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1. 「生命とは何か」と問うこと 

 

	
 「生命とは何か」という問いは、およそ有史以来から続く謎である。いつ如何なる時代

においても人類の好奇心の中心の一つに存在する疑問である。はじめに、なぜこのような

疑問が生じうるのかについて考察したい。すべての生物は利己的であるという前提を導入

しよう。言い換えれば、いかなる生物もその性質において自ら、ないし種が存続する指向

性を持つ、という前提である。もちろんそれぞれの生物種に生存するためという意思を設

定するのは適切ではない。そのためにはその生物「種」にインタビューして確認する必要

があろう。ここで利己的であるとするのは次のような観点から見かけ上利己的であるとい

う理由による。生物の進化は多様性の許容と環境要因による淘汰によるならば、現存する

ある生物の性質は特定の環境下において淘汰されないものである。すなわち生存に適した

性質を有するということになる。このプロセスがあたかも自身に有利な性質を選択して獲

得するように解釈することができるため、生物は利己的であるという前提をおいた。生物

は利己的な存在であるという概念は、個体の一生というより短い期間においても当てはめ

ることが可能である。つまり、個体の行動はその個体が存在する生物集団の存続のために

作用していると考えて見かけ上問題がない。ここで、なぜヒトは「生命とは何か」という

疑問を持つのかという問題について考える。上記の前提によれば、それがヒトの生存にと

って有利だったからであるということになる。「知る」という行為は未知に対する防衛行

為であると私は考える。すなわち未知の現象、未知の存在からの生命の危機を防ぐ、ある

いはより効果的な生存方法を探索するという精神が生命に対する知的好奇心の源泉なので

はないだろうか。そしてそのような思索から宗教が成立し、生命とは何か、人間とはいか

なる存在かを説いた宗教が人々の信仰を集め、人間社会の基軸となったのではないかと推

察する。前近代に至るまでの「生命とは何かという」問いかけの意義は推測の域を出ない

が、近代に入るとより直接的で実践的な効用を持つ「医学」が発展し、この問いかけにも

っともらしい正当性が付加されることになる。この段階では「ヒトとは何か」という意味

合いが強い。以上が、人類がなぜ「生命とは何か」と考えるかについての所見である。 

 

  



 5 

2. 生命科学を研究する意義 

 

	
 次に、我々は生命とは何かを追求するべきか否かについて論ずる。生命科学研究を推進

すべきか否かと言い換えることができる。生命科学研究は短いスパンでみれば、医学、医

療の発展に寄与するという人類に対する直接的な貢献が考えられる。もう少し幅を広げ

て、自然科学全体について考察する。現代社会において自然科学研究は社会的活動の一環

であり、現在未来にわたって人類の幸福に資さないものは一般的に認められないと私は考

えている。人類の幸福とは「安心感、安定感、非不安定状態である」と私は考えている。

人が社会的な存在である以上、所属するコミュニティの安定度合いが個々人の幸せに強く

影響を与えるだろう。ではコミュニティが幸せになるためには何が必要か。避けるべき事

象は、外部からの攻撃、内部に生じた不和、構成員の減少などによるコミュニティの不安

定化、または破綻である。この避けるべき事態を回避する方法の一つとして前述した宗教

が貢献していたのではないだろうか。宗教の役割はコミュニティにおける共通理解、教

訓、行動の指針を提示することある。そしてその正しさは神、教典、偶像などの崇拝によ

って担保されてきた。しかし、様々な観察の中からこの宗教の不完全性が明らかになるこ

とがしばしば起きた。コペルニクスの地動説がもっとも代表的であろう。現代において天

動説を信じる者がどれほどいるだろうか。この争いにおいて地動説が勝利をおさめたの

は、「すべての観測が地動説によってよく説明できる」という事態が起きたからである。

人間が観測、観察をいかに重要としているかがうかがわれる。これは人間が認識の大部分

を視覚情報に依存している生物だからである。例えば、神が実際に目に見える存在であれ

ば、人々の宗教への信頼はやすやすとは失われないだろう。そこで視覚情報に特化した新

しい宗教（に類するもの）として、自然科学が多くの信仰を集めることとなった。今日に

至っては、「科学的に証明されている」「科学的な根拠がある」などの文言は、あたかも

それが絶対の真実であるかのように受け止められる。この妥当性についてはここでは言及

しない。転じて、自然科学は現代に生きる人、またはコミュニティにとっての共通理解、

行動の指針を提示する強力な概念となっている。したがって自然科学の正当性を評価しつ

つ、さらに発展させる事は、人間社会の幸福に資するところである。そして、生命科学も

その一環としてやはり推進すべきであると私は考える。 
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3. 生命科学における薬学領域の位置づけ 

 

	
 自然科学研究はいわば問題解決の連続である。問題解決はさらに問題の設定と解決の２

つのプロセスに分けることができる。問題設定のプロセスが特に困難である。ここでいう

問題とは言うまでもなく解決可能なという修飾が付随する。したがって適切な問題設定が

なされれば解決は可能である。博士号取得者はこの問題設定能力が求められ、すなわち研

究主宰者に求められる能力であると私は考えている。自然科学研究における問題とは、新

規性があり、かつ重要である課題を指す。言い換えればこれまで誰も知らなかった、と同

時に自然科学の発展に寄与する知見を得ることが課題である。この問題を設定するために

は既存の研究の知識に充実し、研究の将来の姿を見据えることが必要である。生命科学研

究のアプローチとして医歯薬学領域の他に、理学領域、農学領域などと形式的には分類で

きる。これらの領域が分け隔てなく協調的に生命科学研究を推進することが理想である

が、それぞれの分野で専門性を発揮することが逆説的に円滑な融合研究につながると私は

考えている。そこで、生命科学研究における医歯薬学領域の立ち位置を考察したい。医歯

薬学領域では病気や疾患の存在が問題設定における指針の一つになる。世の中に存在する

様々な疾患にはその背景にある生命現象が存在し、その理解が十分ではないものに関して

社会的な問題を引き起こすことが多い。つまり、我々の理解が不十分であり、かつ重要な

課題というヒントはここから得ることができる。これが生命科学における医歯薬学領域の

アプローチ方法である。薬学領域ではさらに創薬を念頭において研究の将来を予想するこ

とが求められる。薬は医療行為の中でも非侵襲的であり、剤型によっては安価であること

から比較的広範囲の人々を対象にとることができる。薬学領域から生命科学にアプローチ

する科学者はこの創薬への貢献を期待されていると私は考えている。以上が、生命科学研

究における、特に問題設定の点から見た薬学領域の立ち位置である。 
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4. 生命科学研究の方法論 

 

	
 次に、問題を解決する手法について述べる。科学的な問題の解決とは、より実際的には

その問題に対して有効な仮説の提示、ならびに検証である。有効な仮説であるか否かは、

ある生命現象をよりよく説明するかという点、ならびにその仮説に基づいて次の問題設定

と解決が進展するかという点において評価される。以下では、前者を評価することを仮説

の検証と呼び、これについて論ずる。仮説の検証手法は現在の生命科学研究では生化学、

遺伝学、構造生物学、細胞生物学、生理学等に代表的に分類される。もちろんこれらに変

わる新しい手法は日々開発されつつあるが、その手法の妥当性はやはり一旦これらの手法

によって評価されるべきであるから今は問題にしない。ある生命現象をよりよく説明する

仮説であるか否かは、必要性と十分性の評価による。例えば、ある表現型（生命現象）を

ある遺伝子が支配するという仮説を検証する時、その遺伝子を欠失させた個体が、対照と

なる個体に比べてその表現型を欠く時、その遺伝子はその表現型に必要であると推定す

る、という検証が行われる。ただし、この推論自体の妥当性はこのプロセスの中では担保

されない。これはいわゆる遺伝学という分野で扱われる前提であるに過ぎない。同様にそ

れぞれの研究手法においてドグマのようなものが存在する。我々は、その前提の上に推論

を重ねているということに常に留意しなければならないだろう。各研究手法においてドグ

マとその限界が存在するため、複数の研究手法を組み合わせて仮説の検証を行うのが一般

的である。研究手法の妥当性について次に問題となるのは、どのようなモデルを用いるか

という点である。モデルにも適応できる限界がある。本論文では、カイコ Bombyx mori と

培養細胞をモデルとした。前者は動物の生理モデル、後者は体液因子に曝された局所組織

のモデルである。まず、前者を動物の生理モデルとして用いる妥当性を考察する。動物は

発生におけるボディープラン、および代謝機構において保存性が高い。ショウジョウバエ

をモデルとした遺伝学的な研究から動物における初期発生に関わる遺伝子群が数多く同定

された。近年では同様に、ショウジョウバエを用いた研究からマウスにおける肥満因子が

同定されている(Pospisilik et al, 2010)。また、当研究室ではこれまでにカイコが高血糖動物

のモデルとして応用できるということを提案している(Matsumoto et al, 2011)。これらの点

から、昆虫であるカイコをモデル動物として用いることによって動物の発生やエネルギー

代謝に与る生理機構を探索することが可能であると私は考えている。研究が可能であると

いう点に加えて、カイコをモデル動物とした研究には次のような利点があると考えられ

る。コストの低さ、飼育の簡便さ、倫理的な問題の小ささ、注射などの実験手技の容易
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さ、体液の回収の容易さである。特に、ショウジョウバエと比較して考えるならば、カイ

コは遺伝学的な手法が不十分である一方、体液採取による体液因子の解析の容易さ、注射

による生理学実験の容易さが特徴的であると考えられる。私はショウジョウバエを用いた

遺伝学的な解析では発見できなかった新しい機能を持つ体液因子をカイコとその培養細胞

を用いた生理学的手法によって同定することが可能であると考えカイコを研究対象とし

た。私が次に着目したのは培養細胞の活用である。細菌や真菌といった単細胞生物は文字

通り 1 個の細胞として生きている。一方、動物を始めとする多細胞生物は明らかに多細胞

であることに利点を生み出しており、むしろほとんどの場合多細胞の状態でなければ生存

することは適わない。ゆえに多細胞生物において、細胞同士が互いにどのように相互作用

を及ぼし合っているのかは生命の理解において重要な課題である。そのためには、個体か

ら細胞を独立させて細胞の応答性を観察することが必要不可欠であり、培養細胞が体液因

子の研究においても有効な研究材料となりうるだろう。また、薬学領域の立場から考えて

も、このような体液因子を研究することは重要である。すなわち、このような体液因子を

介した細胞同士の相互作用機構は薬の作用点として重要であり、体液因子が細胞に受容さ

れて表現型を示す一連の過程を解明することによって創薬への道が大きく開かれると考え

られるからである。したがって私は体液因子の探索および機能解析を行う手法として培養

細胞を用いた。 
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5. 細胞増殖ならびに代謝を制御する体液性因子の探索 

 

	
 本論文において私は、細胞増殖および代謝を制御する新規体液性因子あるいは新規機能

の発見を試みた。私が体液性因子を研究する理由は、前述したように多細胞生物の在り方

を知るという興味深い対象であるという点と、創薬という観点から有効な知見が得られる

と考えたためである。次に、細胞増殖と代謝の制御因子を研究する理由を述べる。多細胞

生物の細胞は、隣接する場合を除き、細胞外に体液性因子を放出することにより、他の細

胞に影響を与える。細胞が他の細胞に与える影響としてもっとも重要な現象の一つとして

増殖の制御がある。細胞の無秩序な増殖は組織や器官の機能を損なうため、萎縮あるいは

肥大した組織が形成されないよう個体全体に協調した細胞増殖の制御が必要となる。この

ため細胞外の因子によって細胞増殖を制御することは理にかなっている。一方、個体のエ

ネルギー代謝の恒常性の維持においても体液性因子が重要な役割を果たしている。ここ

で、細胞の増殖と代謝の関連に言及したい。不死化された培養細胞はおおむねクローナル

な増殖を続ける。生体内ではこのような分裂はマイナーでありこれを行うのは幹細胞、リ

ンパ球、そしてがん細胞がよく知られている。これ以外の細胞分裂は娘細胞の性質が変更

される。これが細胞分化である。そして細胞の増殖は一定以上分化を経ると停止する。代

謝の場として重要な役割を果たす細胞は、例えば肝細胞、脂肪細胞、筋肉細胞などである

がこれらは一般的に終末分化細胞と呼ばれており、積極的な増殖は行っていない。つまり

細胞は増殖する段階と、機能を発揮する段階の切り替えを行っていると考えることができ

る。したがって、細胞の増殖と代謝は密接に関係している。これらを制御する体液性因子

を明らかにすることは、組織や器官がどのようにして一定の形に形成され、また代謝機能

を発揮するのかをという「生命とは何か」という問いに迫るものであると私は考えてい

る。加えて、このような体液性因子の理解は、現代社会において問題となっているがんや

肥満をはじめとする代謝疾患の成因を解明し、治療法の開発につなげる上で必要不可欠で

ある。したがって私は本研究において細胞増殖ならびに代謝を制御する体液性因子の探索

ならびに機能解析に着手した。  
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緒言 

 

	
 細胞の増殖は動物個体の発生段階および栄養条件によって正または負に調節されてい

る。この制御機構が破綻すると、細胞の無秩序な増殖をきたし良性腫瘍やがんを発症す

る。細胞におけるエネルギー代謝は、短期的には怪我や感染症などに付随する炎症に応じ

て調節される部分もあるが、増殖と同様に個体の発生段階および栄養条件によって厳密に

制御されている。細胞の増殖と代謝はホルモンによって共役されている例が知られてい

る。代表的な例としてインスリンがあげられる(Manning, 2004)。インスリンは血糖値の増

大に伴って膵臓 β 細胞から放出されるホルモンであり、グリコーゲンや脂肪の合成といっ

た同化反応を促進する。インスリンにはタンパク質の合成促進および分解抑制作用もあ

り、細胞の増殖を促進する活性があることが知られている。つまりインスリンは個体のエ

ネルギー状態が高い時、すなわち良く摂食が行われている時に分泌され、個体の成長を促

進し、余剰な栄養を蓄積させる作用があると考えられる。これらの作用を組織レベルで協

調させるためにホルモンが用いられていることは合目的である。以上の観点から私は、細

胞の増殖や代謝を制御する体液性因子を解明することはがんや代謝疾患の成因を理解し、

治療法の確立につながると考えその解明に着手した。 

	
 昆虫はマウスなどの哺乳動物にくらべてライフサイクルが短く、コストが小さいことか

ら多くの個体を実験に用いる可能であり、新規因子の探索に有効である。特にショウジョ

ウバエを用いた遺伝学的解析は、単一遺伝子欠損であれば網羅的スクリーニングを行うこ

とが可能である。一方で、遺伝子欠損ライブラリを用いる方法では、発生時に致死となっ

てしまう遺伝子や、遺伝子重複によって類似機能の遺伝子が複数存在する時にはこのスク

リーニングに漏れが生じると考えられる。一方で、昆虫は体液などのサンプルを大量に集

めること、および生理活性を試験する個体を大量に用いることが可能であるという点から

生理活性を指標とした体液性因子の探索にも有効である。代表的な例としてはカイコを用

いた脱皮ホルモンの同定、同じくカイコを用いたインスリン様ペプチドであるボンビキシ

ンの同定などがあげられる(Nagasawa et al, 1984)。昆虫由来の培養細胞も多数樹立されて

おり、生理活性を評価する対象として用いられる。この培養細胞を利用による生理活性物

質の同定の例として Insect derived growth factor や Imaginal disc growth factorの同定が挙げ

られる(Homma et al, 1996; Kawamura et al, 1999)。以上の観点から、昆虫の体液から細胞の

増殖や代謝を制御する体液性因子を探索することが可能であると考えられる。 
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 近年、カイコ由来培養細胞である BmN4 細胞に対して、ステロイド系抗炎症剤である

