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研究成果の概要（和文）：肥満は、脂肪細胞における慢性的な炎症を誘導し、２型糖尿病のリスクを高める。し
たがって、安全に肥満を抑制する薬剤の開発が求められている。そこで本研究では、培養脂肪細胞を用いて、そ
の分化・成熟を抑制する可能性のある薬剤の探索を行った。その結果、２つの候補物質を見いだすことができ
た。本研究により得られた知見は、今後さらなる増加が予想される２型糖尿病に対する予防薬・治療薬の開発に
貢献できるものと考えている。

研究成果の概要（英文）：Obesity induces chronic inflammation in adipocytes and increases the risk of
 type 2 diabetes. Therefore, there is a required for the development of agents that can suppress 
obesity safely. In this study, we attempted to search for agents that could suppress maturation 
using cultured adipocytes. As a result, we found two candidates. These findings obtained from this 
study may contribute to the development of anti-diabetic agents.

研究分野：生化学

キーワード： 酸化ストレス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満は、２型糖尿病を含め、様々な疾患と関連している。したがって、脂肪細胞が過度に脂肪を蓄積することは
好ましくない。本研究では、培養脂肪細胞を用い、その成熟（脂肪の蓄積）を抑制する物質を探索した。その結
果、２つの候補物質を明らかにした。本研究により得られた知見は、２型糖尿病に対する予防薬・治療薬の開発
に貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
＜背景１：２型糖尿病と酸化ストレス＞ 
肥満は２型糖尿病のリスクを高めることが知られている (Tsugane et al. Int J Obes Relat 

Metab Disord. 2002)。我が国における肥満者の割合は多く、BMI（Body Mass Index）が２５
以上の成人男性の割合は２８．６％、成人女性の割合は２０．３％に達する(厚生労働省 平
成２５年度 国民健康・栄養調査)。このため、２型糖尿病を予防するための効果的な対策
が求められている。 
 肥満は、脂肪組織における慢性的な炎症を介して、2型糖尿病を引き起こす (Donath et al. 
Nat Rev Immunol. 2011)。肥満者の脂肪組織ではマクロファージなどの免疫系細胞が浸潤して
おり慢性的な炎症状態を生み出している。この慢性炎症となった脂肪組織からは TNF-α や
IL-1βといった炎症性サイトカインが分泌されており、これらが骨格筋や肝臓におけるイン
スリンシグナル伝達経路を阻害する（インスリン抵抗性）(Hotamisligil et al. Science. 1993)。
このように生じたインスリン抵抗性が原因となり 2型糖尿病が発症すると考えられている。 
 近年、炎症性サイトカインの作用に加え、炎症による酸化ストレスがインスリンのシグナ
ル伝達の阻害に関与していることが明らかとなってきた（Pilon et al. PLoS One. 2010）。炎
症部位では、マクロファージや好中球などにより、活性酸素（O2

-）や一酸化窒素（NO）が
産生される。これらの分子から活性窒素種が生じタンパク質を酸化あるいはニトロ化修飾
し、様々なシグナル伝達経路を阻害する（図２）［Yamakura, Ikeda. Nitric Oxide. 2006］。実
際に、培養脂肪細胞の系で活性窒素種の一つペルオキシ亜硝酸の産生を誘導すると、インス
リン受容体基質１（IRS1:インスリンシグナル伝達経路の重要分子）のチロシン残基がニト
ロ化修飾を受け、インスリンのシグナルの伝達が阻害されることが報告されている
（Nomiyama et. al. BBRC. 2004）。 
 一般に、翻訳後修飾されたタンパク質の検出や定量には抗体が多用される。２型糖尿病との関
連が指摘されるニトロ化修飾はタンパク質中のトリプトファン残基とチロシン残基がターゲッ
トとなるが、これまでに実用化されたのはニトロチロシンに対する抗体のみであった。本研究分
担者の山倉らは世界で初めてニトロトリプトファンを検出できる抗体（抗 6-ニトロトリプトフ
ァン抗体）の作製に成功しており［Ikeda Yamakura. Nitric Oxide. 2007］、我々の研究グルー
プはこれらを用いて全てのニトロ化修飾（6-ニトロトリプトファン、3-ニトロチロシン）を検出
できる系を確立している。 
 このように、２型糖尿病の発症には酸化・ニトロ化ストレスが重要な役割を果たしている。し
かし、酸化・ニトロ化ストレスの低減を考慮した予防薬/治療薬の研究はほとんど為されていな
い。その最大の要因は、これらのストレスによるタンパク質の障害（翻訳後修飾）を検出する手
法が限定されていることにある。これは様々な検出法（リアルタイム PCR、ウエスタンブロッ
ト法、ELISA等）が確立している炎症性サイトカインとの大きな違いである。 
 
