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1. 序論 

脂肪酸は生体内において細胞膜を構成するのみならず、細胞内シグナル伝達物

質あるいはエネルギー源としての役割をもち、生体内恒常性維持に重要な役割

を担っている(1)。脂肪酸にはいくつかの分類が存在し、二重結合の有無や位置

で飽和、不飽和脂肪酸に、また脂肪酸の鎖長で短鎖もしくは中長鎖脂肪酸に分け

られる。この脂肪酸の質の違いが、生体内での異なる生理作用に結び付いてい

る。パルミチン酸は食事中に含まれる飽和脂肪酸であり、その過剰摂取は肥満や

2型糖尿病発症のリスクを高める(2)。一方で多価不飽和脂肪酸である omega-3脂

肪酸摂取量が多いと、逆に心血管イベント発症を抑制することが疫学的に知ら

ており(3-5)、大規模臨床試験で omega-3 脂肪酸である eicosapentaenoic acid (EPA)

投与がイベント発症を抑制することが確かめられた(6)。生体内での脂肪酸の生

理・生化学的作用メカニズムについては最近 G 蛋白共役型受容体 (GPCR)が脂

肪酸の受容体として作用することが分かってきた。G 蛋白共役型受容体 40 

(GPR40)は膵 β 細胞に発現し、中長鎖脂肪酸をリガンドとしてインスリン分泌を

促進する。G 蛋白共役型受容体 120 (GPR120)はマクロファージや脂肪細胞に発

現し長鎖脂肪酸をリガンドとして活性化され、抗炎症作用を発揮するとされて

いる(7)。飽和脂肪酸は生体に Toll-like receptor 4 (TLR4)を介して無菌性炎症を引

き起こし、自然免疫を賦活化し、炎症の慢性化に関与する可能性が指摘されてい

る(8)。このように種々の脂肪酸の生理作用にはどの受容体を介する作用なのか

という理解も重要な視点となる。しかし、脂肪酸の炎症惹起作用 (悪玉作用)や

抗炎症作用(善玉作用)については未だ不明な点が残されている。本研究ではこの
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「脂肪酸質の違いによる悪玉、善玉作用のメカニズム」を解明すべく、研究を行

う事とした (図 1)。まず第 1 部では飽和脂肪酸の代表であるパルミチン酸の悪

玉作用である脂肪組織炎症と内因性制御機構を検討した。続いて第 2 部では、

脂肪酸の善玉作用としての膵 β 細胞の脂肪酸受容体を介するインスリン分泌メ

カニズムを検討した。さらに第 3 部では既存の薬剤である不飽和脂肪酸 EPA の

脂肪細胞での新たな抗炎症メカニズムを検討した。 

 

図 1. 生体内での脂肪酸の質、作用受容体が決める「善玉」「悪玉」作用の解明を

目指す研究展開のイメージ 

パルミチン酸を代表とする飽和脂肪酸はマクロファージ TLR4 等の受容体を介

して慢性無菌性炎症 (自然炎症)を引き起こす。不飽和脂肪酸はマクロファージ

GPR120を介して抗炎症作用を持ち、膵 β細胞 GPR40 を介してインスリン分泌

を促進し抗糖尿病的に作用すると考えられている。ApolipoproteinA- I 等は細胞

膜からコレステロールを引き抜き、炎症を抑制する。しかしこれらの脂肪酸作
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用の詳細なメカニズムは未だ不明である。本研究では脂肪酸の生理・病理作用

をさらに深く理解すべく、飽和脂肪酸パルミチン酸が引き起こす脂肪細胞炎症

とその制御 (第 1部)、膵 β細胞 GPR40を介するインスリン分泌機構 (第 2部)、

脂肪細胞 GPR120 を介する抗炎症メカニズム (第 3部)に焦点を当てて、実験を

行った。 
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2. 第 1部 

飽和脂肪酸パルミチン酸の脂肪細胞炎症と内因性制御機構の検討 

 

2-1. 研究背景 

肥満は 2 型糖尿病や心血管イベント発症の確立された危険因子である(9)。脂肪

組織における炎症は脂肪細胞からの炎症性サイトカインやケモカインの分泌を

亢進させ、インスリン抵抗性、免疫担当細胞の活性化を誘導する(10)。近年、パ

ルミチン酸等の飽和脂肪酸がパターン認識受容体である Toll-like receptor や 

NOD-like receptor を介して、脂肪細胞に無菌性の自然炎症を惹起させることが明

らかとなってきた (11-13)。 実際、長鎖飽和脂肪酸であるパルミチン酸は脂肪細

胞培養株である 3T3-L1細胞において、炎症性液性因子 serum amyloid A (SAA) 3 

及びケモカインである単球走化性因子Monocyte Chemotactic Protein-1 (MCP-1)の

mRNA 発現を亢進させることが報告されている(14)。 一方、脂肪細胞に発現す

る Toll-like receptor 4 (TLR4)はインスリン抵抗性の惹起や、慢性脂肪組織炎症形

成に重要な役割を果たしていると想定されている。脂肪細胞において TLR4 を

small interfering RNA (siRNA)を用いてノックダウンすると、パルミチン酸誘導性

の MCP-1 や SAA3 の mRNA 発現上昇が抑制される (14)。生体内における抗炎

症機構として High-density lipoprotein (HDL)及び HDL 構成アポリポ蛋白である

apolipoprotein A-I (apoA-I)があり、マクロファージの末梢細胞からのコレステロ

ール逆転送を介して、抗動脈硬化的に作用することが知られているが(15, 16)、

脂肪細胞における HDL、apoA-Iの抗炎症作用メカニズムは不明な点が多い。先

行研究において、HDL、apoA-Iは 3T3-L1 細胞のパルミチン酸誘導性の炎症性サ
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イトカインの mRNA 発現亢進に対して拮抗的に作用することが報告されている

(17, 18)。またApoA-Iは同じく 3T3-L1細胞において、 パルミチン酸による TLR4

シグナルの亢進とそれに続く炎症性核内転写因子 nuclear factor-kappa B (NF-κB) 

の活性化を抑制する(19)。パルミチン酸の脂肪組織炎症惹起メカニズムとして、

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase 4 (Nox4)の細胞膜上の

局在変化がある。Nox4は細胞膜上の非脂質ラフトに存在しており、パルミチン

酸刺激時に脂質ラフトへトランスロケーションし、活性酸素 Reactive Oxygen 

Species (ROS)を産生し細胞障害を引き起こすとこが知られている(20)。HDL 及

び apoA-I の詳細な抗炎症メカニズムとして、HDL 及び apoA-I が脂肪細胞膜、

特に脂質ラフトからのコレステロールを引き抜き、さらにパルミチン酸が引き

起こす Nox4 の非脂質ラフトから脂質ラフトへのトランスロケーションを抑制

することが報告された(17)。脂質ラフトは細胞膜上のコレステロールに富む細胞

膜ドメインで、細胞内外のシグナル伝達に関わる蛋白やイオンチャネルが存在

するシグナル伝達の足場 (プラットフォーム)として機能していると考えられて

いる(21, 22)。脂肪細胞において TLR4 と脂質ラフトの関連性はまだ不明な点が

多く残されている。本研究の目的は脂肪細胞において、1) 飽和脂肪酸パルミチ

ン酸が TLR4 の脂質ラフト・非ラフトの局在に影響を与えるか、さらに 2) HDL

及び apoA-I が TLR4 を介する自然炎症を抑制するかを検討することである。 

 

2-2. 材料と方法 

細胞培養 
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脂肪細胞培養細胞株である3T3-L1細胞 (3T3-L1 murine pre-adipocyte)は 

American Type Tissue Culture Collection から購入し、既報の方法によって成熟脂

肪細胞に分化させ実験に供した(17, 20)。要約すると、まず3T3-L1 murine pre-

adipocytesを10% Fetal Bovine Serum (FBS)含有ダルベッコ改変イーグル培地 

(DMEM)培地で培養した。3T3-L1 murine pre-adipocytesがコンフルエントに達し

た後、インスリン (5 μg/mL、Sigma-Aldrich)、3-isobutyl-1-methylxanthine 

(IBMX) (0.5 mM、 Sigma-Aldrich)及びデキサメサゾン (2.5 μM、Sigma-Aldrich) 

含有培地に変更し、分化誘導を行った。分化誘導48時間経過後に、インスリン 

(5 μg/mL)含有培地に培地交換し、その後48時間毎に培地交換を行った。完全に

分化した3T3-L1脂肪細胞は各種処理を行い、後述する方法によりRNA及び蛋白

質を抽出した。 

 

リアルタイム定量 reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

3T3-L1細胞のRNA分離にはDirect-zolTM RNA MiniPrep (ZYMO RESEARCH)を用

いた。Complementary DNAはReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO)を用

いて作成し、RT-qPCRはQuantStudio™ 12K FlexリアルタイムPCRシステムで 

KOD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)を用いて行った。各種mRNA発現量は内在性

コントロールGAPDHを用いて補正し、結果は相対値で結果を表記した。全て

のサンプルはtriplicateで測定した。表1にRT-qPCRで用いたプライマー塩基配列

を示す (Sigma-Aldrich)。 
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表1. RT-qPCRで用いたプライマー塩基配列 

Gene Forward Reverse 

Tnf-α AAGGCTGCCCCGACTACG AGGTTGACTTTCTCCTGGTATGAG 

Il-6  CACTTCACAAGTCGGAGGCT CTGCAAGTGCATCATCGTTGT 

Tlr4 ATGGCATGGCTTACACCACC GAGGCCAATTTTGTCTCCACA 

Abca-1 CGTTTCCGGGAAGTGTCCTA GCTAGAGATGACAAGGAGGATGGA 

Abcg-1 TTCCCCTGGAGATGAGTGTC CAGTAGGCCACAGGGAACAT 

Srb-1 GCAAATTTGGCCTGTTTGTT GATCTTGCTGAGTCCGTTCC 

Gapdh AGCCTCGTCCCGTAGACAAA ACCAGGCGCCCAATACG 

Tnf-α: tumor necrosis factor-α, Il-6: interleukin-6, Mcp-1: monocyte chemoattractant 

protein-1, Tlr4: toll-like receptor 4, Abca-1: ATP-binding cassette transporters A1, 

Abcg-1: ATP-binding cassette transporters G1, Srb-1: Scavenger receptor class B 

member 1, Gapdh: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

 

細胞処理 

パルミチン酸  (Sigma-Aldrich)は脂肪酸フリーの bovine serum albumin (BSA) 

(Sigma-Aldrich)と結合させ、実験に用いた。 分化した 3T3-L1 細胞を 250µM の

パルミチン酸で 24 時間刺激、または 50µg/mLの HDL (健常者から超遠心で分離) 

もしくは 50µg/mLの apoA-I (Sigma–Aldrich)で 6時間前処置した後に、パルミチ

ン酸刺激を行った。Methyl-β-cyclodextrin (MβCD、 Sigma-Aldrich) は 10µmol/mL 

で 30分間の前処置とした。コントロール処理にはパルミチン酸と結合していな

い BSA を用いた。ATP-binding cassette transporters A1 (ABCA-1)、ATP-binding 

cassette transporters G1 (ABCG-1)及び Scavenger receptor class B member 1 (SRB-1)

の遺伝子ノックダウンには以下の siRNAを添付のプロトコールに従って用いた; 

mouse ABCA-1 siRNA (SR423449)、ABCG-1 siRNA (SR418897)、SRB-1 siRNA 
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(SR416342、いずれも OriGene Technologies)。SiRNAによる遺伝子ノックダウン

効率は、RT-qPCR を用いて確認を行った。 

 

