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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞集団におけるＢＡＴ前駆細胞を同定するための方法であって、
　ヒト骨格筋から少なくとも２つの細胞を用意するステップと、
　そこから、ＣＤ５６マーカーについて陰性であり、ＣＤ４５マーカーについて陰性であ
り、ＣＤ３４マーカーについて陽性であり、かつ、ＣＤ１４６マーカーについて陰性であ
る細胞を決定するステップと
を含み、前記ＣＤ５６マーカーについて陰性であり、ＣＤ４５マーカーについて陰性であ
り、ＣＤ３４マーカーについて陽性であり、かつ、ＣＤ１４６マーカーについて陰性であ
る細胞が、ヒト骨格筋から単離されたＢＡＴ前駆細胞として同定され、ここで、該ＢＡＴ
前駆細胞は、褐色脂肪細胞へ分化することが可能である、方法。
【請求項２】
　ヒト骨格筋から単離された前記少なくとも２つの細胞を、前記ＣＤ３４マーカーに特異
的である抗体と接触させるステップと、
　前記ＣＤ３４マーカーに特異的である抗体が結合する細胞を回収するステップと
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記少なくとも２つの細胞を、前記ＣＤ１４６マーカーに特異的な抗体と接触させるス
テップと、
　前記ＣＤ１４６マーカーに特異的な抗体が結合する細胞を除去するステップと
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をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ＢＡＴ前駆細胞として同定された細胞を単離するステップをさらに含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項５】
　ＢＡＴ前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化を誘導する作用物質を同定するための方法で
あって、
　ヒト骨格筋から単離されたＢＡＴ前駆細胞を用意するステップであって、前記ＢＡＴ前
駆細胞が、ＣＤ５６マーカーについて陰性であり、ＣＤ４５マーカーについて陰性であり
、ＣＤ３４マーカーについて陽性であり、かつ、ＣＤ１４６マーカーについて陰性である
、ステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞を作用物質と接触させるステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞が褐色脂肪細胞への分化の指標を示すかどうかを決定するステップ
と
を含む、方法。
【請求項６】
　前記分化の指標が、以下：ＵＣＰ１タンパク質もしくはｍＲＮＡの発現、ｍｔＴＦＡタ
ンパク質もしくはｍＲＮＡの発現、ＰＧＣ－１αタンパク質もしくはｍＲＮＡの発現、脱
共役呼吸、代謝率、グルコース利用率、脂肪酸酸化率、および前述の任意の組合せのうち
の１つまたは複数における増加である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ＵＣＰ１の発現または活性レベルを誘導する作用物質を同定するための方法であって、
　ヒト骨格筋から単離されたＢＡＴ前駆細胞を用意するステップであって、前記ＢＡＴ前
駆細胞が、ＣＤ５６マーカーについて陰性であり、ＣＤ４５マーカーについて陰性であり
、ＣＤ３４マーカーについて陽性であり、かつ、ＣＤ１４６マーカーについて陰性である
、ステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞を作用物質と接触させるステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞がＵＣＰ１発現または活性の増加を示すかどうかを決定するステッ
プと
を含む、方法。
【請求項８】
　前記ＵＣＰ１発現または活性の増加が、以下：ＵＣＰ１遺伝子転写の増加、ＵＣＰ１の
ｍＲＮＡの安定化、ＵＣＰ１のｍＲＮＡの翻訳の増加、ＵＣＰ１タンパク質の安定化、Ｕ
ＣＰ１タンパク質の活性化、ＵＣＰ１遺伝子発現阻害の減少、ＵＣＰ１活性阻害の減少の
うちの１つまたは複数に起因している、請求項７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、米国仮特許出願番号第６０／０７１，９１６号への優先権を主張し、上記
米国仮特許出願の内容は、その全容が、参照によって本明細書に援用される。
【０００２】
　（技術分野）
　本開示は、褐色脂肪組織、前駆細胞、細胞分化、および褐色脂肪組織脱共役タンパク質
－１に関する。また、本開示は、肥満、２型糖尿病、インスリン抵抗性および脂質異常症
（ｄｙｓｌｉｐｉｄｅｍｉａ）などの代謝性疾患に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（序論）
　肥満の蔓延は、糖尿病、高血圧症、冠動脈心疾患、がんおよび他の障害の有病率の増加
と密接に関連している。白色脂肪組織の役割は脂質を貯蔵することであり、それは肥満と
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関連している。褐色脂肪組織（「ＢＡＴ」）の役割は、事実上その反対である。褐色脂肪
組織は脂質燃焼と熱としてのエネルギー消散に特化している。実際に、褐色脂肪細胞は、
多くのミトコンドリア（そこでは細胞性燃焼が生じる）を含有し、独自にＢＡＴ脱共役タ
ンパク質－１（「ＵＣＰ１」）を発現する。ＵＣＰ１は、酸化的リン酸化の脱共役因子と
して作用し、結果として、熱としてのエネルギー消散をもたらす。交換神経系は、ミトコ
ンドリア形成（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）、ならびにＵＣＰ１発現およ
び活性を刺激する。げっ歯類におけるＢＡＴに関連した熱発生は、低温への曝露に際して
増加し（例えば、低体温症の回避）、または、過食、過剰に吸収された脂肪の燃焼、そし
て体重増加の回避の結果として増加する。また、ＢＡＴは、体重増加への影響の受けやす
さを変更し、大量のグルコース消費によってインスリン感受性を改善する。したがって、
ＢＡＴは、体温、エネルギーバランス、およびグルコース代謝の維持において重要な役割
を果たす。
【０００４】
　トランスジェニック動物を用いた実験は、ＢＡＴの潜在的な抗肥満特性を支持する。例
えば、ＢＡＴの遺伝的除去は肥満を引き起こすことが報告されており、一方、ＢＡＴの量
および／または機能（および／またはＵＣＰ１発現）の遺伝的増大は、報告によれば、細
身および健康な表現型を促進する。具体的には、より多量のＢＡＴを有するマウスは、対
照マウスより体重が増えにくく、よりインスリン感受性である。最近、異所性のＢＡＴ貯
蔵がマウスの筋肉において証明され、体重増加およびメタボリックシンドローム（ｍｅｔ
ａｂｏｌｉｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）に対する防御の遺伝学に基づいた機構を提供すること
が提案された。
【０００５】
　ＵＣＰ１は、げっ歯類ではエネルギーバランスの制御において役割を果たすことが報告
され、ＵＣＰ１を発現するＢＡＴはヒト新生児に存在しているが、長い間、成人において
は生理学的に関連したＵＣＰ１発現はないと考えられていた。実際に、ＵＣＰ１を発現す
るＢＡＴは、一生のうちの初期に消失すると考えられ、そのため、成人はＢＡＴを欠いて
いると考えられた。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　（概要）
　本出願人は、種々の組織において、褐色脂肪細胞に分化することができる細胞の存在を
同定した。一局面では、本出願人は、本出願人がＢＡＴ前駆細胞と呼ぶ、骨格筋中の上記
細胞集団を同定した。本開示は、種々の組織から細胞を選別し、ＢＡＴ前駆細胞を同定お
よび単離するための方法を提供する。いくつかの実施形態では、ＢＡＴ前駆細胞は、ヒト
骨格筋から単離される。インビトロおよびインビボにおいて、ＢＡＴ前駆細胞を褐色脂肪
細胞に分化させるための方法が提供される。いくつかの実施形態では、ＢＡＴ前駆細胞は
、ヒト被験体においてインビボで褐色脂肪細胞に分化させられ得る。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、本開示のＢＡＴ前駆細胞は、培養して増殖させることができ
る。別の局面では、分化したＢＡＴ前駆細胞のＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現は、細胞透過性ｃ
ＡＭＰ誘導体、ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体（ＰＰＡＲγ）アゴニストなどの
作用物質によって増加する。褐色脂肪細胞に分化したＢＡＴ前駆細胞は、いくつかの実施
形態では、ともにミトコンドリア形成の制御に関与する、多量のミトコンドリア転写因子
Ａ（ｍｔＴＦＡ）およびＰＰＡＲγコアクチベータ－１α（ＰＧＣ－１α）ならびにミト
コンドリアマーカーであるシトクロムオキシダーゼＩＶ（ＣＯＸ　ＩＶ）を含んでいる場
合がある。分化したＢＡＴ前駆細胞は、１つまたは複数の以下の特徴：高レベルのＵＣＰ
１発現、高レベルの脱共役呼吸、高い代謝率を示すことができる。本出願人は、グルコー
スを代謝し、脂肪酸を酸化し、酸化的リン酸化の脱共役を介して熱としてエネルギーを消
散することができるようになっている分化した細胞を提供する。
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【０００８】
　本開示は、成人の骨格筋においてＵＣＰ１のｍＲＮＡを検出するための方法、およびイ
ンビボにおいてその発現を増加させるための方法を提供する。成人におけるＵＣＰ１発現
に関する以前の研究は、焦点を白色脂肪組織に合わせていたが、本出願人は、ヒト骨格筋
におけるＵＣＰ１発現の実質的な潜在性を有する褐色脂肪前駆細胞の存在、およびヒト骨
格筋からの上記細胞の単離を開示する。いくつかの実施形態では、エネルギー消散の調節
、ならびに肥満、糖尿病、および代謝性疾患の処置にこのＢＡＴ前駆細胞のレザバーを利
用することができる。
【０００９】
　いくつかの局面では、本開示は、ヒト骨格筋におけるＢＡＴ前駆細胞を同定するための
方法、およびヒト骨格筋試料からこれらの細胞を単離するための方法を提供する。また、
インビトロ、インビボ、またはその両方におけるこれらの前駆細胞から褐色脂肪細胞への
分化を促進する条件および作用物質（例えば、化合物、タンパク質、生物学的製剤など）
が提供される。肥満、２型糖尿病、インスリン抵抗性、脂質異常症などの代謝性疾患を処
置するための、これらの条件および作用物質を用いるための方法が提供される。
【００１０】
　本開示は、ＵＣＰ１遺伝子の発現を誘導するか、インビトロにおいてＢＡＴ前駆細胞か
ら褐色脂肪細胞への分化を促進するか、インビボにおいてＢＡＴ前駆細胞から褐色脂肪細
胞への分化を促進するか、またはこれらの活性の組合せを有する作用物質（例えば、化合
物、タンパク質、生物学的製剤など）の同定を可能にするアッセイを提供する。いくつか
の実施形態によれば、この様式で同定された作用物質を用いて、肥満、２型糖尿病、イン
スリン抵抗性、脂質異常症などの代謝性疾患を処置することができる。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　細胞集団におけるＢＡＴ前駆細胞を同定するための方法であって、
　少なくとも２つの細胞を用意するステップと、
　内皮細胞と関連するが、造血細胞、筋原細胞、または周皮細胞とは関連しないマーカー
に特異的である抗体と前記少なくとも２つの細胞とを接触させるステップと、
　前記抗体が結合する細胞を決定するステップと
