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研究成果の概要（和文）：初年度は、動脈硬化に対する高インスリン血症の増悪作用のメカニズムを明らかにす
るため、マクロファージのインスリン受容体シグナル伝達系と脂質代謝調節機構のクロストークを解析したが、
少なくともマウス腹腔滲出マクロファージでは両者の間には明確な関係性がなかった。そのため、次年度以降
は、運動の抗炎症効果のメカニズムを明らかにするため、マクロファージのインスリン受容体シグナル伝達系と
抗炎症性M2型フェノタイプ極性化のクロストークに対する習慣的運動の効果を解析し、インターロイキン-4によ
るマウス腹腔滲出マクロファージのM2型フェノタイプ極性化に対するインスリンの増強作用を運動が促進するこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism underlying atherosclerosis progression by 
hyperinsulinemia, we analyzed the crosstalk between insulin receptor signaling and regulatory 
machinery of lipid metabolism in macrophages. However, no association was observed at least in 
murine peritoneal exudate macrophages. Therefore, to clarify the mechanism underlying the 
anti-inflammatory effects of exercise, we next analyzed the effects of habitual exercise on the 
crosstalk between insulin receptor signaling and anti-inflammatory M2-type phenotypic polarization 
in macrophages. It was found that exercise promotes the enhancing effects of insulin on 
interleukin-4-induced M2-type phenotypic polarization of murine peritoneal exudate macrophages.

研究分野：衛生学

キーワード： マクロファージ　インスリン受容体　インスリン　脂肪滴　M2型マクロファージ　シグナル伝達　習慣
的運動　マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果の学術的意義は、メタボシックシンドロームの予防と改善において重要な役割を果たしているマクロ
ファージの抗炎症性M2型フェノタイプへの分化誘導に対して、インスリン刺激が増強効果を及ぼし、この増強効
果を習慣的運動が促進することを明らかにした点にある。その社会的意義は、生活習慣病に対する運動の予防効
果の科学的根拠の一端を明らかにすることで、運動の健康増進における有用性を立証した点にある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
近年、我が国では、運動不足による内臓脂肪性肥満と、それに伴う２型糖尿病の有病率が増加
の一途を辿っている。厚生労働省の平成 28年国民健康・栄養調査により、糖尿病の有病者と予
備群の人口はいずれも 1,000万人を超え、それぞれ成人人口の 12％以上を占めていることがわ
かった。２型糖尿病は、致死率の高い虚血性心疾患や脳梗塞などの動脈硬化性疾患の発症リスク
を高める。さらに、動脈硬化性疾患は身体・精神障害などの後遺症を残すため、患者の QOLを
著しく低下させる。しかし、２型糖尿病を完治するための治療法は未だ確立されておらず、患者
の寿命と QOL を維持・増進させるためには、動脈硬化性疾患の発症リスク増加の原因究明と、
その科学的根拠を基にした予防法の確立が喫緊の課題となっている。 
動脈硬化の発症には、本来は病原性微生物の貪食と分解を担う免疫細胞であるマクロファー
ジが、血管内壁において酸化低密度リポタンパク質（ox-LDL）を取込み、脂質を蓄積して形成
される泡沫細胞が深く関わっている。マクロファージは、CD36を始めとするスカベンジャー受
容体を介して血中の ox-LDLや脂肪酸を取込み、細胞内で遊離したコレステロールは、脂肪酸と
エステル結合してコレステロールエステルとなって脂肪滴内に貯蔵される。従って、マクロファ
ージの脂質の取込みとエステル化を抑制することは動脈硬化の予防に繋がる。 
一方、２型糖尿病は、内臓脂肪のインスリン感受性が低下することで高血糖を発症するため、
その代償作用として高インスリン血症が引き起こされる。インスリンは骨格筋細胞に作用する
と、CD36を細胞質から細胞膜へ移行させて脂質の取込みを促す。加えて、脂肪細胞や肝細胞に
作用すると、各種の脂肪酸・コレステロール合成酵素の発現調節を担う転写因子群の発現を高め
て脂質の合成を促す。しかし、マクロファージの脂質の取込みと合成調節機構に対してインスリ
ンがどのように作用するかは不明である。この問いを明らかにすることは、２型糖尿病による動
脈硬化性疾患の発症リスク増加の原因を究明する上で極めて重要である。 
有酸素運動は交感神経系を活性化して脂肪分解を促すため、習慣的運動は内臓脂肪性肥満や
２型糖尿病の予防・改善に有効であることが広く知られている。また、脂肪分解に伴う血中の中
性脂肪や LDLの濃度低下が、虚血性心疾患に対する習慣的運動の予防効果に寄与していると考
えられている。さらに、運動には、単に内臓脂肪の分解を促して生活習慣病を予防・改善するだ
けでなく、骨格筋のインスリン受容体シグナルタンパク質やグルコース輸送担体の発現を増加
させることで、インスリン感受性を高める効果も報告されている。しかし、マクロファージのイ
ンスリン受容体シグナル伝達系に対する習慣的運動の効果は明らかになっていない。この点を
解明することにより、２型糖尿病患者の動脈硬化性疾患の発症予防に対する科学的根拠に基づ
いた運動処方の確立が期待できる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、マクロファージのインスリン受容体シグナル伝達系と脂質代謝調節機構の
クロストークに対する習慣的運動の効果を解析することにより、動脈硬化に対する高インスリ
ン血症の増悪作用と運動の予防効果の分子メカニズムを解明し、２型糖尿病患者の動脈硬化性
疾患の発症を予防するために有効な運動処方を確立することである。 
 
