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研究成果の概要（和文）： 
 肥満時のアディポサイトカイン産生異常において酸化ストレスの関与が指摘されている。
3T3-L1 脂肪細胞において、酸化 LDL や酸化変性脂質の取込みは、プラスミノーゲンアクチベー
ター阻害因子 1およびレジスチンの産生増大を引き起すことを見出した。この分子機序として
活性酸素種産生と ERK 活性化が重要であることを明らかにした。よって、メタボリック症候群
の予防・治療においては、抗酸化剤や ERK 阻害剤が有効と思われる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In obesity, oxidative stress is involved in aberrant production of adipocytokines. We 
found that oxidized LDL enhances the productions of plasminogen activator inhibitor-1 
and resistin, and their molecular mechanism includes the production of reactive oxygen 
species followed by ERK signaling activation. Taken together, anti-oxidant reagents or 
ERK inhibitors may be useful for the prevention and treatment for metabolic syndromes. 
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１．研究開始当初の背景 
 肥満では、脂肪組織からのアディポサイト
カイン類の産生異常が観察されているが、脂
肪組織中で発生する酸化ストレスや慢性的
炎症の関与が指摘されている。しかしながら、
酸化ストレスがどのようにして発生するの

か、酸化ストレスがアディポサイトカイン分
泌異常をどのようにして引き起こすのかな
ど、不明な点が多い。 
 このような状況の下、マウス 3T3-L1 脂肪
細胞を用いた検討の結果、酸化 LDL がアディ
ポサイトカイン類の発現を変化させること
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を見出した。例えば、インスリン抵抗性惹起
因子レジスチン、血栓促進因子 PAI-1、マク
ロファージ遊走因子 MCP-1の発現を増大させ
た。これらの産生変化が、メタボリックシン
ドロームの病態と非常に良く対応すること
をふまえ、申請者は「酸化 LDL は、酸化スト
レスとアディポサイトカイン産生異常の主
要因子である」との仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、酸化 LDL がアディポサイトカ
イン産生異常のメディエーターであるとの
作業仮説に基づき、酸化変性脂質によるアデ
ィポサイトカイン産生変化とその分子機序
解明を目的とし、リゾリン脂質による PAI-1
発現増大の分子機序解析、酸化 LDL 誘導性レ
ジスチン発現機序の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)脂肪細胞の培養 
 マウス 3T3-L1 細胞は、5% CO2環境下、10%
ウシ血清含有 DMEM 培地を用いて維持培養し
た。常法に従い、デキサメタゾン、イソブチ
ルメチルキサンチン、インスリンの混合液を
用いて脂肪細胞へ分化させた。実験には、脂
肪滴が十分蓄えられた、分化後 10 日目の細
胞を用いた。 
 
(2)酸化変性および修飾 LDL の調製 
 ヒト血漿より遠心法により LDL を分画した。
酸化 LDL は、10 µM Cu2+処理を 12 時間行い作
製した。アセチル LDL（AcLDL）は、無水酢酸
を滴下することにより調製した。得られた
AcLDL をコブラ毒ホスホリパーゼ A2で処理す
ることで、PLA2-AcLDL を得た。それぞれの修
飾 LDL は、アガロース電気泳動により移動度
を測定することで、修飾が起こっていること
を確認した。 
 
(3)PAI-1 発現量の測定 
 脂肪細胞から分泌される PAI-1 の定量は、
細胞培養上清を回収後、SDS-PAGE により分離
し、ウサギ抗マウス PAI-1 抗体を用いたウェ
スタンブロット法で PAI-1 を検出し、得られ
たバンド濃度を画像定量ソフトで測定して
行った。また、mRNA 量の定量は、特異的プラ
イマーを用い、SYBR-Green 試薬によるリアル
タイム PCR 法により行った。 
 
(4)レジスチン発現量の測定 
 分泌タンパク質は、PAI-1 の場合同様、ウ
ェスタンブロット解析により定量を行った。 
 
(5)MAP キナーゼのリン酸化検出 
 各種処理を行った後、酸化LDLもしくはLPC
によって刺激後、一定時間後に 3T3-L1 脂肪
細胞を 1% SDS の入ったサンプリング溶液で

