
神戸大学・医学研究科・医学研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４５０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

PKG/VASPシグナルの糖代謝に与える影響の解明

Role of PKG/VASP signaling on glucose metabolism

７０６３９２６０研究者番号：

楯谷　三四郎（TATEYA, SANSHIRO）

研究期間：

１５Ｋ０９４１４

年 月 日現在３０   ９ １４

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：eNOS由来NOの欠損したeNOS-/-マウスは普通食飼育にも関わらずKupffer細胞のM1化と
肝臓慢性炎症、肝インスリン抵抗性が出現したが、C57BL6マウスにPDE5阻害剤, sildenafilを投与しcGMP濃度を
増加させるとHFDに伴うKupffer細胞のM1化と肝インスリン抵抗性が改善した。NO/cGMP/VASPシグナルが主要なイ
ンスリン感受性臓器である肝臓に在住するマクロファージ、Kupffer cells内や脂肪組織在住マクロファージ内
の炎症を抑制し、糖尿病モデルマウスのインスリン抵抗性発症を抑えることを初めて明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We show that high-fat feeding induces proinflammatory activation of Kupffer 
cells in wild-type mice coincident with reduced liver endothelial nitric oxide synthase activity and
 NO content while, conversely, enhancement of signaling downstream of endogenous NO by 
phosphodiesterase-5 inhibition protects against high fat-induced inflammation in Kupffer cells. 
Furthermore, proinflammatory activation of Kupffer cells is evident in eNos(-/-) mice even on a 
low-fat diet. These results collectively imply a physiological role for endothelial NO to limit 
obesity-associated inflammation and insulin resistance in hepatocytes and support a model in which 
Kupffer cell activation during high-fat feeding is dependent on reduced NO signaling. Our findings 
also identify the NO/VASP pathway as a novel potential target for the treatment of 
obesity-associated liver insulin resistance.
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病・肥満状態では脂肪組織や肝臓といっ
たインスリン感受性臓器で免疫細胞の活性
化を伴う慢性炎症を呈していることが 2006
年以降明らかとなり、炎症の抑制が治療薬開
発のターゲットになりうると考えられるよ
うになったが、未だ有望な薬剤は開発されて
いない。 
 
２．研究の目的 
申請者らが明らかとしたCCL2/CCR2パスウ
ェイならびに一酸化窒素(NO)/cGMP/VASP 
(Vasodilator-stimulated phosphoprotein)シ
グナルという炎症を制御する分子メカニズ
ムをマクロファージを中心とした細胞特異
的アプローチで統合的に検証し、実際に治療
薬の候補となりえるのかを抗炎症メカニズ
ムの解明とともに明らかとする。世界的に急
増する糖尿病を治療するための分子基盤の
確立をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) C57BL6 マウスを普通食あるいは高脂
肪食で飼育し肝臓、脂肪組織、骨格筋での
eNOS リン酸化、NO 含量、Akt リン酸化を
評価する。eNOS 欠損マウスを普通食あるい
は高脂肪食で飼育したあと、肝臓、脂肪組織、
骨格筋での慢性炎症やインスリン抵抗性を
評価する。高脂肪食飼育マウスに sildenafil
を 2 週間経口投与しその後、各臓器の慢性炎
症とインスリン抵抗性を評価する。VASP 欠
損マウスを普通食で飼育し各臓器の慢性炎
症とインスリン抵抗性を評価する。 
(2) マクロファージ VASP が慢性炎症を抑制
し、インスリン抵抗性を改善させるか細胞特
異的アプローチを用い in vivo で解析する。 
骨髄移植は免疫細胞の放射線感受性が他の
細胞に比べ極端に高いことを利用し、マクロ
ファージを初めとする免疫細胞特異的に遺
伝子改変マウスを作製する手法として確立
されている。970rads の放射線を照射した野
生型マウスに VASP 欠損マウスより単離した
骨髄由来マクロファージ (BMDM ) を移植し
し普通食で飼育させ、肝臓、脂肪組織マクロ
ファージの慢性炎症の状態の評価や、インス
リン抵抗性の有無をそれぞれ RT-PCR やイン
スリン負荷テストなどで検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 血管内皮細胞の機能の一つに eNOS活性
化を介した nitric oxide (NO)の産生がある。
NO の産生により血管平滑筋が弛緩される。高
脂肪食飼育に伴う炎症とインスリン抵抗性
（インスリン依存的 Akt セリン 473 の抑制）
発症がどのような順序でおきるのか、各臓器、
細胞の相互作用を解明するために肝臓、骨格
筋、脂肪組織、血管の炎症（RT-PCR による炎
症性サイトカインの発現、並びに IkBαのリ
ン酸化）とインスリン抵抗性 (インスリン依
存的 Akt セリン 473 の抑制)、肝臓クッパー