Detergent-free法による脂質ラフトの分離方法 

細胞膜脂質ラフトと非ラフトの分離は既報の detergent-free 法に従って行った

(17)。  各種刺激・処理が加えられた 3T3-L1 細胞は Lysis buffer (0.5 M 

NaHCO3+0.25M sucrose、 pH 11) で回収し、ホモジネート (15回)を行った。そ

の後、20 秒間 30 回の超音波破砕を行った。1000 g×10 分の遠心後、上清 (ライ

セート)を密度勾配遠心分離媒体 60% OptiPrep (Sigma-Aldrich)に加え、最終密度

を 35%になるように調製した (ライセート含有 35% OptiPrep)。さらに 60% 

OptiPrep を Density gradient buffer (0.25 M NaHCO3+0.25M sucrose、 pH 11)で希釈

し、20%、30% の濃度勾配を作成し、密度の軽い順に、遠心チューブ (Quick-seal、

Beckman Coulter)に重層した。最後に上記で作成したライセート含有 35% 

OptiPrep を遠心チューブに重層し、60000 rpm×90 分の超遠心 (Optima™ XE 、

Beckman Coulter、ロータータイプ：70.1Ti、4℃)後、チューブ底面に 18ゲージ針

を穿刺し、1mLシリンジを用いて下層から 1 mLずつ、合計 8 分画を採取し (下

層から Fraction No. 1 から 8とした)、ウェスタンブロットに供した。 

 

ウェスタンブロット 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて各分画のサンプ

ルの蛋白量を測定した。核内転写因子解析用の核蛋白サンプルは Universal 
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Magnetic Co-IP kits (Active Motif)を用いて抽出した。サンプルは 1.5mL遠心チュ

ーブ内で SDS sample buffer (Wako)と混合し、100 °C、3分間加熱した。加熱後の

サンプルは SDS ポリアクリルアミドゲル (SDS-PAGE)にアプライし、電気泳動

を行い polyvinylidene difluoride (PVDF)メンブレンに転写した。 5%スキムミルク

でブロッキング後、メンブレンを以下の一次抗体と反応させた；抗 TLR4 抗体 

(Invitrogen、1:500)、 抗 caveolin-1抗体 (Cell Signaling、1:1000)、 抗 GAPDH抗

体 (Cell Signaling、1:1,000)、抗NF-κB-p65抗体 (Cell Signaling、1:1000)、抗 phospho-

NF-κB-p65抗体 (Cell Signaling、1:1000)。信号の検出はWestern Sure ECL substrate 

(LI-COR Biosciences)と反応後、C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR Biosciences)を用い

て行った。 

 

コレステロール含量測定 

3T3-L1 細胞をパルミチン酸刺激群 (250µM、24 時間)と、MβCD (10 µmol/mL、

30分)、HDLもしくは apoA-I (50 µg/mL、6時間)で前処置後パルミチン酸刺激を

行った群で、コレステロール含量を Total Cholesterol Asay Kit (Cell Biolabs. Inc.)を

用いて、添付のプロトコールに従って測定した。 

 

脂質ラフトの可視化 

脂質ラフトを可視化するために、3T3-L1 細胞を 1 µg/mL の濃度の Alexa Fluor 

549-conjugated cholera toxin subunit-beta (CTB、 Invitrogen)で染色の後、4% パラ

ホルムアルデヒドで固定した (4℃、15 分)。最後に CTB で染色した 3T3-L1 細
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胞の蛍光を光学顕微鏡 (BX51、Olympus、倍率 200倍、カメラ：DP72)で観察し

た。 

 

統計解析 

全てのデータは平均値 ± 標準誤差で表記した。2群間の比較には unpaired t-test

を用い、p <0.05を統計学的に有意と判断した。 

 

2-3. 結果 

HDL 及び apoA-I の 3L3-L1 細胞における TLR4の局在変化に与える影響 

脂質ラフトの分離はラフト構成蛋白質である Caveolin-1 を用いたウェスタンブ

ロットで確認し、Fraction No. 7-8が脂質ラフト、Fraction No. 1-2が非脂質ラフト

と考えられた。TLR4 はパルミチン酸非刺激時には非脂質ラフトに局在していた。

パルミチン酸処刺激 (250µM、24 時間)、TLR4 は脂質ラフトへトランスロケー

ションしていた。HDL、apoA-I (50 µg/mL、6 時間) 及びMβCD (10 µmol/mL、 

30分)前処置を行ったところ、パルミチン酸刺激による TLR4 の脂質ラフトへの

トランスロケーションは抑制された (図 2A)。MβCD は脂質ラフトからコレス

テロールを引き抜く薬物であることから、HDL、apoA-I についても脂質ラフト

からのコレステロール引き抜きが抗炎症的に作用していること、特に TLR4 の

脂質ラフトへのトランスロケーションの抑制が重要である可能性が示唆された。 
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図 2. HDL 及び apoA-I は 3T3-L1 細胞においてパルミチン酸誘導性の TLR4 の 

脂質ラフトへのトランスロケーションを抑制する 

3T3-L1細胞をパルミチン酸 (250 µM)で 24時間刺激した。HDL及び apoA-Iの

前処置は各々50 µg/mL の濃度で 6 時間行った。MβCD は 10 µmol/mL で 30 分

間の前処置とした。TLR4の細胞膜上局在及び脂質ラフトを含む fraction の確認

には TLR4 及び脂質ラフト構成蛋白 Caveolin-1 のウェスタンブロットで確認し

た。 

 

HDL、 apoA-I 及び MβCD前処置のパルミチン酸刺激による炎症性サイトカイ

ン mRNA発現に与える影響 

パルミチン酸刺激後、炎症性サイトカインである IL-6 及び TNF-α の mRNA 発
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現が増加していた。24時間パルミチン酸刺激前にMβCDで前処置 (10 µmol/mL、 

30 分)することにより、IL-6 及び TNF-α の mRNA 発現増加は抑制された (図 3 

A、B)。同様に HDL、 apoA-Iで前処置 (50 µg/mL、6 時間)することで、パルミ

チン酸誘導性の IL-6 及び TNF-α の mRNA 発現増加は抑制されることが確認さ

れた。パルミチン酸刺激、および HDL、 apoA-Iで前処置後の TLR4 mRNA発現

レベルを検討したところ、有意な変化は認められなかった (図 3C)。3T3-L1細胞

の核蛋白を抽出し、パルミチン酸刺激及び HDL、 apoA-I前処置の NF-κB p65 の

リン酸化への影響を検討した。2時間のパルミチン酸刺激は NF-κB p65 のリン酸

化を亢進させたが、HDL、apoA-Iの前処置で抑制された (図 3D)。次に脂質ラフ

トに特異的に結合する CTBを用いて、24 時間パルミチン酸刺激の脂質ラフト蛍

光への影響を検討した。パルミチン酸で 3T3-L1 細胞を刺激すると CTB 蛍光の

増強が認められた。MβCD で脂質ラフトからコレステロールを薬理学的に引き

抜くとパルミチン刺激による CTB蛍光増加は抑制された (図 3E)。この結果は、

パルミチン酸刺激により脂質ラフトが増加、即ち TLR4 がトンランスロケーシ

ョンする炎症の場が増加していると考えられた。次に、まずMβCDが 3T3-L1脂

肪細胞からコレステロールを引き抜いているかを確認した。24 時間のパルミチ

ン酸刺激で 3T3-L1 細胞のコレステロール含量は増加していたが、MβCD前投与

で抑制されることを確認した (図 3F)。さらに HDL、apoA-Iの前処置はパルミチ

ン酸刺激によるコレステロール含量増加を抑制した (図 3G)。以上の結果から、

HDL、 apoA-I は脂質ラフトからのコレステロールを引き抜き、TRL4 の脂質ラ

フトへのトランスロケーションを抑制していると考えられた。 
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図 3. HDL 及び apoA-I は 3T3-L1 細胞においてパルミチン酸誘導性炎症性サイ

トカイン、ケモカインの mRNA発現増加を抑制する 

 パルミチン酸刺激及び MβCD 、HDL 及び apoA-I 前処置の IL-6 (図 3A)及び

TNF-α (図 3B) mRNA 発現レベルに与える影響と TLR4 mRNA 発現レベル(図 

3C)の比較。n = 3、*p < 0.05 vs. パルミチン酸刺激群。各 mRNA 発現レベルは

内部コントロール GAPDH で補正し、相対値で表示した。HDL 及び apoA-I の
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NF-κB p65 のリン酸化に対する影響 (図 3D)。MβCD のパルミチン酸による脂

質ラフト形成に与える影響 (CTB で染色)(図 3E)。パルミチン酸刺激の 3T3-L1

細胞におけるコレステロール含量と、HDL 及び apoA-I での前処置後のコレス

テロール含量の変化 (図 3F、G)。n = 5-6、*p < 0.05 vs. パルミチン酸刺激群。 

 

HDL 及び apoA-I の抗炎症作用の特異的トランスポーター依存性の検討 

先行研究で、HDLおよび apoA-Iのコレステロール引き抜き (コレステロールの

逆転送)には、各々特異的トランスポーターが関与することが報告されている。

即ち、HDLの機能発揮には SRB-1と ABCG-1が、apoA-Iには ABCA-1が必要で

ある(12, 17)。そこで我々は、脂肪細胞でこれらのトランスポーターの機能をノ

ックダウンしたときの HDL および apoA-I による TLR4 の脂質ラフト (fraction 

No. 7-8)へのトランスロケーション抑制作用に与える影響について検討した。 

ABCA-1 の siRNA 処置により apoA-Iの TLR4 の脂質ラフトへのトランスロケー

ション抑制作用が消失した (図 4A)。SRB-1 及び ABCG-1 に対する siRNA 投与

によって、 HDLの TLR4 の脂質ラフトへのトランスロケーション抑制作用が消

失した (図 4B)。 一方で非脂質ラフト分画 (fraction No. 1-2)における ABCA-1に

対する siRNA投与 (図 4C) 及び、SRB-1及び ABCG-1に対する siRNA投与 (図

4D)の影響を検討したところ、TLR4 の局在に変化はみられなかった。 SiRNAに

よる SRB-1、ABCA-1 及び ABCG-1遺伝子ノックダウン効率は RT-qPCR で確認

を行い、遺伝子発現抑制が認められた (図 4E)。以上の結果より、脂肪細胞にお

けるパルミチン酸誘導性の TLR4トランスロケーション抑制作用にも HDLおよ



17 

 

び apoA-Iの特異的トランスポーターの存在が重要であることが示唆された。 

  

図 4. HDL 及び apoA-I の TLR4の脂質ラフトへのトランスロケーション抑制作

用は特異的トランスポーター依存性である 

3T3-L1細胞の SRB-1、ABCG-1、ABCA-1の機能を siRNAでノックダウンした。

apoA-I を前処置後にパルミチン酸を投与した細胞 (図 4A)、 HDL を前処置後

にパルミチン酸を投与した細胞 (図 4B)における HDL 及び apoA-I の脂質ラフ

ト分画 (fraction No. 7-8)に与える影響。apoA-I を前処置後にパルミチン酸を投

与した細胞 (図 4C)、 HDL を前処置後にパルミチン酸を投与した細胞 (図 4D)

におけるHDL及び apoA-Iの非脂質ラフト分画 (fraction No. 1-2)に与える影響。 

SiRAN効果は RT-qPCR によって確認した (図 4E)。n = 3、*p < 0.05 vs. scramble 
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siRNA。 

 

HDL 及び apoA-I の抗炎症作用の特異的トランスポーター依存性の検討 

最後に、HDL及び apoA-Iの炎症性サイトカイン発現抑制効果も前実験結果同様

に、特異的トランスポーター依存的かどうかを検討した。その結果、apoA-Iのパ

ルミチン酸誘導性 IL-6、TNF-α mRNA発現増加抑制作用は ABCA-1への siRNA

投与によって(図 5A、B)、HDLの作用は SRB-1及び ABCG-1への siRNA投与で

(図 5C、D)、打ち消されることを確認した。 

 