溶解して反応を止めた。サンプルを SDS-PAGE
にかけた後、抗リン酸化抗体を用いたウェス
タンブロットを行い、リン酸化を検出した。 
 
４．研究成果 
(1)酸化LDLおよびリゾリン脂質によるPAI-1
発現の亢進の分子機序解析 
 50 µg/mL の酸化 LDL（OxLDL）を、3T3−L１
脂肪細胞（分化後 10 日）に負荷すると PAI-1
分泌が増大した。以前の研究において、この
増大は、mRNA 増加に付随して起こること、未
変性のLDLでは起こらないことより、酸化LDL
中の酸化変性脂質が脂肪細胞に取込まれ、
PAI-1 遺伝子の転写活性化を促進しているこ
とを示した。本研究では、酸化変性脂質の同
定、PAI-1 mRNA 発現を制御するシグナル経路
の解析を行った。 
 まず、125I-酸化 LDL の結合を指標に用いて、
種々の変性修飾 LDL の 3T3-L1 脂肪細胞への
結合量を調べた（図 1A）。その結果、アセチ
ル化 LDL（AcLDL）やホスホリパーゼ A2修飾ア
セチル LDL（PLA2-AcLDL）が酸化 LDL 同様に
脂肪細胞によく結合していることがわかっ
た。また、添加処理後、24 時間後の PAI-1 発
現量を比較してみると、酸化 LDL 同様、
PLA2-AcLDL で強い誘導が見られた（図 1B）。
AcLDLではLDLと同じ程度であったことから、
PLA2処理で生じた変性脂質に PAI-1 発現誘導
作用があることが推測された。 

図１ リゾリン脂質による PAI-1 発現増大 
 
一般的に PLA2はホスファチジルコリン（PC）
を脂肪酸とリゾ PC（LPC）に分解することか



ら、LPC がその本体ではないかと考えられた。
そこで、PAI-1 産生への合成 LPC であるパル
ミトイル LPC（Pal-LPC）の影響を、酸化 LDL
中に含まれる変性脂質と比較評価した。図 1C
に示すように、Pal-LPC に強力な PAI-1 産生
作用があることが確認された。さらに、含有
脂肪酸の比較をすると、パルミトイル酸とス
テアリン酸が付加した LPC が、PAI-1 発現誘
導作用が強いことがわかった（図１D）。以上
の結果より、酸化 LDL による PAI-1 発現増大
は、酸化変成により生成する LPC が PAI-1 誘
導の主成分であることがわかった。 
 
(2)リゾリン脂質による PAI-1 発現増大に関
与するシグナル経路の解析 
 酸化 LDL 中の LPC が PAI-1 発現を増大する
ことを受けて、どのようなシグナル経路が活
性化しているか調べた。我々は、既に酸化 LDL
の処理により、3T3-L1 脂肪細胞において、活
性酸素種（ROS）とストレスシグナルの
Mitogen-activated protein kinase (MAPK)
群のリン酸化が起こることを観察している。
そこで、LPC が ROS 産生と MAPK リン酸化を引
き起すか、PAI-1 産生を指標にして調べた。 
 まず、ROS 消去剤 N-acetylcystein（NAC）
を用いてPAI-1産生への影響を調べた（図2）。
その結果、酸化 LDL で誘導される PAI-1 産生
は NAC 前処理でほぼ完全に抑えられた。よっ
て、PAI-1 産生増大には ROS 産生が不可欠で
あることがわかった。 

図２ LPC で誘導される PAI-1 mRNA 産生に対
する NAC の影響 
 
 次に、LPC により MAPK リン酸化が起こるか
ウェスタンブロット解析により調べた。図 3A
に示すように、LPC 処理後速やかに３つの
MAPK のリン酸化が観察された。これらのリン
酸化は、NAC前処置によりERKのみ減少した。
よって、ERK は ROS 産生により活性化するこ
とがわかった。さらに、MAPK 阻害剤を用いた
結果、ERK 阻害剤 U0126 のみに、LPC で増大
する PAI-1 産生の抑制が見られた（図 3B）。 
 以上の結果をまとめると、LPC は、ROS 産
生を引き起こし、ERK をリン酸化することで

遺伝子転写活性化し、PAI-1 発現増大を誘導
すると考えられる。 
 

 
図３ ERKリン酸化のLPC誘導性PAI-1発現増
大への影響 
 
 
(3)酸化 LDL 誘導性レジスチン翻訳制御機構
の解析 
 マウスにおいて、レジスチンは肥満におい
て発現量が増大すると報告されているが、変
わらないという報告も数多くなされている。
また、mRNA は変わらないが、分泌量は多くな
っているとの報告もある。我々は、マウス
3T3-L1 脂肪細胞において、酸化 LDL が翻訳活
性化を介してレジスチン分泌量を増大させ
ることを見出した。 
 本研究では、まず、レジスチン翻訳制御の
分子構造基盤を明らかにすることを目的と
し、非翻訳領域の 5’-UTR、3’-UTR どちら
に必須領域があるのか、ルシフェラーゼ活性
を利用した OxLDL応答性制御機構の解析を行
った。まず、各々の UTR 領域をルシフェラー
ゼ配列の前後に挿入したプラスミドコンス
トラクトを調製した（図４）。 
 