デキサメタゾン(Dexamethasone)を添加した時、細胞増殖が抑制されることが報告された

(Akiduki & Imanishi, 2007)。デキサメタゾンはマウスにおける脂肪細胞のモデルである

3T3-L1 細胞を繊維芽細胞から脂肪細胞へ分化させる際にインスリンとイソブチルメチル

キサンチン(Isobutylmethylxanthine)と共に分化誘導ホルモンとして用いられる。BmN4 細胞

に対するデキサメタゾン処理によって、細胞内に Oil red O 染色によって陽性となる小胞

の形成が促進されたことから BmN4 細胞の脂肪蓄積が促進されたと考えられる(Akiduki & 

Imanishi, 2007)。また、マウスにおける脂肪細胞の分化マーカー遺伝子 adipocyte protein 2/ 

fatty acid binding protein 4 (aP2/Fabp4)のカイコにおけるホモログ BmFABP1 の発現量も

BmN4 細胞において上昇していた。これらの点から、BmN4 細胞は昆虫における脂肪蓄積

細胞のモデルとなることが提案されている(Akiduki & Imanishi, 2007)。さらに先行研究に

おいて、カイコの卵抽出物を添加することによって BmN4 細胞の細胞増殖が抑制され、

脂肪蓄積が促進することが示されている(Akiduki & Imanishi, 2007)。したがって、カイコ

の個体中には細胞の増殖を抑制する活性を有する因子と脂肪蓄積を促進する活性を有する

因子が存在する、あるいはその両方の活性を有する因子が存在すると推定される。また、

これらの処理は細胞の培養液に対する添加によって達成されることから、体液性因子であ

ると私は考えた。なお、先行研究においてはこの因子の実体が何であるかは明らかにされ

ていない。また、BmN4 細胞に対するインスリンまたはイソブチルメチルキサンチンの単

独添加によってはこれらの現象は誘導されないことから、インスリンとは異なる作用機構

によって脂肪蓄積を促進する因子であると想定される。加えて、インスリンは細胞増殖に

対して促進的に働くという点から考えてもインスリンとは作用が異なる。以上の点から、

私はカイコ体液中に細胞増殖を抑制する因子、ならびに脂肪蓄積を促進する因子が存在す

るという仮説を立て、この検証を試みた。  
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結果 

 

1. カイコ体液による BmN4細胞の増殖の抑制および脂肪蓄積の促進	
  

	
 私はカイコ体液中に細胞増殖抑制因子が存在するという本研究の仮説を検証するため

に、カイコ体液を添加した培地を用いて BmN4 細胞の培養を行った。カイコの体液を 5％

あるいは 10％添加した培地を用いて BmN4 細胞を培養し、経時的に細胞数を計測したと

ころ、対象とした PBS 添加群と比べて細胞数が小さかった（Figure 1-1）。このカイコ体

液による細胞増殖の抑制はカイコ体液をプロテアーゼ処理することによって失われたこと

から、細胞増殖抑制活性の実体はタンパク質であると私は推定した（Figure 1-2）。先行

研究において、デキサメタゾンまたはカイコ卵抽出物の添加によって BmN4 細胞の増殖

の抑制と脂肪蓄積の促進が同時に誘導されることから、カイコの体液中の添加によっても

脂肪蓄積の促進が誘導されるのではないかと考えこれを検証した。カイコ体液を 10％添

加して 2日間培養した BmN4細胞を Oil Red O染色に供したところ、対象とした生理食塩

水添加群と比べて Oil Red O陽性の小胞の形成が促進されていた（Figure 1-3）。また、同

様に 2 日間処理した細胞から総脂質画分を調製し、酵素定量法によってトリグリセリドの

量を定量した。その後、細胞数で除することによって細胞あたりのトリグリセリド量を計

算したところ、カイコ体液の添加によって細胞のトリグリセリド蓄積量が増大しているこ

とが分かった（Figure 1-4）。さらに、先行研究によってデキサメタゾン処理によって誘

導することが見いだされている BmFABP1 の発現上昇がカイコ体液によっても誘導される

か否かを検証した。カイコ体液を 10％添加し 2日間培養した BmN4細胞から RNAを抽出

し、逆転写反応によって cDNAを調製した後、定量的 RT-PCRによって BmFABP1の発現

量を測定した。その結果、対象とした生理食塩水添加群に比べてカイコ体液添加群の方が

BmFABP1の発現量が大きかった（Figure 1-5）。以上の結果は、カイコ体液中に BmN4細

胞の増殖を抑制する因子、および脂肪蓄積を促進する因子が存在することが示唆してい

る。  
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Figure 1-1 カイコ体液による BmN4細胞の増殖抑制  

カイコ体液を 10% 添加した培地を用いて BmN4 細胞を培養し、血球計算盤を用いて経時

的に細胞数を計測した。●: PBSを 10％添加した TC-100 10％FBS、▲: PBSを 5％，カイコ

体液を 5％添加した TC-100 10％FBS、■: カイコ体液を 10％添加した TC-100 10％FBS 
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Figure 1-2 プロテアーゼ処理によるカイコ体液の細胞増殖抑制活性の消失  

カイコ体液、あるいはプロテアーゼ処理したカイコ体液を 10% 添加した培地を用いて

BmN4 細胞を 3 日間培養し、血球計算盤を用いて細胞数を計測した。SH:カイコ体液  

mock:37°C 16時間インキュベートしたカイコ体液、Proteinase:プロテアーゼを加え 37°C 16

時間インキュベートしたカイコ体液 
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Figure 1-3 カイコ体液による脂肪滴の形成促進  

カイコ体液 (Hemolymph) または生理食塩水 (0.9% NaCl; Control) を 10% 添加した培地を用

いて BmN4細胞を 2日間培養し、Oil Red O染色を行った。  
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Figure 1-4 カイコ体液によるトリグリセリド蓄積の促進  

カイコ体液 (Hemolymph) または生理食塩水 (0.9% NaCl; Control) を 10% 添加した培地を用

いて BmN4細胞を 2日間培養し、Bligh-Dyer法により総脂質画分を調製しトリグリセリド

量を定量した。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*;p<0.05。  
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Figure 1-5  カイコ体液による BmFABP1の発現誘導  

カイコ体液 (hemolymph) または生理食塩水 ((0.9% NaCl; Control)) を 10%添加した培地を用

いて BmN4細胞を 2日間培養し、定量的 RT-PCR法によって GAPDHを内部標準とした相

対的な BmFABP1 の mRNA 量を定量した。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。

*;p<0.05。  
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2. 細胞増殖抑制因子の精製 

	
 次に私は、カイコ体液中に存在する細胞増殖抑制因子の同定を試みた。まず、カイコ体

液による細胞増殖抑制を細胞数計測よりも短い時間で、かつ定量性に優れる手法として

[3H]チミジンの取り込みアッセイに着目した。カイコ体液を培地に添加し、24 時間後の

BmN4 細胞の[3H]チミジンの取り込み量を測定した。その結果、カイコ体液の用量依存的

に BmN4 細胞の[3H]チミジンの取り込みが抑制された（Figure 1-6）。さらに、この[3H]チ

ミジンの取り込み抑制活性が、プロテアーゼ感受性であるか否かを検討した。その結果、

カイコ体液中の BmN4 細胞の[3H]チミジン取り込み抑制活性は、細胞数計測の結果と同様

にプロテアーゼ処理によって失われたことから（Figure 1-7）、この活性の実体はタンパ

ク質であると考えられた。私は BmN4 細胞の[3H]チミジンの取り込みを 30%抑制する活性

を 1 Unitと定義し、カイコ体液から比活性の上昇を指標とした精製を試みた。カイコ体液

中の[3H]チミジンの取り込み抑制活性の比活性は、硫安沈殿、Heparin Toyopearl、Butyl 

Toyopearl、Mono S、Superose12カラムクロマトグラフィーにより上昇した（Table 1-1）。

Mono S カラムクロマトグラフィーのフラクションを SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動により分析したところ分子量 15kDaのタンパク質のバンド強度と BmN4細胞の[3H]チミ

ジン取り込み抑制活性の挙動の一致していた（Figure 1-8）。Superose12ゲルろ過カラムク

ロマトグラフィーのフラクションにおいてタンパク質量と BmN4 細胞の[3H]チミジン取り

込み抑制活性の挙動の一致が見られた（Figure 1-9）。また、活性を有するフラクション

を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分析したところ分子量 15kDa のタンパク

質の単一バンドが見出された（Figure 1-9）。これらの結果から私は、カイコ体液中の

BmN4細胞の[3H]チミジン取り込み抑制因子を精製することができたと判断した。 

	
 SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分離された 15 kDa のタンパク質をトリ

プシン消化し、逆相 HPLC を用いて分離した後、エドマン分解法によってアミノ酸配列を

決定することによって、内部アミノ酸配列を解析した。その結果、カイコ Promoting 

Protein として報告されているタンパク質の部分配列と一致した（Figure 1-10A）。

Promoting Protein はカイコ培養細胞に対するウイルス感染を促進するタンパク質として報

告されている(Kanaya & Kobayashi, 2000)。また、Promoting Proteinはヒトの Niemann-Pick 

disease type C2 (NPC2) タンパク質のカイコホモログである(Berger et al, 2005)。以降は

Promoting Protein/カイコ NPC2 タンパク質を BmNPC2 タンパク質と記載する。私は、

BmNPC2タンパク質が最終精製画分中の細胞増殖抑制因子の実体であるか否かを検証する

ために、BmNPC2 タンパク質のリコンビナントタンパク質の作出を試みた。BmNPC2 タ
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ンパク質の C 末端に 6×His-tag を融合させた cDNA をウイルスベクターに組み込み発現ベ

クターとした。作成されたウイルスベクターを、昆虫のリコンビナントタンパク質発現細

胞として用いられる Sf 9細胞に感染させ、培養した。得られた培養上清をコバルトイオン

による金属キレートアフィニティカラムクロマトグラフィーにより精製し、リコンビナン

ト BmNPC2 タンパク質画分とした。リコンビナント BmNPC2 タンパク質はウェスタンブ

ロットによって His-tagが検出されることが確認された（Figure 1-10B）。かつ、SDS-ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動後の CBB 染色によって単一バンドを示した（Figure 1-

10B）。得られたリコンビナント BmNPC2 タンパク質を培地に添加することによって

BmN4 細胞の[3H]チミジン取り込みが抑制された。また、その比活性はカイコ幼虫体液か

ら得た最終精製画分の 60%程度であった（Table 1-2）。さらに、リコンビナントタンパク

質画分を添加した培地を用いて BmN4 細胞を 2 日間培養した結果、細胞増殖が抑制され

ていた（Figure 1-11）。これらの結果から私は、カイコ体液中に存在する BmN4細胞の増

殖抑制因子の実体は BmNPC2であると結論した。  
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Figure 1-6 カイコ体液による BmN4細胞の[3H]チミジン取り込みの抑制  

カイコ体液(Hemolymph)を 0, 1.3, 2.5, 5, 10%添加して BmN4細胞を 24時間培養し、[3H]チ

ミジンを加えてさらに 6時間培養した後、細胞の 10%トリクロロ酢酸不溶性画分中の放射

活性を測定した。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。  
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Figure 1-7 Proteinase 処理によるカイコ体液中の[3H]チミジン取り込みの抑制活性の

減弱  

Proteinase 処理(37°C 16 時間)または偽処理のカイコ体液を 10%添加して BmN4 細胞を 24

時間培養し、[3H]チミジンを加えてさらに 6 時間培養した後、細胞の 10%トリクロロ酢酸

不溶性画分中の放射活性を測定した。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*;p<0.05。 
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Table 1-1 カイコ体液中の[3H]チミジン取り込みの抑制因子の精製  

 
BmN4 細胞の[3H]チミジン取り込みを 30%抑制する活性を 1Unit と定義した。各精製段階

のタンパク質量を Bradford法によって測定し、比活性を求めた。 
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Figure 1-8 Mono S カラムクロマトグラフィー  

Butyl Toyopearl 画分をMono S 陽イオン交換カラムに供し 0 mM ~ 500mM NaClを用いてグ

ラジエント溶出させたクロマトグラムを示す(上段)。活性を有するフラクションを 15 % 

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって解析した(下段)。 
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Figure 1-9 Superose 12 カラムクロマトグラフィー  

Mono S 画分を Superose 12 ゲルろ過カラムを用いて分析したクロマトグラムを示す(上

段)。活性を有するフラクションを 15 % SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって解

析した(下段)。 
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Figure 1-10 リコンビナント BmNPC2タンパク質の作出  

A. BmNPC2 の全アミノ酸配列を示す。黒枠; 本研究によって同定された2つの内部アミノ

酸配列。下線部;シグナルペプチド配列。B. 作出したリコンビナントBmNPC2タンパク質

をSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供し、CBB染色または抗His-tag抗体を用いたウ

ェスタンブロットにより検出した。 

 

  



 27 

Table 1-2 最終精製画分とリコンビナントタンパク質の比活性の比較  

カイコ体液から精製した BmNPC2 タンパク質画分と野生型あるいは F90A 変異型リコン

ビナント BmNPC2 タンパク質画分の BmN4 細胞に対する[3H]チミジン取り込み抑制活性

を示す。 
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Figure 1-11 リコンビナント BmNPC2タンパク質による BmN4細胞の増殖抑制  

リコンビナント BmNPC2 タンパク質を添加した培地を用いて、初期細胞数 8×105 個の

BmN4 細胞を 2 日間培養し、血球計算版を用いて細胞数を計測した。データは平均値±標

準誤差(n=3)を示す。 
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3. BmNPC2タンパク質による BmN4細胞の脂肪蓄積の促進 

	
 BmNPC2タンパク質がカイコ体液中の細胞増殖抑制活性の実体である結論した一方で、

カイコ体液を BmN4 細胞に添加した時に見られたトリグリセリド蓄積の促進因子の実体

は明らかではない。デキサメタゾン処理によって BmN4 細胞の増殖抑制と脂肪蓄積の促

進が同時に達成されること、および NPC2 遺伝子のノックダウンによりヒト脂肪細胞にお

いてトリグリセリド蓄積が減弱することから(Csepeggi et al, 2010)、私は BmNPC2 タンパ

ク質によって BmN4 細胞の脂肪蓄積が促進されるのではないかと考えこの検証に着手し

た。BmNPC2タンパク質を添加して 2日間培養した BmN4細胞を Oil Red O染色に供した

ところ、対象としたバッファ添加群と比べて Oil Red O陽性の小胞の形成が促進されてい

た（Figure 1-12）。また、同様に 2 日間処理した細胞から総脂質画分を調製し、酵素定量

法によってトリグリセリドの量を定量した。その結果、BmNPC2タンパク質の添加によっ

て細胞のトリグリセリド蓄積量が増大していることが分かった（Figure 1-13）。さらに、

カイコ体液によってみられた BmN4 細胞における BmFABP1の発現量が上昇するか否かを

検討したところ、BmNPC2タンパク質の用量依存的にこの遺伝子の発現量の増大が認めら

れた（Figure 1-14）。以上の結果は、BmNPC2タンパク質によって BmN4細胞の脂肪蓄積

が促進されることを示唆している。したがって、BmNPC2タンパク質はカイコ体液中の細

胞増殖抑制活性と脂肪蓄積促進活性の双方に寄与していると推定される。 
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Figure 1-12 BmNPC2タンパク質による脂肪滴の形成促進  

リコンビナント BmNPC2 タンパク質(10µg/mL)またはバッファ (Control)を添加した培地を

用いて BmN4細胞を 2日間培養し、Oil Red O染色を行った。  
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Figure 1-13 BmNPC2タンパク質による BmN4細胞におけるトリグリセリド蓄積の促

進  

BmNPC2タンパク質を添加した培地を用いて BmN4細胞を 2日間培養し、Bligh-Dyer法に

より総脂質画分を調製しトリグリセリド量を定量した。データは平均値±標準誤差(n=3)を

示す。 
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Figure 1-14 BmNPC2タンパク質による BmN4細胞における BmFABP1の発現誘導  

BmNPC2タンパク質を添加した培地を用いて BmN4細胞を 2日間培養し、定量的 RT-PCR

法によって Rplを内部標準とした相対的な BmFABP1の mRNA量を定量した。データは平

均値±標準誤差(n=3)を示す。 
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考察 

 