図 5. HDL及び apoA-I のパルミチン酸誘導性炎症性サイトカイン抑制作用は特

異的トランスポーター依存的である 

3T3-L1細胞の SRB-1、ABCG-1、ABCA-1の機能を siRNAでノックダウンした。
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apoA-I を前処置後にパルミチン酸を投与した群 (図 5A、B)、 HDL を前処置後

にパルミチン酸を投与した群 (図 5C、D)における HDL及び apoA-I の抗炎症作

用の検討。n = 3、*p < 0.05 vs. パルミチン酸刺激群。Il-6、TNF-α mRNA発現レ

ベルは内部コントロール GAPDH で補正し、相対値で表示した。 

 

2-4. 考察 

本研究は HDL及びＨＤL構成アポリポ蛋白である apoＡ-Iが 3T3-L1細胞におい

て、パルミチン酸誘導性の TLR4 の非脂質ラフトから脂質ラフトへのトランス

ロケーションを抑制し、炎症性サイトカインの発現を抑制し、抗炎症作用を発揮

することを明らかにした。さらに HDL、apoＡ-I のパルミチン酸誘導性の TLR4

トランスロケーション抑制作用では、HDL は SRB-1、ABCG-1 に、apoＡ-I は

ABCA-1 に依存することが明らかとなった。マクロファージや B 細胞、好中球

といった古典的免疫担当細胞においては、 TLR4 のリガンドである

lipopolysaccharide (LPS)刺激によって脂質ラフトへ TLR4 のトランスロケーショ

ンが引き起こされ、この TLR4 の局在の変化が炎症惹起に必要なプロセスであ

ることが知られている(23)。本研究は、脂肪細胞においてもこのパルミチン酸刺

激による TLR4 のトランスロケーションが炎症惹起に重要である可能性を示し

た。 肥満状態では血中の飽和脂肪酸が上昇しており、これが臓器慢性炎症を引

き起こすと考えられている。本実験結果は飽和脂肪酸により誘導される脂肪組

織炎症の一つのメカニズムの一端を示している。複数の先行研究では、パルミチ

ン酸を含む飽和脂肪酸が TLR4 を介する炎症性シグナルを亢進させること(24)
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が、 膵 β 細胞(25)、 単球(26)、 脂肪細胞(14, 17, 20) あるいは血管内皮細胞(27)

において示されている。Hanらは 3T3-L1 細胞において、TRL4 遺伝子の silencing

によってパルミチン酸誘導性の SAA3 及び MCP-1 の mRNA 発現が抑制される

ことを報告している(14)。Han らの検討でも我々の結果と同様に 3T3-L1 細胞を

250µM パルミチン酸を含む 5mM または 25mM グルコース培地で 7 日間刺激し

た前後で TLR4 の mRNA 発現量は変化していなかった(14)。他の研究では、マ

クロファージ培養細胞株である RAW264.7 において、LPS 刺激は TLR4 の蛋白

発現量には影響しないが、TLR4 の下流のアダプター蛋白である myeloid 

differentiation primary-response protein 88 (MyD88)や TIR-domain-containing adaptor-

including IFN-β (TRIF)との複合体形成が亢進していることが報告されている(28)。

さらに Wong らは TLR4 が脂質ラフトにトランスロケーションし、MyD88 との

複合体 (２量体)を形成し、NADPH oxidaseを介する ROS の産生を亢進させるこ

とを明らかにしている(29)。本研究の結果からも、TLR4 のシグナル伝達におい

て、TLR4 の mRNA発現以上に、TLR4 の細胞膜上の局在の変化がより重要なの

ではないかと推察している。しかし、LPS刺激とパルミチン酸刺激で同様のTLR4

シグナル伝達が行われているか、パルミチン酸刺激においてはどのアダプター

蛋白との複合体形成が重要かは不明であり、今後の検討を要する。さらに最近、

肝臓由来の分泌蛋白である Fetuin-A が遊離飽和脂肪酸のキャリアーとして作用

し、Fetuin-Aと結合した飽和脂肪酸が TLR4 のシグナル伝達を促進させる可能性

があることが報告された(30)。Fetuin-Aは血清中に数十 mg/dLレベルの高濃度で

存在するため、FBS が添加されているメディウムで TLR4 等の自然炎症惹起を
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観察する場合、結果の解釈に注意が必要と考えられる。Fetuin-Aフリーの条件下

でパルミチン酸刺激した場合の TLR4 の細胞膜上局在の変化が起こり得るかに

ついても今後の検討が必要でる。 

MβCD で薬理学的に脂質ラフトからコレステロールを引き抜いて脂質ラフトを

破壊した場合、LPS や飽和脂肪酸誘導性の TLR を介する炎症性シグナル伝達が

抑制されることが知られている。この事実は脂質ラフトが TLR4 のシグナル伝

達の場として重要であることを示唆している(31-33)。本研究においても、MβCD 

で脂肪細胞の脂質ラフトコレステロールを引き抜くことが、抗炎症的に作用す

ることを確認した。パルミチン酸が 3T3-L1 細胞においてコレステロール含量を

増加させるが、MβCD での前処置によってコレステロール蓄積が低下すること

を確認している。HDL及び apoA-Iも脂肪細胞からコレステロールを引き抜くこ

とが分かった。この結果は、24 時間のパルミチン酸刺激 (250µM)で増加した細

胞膜コレステロール含量を HDL 及び apoA-I 投与が抑制する既報と矛盾しない

(17)。CTB 染色においても、パルミチン酸処理で脂質ラフトの蛍光強度が増強し

ている結果と併せて考えると、ラフトは炎症惹起の場として重要な役割を演じ

ていると考えられる。上記に加え、本研究でマクロファージや血管内皮細胞にお

いてだけでなく(34, 35)、脂肪細胞においても HDL及び apoA-Iの抗炎症作用に、

HDL は SRB-1 と ABCG-1 が、apoA-I には ABCA-1 が深く関わっていることを

示した。  

Abca-1 と Abcg-1 遺伝子のダブルノックアウトマウスのマクロファージにおい

て、細胞膜上の TLR4 とその下流のアダプター蛋白である myeloid differentiation 
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protein 2の複合体形成が亢進し、炎症性サイトカインの発現も亢進していること

が明らかとなっている(36)。この炎症性サイトカイン遺伝子発現亢進はマクロフ

ァージ TLR4 やその下流アダプター蛋白 MyD88/TRIF のノックダウンで抑制さ

れることがわかった。これらの既報や我々の結果から、HDLと apoA-Iは様々な

細胞膜表面から、特に脂質ラフトからの、コレステロール引き抜きが TLR4 の脂

質ラフトへのトランスロケーション抑制を介して生体内の飽和脂肪酸等による

無菌性炎症を抑制している可能性があると考えられる。しかし、TLR4 の脂質ラ

フトへトランスロケーションするメカニズムの詳細は不明であり、脂質ラフト

と TLR4 誘導性の炎症の関連についてさらなる検討が必要である。 

最近、SAAによって HDLの抗炎症作用が失われることが報告された。硝酸銀を

静脈内投与されたマウスから分離された HDL は 3T3-L1 細胞において、パルミ

チン酸誘導性の炎症を抑制できなかったことが明らかとなった。実際、全身性の

炎症性疾患 (膠原病)である systemic lupus erythematosus 患者から分離された

HDLも抗炎症作用が失われていたことが分かった(37)。HDL や apoA-Iは in vivo

で炎症状態下に存在すると、その正常な抗炎症効果が失われる可能性があり、

HDL や apoA-Iの作用の質に大きな影響を与え得ると考えられる(16)。肥満、糖

尿病あるいは慢性腎臓病など様々に HDL が修飾を受け得る状態下での HDL の

生理作用の検討や、いかなる介入が HDLの抗炎症作用を改善できるかの検証も

臨床上重要な検討課題と考えられる。 

 

2-5. 結語 
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本研究は、HDL と apoA-I が飽和脂肪酸であるパルミチン酸による脂肪細胞炎

症を抑制することを明らかにした。これらの知見はパルミチン酸による脂肪組

織炎症と HDL と apoA-I による無菌性炎症制御作用の新たなメカニズムを提起

するものである。 
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3. 第 2部 

膵 β 細胞の脂肪酸受容体 GPR40を介するインスリン分泌メカニズムの検討 

 

3-1. 研究背景 

G蛋白共役型受容体 (GPCR) は 2型糖尿病の重要な創薬ターゲットである(38)。 

G 蛋白共役型受容体 40 (GPR40)は膵 β 細胞に高発現していることが知られてお

り (39, 40)、GPR40 の受容体刺激はグルコース依存性インスリン分泌 (glucose-

stimulated insulin secretion; GSIS)を促進させることから 2型糖尿病の治療薬とし

て開発が続けられている(41-43)。 GPR40 は Gq蛋白に共役すると考えられてお

り、中長鎖不飽脂肪酸をリガンドとする。GPR40 受容体刺激は phospholipase C 

(PLC)を活性化し、PLC が phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate (PIP2)を加水分解

し、inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 及び diacylglycerol (DAG)の産生が増加する。

産生された IP3は小胞体の IP3 受容体に結合し、小胞体内部からのカルシウムの

動員を促進、細胞質内 Ca2+ 濃度 ([Ca2+]i)を増加させる(38, 44-48)。DAGは protein 

kinase D1 のリン酸化を介して F-actin のリモデリングを引き起こし、GSIS を促

進させる(49)。一方で、消化管ホルモンインクレチンである glucagon-like peptide 

1 (GLP-1)や glucose-dependent insulinotropic polypeptide は膵 β 細胞の Gs 蛋白と共

役する GPCR のリガンドとして作用し、adenylate cyclase を活性化し、細胞質内

の cyclic adenosine 3′,5′-monophosphate (cAMP)の産生を促進する。cAMP は protein 

kinase A (PKA)及び exchange protein directly activated by cAMP 2 (EPAC2)を活性化

し、インスリン分泌を促進させることが知られている(50)。最近我々はこの



25 

 

cAMP/EPAC2 経路の活性化が非選択性陽イオンチャネル  (nonselective cation 

channel; NSCC)である transient receptor potential (TRP) melastatin 2 (TRPM2)チャ

ネルを開口させ、細胞が外からカルシウムを流入させ、細胞膜の脱分極を促進さ

せることを見出した(51)。一般に、膵 β 細胞膜の脱分極にはグルコースが細胞内

に取り込まれ、adenosine triphosphate (ATP)が産生され、ATP 感受性カリウム 

(KATP)チャネルが閉口し、外向き電流が減少することによって細胞膜を脱分極

させる。これに引き続いて電位依存性カルシウムチャネルが開口し、[Ca2+]iが増

加し、インスリン開口分泌を引き起こすとされている。我々の報告は、外向き電

流 KATP チャネルの閉口のみならず、GLP-1 刺激が内向き電流である NSCC 電

流 (背景電流)を増加させ、脱分極を増強するというものである(51)。 TRPM2 チ

ャネルは膵 β 細胞に存在することが知られており(52)、 実際 TRPM2 チャネル

ノックアウトマウスではグルコース刺激及び GLP-1 刺激によるインスリン分泌

が減弱することも報告されている(53)。しかし、GPR40 受容体刺激が NSCC 電

流に影響を及ぼすかどうかは不明でる。そこで、1) GPR40 受容体シグナルが

NSCC 電流を増加させるかどうか、2)そうであれば、どのような種類の NSCC 電

流が増加しているのかを検討することを目的に研究を計画した。 

 

3-2. 材料と方法 

ランゲルハンス島分離と単離 β細胞調製 

8-12 週齢のオスの Wistar ラットもしくは 4-6 週齢のオス C57BL/6J マウスを

CLEA Japan より購入した。動物飼育については日本生理学会の動物飼育ガイド
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ラインに沿って行い、動物実験計画については自治医科大学の許可を得た後行