を含み、前記抗体が結合する細胞がＢＡＴ前駆細胞として同定される、方法。
（項目２）
　前記抗体がＣＤ３４に特異的である、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記接触ステップが、前記細胞を、内皮細胞と関連するマーカーに特異的な抗体と接触
させる前に、
　前記細胞を、造血細胞、筋原細胞、および周皮細胞の少なくとも１つと関連するマーカ
ーに特異的な抗体と接触させるステップと、
　前記造血細胞、筋原細胞、および周皮細胞の少なくとも１つと関連するマーカーに特異
的な抗体が結合する細胞を除去するステップと
をさらに含む、項目１に記載の方法。
（項目４）
　ＢＡＴ前駆細胞として同定された細胞を単離するステップをさらに含む、項目１に記載
の方法。
（項目５）
　ＢＡＴ前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化を誘導するための方法であって、
　ＢＡＴ前駆細胞を用意するステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞を分化培地に曝露するステップと
を含み、前記分化培地が、褐色脂肪細胞に分化するように前記ＢＡＴ前駆細胞を誘導する
、方法。
（項目６）
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　前記分化培地が、以下：ＰＰＡＲγ活性化因子、調節因子もしくは阻害因子；ＰＰＡＲ
α活性化因子もしくは調節因子；ＰＰＡＲδ活性化因子もしくは調節因子；デュアルＰＰ
ＡＲαおよびＰＰＡＲδ活性化因子もしくは調節因子；ｐａｎ－ＰＰＡＲ（α、δ、γ）
活性化因子もしくは調節因子；ＰＤＥ４阻害因子；ＰＤＥ７阻害因子；ＮＲＩＰ１（ＲＩ
Ｐ１４０）阻害因子、ＰＴＥＮ阻害因子；α１－アドレナリン作用性の完全もしくは部分
的なアゴニスト；ＲＸＲα活性化因子もしくは調節因子；ＰＧＣ－１α活性化因子；ＰＧ
Ｃ－１β阻害因子もしくは活性化因子；アディポネクチンもしくはアディポネクチン受容
体ＡｄｉｐｏＲ１および／もしくはＡｄｉｐｏＲ２の活性化因子；ＮＯＳ阻害因子もしく
は活性化因子；ＲｈｏキナーゼＲＯＣＫ阻害因子；ＢＤＮＦ；モノアミンオキシダーゼ（
ＭＡＯ）Ａ阻害因子および／もしくはＭＡＯ　Ｂ阻害因子；ＳＲＣ活性化因子、ＥＧＦＲ
阻害因子；ＦＡＡＨ阻害因子；ＭＡＰＫ１もしくは２もしくは４もしくは５もしくは７も
しくは８の阻害因子；ＣＤＫ９阻害因子；ＴＧＲ５アゴニスト；ＡＭＰＫ活性化因子；Ｂ
ＭＰ－７、ｍＴＯＲ阻害因子；アデニル酸シクラーゼ活性化因子；または前述の任意の組
合せのうちの１つまたは複数を含む、項目４に記載の方法。
（項目７）
　前記分化培地がロシグリタゾンを含む、項目４に記載の方法。
（項目８）
　患者においてＢＡＴ前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化を誘導するステップを含む、前
記患者における代謝性疾患または病状を処置するための方法。
（項目９）
　前記代謝性疾患が、肥満、体重超過、耐糖能異常、インスリン抵抗性、２型糖尿病、脂
質異常症、高血圧症、心血管疾患、またはメタボリックシンドロームのうちの１つである
、項目８に記載の方法。
（項目１０）
　ＢＡＴ前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化を誘導する作用物質を同定するための方法で
あって、
　ＢＡＴ前駆細胞を用意するステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞を作用物質と接触させるステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞が褐色脂肪細胞への分化の指標を示すかどうかを決定するステップ
と
を含む、方法。
（項目１１）
　前記分化の指標が、以下：ＵＣＰ１タンパク質もしくはｍＲＮＡの発現、ｍｔＴＦＡタ
ンパク質もしくはｍＲＮＡの発現、ＰＧＣ－１αタンパク質もしくはｍＲＮＡの発現、脱
共役呼吸、代謝率、グルコース利用率、脂肪酸酸化率、および前述の任意の組合せのうち
の１つまたは複数における増加である、項目１０に記載の方法。
（項目１２）
　ＵＣＰ１の発現または活性レベルを誘導する作用物質を同定するための方法であって、
　ＢＡＴ前駆細胞を用意するステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞を作用物質と接触させるステップと、
　前記ＢＡＴ前駆細胞がＵＣＰ１発現または活性の増加を示すかどうかを決定するステッ
プと
を含む、方法。
（項目１３）
　前記ＵＣＰ１発現または活性の増加が、以下：ＵＣＰ１遺伝子転写の増加、ＵＣＰ１の
ｍＲＮＡの安定化、ＵＣＰ１のｍＲＮＡの翻訳の増加、ＵＣＰ１タンパク質の安定化、Ｕ
ＣＰ１タンパク質の活性化、ＵＣＰ１遺伝子発現阻害の減少、ＵＣＰ１活性阻害の減少の
うちの１つまたは複数に起因している、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　患者における代謝性疾患を処置するための薬剤の製造における、項目１０に記載の方法
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または項目１２に記載の方法のいずれかを用いて同定される作用物質の使用。
（項目１５）
　前記代謝性疾患が、肥満、体重超過、耐糖能異常、インスリン抵抗性、２型糖尿病、脂
質異常症、高血圧症、心血管疾患、またはメタボリックシンドロームのうちの１つである
、項目１２に記載の方法。
（項目１６）
　低体温症を予防するための薬剤の製造における、項目１０に記載の方法または項目１２
に記載の方法のいずれかを用いて同定される作用物質の使用。
【００１１】
　本開示のこれらの特徴および他の特徴を本明細書に記載する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、ヒト胎児筋における血管細胞の免疫組織化学的描写ならびにＦＡＣＳ分
析および選別を示す。図１（Ａ）のスケールバーは５０μＭである。
【図２】図２は、ヒト胎児筋から選別された細胞の脂質生成条件下での培養、ならびにＣ
Ｄ３４＋細胞のＲＴ－ＰＣＲおよびウェスタンブロット分析を示す。図２（Ａ）、（Ｂ）
、（Ｃ）：位相コントラスト；スケールバー：５０μｍ。
【図３】図３は、ヒト胎児筋ＣＤ３４＋細胞におけるミトコンドリア呼吸の脱共役および
ＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現の調節を示す。
【図４】図４は、脂質生成培養における成体の筋肉およびＷＡＴ細胞の特徴付けを示す。
図４（Ａ）、（Ｃ）：位相コントラスト；スケールバー：５０μｍ。
【図５】図５は、ヒト骨格筋におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現に対するロシグリタゾンの
効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　（種々の実施形態の説明）
　本開示は、種々の組織におけるＢＡＴ前駆細胞の同定、および種々の組織からのＢＡＴ
前駆細胞の単離のための方法を提供し、いくつかの実施形態では、ヒト骨格筋において一
般的な褐色脂肪細胞前駆細胞の同定、およびヒト骨格筋試料からの上記細胞の単離が含ま
れる。いくつかの実施形態では、細胞選別は、分化／命名クラスター（ｃｌｕｓｔｅｒ　
ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ／ｄｅｓｉｇｎａｔｉｏｎ「ＣＤ」）分子である
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ５６、およびＣＤ１４６などの細胞表面マーカーの免疫組織化
学的分析によって行うことができる。造血細胞および筋原前駆体は、それらの細胞表面上
のそれぞれＣＤ４５およびＣＤ５６の同定に基づいて選別することができる。ＣＤ３４お
よびＣＤ１４６を用いて、それぞれ内皮細胞および周皮細胞を同定することができる。一
局面では、ＣＤ３４の発現は、細胞を褐色脂肪細胞の前駆体であると同定する。
【００１４】
　フローサイトメトリー、蛍光活性化細胞選別（「ＦＡＣＳ」）、および当該分野で公知
の他の細胞選別技術は、種々の組織から得られた細胞を選別し、他の細胞からＢＡＴ前駆
細胞を分離するために使用することができる。当該分野で公知の他の技術の中で、マルチ
カラーＦＡＣＳは、ＣＤ３４＋内皮細胞およびＣＤ１４６＋周皮細胞を同定し、それら細
胞を互いから、および、ＣＤ４５＋造血細胞およびＣＤ５６＋筋原前駆体から分離するた
めに使用することができる。逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（「ＲＴ－ＰＣＲ」）分析を用
いて、ＣＤ３４＋およびＣＤ１４６＋細胞集団に造血細胞および筋原前駆体が存在しない
ことを確認することができる。
【００１５】
　本出願人は、前駆体の集団が骨格筋に存在すること、いくつかの実施形態では、この集
団は、骨格筋において見出されるが、白色脂肪組織においては見出されず、いくつかの実
施形態では、専ら骨格筋に見られること（即ち、他の組織では見出されない）を見出した
。骨格筋は、ヒトまたは任意の動物のものであってもよく、前駆細胞の集団は、骨格筋に
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拡散していても、または個別的な領域で濃縮されていてもよい。ＢＡＴ前駆細胞は、いく
つかの実施形態では、筋線維間で見出されてもよい。骨格筋ＢＡＴ前駆細胞は、定常集団
であってもよく、または骨格筋もしくは他の組織内、ならびに異なる組織間およびそれら
の中で移動してもよい。さらに、ＢＡＴ前駆細胞は、胎児、若年、および成体の骨格筋に
見出すことができる。
【００１６】
　本教示は、種々の組織から単離されたＢＡＴ前駆細胞を提供する。例えば、ヒト骨格筋
から単離されたＢＡＴ前駆細胞が提供される。いくつかの実施形態では、ＢＡＴ前駆細胞
は、骨格筋に見出されるが、白色脂肪組織では見出されず、および／または骨格筋に専ら
見出される。いくつかのＢＡＴ前駆細胞は、ＵＣＰ１、ミトコンドリア転写因子Ａ（ｍｔ
ＴＦＡ）、および／またはＰＰＡＲγコアクチベータ－１α（ＰＧＣ－１α）、ならびに
１つもしくは複数の対応するｍＲＮＡを発現することができる。本開示は、成人の骨格筋
において、ＢＡＴ前駆細胞および／またはＵＣＰ１のｍＲＮＡを検出するための方法を提
供する。成人におけるＵＣＰ１発現に関する以前の研究は、焦点を白色脂肪組織に合わせ
ていたが、本出願人は、ＵＣＰ１発現の高い潜在性を有する褐色脂肪前駆細胞のヒト骨格
筋における存在、およびヒト骨格筋からの単離を開示する。いくつかの実施形態では、骨
格筋におけるＢＡＴ前駆細胞のレザバーは、肥満、糖尿病などの代謝性疾患を処置するた
めのエネルギー消散を調節する機構を提供する。
【００１７】
　骨格筋に存在する少なくとも一部の前駆細胞集団は、真の褐色脂肪細胞に分化すること
ができ、いくつかの実施形態では、骨格筋に存在する一部の前駆細胞集団は、インビトロ
において、真の褐色脂肪細胞に分化させられ得る。本開示は、ＢＡＴ前駆細胞培養物を増
殖させるための方法、およびＢＡＴ前駆細胞を真のＢＡＴ細胞に分化させるための方法を
提供し、これは、前もって選別された細胞を脂肪生成培地中で分化させるための方法を含
む。いくつかの実施形態では、選別された前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化は、白色脂
肪細胞分化を維持する条件を用いて、または前駆体から褐色脂肪細胞への分化を促進する
ことが決定された作用物質の使用によって行うことができる。
【００１８】