	
 第一章第一節において私は、カイコ体液がカイコ培養細胞 BmN4 の増殖を抑制する活

性を見いだし、その実体が BmNPC2 タンパク質であることを明らかにした。また、カイ

コ体液は BmN4 細胞におけるトリグリセリド蓄積を促進する活性を有しており、この活

性に対しても BmNPC2タンパク質が寄与していることを明らかにした。 

	
 BmN4 細胞は昆虫における脂肪蓄積細胞の分化モデルとして応用できることが提唱され

ている。これは、哺乳動物細胞の分化誘導刺激によって脂肪蓄積が促進されることに加え

て、細胞増殖が抑制されること、脂肪酸結合タンパク質をコードする遺伝子 BmFABP1 の

発現が誘導されることを根拠としている(Akiduki & Imanishi, 2007)。脂肪蓄積の促進、細

胞増殖の抑制、脂肪酸結合タンパク質の発現上昇はマウス脂肪細胞分化モデルである

3T3-L1 細胞において観察される特徴である。すなわち、脂肪蓄積という機能は、細胞増

殖とトレードオフの関係にあると推察される。本研究において私が見いだした、BmNPC2

タンパク質が BmN4 細胞の増殖抑制とトリグリセリド蓄積促進の両方を誘導するという

結果はこの概念と一致するものである。ここから私は、BmNPC2タンパク質は脂肪細胞の

分化に関与していると考えるに至った。増殖抑制と機能発現の他に、細胞の形態変化も細

胞分化の指標とされる事がある。BmN4 細胞は球形の弱付着性細胞であるが、私はカイコ

体液を添加した BmN4 細胞の一部が伸展する形態変化を起こすことを見いだしている。

加えて、光学顕微鏡にて十分観察可能な小胞の形成が起こっていた。また、この形態変化

は精製の途中段階のすべての活性画分においても観察された。これらの結果も、BmNPC2

タンパク質による細胞機能の誘導という仮説を支持するものである。Niemann-Pick disease

は神経変性疾患として知られているが、NPC2 タンパク質はヒトおよびマウスにおいてユ

ビキタスに発現しているとともにグリア細胞、肝臓細胞、血球細胞、脂肪細胞などにおい

て発現が高い。NPC2 タンパク質によるこれらの細胞や組織における増殖分化の制御とい

う観点から NPC 疾患の病体の解明に迫ることができると私は考えている。また、特に脂

肪細胞、脂肪組織の増殖分化における NPC2 タンパク質の機能がカイコ個体、およびマウ

スにおいて明らかにされることにより肥満などの代謝疾患の病体の理解につながると考え

られる。  
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材料と方法 

 

カイコおよびカイコ体液の調製  

カイコ(Bombyx mori)は Hu・Yo× Tsukuba・Ne 系統の受精卵を愛媛蚕種から購入した。孵

化したカイコは 27°C において人工飼料シルクメイト(日本農産工業株式会社)を与えて飼

育した。体液の採取には 5 齢 4 日目まで毎日餌を与え続けたカイコを用いた。5 齢 5 日目

あるいは 6日目のカイコの第 2腹肢を切断し、体液を氷上の 50 mL遠心チューブに回収し

た。回収時にフェニルチオ尿素を 100 µM となるよう添加した。回収した体液を 8 

k×rpm、10 分間遠心し、上清を液体窒素にて凍結した後、使用まで-20°C に保存した。カ

イコ幼虫の体液を 60 °C、30分間インキュベートし、その遠心上清を用いた。この遠心上

清画分をカイコ体液と呼ぶ。 

 

培養細胞および継代  

培養細胞は当研究室にて継代している BmN4 細胞(Maeda,1989)を用いた。継代する培地に

は牛胎児血清(FBS)を 10%添加した TC-100 培地を用い、27 °C で培養した。培養細胞は培

地交換の際を除き 27 °Cのインキュベーターにおいて維持した。サンプルを添加した培地

の作成は以下のように行った。TC-100 10% FBS培地に終濃度 50 µg/mL ゲンタマイシン、

2.5 µg/mL アンホテリシン Bを抗生物質として添加し、培地体積の 10%となるようにサン

プルを加えた。サンプル用量が 10% に満たない場合は 0.9% NaCl を用いて培地体積の

10 %にあわせた。 

 

細胞増殖測定  

継代している BmN4細胞をセルスクレイパーによってはがし、血球計算盤と 

トリパンブルーを用いて生細胞数を計測した。TC-100 10% FBS 培地を用いて生細胞数が

2.0×105 cells/mL となるよう希釈し播種した。24 時間後、サンプルを添加した培地に交換

した。その後、経時的にセルスクレイパーによって細胞をはがし、血球計算盤を用いて細

胞数を測定した。  
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チミジン取り込みアッセイ  

生細胞数が 2.0×105 cells/mLとなるよう希釈し、24 well plateに 500 µLずつまいた。サン

プルを含む培地へ置換し、24 時間後に 0.5 µCi/well となるよう[3H]チミジンを加え、さら

にその 6 時間後に培地を除去し PBS を用いて 1 回洗浄した。10 mM Tris-HCl pH 8.0、1 

mM EDTA、2 % SDS buffer 500 µLを wellに加えて細胞を可溶化し、パスツールピペット

を用いて混和した後、氷上の 15 mL 遠心管に回収した。次に 100%トリクロロ酢酸を 55 

µL 遠心管に加え氷上に維持した後、 吸引濾過器を用いて不溶画分をグラスフィルターに

吸着させた。グラスフィルターは 5 %トリクロロ酢酸、5 g/L ピロリン酸ナトリウムを含

むバッファを用いて 2 度洗浄した後、赤外線ランプ下において乾燥させた。乾燥させたフ

ィルターを、4 g/L 2,5-Diphenyloxazoleを含むトルエンに沈め、液体シンチレーションカウ

ンターによって放射活性を測定した。0.9% NaCl を培地体積の 10%添加した時の放射活性

を 100%として[3H]チミジン取り込み抑制率を算出した。 

 

プロテアーゼ処理  

カイコ体液に対して、50 µg/mL プロテアーゼ K、100 µg/mL プロネース E を添加し、

37 °Cにおいてインキュベートした。16時間後、15 k×gで 1分間遠心し、その上清をプロ

テアーゼ処理サンプルとした。対照として、カイコ体液に MilliQ を加えてインキュベー

トしたサンプルを用いた。 

 

[3H]チミジン取り込み抑制因子の精製および同定  

[3H]チミジン取り込みを 30% 抑制する活性を 1 Unitと定義した。タンパク質量は Bradford

法により牛血清アルブミンを標準として求めた。 

カイコ体液に対して 60% 硫安沈殿を行った。沈殿をバッファ（25 mM HEPES pH 7.2、

20%w/v グリセロール）に溶かし、同バッファに対し透析した画分を硫安沈殿画分(Fr. II)

とした。 

硫安沈殿画分をバッファにより平衡化した Heparin Toyopearlカラム（10 mL）に供した。

100 mM NaClを含むバッファを用いて 3カラム体積分 washした。続いて 500 mM NaClを

含むバッファを用いてステップワイズ溶出させ、溶出画分を Heparin Toyopearl画分(Fr. III)

とした。 

Heparin Toyopearl画分に対して終濃度 2 M硫酸アンモニウム、20 % w/vグリセロールとな

るよう硫酸アンモニウム水溶液及びグリセロールを加え、2 M 硫酸アンモニウムを含むバ
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ッファを用いて平衡化した Butyl Toyopearlカラム （10 mL）に供した。続いて 2 M 硫酸ア

ンモニウムを含むバッファを用いて 2 カラム体積分 wash した。1 M 硫酸アンモニウムを

含むバッファを用いてステップワイズ用出させ、溶出画分をバッファに対して透析した。

透析後の画分を Butyl Toyopearl画分(Fr. IV)とした。 

Butyl Toyopearl画分をバッファにより平衡化したMono Sカラム（1 mL）に供した。0 mM

〜500 mM NaCl を含むバッファにより 20 カラム体積分グラジエント溶出させた。[3H]チ

ミジン取り込み抑制活性を有する画分をプールしMono S画分(Fr. V)とした。 

Mono S 画分を Superose12 カラム（30mL）に供した。[3H]チミジン取り込み抑制活性を有

する画分を Superose12画分(Fr. VI)とした。 

15% SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動のゲルから目的のバンドを切り出し、トリプ

シンによるゲル内消化を行った。続いて消化産物を逆相 HPLCに供し 2種類のペプチド断

片を得た。各ペプチド画分からエドマン分解法によりアミノ酸配列決定を行った。 

 

リコンビナントタンパク質の作出  

カイコ脂肪体から BmNPC2タンパク質の cDNA を Zero Blunt TOPO PCRクローニング キ

ット(Invitrogen)を用いてクローニングした。PCRプライマーは(Kanaya & Kobayashi, 2000)

の配列を用いた。その後 Bac-to-Bac Baculovirus Expression Systems (Invitrogen)を用いて C

末端 His-tag 融合 BmNPC2 タンパク質発現ウイルスを作出した。C 末端 His-tag 融合

BmNPC2タンパク質発現ウイルスを Sf 9 細胞に感染させ、72時間培養した。得られた培

養上清を 25 mM HEPES pH 7.2、100 mM NaCl、10% w/vグリセロールに対して透析し、コ

バルト金属キレートカラムに供した。25mM HEPES pH7.2、300 mM NaCl、10% w/vグリ

セロール、10 mM イミダゾール bufferを用いて 10カラム体積分 washした後、300 mM イ

ミダゾール buffer を用いてステップワイズ溶出させ溶出画分を得た。得られた画分を 25 

mM HEPES pH 7.2、100 mM NaCl、20% w/vグリセロールバッファに対して透析し、リコ

ンビナントタンパク質画分とした。その後、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供

し、 CBB染色および抗 His-tag 抗体(Santa Cruz H-15)によるウェスタンブロッティングに

よる検出を行った。ウェスタンブロッティングの試薬は本研究ではすべての章において次

のものを用いた。転写膜; PVDF membrane (0.45 µm)(Millipore)、2次抗体; ロバ由来抗ウサ

ギ IgG抗体(HRP標識)(GE healthcare)、化学発光試薬;  Western Lightning (PerkinElmer)。 
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トリグリセリド定量と Oil Red O染色  

生細胞数が 2.0×105 cells/mLとなるよう希釈した BmN4細胞を 25 cm2 plateに 4 mLずつま

き、24時間後にサンプルを添加した培地へ交換した。培地交換から 48 時間後、PBSによ

る洗浄を 1 回行い、セルスクレイパーによって細胞をはがして細胞懸濁液を調製した。続

いて血球計算盤を用いて細胞数を計測した。同時に Bligh-Dyer 法により脂質画分を抽出

し、トリグリセリド E テストワコー(wako)によりトリグリセリドの量を測定した。トリグ

リセリド/細胞数の比をトリグリセリド蓄積量として算出した。Oil Red O染色は、10% ホ

ルムアルデヒドを用いて細胞を固定した後、60% 2-プロパノールに溶解した Oil Red Oを

用いて室温 10分間固定した。 

 

定量的 RT-PCR 

BmN4細胞懸濁液から RNeasy Mini column RNA抽出キット(QIAGEN)を用いて total RNA

を抽出した。RQ DNase (Promega)によりゲノム DNA を分解後、TaqMan Reverse 

Transcription Reagents (Applied Biosystems)を用いて cDNAを合成した。 

FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche Applied Science) を用いて StepOnePlus 

(Applied Biosystems) にて real-time polymerase chain reactionを行った。 

RT-PCR用のプライマーの配列は、BmFABP1 (Akiduki & Imanishi, 2007)、Rpl (Wang et al, 

2009)の配列を用いた。 

 

統計検定  

本研究では第三章における生存曲線の検定を除いてすべて Studentの t検定を用いて 5%を

有意水準として検定を行った。生存曲線の検定法は第三章に記載する。 
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第一章 

第二節 

カイコおよび BmN4細胞を用いた BmNPC2

タンパク質による脂肪蓄積促進機構の解明 
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緒言 

	
 第一節において、BmNPC2タンパク質がカイコ培養細胞の細胞増殖抑制ならびに脂肪蓄

積促進活性を示すことを明らかにした。第二節ではカイコ個体を用いた BmNPC2 タンパ

ク質の生理学的解析と BmN4 細胞を用いた分子機構の解析を行った。まずカイコの脂肪

蓄積における BmNPC2 タンパク質の寄与を検討した。そして、BmN4 細胞を用いてこれ

までに NPC2 タンパク質について知られている分子機構がカイコにおいても適応されるか

否かについて検討した。 

	
 Niemann-Pick disease type C は進行性の神経変性疾患であり、NPC 患者は早期に死亡す

る(Millat et al, 2001)。NPCに変異を持つヒト繊維芽細胞ではコレステロールの異常蓄積が

認められる。また NPC 患者では脳および肝臓において糖脂質の以上蓄積が認められる

(Millat et al, 2001)。NPCの原因遺伝子として NPC1と NPC2が知られており、それぞれ患

者全体の 95％、5％を占める(Millat et al, 2001)。NPC1タンパク質が膜タンパク質であるの

に対して、NPC2 タンパク質は可溶性タンパク質であり細胞内ではリソソーム中に局在し

ている。NPC2 タンパク質は細胞外にも分泌されており、精巣分泌液中では主要タンパク

質として検出されるほか、血漿中にも検出される(Kirchhoff et al, 1996; Liao et al, 2013)。酵

母、カイコ、マウス、ヒトにおいて現在わかっている NPC2 遺伝子は一つである。一方、

ショウジョウバエの npc2 は遺伝子重複により npc2a-h の 8 種類のアイソフォームを有し

ている。ショウジョウバエにおけるそれぞれのアイソフォームの単独欠損個体は表現型が

見いだされていないが、npc2a および b の二重欠損個体は脳において変性が認められ、蛹

から成虫への変態が進行せず死に至る(Huang et al, 2007)。したがって、NPC2タンパク質

は昆虫において正常な脳の発生と変態に必要であると考えられるが、脂肪蓄積に対する

NPC2 タンパク質の寄与は未だ明らかではない。近年、ショウジョウバエを用いて昆虫の

脂肪蓄積に関わる遺伝子の網羅的解析が行われたが、npc2 遺伝子産物が脂肪蓄積を促進

するという結果は得られていない(Pospisilik et al, 2010)。これは、ショウジョウバエの

npc2 遺伝子が複数存在しリダンダントな機能を有しているからであると私は考えた。カ

イコをはじめとする完全変態昆虫は幼虫期に多量の脂肪を蓄積する。これは成虫組織の成

長と絶食状態に耐えるために必要な栄養を蓄積するためであると考えられている。NPC2

タンパク質が昆虫の脂肪蓄積に寄与するか否かが検証されることにより、飢餓や成長に備

えたエネルギー蓄積機構の理解が深まると期待される。したがって私は、カイコにおける

NPC2 タンパク質が産生される組織を調べ、NPC2 タンパク質の発現解析を試みた。また
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リコンビナントタンパク質の注射を行うことによって NPC2 タンパク質のカイコ脂肪蓄積

に与える生理学的活性を検証した。 

	
 先行研究において、NPC2 タンパク質が細胞に作用する際の分子機構として次のような

知見が得られている。NPC2 タンパク質は真核生物間に高度に保存されたコレステロール

結合タンパク質である。NPC2 遺伝子変異によりコレステロールの異常蓄積が起きたヒト

繊維芽細胞に対して、ヒト NPC2 タンパク質を細胞培養液に添加したとき、このコレステ

ロールの蓄積がキャンセルされることが示されている(Naureckiene et al, 2000)。また、

NPC2 タンパク質は細胞外に分泌されること、細胞外から取り込まれることの両方が起こ

る。この細胞外からの NPC2 タンパク質の取り込みはマンノース 6 リン酸の添加によって

阻害されることから、マンノース 6 リン酸受容体との結合を介した取り込みであると推定

される(Willenborg et al, 2005)。これらの知見から、NPC2タンパク質はコレステロールの

キャリアとして機能することにより細胞のコレステロール量を調節すると考えられてい

る。一方で近年、NPC2 タンパク質のコレステロール結合能非依存的な活性も報告されて

いる。生化学的解析から、ヒト NPC2 タンパク質においてコレステロール結合を失わせる

アミノ酸置換が報告されている(Ko et al, 2003)。このような変異を導入した NPC2 タンパ

ク質によっても血球細胞の分化を調節する(Heo et al, 2006)、あるいは胆汁へのコレステロ

ール排出を促進する(Yamanashi et al, 2011)という活性が失われないことが報告されてい

る。したがって、NPC2 タンパク質がコレステロールの輸送機能以外に、増殖因子やサイ

トカインのような細胞外の情報伝達分子として機能することが示唆されている。血球細胞

の分化調節における NPC2 の機能がマンノース 6 リン酸によって阻害されることから、こ

の分化調節活性もマンノース 6リン酸感受性経路である(Heo et al, 2006)。しかしながら、

ホルモンとしての NPC2 の下流でシグナルを伝える分子機構は不明である。以上の観点か

ら私は、本研究によって新しく見いだした BmNPC2 タンパク質の細胞増殖抑制活性なら

びにトリグリセリド蓄積促進活性の作用機構を調べるために、本活性がコレステロール結

合依存的であるか否か、マンノース 6リン酸感受性であるか否かを検討した。 

	
 さらに、本研究では BmNPC2 タンパク質の下流細胞内シグナルとして AMP-activated 

protein kinase （AMPK）に着目した。AMPKの活性化は細胞増殖に対して抑制的に働くこ

とが分かっている(Motoshima et al, 2006)。また、脂肪細胞における活性化 AMPKは脂肪の

分解を抑制することが報告されている(Daval et al, 2005)。すなわち、AMPKの活性化は脂

肪細胞におけるトリグリセリド蓄積量の増大を誘導すると考えられる。これらの知見から

私は、細胞増殖抑制とトリグリセリド蓄積促進に寄与する AMPK が BmNPC2 タンパク質
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の下流で活性かするという仮説を立てた。NPC2 タンパク質の作用機構を解明することに

