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研究成果の概要：3T3-L1 培養細胞系を用い肥満に起因する脂肪組織炎症性病態の発症・進展
と酸化ストレスとの関係について検討した。3T3-L1 細胞の分化に伴う EC-SOD や APN の発
現変動は PPAR-gや C/EBP-aの制御を受けていることが示唆された。3T3-L1 細胞とマクロフ
ァージとの共培養実験から、脂肪組織へのマクロファージの浸潤に伴う TNF-a発現の増大が脂
肪組織の炎症性病態の進展を引き起こし、それに対する脂肪細胞での EC-SOD発現上昇は脂肪
組織を炎症性病態に起因する酸化ストレスから防御するための反応であると推察された。 
（語句の説明）EC-SOD：酸化ストレス防御酵素、APN：抗炎症性アディポサイトカイン、
PPAR-gと C/EBP-a：転写因子、TNF-a：向炎症性サイトカイン。 
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１．研究開始当初の背景 
（1）生活習慣と社会環境の変化にともなっ
て、インスリン抵抗性・糖尿病患者が急速に
増加している。糖尿病はひとたび発症すると
治癒することは難しく、腎症、網膜症、神経
障害などの細小血管障害、動脈硬化性疾患な
どの大血管障害などの合併症の発症・進展を
促進するため、患者の QOL を著しく低下さ
せるのみではなく、医療経済学的にも社会に

大きな負担を強いることになる。厚生労働審
議会においても糖尿病の発症の低減が５年
後に向けての目標の一つとして提示された。 
（2）細胞外型スーパーオキシドジスムター
ゼ（EC-SOD：SOD3）は、1982年にスウェ
ーデンの Dr. Marklundにより、細胞外に分
泌されるスーパーオキシドジスムターゼ
（SOD）アイソザイムとして発見された。当
初は細胞内に局在する銅・亜鉛スーパーオキ
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シドジスムターゼ（Cu,Zn-SOD：SOD1）や
マンガンスーパーオキシドジスムターゼ
（Mn-SOD：SOD2）に比べマイナーなアイ
ソザイムという認識であったが、最近では血
管系に広汎に分布し、内皮細胞やそれに接着
した白血球から細胞外に放出される活性酸
素（ROS）を効率よく消去する唯一の酸化ス
トレス防御酵素として注目を集めている。申
請者は、Dr. Marklundに師事し EC-SODに
関する研究を開始し、高血糖状態や循環器疾
患リスクファクター存在下での EC-SOD 機
能の変動、EC-SOD 発現調節メカニズム、
EC-SOD 遺伝子導入実験動物を用いた病態
改善などの研究を続けてきた。近年、種々の
酸化ストレス防御酵素の内でも EC-SOD の
生理的役割に注目し考察している報告が増
えてきているが、EC-SODを遺伝子発現、タ
ンパク・酵素活性レベルから医学・生化学的、
臨床化学的に研究しているグループは非常
に少ない。 
 
２．研究の目的 
（1）脂肪組織由来の生理活性物質（アディ
ポサイトカイン）の一種であるアディポネク
チン（APN）は抗動脈硬化作用を有する。一
方、ROSが動脈硬化の発症に深く関わってい
ることはよく知られているが、最近、ROSが
APN の発現を低下させていることが報告さ
れた。申請者らは ROS の消去に関わる酵素
の一種であり、血管系に広範に分布している
EC-SODに注目し、本酵素が動脈硬化の抑制
に働いていることを報告してきた。また、平
成 15～16 年度基盤研究において、血中の
EC-SODレベルが APNレベルと同調的に変
動することを発見した。この結果より、生体
においては、抗動脈硬化作用を最大限に発現
するためにEC-SODとAPNが協調的に発現
調節されている可能性が考えられるため、本
申請課題において、その調節分子機構の解明
を目指した。 
（2）糖尿病病態時の EC-SODの発現の変動
について考察するために、脂肪細胞のみなら
ず、血管平滑筋細胞（大血管症モデル実験）
や腎尿細管細胞（糖尿病性腎症モデル実験）
における EC-SOD の発現調節機構について
も解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞培養：3T3-L1マウス前駆脂肪細胞
は 4 mM L-グルタミン、100 unit/mLペニシ
リン、0.1 mg/mL ストレプトマイシン、10% 
仔ウシ血清（CS）を含む DMEM を用いて、
37℃、5% CO2条件下で培養した。脂肪細胞
への分化誘導は、細胞がコンフルエントにな
った後、培地を 4 mM L-グルタミン、100 
unit/mLペニシリン、0.1 mg/mL ストレプト
マイシン、10% ウシ胎児血清（FCS）を含

む DMEM培地に置換し、1日後に 5 mg/mL 
インスリン、0.25 mM デキサメタゾン（DEX）、 
0.5 mM 3-イソブチル-1-メチルキサンチン
（IBMX）、10% FCSを含む DMEM培地に
交換して 2日間培養し、次いで 5 mg/mL イ
ンスリン、10% FCSを含む DMEM培地にて
2 日間培養することで行なった。その後は
10% FCSを含むDMEM培地を 1日おきに交
換した。マウスマクロファージ由来 J774 細
胞、アフリカミドリザル腎尿細管細胞 COS7、
ヒト血管平滑筋細胞 SMCは 4 mM L-グルタ
ミン、100 unit/mLペニシリン、0.1 mg/mL 
ストレプトマイシン、10% FCS を含む
DMEMを用いて、37℃、5%CO2条件下で培
養した。  
（2）脂肪細胞とマクロファージとの共培
養：3T3-L1細胞を 6 well plateに播種した後、
上記のように分化誘導し、8 日後にポアサイ
ズ 0.4 mm のトランスウェルを置き、その内
部にあらかじめ 10%FCSを含むDMEMで培
養したマウスマクロファージ由来 J774 細胞
（1.0×104個）を加え、24時間培養した。 
（3）3T3-L1細胞の脂肪細胞への分化の程度
は Oil Red O染色により確認した。 
（4）SODアイソザイム、アディポカイン類、
転写因子の mRNA発現量は RT-PCR法によ
り測定した。 
（5）EC-SODタンパク量は ELISAにて測定
した。 
 