　いくつかの実施形態は、ＵＣＰ１、ミトコンドリア転写因子Ａ（ｍｔＴＦＡ）、および
／またはＰＰＡＲγコアクチベータ－１α（ＰＧＣ－１α）、ならびに１つもしくは複数
の対応するｍＲＮＡの存在を利用して、少なくとも部分的に分化を開始したＢＡＴ前駆細
胞を同定する。高い代謝率または高レベルの脱共役呼吸、グルコース利用、脂肪酸酸化、
または前述の特徴を互いにもしくは他の特徴と組み合わせたものを用いて、少なくとも部
分的に分化を開始したＢＡＴ前駆細胞を同定することができる。この開示の目的のため、
少なくとも部分的に褐色脂肪細胞に分化を開始したＢＡＴ前駆細胞は、「分化した褐色脂
肪細胞」と呼ばれる。
【００１９】
　例えば、ＣＤ３４マーカーが発現すると決定された細胞（即ち、ＣＤ３４＋細胞）は、
０．８６μＭインスリン、１０μｇ／ｍｌトランスフェリン、０．２ｎＭトリヨードチロ
ニン、１μＭロシグリタゾン、１００μＭ　３－イソブチル－１－メチルキサンチン、１
μＭデキサメタゾンおよび１％ペニシリン－ストレプトマイシンを含有するＤＭＥＭ－Ｈ
ａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地中で培養することによって褐色脂肪細胞に分化させることができ
る。また、他の作用物質を用いて、前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化を促進することが
できる。いくつかの実施形態では、本開示の教示に従って同定された作用物質を用いて、
前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化を促進する。いくつかの実施形態では、分化した褐色
脂肪細胞は、高レベルのＵＣＰ１発現、高レベルの脱共役呼吸、および／または高い代謝
率を示す。
【００２０】
　本開示は、ＢＡＴ前駆細胞、分化した褐色脂肪細胞、またはその両方においてＵＣＰ１
のｍＲＮＡ発現を増加させるための方法を提供する。例えば、細胞透過性ｃＡＭＰ誘導体
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およびペルオキシソーム増殖因子活性化受容体－γ（ＰＰＡＲ－γ）アゴニストなどの作
用物質を用いて、ＢＡＴ前駆細胞、分化した褐色脂肪細胞、またはその両方におけるＵＣ
Ｐ１のｍＲＮＡ発現を増加させることができる。増大したＵＣＰ１発現は、当該分野で公
知の方法によって決定することができ、これには、ＵＣＰ１のｍＲＮＡの定量的ＲＴ－Ｐ
ＣＲによる測定が含まれる。ＵＣＰ１のｍＲＮＡのＲＴ－ＰＣＲ分析に使用するための典
型的なプライマーは、配列番号１～４および１１～１２として提供される。
【００２１】
　脂肪生成培地に曝露されたＢＡＴ前駆細胞は、脂肪生成培地に曝露されていないＢＡＴ
前駆細胞よりも高レベルのＵＣＰ１のｍＲＮＡを含有することができる。サイクロフィリ
ン（ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ）ｍＲＮＡレベルは、細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＭＡの存
在量を評価するための正規化値（細胞数または全ＲＮＡ量を反映する）としての役割を果
たすことができる。いくつかの実施形態では、脂肪生成培地に曝露されていないＢＡＴ前
駆細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは、ＲＴ－ＰＣＲを用いて検出することができ
ないが、一方、分化した褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは検出すること
ができ、サイクロフィリンｍＲＮＡレベルに対して正規化され得る。ＵＣＰ１発現の比較
測定として、分化した褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは、培養されたマ
ウスの褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルと比較可能である。本開示は、培
養されたマウスの褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルの約２５％の、分化し
た褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルを提供し、一方、他の実施形態では、
ＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは、培養されたマウスの褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲ
ＮＡレベルの約２５±１０％または約１５％～約３０％である。本開示は、分化した褐色
脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルが、培養されたマウスの褐色脂肪細胞におけ
るＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルの約５％～約１００％の範囲にあることを意図している。い
くつかの実施形態では、ＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは、培養されたマウスの褐色脂肪細胞
におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルの１００％を上回ることができる。
【００２２】
　分化した褐色脂肪細胞は、同種または同じ個体の成体骨格筋生検における細胞よりも有
意に高いレベルのＵＣＰ１のｍＲＮＡを含むことができる。さらに、分化した褐色脂肪細
胞のＵＣＰ１タンパク質の量は、同種または同じ個体の胎児ＢＡＴにおけるＵＣＰ１タン
パク質量とおよそ等しくてもよい。本開示は、ヒトの分化した褐色脂肪細胞におけるＵＣ
Ｐ１のｍＲＮＡレベルが、インビボでのヒト褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレ
ベルとおよそ等しいことを意図する。いくつかの実施形態では、ヒトの分化した褐色脂肪
細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは、インビボでのヒト褐色脂肪細胞におけるＵＣ
Ｐ１のｍＲＮＡレベルの約１％から数倍高い範囲にあってもよい。
【００２３】
　本開示は、ＢＡＴ前駆細胞、分化した褐色脂肪細胞、またはその両方においてＵＣＰ１
のｍＲＮＡレベルを増加させるための方法を提供する。いくつかの実施形態では、ＢＡＴ
前駆細胞、分化した褐色脂肪細胞、またはその両方においてＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルを
選択的に増加させるための方法を提供する。ＰＰＡＲγアゴニストは、骨格筋および分化
した褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ産生を刺激することができる。例えば、い
くつかの実施形態では、ＰＰＡＲγアゴニストであるロシグリタゾンは、骨格筋または分
化した褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ産生を選択的に刺激する。細胞透過性ｃ
ＡＭＰ誘導体は、骨格筋および分化した褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ産生を
刺激することができる。例えば、いくつかの実施形態では、細胞透過性ｃＡＭＰ誘導体で
ある８－ブロモ－ｃＡＭＰは、骨格筋または分化した褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１のｍ
ＲＮＡ産生を選択的に刺激し、一方、いくつかの実施形態では、細胞透過性ｃＡＭＰ誘導
体である（４－クロロフェニルチオ）－ｃＡＭＰは、骨格筋または分化した褐色脂肪細胞
におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ産生を選択的に刺激する。
【００２４】
　ミトコンドリア転写因子Ａ（「ｍｔＴＦＡ」）およびペルオキシソーム増殖因子活性化
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受容体－γコアクチベータ－１α（「ＰＧＣ－１α」）は、ミトコンドリア形成の制御に
関与している。分化した褐色脂肪細胞は、大量のｍｔＴＦＡ、ＰＧＣ－１α、またはその
両方を含むことができる。本開示は、分化していないＢＡＴ前駆細胞と比較して、有意に
増加したレベルのｍｔＴＦＡのｍＲＮＡ、ＰＧＣ－１αのｍＲＮＡ、またはその両方を有
する分化した褐色脂肪細胞を提供する。ミトコンドリアマーカーであるシトクロムオキシ
ダーゼＩＶ（ＣＯＸ　ＩＶ）は、ミトコンドリアの呼吸鎖と関連している。本開示は、分
化していないＢＡＴ前駆細胞と比較して、有意に増加したレベルのＣＯＸ　ＩＶのｍＲＮ
Ａを有する分化した褐色脂肪細胞を提供する。
【００２５】
　いくつかの実施形態による分化した褐色脂肪細胞は、高レベルの脱共役呼吸および／ま
たは高い代謝率を有する。脱共役呼吸は、プロトンが、アデノシン三リン酸（「ＡＴＰ」
）の産生を促すアデノシン三リン酸シンターゼ（「ＡＴＰシンターゼ」）酵素を通過する
ときではなく、内部のミトコンドリア膜を横切って漏出するときに起こり得る。膜を横切
る電気化学的プロトン勾配におけるプロトン移動によって放出されるエネルギーは、ＡＴ
Ｐを作るプロセスに入るのではなく、熱として消散される。脱共役呼吸は、ＡＴＰシンタ
ーゼによるＡＴＰ形成とは独立して生じる、細胞呼吸の一部の機能として測定することが
できる（例えば、酸素消費量）。例えば、ＡＴＰシンターゼの機能をブロックするオリゴ
マイシン存在下での、酸化的リン酸化の電子伝達鎖における酸素消費量は、脱共役呼吸の
尺度を提供する。
【００２６】
　本開示は、分化していないＢＡＴ前駆細胞と比較して、脱共役呼吸の有意に増加したレ
ベルを有する分化した褐色脂肪細胞を提供する。いくつかの実施形態では、本開示は、全
呼吸の約５０％の脱共役呼吸レベルを有する分化した褐色脂肪細胞を提供する。いくつか
の実施形態は、全呼吸の約２０％～約５０％の範囲のレベルで脱共役呼吸を示す。比較の
ための標準としての成体白色脂肪細胞における脱共役呼吸のレベルを用いると、いくつか
の実施形態は、成体白色脂肪細胞の場合よりも約１．５～約３．５倍の範囲の脱共役呼吸
を示す。いくつかの実施形態では、脱共役呼吸レベルは成体白色脂肪細胞の場合の約２．
５倍である。本開示は、とりわけ、グルコースを代謝し、脂肪酸を酸化し、酸化的リン酸
化の脱共役を介して熱としてエネルギーを消散することができるようになっている分化し
た褐色脂肪細胞を提供する。
【００２７】
　本開示は、インビトロおよびインビボにおける、ＢＡＴ前駆細胞から褐色脂肪細胞への
分化を促進する条件および作用物質（例えば、化合物、タンパク質、生物学的製剤など）
を提供する。いくつかの実施形態では、分化を促進する作用物質は、ＰＰＡＲγ活性化因
子、調節因子、もしくは阻害因子（例えば、ロシグリタゾン）、ＰＰＡＲα活性化因子も
しくは調節因子（例えば、ＧＷ９５７８）、ＰＰＡＲδ活性化因子もしくは調節因子（例
えば、ＧＷ５０１５１６もしくはＧＷ０７４２）、デュアル（ｄｕａｌ）ＰＰＡＲαおよ
びＰＰＡＲδ活性化因子もしくは調節因子、ｐａｎ－ＰＰＡＲ（α、δ、γ）活性化因子
もしくは調節因子（例えば、ＧＷ４１４８）、ＰＤＥ４阻害因子（例えば、ロリプラムも
しくはＩＢＭＸ）、ＰＤＥ７阻害因子（例えば、ＢＭＳ５８６３５３もしくはＢＲＬ５０
４８１もしくはＩＢＭＸ）、ＮＲＩＰ１（ＲＩＰ１４０）阻害因子、ＰＴＥＮ阻害因子（
例えば、カリウムビスペルオキソ（ビピリジン）オキソバナデートもしくは２カリウムビ
スペルオキソ（５－ヒドロキシピリジン－２－カルボキシル）オキソバナデート）、α１