よって、NPC2 タンパク質を応用した動物の代謝制御機構が明らかになると考えこの検証

に着手した。 
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結果 

 

1. BmNPC2タンパク質によるカイコ脂肪体における脂肪蓄積の促進 

	
 第一説において私は BmNPC2 タンパク質がカイコ由来培養細胞である BmN4 細胞のト

リグリセリド蓄積を促進することを明らかにした。次に、BmNPC2タンパク質がカイコ個

体においてトリグリセリド蓄積に寄与するか否かについて検討した。まず、NPC2 タンパ

ク質が産生される組織を知るために、脂肪体、腸管、唾液腺、絹糸腺、マルピーギ管を摘

出し、定量的 RT-PCR 法によって BmNPC2 タンパク質の mRNA 量を測定した。その結

果、他の組織に比べて脂肪体における BmNPC2 タンパク質の発現量が顕著に大きいこと

が分かった（Figure 1-15）。脂肪体は、昆虫において脂肪組織と肝臓の機能を果たすと考

えられている。常に摂食しているカイコは最終齢である 5 週齢幼虫に脱皮した後、一週間

程度で蛹化のため繭を作る。このとき、5 週齢幼虫初期から蛹化にかけて単調増加的に脂

肪体に脂肪を蓄積する。通常飼育している 5 週齢カイコの脂肪体を経時的に摘出し、

BmNPC2 タンパク質の mRNA 量を定量した結果、5 令 2 日目から 4 日目にかけて

BmNPC2 タンパク質の mRNA 量が増大していた（Figure 1-16）。この結果は、BmNPC2

タンパク質がカイコ脂肪体の脂肪蓄積を促進するという私の仮説と矛盾しない結果であ

る。さらに、5 週齢 2 日目からカイコに対する給餌を中止し、2 日間飢餓状態にするとい

う飢餓条件を与えた。そして、毎日人工飼料を与え続けた場合と、飢餓条件を与えた場合

とで BmNPC2 タンパク質の mRNA 量を定量した。その結果、飢餓条件を与えたカイコ脂

肪体におけるに BmNPC2 タンパク質 mRNA の発現量は飼料を与え続けた場合と比べて約

2.5 倍大きかった（Figure 1-17）。また、飢餓条件を加えた後、2 日間人工飼料あるいは

10%グルコース餌を与えたカイコの脂肪体では、飢餓直後と比べて BmNPC2 タンパク質

の mRNA レベルが減弱していた（Figure 1-18）。これらの結果は、BmNPC2 タンパク質

が飢餓ストレス時に発現誘導されることを示している。 

	
 次に、BmNPC2タンパク質が脂肪体における脂肪蓄積を促進するか否かを検証した。カ

イコ体液内にリコンビナント BmNPC2 タンパク質を注射してカイコを飼育した後、脂肪

体を摘出しトリグリセリド量を定量した。その結果、BmNPC2タンパク質を注射したカイ

コの脂肪体においてトリグリセリド蓄積量の上昇、ならびに BmFABP1の mRNA量の増大

が認められた（Figure 1-19,1-20）。さらに、内因性の BmNPC2 タンパク質がカイコ脂肪

体における脂肪蓄積に寄与するか否かの検証を試みた。リコンビナント BmNPC2 タンパ

ク質をウサギに免疫し、BmNPC2タンパク質に対する抗血清を作出した。得られた抗血清
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の力価および特異性をウェスタンブロッティングにより評価したところ、抗血清は 1 ng

の BmNPC2タンパク質を検出することができ、カイコ体液から分子量 15 kDaのタンパク

質を単一バンドとして検出した（Figure 1-21）。この抗血清を注射したカイコから脂肪体

を摘出し、トリグリセリド量を定量したところ、トリグリセリド蓄積量の減弱が見られた

（Figure 1-22）。これらの結果から、BmNPC2 タンパク質はカイコ個体においても脂肪細

胞の分化誘導に寄与することが示唆される。 
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Figure 1-15 カイコ組織における BmNPC2 mRNAの発現解析  

5 週齢 4 日目カイコ幼虫を解剖し、脂肪体、腸管、唾液腺、絹糸腺、マルピーギ管を摘出

した。それぞれの組織から RNA 画分を調製、cDNA を作成後、定量的 RT-PCR 法により

Rpl内部標準とした BmNPC2の mRNA 量を定量した。図は脂肪体における mRNA 量を 1

とした相対的な発現量を示す。 

0. 

0.25 

0.5 

0.75 

1. 

1.25 

脂肪体 腸管 唾液腺 絹糸線 マルピーギ
管 

R
el

at
iv

e 
B

m
N

P
C

2 
m

R
N

A 
le

ve
l 



 45 

 

Figure 1-16 カイコの成長に伴った BmNPC2の発現変動  

5 週齢カイコ幼虫を経時的に解剖し、脂肪体を摘出した。RNA 画分を調製、cDNA を作成

後、定量的 RT-PCR 法により Rpl内部標準とした BmNPC2の mRNA 量を定量した。図は

5週齢 1日目の脂肪体における mRNA量を 1とした相対的な発現量を示す。データは平均

値±標準誤差(n=2~4)を示す。 
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Figure 1-17 飢餓条件による BmNPC2の発現誘導  

5 週齢 2 日目からカイコに対する給餌を中止し、2 日間飢餓状態にするという飢餓条件を

与えた群(Starved)、および毎日人工飼料を与え続けた群(Control)から脂肪体を摘出し、定

量的 RT-PCR 法により Rpl 内部標準とした BmNPC2 の mRNA 量を定量した。データは 5

週齢 4日目の Control群の平均値を 1として平均値±標準誤差(n=3)を示す。 
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Figure 1-18 再給餌による BmNPC2の発現抑制  

5 週齢 2 日目からカイコに対する給餌を中止し、4 日目から 2 日間通常飼料(Normal Diet)

または 10% グルコースを含む飼料(High Glucose Diet)を給餌したカイコ(5週齢 6日目)脂肪

体における BmNPC2 の相対的な発現量を示す。データは飢餓条件後、再給餌前の群(5 週

齢 4日目)の平均値を 1として平均値±標準誤差(n=3)を示す。 
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Figure 1-19 BmNPC2タンパク質によるカイコ脂肪体におけるトリグリセリド蓄積の

促進  

5 週齢 2 日目カイコ幼虫に対してのリコンビナント BmNPC2 タンパク質、または Buffer 

(Control 群)を 50 µL 注射し 24 時間後、脂肪体ライセートを調製した。ライセートから

Bligh-Dyer 法により総脂質画分を調製しトリグリセリド量を定量した。また、ライセート

からフェノール-クロロホルム-イソアミルアルコール法によって核酸画分を調製し A260 の

吸光度を用いて定量した。トリグリセリド量を DNA 量で除した値を非注射群の値を 1 と

して規格化して表示した。データは平均値±標準誤差(n=4)を示す。*;p<0.05。 
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Figure 1-20 BmNPC2タンパク質によるカイコ脂肪体における BmFABP1の発現誘導  

5 週齢 2 日目カイコ幼虫に対してのリコンビナント BmNPC2 タンパク質、または

Buffer(Control群)を 50 µL注射し 72時間後、脂肪体から RNA画分を調製、cDNAを作成

後、定量的 RT-PCR 法により BmFABP1の mRNA 量を定量した。Rplを内在性コントロー

ルに用い、Control群の BmFABP1 mRNA量の平均値を 1として平均値±標準誤差(n=3)を示

す。*;p<0.05。 
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Figure 1-21	
 抗 BmNPC2タンパク質抗血清の作出  

日本白色種ウサギ♀に対して 200 µgのリコンビナント BmNPC2を 2週間毎に計 5回免役

し、免疫前、免疫後それぞれの血清を得た。得られた血清を用いてリコンビナント

BmNPC2タンパク質あるいはカイコ体液に対するウェスタンブロッティングを行った。 
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Figure 1-22 抗 BmNPC2タンパク質抗血清によるカイコ脂肪体におけるトリグリセリ

ド蓄積の減弱  

5週齢 2日目カイコ幼虫に抗 BmNPC2タンパク質抗血清あるいは通常ウサギ血清注射し、

72 時間後に脂肪体を摘出した。ポリトロンを用いてライセートを調製し、DNA および脂

質画分を抽出した。A260 の値から DNA 量を、酵素定量法によりトリグリセリド量をそれ

ぞれ定量した。トリグリセリド量を DNA 量で除した値を非注射群の値を 1 として規格化

して表示した。データは平均値±標準誤差(n=8)を示す。*;p<0.05。 
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2. BmNPC2タンパク質の作用機構の解析 

	
 私は、これまでに NPC2 タンパク質について得られている知見、すなわち NPC2 タンパ

ク質がコレステロールの輸送体として機能すること、細胞外から作用する NPC2 タンパク

質の活性はマンノース 6 リン酸によって阻害されることに鑑みて、本研究によって見いだ

した細胞増殖抑制活性ならびにトリグリセリド蓄積促進活性における BmNPC2 タンパク

質の作用機構の解明に着手した。まず、BmNPC2タンパク質のコレステロール結合能が活

性に必要であるか否かを検討した。ヒト NPC2 タンパク質においてコレステロール結合を

失わせるアミノ酸置換が報告されている(Ko et al, 2003)。特に、シグナルペプチド配列を除

いた配列における第 66 番のフェニルアラニン残基をアラニン残基に置換する方法に着目

した。この残基はヒト、マウス、ショウジョウバエ、カイコにおいて良く保存されてお

り、結晶構造解析からもコレステロール結合ポケットに位置する（Figure 1-23）。カイコ

において第 90番のフェニルアラニン（シグナルペプチドを除いた場合第 72番）がヒトの

第 66番のフェニルアラニン残基に相当する。私は、F90Aのアミノ酸置換変異を導入した

リコンビナント BmNPC2タンパク質を作出した（Figure 1-24）。この変異タンパク質がコ

レステロール結合能を有するか否かをラベルコレステロールを用いて検討したところ、野

生型の BmNPC2 タンパク質に比べて F90A 変異タンパク質はコレステロール結合能が減

弱していた（Figure 1-25）。この F90A 変異タンパク質が、BmN4 細胞に対して細胞増殖

抑制活性を有するか否かを[3H]チミジンの取り込みアッセイによって評価した。その結

果、F90A 変異タンパク質は[3H]チミジンの取り込み抑制活性を有し、その比活性は野生

型と比べて低下しなかった（Table 1-2）。また、F90A 変異タンパク質を添加して培養し

た BmN4 細胞ではトリグリセリド蓄積量の増大（Figure 1-26）および BmFABP1の発現上

昇が見られた（Figure 1-27）。以上の結果は、BmNPC2タンパク質による BmN4細胞の増

殖抑制ならびにトリグリセリド蓄積促進活性において、コレステロール結合能は必要では

ないことを示唆している。次に、BmNPC2タンパク質がマンノース 6リン酸感受性である

か否かを検討した。先行研究において、NPC2 タンパク質はマンノース 6 リン酸受容体と

の結合を介して細胞内に取り込まれると考えられており、マンノース 6 リン酸を添加する

ことにより NPC2 タンパク質とマンノース 6 リン酸受容体の結合が競合的に阻害されると

推定されている(Willenborg et al, 2005)。BmNPC2 タンパク質と BmN4 細胞をマンノース 6

リン酸添加または非添加において培養し、24 時間後に細胞を回収してウェスタンブロッ

ティングを行ったところ、マンノース 6 リン酸の添加により細胞画分に検出される

BmNPC2タンパク質の量が減弱した（Figure 1-28）。また、BmNPC2タンパク質とマンノ
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ース 6 リン酸を同時に添加して BmN4 細胞を培養し、[3H]チミジンの取り込みとトリグリ

セリド量を測定した。その結果、マンノース 6 リン酸の添加によって BmNPC2 タンパク

質による[3H]チミジンの取り込み抑制が減弱した（Figure 1-29）。また BmNPC2 タンパク

質依存的なトリグリセリド蓄積促進が半分程度に減少した（Figure 1-30）。以上の結果

は、BmNPC2タンパク質の活性が部分的にマンノース 6リン酸感受性であることを示唆し

ている。 

	
 ここまでの解析から BmNPC2 タンパク質はコレステロール結合非依存的にトリグリセ

リド蓄積を促進することが推定される。近年、NPC2 タンパク質のコレステロール結合非

依存的な活性が複数報告されているが、その分子機構の理解は不十分である。本研究にお

いて私は、細胞増殖の抑制とトリグリセリドの蓄積の両方に関与するリン酸化酵素である

AMPK に着目した。BmNPC2 タンパク質を添加した培地を用いて培養した BmN4 細胞に

対して、リン酸化 AMPK（活性化型）抗体によるウェスタンブロッティングを行った。そ

の結果、BmNPC2 タンパク質を添加した BmN4 細胞において、非添加群に比べてリン酸

化 AMPK の量が大きかった（Figure 1-31）。したがって、BmNPC2 タンパク質の添加に

よって AMPK の活性化レベルが高く保たれると考えられる。次に AMPK の阻害剤を用い

て、AMPK の活性化状態がカイコ NPC タンパク質によるトリグリセリド蓄積の促進に寄

与しているか否かを検討した。その結果、AMPKの阻害剤である Compound Cの添加によ

って BmNPC2 タンパク質依存的な BmN4 細胞のトリグリセリド蓄積の促進がキャンセル

された（Figure 1-32）。以上の結果は、BmNPC2 タンパク質が AMPK の活性化を介して

BmN4細胞のトリグリセリド蓄積を促進することを示唆している。 
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Figure 1-23 カイコおよびヒト NPC2タンパク質の一次構造の比較  

BmNPC2タンパク質(便宜的に silkworm NPC2と表記)およびヒト NPC2タンパク質の一次

構造を ClustalW を用いて比較した。黒枠;	
 本研究において着目したフェニルアラニン残

基。  
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Figure 1-24 F90A変型 BmNPC2タンパク質の作出  

BmNPC2 タンパク質の cDNA をクローニングしたプラスミドに対して変異を導入したプ

ライマーによる伸長反応を行うことによってアミノ酸点変異を導入した cDNAを得た。こ

の cDNAを用いて野生型と同様にリコンビナントタンパク質の発現と精製を行った。その

ご精製した野生型(WT)および変異型(F90A)リコンビナント BmNPC2 タンパク質画分を

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供した。 
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Figure 1-25 BmNPC2 タンパク質への F90A 点変異の導入によるコレステロール結合

能の喪失  

野生型野生型(WT)および変異型(F90A)リコンビナント BmNPC2タンパク質 50 µgを[3H]コ

レステロールと 30℃において 30 分間インキュベートした後 CentriSep スピンカラムを用

いて遊離コレステロールと BmNPC2 結合コレステロールを分離した。結合画分の放射活

性を液体シンチレーションによって計測し、コレステロール量として算出した。  
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Figure 1-26 F90A変異型 BmNPC2タンパク質によるトリグリセリド蓄積の促進  

F90A 変異型 BmNPC2 タンパク質を添加した培地を用いて BmN4 細胞を 2 日間培養し、

Bligh-Dyer 法により総脂質画分を調製しトリグリセリド量を定量した。データは平均値±

標準誤差(n=3)を示す。  
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Figure 1-27 F90A変異型 BmNPC2タンパク質による BmFABP1の発現誘導  

F90A変異型 BmNPC2タンパク質を添加した培地を用いて BmN4細胞を 2日間培養し、定

量的 RT-PCR 法によって Rpl を内部標準とした相対的な BmFABP1 の mRNA 量を定量し

た。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。  
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Figure 1-28 BmNPC2タンパク質の BmN4細胞への取り込みに対するマンノース 6リ

ン酸による阻害  

BmN4細胞に対して、BmNPC2タンパク質および 25mM マンノース 6リン酸(M6P)を添加

して 24 時間培養した。その後、細胞を回収し抗 BmNPC2 タンパク質抗血清を用いたウェ

スタンブロッティングに供した。  
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Figure 1-29 BmNPC2 タンパク質の BmN4 細胞の[3H]チミジン取り込み抑制に対する

マンノース 6リン酸による阻害  

BmN4細胞に対して 10 µg/mL BmNPC2タンパク質および 25mMマンノース 6リン酸を添

加して 24 時間培養した。その後、[3H]チミジンを加えてさらに 6 時間培養した後、細胞

の 10%トリクロロ酢酸不溶性画分中の放射活性を測定した。データは平均値±標準誤差

(n=3)を示す。*;p<0.05。  
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Figure 1-30 BmNPC2タンパク質による BmN4細胞におけるトリグリセリド蓄積の促