４．研究成果 
（1）3T3-L1 マウス前駆脂肪細胞において、
分化誘導後 8日目から Oil red O試薬による
油滴の染色が認められ、それ以降、細胞内の
油滴は経時的に大きくなり、脂肪細胞の肥大
化が確認できた。EC-SODや APNの発現は、
アディポサイトカイン発現調節転写因子で
ある PPAR-gや C/EBP-aの発現と同様に、12
日まで細胞の分化に伴って増加したものの、
その後の肥大化の過程では逆に減少した（図
１）。一方、向動脈硬化因子である腫瘍壊死
因子（TNF-a）やマクロファージ遊走因子
（MCP-1）の発現は 12 日以降の脂肪細胞の
肥大化に伴って急激に上昇した。 
 
 
 
 
 
 

 
 

図１ EC-SODと ADP発現の経日変化 
 
細胞内に油滴が観察され、分化が確認され
た分化誘導後 8 日目の脂肪細胞培養系に
TNF-a（10 ng/mL）を添加した結果、EC-SOD、



 

 

APN、PPAR-g、C/EBP-aの発現は有意に低
下した。一方で、TNF-aや MCP-1 の発現は
顕著に増加した。さらに、TNF-α添加による
上記因子のmRNA発現量の変化は抗 TNF-a
モノクローナル抗体製剤であるインフリキ
シマブ（10 mg/mL）の添加により有意に抑制
された（図２）。 
 これら結果から、脂肪細胞での EC-SOD発
現は APN などの抗炎症性アディポサイトカ
インと共通の転写発現制御を受けている可
能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ EC-SOD、APN発現に対する TNF-aの影響 
*P<0.05, **P<0.01 vs コントロール 
#P<0.05, ##P<0.01 vs TNF-a処理群 

 
（2）3T3-L1から分化させた脂肪細胞とリポ
ポリサッカライド（LPS）にて刺激したマク
ロファージ J774 細胞の共培養を行ったとこ
ろ、脂肪細胞におけるAPNの発現は低下し、
TNF-aの発現は上昇した。この結果から、脂
肪組織に浸潤し活性化されたマクロファー
ジからの多量の ROS の放出や脂肪細胞での
TNF-aの発現の増大が脂肪組織の炎症性病
態の悪化につながっていることが明らかに
なった。一方、マクロファージとの共培養に
より脂肪細胞での EC-SOD 発現は上昇した
が、これは脂肪組織を酸化ストレスから防御
するための反応であると推察された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 3T3-L1 細胞と J-774 細胞との共培養系での
EC-SOD発現 

*P<0.05, **P<0.01 vs コントロール 
#P<0.05, ##P<0.01 vs LPS処理群 

 
（3）3T3-L1 細胞で確認された TNF-aの影
響についてヒト血管平滑筋細胞（SMC）を用
いて確認した。SMC培養系にヒト TNF-aを
添加した場合、EC-SODの mRNAレベル、

タンパクレベルの発現は 3T3-L1 細胞と同様
に有意に抑制された。またこの影響はインフ
リキシマブの同時添加により完全に抑制さ
れた。さらに TNF-aによる EC-SOD発現低
下は細胞内の p38 MAP kinaseの調節を受け
ていることが明らかとなった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ TNF-aによる EC-SOD 発現低下に対する p38 
MAP kinase阻害剤の影響 

A: 培地中の EC-SODタンパク量, B: mRNA量, SB: 
p38 MAP kinase阻害剤 SB203580. *P<0.05 vs コント
ロール, #P<0.05 vs TNF-a処理群 
 
（4）糖尿病性腎症などにおける腎尿細管病
変が進行する過程においては組織は慢性的
虚血状態に曝されている。アフリカミドリザ
ル腎尿細管細胞 COS-7 細胞培養系に低酸素
状態誘導試薬である CoCl2 を添加した結果、
細胞内の ROS の産生量は増大し、EC-SOD
の発現は低下した。また、これらの変化は抗
酸化剤である troloxの前処理により有意に抑
制された（図５）。さらに CoCl2 による
EC-SOD発現の変動は、細胞内の p38 MAP 
kinase 系の調節を受けていることが明らか
となった。 
 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図５ EC-SOD発現に対する CoCl2の影響 

**P<0.01 vs コントロール 
##P<0.01 vs CoCl2のみ処理群 

 
以上の結果から、血管系の重要な酸化スト
レス防御酵素である EC-SOD の脂肪細胞、
腎尿細管細胞及び血管平滑筋細胞での発現
の低下が糖尿病並びにその合併症である腎
症や大血管症の発症や悪化の一因になって
いることが判明した。脂肪組織の分化・肥大
化の過程において、TNF-aや MCP-1 などの



 

 

向炎症性アディポサイトカインの発現増大
により誘引され組織に浸潤したマクロファ
ージによる ROS やサイトカイン類の放出に
より局所の炎症状態が促進され、それがさら
にマクロファージを誘引・活性化する「悪循
環」に陥ることが判明した。また、抗酸化剤
の適応は、その進展を抑制できる可能性があ
ることが明らかになった。 
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