－アドレナリン作用性の完全もしくは部分的なアゴニスト（例えば、フェニレフリンもし
くはシラゾリン）、ＲＸＲα活性化因子もしくは調節因子（例えば、ＬＧＤ１０６９（タ
ルグレチン）もしくは９－シスレチノイン酸）、ＰＧＣ－１α活性化因子、ＰＧＣ－１β
阻害因子もしくは活性化因子、アディポネクチンもしくはアディポネクチン受容体Ａｄｉ
ｐｏＲ１および／もしくはＡｄｉｐｏＲ２の活性化因子、ＮＯＳ阻害因子もしくは活性化
因子（例えば、２－エチル－２－チオプソイド尿素もしくはＮＧ－ニトロ－Ｌ－アルギニ
ンメチルエステル（Ｌ－ＮＡＭＥ）もしくはアデノシン）、ＲｈｏキナーゼＲＯＣＫ阻害
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因子（例えば、ファスジル）、ＢＤＮＦ、モノアミンオキシダーゼ（ＭＡＯ）Ａ阻害因子
および／もしくはＭＡＯ　Ｂ阻害因子（例えば、イソカルボキサジド（ｉｓｏｃａｒｂｏ
ｘａｚｉｄ）、モクロベミド、セレギリン）、ＳＲＣの活性化因子、ＥＧＲＦの阻害因子
（例えば、エルロチニブもしくはＺＤ１８３９－ゲフィニチブもしくはアルゴス（Ａｒｇ
ｏｓ）タンパク質）、ＦＡＡＨの阻害因子（例えば、ＵＲＢ５９７）、ＭＡＰＫ１の阻害
因子（例えば、ＰＤ９８０５９）もしくはＭＡＰＫ２の阻害因子（例えば、ＰＤ９８０５
９）もしくはＭＡＰＫ４の阻害因子もしくはＭＡＰＫ５の阻害因子もしくはＭＡＰＫ７の
阻害因子もしくはＭＡＰＫ８の阻害因子（例えば、ＰＤ９８０５９）、ＣＤＫ９の阻害因
子（例えば、１，５，６，７－テトラヒドロ－２－（４－ピリジニル）－４Ｈ－ピロロ［
３，２－ｃ］ピリジン－４－オン塩酸塩）、ＴＧＲ５アゴニスト（例えば、オレアノール
酸）、ＡＭＰＫ活性化因子（例えば、ＡＩＣＡＲ）、ＢＭＰ－７、ｍＴＯＲ阻害因子（例
えば、ラパマイシン）、アデニル酸シクラーゼ活性化因子（例えば、フォルスコリン）、
または前述の任意の組合せである。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、ヒト被験体を含む被験体のロシグリタゾンを用いた処置は、
被験体の骨格筋におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ産生の増加をもたらす。ロシグリタゾンを用
いた被験体の処置は、いくつかの実施形態では、骨格筋における褐色脂肪細胞の出現もし
くは分化を誘導するか、骨格筋における既存の褐色脂肪細胞のＵＣＰ１遺伝子発現を増大
させるか、またはその両方を可能にする。例えば、いくつかの実施形態では、骨格筋にお
ける褐色脂肪細胞の出現もしくは分化を、代謝性疾患を患っている被験体において誘導す
ることができる。褐色脂肪細胞は、高いミトコンドリア呼吸および細胞呼吸および脂肪酸
酸化率を伴うグルコースシンクを提供することができ、熱としてエネルギーを消散する（
脱共役酸化的リン酸化）。被験体の代謝率を高めることができ、体重の減少を誘導するこ
とができる。また、褐色脂肪細胞の出現または分化の誘導は、インスリン感受性、血中グ
ルコース恒常性および心血管疾患の危険因子の改善をもたらすことができる。
【００２９】
　また、本開示は、インビトロ、インビボ、またはその両方において、ＢＡＴ前駆細胞か
ら褐色脂肪細胞への分化を促進し、および／またはＵＣＰ１遺伝子発現を誘導する作用物
質（例えば、化合物、タンパク質、生物学的製剤など）の同定を可能にするアッセイを提
供する。このような作用物質は、化合物、タンパク質、生物学的製剤などをスクリーニン
グすることによって同定することができる。例えば、いくつかの実施形態では、単離され
たＣＤ３４＋細胞を用いて、ＵＣＰ１遺伝子発現、および／またはＣＤ３４＋細胞から褐
色脂肪細胞への分化を誘導する能力について作用物質をスクリーニングすることができる
。この様式で同定された作用物質は、例えば、肥満、２型糖尿病、インスリン抵抗性、脂
質異常症などの代謝性疾患の処置を含む、様々な研究、診断および治療目的に使用可能で
ある。いくつかの実施形態では、本開示によるアッセイによって同定された作用物質は、
その物理化学的および／または薬物動態特性の改善について最適化される。
【００３０】
　インビトロおよびインビボにおいて、ＢＡＴ前駆細胞におけるＵＣＰ１、ｍｔＴＦＡ、
ＰＧＣ－１α、および／またはＣＯＸ　ＩＶの発現は、本開示において提供される方法に
従って増大させられ得る。いくつかの実施形態では、脂質生成培地への曝露は、ＢＡＴ前
駆細胞におけるＵＣＰ１、ｍｔＴＦＡ、ＰＧＣ－１α、および／またはＣＯＸ　ＩＶの発
現増加を刺激するために用いることができる。また、ＰＰＡＲγ活性化因子、調節因子、
もしくは阻害因子（例えば、ロシグリタゾン）、ＰＰＡＲα活性化因子もしくは調節因子
（例えば、ＧＷ９５７８）、ＰＰＡＲδ活性化因子もしくは調節因子（例えば、ＧＷ５０
１５１６もしくはＧＷ０７４２）、デュアルＰＰＡＲαおよびＰＰＡＲδ活性化因子もし
くは調節因子、ｐａｎ－ＰＰＡＲ（α、δ、γ）活性化因子もしくは調節因子（例えば、
ＧＷ４１４８）、ＰＤＥ４阻害因子（例えば、ロリプラムもしくはＩＢＭＸ）、ＰＤＥ７
阻害因子（例えば、ＢＭＳ５８６３５３もしくはＢＲＬ５０４８１もしくはＩＢＭＸ）、
ＮＲＩＰ１（ＲＩＰ１４０）阻害因子、ＰＴＥＮ阻害因子（例えば、カリウムビスペルオ
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キソ（ビピリジン）オキソバナデートもしくは２カリウムビスペルオキソ（５－ヒドロキ
シピリジン－２－カルボキシル）オキソバナデート）、α１－アドレナリン作用性の完全
もしくは部分的なアゴニスト（例えば、フェニレフリンもしくはシラゾリン）、ＲＸＲα
活性化因子もしくは調節因子（例えば、ＬＧＤ１０６９（タルグレチン）もしくは９－シ
スレチノイン酸）、ＰＧＣ－１α活性化因子、ＰＧＣ－１β阻害因子もしくは活性化因子
、アディポネクチンもしくはアディポネクチン受容体ＡｄｉｐｏＲ１および／もしくはＡ
ｄｉｐｏＲ２の活性化因子、ＮＯＳ阻害因子もしくは活性化因子（例えば、２－エチル－
２－チオプソイド尿素もしくはＮＧ－ニトロ－Ｌ－アルギニンメチルエステル（Ｌ－ＮＡ
ＭＥ）もしくはアデノシン）、ＲｈｏキナーゼＲＯＣＫ阻害因子（例えば、ファスジル）
、ＢＤＮＦ、モノアミンオキシダーゼ（ＭＡＯ）Ａ阻害因子および／もしくはＭＡＯ　Ｂ
阻害因子（例えば、イソカルボキサジド、モクロベミド、セレギリン）、ＳＲＣの活性化
因子、ＥＧＲＦの阻害因子（例えば、エルロチニブもしくはＺＤ１８３９－ゲフィニチブ
もしくはアルゴスタンパク質）、ＦＡＡＨの阻害因子（例えば、ＵＲＢ５９７）、ＭＡＰ
Ｋ１の阻害因子（例えば、ＰＤ９８０５９）もしくはＭＡＰＫ２の阻害因子（例えば、Ｐ
Ｄ９８０５９）もしくはＭＡＰＫ４の阻害因子もしくはＭＡＰＫ５の阻害因子もしくはＭ
ＡＰＫ７の阻害因子もしくはＭＡＰＫ８の阻害因子（例えば、ＰＤ９８０５９）、ＣＤＫ
９の阻害因子（例えば、１，５，６，７－テトラヒドロ－２－（４－ピリジニル）－４Ｈ
－ピロロ［３，２－ｃ］ピリジン－４－オン塩酸塩）、ＴＧＲ５アゴニスト（例えば、オ
レアノール酸）、ＡＭＰＫ活性化因子（例えば、ＡＩＣＡＲ）、ＢＭＰ－７、ｍＴＯＲ阻
害因子（例えば、ラパマイシン）、アデニル酸シクラーゼ活性化因子（例えば、フォルス
コリン）、などの作用物質またはそれらの組合せは、ＢＡＴ前駆細胞におけるＵＣＰ１、
ｍｔＴＦＡ、ＰＧＣ－１α、および／またはＣＯＸ　ＩＶの発現増加を刺激するために用
いることができる。
【実施例】
【００３１】
　（実施例）
　本教示の局面は、以下の実施例を考慮してさらに理解され得るが、何れにしても本教示
の範囲を制限するように解釈されるべきではない。
【００３２】
　（実施例１：筋肉血管細胞の選別および分化）
　胎児骨格筋において、ＣＤ３４およびＣＤ１４６は、それぞれ内皮細胞および周皮細胞
の表面で発現されていることが免疫組織化学によって見出されたが、ＣＤ３４はまた、筋
細線維内（ｉｎｔｅｒ－ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ）空間に分散した細胞によって発現さ
れた。図１（Ａ）は、ＣＤ１４６＋周皮細胞（緑色）がＣＤ３４＋内皮細胞（赤色）を囲
んでいる小血管の長手方向の切片を示す。ＣＤ３４＋細胞とＣＤ１４６＋細胞との類似の
分布が成体骨格筋において観察された。
【００３３】
　７つの独立した胎児筋（妊娠１６～２４週）由来の血管細胞は、マルチカラー蛍光活性
化細胞選別（ＦＡＣＳ）を用いて選別された。筋原性前駆体（ＣＤ５６＋）と同様に、造
血（ＣＤ４５＋）細胞を、最初にゲートをかけて除外した。次に、内皮細胞（ＣＤ３４＋
／ＣＤ１４６－）および周皮細胞（ＣＤ３４－／ＣＤ１４６＋）を選別した。ＣＤ３４＋
／ＣＤ１４６－／ＣＤ４５－／ＣＤ５６－は、以後、ＣＤ３４＋細胞と表され、ＣＤ３４
－／ＣＤ１４６＋／ＣＤ４５－／ＣＤ５６－はＣＤ１４６＋細胞と表される。図１（Ｂ）
は、ＣＤ３４＋／ＣＤ１４６－およびＣＤ３４－／ＣＤ１４６＋細胞精製を示す。解離し
た細胞を、ＰＥ－抗ＣＤ３４、ＦＩＴＣ－抗ＣＤ１４６、ＰＥ－Ｃｙ７－抗ＣＤ５６、お
よびＡＰＣ－Ｃｙ７－抗ＣＤ４５抗体で染色し、ＦＡＣＳ　Ａｒｉａセルソーターで実行
した。ＣＤ４５＋およびＣＤ５６＋細胞（左パネル）の排除後、ＣＤ３４＋またはＣＤ１
４６＋ゲート内の細胞を単離した。ＣＤ３４＋細胞は、開始胎児筋細胞集団の８±１％に
達した。
【００３４】
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　図１（Ｃ）は、ＣＤ３４＋／ＣＤ１４６－／ＣＤ４５－／ＣＤ５６－（ＣＤ３４）、Ｃ
Ｄ３４－／ＣＤ１４６＋／ＣＤ４５－／ＣＤ５６－（ＣＤ１４６）、および選別されてい
ない全細胞に対するＲＴ－ＰＣＲ分析を示す。アクチンｍＲＮＡを対照として測定した。
ＣＤ３４＋細胞は、検出され得るＣＤ４５＋造血細胞またはＣＤ５６＋筋原細胞による汚
染がないことが示された。
【００３５】
　選別された細胞は、ＥＧＭ２培地中で４～６日間、そして材料および方法で記載した脂
質生成培地中で８～１２日間増殖させた。これらの条件は、ＷＡＴ初代培養における白色
脂肪細胞分化を維持する。図２は、初代培養（ＰＣ）におけるＣＤ３４＋（図２（Ａ））
およびＣＤ１４６＋（図２（Ｂ）、図２（Ｃ））細胞、ならびに最大３継代（Ｐ３）の培
養において増殖させたＣＤ３４＋（図２（Ｄ））細胞を示す。実質的に全ての選別された
胎児筋ＣＤ３４＋細胞は、脂肪細胞様の多房性細胞に分化した（図２（Ａ）、２（Ｄ））
。細胞培養において、多房性構造が白色および褐色脂肪細胞によって共有されることは注
目すべきである。対照的に、胎児筋ＣＤ１４６＋細胞は、上述した条件下で非常にゆっく
りと増殖した。これらの細胞は、細胞密集に到達せず、大きなサイズ、広がった形状、お
よび不規則な境界によって特徴付けられる周皮細胞様の外観を示した（図２（Ｂ）および
（Ｃ））。偶発的な多房性細胞を検出することができた（図２（Ｃ））。上述した条件下
で最大３継代（４週間）培養して増殖させたＣＤ３４＋細胞の形態は、成熟脂肪細胞の大
きさはより小さかったが、初代培養で観察した場合と類似していた（図２（Ｄ））。
【００３６】
　（実施例２：培養したＣＤ３４＋細胞におけるＵＣＰ１発現）
　胎児筋ＣＤ３４＋細胞の著しい脂肪細胞様分化は、さらなる特徴付けの動機となった。
際立って、定量的ＲＴ－ＰＣＲは、これらの細胞における高レベルのＵＣＰ１のｍＲＮＡ
を示した。図２（Ｅ）は、初代培養（ＰＣ）または最大３継代（Ｐ３）まで増殖させたＣ
Ｄ３４＋細胞におけるＵＣＰ１（白抜きカラム）とレプチン（灰色カラム）のｍＲＮＡ発
現の定量的ＲＴ－ＰＣＲ決定を示す。サイクロフィリンＡに対して正規化された平均ＵＣ
Ｐ１のｍＲＮＡレベルは、１７９７±５１０任意単位であり（即ち、対応するサイクロフ
ィリンＡ値を用いて正規化された任意値の±ｓ．ｅ．ｍ．；ｎ＝４～７）、これは、この
アッセイにおいて、２５ｎｇのｃＤＮＡについて２２サイクル閾値（Ｃｔ）に対応する。
【００３７】
　比較のための、培養中の分化マウス褐色脂肪細胞におけるサイクロフィリンＡに対して
正規化された平均ＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは、７７１５±２６４９（ｎ＝１０）任意単
位であった。したがって、ヒトＣＤ３４＋細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡのレベルは、
培養したマウス褐色脂肪細胞のレベルのほぼ４分の１に達した。ヒト胎児ＢＡＴは定量的
ＲＴ－ＰＣＲ分析について正の対照として使用されなかった。それは、妊娠中絶後の時間
経過によるＲＮＡ分解の危険性が高いためであった。アンプリコンをクローニングし、配
列決定し、ヒトＵＣＰ１と１００％同一であることが分かった。最大３継代まで増殖させ
た胎児筋ＣＤ３４＋細胞においては、初代培養細胞において検出された場合の４３％に達
し、高いＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現がなおも観察された。ＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現は、分化
していない胎児筋ＣＤ３４＋細胞または初代培養におけるＣＤ１４６＋細胞において検出
されなかった。レプチンのｍＲＮＡレベルは、初代培養細胞および増殖した細胞において
、それぞれ９．９±５．５および７１±５２任意単位であった（図２Ｅ）。
【００３８】
　（実施例３：ＣＤ３４＋細胞のさらなるフェノタイピング）
　培養して増殖させた胎児筋ＣＤ３４＋細胞の遺伝子発現パターンを良好に特徴付けるた
めに、遺伝子チップ分析を行った。有意な検出Ｐ値（ｐ＜０．０１）を有するいくつかの
代表的な遺伝子ｍＲＮＡの発現レベルを表１に示し、ヒト筋生検のレベルと比較する。以
下のタンパク質のｍＲＮＡが選択された：参照遺伝子としてのＵＣＰ１、熱発生およびミ
トコンドリア形成の制御に関与するミトコンドリア転写因子Ａ（ｍｔＴＦＡ）およびペル
オキシソーム増殖因子活性化受容体（ＰＰＡＲγ）およびＰＰＡＲγコアクチベータ－１
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α（ＰＧＣ－１α）、ミトコンドリア呼吸鎖コハク酸デヒドロゲナーゼ（ＳＤＨ）および
シトクロムオキシダーゼＩＶ（ＣＯＸ　ＩＶ）の酵素、脂肪酸分解経路の酵素、カルニチ
ンパルミトイルトランスフェラーゼ１Ｂ（ＣＰＴ１Ｂ）、アシル－コエンザイムＡデヒド
ロゲナーゼ長鎖（ＡＣＡＤ）およびＣ－４～Ｃ－１２直鎖（ＡＣＡＤＭ）、ならびに骨格
筋マーカーであるミオゲニン、筋原性因子５（Ｍｙｆ５）および筋原性分化１（ＭｙｏＤ
１）。シデア（Ｃｉｄｅａ）は、ＢＡＴで高く発現し、ＵＣＰ１活性の抑制因子として作
用することができ［１６］、ＢＡＴマーカーとして選択された。これらの遺伝子のＧｅｎ
ｂａｎｋアクセッション番号は、追加のデータに示されている。
【００３９】
【表１】