細胞の炎症（RT-PCT による炎症性サイトカイ
ンの発現）を検討した。血管内皮細胞での炎
症とインスリン抵抗性がまず初めにおこり、
ほぼ同時か多少遅れてクッパー細胞の炎症、
そして最後に肝臓、骨格筋、脂肪組織の炎症
とインスリン抵抗性が起きることが明らか
となった。 
 血管内皮の炎症とインスリン抵抗性は
eNOS リン酸化の低下を伴うことから、eNOS
の不活性化が原因である可能性を考えた。実
際 eNOS 欠損マウスは通常食飼育下にもかか
わらず炎症はクッパー細胞、脂肪組織でみら
れ、インスリン抵抗性も肝臓、脂肪組織、血
管でみられた。eNOS によって生成される NO
が近隣の肝細胞や脂肪細胞に働き、抗炎症作
用を発揮しているのではと考え、NOの下流分
子 cGMP に着目した。cGMP は PDE5 により分解
される。PDE5 阻害剤, sildenafil は直接的
な NO 投与による副作用、例えば血管の弛緩
に伴う低血圧などを起こさずに内因性の NO
シグナルを増強させることができる。
Sildenafil (30mg/kg/day)を高脂肪食飼育の
最後の２週間の間投与し細胞内 cGMP 濃度を
上昇させると、炎症の改善は肝臓（クッパー
細胞、肝細胞）、脂肪組織（マクロファージ、
脂肪細胞）で見られ、インスリン抵抗性も両
組織で改善していた。NO/cGMP が抗炎症作用
を発揮する際の下流分子として VASP 
(Vasodilator Stimulated Phosphoprotein)
に着目した。VASP は cGMP により Ser239 がリ
ン酸化され活性化される。VASP 欠損マウスは
通常食にも関わらず炎症（クッパー細胞、脂
肪組織マクロファージ）とインスリン抵抗性
（肝臓、脂肪組織）がみられた。NO/cGMP/VASP
シグナルによるマクロファージ、肝細胞での
抗炎症作用は in vitro でも観察された。骨
髄由来マクロファージ、マウス初代肝細胞に
NO 供与体、DETA-NO、あるいは 8Br-cGMP を投
与すると LPS 刺激に伴う M1 化（TNFα、iNOS, 
IL6, CD11c mRNA の上昇と IkBαリン酸化の
上昇）が抑制され、株化マクロファージ RAW
細胞、株化肝細胞 AML12 細胞にレトロウィル
スを用いて野性型 VASP を過剰発現させても
LPS に伴う M1化が抑制された。 
 一方 VASP 欠損マウス由来腹腔マクロファ
ージ、そして VASP 欠損マウス初代肝細胞は
非刺激にも関わらず、M1 化を呈しており、
NO/cGMP/VASP シグナルはマクロファージ、肝
細胞の両方で抗炎症的に作用することが明
らかとなった。 
(2) 骨髄移植の手法を用い、骨髄細胞特異
的に VASP を欠損させたとき、マクロファー
ジの慢性炎症が誘導されインスリン抵抗性
を発症するかどうか検討を行った。骨髄移植
は免疫細胞の放射線感受性が他の細胞に比
べ極端に高いことを利用し、マクロファージ
を初めとする免疫細胞特異的に遺伝子改変
マウスを作製する手法として確立されてい
る。970rads の放射線を照射した野生型マウ
スに VASP 欠損マウスより単離した骨髄由来



マクロファージ (BMDM ) を移植したところ、
普通食飼育にもかかわらず肝臓、脂肪組織マ
クロファージは TNFαの上昇など慢性炎症の
状態を呈し、インスリン抵抗性を認めた。 
 In vivo の結果とあわせ、肝臓の血管内皮
細胞によって生成される NO は近隣のクッパ
ー細胞と肝細胞の両者に作用し、各々の細胞
内の cGMP/VASP シグナルを経て抗炎症作用、
インスリン改善作用を発揮するものと考え
られた。 
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