った。ランゲルハンス島の分離・回収については既報の方法に従って行った(54, 

55)。要約すると、まず動物にペントバルビタール (100 mg/kg)を腹腔内投与する

ことで麻酔し、開腹した。顕微鏡下に総胆管を同定し、HEPES-added Krebs-Ringer 

bicarbonate buffer (HKRB)に予め溶解しておいたコラゲナーゼ (Sigma-Aldrich)を

総胆管開口部より逆行性に注入した。HKRB の組成は 129 mM NaCl、5 mM 

NaHCO3–、 4.7 mM KCl、 1.2 mM KH2PO4、2 mM CaCl2、1.2 mM MgSO4、and 10 

mM HEPES (pH 7.4)である。コラゲナーゼが膵体尾部まで注入できていること

を確認し、摘出後 HKRBに移し、37°C、15分間恒温槽でインキュベーションを

行った。その後 800 回転、30 秒の遠心を 3 回行い、沈殿物をシャーレに移し、

実体顕微鏡下でランゲルハンス島をピペットで用手的に回収した。インスリン

分泌実験に供するために 1.5ml エッペンドルフチューブにサイズをマッチさせ

た 10 個のランゲルハンス島を分注した。またランゲルハンス島を Ca2+-free 

HKRB 中で撹拌し、単離 β 細胞を調製し電気生理学実験に供した。インスリン

分泌実験には 0.01% bovine serum albumin (fatty acid free、Sigma-Aldrich)入りの

HKRBを用いた。 

 

インスリン分泌測定と cAMP測定 

サイズマッチした 10個のラットランゲルハンス島の入った 1.5mLのエッペンド

ルフチューブをまず 37°C で 1時間、2.8mM グルコース (Ca2+-free HKRB、1mL)

でインキュベーション (static incubation)を行った。上清を破棄し、 2.8mM から
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16.7 mM グルコース濃度の範囲でインキュベーションを行い (test incubation)、

インスリン分泌測定のため上清を回収した。GPR40 の選択的受容体作動薬とし

て、fasiglifam (10 µM、AdooQ BioScience)を用いた。 その他、TRP チャネルの阻

害 薬 と し て 、 TRP canonical (TRPC) チ ャ ネ ル の 選 択 的 阻 害 薬 3,5-

bis(trifluoromethyl)pyrazole derivative 2 (BTP2、10 µM; Cayman Chemical, Ann Arbor, 

MI, USA)及び TRPC3 チャネルの選択的阻害薬 (Pyr3、10 µM; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA)を用いた。PLC の阻害薬として、U73122 (2 μM、Sigma-Aldrich)

を PLC 阻害薬の陰性コントロールとして U73343 (2 µM、Sigma-Aldrich)を、さら

に PKA の阻害薬として H89 (10 µM、Sigma-Aldrich)を用いた。上清中に分泌さ

れたインスリン量はマウスおよびラットインスリン enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) kit (Morinaga Institute of Biological Science)を用いて

測定した。cAMP 測定実験では、また 5.6 mM グルコース下で 1 時間の test 

incubation 直前に 500 µM 3-isobutyl-1-methylxanthine を添加し、cAMP は既報に従

い enzyme immunoassay kit (GE Healthcare)を用いて測定した(56)。 

 

単離 β細胞内[Ca2+]i測定 

ラットから単離した β 細胞をカバーガラス上に播種した。β 細胞質内 [Ca2+]iは

fura-2 蛍光画像解析で測定した(51, 55)。事前に蛍光色素 fura2-AM を導入した β

細胞に 36°C に加温した HKRB を還流し、340/380 nm の励起光を用い、510 nm

での蛍光強度比を測定した (cooled charge-coupled device camera)。蛍光強度比画

像は Aquacosmos system (Hamamatsu Photonics)を用いて描画した。データ解析に
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当たって 2.8mMから 8.3mMグルコースに濃度を変化せたときに[Ca2+]i上昇が確

認でき、さらに実験の最後に還流した 100µM の tolbutamideに反応した細胞を β

細胞としてカウントした。 

 

電気生理学実験 

細胞膜電流 (whole-cell current)は 0.1% dimethylsulfoxide に溶解した amphotericin 

B (200 µg/mL)を吸引した pipette (ガラス電極)を用い、perforated whole-cell voltage-

clamp modeで測定した。電流は amplifier (Axopatch 200B; Axon Instruments)で記

録し、pCLAMP10.2 softwareを用いて解析した。Pipetteは Narishigeより購入し、

pipette solution (40 mM K2SO4, 50 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.5 mM EGTA, and 10 mM 

HEPES)を満たした状態で電気抵抗が 3-5 MΩのものを使用した。5.6mM グルコ

ースの HKRB を還流液として用いた。NSCC 電流を測定するために、単離 β 細

胞膜電位を−70 mV に電位固定し、さらに 100 M の tolbutamide を還流し、KATP

チャネル電流を遮断した条件下で実験を行った。これによって KATP チャネル

電流以外の電流、即ち NSCC 電流の測定を可能とした。また tolbutamide還流の

影響を除外するために、tolbutamide-freeの還流液で単離 β 細胞を−80 mVに電位

固定した条件でも電流を測定した。細胞膜電位の測定は current-clamp modeでお

こなった。電位測定実験において 2.8mM もしくは 5.6mM グルコースの HKRB

を還流液として使用した。電気生理学実験には fasiglifam (10µM)以外に、TRP チ

ャネル非選択的阻害薬 2-aminoethyl diphenylborinate (2-APB、10 µM、Wako)に加

え BTP2 (10 µM)、Pyr3 (10 µM)を用いた。また protein kinase C (PKC)阻害薬とし
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て、Gö6983 (1 µM、Wako)及び Gö6976 (1µM、Merck Millipore)を用いた。 

 

統計解析 

全てのデータは平均値 ± 標準誤差として表記し、2 群間のデータ比較は paired

または unpaired t-test で行った (GraphPad Prism version 5.0)。p <0.05 を統計学的

に有意と判断した。 

 

3-3. 結果 

GPR40 選択的受容体アゴニスト fasiglifam の非選択性陽イオンチャネル 

(NSCC)電流および膜電位に与える影響 

まず、fasiglifam が KATP チャネル非依存性の NSCC 電流を増加させるかどうか

を検討した。ラット単離β細胞を5.6 mMグルコース下で−70 mV に電位固定し、

tolbutamide (100µM)を先行還流した条件で fasiglifam (10µM)を還流すると、有意

に内向き電流を増加させた (図 6A、B)。この条件下では KATP チャネルは完全

に閉口していると考えられるため、fasiglifam で増加した内向き電流は NSCC 電

流と考えられた。Tolbutamideの影響を排除するために、β 細胞を−80 mVに電位

固定し、tolbutamide-freeの還流液を用いて同様の実験を行ったところ、有意な内

向き電流の増加が観察された (図 6C)。この結果は tolbutamide が fasiglifam の電

流増加に影響していないことを示している。図 6D に電流-電圧曲線 (current–

voltage relationship curve; I-V curve)を示す。I-V curveから算出した逆転電流は−12 

mV であった。この逆転電流値は過去の NSCC 電流の逆転電流に矛盾しない結
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果であった (−20～0 mV)(57)。 

次に fasiglifam の細胞膜電位に与える影響を検討した。2.8 mM グルコース下で

fasiglifam (10 µM)は静止膜電位を有意にかつ可逆的に脱分極させた (−66.5 ± 2.9 

mV vs. −50.5 ± 3.7 mV、p = 0.0005)が、インスリン分泌を誘発する活動電位の発

生は見られなかった (図 6E、F)。 

 

図 6. Fasiglifam はラット単離 β 細胞において、非選択性陽イオンチャネル

(NSCC)電流を増加させ、静止膜電位を脱分極させる 

細胞膜を−70mVに電位固定し、tolbutamide (100µM)を先行還流した単離ラット

β 細胞に、fasiglifam (10 µM)を還流し、パッチクランプ法で電流を測定した (図

6 A、B)。また tolbutamide-freeにして、−80mVに電位固定して同様の実験を行
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った (図 6C)。電流-電圧曲線 (current–voltage relationship curve; I-V curve)から

算出した逆転電流は−12 mV であった (矢印) (図 6D)。2.8mM グルコース下で、

fasiglifam (10µM)を還流し、単離 β 細胞膜電位を測定した (6 図 E、F)。2 群間

の比較は paired t-test を用いて検定した。Fasiglifam 非還流状態を control とし

た。全て n = 5、*p < 0.05 vs. control。 

 

インスリン分泌実験では、8.3 mM 及び 16.7 mM の高グルコース条件下で

fasiglifam 添加群の方が有意にインスリン分泌を促進したが、2.8mM の低グルコ

ース下では、インスリン分泌は増加しなかった (図 7)。 

 

図 7. Fasiglifam の高グルコース及び低グルコース下でのインスリン分泌に与え

る影響 

各 1.5mL エッペンドルフチューブにサイズマッチさせた 10 個のラットランゲ

ルハンス島を採取し、2.8mM、8.3mM、16.7mM グルコース濃度下で fasiglifam 
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(10µM)の有無で 1 時間インキュベーションを行い、上清のインスリン濃度を

ELISA で測定した。2 群間のインスリン濃度の差異は unpaired t-test で検定し

た。n = 5 -7、*p < 0.05 vs. 8.3mM グルコース、**p < 0.05 vs. 16.7mM グルコー

ス。 

 

Fasiglifamの GPR40 を介するシグナル下流のインスリン分泌経路の検討 

我々のグループはこれまで、インクレチンホルモン GLP-1が TRP チャネルの一

つである TRPM2 チャネルを活性化し、細胞内のカルシウム濃度を増加せること

を報告してきた(51)。本実験で GPR40 を介する背景電流の増加が TRP チャネル

を活性化するかどうかを、TRP チャネルの非選択的阻害薬 2-APB 及び選択的

TRPC チャネル阻害薬 BTP2 を用いて検討した。2-APB 及び BTP2 は fasiglifam

誘導性の NSCC 電流の増加を抑制した (図 8A、B)。さらに TRPC3 チャネルの

選択的阻害薬である Pyr3 も fasiglifam が増加させる NSCC 電流増加を抑制した 

(図 8C)。これらの結果から fasiglifam は TRPC3 チャネルを開口させ、NSCC 電

流を増加させていることが示唆された。既報において GPR40 の下流のシグナル

として PLC が考えられている(46, 58)。そこで、PLC 阻害薬 U73122 を用いて検

討したところ、fasiglifam 誘導性の電流増加は抑制された (図 8D)。さらに、異な

る 2 種の PKC 阻害薬によっても fasiglifam による NSCC 電流増加は抑制された 

(図 8E、F)。次に fura-2蛍光画像解析で β 細胞の細胞質内カルシウムイオン濃度 

([Ca2+]i)の動態を検討した。8.3 mMグルコース下で、 10 µMの fasiglifamは [Ca2+]i

を増加させたが、10 µM の Pyr3の先行還流によって fasiglifam による[Ca2+]i増加
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は有意に抑制された (図 9A、B)。インスリン分泌においても、U73122、BTP2 及

び Pyr3 の共インキュベーションで fasiglifam によるインスリン分泌増加作用は

抑制された (図 10A、B)。以上の結果から fasiglifam は PLC-PKC 経路を介して

TRPC3 チャネルを開口させ、[Ca2+]i を増加させ、インスリン分泌を促進してい

ると考えられた。 

図 8. Fasiglifamによる非選択的陽イオンチャネル (NSCC)電流は phospholipase 

C (PLC)阻害薬、protein kinase C (PKC)阻害薬及び TRPチャネル阻害薬で抑制

される 

TRPチャネルの非選択的阻害薬 2-aminoethyl diphenylborinate (2-APB、10µM)、

選択的 TRP canonical (TRPC)チャネル阻害薬 3,5-bis(trifluoromethyl)pyrazole 
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derivative 2 (BTP2、10µM)及びTRPC3チャネルの選択的阻害薬Pyrazole-3 (Pyr3)