　表１のデータは、平均イルミナ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）シグナルとして表される。検出Ｐ
値は＜０．０１である。以下の省略形を用いる：ｎ．ｓ．，有意でない；ｍｔＴＦＡ、ミ
トコンドリア転写因子Ａ；ＰＰＡＲγ、ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体－γ；Ｐ
ＧＣ－１α、ＰＰＡＲγコアクチベータ－１α；ＣＯＸ　ＩＶ、シトクロムオキシダーゼ
ＩＶ；ＳＤＨ、コハク酸デヒドロゲナーゼ；ＣＰＴ１Ｂ、カルニチンパルミトイルトラン
スフェラーゼ１Ｂ；ＡＣＡＤ、アシル－コエンザイムＡデヒドロゲナーゼ長鎖；ＡＣＡＤ
Ｍ、Ｃ－４～Ｃ－１２直鎖；Ｍｙｆ５、筋原性因子５；ＭｙｏＤ１、筋原性分化１。
【００４０】
　ＵＣＰ１は、胎児筋の増殖ＣＤ３４＋細胞において有意に発現したが、成体筋生検では
発現しなかった（これらについてはｐ＝０．１２）。胎児筋由来の増殖ＣＤ３４＋細胞に
おいて選択した遺伝子のｍＲＮＡ発現レベルは、ＰＧＣ－１αおよびＣＰＴ１ＢのｍＲＮ
Ａ（該細胞において約１／５の発現）ならびにＰＰＡＲγおよびＡＣＡＤのｍＲＮＡ（筋
生検においてそれぞれ１／４０および１／７の発現）を除いて、成体筋生検のレベルと同
等であった。筋マーカーであるミオゲニン、Ｍｙｆ５およびＭｙｏＤ１のｍＲＮＡは筋肉
でははっきりと発現したが細胞では発現されず、一方、ＢＡＴマーカーであるシデアのｍ
ＲＮＡは細胞では発現したが筋肉では発現しなかった。β３－アドレナリン受容体のｍＲ
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ＮＡは、この遺伝子チップ分析で検出できなかった。しかしながら、β３－アドレナリン
受容体のｍＲＮＡが、初代培養の胎児筋ＣＤ３４＋細胞において定量的ＲＴ－ＰＣＲ（参
照としてサイクロフィリンＡを用いた場合には任意値０．０８４±０．０４４；ｎ＝４）
によって検出されたことは注目される。また、ｍｔＴＦＡ、ＰＧＣ１－αおよびＣＯＸ　
ＩＶの測定が、定量的ＲＴ－ＰＣＲによって実施され、異なる技術を用いて遺伝子チップ
データを確認した。この結果は確証のためのものであり、初代培養の胎児筋ＣＤ３４＋細
胞は、参照としてサイクロフィリンＡを用いるとき、高レベルのｍｔＴＦＡ、ＰＧＣ１－
αおよびＣＯＸ　ＩＶのｍＲＮＡを発現することを示した［それぞれ、３０６±１１７、
３８５±２９４、および２３，４００±１０，３００任意単位（ｎ＝３～４）に達する］
。
【００４１】
　ＵＣＰ１タンパク質は、ヒトＵＣＰ１（８０％同一性）と交差反応する抗マウス抗体を
用いたウェスタンブロッティングによって評価すると、胎児ＢＡＴと同程度に、初代培養
胎児筋ＣＤ３４＋細胞において富んでいた。図２（Ｆ）は、組織または全細胞抽出物にお
ける、ＵＣＰ１およびグリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）タンパ
ク質の典型的なウェスタンブロット分析を示す。１９週胎児の肩甲骨間ＢＡＴ（レーン１
）、初代培養のＣＤ３４＋細胞（レーン２）、および成人の骨格筋（レーン３）を示す。
２５μｇのタンパク質を各レーンにロードした。
【００４２】
　（実施例４：酸化的リン酸化の脱共役）
　筋肉由来細胞におけるＵＣＰ１の考えられる機能を考察するために、単離、培養したヒ
ト胎児筋ＣＤ３４＋細胞および成人白色脂肪細胞のミトコンドリア呼吸を比較した。基礎
呼吸は、アンチマイシンＡ感受性の酸素消費として定義された。脱共役呼吸（プロトン漏
出）は、ＡＴＰシンターゼブロッカーであるオリゴマイシンに感受性でない基礎呼吸の割
合として定義された。
【００４３】
　図３（Ａ）は、初代培養で増殖させて新鮮なうちにトリプシン処理した単離胎児筋ＣＤ
３４＋細胞および成人白色脂肪細胞における、ミトコンドリア呼吸の脱共役を示す。結果
は、平均±ｓ．ｅ．ｍ．である；＊ｐ＜０．０５。ｎ＝３。全呼吸に対する脱共役された
ものの比率は、ヒト胎児筋ＣＤ３４＋細胞および成体白色脂肪細胞においてそれぞれ４７
±１２％および１９±２％であった。
【００４４】
　（実施例５：培養されたＣＤ３４＋細胞におけるＵＣＰ１発現の調節）
　胎児筋ＣＤ３４＋細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現は、薬物処理によって調節可能
であった。細胞透過性ｃＡＭＰ誘導体は、初代培養細胞および増殖細胞においてＵＣＰ１
のｍＲＮＡ発現を強力に（７～８倍）刺激した。初代培養（ＰＣ）または最大３継代（Ｐ
３）まで増殖させたＣＤ３４＋細胞におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現に対する、ｃＡＭＰ
誘導体、８－ブロモ－ｃＡＭＰ、０．２５ｍＭまたは（４－クロロフェニルチオ）－ｃＡ
ＭＰ、０．２５ｍＭ（ｃＡＭＰ）の効果を図３（Ｂ）に示す。全ての細胞は、ＥＧＭ２培
地中で４～６日間増殖させ、次に、材料および方法に記載した脂肪生成培地中に８～１２
日間置いた。結果は、対応するサイクロフィリンＡ値を用いて正規化された任意値の平均
±ｓ．ｅ．ｍ．である。それらの値は、１００％と考えられるそれぞれの無処理（対照）
の値の％で表される（＊ｐ＜０．０５。ｎ＝３～６）。
【００４５】
　ＰＰＡＲγアゴニストであるロシグリタゾンは初代培養細胞では効果がなかったが、増
殖細胞ではＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現を強力に（８倍）刺激した。ＣＤ３４＋細胞のＰＣま
たはＰ３におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現に対するロシグリタゾン（Ｒｏｓｉ）１μＭの
効果を図３（Ｃ）に示す。結果を図３（Ｂ）として表す（＊＊ｐ＜０．０１、ｎ＝４～７
）。
【００４６】
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　（実施例６：ヒト褐色脂肪細胞前駆体の筋肉特異性および一生を通じた持続性）
　ヒト胎児筋からのＵＣＰ１発現細胞の派生は、この組織および胎児期への褐色脂肪細胞
前駆体の制限という疑問を生じさせた。この問題に対処するために、ヒト胎児膵臓、肺お
よび肝臓からＦＡＣＳによって精製されたＣＤ３４＋細胞が、胎児筋ＣＤ３４＋細胞と同
じ脂肪生成条件下で培養された。選別された細胞はゆっくりと増殖し、それらの小さな割
合だけが多房となった。ＵＣＰ１のｍＲＮＡは膵臓または肺細胞において発現されなかっ
た；しかしながら、僅かな発現が肝細胞において測定され、胎児筋ＣＤ３４＋細胞におい
て検出されたものの２％に達した（示さず）。
【００４７】
　また、４つの成体（５０～７８歳）の骨格筋試料から選別されたＣＤ３４＋細胞は、脂
肪生成条件下で初代培養（ＰＣ）において増殖し、多房性細胞に分化した。これらの細胞
は、他のタイプの細胞とともに散在し、それらのいくつかは小さな脂肪滴を含んでいた（
図４（Ａ））。ＵＣＰ１のｍＲＮＡレベル（３７０±１３２任意単位）は、初代培養した
胎児筋ＣＤ３４＋細胞において検出されたものの２１％であった。対照的に、レプチン発
現（７５±６９任意単位）は、胎児細胞より７．６倍高かった。図４（Ｂ）は、ＵＣＰ１
（白抜きカラム）およびレプチン（灰色カラム）のｍＲＮＡ発現の定量的ＲＴ－ＰＣＲ決
定を示す。全ての細胞を、ＥＧＭ２培地において４～６日間増殖させ、次に、材料および
方法に記載した脂肪生成培地中で８～１２日間置いた。結果は、対応するサイクロフィリ
ンＡ値に対して正規化された任意値の平均±ｓ．ｅ．ｍ．である（ｎ＝４～５）。また、
４つの成体（４５～５５歳）ＷＡＴ試料から選別されたＣＤ３４＋細胞を、脂肪生成条件
下で初代培養（ＰＣ）において増殖させた。それらは、部分的に多房性となったが（図４
（Ｃ））、ＵＣＰ１のｍＲＮＡを発現しなかった。
【００４８】
　（実施例７：ヒト筋肉おけるＵＣＰ１のｍＲＮＡ発現の検出およびインビボでのロシグ
リタゾンの効果）
　成体骨格筋の褐色脂肪細胞前駆体はインビボで分化し、ＵＣＰ１を発現する細胞を生じ
させることができる。成体骨格筋におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡの存在は、高感度ＲＴ－Ｐ
ＣＲ技術を用いて追跡され、実際には、低レベルのＵＣＰ１のｍＲＮＡが、１０人の細身
の被験体の腹直筋において検出された（ＵＣＰ１／サイクロフィリンＡ比：２４±９）。
ＰＣＲ増幅した断片を配列決定し、ヒトＵＣＰ１と１００％同一であることが分かった。
成体筋肉におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルは、培養中の胎児筋ＣＤ３４＋細胞の場合の
１／７５であった。
【００４９】
　ＰＰＡＲγアゴニストであるロシグリタゾンは、培養中の筋ＣＤ３４＋細胞におけるＵ
ＣＰ１のｍＲＮＡ発現の強力な誘導因子であるため、ヒトにおいてインビボにおけるこの
化合物の効果を調査した。ロシグリタゾンを用いたメタボリックシンドロームの管理につ
いて処置された、２型真性糖尿病を有する７人の肥満患者からの外側広筋生検を使用した
。生検は、ロシグリタゾンによる８週間の処置前および後に得た（２×４ｍｇ／日）。ロ
シグリタゾンによる処置は、患者のインスリン抵抗性および糖尿病の有意な改善をもたら
した。その研究では、ロシグリタゾンは、インスリン感受性における改善に付随して、約
１．６倍に筋肉中のＵＣＰ１の発現レベルを増大させた。図５は、ＵＣＰ１のｍＲＮＡ発
現の定量的ＲＴ－ＰＣＲ決定を示す。結果は、対応するサイクロフィリンＡ値を用いて正
規化された任意値の平均±ｓ．ｅ．ｍ．である（ｎ＝７、＊ｐ＜０．０５　対　対照）。
使用したＲＴ－ＰＣＲ条件が異なるため、この図の任意値は図２～４の値との直接的な比
較を提供しない。
【００５０】
　図５は、患者群（ｎ＝７）からの骨格筋生検におけるＵＣＰ１のｍＲＮＡレベルを示し
、「対照」は処置前のレベルに対応し、および「Ｒｏｓｉ」はロシグリタゾンによる処置
（８週）後のレベルに対応する。長期的研究で、各個体におけるＵＣＰ１レベルに対する
ロシグリタゾンの効果（「対照」（前条件）と「Ｒｏｓｉ」（後条件）とについて個別の
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値の比較）を決定した。２５ｎｇのｃＤＮＡ（ＲＮＡの逆転写によって生成される）から
開始して、リアルタイムＰＣＲ中の検出閾値（Ｃｔ）は、ＵＣＰ１については約２２、お