進に対するマンノース 6リン酸による阻害  

BmN4細胞に対して 10 µg/mL BmNPC2タンパク質および 25mMマンノース 6リン酸を添

加し 2 日間培養を行った。Bligh-Dyer 法により総脂質画分を調製しトリグリセリド量を定

量した。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*;p<0.05。  



 62 

Figure 1-31 BmNPC2タンパク質による BmN4細胞における AMPKの活性化  

BmN4細胞に対して20 µg/mL BmNPC2タンパク質を添加し24時間培養を行った。その後、

細胞を回収し抗リン酸化AMPKα抗体、抗AMPKα抗体、抗β-Actin抗体を用いたウェスタン

ブロッティングを行った。 
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Figure 1-32 BmNPC2タンパク質による BmN4細胞におけるトリグリセリド蓄積の促

進に対する AMPK阻害剤による抑制  

BmN4細胞に対して10 µg/mL BmNPC2タンパク質および5 µM Compound Cを添加して48時

間培養を行った。その後、Bligh-Dyer法により総脂質画分を調製しトリグリセリド量を定

量した。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*;p<0.05。 
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考察 

 

	
 第一章第二節では、BmNPC2タンパク質がカイコ個体の脂肪蓄積に寄与することを示し

た。また、その分子機構としてこれまで哺乳動物 NPC2 タンパク質において知られていた

知見に着目し、コレステロール結合が活性に必要ではないこと、ならびにカイコと哺乳動

物の NPC2 タンパク質が共通の物質によって阻害されることを示した。加えて、NPC2 タ

ンパク質の下流で働くシグナル伝達因子として AMPKの寄与を明らかにした。 

	
 これまで、ショウジョウバエを用いた解析により、NPC2 遺伝子を欠損（a-h の 8 つの

アイソソフォームのうち a、b の 2 つを欠損した）した個体では正常に羽化が進行せず蛹

致死の表現型を示す。すなわち昆虫の個体発生において NPC2 タンパク質は重要な役割を

果たしていると考えられる。ショウジョウバエの npc2 変異体は哺乳動物の場合と同様

に、体細胞においてコレステロールの以上蓄積が観察される。一方で、ショウジョウバエ

の npc2変異体の致死性はコレステロールを給餌することによって解除されるなど(Huang et 

al, 2007)、コレステロールの異常蓄積と個体死の関係は明らかではない。マウスにおいて

ニューロステロイド（Allopregnanolone）の投与により NPC における寿命の短縮が抑制さ

れるという結果が得られたことから、2004 年にニューロステロイド仮説が提唱された

(Griffin et al, 2004)。すなわち、NPC1または NPC2タンパク質がコレステロールを前駆体と

する特定のニューロステロイドの産生に関与しており、これらの遺伝子の機能喪失によっ

て前駆体であるコレステロールが蓄積するとともに、必須なニューロステロイドを欠くた

め死に至るというものである。これに対して、Allopregnanolone の効果ではなく veheicle 

として使われていたシクロデキストリンが活性の本体であるという報告があり(Liu et al, 

2009)、哺乳動物モデルにおいてもコレステロールと NPC の関連性の理解は不十分であ

る。 

	
 本研究において私は、BmNPC2タンパク質がカイコ脂肪体における脂肪蓄積に関与する

ことを示した。また、BmNPC2タンパク質の発現はカイコ脂肪体において高く、蛹化に至

る過程において発現量が増大することを示した。これは NPC2 タンパク質の動物個体レベ

ルでの生理活性に関する新たな知見である。また、BmNPC2 タンパク質の mRNA 量は飢

餓ストレスによって増大することがわかった。飢餓は昆虫の変態のトリガーの一つであ

る。加えて、完全変態昆虫における脂肪蓄積は正常な変態に必要であると考えられてい

る。これら観点から私は、BmNPC2タンパク質は飢餓状態における脂肪蓄積と変態の進行

に関与するのではないかと推定している。 
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 NPC2 タンパク質においてもっともよく研究されているのはそのコレステロール結合能

であるが、前述したように NPC2 タンパク質のコレステロール結合の動物個体における意

義は明らかではない。近年、コレステロール結合非依存的な NPC2 タンパク質の活性が複

数報告されているとともに、本研究において見いだした NPC2 タンパク質の活性もコレス

テロール結合非依存的である。このような NPC2 タンパク質の活性の解明により、動物個

体における NPC2タンパク質の意義が明らかになり、NPCの病体の理解が深まると期待さ

れる。 

	
 本研究において、NPC2タンパク質の下流で起こるイベントとして AMPKの活性化を見

いだした。AMPK は飢餓ストレス応答を制御するキナーゼである。したがって、NPC2 タ

ンパク質がカイコ脂肪体において飢餓ストレスによって発現誘導されることは、個体レベ

ルでの飢餓応答を調節することにつながるため合理的であると考えられる。また近年の研

究により、クルクミンによる細胞内カルシウム濃度の上昇が NPC の病体を改善するとい

う報告がなされた(Lloyd-Evans et al, 2008)。細胞内カルシウム濃度の上昇は AMPKの活性化

条件の一つである(Woods et al, 2005)。これらの知見から私は、AMPKの活性化が NPC2タ

ンパク質の生理的役割であると推論している。 
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材料と方法 

 

カイコの飼育ならびに BmN4 細胞の培養、細胞数計測、RT-PCR、トリグリセリド量の定

量は第一節の方法に準じた。 

 

カイコ脂肪体サンプルに対する定量的 RT-PCR 

カイコを解剖し脂肪体組織をポリトロンを用いてライセートを調製した。cDNA 合成およ

び RT-PCR 反応は BmN4 細胞の場合と同様に行った。プライマーは BmNPC2 Forward: 

5’cgcgaaggtttctttcgactt3’、Reverse: 5’ggccggtcttgagcttagttg3’を用いた。 

 
BmNPC2タンパク質を注射したカイコ脂肪体におけるトリグリセリド蓄積量の測定  

5 齢 1 日目カイコからメスを選別して人工飼料シルクメイト(日本農産工業株式会社)を与

えて飼育した。5齢 2日目に体重を測定し体重 1.9±0.2 gのカイコに対してリコンビナント

BmNPC2タンパク質	
 (300 µg/mL)、または buffer (25 mM HEPES pH 7.2、100 mM NaCl、

20% w/vグリセロール) 50 µLを注射した。24時間後、脂肪体を摘出しポリトロンを用い

て 4 匹分をあわせたライセートを調製後、Bligh‐Dyer 法により脂質画分を抽出し、トリ

グリセリド E テストワコー(wako)によりトリグリセリドの量を測定した。またフェノール

-クロロホルム-イソアミルアルコールによって DNA を抽出しエタノール沈殿、再溶解後

A260の値から DNA 量を測定した。サンプル非注射群のトリグリセリド/DNA の比を 100%

として各サンプル注射群のトリグリセリド蓄積量を算出した。抗 BmNPC2 タンパク質抗

血清を注射したカイコ脂肪体におけるトリグリセリド蓄積量の測定は、5 齢 2 日目カイコ

に 50 µL サンプルを注射した後、72 時間後の脂肪体を摘出した。以降の操作は、上記と

同様に行った。 

 

抗 BmNPC2タンパク質抗血清の作出  

日本白色種ウサギ♀に対して 200 µg のリコンビナント BmNPC2 タンパク質を 2 週間毎に

計 5 回免役し、免疫前、免疫後それぞれの血清を得た。得られた血清を用いてリコンビナ

ント BmNPC2タンパク質あるいはカイコ体液に対するウェスタンブロットを行った。  
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変異型リコンビナントタンパク質の作出  

BmNPC2 タンパク質 cDNA をクローニングした Plasmid DNA を鋳型に、変異を導入した

プライマー（Forward: 5’gcaggccagatccaaaactt3’、Reverse: 5’cctcgttaccggccaagaat3’）を用いて

PCR により Plasmid 全長を増幅した。続いて Dpn I 処理し、大腸菌にトランスフォーメー

ションし Plasmidを抽出した。得られた Plasmidから再び Bac-to-Bac Baculovirus Expression 

Systems (Invitrogen)を用いて発現ウイルスを作出した。リコンビナントタンパク質画分の

調製は野生型 BmNPC2タンパク質の調製方法に準じた。 

 

コレステロール結合アッセイ  

野生型野生型(WT)および変異型(F90A)リコンビナント BmNPC2タンパク質 50 µg (10 mM 

リン酸バッファ(pH 7.0)、130 mM NaCl、0.01% Triton X-100)を[3H]コレステロールと 30ºC

において 30 分間インキュベートした。その後、CentriSep スピンカラムに供し、パススル

ー画分を BmNPC2 結合コレステロール画分とした。結合画分の放射活性を液体シンチレ

ーションによって計測し、コレステロール量として算出した。 

 

NPC2の取り込みアッセイ  

BmN4細胞に対して、BmNPC2タンパク質および 25mM マンノース 6リン酸(M6P)を添加

して 24 時間培養した。その後、セルスクレイパーをもちいて細胞を回収し、PBS によっ

て１回洗浄した。得られた細胞に対して SDS サンプルバッファを加えて溶解し、15%ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動に供した。抗 BmNPC2 タンパク質抗血清を用いたウェス

タンブロッティングに供した。 

 

AMPKのウェスタンブロッティング  

リン酸化 AMPK(Thr172)α、AMPKα、β-Actinに対する抗体は CST Japanから購入した。リ

ン酸化 AMPKの検出においては 5% phosphoblocker (Cell biolabs)を、その他に対しては 5%

スキムミルクをブロッキング剤として用いた。 
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第二章 

マウス 3T3-L1細胞を用いた NPC2タンパク

質による脂肪蓄積促進機構の解析 
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緒言 

 

	
 第二章では、NPC2 タンパク質の脂肪蓄積促進活性が哺乳動物においても応用可能であ

るかを検討した。近年、欧米型の生活習慣の下で肥満などの生活習慣病が増大し問題とな

っている。肥満は食物の過剰摂取等の環境因子によって脂肪組織の肥大化が促進されるこ

とによって起こる。脂肪組織は主に脂肪細胞から構成される組織である。脂肪組織の肥大

化は脂肪細胞の増殖分化が促進されることによって脂肪細胞の数そのものが増える要素

と、個々の脂肪細胞が脂肪の蓄積量を増大させる要素によって支配されると考えられる。

脂肪細胞はレプチンなどの内分泌因子の産生を介して摂食と代謝を調節する機能を有して

いる。したがって、脂肪細胞の分化は脂肪組織全体の脂肪蓄積量の調節にとって重要な役

割を果たしている。加えて、脂肪細胞はアディポカインの産生を介して糖尿病や高脂血症

といった他の生活習慣病の病態に影響を与えることが明らかとなっている。以上の点か

ら、脂肪細胞の分化を制御する機構、および脂肪の蓄積量を調節する機構を明らかにする

ことは、動物個体が環境因子に適応したエネルギー代謝を行う仕組みを理解し、肥満をは

じめとするヒトの生活習慣病の克服を目指す上で重要な課題である。 

	
 本研究において私は、カイコ体液因子である NPC2 タンパク質がカイコの脂肪蓄積を促

進することを見いだした。第一章で述べたように、NPC2 遺伝子のノックダウンによりヒ

ト脂肪細胞においてトリグリセリド蓄積が減弱することが報告されている(Csepeggi et al, 

2010)。ノックダウンによる検証ではリソソーム中に存在する内因性 NPC2 タンパク質の

機能と、細胞外のホルモンとしての NPC2 タンパク質の機能が分けられないため、体液性

因子としての NPC2 タンパク質の脂肪細胞における機能の理解は不十分であった。マウス

線維芽細胞 3T3-L1 細胞は脂肪細胞分化のモデルとして用いられている(Green & Kehinde, 

1975; Kasturi & Wakil, 1983)。私は本研究において、この 3T3-L1 細胞を用いてマウス

NPC2 タンパク質が脂肪細胞分化および脂肪蓄積を促進すると言う仮説を立てこれを検証

した。これまで、インスリン、BMP、FGF などのタンパク質がデキサメタゾン、イソブ

チルメチルキサンチン等の人工合成薬剤存在下において 3T3-L1 細胞の脂肪細胞への分化

を促進することが知られている(Smith et al, 1988; Jin et al, 2006; Sakaue et al, 2002)。これま

で知られている分化誘導ホルモンが遺伝学的な検証で明らかにされてきた一方で、体液か

ら生理活性を指標として脂肪細胞の分化および脂肪蓄積の促進因子に着目するという点に

おいて本研究は新規性があると考えている。 

	
 また、NPC2 遺伝子に欠失変異を持つヒト繊維芽細胞は、ヒト NPC2 タンパク質によっ



 70 

てのみでなく、酵母 NPC2 タンパク質によってもコレステロール蓄積異常が回復する

(Berger et al, 2005)。すなわち NPC2タンパク質の活性は生物種間において高度に保存され

ていることが推定される。これまでの動物細胞の細胞増殖ならびに代謝を調節する体液因

子についても、昆虫と哺乳動物において交換可能である例が知られている。例えばヒトイ

ンスリンはカイコの血糖値を低下させる作用を示す(Matsumoto et al, 2011)、あるいは昆虫

細胞の増殖促進因子が哺乳動物細胞の増殖を促進するという例が知られている(Ohnishi et 

al, 2001)。私は、BmNPC2 タンパク質とカイコ細胞、マウス NPC2 タンパク質とマウス細

胞という組み合わせだけでなく BmNPC2 タンパク質とマウス細胞、マウス NPC2 タンパ

ク質とカイコ細胞という組み合わせにおいても NPC2 タンパク質の活性が見いだされると

いう仮説を立てた。この検証によって、NPC2 タンパク質の保存性の理解が深まると期待

される。また、第三章において述べる昆虫体液因子の抗がん剤としての応用につながると

私は考え、この検証に着手した。 

	
 最後に、NPC2 タンパク質がどのような受容体を介して活性を示すかは不明であった。

これまで、NPC2 タンパク質の相互作用因子がマンノース 6 リン酸受容体を含め複数報告

されているが(Harrison et al, 2009; Liao et al, 2012)、いずれも細胞内の情報伝達に関わると

いう知見は得られていない。そこで本研究においては、ホルモンとしての NPC2 タンパク

質受容体を明らかにするため、相互作用する膜タンパク質の同定を試みた。 
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結果 

 

1. NPC2タンパク質による 3T3-L1細胞の脂肪細胞分化および脂肪蓄積への寄与 

	
 BmNPC2 タンパク質がカイコ細胞に対して BmFABP1遺伝子の発現を上昇させることを

第一章で述べた。マウス繊維芽細胞である 3T3-L1 細胞が脂肪細胞へ分化したことを知る

指標の一つに BmFABP1 のホモログである aP2/Fabp4 遺伝子の発現上昇が用いられてい

る。私は His-tag融合 murine NPC2タンパク質を作出し(Figure 2-0)、3T3-L1細胞における

aP2 遺伝子の発現を促進するか否かを検証した。その結果、デキサメタゾンおよびイソブ

チルメチルキサンチンの存在下において、murine NPC2タンパク質による aP2遺伝子の発

現誘導が認められた（Figure 2-1）。この結果は、murine NPC2タンパク質が 3T3-L1細胞の

脂肪細胞分化を促進することを示唆している。さらに、このときマウス NPC タンパク質

の添加によって AMPKのリン酸化の亢進が見られた(Figure 2-2)。 

	
 また、BmNPC2 タンパク質を 3T3-L1 細胞に添加した場合においても aP2遺伝子の発現

上昇が認められた（Figure 2-3）。加えて murine NPC2タンパク質を BmN4細胞に添加した

ところ、BmFABP1遺伝子の発現が促進された（Figure 2-4）。これらの結果は、NPC2タン

パク質の生理活性が生物種間において高度に保存されていることを示唆している。 

	
 次に、私は NPC2 タンパク質による脂肪蓄積の促進がマウス細胞においても観察される

か否かを検討した。脂肪細胞に分化誘導した 3T3-L1 細胞に対して murine NPC2 タンパク

質を添加し、24 時間後の脂肪蓄積量を測定した。その結果、コントロールであるバッフ

ァ添加群に比べて、マウス NPC2タンパク質を添加した群では約 20%程度のトリグリセリ

ド蓄積量の増大が認められた（Figure 2-5）。さらに、脂肪細胞だけでなくマウス卵巣由来

細胞である CHO-K1 細胞を用いて murine NPC2 タンパク質による脂肪蓄積促進が見いだ

されるか否かを検討したところ、CHO-K1細胞においても murine NPC2タンパク質による

トリグリセリド蓄積の促進が誘導されることが分かった（Figure 2-6）。これらの結果は、

NPC タンパク質はマウス細胞においても脂肪蓄積を促進することを示唆している。さら

に、murine NPC2 タンパク質を添加した 3T3-L1 細胞においてエネルギー代謝に関与する

遺伝子の mRNA 量を定量的 RT-PCR 法を用いて測定した。脂肪細胞の転写因子をコード

する Pparg、Cebpa 遺伝子および脂肪酸トランスポーターをコードする Cd36 遺伝子の発

現量に murine NPC2 タンパク質の添加による有意な変動は認められなかった（Figure 2-

7,2-8）。一方で、murine NPC2タンパク質の添加によって脂肪細胞トリグリセリド分解酵

素をコードする Pnpla2遺伝子の発現量が減少していた（Figure 2-9）。また murine NPC2
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タンパク質の添加によって長鎖脂肪酸アシル CoA デヒドロゲナーゼ Acadl の発現量は増

