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研究成果の概要： 
 
 

マウスの前駆脂肪細胞である3T3-L1細胞を用い，その遊走性と生理的意義を検討した．未

分化脂肪細胞はATPに対して正の化学走性を示したが，成熟脂肪細胞に遊走性を観察する

ことはできなかった．次に，マウスの腸管膜を細胞外基質として用いたところ，細胞は約

１時間で腸管膜表面に接着して移動を開始した．これらの結果から，未分化脂肪細胞は生

体内においても遊走性を持ち，オリジナルの脂肪組織塊から派生した細胞が離れた場所に

移動して接着し，増殖する可能性があると考えられた． 
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１．研究開始当初の背景 

 

終末分化した細胞以外の多くの細胞は，細

胞外の刺激因子により細胞運動（cell 

migration）を行うことが知られている．移

動の方向が刺激因子の濃度勾配によって規

定される遊走はケモタキシス（chemotaxis，

化学走性）と呼ばれ，白血球の炎症箇所へ

の遊走，ミクログリア細胞の脳の損傷部位

への遊走，癌細胞の浸潤，あるいは線維芽

細胞の遊走などが知られている．ケモタキ

シスを引き起こすサイトカインはケモカイ

ンと呼ばれており，さまざまな体細胞から

産生され、炎症反応、傷の修復，免疫応答

などの生命維持活動に極めて重要な役割を

果たしている．一方，細胞遊走の異常は，

これらの作用の機能低下あるいは異常亢進

を引き起こし，生体において多岐にわたる

重大な影響を及ぼす．  

 これまで申請者らは，ラット褐色脂肪細

胞を用いて細胞外 ATPの容量性 Ca2+流入

制御機構を検討し，(1) ATPが P2受容体を

介して容量性 Ca2+流入の阻害を引き起こす

こと，および(2) P2受容体を介する細胞骨

格タンパク質アクチンの細胞膜近傍におけ

る再構築が Ca2+流入阻害と密接な関係があ

ることを見出した．細胞膜におけるアクチ

ン再構築は細胞運動中に見られる現象であ

るが，褐色脂肪細胞は終末分化細胞である

ため形態変化のみ見られ，細胞の移動はほ

とんどない． 

 近年，細胞外 ATPがミクログリア細胞に

おいてケモカインとして働くことが報告さ

れ，損傷を受けた脳細胞からの ATPの放出

がミクログリア細胞を引き寄せ，壊死組織

等の貪食を促すと考えられている． そこで，

未分化のマウス胎児由来前駆脂肪細胞株で

ある 3T3-L1細胞を用いたところ，ATP（10 

µM, 5 min）によって強い細胞膜ラッフリン

グ（波打ち膜）が観察された． ラッフリン

グは細胞運動の際，進行方向の細胞膜に葉

状に広がる仮足（葉状仮足）が形成される

ことによって見られる．3T3-L1細胞は遊走

性を持つ線維芽細胞から確立された株細胞

であることから，ATPに対して化学走性を

示す可能性があると考えられた． 

 

 
２．研究の目的 

 
本研究課題は，3T3-L1細胞を用いて ATP
を初めとする細胞外ヌクレオチドによる

ケモタキシスの発生と調節機構の分子基

盤を解明し，ATP が生体内で脂肪組織が
増大する際に担う生理的意義を解明する

ことを目的とする． 
 

 
３．研究の方法 

 
(1) 未分化 3T3-L1細胞の培養 

この細胞株は，100％コンフルエントにな

ると接触障害をおこして増殖を停止し，

分化へのプロセスが進み始める．従って，

常に70％コンフルエント以下の密度を保

つように播種して継代を行う． 

 
(2) 3T3-L1細胞の脂肪細胞への分化 

100％コンフルエントになるまで細胞増

殖させ，さらに３日間インキュベートし



 

 

てクローナルエクスパンジョンをおこさ

せる．その後，インスリン，デキサメサ

ゾン，イソブチルメチルキサンチンから

成る分化誘導因子を加えて分化を開始さ

せる．３日後，脂肪細胞へ分化した細胞

をインスリンを含む培地で培養して培地

中のグルコースを取りこませて脂肪滴を

増大させる．その後は通常の培地で培養

する． 

 
(3) ケモタキシスアッセイ 

細胞遊走を観察するために，カバーガラ

ス上に細胞を接着させて培養し，ダン・

ケモタキシスチャンバーに装着する．

ATP等の濃度勾配を作成し，倒立型顕微

鏡のステージ上に固定した後，37℃で１

時間インキュベートする．その間，5 分

毎に微分干渉像を撮影し，解析する． 

 
(4) アクチン染色 

細胞をホルマリン固定し，界面活性剤で

処理した後，蛍光標識したファロイジン

で染色し，共焦点走査型レーザー顕微鏡

で観察する． 

 

 
４．研究成果 

 
 未分化脂肪細胞を ATP刺激（10µM，5分

間）した後，ホルマリン固定して細胞骨格を

構成するタンパクであるアクチン染色をお

こなった．その結果，無処理の細胞では，ス

トレスファイバーが発達し，線維芽細胞で見

られるような形状を示したが，ATP処理によ

ってアクチンタンパクの形態は大きく変化

した．即ち，細胞内に発達していたストレス

ファイバーは消失し，細胞膜近傍にアクチン

が集積し，葉状仮足（ラメリポディア）およ

び糸状仮足（フィロポディア）が観察された．

（図１）これらは，移動中の細胞の細胞膜に

よく見られるアクチンの形態であり，細胞骨

格の再構築により，細胞が移動している可能

性が示唆された． 

 
図１ 

 
 未分化 3T3-L1細胞は，培養中においても

顕微鏡下の観察で細胞運動が観察された．即

ち，起点を中心とした同心円状にランダムな

移動をおこなった．このことから，こ の細

胞が移動し易い性質を持っていることが推

察された．（図２） 
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 次に，ATPの濃度勾配を作成して観察した

ところ，ケモタキシスが観察された． （図

３） 

 

図３ 

 
 これらのことから，細胞外 ATPは未分化

脂肪細胞に対してケモカインとして作用す

ることがわかった．非特異的 P2受容体阻害

剤であるスラミンはこのケモタキシスを阻

害しなかった．一方，成熟脂肪細胞はガラス

表面に強固に接着し，遊走性を観察すること

はできなかった． 

 未分化脂肪細胞が生体内においても遊走

をおこなうかどうかを調べる手段として，細

胞外マトリックスとして腸管膜を用いてア

ッセイをおこなったところ，約１時間のイン

キュベートで細胞は腸管膜に接着し，細胞運

動を開始することがわかった． 

  これらの結果から，未分化脂肪細胞は生 

体内においても遊走性を持ち，オリジナルの

脂肪組織塊から派生した細胞が離れた場所

に移動して接着し，増殖する可能性があると

考えられた． 
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