がFasiglifam (10µM)誘導性のNSCC電流増加に与える影響 (図 8A-C)。またPLC

阻害薬  (U73122、2µM)及び PKC 阻害薬  (Gö6983、Gö6976、各々1µM)が

Fasiglifam 誘導性 (10µM)の NSCC 電流増加に与える影響 (図 8D-F)。全て n = 

5、ラット単離 β 細胞。 

図 9. Pyazole-3は fasiglifamによる単離 β 細胞内カルシウムイオン濃度増加を抑

制する 

Fasiglifam (10µM)による単離 β細胞内カルシウム濃度([Ca2+]i)の動態を fure-2蛍

光画像解析で検討した (8.3mM グルコース下)。また TRPC3 チャネルの選択的

阻害薬 Pyrazole-3 (Pyr3、10µM)が fasiglifam によるカルシウム動態変化に与え
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る影響を検討した(図 9A、B)。2群間のカルシウムイオン濃度の差異は paired t-

testで検定した (図 9B)。n = 16、*p < 0.05 vs. fasiglifam (10µM)、ラット単離 β

細胞。 

 

図 10. Fasiglifam によるインスリン分泌増加は phospholipase C (PLC)阻害薬及

び TRPC3チャネルの選択的阻害薬によって抑制される 

各 1.5mL エッペンドルフチューブにサイズマッチさせた 10 個のラットランゲ

ルハンス島を採取し、16.7mM グルコース、10µM fasiglifam の条件下に、PLC

阻害薬 (U73122、2µM)、TRPC チャネルの選択的阻害薬 (BTP2、10µM)及び

TRPC3 チャネルの選択的阻害薬 (Pyr3、10µM)を添加し 1 時間共インキュベー

ションを行い、上清のインスリン濃度を ELISA で測定した。U73122 の陰性コ
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ントロールとして U73343 (2µM)を用いた。2 群間のインスリン濃度の差異は

unpaired t-testで検定した。n = 4 -14、*p < 0.05 vs. fasiglifam (16.7mMグルコー

ス)、 **p < 0.01 vs. fasiglifam+U73122 (16.7mM グルコース) (図 10A)、†< 0.01 vs. 

fasiglifam (16.7mM グルコース) (図 10B)、#p < 0.05 vs. control (16.7mMグルコー

ス) (図 10A、B)。ns; 有意差なし。 

 

Fasiglifamの cAMP/PKA 経路に与える影響 

cAMP/PKA 経路がインスリン分泌機構において重要な役割を果たしていると考

えられているため、GPR40 シグナルが cAMP 経路に影響を与えるかどうかを検

討した。GPL-1 受容体作動薬 exendin-4 は 5.6mM グルコース下でラットランゲ

ルハンス島内の cAMP 濃度を上昇させた。一方で、fasiglifam は cAMP 濃度に影

響を与えなかった (図 11A)。さらに、PKA阻害薬 H89の共インキュベーション

は fasiglifam によるインスリン分泌促進に影響を与えなかった (図 11B)。以前

我々が報告した GLP-1 が活性化させる cAMP/TRPM2 チャネル経路に fasiglifam

が影響を与えるかをTRPM2チャネルノックアウトマウスより採取した単離 β細

胞を用いて検討した。C57BL/6J マウスより単離した β 細胞に fasiglifam を還流

すると有意な NSCC 電流の増加がみられた。TRPM2 チャネルノックアウトマウ

スの β細胞に fasiglifamを還流した場合も同様にNSCC電流の増加が観察された

(図 12)。以上の結果から、GPR40 シグナルは cAMP/PKA非依存的な経路でイン

スリン分泌を促進し、インクレチンが活性化する TRPM2 チャネルにも影響を与

えないと考えられた。 
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図 11. Fasiglifam誘導性のインスリン分泌に cAMP経路は影響を与えない 

各 1.5mL エッペンドルフチューブにサイズマッチさせた 10 個のラットランゲ

ルハンス島を採取し、5.6 mMグルコース下で、fasiglifam (10µ)、exendin-4 (Ex-

4、10 nM)と共に 1 時間インキュベーションを行い、cAMP 含量 (fmoL/islet/h)

を測定した (図 11A)。protein kinase A (PKA)阻害薬 (H89、10µM)の fasiglifam

誘導性のインスリン分泌増加に与える影響を 1 時間のインキュベーションを行

い比較した (図 11B)。 2 群間のインスリン濃度の差異は unpaired t-test で検定

した。全て n = 5。*p < 0.05 vs. 5.6 mMグルコース (図 11A)。†< 0.01 vs. 16.7mM

グルコース (図 11B)。  
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図 12. Fasiglifamは TRPM2チャネルノックアウトマウス β細胞において非選択

的陽イオンチャネル電流 (NSCC)を増加させる 

膜電位を−70mV に電位固定し、5.6mM グルコース下で tolbutamide (100µM)を

先行還流した単離 β細胞に fasiglifam (10 µM)を還流し、NSCC電を測定した (図

12A、B)。wild type (C57BL/6J)マウスと TRPM2 チャネルノックアウトマウスか

ら単離した β 細胞を用いた。Fasiglifam 非還流状態を control (5.6mM グルコー

ス)として、paired t-testを用いて検定した。全て n = 5、*p < 0.05 vs. control。 

 

3-4. 考察 

中長鎖脂肪酸は GPR40 に結合し、PLC を活性化し、PIP2から DAG と IP3 を産

生することが知られている。本実験では GPR40 受容体刺激は TRPC3 チャネル

を開口し、NSCC 電流を増加させ、細胞膜を軽度脱分極させておくことで、KATP

チャネルと共働して β 細胞のグルコール応答性を高めていることを示した。こ

の知見は β 細胞の脱分極応答が KATP チャネル閉口による外向き電流の減少の

みではなく、TRP チャネルを介して増加する内向き背景電流の増加も重要な役

割を果たしていることを示唆している。本実験で初めて GPR40 刺激が背景電流
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の一種 TRPC3 チャネルを活性化し、GSIS を促進させることが明らかとなった。 

これまで膵 β 細胞には TRPA1、TRPC1、TRPC4-C6、TRPV1、TRPV2-V5 及び

TRPM2-M5チャネルなど様々なタイプの TRPチャネルが存在することが知られ

ていた(59)。PLC の阻害が長鎖脂肪酸であるオレイン酸誘導性のインスリン分泌

を抑制することが報告されており(46, 58)、本研究で示した PLC 阻害薬 U73122

が fasiglifam による NSCC 電流を抑制し、fasiglifam 誘導性のインスリン分泌を

減弱させる結果と矛盾しないものである。PLC により産生される DAG 及び IP3 

が受容体作動性  (receptor-operated) TRP チャネルや  ストア作動性  (store-

operated) TRP チャネルに影響を与える可能性も知られていた(60)。このストア

作動性のメカニズムの実態は最近 stromal interaction molecule 1 (STIM1)-Orai1 系

であることが明らかにされた(61, 62)。 PLC 阻害で fasiglifam 誘導性の TRPC チ

ャネル電流が抑制されることから、PLC は TRPC チャネルの上流の分子である

と考えられる。GPR40/PLC 経路の下流シグナル詳細解明にはさらなる研究が必

要である。 

本実験結果では、GPR40 シグナルは cAMP 依存性経路に影響を与えなかった。

cAMP 依存性経路はインクレチンホルモンによるインスリン分泌増加に必須の

経路であり、TRPM2 チャネルを活性化させる(51)。GLP-1受容体は Gs 共役型の

GPCR であり、adenylate cyclase を活性化し、 細胞質内 cAMP の産生を増加さ

せ、PKA及び EPAC を活性化する(38)。この cAMP/TRPM2 チャネル経路は細胞

内[Ca2+]iを増加させ、細胞膜を脱分極させる。この TRMP2 チャネル活性化によ

る細胞膜脱分極はグルコースに代謝による KATP チャネル閉口と共働して、イ
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ンスリン分泌を増強すると考えている。本実験結果では PKA阻害薬は fasiglifam

によるインスリン分泌増強作用に影響を与えず、TRPM2 チャネルノックアウト

マウスより採取した β 細胞において fasiglifam は NSCC 電流を増加させた。また

fasiglifam は cAMP の産生を増加させなかったことから、GPR40/PLC 経路は

cAMP 経路非依存的にインスリン分泌を増加させると考えられる。実際いくつか

の先行研究においてもGPR40アゴニストや長鎖脂肪酸は細胞質内 cAMP産生を

増加させないことが報告されており(63-66)、本実験結果とも矛盾しない。他方、

GPR40 を介するインスリン分泌増強には膵 β 細胞 L-type Ca2+チャネル (LTCC)

の関与を示唆する研究もある。長鎖脂肪酸オレイン酸による GPR40 刺激は、ラ

ット β 細胞において細胞外からのカルシウム流入を増加させ、その作用は LTCC

阻害薬前投与で消失することが報告されている(46)。実際ラットランゲルハンス

島や β 細胞培養細胞株での検討でも GPR40 刺激によるインスリン分泌は LTCC

阻害薬投与により抑制される(46, 58, 66)。KATP チャネルのみならず、PIP2代謝

を介する phosphatidylinositol/PLC 経路が細胞膜上の GPCR と相互作用し、シグ

ナルを伝達する可能性も指摘されている(67)。これらの先行研究および本実験結

果から、従来から想定されている IP3を介する ER からのカルシウム放出機構よ

りも、細胞外からのカルシウム流入がより GPR40 刺激によるインスリン分泌機

構に深く関与していると考えられる。また GPR40/PLC シグナルによる DAGの

産生や、PIP2代謝による PIP2濃度の低下が直接的に TRPC3 チャネルを活性化さ

せている可能性も残されている。また GPR40シグナルにおける LTCC と TRPC3

チャネルの相互連関についても未だ明らかでないため、今後の検討が必要であ
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る。 

PKC は脂肪酸によるインスリン分泌に関与すると考えられており、PKC 阻害薬

の投与によって脂肪酸誘導性のインスリン分泌が抑制されるという報告が存在

する(68)が、そのメカニズムは不明であった。本研究は PKC 阻害薬投与によっ

て fasiglifam 誘導性の NSCC 電流が抑制されることを示した。この結果は PKC

が TRPC チャネルを開口させることで細胞内カルシウムの増加に関与している

事を示唆していると考えられる。  

最近 Shigeto らは、β 細胞において生理的レベル(1～10 pM)の GPL-1が本実験で

示したのと同様の Gq/PLC/PKC 経路を介して、TRPM4/TRPM5 チャネルを活性

化し、内向き電流を増加させることを報告し、cAMP 非依存的であると考察して

いる(69)。Shigeto らのグループの報告を考えると、GRP40 シグナルは、生理的

濃度で活性化されるとしている Gq/PLC/PKC 経路を共通路に持つことになり、

したがって GPR40 は TRPC3 チャネルのみならず、TRPM4/TRPM5 チャネルに

も影響を与えている可能性も考えねばならないことになる。しかも、GPL-1 は

cAMP経路依存的にインスリン分泌を惹起するというこれまでの定説(50)や我々

が先に報告したGPL-1受容体/TRPM2チャネル経路の結果(51)と矛盾することと

なる。今回実験で用いた fasiglifam は 10µM であり、これは生理的血中脂肪酸濃

度の数倍であり、濃度の差の影響も今後の検討課題と考える。現時点で GPR40

と GLP-1 が活性化する経路の相違や共通点についてはまだ議論の余地があると

言え、Gq共役型の GPCR と NSCC 電流の増加のメカニズムにつてはさらなる研

究が必要である。 
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3-5. 結語 

本研究で、GPR40 シグナルが PLC/PKC 経路を介して TRPC3 チャネルを活性化

させ、KATP チャネル閉口と共働してインスリン分泌を増加させているという新

規インスリン分泌経路を見出した。TRP チャネルの活性化は 2 型藤糖尿病の治

療ターゲットになる可能性がある。  
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4. 第 3部 

不飽和脂肪酸 eicosapentaenoic acid の脂肪細胞 GPR120 を介する抗炎症メカニ

ズムの検討 

 