よびサイクロフィリンについては約１８であった。ロシグリタゾンの効果（処置終了時　
対　処置前のＵＣＰ１レベル）は以下の通りであった：
　患者１：５０％増加（１５０％まで、対照＝４３７、Ｒｏｓｉ＝６５２任意単位）
　患者２：変化なし（１００％まで、対照＝４４４、Ｒｏｓｉ＝４５３任意単位）
　患者３：８０％増加（１８０％まで、対照＝３７８、Ｒｏｓｉ＝６７７任意単位）
　患者４：１８０％増加（２８０％まで、対照＝２６０、Ｒｏｓｉ＝７３０任意単位）
　患者５：８％増加（１０８％まで、対照＝５５３、Ｒｏｓｉ＝６００任意単位）
　患者６：３１０％増加（４１０％まで、対照＝１３５、Ｒｏｓｉ＝５５６任意単位）
　患者７：１０％増加（１１０％まで、対照＝１２８、Ｒｏｓｉ＝１４２任意単位）。
【００５１】
　ロシグリタゾンの強力な効果は、１．５～４．１倍の間で変化し、７人の患者中４人に
おいて観察された。この結果は、ロシグリタゾンが褐色脂肪細胞の出現を誘導し、かつ／
または患者の骨格筋における既存の褐色脂肪細胞におけるＵＣＰ１遺伝子の発現を増大さ
せたことを示唆する。ＰＰＡＲγアゴニストのこの効果は、インスリン感作物質としての
この作用物質の治療効果において主要な役割を果たし得る。
【００５２】
　（実施例８：ヒトＵＣＰ１プロモーター／エンハンサー領域の潜在的な調節因子のスク
リーニング）
　同定および単離されたＣＤ３４＋細胞は、これらの細胞から褐色脂肪細胞への分化を誘
導するか、またはＵＣＰ１の発現を調節する作用物質（化合物、タンパク質、生物学的製
剤など）を同定するためのツールとして用いることができる。
【００５３】
　この目的のため、ヒトＵＣＰ１遺伝子の転写開始部位のＤＮＡ上流（５’における）の
大きな領域（６ｋｂ）（プロモーター／エンハンサー領域を含む）は、レポーター／ＭＡ
Ｒ　ＧＦＰ（緑色蛍光タンパク質）またはルシフェラーゼ中にクローニングされた。この
構築物を用いてＣＤ３４＋細胞をトランスフェクトし、細胞をマルチウェルプレートで増
殖させ、細胞の蛍光（ＧＦＰ）または発光（ルシフェラーゼ）を増加（これは、遺伝子発
現の誘導（つまり増加されたＵＣＰ１発現）を反映する）させる作用物質についてスクリ
ーニングした。これは、ＵＣＰ１遺伝子の転写を増大させ、かつ／またはＵＣＰ１転写の
翻訳を増大させ、かつ／またはＵＣＰ１転写物もしくはタンパク質を安定化させることに
よって、ＣＤ３４＋細胞から褐色脂肪細胞への分化および／またはＵＣＰ１の発現を増大
させることができる作用物質の同定を可能にする。
【００５４】
　例えば、ロシグリタゾンなどのＰＰＡＲγ調節因子または活性化因子を用いて、ＣＤ３
４＋前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化を促進することができる（図３（Ｃ）および５）
。別の例は、８－ブロモ－ｃＡＭＰおよび／もしくは（４－クロロフェニルチオ）－ｃＡ
ＭＰ（図３（Ｂ））のようなｃＡＭＰ誘導体、またはプロテインキナーゼＡ（ＰＫＡ）活
性化因子またはホスホジエステラーゼ阻害因子の使用である。別の例は、トリヨードチロ
ニン（Ｔ３）、他の甲状腺ホルモン、甲状腺ホルモン受容体であるＴＲαおよび／または
ＴＲβのアゴニストまたは調節因子の使用である。別の例は、イソプロテレノール（ｐａ
ｎ－アゴニスト）または特異的なβ１－、β２－、β３－アゴニストのようなβ－アドレ
ナリン作用性アゴニストまたは調節因子を使用することである。別のものは、遺伝子チッ
プ研究によって明らかにされる候補受容体、またはこれらの受容体の下流にあるシグナル
伝達経路における標的遺伝子の調節因子の使用である。
【００５５】
　（実施例９：遺伝子チップ研究）  
　遺伝子チップ研究は、ＣＤ３４＋前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化、および／または
ＵＣＰ１の発現の誘導において役割を果たす分子経路を同定するために行われた。ＣＤ３
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４＋細胞は、ヒト骨格筋生検から単離され、以下の２つの研究に使用された：（１）ｃＡ
ＭＰ研究：ＣＤ３４＋細胞を、ビヒクル（対照１試料）またはｃＡＭＰ（ｃＡＭＰ試料）
を添加して、材料（対照）に記載したように分化させ；および、（２）ロシグリタゾン研
究：ＣＤ＋３４細胞を、ロシグリタゾンが脂質生成培地から除外されたことを除いて、材
料に記載したように分化させた（対照２試料）。ロシグリタゾンは、この研究では第２試
料（ロシグリタゾン試料）にだけ添加された。
【００５６】
　発明者らは、これらの化合物がＣＤ３４＋細胞から褐色脂肪細胞への分化、およびＵＣ
Ｐ１の発現を促進することを見出した（図３（Ｂ）、（Ｃ）参照）。
【００５７】
　全ＲＮＡをこれらの細胞から精製し、転写プロフィールは、イルミナヒトＷＧ－６ビー
ドチップ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｈｕｍａｎ　ＷＧ－６　ＢｅａｄＣｈｉｐ（Ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｉｎｃ．，Ｄｕｒｈａｍ，ＮＣ））を用いて評価された。
結果は、Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　７．０（トライアル
バージョン）を用いて分析された。これらの結果は、どの分子経路がＣＤ３４＋細胞から
褐色脂肪細胞への分化に関与するか、より重要なことには、どの分子標的が褐色脂肪細胞
の出現およびＵＣＰ１の発現を促進する作用物質の開発に用いることができるのかを決定
するために使用された。
【００５８】
　この研究は、以下の作用／作用物質が褐色脂肪細胞の発生を促進するはずであることを
示した：ＰＰＡＲγ活性化因子、調節因子、もしくは阻害因子（例えば、ロシグリタゾン
）、ＰＰＡＲα活性化因子もしくは調節因子（例えば、ＧＷ９５７８）、ＰＰＡＲδ活性
化因子もしくは調節因子（例えば、ＧＷ５０１５１６もしくはＧＷ０７４２）、デュアル
ＰＰＡＲαおよびＰＰＡＲδ活性化因子もしくは調節因子、ｐａｎ－ＰＰＡＲ（α、δ、
γ）活性化因子もしくは調節因子（例えば、ＧＷ４１４８）、ＰＤＥ４阻害因子（例えば
、ロリプラムもしくはＩＢＭＸ）、ＰＤＥ７阻害因子（例えば、ＢＭＳ５８６３５３もし
くはＢＲＬ５０４８１もしくはＩＢＭＸ）、ＮＲＩＰ１（ＲＩＰ１４０）阻害因子、ＰＴ
ＥＮ阻害因子（例えば、カリウムビスペルオキソ（ビピリジン）オキソバナデートもしく
は２カリウムビスペルオキソ（５－ヒドロキシピリジン－２－カルボキシル）オキソバナ
デート）、α１－アドレナリン作用性の完全もしくは部分的なアゴニスト（例えば、フェ
ニレフリンもしくはシラゾリン）、ＲＸＲα活性化因子もしくは調節因子（例えば、ＬＧ
Ｄ１０６９（タルグレチン）もしくは９－シスレチノイン酸）、ＰＧＣ－１α活性化因子
、ＰＧＣ－１β阻害因子もしくは活性化因子、アディポネクチンもしくはアディポネクチ
ン受容体ＡｄｉｐｏＲ１および／もしくはＡｄｉｐｏＲ２の活性化因子、ＮＯＳ阻害因子
もしくは活性化因子（例えば、２－エチル－２－チオプソイド尿素もしくはＮＧ－ニトロ
－Ｌ－アルギニンメチルエステル（Ｌ－ＮＡＭＥ）もしくはアデノシン）、Ｒｈｏキナー
ゼＲＯＣＫ阻害因子（例えば、ファスジル）、ＢＤＮＦ、モノアミンオキシダーゼ（ＭＡ
Ｏ）Ａ阻害因子および／もしくはＭＡＯ　Ｂ阻害因子（例えば、イソカルボキサジド、モ
クロベミド、セレギリン）、ＳＲＣの活性化因子、ＥＧＦＲの阻害因子（例えば、エルロ
チニブもしくはＺＤ１８３９－ゲフィニチブもしくはアルゴスタンパク質）、ＦＡＡＨの
阻害因子（例えば、ＵＲＢ５９７）、ＭＡＰＫ１の阻害因子（例えば、ＰＤ９８０５９）
もしくはＭＡＰＫ２の阻害因子（例えば、ＰＤ９８０５９）もしくはＭＡＰＫ４の阻害因
子もしくはＭＡＰＫ５の阻害因子もしくはＭＡＰＫ７の阻害因子もしくはＭＡＰＫ８の阻
害因子（例えば、ＰＤ９８０５９）、ＣＤＫ９の阻害因子（例えば、１，５，６，７－テ
トラヒドロ－２－（４－ピリジニル）－４Ｈ－ピロロ［３，２－ｃ］ピリジン－４－オン
塩酸塩）、ＴＧＲ５アゴニスト（例えば、オレアノール酸）、ＡＭＰＫ活性化因子（例え
ば、ＡＩＣＡＲ）、ＢＭＰ－７、ｍＴＯＲ阻害因子（例えば、ラパマイシン）、アデニル
酸シクラーゼ活性化因子（例えば、フォルスコリン）、または前述の任意の組合せ。
（材料および方法）
　分析用または分子生物学的グレードの全ての有機および無機化学物質を、Ｓｉｇｍａ　
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Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＩ）およびＧｉｂｃｏ　ＢＲＬ（Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ）から購入した。
（ヒト組織）
　施設内倫理委員会（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｂｏａｒｄ）のプロ
トコールに従って、ピッツバーグ大学内のマギーウィメンホスピタル（Ｍａｇｅｅ　Ｗｏ
ｍｅｎ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ）から、自然発生、自発的または治療的な妊娠中絶後のヒト胎
児組織を匿名で入手した。発育年齢（妊娠１６～２４週）を足長の測定によって推測した
。胎児組織使用に関するインフォームドコンセントは、全ての症例において患者から得た
。成体の廃棄された腹部皮下ＷＡＴは、胃バイパスの１年後に行われた形成外科手術を受
けた４５～５５歳の患者由来であり、Ｐｅｔｅｒ　Ｒｕｂｉｎ博士（ピッツバーグ大学形
成外科部門）から厚意により提供された。細胞選別に使用される成体骨格筋組織は、検視
後の５０～７８歳のドナーから得た。ＲＴ－ＰＣＲ研究の第１群に使用される成体骨格筋
は、１０人の細身の男性および女性被験体のラップバンディング（ｌａｐ　ｂａｎｄｉｎ
ｇ）、鼡径ヘルニアまたは子宮摘出のいずれかの外科処置中に腹直筋から得た。全ての被
験体は、手術中に筋肉試料を提供することに同意し、そのプロトコールは、ディーキン大
学（Ｄｅａｋｉｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）の医学倫理学審査委員会（Ｍｅｄｉｃａｌ　
Ｅｔｈｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）によって承認された。平均年齢は