大していたが、脂肪酸分解の律速段階であるカルニチンパルミトイルトランスフェラーゼ

Cpt1b、および中鎖脂肪酸アシル CoAデヒドロゲナーゼ Acadm遺伝子の発現量が減少して

いた（Figure 2-10）。以上の結果は、murine タンパク質は 3T3-L1 細胞のトリグリセライ

ドの分解に関与する遺伝子および中鎖脂肪酸の分解に関与する遺伝子の発現を抑制するこ

とを示唆している。 
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Figure 2-0 リコンビナント murine NPC2タンパク質の作出  

3T3-L1細胞から RNAを調製し、murine NPC2タンパク質の cDNAクローニングし、C末

端に 6×His-tag を導入したコンストラクトを pFastBac プラスミドにクローニングした。得

られたプラスミドを導入したバキュロウイルスを作成し、Sf 9細胞を用いてタンパク質を

発現させた。得られた培養上清からコバルトキレートカラムを用いて精製した画分を

murine NPC2 タンパク質画分とした。図は SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動後の

CBB 染色または抗 His-tag 抗体を用いたウェスタンブロッティングによって検出した結果

を示す。 
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Figure 2-1 murine NPC2タンパク質による 3T3-L1繊維芽細胞に対する分化誘導の促

進  

3T3-L1繊維芽細胞に対して 1 µM デキサメタゾン、0.5 mM イソブチルメチルキサンチン

を用いて脂肪細胞への分化誘導を 3 日間行った。この分化誘導の期間に、さらに 20 

µg/mL murine NPC2タンパク質または 1 µMインスリンを添加した場合における aP2遺伝

子の発現量を定量的 RT-PCR 法を用いて定量した。内部標準遺伝子は arbp を用いた。デ

ータは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*; p<0.05。 
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Figure 2-2 murine NPC2タンパク質による 3T3-L1繊維芽細胞に対する AMPKの活性

化  

3T3-L1繊維芽細胞に対して 1 µM デキサメタゾン、0.5 mM イソブチルメチルキサンチン

を用いて脂肪細胞への分化誘導を 3日間行った。この分化誘導の期間に、さらに 20 

µg/mL murine NPC2タンパク質を添加した場合における AMPKのリン酸化をウェスタン

ブロットティングによって検出した。 
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Figure 2-3 BmNPC2タンパク質による 3T3-L1繊維芽細胞に対する分化誘導の促進  

3T3-L1繊維芽細胞に対して 1 µM デキサメタゾン、0.5 mM イソブチルメチルキサンチン

を用いて脂肪細胞への分化誘導を 3 日間行った。この分化誘導の期間に、さらに 20 

µg/mL BmNPC2タンパク質または 1 µMインスリンを添加した場合における aP2遺伝子の

発現量を定量的 RT-PCR 法を用いて定量した。内部標準遺伝子は arbp を用いた。データ

は平均値±標準誤差(n=3)を示す。*; p<0.05。 
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Figure 2-4 murine NPC2タンパク質による BmN4細胞に対する BmFABP1の発現誘導  

Murine NPC2タンパク質を添加した培地を用いて BmN4細胞を 2日間培養し、定量的 RT-

PCR法によって Rplを内部標準とした相対的な BmFABP1の mRNA量を定量した。データ

は平均値±標準誤差(n=3)を示す。*; p<0.05。 
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Figure 2-5 murine NPC2タンパク質による 3T3-L1脂肪細胞に対する脂肪蓄積の促進  

3T3-L1 脂肪細胞に対して 20 µg/mL murine NPC2 タンパク質を添加し 24 時間培養を行っ

た。その後、トリプシン EDTA を用いて回収し Bligh-Dyer 法により総脂質画分を調製し

トリグリセリド量を定量した。データは平均値±標準誤差(n=2)を示す。*; p<0.05。 
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Figure 2-6 murine NPC2タンパク質による CHO-K1細胞に対する脂肪蓄積の促進  

CHO-K1細胞に対して 20 µg/mL murine NPC2タンパク質を添加し 24時間培養を行った。

その後、トリプシン EDTA を用いて回収し Bligh-Dyer 法により総脂質画分を調製しトリ

グリセリド量を定量した。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*; p<0.05。  
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Figure 2-7 3T3-L1脂肪細胞における脂肪細胞関連転写因子の発現量に対する murine 

NPC2タンパク質の影響  

3T3-L1 脂肪細胞に対して 20 µg/mL murine NPC2 タンパク質を添加し 24 時間培養を行っ

た。その後、定量的 RT-PCRによって Pparg、Cebpaの mRNA量を定量した。内部標準遺

伝子として arbpを用いた。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。N.S.; not significant 
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Figure 2-8 3T3-L1脂肪細胞における脂肪酸輸送タンパク質の発現量に対する murine 

NPC2タンパク質の影響  

3T3-L1 脂肪細胞に対して 20 µg/mL murine NPC2 タンパク質を添加し 24 時間培養を行っ

た。その後、定量的 RT-PCRによって Cd36の mRNA量を定量した。内部標準遺伝子とし

て arbpを用いた。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。N.S.; not significant 
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Figure 2-9 3T3-L1 脂肪細胞におけるトリグリセリド分解酵素の発現量に対する

murine NPC2タンパク質の影響  

3T3-L1 脂肪細胞に対して 20 µg/mL murine NPC2 タンパク質を添加し 24 時間培養を行っ

た。その後、定量的 RT-PCR によって Lipe、Pnpla2 の mRNA 量を定量した。内部標準遺

伝子として arbp を用いた。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*; p<0.05。N.S.; not 

significant 
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Figure 2-10 3T3-L1脂肪細胞におけるβ酸化関連酵素の発現量に対する murine NPC2

タンパク質の影響  

3T3-L1 脂肪細胞に対して 20 µg/mL murine NPC2 タンパク質を添加し 24 時間培養を行っ

た。その後、定量的 RT-PCR によって Cpt1b、Acadm、Acadl、Acadvl の mRNA 量を定量

した。内部標準遺伝子として arbp を用いた。データは平均値±標準誤差(n=3)を示す。*; 

p<0.05。N.S.; not significant 
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2. マウス NPC2タンパク質の新規相互作用膜タンパク質の同定 

	
 私は、3T3-L1 細胞を用いて NPC2 タンパク質の新規相互作用因子の探索を試みた。細

胞膜非透過性のタンパク質クロスリンカーである DTSSP を用いて相互作用因子を探索す

る方法を用いた。DTSSP は還元条件を用いることで SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動の際に切断することが可能である。3T3-L1 細胞、murine NPC2 タンパク質、および

DTSSP を混合した後、murine NPC2 タンパク質に導入した His-tag を用いてアフィニティ

ー精製を行った。得られた画分を還元条件において SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動に供したところ、murine NPC2 タンパク質以外に複数のタンパク質のバンドが検出され

た（Figure 2-11）。これらのタンパク質を切り出し、トリプシン消化後、質量解析によっ

てペプチド断片の分子量を計測した。得られた分子量群から Mascot 解析を行った。

Mascot 解析の Score が、一般的な同定の基準値とされる 50 以上となったタンパク質はマ

ウス Cytoskeleton-associated protein 4 (CKAP4)のみであった（Figure 2-11(白矢印のバンド), 

2-12）。この他のバンドの候補タンパク質は Score が 50 以下であり、またそれぞれの最も

Score の高い候補が膜タンパク質ではなかったことから解析から除外した。次に、この系

において murine NPC2 タンパク質の添加依存的に CKAP4 の増大が起こるか否かを抗

CKAP4 抗体を用いたウェスタンブロッティングによって検証したところ、murine NPC2

タンパク質の添加により CKAP4のバンド強度の増大が認められた（Figure 2-13）。この結

果は CKAP4 タンパク質がマウス NPC2 タンパク質の相互作用因子の一つであることを示

唆している。さらに私は、マウス NPC2 タンパク質と CKAP4 に直接の結合が見られるか

否かを検討するため、CKAP4 のリコンビナントタンパク質の作出に着手した。CKAP4 は

細胞外ドメイン、膜貫通領域、細胞内ドメインから構成されると先行研究において推定さ

れている。そこで私は CKAP4の細胞外ドメイン（Extracellular domain; ECD）のリコンビ

ナントタンパク質を得ることにした（Figure 2-14）。大腸菌を用いてリコンビナント GST

融合 CKAP4-ECD タンパク質を作出し、マウス NPC2 タンパク質を混合した後、GST-tag

に対するアフィニティー精製を行った。アフィニティー精製画分に対して抗 His-tag 抗体

によるウェスタンブロッティングを行ったところ、GST タンパク質に比べて GST 融合

CKAP4-ECD を用いた精製画分の方がマウス NPC2 タンパク質のバンド強度が大きかった

（Figure 2-15）。CKAP4 は Akt の活性を抑制することが報告されている(Shahjee et al, 

2010)。そこで 3T3-L1細胞における Aktのリン酸化を評価したところ、murine NPC2の添

加によって Aktのリン酸化が減弱した(Figure 2-16)。以上の結果は、CKAP4は NPC2タン

パク質の新規相互作用因子であることを示唆している。  
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Figure 2-11 3T3-L1 細胞、murine NPC2 タンパク質およびクロスリンカーを用いた

murine NPC2タンパク質の相互作用因子の探索  

3T3-L1細胞に対して murine NPC2 タンパク質とタンパク質架橋剤 DTSSPを混合し、コバ

ルトキレートカラムを用いて murine NPC2 タンパク質に導入した His-tag に対するアフィ

ニティー精製を行った。得られた画分を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供し

CBB 染色を行った。黒矢印; murine NPC2、*; 本研究において着目したバンド、白矢印; 

Mascot解析によって同定できたバンド。 
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Figure 2-12 質量分析による murine NPC2タンパク質相互作用因子の同定  

Mascot解析の結果を示す。赤字; 同定されたペプチド断片。	
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Figure 2-13 murine NPC2タンパク質の相互作用因子画分における CKAP4の増大  

3T3-L1細胞と DTSSPに対して、さらに murine NPC2を添加した混合物をコバルトキレー

トカラムに供した。得られた画分に対して抗 CKAP4 抗体を用いたウェスタンブロッティ

ングを行った。 
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Figure 2-14 CKAP4細胞外ドメインと GST融合タンパク質の作出  

マウス CKAP4 のトポロジーモデルを上段に示す。3T3-L1 細胞から cDNA を調製し、

CKAP4-Extracellular domain (ECD)をコードする配列を pGEX4T3 プラスミドにクローニン

グした。得られたプラスミドを BL21(DE3)pLysS 大腸菌に発現させ、グルタチオンセファ

ロースカラムを用いて精製した。GST タンパク質は pGEX4T3 空ベクターを用いて同様に

発現させ、精製した。	
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Figure 2-15 CKAP4 細胞外ドメインと GST の融合タンパク質を用いた murine NPC2

タンパク質に対する GSTプルダウンアッセイ  

GST タンパク質または GST-CKAP4-ECD タンパク質をグルタチオンセファロースレジン

20µL に吸着させ、200 µg/mL murine NPC2 タンパク質 200µL と混合した。25 mM 

HEPES(pH 7.2)、100 mM NaCl、10% グリセロールバッファを用いて 5回洗浄した後、SDS

サンプルバッファに溶解した。得られた画分を抗 His-tag 抗体を用いたウェスタンブロッ

ティングに供した。 
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Figure 2-16 murine NPC2タンパク質による 3T3-L1繊維芽細胞に対する AMPKの活

性化  

3T3-L1脂肪細胞に対して 20 µg/mL murine NPC2タンパク質を添加し、24時間培養した。

その後細胞を溶解し、Aktのリン酸化をウェスタンブロットティングによって検出した。 
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考察 

 

	
 第二章において私は、哺乳動物細胞における NPC2 タンパク質の機能に関する解析を行

った。Murine NPC2 タンパク質がマウス繊維芽細胞 3T3-L1 の脂肪細胞への分化を促進す

ることを明らかにした。また murine NPC2タンパク質が 3T3-L1脂肪細胞や CHO-K1細胞

においてトリグリセリドの蓄積を促進することを見いだした。そし murine て NPC2 タン

パク質の新規相互作用因子として CKAP4を同定した。 

	
 これまでの研究において NPC2 のノックダウンによりヒト脂肪細胞のトリグリセリド蓄

積量が減少することが報告されているが(Csepeggi et al, 2010)、ノックダウンによる細胞内

NPC2 タンパク質の減少と細胞外 NPC2 タンパク質の減少は区別されていない。また

NPC2 の欠損は細胞内へのコレステロール蓄積量の増大という表現型を示すため、NPC2

タンパク質量の過多と脂質蓄積量の大小関係は一般化されていない。したがって、細胞外

から添加した NPC2 タンパク質が脂肪細胞のトリグリセリド蓄積を促進することを本研究

において始めて明らかにしたと私は考えている。 

	
 先行研究における NPC2 のノックダウンは脂肪細胞トリグリセリドリパーゼ（ATGL）

の発現を上昇させることがわかっている。私は murine NPC2 タンパク質の添加によって

ATGLのマウスホモログである Pnpla2の発現量が減少することを見いだしており、先行研

究と一致していると考えられる。NPC2 タンパク質によるトリグリセリドリパーゼの発現

減少は細胞における脂肪分解の抑制につながると考えられる。第一章において私は NPC2

タンパク質が AMPK を活性化させることを論じている。AMPK は脂肪細胞において anti-

lipolytic な作用を持つと考えられており(Daval et al, 2005)、NPC2 タンパク質によるトリグ

リセリドリパーゼの発現減少と矛盾しない結果である。 

	
 一方、脂肪細胞分化に関しては本研究と先行研究の間に一見した乖離が認められる。本

研究では NPC2 タンパク質の添加により脂肪細胞分化が促進されると考察しているのに対

し、先行研究では NPC2 の欠損繊維芽細胞では脂肪細胞分化能を獲得する（間葉系幹細胞

の性質を示す）と考察している(Csepeggi et al, 2010)。これに対して私は二つの仮説を考えて

いる。一つは、NPC2 タンパク質が細胞を分化した状態に固定する作用があるとする仮説

である。すなわち本研究では脂肪細胞を未分化な状態から分化状態へ平衡を移動させ、先

行研究では NPC2 を欠損することで分化状態が可塑的になるという仮説である。もう一つ

の仮説は、必ずしも排他的ではないが、脂肪細胞の分化誘導方法の違いによって説明する

ものである。古典的な脂肪細胞の分化誘導剤はインスリン、デキサメタゾン、イソブチル
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メチルキサンチンの混合カクテルによるものであり本研究ではこちらを用いている。一