４-1. 研究背景 

肥満はメタボリックシンドロームの病態の中心で、確立した心血管イベント

の危険因子である(70)。肥満は慢性炎症を引き起こし、インスリン抵抗性を引き

惹起する(71, 72)。肥満状態では、血中の遊離脂肪酸、特にパルミチン酸に代表

される飽和脂肪酸が増加しており種々の組織に対して Toll-like receptor 4 (TLR4)

や tumor necrosis factor receptor (TNFR)を介して脂肪毒性を呈することが知られ

ている(73)。 一方で、eicosapentaenoic acid (EPA)に代表される omega-3 (ω-3)不飽

和脂肪酸は抗炎症作用を持つ。実際、日本人脂質異常症患者への EPAの投与は、

冠動脈疾患発症を抑制することが報告されている(6)。このように、脂肪酸はそ

の質によって炎症作用・抗炎症作用の両作用を併せ持つと言える。最近 Oh らは

G蛋白共役型受容体 120 (GPR120、Free Fatty Acid Receptor 4: FFAR4)が ω-3脂肪

酸の受容体として機能し、マクロファージの GPR120 への作用を介して肥満マ

ウスにおけるインスリン抵抗性を改善することを報告した (74)。 また同じ ω-3

脂肪酸である docosanexaenoic acid (DHA)がマクロファージにおいて、

lipopolysaccharide (LPS)誘導性の TNFRや TLR4を介するシグナル伝達を抑制し、

nuclear factor-κB (NF-κB)の活性化を抑制することが知られている (74, 75)。

GPR120 はマクロファージに加えて、脂肪細胞及び腸管内分泌細胞に高発現して
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いる(74, 76)。腸管内分泌細胞に発現する GPR120 の活性化はインクレチンホル

モン glucagon-like peptide-1 の分泌を促進し、インスリン分泌を促進させる(76)。

しかし、EPA の脂肪細胞 GPR120 を介する生理作用はまだ不明な点が多い。そ

こで 1) EPAが脂肪細胞 GPR120 を介する抗炎症作用の検討及び、2) EPAの投与

が食誘導性肥満マウスの脂肪組織炎症へ与える影響の検討を目的として本研究

を計画した。 

 

4-2. 材料と方法 

脂肪酸の調製 

パルミチン酸  (Sigma-Aldrich) は脂肪酸非含有 bovine serum albumin (BSA) 

(Sigma-Aldrich)と結合させ用いた。EPA sodium salt (EPA-Na)は Nu-Chek Prep, Inc.

から購入し、細胞処理に用いた。EPA含有の培養液は既報に従って調製した(77)。

動物に給餌する高純度の EPAは Mochida Pharmaceutical Company, Ltd. の好意に

よって本実験用に供与されたものを用いた。 

 

細胞処理と回収 

マウス培養脂肪細胞である 3T3-L1 murine pre-adipocyte を American Type Tissue 

Culture Collection から購入し、既報の方法に従い分化させた (分化方法は第 1部 

２．材料と方法 細胞培養の項と同様)(17)。完全に分化した 3T3-L1脂肪細胞を 

250 µM のパルミチン酸で 30 分、60 分、または 24 時間刺激を行った。コント

ロール処理にはパルミチン酸と結合していない BSAを用いた。EPA-Na処置 (前
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処置)はパルミチン酸刺激前に 50 mM で 6 時間行った。3T3-L1 脂肪細胞はフォ

スファターゼ阻害薬及びプロテアーゼ阻害薬 (共に nacalai tesque)入りの RIPA 

bufferで回収し、蛋白質抽出に供した。  

 

動物実験 

4 週齢のオス C57BL/6J マウスを CLEA Japan より購入した。動物実験は日本生

理学会の動物飼育ガイドラインに沿って行い、動物実験計画については自治医

科大学の許可を得た後に行った。飼育条件は空調のある飼育室で 1ケージ 4匹、

12 時間おきの明暗サイクルで水・餌は自由飲水・摂餌とした。マウスはコント

ロール食群 (MF diet [chow]、ORIENTAL YEAS CO.,LTD)、高脂肪高ショ糖 (high 

fat/high sucrose; HFHS)食群 (30% fat、20% sucrose)、 EPA (5% wt/wt)混餌 HFHS

食群の 3群に分け、4週齢から 24週間飼育した。 飼育期間終了時にペントバル

ビタールを腹腔内投与し (100 mg/kg)、安楽死させた後、解剖し、臓器を摘出し

た。 

 

血清学的検査 

血漿インスリン及びアディポネクチンをマウスインスリン ELISA キット

(Morinaga)、アディポネクチン Bio-Plex Pro (BIO RAD)を用いて測定した。飼育

開始 12 週、18 週に尾静脈血を用い 6 時間絶食後の空腹時血糖値を測定した

(Terumo Medisafe Mini Glucometer)。他の検査項目の測定は Nagahama Life Science 

Laboratory (Shiga、Japan)に依頼した。インスリン抵抗性指標として Homeostasis 
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model for insulin resistance (HOMA-IR)を以下の式で算出した：空腹時血糖値 

(mg/dL) × 空腹時血漿インスリン値 (ng/mL)/405。 

 

脂肪組織からの血管間質分画 (Stromal vascular fraction)の分離  

精巣上体周囲脂肪組織から血管間質分画 stromal vascular fraction (SVF)を既報の

方法に若干の修正を加えて分離した(10, 78)。要約すると摘出した脂肪組織を細

断 (<2 mm)、collagenase (Sigma-Aldrich)を含む Krebs-Henseleit-HEPES buffer (20 

mg/mL の BSA、2.8 mM グルコース、 37°C、pH 7.4)に浸し、シェーカーで 45

分間インキュベーションを行った。その後、孔径 40µm のメッシュに通し、1000g 

で 8 分間遠心した。遠心後のペレットを SVF として、浮遊細胞を脂肪細胞とし

て回収した。分離・回収した細胞は RNAの抽出に用いた。 

 

リアルタイム定量 reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

3T3-L1 脂肪細胞及びマウス脂肪組織から分離した脂肪細胞から Direct-zolTM 

RNA MiniPrep (Zymo Research)を用いて RNA を抽出した。Complementary DNA

は ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO)を用いて作成した。 TaqMan® 

gene expression assays (Applied Biosystems)を用いて RT-qPCR を行った。Primer-

probeは表 2に示す。mRNA発現レベルは 内部コントロール GAPDHで補正し、

ΔΔCT 法を用いて相対値で表示した(79)。GPR120 遺伝子のノックダウンには

mouse GPR120 siRNA (Santa cruz)を添付プロトコールに従って行った。ノックダ

ウン効率の評価には ウェスタンブロットを用いた。 
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表 2. 本実験に用いた Taq Man® Gene Expression ID 

Taq Man Gene Assay ID 

Mcp-1 Mm00441242_m1 

Tnf-α Mm00443258_m1 

CD11c Mm00498701_m1 

CD206 Mm01329362_m1 

IL-6 Mm00446190_m1 

IL-10 Mm01288386_m1 

Gapdh Mm99999915_g1 

Mcp-1: monocyte chemoattractant protein-1, Tnf-α: tumor necrosis factor-α, Il-6: 

interleukin-6, Il-10: interleukin-10, Gapdh: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

 

ウェスタンブロットと共免疫沈降 

細胞のライセートは既報に従い調製した(17)。また核蛋白質サンプルは Universal 

Magnetic Co-IP kits (Active Motif)を用いて添付のプロトコールに従って抽出した。

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて各サンプルの蛋

白質量を測定した。 サンプルは 1.5mL 遠心チューブ内で SDS sample buffer 

(Wako)と混合し、100 °C、3分間加熱した。加熱後のサンプルは SDS ポリアクリ

ルアミドゲル  (SDS-PAGE)にアプライし、電気泳動を行い polyvinylidene 

difluoride (PVDF)メンブレンに転写した。5%スキムミルクでブロッキング後、メ

ンブレンを以下の一次抗体と反応させた；抗 tumor growth factor β (TGF-β) 

activated kinase 1 (TAK1)抗体、抗 TGF-β activated kinase 1 binding protein 1 (TAB1)

抗体、抗 phospho-interferon regulatory factor 3 (IRF3)抗体、抗 total c-Jun NH2-terminal 
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kinase (JNK)抗体、抗 phospho-JNK抗体、抗 NF-κB-p65抗体及び phospho-NF-κB-

p65抗体。以上の抗体はすべて Cell signaling (希釈倍率 1:1000)より購入した。抗

TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6) 抗体は Invitrogen (希釈倍率 1:500)より、 

抗 GPR120 抗体 (希釈倍率 1:1000)は Abcam より購入した。TAK1 と TAB1の蛋

白相互連関を評価するために Universal Magnetic Co-IP kits (Active Motif)を用いて

共免疫沈降を行い、ウェスタンブロットを行った。二次抗体、Western Sure ECL 

substrate (LI-COR Biosciences)と反応後、信号の検出は C-DiGit® Blot Scanner (LI-

COR Biosciences)を用いて行った。 

 

組織学的解析 

マウス腹腔内から大動脈を摘出し、10%ホルマリンで固定した。その後動脈硬化

面積を評価するために sudan-IV で染色した。大動脈弁の凍結切片は弁輪部動脈

硬化を評価するために oil-red O で染色した。動脈硬化面積 (%)は Photoshop 

Element 14を用いて算出した。精巣上体脂肪組織へのマクロファージ浸潤の評価

を行うため、脂肪組織をマクロファージ表面マーカーである抗 MAC-2抗体を用

いて免疫染色した。Crown-like structure (CLS)の形成数の評価は各標本の弱拡大 5

視野の CLSs を数え、平均値を算出した (Olympus BX-51、×100)。 脂肪細胞径

は各視野 100個 (×100)の脂肪細胞径を測定し、平均値を算出した。 

 

統計解析 

データは平均値 ± 標準誤差で示した。2群間の比較は unpaired t-t 検定を用いて
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行った。相関解析にはSpearmanの順位相関係数を用いた。統計解析にはGraphPad 

Prism version 5 (GraphPad software Inc.)を用いて行った。p <0.05 を統計学的に有

意と判断した。 

 

4-3. 結果 

In vitro 実験：3T3-L1細胞を用いた GPR120 を介する抗炎症機序の検討 

まず 3T3-L1脂肪細胞における GPR120の蛋白質レベルでの発現をウェスタンブ

ロットで検討した。分化した 3T3-L1脂肪細胞には GPR120蛋白が発現しており、

EPA 及びパルミチン酸刺激でその発現量は変化しなかった。分化前の pre-

adipocyte には GPR120 蛋白の発現は認められなかった (図 13A)。次に GPR120

遺伝子をノックダウンし、実験を行った (図 13B)。3T3-L1脂肪細胞を 24時間パ

ルミチン酸で刺激すると、ケモカイン monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) 

及び炎症性サイトカイン tumor necrosis factor (TNF)-αのmRNA発現が増加した。

6時間の EPAの前処置はパルミチン酸誘導性の MCP-1及び TNF-α の mRNA発

現を抑制し、抗炎症作用を示した。3T3-L1細胞で GPR120 を ノックダウンする

と EPAによる抗炎症作用は見られなくなった (図 13C、D)。 
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図 13. EPA は 3T3-L1 細胞においてパルミチン酸誘導性の MCP-1 及び TNF-α

の mRNA発現を抑制する  

3T3-L1 細胞の分化前後における GPR120 蛋白発現 (図 13A)と GPR120 siRNA

の導入 (図 13B)。50mM、6時間の EPA 前処理が 250µM、24 時間のパルミチン

酸誘導性 MCP-1 及び TNF-α の mRNA 発現に与える影響を GPR120 のノック

ダウンの有無で比較した。n = 3、*p < 0.05 vs. パルミチン酸刺激。**p < 0.05 vs. 