   
図４ 作製したレポータープラスミド 
 
これを 3T3-L1 細胞に遺伝子導入試薬を使

ってトランスフェクションし、ルシフェラー
ゼアッセイを行って、翻訳されたタンパク質
量を調べた。しかし、3T3-L1 細胞への遺伝子
導入率が極端に低いこと、分化誘導後成熟す
るまでの間のプラスミドベクターの安定性
等の問題から、十分な値のシグナルが得られ
ず、比較・評価することはできなかった。 
そこで、プラスミド導入効率が比較的高い
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ことが知られるマウスマクロファージ様細
胞株 RAW264.7 を用いて再検討した。本細胞
は、3T3-L1 細胞と同じマウス由来であり、SRA
などのスカベンジャー受容体を発現してい
る。トランスフェクションの効率も 3T3-L1
細胞よりも格段によく 90%の細胞に導入され、
十分な値のルシフェラーゼ活性が得られた。
その結果、5’-UTR のみの場合、両 UTR (5’, 
3’-UTR) を欠損したコントロールに等しい
ルシフェラーゼ活性が得られた。一方、3’
-UTR では、ルシフェラーゼ活性が大きく減少
した (図５)。両 UTR を含むコンストラクト
も、3’-UTR コントラクトと同程度に活性が
低下した。この結果から、レジスチン mRNA
の 3’-UTR 側に強く翻訳を抑制する作用が観
察された。 
 

 
図５ RAW264.7 細胞を用いたルシフェラーゼ
活性の比較 
 
 しかし、これらの系に酸化 LDL を添加して
も期待に反していずれの場合も変化はみら
れなかった。酸化 LDL が 3’-UTR に作用して
翻訳抑制を解除できなかったと考えられる。
この理由として、種は同じでも脂肪細胞とマ
クロファージでは、必要な翻訳活性化因子が
異なっている可能性が考えられた。 
 
(4)酸化 LDL によるレジスチン発現増大にお
ける ROS および MAPK シグナルの関与 
前述のように、3T3-L1 脂肪細胞では、OxLDL

により、ROS 産生と３つの MAPK 経路の活性化
が観察される。そこで、PAI-1 発現同様に、
酸化 LDLで誘導されるレジスチン発現にもこ
れら２つの因子が関わっているか調べた。 
 最初に、ROS 消去剤 NAC の前処置により、
レジスチン発現がどう変化するか、ウェスタ
ンブロット法で調べた。10 mM NAC 処理によ
り酸化 LDLで増大するレジスチン発現は顕著
に抑えられた（45%）。また、抗酸化作用のあ
る trion や resveratrol でも同様の抑制効果
が見られた。これより、酸化 LDL による脂肪
細胞でのレジスチン発現には ROS が関与して
いることが示唆された (図６)。 
 次に MAPK 群の関与を、MAPK 阻害剤を使っ

て調べた結果、ERK 経路がレジスチン発現増
大に大きく関わっていることがわかった。若
干ではあるが p38 MAPK も影響している可能
性が示された。したがって、酸化 LDL による
レジスチン発現は、LPC による PAI-1 発現増
大と同じく、ROS 産生と ERK 活性化を介して
いると考えられる。 

 
図６ NAC 処理によるレジスチン発現の抑制 
 
 しかしながら、ERK シグナルを活性化する
リゾリン脂質（LPC）単独で処理しても、レ
ジスチン発現は増大しなかった。この食い違
いの説明として、レジスチン発現には、酸化
LDL 中の未知の脂質成分による制御と、活性
酸素産生と ERKシグナル活性化の両方が必要
であり、何れか一方では起こらない可能性が
考えられる。それには、未知の脂質成分の同
定が必要と思われる。 

 
図７ 酸化 LDL によるレジスチン発現増大に
おける MAPK の関与 
 
(5)まとめ 
 インスリン抵抗性と関連する PAI-1および
レジスチンの酸化 LDLによる発現増大の分子
機序を生化学的に解析した。その結果、PAI-1
発現増大では、酸化変成リン脂質 LPC がその
活性本体であり、ROS 産生と ERK 活性化を介
して、PAI-1 の遺伝子転写活性を亢進させる
ことがわかった。一方、レジスチン発現でも、
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ROS 産生と ERK 活性化が必須であることが示
された。加えて、現在検討中であるが、炎症
促因子 MCP-1 の発現も、LPC により PAI-1 と
同様の分子機序で発現増大することを観察
している。 
 これらの結果は、酸化 LDL が脂肪細胞に対
して酸化ストレスを負荷し、PAI-1 やレジス
チンの発現増大を誘発していることを推測
させる。よって、脂肪組織内で酸化 LDL が産
生する状況下では、アディポサイトカイン産
生異常が起こる可能性が高いと考察される。 
 
(6) 今後の課題 
 研究期間内では明らかにできなかったが、
脂肪組織での酸化 LDLの存在証明をすると共
に、リゾリン脂質の in vivo での影響などを
調べることによって、酸化変成脂質が、肥満
で起こるアディポサイトカイン産生異常の
メディエーターの一つであるとの作業仮説
を検証していく必要がある。 
 本研究により、酸化変性脂質、並びに ROS
産生および ERK シグナル経路は、メタボリッ
ク症候群の予防と治療を行う上での創薬標
的として重要であることが示唆された。今後、
脂肪組織に限定したこれらの制御を行うこ
とができる化合物の開発が期待される。 
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