４５±３歳であり、平均体格指数（ｂｏｄｙ　ｍａｓｓ　ｉｎｄｅｘ）は２２．２±０．
８であった。ＲＴ－ＰＣＲ研究の第２群に使用される成体骨格筋は、７人の２型糖尿病の
肥満の男性および女性患者の外側広筋から、８週間のロシグリタゾン処置（２×４ｍｇ／
日）の前および後に得た。平均年齢は６３±４歳であり、平均体格指数は２９．９±３．
８であった。患者の完全な臨床プロフィールは、以前の刊行物［１８］に記載されている
。全ての被験体は、筋肉試料を提供することに同意し、そのプロトコールは、マーストリ
ヒト大学（Ｍａａｓｔｒｉｃｈｔ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）の医学倫理学審査委員会（Ｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｅｔｈｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ）によって承認され
た。
（マウス）
　センター医科大学（Ｃｅｎｔｒｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｉｒｅ（ジ
ュネーブ））の制度ガイドラインに従って動物を処置した。動物を個別に収容し、１２時
間の明暗サイクルで、２４℃に温度調節された室内で維持した。動物が随意に水および標
準的な実験室用の餌を入手できるようにした。４～６週齢の雄性の１２９匹のＳｖ／ｅｖ
マウスの肩甲骨間ＢＡＴを摘出し、従来報告されている［１９］ように、それらの前駆細
胞を単離し、培養した。
（免疫組織化学）
　新鮮な胎児および成体組織を、液体窒素中で冷却したイソペンタン中に浸すことによっ
て徐々に凍結させた。５～７μｍの切片をクリオスタット（マイクローム（Ｍｉｃｒｏｍ
）ＨＭ　５０５Ｅ）で切り出し、５０％アセトンおよび５０％メタノールで固定し、５分
間室温（ＲＴ）で乾燥させ、次に、リン酸緩衝生理食塩水中で５分間、３回洗浄した。非
特異的な結合部位は、５％のヤギ血清を用いて１時間ＲＴでブロックした。切片をＣＤ３
４マウス抗ヒト抗体（セロテック（Ｓｅｒｏｔｅｃｈ）、１：５０）とともに一晩４℃で
インキュベートし、その後、リンス後、二次ヤギ抗マウスビオチン化抗体（ダコ（ＤＡＫ
Ｏ）、１：１０００）とともに１時間ＲＴで、およびストレプトアビジン－Ｃｙ３（シグ
マ（Ｓｉｇｍａ）、１：１０００）とともに３０分間ＲＴで、または結合体化ＣＤ１４６
－アレクサ（Ａｌｅｘａ）４８８マウス抗ヒト抗体（ケミコン（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）、１
：２００）とともに２時間ＲＴでインキュベートした。核は、４’，６－ジアミノ－２－
フェニルインドールジヒドロクロリド（モレキュラー　プローブス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ）、１：２０００）を用いて５分間ＲＴで染色した。アイソタイプが一致
した負の対照は、各免疫染色で行われた。
（フローサイトメトリー）
　胎児骨格筋、膵臓、肺および肝臓の血管細胞、ならびに成体の筋肉およびＷＡＴの血管
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細胞をフローサイトメトリーによって分析した。新鮮な胎児または成体の筋肉、ならびに
胎児の膵臓、肺および肝臓の組織を、２０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、１％ペニシリン－
ストレプトマイシン（ＰＳ）ならびにコラゲナーゼＩＡ－Ｓ、ＩＩ－ＳおよびＩＶ－Ｓ（
１ｍｇ／ｍＬ）を含むダルベッコ変法イーグル培地高グルコース（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ
　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ（ＤＭＥＭ
））中で外科用メスを用いて小片に切断し、次に、絶え間なく撹拌しながら、３７℃で７
５分間（胎児組織）または９０分間（成体組織）インキュベートした。最終の細胞の解離
は、すりガラススライドの間で達成された。細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、５分
間３５０ｇで遠心分離した。細胞をＤＭＥＭ、２０％ＦＢＳに再懸濁し、１００μｍでろ
過し、トリパンブルーで染色し、死細胞を排除後にカウントした。ＷＡＴ間質血管画分を
Ｃｈａｍｐｉｇｎｙら［２０］に従って、コラゲナーゼ消化により調製した。細胞（分析
のために１０５個、および選別のためにおよそ３０．１０６個）は、１ｍｌ　ＤＭＥＭ、
２０％ＦＢＳ、１％ペニシリン－ストレプトマイシンにおいて、以下：ＣＤ４５－ＡＰＣ
　Ｃγ７（サンタ　クルーズ　バイオテクノロジーズ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１：２００）、ＣＤ５６－ＰＥ　Ｃｙ７（ＢＤファーミゲン
（Ｐｈａｒｍｉｇｅｎ）、１：１００）、ＣＤ３４－ＰＥ（ダコ、１：１００）およびＣ
Ｄ１４６－ＦＩＴＣ（セロテク（Ｓｅｒｏｔｅｃ）、１：１００）の１つと直接結合され
たマウス抗ヒト抗体とともに４℃で１５分間インキュベートされた。洗浄および遠心分離
後、細胞を、死細胞を排除するために７－アミノ－アクチノマイシンＤ（７－ＡＤＤ、Ｂ
Ｄファーミゲン、１：１００）とともに３０分間インキュベートし、７０□ｍでろ過して
、ＦＡＣＳ　Ａｒｉａフローサイトメーター（ベクトン　ディッキンソン（Ｂｅｃｔｏｎ
　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ））で実行した。負の対照として、細胞アリコートは、ＡＰＣ　Ｃ
ｙ７（ＢＤファーミゲン、１：１００）、ＰＥ　Ｃｙ７（ＢＤファーミゲン、１：１００
）、ＰＥ（ケミコン、１：１００）およびＦＩＴＣ（ＵＳバイオロジカル（Ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌ）、１：１００）に結合体化された、アイソタイプが一致したマウスＩｇＧとと
もに同条件下でインキュベートされた。
（細胞培養）
　細胞は、０．２％ゼラチンで被覆されたプレートに２．１０４個／ｃｍ２で播種され、
密集するまで（４～６日間）ＥＧＭ２培地（カンブレックス　バイオ　サイエンス（Ｃａ
ｍｂｒｅｘ　Ｂｉｏ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）、Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ）中３７℃で
培養され、分化するまで（８～１２日間超）、０．８６μＭインスリン、１０μｇ／ｍｌ
トランスフェリン、０．２ｎＭトリヨードチロニン、１μＭロシグリタゾン（グラクソス
ミスクライン（ＧｌａｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ）、Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌ
ｅ　Ｐａｒｋ，ＮＣ）、１００μＭの３－イソブチル－１－メチルキサンチン（ＩＢＭＸ
）、１μＭデキサメタゾンおよび１％ペニシリン－ストレプトマイシンを含むＤＭＥＭ－
Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２培地からなる、Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚら［２１］によって記載された
脂質生成培地の変法で培養された。細胞増殖研究のために、ＥＧＭ２培地だけで増殖させ
た密集細胞を、トリプシン－ＥＤＴＡによる３～５分間３７℃での処理によって脱着し、
次に、１：３に分け、上述したように培養した。酸素測定（ｏｘｙｍｅｔｒｙ）研究に使
用された初代培養のヒト白色脂肪細胞を、以前記載された［２２］ようにして得た。
（ＲＴ－ＰＣＲ）
　全細胞ＲＮＡは、キットのヌクレオスピン（ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ）（登録商標）ＲＮ
ＡＩＩ（クローンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）またはエク
ストラクトオール溶液（ユーロバイオ（Ｅｕｒｏｂｉｏ）、Ｃｏｕｒｔａｂｏｅｕｆ，Ｆ
ｒａｎｃｅ）を用いて調製され、Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ（バイオフォトメーター（
Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ）、エッペンドルフ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ））によって定量
された。オリゴｄＴプライムされた第１鎖ｃＤＮＡは、スーパースクリプト（Ｓｕｐｅｒ
ｓｃｒｐｔ）ＴＭ　ＩＩ　ＲＮａｓｅ　Ｈ逆転写キット（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）、Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）およびオリゴｄＴプライマー、または大容量ｃ
ＤＮＡ逆転写キット（アプライド　バイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔ
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ｅｍｓ）、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）およびランダムプライマーを用いて合成され
た。定量的リアルタイムＰＣＲは、ＡＢＩ高速熱サイクラーシステム、およびＳＹＢＲグ
リーンＰＣＲマスタミックス（アプライド　バイオシステムズ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ
，ＣＡ）を用いて行われた。サイクロフィリンＡは、逆転写の効率に起因した任意の変化
を明らかにするために対照として用いられた。上流および下流のオリゴヌクレオチドプラ
イマーは、汚染しているゲノムＤＮＡの増幅を回避するためにイントロンの両側で選ばれ
た。
【００５９】
　ヒト細胞およびマウスの褐色脂肪細胞におけるリアルタイム定量的ＰＣＲに使用される
プライマーは以下、
【００６０】
【化１】

