と、脂肪組織特異的に Cre リコンビナーゼを発現する Adipoq-Cre マウスとを掛け合わせることで得た。全マウスは、

東京理科大学薬学部動物実験施設内 specific-pathogen-free（SPF）環境下、明暗サイクルは12時間で飼育した。上記

Control Mipep OE
a) b)

Control Mipep OE

0.5

1.0

1.5

0

c)

0.5

1.0

1.5

0
Control Mipep OE

d)

0.5

1.0

1.5

0
Control Mipep OE

R
el

at
iv

e 
ra

tio

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
le

ve
ls

R
el

at
iv

e 
m

ito
SO

X
in

te
ns

ity

e)

2.0

4.0

6.0

0

O
xy

ge
n 

C
on

su
m

pt
io

n 
R

at
e

20 40 60 80 1200
Time (min)

**

Oligomycin FCCP
Rotenone/
Antimycin

PeriA

CoxII / Hprt ROS

Control
Mipep OE

2



 

の雌性マウスを21～27 週齢の時点において、腹囲CT スキャン撮影、暗期の自発運動量や呼吸商等の生理機能の評価

をした上で安楽死させ、子宮周囲 WAT 等を採取した。採取した臓器から RNA とタンパク質を抽出し各々RT-PCR、
ウエスタンブロット法で解析した。 

Mipep KO マウスは野生型に比べ、自発運動量や呼吸商に大きな差はなかったのに対し、WAT 量は減少した      
（図 2a～c）。これと相関して、成熟脂肪細胞マーカー遺伝子であるAdiponectin とLeptin の発現量はMipep KO マ

ウスのWATにおいて低下していた（図2d）。次に、MIPEPの基質として報告されているsirtuin-3（SIRT3）、cytochrome 
c oxidase subunit Ⅳ（COXⅣ)、malate dehydrogenase 2（MDH2）のWATにおけるタンパク質発現量を解析したと

ころ、SIRT3 とCOXIV は減少していたのに対し、MDH2 は増加していた（図 2e）。一般に、このようなミトコンド

リアタンパク質バランスの変化はミトコンドリアストレス反応を惹起するとされる［4］。そこで、ミトコンドリアスト

レス反応により誘導されるマイトカインであるgrowth differentiation factor 15（Gdf15）の遺伝子発現を解析したと

ころ、Mipep KOマウスのWATにおいて顕著に増加した（図2f）。 

図2．脂肪組織特異的Mipep KOマウスの解析 
a、b）Mipep KOマウスの自発運動量a)と呼吸商b)は変化しなかった。 
c）   Mipep KOマウスの腹囲断面におけるWATの占める面積は減少した。 
d）   Mipep KOマウスのWATにおいて、成熟脂肪細胞マーカー遺伝子である 

AdiponectinとLeptinの発現量が低下した。 
e）   Mipep KOマウスのWATにおいて、SIRT3とCOXIVは減少したのに対し、MDH2は増

加した。Loading controlとして、Coomassie Brilliant Blue（CBB）染色を用いた。 
f）   Mipep KOマウスのWATにおいて、Gdf15が増加した。 

housekeeping geneとして、Rps18 を用いた。実験結果は平均値±標準偏差で示しており、統

計処理にはStudent`s t-testを用いた。p値が0.05未満を統計学的に有意とした（**p<0.01）。 
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考考  察察  

 
過去の研究により、MIPEPはSIRT3の成熟化を介したミトコンドリアの機能維持に重要であると想定された［2］。

しかしながら、今回の解析では、Mipep 過剰発現細胞におけるミトコンドリア生合成や酸素消費速度、ROS 量などの

ミトコンドリア機能に関係する指標は変化しなかった。ミトコンドリア生合成の重要な因子として Peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma（PPARγ）coactivator-1 alpha（PGC-1α）がある［5］。PGC-1αは転写補助

因子であり、ミトコンドリア生合成のマスターレギュレーターとして働く。これまで、我々はCRがWATにおいてこ

の Pgc-1α発現を誘導し、ミトコンドリア生合成を増強することを明らかとしている［1］。MIPEP によるトコンドリ

アタンパク質の成熟活性化はミトコンドリアの質的な制御であるのに対し、PGC-1αを介したミトコンドリア生合成は

ミトコンドリアの量的な制御であると見なせる。今回のMipep単独の過剰発現細胞の結果を踏まえると、CRによるミ

トコンドリア機能改善では、この両者がともに活性化することが重要であると考えられる。 
当初、脂肪組織特異的Mipep KOマウスではミトコンドリア機能の低下により脂質代謝が滞り、WATの肥大等の肥

満様の特徴を示すのではないかと予想した。ところが、それに反してMipep KOマウスでのWAT量は減少していた。

また、Mipep KOマウスのWATでは脂肪細胞分化マーカーの減少が確認されたことから、上記はWAT中の脂肪細胞

の分化成熟が抑制された結果であるといえる。加えて、Mipep KOマウスのWATはGdf15の発現増加を示した。前述

の通り、GDF15はミトコンドリアストレスに応じて誘導される液性因子であり、近年ではGdf15 transgenicマウスが

体重減少や全身的な代謝改善および寿命延伸を示すことが報告されている［6］。以上より、直接的なエビデンスは示さ

れていないが、MIPEP 欠損に伴い惹起されるミトコンドリアストレス反応により GDF15 が誘導され、それが WAT
量の低下をもたらした可能性がある。 
今回のMipep 過剰発現細胞および脂肪組織特異的Mipep KO マウスの解析により得られた知見では、MIPEP の脂

肪細胞のミトコンドリア機能改善への直接的な寄与を証明することはできなかったものの、MIPEPが脂肪細胞の分化

やGDF15の誘導に転写レベルで関与することが示された。転写因子ではないMIPEPがこのような転写制御にどのよ

うに関わるのか、そのメカニズムは興味深い。これは、肥満WATにおける脂肪細胞の肥大化の新たな予防戦略になり

得ると期待される。 
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