３．研究の方法 
（１）マクロファージの泡沫化および脂質代謝調節系に対するインスリンの影響の解析 
初年度は、マクロファージのインスリン受容体シグナル伝達系と脂質代謝調節機構のクロス
トークを明らかにするため、8~12週齢雄性 C57BL/6Jマウスから採取した腹腔滲出性マクロフ
ァージ（peritoneal exudate MΦ：PEMΦ）および腹腔常在性マクロファージ（peritoneal resident 
MΦ：PRMΦ）を用いて、ox-LDL取込みによる脂肪滴の形成および各種の脂質合成調節因子の
タンパク質・リン酸化レベルに対するインスリンの影響を検討した。脂肪滴の形成は、PEMΦ
または PRMΦを 50 μg/ml ox-LDLを含む培養液で 24時間培養した後、細胞を 4%パラホルム
アルデヒドで固定して、ナイルレッド蛍光染色法で観察した。インスリン受容体シグナル伝達因
子および脂質合成調節因子のタンパク質・リン酸化レベルは、PEMΦまたは PRMΦを 1~5 nM
の生理的濃度のインスリンで 1~3 時間刺激した後、全タンパク質を抽出して、ウェスタンブロ
ット法で分析した。本研究は、杏林大学動物実験委員会の承認を受けて実施した（承認番号：189, 
2018）。 
 
（２）マクロファージのM2型フェノタイプ極性化に対するインスリンの影響の解析 
次年度は、マクロファージのインスリン受容体シグナル伝達系と抗炎症性 M2 型フェノタイ
プ極性化のクロストークを明らかにするため、8~12 週齢雄性 C57BL/6J マウスから採取した
PEMΦ を用いて、インターロイキン-4（IL-4）による M2 型マクロファージ分化マーカー遺伝
子の mRNA発現誘導および転写因子 STAT6 のリン酸化と核内移行に対するインスリンの影響
を検討した。M2型マクロファージ分化マーカー遺伝子のmRNA発現誘導は、PEMΦを 10 nM
インスリンで 3時間刺激してから 10 ng/ml IL-4で 9時間刺激した後、RNAを抽出して、リア
ルタイム RT-PCR法で分析した。STAT6のリン酸化と核内移行は、IL-4刺激 30分後に細胞質