＜背景２：粘菌由来の糖代謝促進物質 DIF＞ 
 細胞性粘菌は土壌微生物の一種で、発生生物学研究のモデル生物として世界中で利用されて
きた。しかし近年、細胞性粘菌類は「未利用創薬資源」と注目されており、粘菌由来の各種生物
活性物質が単離/同定されている（論文多数）。中でも DIF-1 (DIF-1: Differentiation-inducing 
factor-1)という化合物の生物活性は特筆に値する。 

DIF-1は、細胞性粘菌の一種である Dictyostelium discoideumの生理活性物質（分化誘導因
子）として英国のグループにより発見/報告された化合物である(Morris et al. Nature. 1987)。興
味深い事に、DIF-1とその誘導体は、哺乳類細胞においても多彩な作用を示す。近年、久保原（本
研究分担者）らはいくつかの DIF 誘導体が各種哺乳類細胞の糖取り込みと糖代謝を促進するこ
とを発見した。また久保原らは、腹腔内投与した DIF-1 が２型糖尿病モデルマウス（KK-Ay）
の食後の血糖値を有意に下降させることを報告している[Kubohara et al. Life Sci. 2008]。これ
らの成果は、DIF誘導体が 2型糖尿病予防薬/治療薬として臨床応用できる可能性、並びに、我々
が開発したニトロ化検出系を利用して、より有効/有用な DIF誘導体を開発できる可能性を示唆
している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、DIF 誘導体やその他の化学物質を用いて、培養脂肪細胞の分化を抑制する物質
を探索することにした。そして効果の見られた物質に関しては、ニトロ化の抑制効果を確認する
ことにした。 
 
３．研究の方法 
培養脂肪細胞として利用したのは 3T3-L1 細胞（国立研究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究
所 JCRB 細胞バンクより分譲）および 3T3-F442A 細胞（ECACC, European Collection of 
Authenticated Cell Cultures より分譲）である。これらの細胞を６ウェルの培養プレートに播
種し、コンフルエンになるまで培養した。その後、インスリン（10μg/ml）による分化誘導と同
時に DIF 誘導体および各種化学物質を加え、１０日間培養することで、分化・成熟の抑制効果
（脂肪滴蓄積の抑制効果）を検証した。脂肪滴はオイルレッド O染色により確認した。写真撮影
後、イソプロパノールにより色素（オイルレッド O）を抽出し、その吸光度を測定することで脂



肪滴の量を推定した。その後、細胞を回収してタンパク質の抽出を行った。そして、ニトロ化の
変化を明らかにするため、ウエスタンブロット法による分析を行った。 
 
４．研究成果 
 DIF 誘導体の１つにおいて、脂肪滴を１０％
減少させる物質が存在した。さらに、ニトロ化
に関わる一酸化窒素（NO）の合成を抑制する物
質において、脂肪滴を６０％減少させるもの
が存在した（図）。現在これらの効果を再確認
しており、できるだけ早く論文として発表す
る予定である。なお、ウエスタンブロット法に
おいて、ニトロ化の程度が有意に異なるタン
パク質の同定には至らなかった。この原因と
して、所属機関の移動にともない、検出方法を
変更したことが一因として考えられた。今後
より高感度の検出法を用いて再確認する予定
である。現時点では、脂肪細胞の分化・成熟抑
制における DIF 誘導体および NO の役割は不明であるが、今後タンパク質のニトロ化以外の影響
についても分析を行い、その機序を解明したいと考えている。本研究によりこれまでに得られた
知見は、今後さらなる増加が予想される２型糖尿病に対する予防薬・治療薬の開発に貢献できる
ものと考えている。 
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