方、先行研究では PPARγ アゴニストを用いた分化誘導を行っている。PPARγ は混合カク

テルの下流で活性化されるため、PPARγ アゴニストでは分化誘導に必要な内因性因子が

少ないと考えられる。例えば、オートファジーに必須な遺伝子 Atg5 をノックダウンした

3T3-L1 細胞は混合カクテルによる分化誘導がほとんどみられないのに対し、PPARγ アゴ

ニストによる分化誘導は正常に進行する(Ro et al, 2013)。したがって、例えば NPC2タンパ

ク質がオートファジーの誘導を介した脂肪細胞分化に寄与しているならば本研究と先行研

究は矛盾せず説明できると考えられる。なお、NPC2 タンパク質によるオートファジーの

誘導は第三章において考察する。 

	
 NPC2 タンパク質の相互作用因子としてこれまで報告されているタンパク質として、

Mannose 6-phosphate receptor （ M6PR ） 、 Nogo-B receptor （ NgBR ） 、 Glycine N-

methyltransferase（GNMT）が知られている。Mannose 6-phosphate receptorはリソソームタ

ンパク質に共通してみられるマンノース 6 リン酸修飾を認識して新規合成リソソームタン

パク質または細胞外タンパク質の後期エンドソーム/リソソームへの移行を行っていると

されている。NPC2 タンパク質はリソソームのプロテオーム解析から同定されたため

(Naureckiene et al, 2000)、M6PRと NPC2タンパク質の相互作用は NPC2タンパク質の発見当

時から推定されていた。細胞外からのマンノース 6 リン酸修飾タンパク質の取り込みに預

かる M6PR は cation-independent M6PR（CI-M6PR）と呼ばれる膜タンパク質であり、

insulin like growth factor 2（IGF-II）受容体としても知られている。CI-M6PRは細胞表面に

も存在しているが、細胞内に GPCR のような酵素ドメインを有さず、IGF-II の細胞外から

のクリアランスに作用していると考えられている。NgBR と NPC2 タンパク質の相互作用

は、yeast two-hybrid 法による NgBR の相互作用因子のスクリーニングから発見された

(Harrison et al, 2009)。GNMTと NPC2タンパク質の相互作用も同様に、yeast two-hybrid法に

よる GNMTの相互作用因子のスクリーニングから発見された(Liao et al, 2012)。いずれの場

合においても NPC2 タンパク質を基準とした相互作用因子の探索は行われていない。した

がって本章における NPC2 タンパク質の新規相互作用膜タンパク質の探索は新しい試みで

ある。 

	
 NgBR をノックダウンすることにより細胞内の NPC2 タンパク質のクリアランスが速く

なることがわかっている。GNMTを過剰発現させた細胞では NPC2タンパク質の半減期が

延長することが見いだされている。以上の点から、NPC2 タンパク質のこれまで同定され

ている相互作用因子は NPC2 タンパク質の安定性に寄与することがわかっている一方で、
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直接情報伝達に与ることは予測できない。本研究では murine NPC2タンパク質の新規相互

作用因子として CKAP4 を同定した。CKAP4 はゴルジ−小胞体間の膜タンパク質として同

定されているが、細胞膜にも局在することがわかっている。最近の研究によって、

CKAP4 は Anti-proliferative factor（APF）の受容体として報告されている(Conrads et al, 

2006)。APF は間質性膀胱炎の患者の体液から検出されるペプチドであり、膀胱がん細胞

に対して増殖を抑制する活性を有する(Shahjee et al, 2010)。この知見は私が NPC2タンパク

質において見いだした細胞増殖抑制活性と合致するものである。CKAP4は DNA結合領域

を有しており、リガンド結合後核内へ移行し転写因子として働くことが報告されている

(Matika et al, 2012)。したがって、CKAP4は NPC2タンパク質の受容体として情報伝達を行

い得るといえる。 
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材料と方法 

 

リコンビナントタンパク質画分の調製法、ウェスタンブロッティング法、RT-PCR 法は第

一章で用いた方法に準じた。 

 

Murine NPC2タンパク質 cDNAのクローニング  

3T3-L1細胞から murine NPC2タンパク質の cDNA を Zero Blunt TOPO PCRクローニング 

キット(Invitrogen)を用いてクローニングした。PCR プライマーは Forward: 5’ TAT CCA 

CGA TGC GTT TTC TG 3’、Reverse: 5’ CCA AGG AGC CTA GCT TGT GA 3’を用いて 1回

目の増幅を行い、さらに Reverse: 5’ CTA GTG GTG ATG GTG ATG ATG GCT TGT GAT 

CTG AAC TGG GAT 3’を用いて 2回目の増幅を行うことによって C末端に His-tagを導入

した。 

 

細胞培養  

3T3-L1 繊維芽細胞は JCRB 細胞バンクより購入した(JCRB9014)。3T3-L1 繊維芽細胞は

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)(Invitrogen)に 10%FBS(Hyclone)および、100 IU

ペニシリン(Invitrogen)、100 µg/mL (Invitrogen)ストレプトマイシン(Invitrogen)を添加した

培地を用い、37ºC 5%CO2条件下で培養した。3T3-L1細胞は 2日に 1回培地交換を行い、

サブコンフルエントの段階で経代した。CHO-K1 細胞は東京大学大学院薬学系研究科 有

田 誠 准教授から分与して頂いた。CHO-K1細胞は Ham’s F12 Medium (wako)に 10%FBSお

よび、100 IU ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシンを添加した培地を用い、37ºC 

5%CO2条件下で培養した。 

 

3T3-L1繊維芽細胞の脂肪細胞への分化  

3T3-L1細胞を 12 well plate(IWAKI tissue culture treated)に播種し、コンフルエントに達する

まで培養した後、さらに 2 日間培養を続けた。この間、2 日に１回培地交換を行った。コ

ンフルエントから 2日後(day 0とする)、経代用培地に 1 µM デキサメタゾン、0.5 mMイ

ソブチルメチルキサンチン、1 µg/mL インスリンを添加した培地に交換し 3 日間培養し

た。その後(day 3)、経代用培地に交換し培養した。その間 3日に 1回培地交換を行った。

実験には day 9の細胞を用いた。 
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抗体  

AMPK の抗体は第一章と同じである。抗リン酸化 Akt(Ser473)抗体および抗 Akt 抗体は

CST Japanから購入した。抗 CKAP4抗体は Sigmaから購入した。 

 

RT-PCR primer 

RT-PCR用プライマーは Pnpla2 (Forward: 5’ GGA CCC GGG AAG ATT GGT 3’、Reverse: 5’ 

AGC ACA AAG TTC TGG GCA AGA 3’)、Cpt1b (Forward: 5’ GTG CAA GCA GCC CGT CTA 

G 3’、Reverse: 5’ TTG CGG CGA TAC ATG ATC AT 3’)、Acadm (Forward: 5’ GCT GGA 

GAC ATT GCC AAT CAG 3’、Reverse: 5’ ATC CAT AGC CTC CGA AAA TCT G 3’)、aP2 

(Forward: 5’ GAT GCC TTT GTG GGA ACC T 3’、Reverse: 5’ CTG TCG TCT GCG GTG ATT 

T 3’)、Pparg (Forward: 5’ TCA GCT CTG TGG ACC TCT CC 3’、Reverse: 5’ ACC CTT GCA 

TCC TTC ACA AG 3’)、Cebpa (Forward: 5’ CAA GAA CAG CAA CGA GTA CCG 3’、

Reverse: 5’ GTC ACT CGT CAA CTC CAG CAC 3’)、Cd36 (Forward: 5’ CGG AAC TGT GGG 

CTC ATT G 3’、Reverse: 5’ GCA TGA GAA TGC CTC CAA ACA 3’)、Lipe (Forward: 5’ CTC 

CTA TGA CCT ACG GGA AGG A 3’、Reverse: 5’ TCA GAT TTT GCC AGG CTG TTG 3’)、

Acadl (Forward: 5’ GGC AAA ATA CTG GGC ATC TGA 3’、Reverse: 5’ CTC CGT GGA GTT 

GCA CAC AT 3’)、Acadvl (Forward: 5’ TGG CCT GGT CAC CGG TAA 3’、Reverse: 5’ ACC 

TTG CCA GGG CCT GAT 3’)、arbp (Forward: 5’ TTT GGG CAT CAC CAC GAA AA 3’、

Reverse: 5’ GGA CAC CCT CCA GAA AGC GA 3’)を用いた。 

 

相互作用因子の同定  

3T3-L1細胞を 75 cm2フラスコ 3枚に培養し、コンフルエントに達してから 2日後に PBS

で 2回洗浄した後、セルスクレイパーを用いて細胞を回収した。回収した細胞を遠心によ

って濃縮し 800 µLとした。細胞懸濁液に終濃度 25 mM DTSSP (DOJINDO) および 20 

µg/mL murine NPC2タンパク質を加え１mLとした。4ºCにおいて 2時間混和した後、1M 

Tris/HCl (pH 8.0)を 50 µL加えてクロスリンク反応を停止させた。得られた懸濁液を 1% 

Triton X-100、2M 塩酸グアニジンを用いて可溶化し、コバルトカラム(Thermo scientific)を

用いて精製した。得られた画分を 2メルカプトエタノールによる還元条件化において

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動に供し、CBB染色を行った。 
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質量分析および Mascot解析  

質量分析はトリプシンによるゲル内消化後、Microflex LRF 20 (Bruker Daltonics)を用いて行

った。得られたペプチド質量をリジン残基への DTSSP Xlinkをパラメーターに加えて

Mascot解析に供した。タンパク質が同定されたとするクライテリアは Expect value <0.05, 

Score >50 とした。 

 

CKAP4細胞外ドメインと GST融合タンパク質の作出  

3T3-L1 由来 cDNA から Forward  primer: 5’gctggtatgtccatcacgtc3’、 Reverse primer: 

5’aagaaactgtgcccacacac3’を用いて PCR を行い、得られた増幅断片に対してさらに Forward  

primer: 5’ AAGAATTCCgtcctggagg3’、Reverse primer: 5’ AACTCGAGttagatcttt3’を用いた

PCRを行った後、pGEX4T3プラスミドの EcoRIおよび XhoIサイトにクローニングした。

得られたプラスミドを大腸菌 BL21(DE3)pLysS に導入し培養した。対数増殖期の細胞に対

して 0.5 mMイソプロピル-β-チオガラクトピラノシドを加えてさらに培養し遠心によって

菌体を回収した。菌体を超音波処理によって破砕し、遠心上清をグルタチオンセファロー

スカラムによって精製した。GST プルダウンアッセイは大腸菌培養液 5 mL 分の GST タ

ンパク質または GST-CKAP4タンパク質を 20 µLのグルタチオンセファロースレジンに吸

着させることによって行った。 
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第三章 

マウス FM3A細胞を用いた NPC2タンパク

質による細胞増殖抑制機構の解析 
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緒言 

 

	
 第三章ではカイコ体液、あるいは NPC2 タンパク質の細胞増殖抑制活性に着目し、マウ

スがん細胞増殖抑制因子としての NPC2 タンパク質の解析を行う。第二章において

BmNPC2タンパク質における知見がマウスにおいても適応可能であることを検証した。が

ん細胞の増殖を制御する天然物の同定は、新しい抗がん剤の候補およびがん治療の標的と

なる生理機構の発見につながることが期待される。これまで植物からパクリタキセル、ビ

ンクリスチン、カンプトテシン等のがん細胞の増殖を抑制する有機化合物が同定されてき

た。動物である昆虫も哺乳動物がん細胞に対する増殖抑制因子を探索するリソースとな

る。これまで昆虫体液から哺乳動物がん細胞の増殖を抑制する分子の同定が報告されてお

り、これらはペプチド性の因子である(Lichtenstein et al, 1986; Koyama et al, 1996; Chen et al, 

1997; Iwasaki et al, 2009)。特に抗菌ペプチドなどのペプチド性のガン細胞増殖抑制因子

は、哺乳類においても保存されており、がん抑制因子として働いている(Sun et al, 2006; Xu 

et al, 2008; Han et al, 2014)。したがって、これらのペプチド性の細胞増殖抑制因子の探索

と機能の解析は、動物がもともと持つがん抑制機構の解明に貢献すると考えられる。私は

第一章での成果に基づき、NPC2 タンパク質によるがん細胞増殖の抑制が起こると考え、

この検証と分子機構の解明に着手した。 

	
 本研究において私は NPC2 タンパク質によってオートファジーが誘導されるという仮説

を立てた。近年、オートファジーが腫瘍形成に重要な役割を果たすことが示唆されている

(Yang et al, 2011)。ヒト乳がん、子宮がん、前立腺がんの 40-75％で、オートファジーに必

要な遺伝子 BECN1の単一対立遺伝子性の異常が起きている(Qu et al, 2003)。また、オート

ファジーに必要な Atg5 をモザイク欠損したマウスは多発性肝腫瘍を形成することが明ら

かとなっている(Takamura et al, 2011)。加えて、AMPKの活性化剤や mTORの阻害剤とい

ったオートファジーを促進する薬剤が、抗がん活性を有することから(Chresta et al, 2010; 

Feng et al, 2014; Feldman et al, 2009; Yu et al, 2010)、オートファジーの制御はがん治療の標

的になると考えられる。これまでの研究において、オートファジーは一般的に飢餓状態に

応答して誘導されることが知られているが、オートファジーを誘導する体液因子はほとん

ど知られていない。マウス細胞においても NPC2 タンパク質の下流において AMPK が活

性化すると想定される。ここで、AMPKの活性化によってオートファジーが誘導されるこ

とから、私は NPC2 タンパク質がオートファジーを誘導するという仮説を立てこの検証に

着手した。	
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結果 

 

1. カイコ体液および NPC2タンパク質によるマウスがん細胞の増殖抑制 

	
 本研究ではがん細胞としてマウス腹水がん細胞 FM3A を用いた。カイコ体液を培地へ

添加することにより、マウスがん細胞 FM3A の増殖が抑制された（Figure 3-1）。この活

性はカイコ体液を 100ºC 5 分間加熱処理することによって失われた（Figure 3-2）。 カイ

コ体液の腹腔内投与により、FM3A 細胞を腹腔内に注射したマウスの死が遅延した

（Figure 3-3）。 したがって、カイコ体液中には熱感受性の増殖抑制因子が存在すると考

えられる。これまでの研究において見いだされている昆虫体液中のがん細胞増殖抑制因子

として抗菌ペプチドが挙げられるが、抗菌ペプチドは細菌感染によって誘導され、通常の

個体中での発現量は大きくない(Yamakawa & Tanaka, 1999; Miyashita et al, 2014)。また、抗

菌ペプチドは熱耐性であることから、カイコ体液中のがん細胞増殖抑制因子は抗菌ペプチ

ドとは異なると私は考えた。BmNPC2タンパク質は健常なカイコ体液中の主要な細胞増殖

抑制因子である。そこで私は BmNPC2 タンパク質がカイコ体液中のがん細胞増殖抑制活

性を担うのではないかと考え、これを検証した。その結果、BmNPC2 タンパク質を 20 

µg/mL培地へ添加することにより、FM3A細胞の増殖が抑制された（Figure 3-4）。このと

き、カイコ体液中に含まれる BmNPC2 タンパク質量をウェスタンブロッティングによっ

て推定したところ、約 240 µg/mL であった（Figure 3-5）。これにより、カイコ体液が細

胞増殖抑制活性を示す濃度において BmNPC2タンパク質は約 50 µg/mLと計算されること

から、私は BmNPC2 タンパク質がカイコ体液によるがん細胞の増殖抑制に寄与している

と判断した。さらに NPC2 タンパク質の保存性から、マウス NPC2 タンパク質において

FM3A 細胞の増殖抑制が見られるという仮説を私は立てた。これを検証した結果、murine 

NPC2 タンパク質を培地へ添加することにより、FM3A 細胞の増殖が抑制された（Figure 

3-6）。以上の結果は、BmNPC2タンパク質および murine NPC2タンパク質が FM3A細胞

の増殖を抑制することを示唆している。  
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Figure 3-1カイコ体液による FM3A細胞の増殖抑制  

カイコ体液(SH)を 20%または 40% 添加した培地を用いて FM3A 細胞を培養し、血球計算

盤を用いて経時的に細胞数を計測した。データは平均値±標準誤差(n=3)を表す。培養 4

日目の細胞数を用いて Control群に対する Studentの t検定を行った。*; p<0.05 
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Figure 3-2カイコ体液の加熱処理による細胞増殖抑制活性の失活  

カイコ体液(SH)を 100ºC5 分間加熱処理し、その遠心上清を FM3A 細胞に添加して培養し

た。培養 48 時間において血球計算盤を用いて細胞数を計測した。データは平均値±標準

誤差(n=3)を表す。*; p<0.05。 
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Figure 3-3 カイコ体液による FM3A細胞移植マウスの生存時間の延長  

FM3A 細胞をマウス腹腔内に注射した。カイコ体液(SH)または Control(25mM HEPES(pH 

7.2)、100mM NaCl、10%グリセロール)を 200 µL/day、毎日腹腔内投与し続け、経時的に

マウスの生存率を計測した。生存曲線の統計処理は log-rank test によって行った。SH 群

(n=9)、Control群(n=5)。*; p<0.05 
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Figure 3-4 BmNPC2による FM3A細胞の増殖抑制  

FM3A 細胞に対して 20 µg/mL BmNPC2 タンパク質を添加し 48 時間培養を行った。培養

48 時間において血球計算盤を用いて細胞数を計測した。データは平均値±標準誤差(n=3)