EPA+パルミチン酸刺激 CTR siRNA。CTR; scramble siRNA。ns; 有意差なし。 

 

続いて、パルミチン酸刺激の TLR4 及び TNFR 下流のシグナルである IRF3 リン

酸化、TRAF6 発現レベル及び JNKリン酸化と核内転写因子 NF-κB p65 リン酸化

へ与える影響を検討した (図 14A)。EPA の前処置はパルミチン酸刺激による

IRF3 のリン酸化を有意に抑制し、JNK のリン酸化を抑制する傾向 (p = 0.06)に

あった (図 14B、C)。TRAF6 の発現に対しては影響を与えなかった (図 14D)。
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また NF-κB p65のリン酸化を抑制する傾向 (p = 0.05)が認められた (図 14E)。以

上の結果から EPA はパルミチン酸が活性化するとされる TLR4/TNFR 経路に対

して拮抗的に作用し抗炎症作用を示す可能性が示唆された。 

 

図 14. EPAはパルミチン酸誘導性の NF-κB 活性化シグナルを抑制する 

パルミチン酸刺激による NF-κB 活性化に至るシグナルのタイムコースの検討

(図 14A)。パルミチン酸刺激及び EPA 前処置が IRF3 のリン酸化 (図 14B)、

TRAF6の活性化 (図 14C)、JNKのリン酸化 (図 14D)及び NF-κB p65 のリン酸

化 (図 14E)に与える影響の検討。これら蛋白発現レベルは 内部コントロール

GAPDH、total-JNK及び NF-κB p65 で補正した。n = 3。*p < 0.05 vs. パルミチ

ン酸刺激 (5分または 30分)。ns; 有意差なし。CTR; control。 

 

TAB1及び TAK1は TLR4及び TNFRを介する炎症性シグナル伝達の鍵分子と考

えられている(75)。マクロファージにおいて、パルミチン酸や LPS が TLR4 や
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TNFR に結合すると、TAK1-TAB1 複合体が形成され JNK、NF-κB シグナルが活

性化される。ω-3脂肪酸が GPR120 に結合すると、GPR120 が細胞質内に移行し、

β-arrestin 及び TAB1 と複合体を形成するため、TAK1-TAB1 複合体形成が抑制さ

れる(74)。そこで、脂肪細胞でも EPAによる GPR120 受容体刺激が TAK1-TAB1

複合体形成に影響を与えるかを検討した。パルミチン酸刺激は TAB1 の蛋白発

現量に影響を与えなかった。(図 15A)。次に、共免疫沈降を用いて TAK1-TAB1

複合体の形成を評価した。TAK1の一次抗体で免疫沈降を行い、抗 TAB1抗体で

ウェスタンブロットを行った。30 分のパルミチン酸刺激で TAK1-TAB1 複合体

形成は増加したが、EPAの投与で有意に抑制された (図 15B)。 

 

図 15. EPAはパルミチン酸誘導性の TAK1-TAB1 複合体形成を抑制する 

3T3-L1 細胞におけるパルミチン酸刺激 (5分もしくは 30分)及び EPA 前処置の

TAB1 蛋白発現に与える影響 (図 15A)。共免疫沈降によるパルミチン酸刺激 

(30 分)及び EPA 前処置の TAK1-TAB1 蛋白複合体形成に与える影響の検討 (図
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15B)。TBA1 の発現は内部コントロール GAPDH で、共免疫沈降による TAK1-

TAB1 複合体形成はライセートの TAB1 発現で補正した。n = 3。*p < 0.05 vs. パ

ルミチン酸刺激 (30分)。CTR; control mouse IgG。 

 

In vivo実験；マウスを用いた EPAの脂肪組織炎症に与える影響の検討 

続いて、マウスへの EPA 混餌投与が HFHS 食による脂肪組織変化に与える影響

を検討した。24 週間飼育後の血中代謝パラメータ (6 時間絶食後採血)を表 3 に

示す。 EPAは HFHS 食による総コレステロール、肝酵素、空腹時血糖値の上昇

を抑制した。さらに EPA は HFHS 食による食餌誘導性体重増加を抑制し、体重

当たりの肝重量増加を抑制した (% g/body)が、精巣上体脂肪組織重量には影響

を与えなかった (図 16A-C)。EPAは 24 週時点での空腹時血糖及びインスリン抵

抗性指標 HOMA-IRを HFHS群と比較して抑制していた (図 16D-E)。さらに EPA

混餌群では HFHS 食群に比して血漿アディポネクチンレベルが有意に上昇して

いた (図 16F)。 
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表 3. 3群間の空腹時代謝パラメータ 

 
コントロール

食 (n = 10) 

HFHS 食 

(n = 13) 

HFHS 食 + 

EPA (n = 8) 

TC (mg/dL) 67 ± 3.1 181 ± 14* 81 ± 9.6# 

TG (mg/dL) 28 ± 3.7 13 ± 1.6* 12 ± 2.0  

HDL-C (mg/dL) 38 ± 2.1  63 ± 3.9* 50 ± 5.5 

NEFA (µEq/L) 884 ± 99  630 ± 47* 625 ± 79 

ALT (IU/L) 9.4 ± 1.9  122 ± 23* 32 ± 11# 

Plasma glucose 

(mg/dL) 
106 ± 9 126 ± 4* 79 ± 5# 

Insulin (ng/mL) 1.58 ± 0.02 7.06 ± 0.41* 4.15 ± 0.83# 

HbAc (%) 4.58 ± 0.05 4.51 ± 0.05 4.52 ± 0.05 

 

平均値 ± 標準誤差。TC、総コレステロール； TG、中性脂肪；HDL-C、high-density 

lipoprotein コレステロール；NEFA、 nonesterified fatty acid；ALT、 alanine 

aminotransferase；HbA1c、glycated hemoglobin；HFHS、high-fat/high-sucrose食群；

EPA、5% (wt/wt) eicosapentaenoic acid 給餌群、 *p < 0.05 vs. コントロール食群 

(chow)。 #p < 0.05 vs. HFHS 食群. 
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図 16. EPAの HFHS 食誘導性肥満マウスに与える影響 

3 群間の経時的体重の推移 (図 16A)、体重当たりの精巣上体周囲脂肪組織 (図

16B)及び肝重量 (図 16C)の比較。飼育 12週、18週及び 24週時点での空腹時血

糖値 (6 時間絶食後)の推移 (図 16D)。EPA のインスリン抵抗性指標 HOMA-IR 

(図 16E)および血漿アディポネクチン濃度に与える影響 (図 16F)。各郡 n = 8-13。

*p < 0.05 vs. HFHS 食群。 

 

食餌誘導性肥満マウスの脂肪組織への EPA投与の影響を組織学的に検討し

た。まず脂肪組織での CLS 形成を評価した。CLS 形成は死細胞 (アポトーシス

あるいはネクローシス)をMAC-2陽性マクロファージが取り囲んでいる組織像
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で、脂肪組織炎症の起点として重要と考えらえられている病理である(80)。

HFHS 食群の精巣上体脂肪組織ではコントロール (chow)食群と比較して CLS

形成の増加が認められたが、EPAを混餌すると CLS 形成は抑制された (図 

17A-G)。全体でマウス体重 (g)と CLS 形成数 (/LPF)間には正の相関が認められ

た (r = 0.80、p < 0.001、図 17H)。 さらに CLS 形成数と インスリン抵抗性指

標 HOMA-IR 間にも正の相関がみられた (r = 0.72、p < 0.001、図 17I)。EPAは 

HFHS 食による脂肪細胞の大型化を有意に抑制していた (図 17J)。EPAの肝臓

に対する影響も検討した。HFHS 食群では肝細胞の脂肪化、CLS の形成が認め

られたが、EPA投与によりこれらの変化は抑制されていた (図 18)。 

 

 

図 17. EPAは HFHS 食による脂肪組織 CLS形成を抑制する 

マウス精巣上体脂肪組織における CLS形成の組織学的検討 (図 17A-F)。CLS 数
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は MAC-2 陽性細胞が王冠様に脂肪細胞を取り囲んでいる状態 (図中の赤矢印、

図 17E)を カウントした。EPAの HFHS による CLS 形成数に与える影響の検討 

(図 17G)。マウス体重と CLS 形成数の相関 (図 17H)及び CLS形成数と HOMA-

IR との相関 (図 17I)の解析。EPA の HFHS による脂肪細胞径変化 (µm)へ与え

る影響の検討 (図 17J)。n = 5-13。*p < 0.05 vs. HFHS 食群。 

 

 

図 18. EPAは HFHS 食による脂肪肝を抑制する 

3群の肝組織おける肝脂肪化の程度 (上段 HE 染色)とマクロファージの浸潤、

CLS 形成(赤矢印)の程度(下段 MAC-2染色)を組織学的に比較した。 
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EPAの大動脈弁弁輪部、大動脈における動脈硬化形成への影響を検討したが、

HFHS 食では明らかな動脈硬化巣形成は見られず (図 19A-D)、3群間で差は見

られなかった (図 19D)。 

 

図 19. 3 群間の大動脈弁動脈硬化 (図 19A-C)と大動脈動脈硬化面積の検討 (図

19D)。大動脈弁動脈硬化は Oil-Red O 染色で、 大動脈動脈硬化面積は Sudan-IV

染色 (%)で評価した。n = 8-13 (D)。動脈硬化面積 (%)は 3群間分布を示した。 

 

次に脂肪組織における炎症性サイトカイン、抗炎症性サイトカイン及び

adipose tissue macrophage (ATM) マーカーの mRNA発現レベルを比較検討した。

脂肪組織から分離した SVFにおいて、M1マクロファージマーカーである CD11c

の mRNA 発現レベルは HFHS 群で上昇していたが、EPA 群で抑制されていた。

さらに炎症性サイトカイン IL-6 及び TNF-α の mRNA 発現も EPA 投与によって



59 

 

抑制されていた (図 20A-F)。脂肪細胞分画において、EPA投与は CD11cのmRNA

発現レベルには影響を与えなかったが、脂肪細胞から分泌されるケモカイン

MCP-1の mRNA発現増加を HFHS 食群に比して抑制していた (図 20G-L)。 

 

図 20. EPA は HFHS 誘導性肥満マウス脂肪組織での M1 マクロファージを減少

させ、MCP-1 mRNA 発現を抑制する 

EPAの HFHS食による肥満マウス血管間質分画 (SVF)におけるM1マクロファ

ージマーカー (CD11c) 、M2マクロファージマーカー (CD206)及び炎症性サイ

トカイン mRNA 発現に与える影響の検討 (図 20A-F)。 脂肪細胞分画における

炎症性 (IL-6、TNF-α、 MCP-1)及び抗炎症性サイトカイン (IL-10)mRNA発現

レベルの比較 (図 20G-L)。n = 3。 *p < 0.05 vs. HFHS 食群。 

 

最後に精巣上体周囲脂肪組織において、HFHS 食による TLR4 及び TNFR 刺激

が活性化すNF-κBシグナル経路への EPA投与の影響をウェスタンブロットで検
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討した。HFHS 食群脂肪組織で JNK のリン酸化が上昇していたが、EPA 投与に