および核タンパク質を抽出して、ウェスタンブロット法でそれぞれ分析した。本研究は、杏林大
学動物実験委員会の承認を受けて実施した（承認番号：189, 2019）。 
 
（３）インスリンによるマクロファージの M2 型フェノタイプ極性化の増強作用に対する習慣
的運動の効果の解析 
最終年度は、マクロファージのインスリン受容体シグナル伝達系と抗炎症性 M2 型フェノタ
イプ極性化のクロストークに対する習慣的運動の効果を明らかにするため、4 週齢雄性
C57BL/6J マウスを対照群と自発運動群に分けて 10 週間飼育した後、採取した PEMΦ を用い
て、IL-4 による M2 型マクロファージ分化マーカー遺伝子の mRNA 発現誘導および転写因子
STAT6 のリン酸化と核内移行に対するインスリンの影響を検討した。M2 型マクロファージ分
化マーカー遺伝子のmRNA発現誘導は、PEMΦを 10 nMインスリンで 3時間刺激してから 10 
ng/ml IL-4で 6時間刺激した後、RNAを抽出して、リアルタイム RT-PCR法で分析した。STAT6
のリン酸化と核内移行は、IL-4刺激 30分後に細胞質および核タンパク質を抽出して、ウェスタ
ンブロット法でそれぞれ分析した。本研究は、杏林大学動物実験委員会の承認を受けて実施した
（承認番号：189, 2020）。 
 
４．研究成果 
（１）マクロファージの泡沫化および脂質代謝調節系に対するインスリンの影響 

PEMΦは ox-LDLを溶解した培養液で培養しても、脂肪滴の形成そのものが引き起こされな
かった。さらに、PEMΦはインスリン刺激に反応して Aktのリン酸化が亢進したが、それに伴
う脂肪滴の形成も認められなかった。一方、PRMΦは ox-LDLを溶解した培養液で培養すると、
脂肪滴の形成が引き起こされた。PRMΦもインスリンに反応してAktのリン酸化が亢進したが、
インスリン単独刺激では脂肪滴の形成は認められなかった。Aktによって活性化され、遊離脂肪
酸と遊離コレステロールの各合成酵素の発現をそれぞれ調節する働きをもつ転写因子ステロー
ル調節配列結合タンパク質（SREBP）のアイソフォーム 1と 2のタンパク質レベルは、インス
リン刺激による変化を示さなかったが、Aktによってリン酸化され、脂質の de novo合成を触媒
する ATP クエン酸シンターゼ（ACLY）のリン酸化レベルは、インスリン刺激によって有意に
増加した。しかし、ox-LDLの取込みによる脂肪滴の形成に対してインスリン刺激は増強作用を
及ぼさなかった。以上の結果から、PEMΦは ox-LDL取込みやインスリン刺激による脂肪滴の
形成そのものが起こらず、PRMΦは ox-LDL取込みによる脂肪滴の形成が引き起こされるが、
インスリンによる増強作用が認められないことから、少なくとも腹腔マクロファージではイン
スリン受容体シグナル伝達系と脂質代謝調節機構との間には明確な関係性がないことが示唆さ
れた。 
 
（２）マクロファージのM2型フェノタイプ極性化に対するインスリンの影響 

IL-4による PEMΦの Arg1、Mgl2、RetnlaのmRNA発現誘導は、インスリン刺激によって
有意に増強された。さらに、この増強作用は、STAT6 阻害剤によってほぼ消失したことから、
インスリンは STAT6の転写活性を促進していると推定される。一方、インスリン刺激によって、
IL-4による STAT6のリン酸化亢進は影響を受けなかったが、その核内移行は増強された。以上
の結果から、PEMΦはインスリン刺激に応答して、IL-4による抗炎症性M2型フェノタイプへ
の分化誘導が増強され、そのメカニズムには STAT6の核内移行の促進が関与していることが示
唆された。 
 
（３）インスリンによるマクロファージの M2 型フェノタイプ極性化の増強作用に対する習慣
的運動の効果 

IL-4による PEMΦの Arg1および Mgl2の mRNA発現誘導に対するインスリンの増強作用
は、自発運動群の方が対照群よりも有意に大きかった。IL-4による STAT6のリン酸化亢進に対
しては、両群共にインスリンによる増強作用が認められなかった。さらに、IL-4による STAT6
の核内移行に対するインスリンの増強作用も両群間で差がなかった。インスリンは STAT6の核
内移行を増強し、習慣的運動は STAT6の転写活性を促進させると推察される。一方、インスリ
ンによる Akt のリン酸化亢進は両群共に同程度引き起こされたことから、特に自発運動群で強
く認められたM2型マクロファージ分化マーカー遺伝子のmRNA発現誘導に対するインスリン
の増強作用には、Akt を介さないシグナル伝達が関与していると推定される。以上の結果から、
習慣的運動は、抗炎症性 M2 型フェノタイプへの分化誘導に対するインスリンの増強作用を促
進することが示唆された。 
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