【００６１】
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である。
【００６２】
　ヒト骨格筋におけるリアルタイム定量的ＰＣＲに使用されるプライマーは以下、
【００６３】

【化３】

である。
【００６４】
　分析的ＰＣＲに使用されるプライマーは以下、
【００６５】
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【化４】

【００６６】
【化５】

である。
【００６７】
　任意単位は、標的ｍＲＮＡレベルをサイクロフィリンｍＲＮＡレベル（Ｃｔに基づく）
に対して正規化することによって決定された。この場合、容易に参照できるように、サイ
クロフィリンレベルを最初に１００，０００で割った。例えば、サイクロフィリンｍＲＮ
Ａに対する標的ｍＲＮＡの比である０．０１７９７を１７９７として表す。
【００６８】
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　（ヒトＵＣＰ１アンプリコンの確認）
　ＰＣＲ増幅された断片は、ＴＯＰＯ－ＴＡクローニングシステム（インビトロジェン、
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を介してｐＣＲ２．１－ＴＯＰＯベクターにクローニングされ
、色選択されたコロニーの精製はキアプレップ　スピン　ミニプレップ（Ｑｉａｐｒｅｐ
　Ｓｐｉｎ　Ｍｉｎｉｐｒｅｐ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ））を用
いて行われた。ＡＢＩ３７００自動化シークエンサー（アプライド　バイオシステムズ（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）にて、アプ
ライド　バイオシステム　ビック　ダイ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ　Ｂｉｇ
　Ｄｙｅ）配列決定キットを用いて、ｐＣＲ２．１－ＴＯＰＯベクターに対してオリゴヌ
クレオチドＭ１３リバースにより配列を決定した。
【００６９】
　（ウェスタンブロット）
　培養細胞は、２００μｌのＲＩＰＡ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％ノニデットＰ
－４０、０．５％デオキシコール酸Ｎａ、０．１％ＳＤＳ、１：２００プロテアーゼイン
ヒビターカクテル（シグマ　ケミカル　カンパニー、Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＩ）、および
５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ　ｐＨ８．０）中でゴム冠ポリスマンを用いて収集された。
ヒトＢＡＴおよび骨格筋は、上記ＲＩＰＡ緩衝液中でホモジナイズされた。Ｌｏｗｒｙの
手法［２３］に従って、タンパク質含量を決定した。ウェスタンブロットは前述［２４］
のように行った。ＵＣＰ１タンパク質は、Ｂ．Ｃａｎｎｏｎ博士（ストックホルム、スウ
ェーデン）によって厚意により提供された、ウサギ抗マウスＵＣＰ１ポリクローナル一次
抗体の１／５００希釈物を用いて検出された。この抗体は、ヒトＵＣＰ１と８０％同一性
、ならびにヒトＵＣＰ２およびＵＣＰ３とそれぞれ０％および１０％同一性を共有するマ
ウスＵＣＰ１のＣ末端デカペプチドに対して生じていた。グリセルアルデヒドリン酸デヒ
ドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）タンパク質は、１／５０００に希釈されたマウス抗マウスＧ
ＡＰＤＨモノクローナル一次抗体（ケミコン　インターナショナル　インコーポレイティ
ド（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．）、Ｔｅｍｅｃｕｌａ，
ＣＡ）を用いて検出された。１／５０００に希釈されたヤギ抗ウサギまたは抗マウスペル
オキシダーゼ標識二次抗体（シグマ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、Ｓ
ｔ．　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ、またはバイオ－ラッド（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ
，ＣＡ）を用いた。シーブルー（ＳｅｅＢｌｕｅ）（登録商標）プラス２事前染色標準ラ
ダー（Ｐｌｕｓ　２　Ｐｒｅ－ｓｔａｉｎｅｄ　Ｓｔａｎｄａｒｄ　Ｌａｄｄｅｒ）（イ
ンビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を用いた。タンパ
ク質シグナルを、標準的なＥＣＬキットを用いた化学発光によって検出し、ハイパーフィ
ルム（Ｈｙｐｅｒｆｉｌｍ）ＥＣＬフィルム上で発色させた。
【００７０】
　（高分解能Ｏ２消費測定）
　酸素消費は、Ｐｅｌｔｉｅｒサーモスタット、クラーク型電極、および統合された電磁
撹拌子を装備した２注入チャンバー呼吸計（オロボロス（Ｏｒｏｂｏｒｏｓ）（登録商標
）オキシグラフ（Ｏｘｙｇｒａｐｈ）、Ｏｒｏｂｏｒｏｓ，Ｉｎｎｓｂｒｕｃｋ，Ａｕｓ
ｔｒｉａ）を用いて測定された。１０％新生仔ウシ血清を含む２ｍｌのＤＭＥＭ　Ｆ１２
中で、３７℃で連続的に撹拌しながら測定を行った。これらの条件下で、この血清は、Ｕ
ＣＰ１脱共役活性を持続するのに必要な脂肪酸を与えた。各Ｏ２消費測定前に、チャンバ
ーの培地を３０分間空気と平衡化し、新鮮なうちにトリプシン処理された細胞を呼吸計ガ
ラスチャンバーに移した。定常状態の呼吸フラックスを観察後、ＡＴＰシンターゼをオリ
ゴマイシン（０．２５～０．５ｍｇ／ｌ）で阻害し、細胞は、１～２μＭの範囲で最適濃
度まで、脱共役剤であるカルボニルシアニド３－クロロ－フェニルヒドラゾンを用いて量
が設定された（ｔｉｔｒａｔｅ）。呼吸鎖をアンチマイシンＡ（１μｇ／ｍｌ）によって
阻害した。酸素消費は、データグラフ（ＤａｔａＧｒａｐｈ）ソフトウェア（Ｏｒｏｂｏ
ｒｏｓ　ｓｏｆｔｗａｒｅ）を用いて計算された。
【００７１】
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　（遺伝子チップ分析）
　３継代まで（４週間）培養して増殖させた胎児筋ＣＤ３４＋細胞の全ＲＮＡ、およびヒ
ト筋生検の全ＲＮＡを上述したように調製した。品質保証測定、ｃＲＮＡ標的の調製、お
よびイルミナヒトＷＧ－６ビートチップを用いた遺伝子チップ分析は、エクスプレッショ
ン　アナリシス、インコーポレイティド（Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｉ
ｎｃ．（Ｄｕｒｈａｍ，ＮＣ））によって行われた。ビードスタジオ（ＢｅａｄＳｔｕｄ
ｉｏ）ノンパラメトリック法は、検出Ｐ値の計算のために使用された。
【００７２】
　（統計分析）
　データは平均±ｓ．ｅ．ｍ．として表される。有意性は対応のないスチューデントｔ検
定（ｕｎｐａｉｒｅｄ　Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ　ｔ－ｔｅｓｔ）を用いて評価された。対応
のある（ｐａｉｒｅｄ）スチューデントｔ検定を用いて、ヒト骨格筋ＵＣＰ１のｍＲＮＡ
レベルに対するロシグリタゾンの効果を決定した。有意性はｐ＜０．０５で設定された。
【００７３】
　（ヒトＵＣＰ１プロモーター／エンハンサー領域のクローニング）
　発明者らのスクリーニング戦略を展開するために、ヒトＵＣＰ１プロモーター／エンハ
ンサーを以下の通りサブクローニングした：
　ヒトＢＡＣ（細菌人工染色体）クローン♯ＲＰ１１－５Ｋ１６（ＡＣ１０８０１９）（
これは、ヒトＵＣＰ１（脱共役タンパク質－１）プロモーター／エンハンサー領域を含む
）は、ＣＨＯＲＩ（オークランド小児病院研究所（Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓ　Ｈｏｓｐｉｔ
ａｌ　Ｏａｋｌａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ））のＢＡＣ－ＰＡＣリ
ソースサービスから入手した。選択されたプロモーター／エンハンサー領域は、ヒトＵＣ
Ｐ１遺伝子（アクセッション番号：ＮＭ＿０２１８３３）の５’ＵＴＲ（非翻訳領域）の
上流－２５位で始まる。ヒトＵＣＰ１遺伝子開始コドンに基づいて、全長クローニングさ
れたプロモーター／エンハンサー配列は、－１４９位と－６２６９位との間に位置する。
【００７４】
　プライマーセットは以下のいずれかを増幅するために設計された：
　ｉ）全長標的化プロモーター／エンハンサー領域（ＵＣＰ１　５’ＵＴＲの上流－２５
位で始まる６１２０ｂｐ）
　左プライマー：
【００７５】
【化６】

（配列番号２３）
　右プライマー：
【００７６】

【化７】

（配列番号２４）
　ｉｉ）近位標的化プロモーター／エンハンサー領域（ＵＣＰ１　５’ＵＴＲの－２５ヌ
クレオチドの上流３６８５ｂｐ）
　左プライマー：
【００７７】

【化８】

（配列番号２５）
　右プライマー：
【００７８】
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【化９】

（配列番号２６）
　ｉｉｉ）指示されるような、遠位標的化プロモーター／エンハンサー領域（近位標的化
プロモーター／エンハンサー領域の上流２４３５ｂｐ）
　左プライマー：
【００７９】

【化１０】

（配列番号２７）
　右プライマー：
【００８０】

【化１１】

（配列番号２８）。
【００８１】
　各プライマーは、哺乳動物発現ベクターにおいてその後のクローニングを容易にするた
めの制限酵素認識部位を含む（下記参照）。
【００８２】
　ＰＣＲ反応におけるプロモーター／エンハンサーのクローニングは、鋳型として５００
ｎｇのＢＡＣ　♯ＲＰ１１－５Ｋ１６を用い、増幅用にタカラ（Ｔａｋａｒａ）Ｅｘ　Ｔ
ａｑ　ＤＮＡポリメラーゼキット（クローンテック）を用いて行われた。ＰＣＲプログラ
ムステップは以下の通りであった：初期ステップ、９２℃で２’、続いて２８サイクル：
変性：９２℃－３０秒／アニーリング：５９℃－４０秒／伸長：６８℃－５分３０秒、お
よび最終伸長ステップ６８℃－８分。
【００８３】
　続いて、全長プロモーター／エンハンサー、近位または遠位プロモーター／エンハンサ
ーは、レポーター／ＭＡＲエレメント含有ベクターｐ１＿６８＿ＧＦＰのＢｌｇＩＩ／Ｈ
ｉｎｄＩＩＩ部位にサブクローニングされ、これは、ＳＶ４０プロモーターカセットを置
換する［２５］。あるいは、ルシフェラーゼ系ｐＧＬ３ベーシックベクター（プロメガ（
Ｐｒｏｍｅｇａ））もまた、別のレポータータイプとして、サブクローニングを目的に同
じＢｇｌＩＩ／ＮｃｏＩ部位を用いて利用された。
【００８４】
　クローニングされたヒトＵＣＰ１プロモーター配列は、最新技術の配列決定によって確
認され、それはバイオテクノロジー会社であるファステリス（Ｆａｓｔｅｒｉｓ）ＳＡ（
スイス）で行われた。ヒトＵＣＰ１プロモーター配列の配列は、以下の通り提供される：
【００８５】
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【化１３】

【００８７】
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【化１４】

【００８８】
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【化１５】

（配列番号２９）。
【００８９】
　本明細書において使用された節の表題および副題は、組織化を目的としているにすぎず
、決して記載の主題を限定するものとして解釈されるべきではない。さらに、本教示は様
々な実施形態とともに記載されているが、本教示がこのような実施形態に限定されること
を意図していない。対照的に、本教示は、種々の代替物、改変物、および均等物を包含し
、それらは当業者に認識されるものである。
【００９０】
　（参考文献）
【００９１】
【数１】

【００９２】



(30) JP 6078228 B2 2017.2.8

10

20

30

40

【数２】

【００９３】
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【数３】

【００９４】
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【図１】 【図２】
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【図５】



(34) JP 6078228 B2 2017.2.8

【配列表】
0006078228000001.app



(35) JP 6078228 B2 2017.2.8

10

20

30

フロントページの続き

(74)代理人  100181674
            弁理士　飯田　貴敏
(74)代理人  100181641
            弁理士　石川　大輔
(74)代理人  230113332
            弁護士　山本　健策
(72)発明者  ボス，　オリバー　ディー．
            アメリカ合衆国　マサチューセッツ　０２１９９，　ボストン，　ボイルストン　ストリート　７
            ７０　ナンバー２６ジー
(72)発明者  ジャコビーノ，　ジャン－ポール
            スイス国　ツェーハー－１２０５　ジュネーブ，　ルー　ジャン－セネビエール，　１６

    合議体
    審判長  中島　庸子
    審判官  長井　啓子
    審判官  三原　健治

(56)参考文献  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９８年，Ｖ
              ｏｌ．１８９，ｐ．１－７
              ＳＴＥＭ　ＣＥＬＬＳ，２００８年　７月１０日，Ｖｏｌ．２６，ｐ．２４２５－２４３３
              Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｍｅｔａｂ，２００６年，Ｖｏｌ．３２，ｐ．３９３－４０１
              肥満研究，２００１年，Ｖｏｌ．７，　Ｎｏ．１，ｐ．６３－６５
              Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ，２００４年
              ，Ｖｏｌ．１１４，　Ｎｏ．９，ｐ．１２８１－１２８９
              ＤＩＡＢＥＴＥＳ，２００７年，Ｖｏｌ．５６，ｐ．１７５１－１７６０
              ＤＩＡＢＥＴＥＳ，２０００年，Ｖｏｌ．４９，ｐ．７５９－７６７

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C12N 5/00 - 5/28
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡＰｌｕｓ／ＢＩＯＳＩＳ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