より抑制されていた。また核蛋白分画において、EPA投与は HFHS 食による NF-

κB p65 のリン酸化亢進を抑制した。3 群間で GPR120 の蛋白発現レベルには明

らかな変化は見られなかった (図 21)。 

 

図 21. EPA は HFHS による炎症性シグナル JNK 及び NF-κB のリン酸化を抑制

する 

マウス精巣上体周囲脂肪組織の IRF3 リン酸化、JNK リン酸化 及び TRAF6 蛋

白発現及び核内転写因子 NF-κB p65 リン酸化に与える影響をウェスタンブロッ

トで検討した。n = 3。 

 

4-4. 考察 

本研究において、培養脂肪細胞において EPA がパルミチン酸刺激で誘導される

MCP-1 及び TNF-α の mRNA 発現亢進を GPR120 を介して抑制することを示し

た。特に EPA はパルミチン酸による TAK1-TAB1 複合体形成を抑制していた。
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HFHS 食による食餌誘導性肥満マウスにおいて、EPA 投与は脂肪組織で CLS 形

成を抑制し、NF-κB のリン酸化を抑制することが分かった。EPA 等の ω-3 脂肪

酸はマクロファージにおいて GPR120 に作用し、抗炎症作用を示すことが知ら

れている(74)。いくつかの先行研究で、EPAが培養マクロファージにおいてパル

ミチン酸誘導性の MCP-1 及び TNF-α の mRNA 発現を抑制することが報告され

ている(14, 77)。本研究結果から EPAによる GPR120 シグナルが脂肪細胞におい

ても抗炎症的に作用していることが示唆された。パルミチン酸は飽和脂肪酸の

代表で、血管内皮細胞(27)、肝細胞(81)、脂肪細胞(14) 及び膵 β 細胞(25)に傷害

を与え、脂肪毒性として知られている。パルミチン酸等の飽和脂肪酸は TLR4 の

リガンドの一つと考えられており、飽和脂肪酸に富む食事は生体に慢性炎症と

インスリン抵抗性を引き起こす(14, 25)。TLR4のシグナル伝達はマクロファージ

細胞質において TAK1 及び TAB1 の複合体を形成し、NF-κB を活性化するが、

ω-3 脂肪酸は TAK1-TAB1 複合体形成を抑制する(74)。本実験では、培養脂肪細

胞においてパルミチン酸刺激や EPA 投与で TAB1 の蛋白発現量は変化しなかっ

た。本実験結果からは GPR120 を介する抗炎症性シグナルには TAB1 の発現量

よりも TAK1-TAB1 複合体の形成がより重要である可能性を示していると考え

る。最近、小腸上皮細胞においても、GPR120 の選択的アゴニストが TAK1-TAB1

複合体形成を抑制することが報告された(82)。これらを合わせて考えると、

GPR120 を介する抗炎症作用には広く TAK1-TAB1複合体形成抑制が関与してい

る可能性がある。実際、ヒト培養脂肪細胞において GPR120 をノックダウンする

と同じく ω-3 脂肪酸 DHA の TNF-α mRNA 発現抑制作用が減弱することが報告
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されている(83)。本実験結果もこの先行研究に矛盾しない結果である。 

EPA のマウスへの投与実験では、高脂肪食誘導性の脂肪肝(84)、肥満(85)、動脈

硬化(86)等の改善作用が知られている。本実験結果でも 24週のEPA投与がHFHS

食によるマウス体重増加、肝酵素、インスリン抵抗性の上昇を改善していた。

CLS は M1 マクロファージが壊死に陥った脂肪細胞を取り囲んだ病理像でヒト

でもマウスでも観察される(80)。M1 マクロファージは骨髄由来のマクロファー

ジで、肥満状態では脂肪組織に常在する M2 マクロファージに代わって炎症性

M1 のマクロファージが浸潤し、マクロファージの極性変化が起きる。Fujisaka

らはアンギオテンシン II 受容体拮抗薬である降圧薬 telmisartan やチアゾリジン

系経口血糖降下薬 pioglitazone が肥満マウス脂肪組織での CLS 形成を抑制し、

マクロファージの極性を炎症性の M1から M2 にシフトさせることを示した。こ

の先行研究では telmisartan や pioglitazone が有する Peroxisome proliferator-

activated receptor γ (PPARγ) 活性化作用が脂肪組織マクロファージ極性を変化さ

せ脂肪細胞のサイズを小型化したことが抗炎症的に作用し、CLS 形成を抑制し

たと考察している(78, 87)。肥満のヒトにおいても、12週間の omega-3-acid ethyl 

ester投与で脂肪組織での CLS 形成及び MCP-1 mRNA発現が減少したことが示

された (88)。実際、3T3-L1細胞を EPA処理すると培地中へのアディポネクチン

の分泌が上昇することや、EPA に富む餌をマウスに給餌すると血漿中アディポ

ネクチンレベルが上昇することも報告されている(89, 90)。Chambrier らはヒト培

養脂肪細胞でも EPA を 50 µM、6時間投与すると PPARγ mRNA発現が増加する

ことを見出している (91)。本実験結果で EPAを HFHS 食に混餌投与すると脂肪
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細胞が小型化し、血漿中のアディポネクチンが上昇することを観察している。

EPA の投与は肥満状態において脂肪細胞を小型化することでアディポネクチン

レベルを上昇させ抗炎症性に作用する可能性もある。アディポネクチン上昇が

GPR120 刺激と関連するかは不明であり、今後の検討課題である。さらに、In vivo 

における EPA のアディポネクチン上昇作用の有無にはまだ議論の余地がある。

先に示した肥満のヒトへの omega-3-acid ethyl ester 投与は脂肪細胞のサイズ変化

や血中アディポネクチンレベルへの影響が見られていない(88)。これら in vivoに

おける結果の差異の原因は明らかではないが、動物実験で給餌される EPA の量

は本実験でも用いたように 5% (wt/wt)程度かそれ以上の量である。ヒトがこれに

相当する EPA を経口的に摂取するのは現実的ではない。従って、脂肪酸のよう

な栄養素を与える実験においてはその給餌量(生理的量か、薬理学的量か)が結果

に与える影響を加味する必要があると考えられる。 

他方、EPAの脂肪細胞でのケモカイン MCP-1の mRNA発現低下作用が脂肪組織

への M1 マクロファージの浸潤を抑制し、インスリン抵抗性を改善した可能性

が考えられる。本実験結果では EPA投与が SVFでのM1 マクロファージマーカ

ーCD11cの mRNA発現を抑制していたことから、実際浸潤していたマクロファ

ージの極性が EPA 投与で変化したことが推察される。いくつかの先行研究にお

いても EPA 投与が培養脂肪細胞でパルミチン酸誘導性の MCP-1 mRNA 発現を

抑制することや(14)、HFHS 食による脂肪組織での MCP-1 mRNA 発現増加を抑

制することが報告されている(85)。Oh 等は ω-3 脂肪酸投与による抗炎症作用が

マクロファージ特異的 GPR120ノックアウトマウスでは減弱していたことから、
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GPR120 の抗炎症作用はあくまでマクロファージを介する作用であると考察し

ている(74)。EPA の脂肪細胞への直性作用によって MCP-1 の発現が低下してい

るのか、そうであれば GPR120 の関与も含めてそのメカニズムはどのようなも

のか、今後追加の検討が必要である。 

本実験では HFHSによる肥満マウスの脂肪組織炎症を EPAが抑制することを示

した。Sato らは HFHS 食への 20 週間の EPA 混餌投与が体重増加を抑制し、脂

肪組織でのMCP-1 mRNA遺伝子発現を抑制することを示しており、我々の結果

と矛盾しない。しかし単に高脂肪 (high-fat; FH)食マウスに対して EPA混餌は体

重増加、MCP-1 の発現レベルには影響を与えなかった (85)。蔗糖摂取はメタボ

リックシンドロームや非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)の独立した危険因

子であることが知られている(92, 93)。HFHS 食は HF 食以上にマウスに重症脂

肪肝と肝細胞への中性脂肪の蓄積を来す(85)。本研究でも EPA 投与肝組織にお

いて HFHS 食による肝脂肪化や CLS 形成を抑制することを観察している。この

結果は血清学的に HFHS による肝酵素の上昇を EPA が抑制していた事実と矛盾

しないものである。従って、EPA のインスリン抵抗性改善作用には脂肪肝抑制

を介する機序の寄与も考えられる。この様に EPA の投与は全身の代謝への影響

を考えなければならない。臓器特異的な EPA 投与や GPR120 シグナルの影響の

検討には標的臓器特異的な GPR120 ノックアウトマウスなどを用いるなどの検

討を加える必要がある 

 

4-5. 結語 
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本実験では EPA は培養脂肪細胞で GPR120 を介して TAK1-TAB1 複合体形成を

抑制し抗炎症的に作用することを示した。さらに、EPA 投与は HFHS 食誘導性

肥満マウスの脂肪組織で MCP-1 mRNAの発現抑制、CLS の形成を抑制し、マク

ロファージの極性変化が重要な役割を果たしていることを示した。これらの知

見は、脂肪細胞 GPR120 の制御が炎症やインスリン抵抗性の病態改善の治療タ

ーゲットになり得ると考えられた。 
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5. 総括 

脂肪酸の生理学はこの 10 数年の受容体の発見・同定 (その多くはオーファン受

容体であった)により格段に進歩した。その多くが GPCR であったために、今日

脂肪酸受容体を介する生理作用は創薬ターゲットにもなっている。第 1 部では

飽和脂肪酸パルミチン酸の脂肪細胞への無菌性炎症に TLR4 が関わっており、

さら脂質ラフトへのトランスロケーションがその初期反応として重要であるこ

とが示唆された。脂質ラフトからのコレステロールの引き抜きはパルミチン酸

誘導性の TLR4 のトランスロケーションを抑制し、HDLや apoA-Iが内因性の抗

自然炎症作用を持っていると考えられる。飽和脂肪酸の代表であるパルミチン

酸の脂肪毒性作用の機序の一端であり、生体にとって好ましくない「悪玉」作用

であると言える。一方、飽和脂肪酸であれ不飽和脂肪酸であり長鎖脂肪酸は膵 β

細胞 GPR40のリガンドとして作用し、短期的刺激はインスリン分泌を促進する。

これは脂肪酸鎖長による生理作用の差異を示すものである。実際、短鎖脂肪酸は

GPR40 の受容体のリガンドにはならないと考えられている。GPR40 受容体作動

薬は数社が開発中であり、今後臨床の現場に登場することが期待されている薬

剤の一つである。GPR40 受容体刺激によるインスリン分泌促進作用は脂肪酸の

「善玉」作用の側面である。一方ですでに臨床上使用されている ω-3脂肪酸であ

る EPA の抗炎症作用の詳細についても長く未解明であった。2010 年に Olefsky
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らのグループがω-3脂肪酸の受容体がGPR120と同定した(74)。GPR120も肥満、

糖尿病治療において有望な創薬ターゲットとなっており、今後のさらなる作用

メカニズムの解析が望まれる。単に脂肪酸といっても、このようにその質、即ち

リポクオリティによって生理作用が大きく異なることが理解される。 

脂肪酸代謝は生体に取り込まれると、様々な代謝物へ変化し、各々異なる生理活

性をもつことが分かってきた。従って、今日の脂肪酸代謝の解析方法もメタボロ

ーム解析を始めとした網羅的解析手法が主流となっている。今回本論文にまと

めた研究は 1 つの脂肪酸とその作用の 1 対 1 の関係を見るものであり、多岐に

渡る代謝物へ変化する脂肪酸代謝の生物学的意義を解析するには限界があると

も言える。今後はオミックス解析等をうまく用いて、そこから演繹的に研究を深

化させていきたいと考える。 
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