を表す。*; p<0.05。 
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Figure 3-5 カイコ体液中の BmNPC2タンパク質量の定量  

リコンビナント BmNPC2タンパク質およびカイコ体液の希釈系列(SH dilution)(10µL) を抗

BmNPC2タンパク質抗血清によるウェスタンブロッティングに供した。得られたバンド強

度を Image Jデンシトメーターによって定量化し、リコンビナント BmNPC2タンパク質の

バンド強度から線形回帰によって検量線を作成した。この検量線を用いてカイコ体液中に

存在する BmNPC2 タンパク質量を求め、1/300、1/1500、1/7500 の 3 点の平均値を算出し

た。 
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Figure 3-6 Murine NPC2タンパク質による FM3A細胞の増殖抑制  

FM3A細胞に対して murine NPC2タンパク質を添加して培養し、血球計算盤を用いて経時

的に細胞数を計測した。データは平均値±標準誤差(n=2)を表す。 
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2. NPC2タンパク質によるオートファジーの誘導 

	
 カイコ体液および NPC2 タンパク質によるがん細胞の増殖抑制の作用機構として私はオ

ートファジーの誘導に着目した。第一章において述べた AMPK はオートファジーの活性

化因子の内の一つである(Kim et al, 2011)。カイコ体液を添加した FM3A細胞において、オ

ートファジーの正の調節因子である AMPK の活性化が起こっていた（Figure 3-7）。ま

た、オートファジーの負の調節因子である Akt および mTOR の不活性化、ならびに

mTOR の基質の一つである S6K のリン酸化の減弱が生じていた（Figure 3-7）。これらの

傾向は BmNPC2 タンパク質においても観察された（Figure 3-8）。そして、カイコまたは

マウス NPC2 タンパク質を添加した FM3A 細胞において、抗 LC3 抗体を用いた免疫染色

を行ったところ、LC3 抗体陽性な輝点の形成が確認された（Figure 3-9）。したがって、

NPC2 タンパク質添加群においてオートファゴソームの形成数が大きいと推定される。加

えて、カイコ体液ならびに NPC2タンパク質を添加した FM3A細胞では、非添加群と比べ

てオートファゴソームの構成タンパク質である LC3-II の量が大きかった（Figure 3-10、3-

11、3-12）。LC3-II はオートファジーの基質として分解を受けるため、オートファジーの

誘導によってだけでなくオートファジーによる分解が阻害されることによっても LC3-II

量の増大が導かれることが分かっている(Mizushima & Yoshimori, 2007; Klionsky et al, 

2012)。そのため、一般的にはオートファジーによる分解の阻害剤を用いることによって

両者を区別することができると考えられている(Mizushima & Yoshimori, 2007)。FM3A細胞

に対して、BmNPC2タンパク質とオートファジーによる分解の阻害剤の一つであるクロロ

キンを添加した。その結果、クロロキンの存在下においても、NPC2 タンパク質による

LC3-II の増大が見られた（Figure 3-13）。これらの結果は、NPC2 タンパク質によってオ

ートファジーが誘導されることを示唆している。さらに、NPC2 タンパク質によるオート

ファジーの誘導が FM3A 細胞の増殖抑制に寄与しているか否かをクロロキンを用いて検

討した。その結果、クロロキンの添加によって BmNPC2 タンパク質による FM3A 細胞の

増殖抑制が部分的にキャンセルされた（Figure 3-14）。したがって、私は NPC2 タンパク

質によるオートファジーの誘導が FM3A細胞の増殖抑制に寄与していると判断した。 
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Figure 3-7 カイコ体液による AMPKの活性化および Akt経路の不活性化  

カイコ体液を 20%添加した培地を用いて FM3A 細胞を 48 時間培養した後、細胞を回収し

てウェスタンブロッティングに供した。それぞれのバンド強度を Image J デンシトメータ

ーを用いて定量し、リン酸化タンパク質と総タンパク質の比を求め、カイコ体液非添加群

を 1として表示した。 
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Figure 3-8 BmNPC2タンパク質による AMPKの活性化および Akt経路の不活性化  

BmNPC2 タンパク質を添加した培地を用いて FM3A 細胞を 48 時間培養した後、細胞を回

収してウェスタンブロッティングに供した。それぞれのバンド強度を Image J デンシトメ

ーターを用いて定量し、リン酸化タンパク質と総タンパク質の比を求め、BmNPC2タンパ

ク質非添加群を 1として表示した。 
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Figure 3-9 NPC2タンパク質によるオートファゴソームの形成促進  

FM3A細胞に対して 20 µg/mL BmNPC2タンパク質または 20 µg/mL murine NPC2タンパク

質を添加し 48時間培養した。その後、抗 LC3B抗体を一次抗体、抗 Rabbit IgG抗体(FITC

標識)を二次抗体として蛍光免疫染色を行った。 
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Figure 3-10 カイコ体液による LC3-IIの増大  

カイコ体液を 20%添加した培地を用いて FM3A 細胞を 48 時間培養し後、細胞を回収して

ウェスタンブロッティングに供した。それぞれのバンド強度を Image J デンシトメーター

を用いて定量し、LC3-II と β-Actin の比を求め、カイコ体液非添加群を 1 として表示し

た。 
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Figure 3-11 BmNPC2タンパク質による LC3-IIの増大  

BmNPC2 タンパク質を添加した培地を用いて FM3A 細胞を 48 時間培養し後、細胞を回収

してウェスタンブロッティングに供した。それぞれのバンド強度を Image J デンシトメー

ターを用いて定量し、LC3-II と β-Actin の比を求め、BmNPC2 タンパク質非添加群を 1 と

して表示した。 
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Figure 3-12 Murine NPC2タンパク質による LC3-IIの増大  

Murine NPC2 タンパク質を添加した培地を用いて FM3A 細胞を 48 時間培養し後、細胞を

回収してウェスタンブロッティングに供した。それぞれのバンド強度を Image J デンシト

メーターを用いて定量し、LC3-II と β-Actin の比を求め、murine NPC2 タンパク質非添加

群を 1として表示した。 
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Figure 3-13 クロロキンの添加による LC3-IIの増大  

BmNPC2タンパク質または 10 µMクロロキン(Chloroquine)を添加した培地を用いて FM3A

細胞を 48時間培養し後、細胞を回収してウェスタンブロッティングに供した。 
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Figure 3-14 BmNPC2タンパク質による増殖抑制活性のクロロキンによる減弱  

FM3A細胞に対して 10 µg/mL BmNPC2タンパク質および 10 µMクロロキンを添加し培養

を行った。培養 48 時間において血球計算盤を用いて細胞数を計測した。データは平均値

±標準誤差(n=3)を表す。*; p<0.05。 
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考察 

 

	
 第三章において、NPC2 タンパク質がオートファジーを誘導することを示唆した。本項

では NPC2タンパク質とオートファジーの関連性について述べる。 

	
 NPC2 タンパク質が AMPK の活性化、Akt/mTOR の不活性化を誘導することを本章にお

いて示した。AMPK は ULK の活性化因子でありオートファジーを誘導する(Kim et al, 

2011)。また、第二章において見いだした CKAP4の既知のリガンドである APFは Aktの活

性を抑制することが報告されている(Shahjee et al, 2010)。したがって NPC2 タンパク質も

Akt 経路を抑制すると私は予想した。Akt/mTOR はオートファジーの抑制経路である(Kim 

et al, 2011)。これらの知見から、NPC2タンパク質がオートファジーを誘導することが予想

された。 

	
 NPC2 タンパク質は肝臓細胞、グリア細胞などにおいて発現が高い。Npc2欠損マウスが

呈する病理学的な所見として肝臓および脾臓の肥大、小脳プルキンエ細胞をはじめとする

神経細胞の進行性脱落が知られている(Elrick et al, 2010; Sayre et al, 2010)。一方で、オート

ファジー因子である Atg5、Atg7 の欠損マウスの病理学的所見としても、肝臓および脾臓

の肥大、小脳プルキンエ細胞の進行性脱落が知られている(Nishiyama et al, 2007; Komatsu 

et al, 2005; Mortensen et al, 2010)。したがって、これらの遺伝子欠損による表現型は類似し

ているといえる。最近の研究により Npc1 欠損マウスにおいてオートファジーの不全が起

こっていることが報告された(Elrick et al, 2012)。Npc1欠損マウスは Npc2欠損マウスと同

様の表現型を示すと考えられている(Sleat et al, 2004)。以上の観点から、NPC2タンパク質

は動物個体におけるオートファジー機構に寄与していると私は考えている。オートファジ

ーは飢餓ストレスによる誘導が起こることが知られている一方で、肝臓細胞や神経細胞で

は非飢餓ストレス状態においても一定程度のオートファジーが起こることにより細胞浄化

作用を示すと考えられている。NPC2 タンパク質はこれらの細胞から分泌されうることか

ら、autocrine/paracrine 因子として基底レベルのオートファジーの維持に寄与していると私

は推定している。 

	
 次に、本研究において NPC2 タンパク質について得られた知見と、オートファジーの関

連について述べる。オートファジーは脂肪細胞分化、ならびに脂肪蓄積に必要であると考

えられている(Ro et al, 2013)。すなわち、Atg5または Atg7を欠損したマウスでは脂肪細胞

分化と脂肪蓄積が抑制されることがわかっている。これらの知見は本研究における NPC2

タンパク質による脂肪細胞分化ならびに脂肪蓄積の促進活性と矛盾しない。また、本研究
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において私は BmNPC2 タンパク質の発現量が変態時期に上昇することを見いだした。カ

イコを初めとする完全変態昆虫ではその変態に伴って細胞増殖の抑制およびオートファジ

ーによる組織の除去が行われる(Romanelli et al, 2014)。したがって、NPC2タンパク質がオ

ートファジーの誘導を介して変態を促進しているという仮説を提唱したいと考えている。 

	
 生体膜の構成因子であるコレステロールがオートファジーの正または負の調節に関与し

ていると考えられている。すなわち、シクロデキストリン処理によってコレステロールを

減少させる(Cheng et al, 2006)、または Itraconazole 処理によってコレステロールをエンド

リソソームに蓄積させる(Xu et al, 2010)とオートファジーが誘導されることが示された。

したがって、コレステロールの量または局在変化がオートファジーを調節すると考えられ

るがその分子機構は不明である。肝臓および小腸に発現し、細胞内のコレステロール輸送

を制御するタンパク質として NPC1L1 が知られている。NPC1L1 は細胞外リポプロテイン

-細胞膜/初期エンドソーム-後期エンドソーム/リソソームといった生体膜間のコレステロ

ール輸送を行っている。近年、高脂血症治療薬である Ezetimibe はヒト肝臓細胞において

オートファジーを誘導することが報告された(Yamamura et al, 2014)。Ezetimibeの作用機序

は NPC1L1 の阻害であると考えられている。NPC1L1 は NPC2 タンパク質の負の調節因子

であり、mRNA レベルは変化せず、タンパク質の安定性に影響を与える(Yamanashi et al, 

2012)。これらの知見から私は、Ezetimibe が NPC2 タンパク質の誘導を介してオートファ

ジーを促進する機構が存在すると着想するに至った。今後、NPC2 タンパク質によるオー

トファジーの誘導機構の解析により、NPC2 タンパク質の下流経路を標的とした高脂血症

治療法の開発や Ezetimibeの新規使用法の開発につながると予想される。 
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材料と方法 

 

細胞培養  

FM3A 細胞は学習院大学大学院自然科学研究科生命科学専攻	
 花岡 文雄 教授より分与し

ていただいた。FM3A細胞は DMEM(Invitrogen)に 10%FBS(Hyclone)および、100 IUペニシ

リン(Invitrogen)、100 µg/mL (Invitrogen)ストレプトマイシン(Invitrogen)を添加した培地を

用い、33ºC 5%CO2 条件下で経代した。カイコ体液、BmNPC2 タンパク質、murine NPC2

タンパク質の効果を見るすべての実験において、実験 24 時間前に FM3A 細胞の培地を無

血清 DMEM に交換し実験に用いた。また、これらの実験時は 33ºC 5%CO2条件下で培養

したが、培地は経代時と異なり DMEM 5%FBS 50 IUペニシリン 50 µg/mL ストレプトマイ

シンを添加した培地を用いた。 

 

細胞増殖抑制試験  

	
 FM3A細胞を初期細胞数 105 cellsとなるように 24 well plateに播種しそれぞれの培地の

効果を検討した。カイコ体液による増殖抑制試験においてそれぞれの培地の構成は、カイ

コ体液無添加; [45% DMEM、5% FBS、50% saline]、 カイコ体液 20%添加; [45% DMEM、

5% FBS、30% saline、20% カイコ体液]、カイコ体液 40％添加; [45% DMEM、5% FBS、

10% saline、40% カイコ体液]をもちいた。BmNPC2タンパク質および murine NPC2タンパ

ク質は培地に 10% v/vとなるように添加し、非添加群は 25 mM HEPES (pH7.2)、100 mM 

NaCl、10 %グリセロールを対照として加えた。 

 

マウス FM3A移植腹水がんモデル  

FM3A 細胞をマウス腹腔内に注射した。カイコ体液または HBS(25mM HEPES(pH 7.2)、

100mM NaCl、10%グリセロール)を 200µL/day、毎日腹腔内投与し続け、経時的にマウス

の生存率を計測した。生存曲線の統計処理は log-rank testによって行った。 

 

抗体  

リン酸化 AMPKα、AMPKα、リン酸化 Akt、Akt、β-Actin は第一章および二章で用いた

抗体と同じものを用いた。mTOR 抗体、S6K 抗体、LC3-B 抗体は CST Japan から購入し

た。リン酸化 mTOR 抗体(Ser2448)、リン酸化 S6K 抗体(Thr412)は Millipore から購入し

た。抗 Rabbit IgG抗体(FITC標識)は Santa Cruzから購入した。 
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蛍光免疫染色  

サンプルを添加し 48 時間培養した FM3A 細胞を回収し、PBS で 1 回洗浄した。細胞を氷

冷メタノールに懸濁し-20 ºC 15 分間処理して固定した。その後、PBS を用いて 2 回洗浄

し、ブロッキング溶液(PBS、3% 通常ヤギ血清、0.1% Triton X-100)に懸濁し室温にて 1時

間維持した。細胞を遠心にて回収し、1:200 に希釈した LC3-B 抗体を含むブロッキング溶

液に懸濁した後、1 時間室温に保持した。そして PBS を用いて 3 回洗浄した後、1:200 に

希釈した抗 Rabbit IgG抗体(FITC標識)を含むブロッキング溶液に懸濁しさらに 1時間室温

暗条件でインキュベーションした。PBSを用いて 3回洗浄した後、遠心して細胞を集め、

ProLong Gold antifade with DAPI (Invitrogen) を加えて速やかにプレパラートを作成した。

蛍光像は Leica DM 4000Bを用いて撮影した。 
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総括 
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 本研究において私は、昆虫であるカイコとその培養細胞に着目して、動物種間に保存さ

れた細胞増殖抑制ならびに脂肪蓄積促進を誘導する体液因子の探索および機能解析を行っ

た。本研究で明らかにしたことを以下にまとめる。 

 

1) カイコ細胞において細胞増殖抑制ならびに脂肪蓄積促進を誘導する体液因子として真

核生物に高度に保存された因子である NPC2タンパク質を同定した。 

2) マウス細胞においても NPC2タンパク質が細胞増殖抑制ならびに脂肪蓄積促進に寄与

することを示した。 

3) NPC2タンパク質の下流に存在する分子として、細胞膜における相互作用因子

CKAP4、および細胞内で働く因子として AMPKを同定した。 

4) NPC2タンパク質が CKAP4、AMPK等を介してオートファジーを誘導することを示唆

した。 

これらをモデル図として次頁にまとめた。すなわち、NPC2タンパク質が CKAP4を受容

体として AMPKの活性化および Aktの不活性化を引き起こし、オートファジーの誘導を

介して細胞増殖抑制ならびに脂肪蓄積促進に寄与すると私は考えた。AMPKと Aktは相互

に抑制的な活性が知られており、NPC2タンパク質の下流においてどちらが先に制御され

るかは不明である。また、CKAP4の下流で AMPK、Aktが調節される分子機構も不明で

あり、今後の検討課題である。 

	
 NPC2タンパク質は近年、肥満モデルマウスの肝臓や脂肪肝、肝細胞がんにおいて発現

が低下していることが報告されている。NPC2は肥満モデルマウスの脂肪肝や肝細胞がん

においては発現が低下していることが報告されている。本研究によって明らかになった細

胞外 NPC2の機能を中心としてこれらの病態の理解を進展させていきたいと私は考えてい

る。 
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本研究のモデル図  
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