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研究成果の概要（和文）：インスリン抵抗性発現には、脂肪組織マクロファージを中心とした慢性炎症が関与す
るが、機能障害を起こした細胞から遊離する分子のひとつである自己遊離核酸や核酸分解・認識機構との関係は
不明である。肥満がDNase活性へ与える影響を検討した結果、肥満マウスは対照群より内臓脂肪組織DNaseⅡ活性
が増強し、血中DNaseⅠ活性は上昇傾向であった。マクロファージに核酸認識型TLRリガンドやcGAMPで刺激を行
うと、複数のDNA分解酵素やSTINGシグナル関連分子の遺伝子発現に影響を及ぼした。以上からインスリン抵抗性
発現とマクロファージを介した炎症惹起に複数の核酸認識・分解機構が関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation centered macrophages in adipose tissue participates the
 development of insulin resistance. It is suggested relationship between insulin resistance and cell
 free DNA, which is one of the molecules released from damaged cells triggered by stress such as 
over nutrition. This study aimed to explore the relationship between insulin resistance and the 
mechanism of recognizing and breaking down DNA.
Measuring activities of DNase Ⅱ in visceral adipose tissue in obese mice revealed that increased 
DNase Ⅱ activity in obese adipose tissue. The results of in vitro experiments revealed that TLR 
agonists or cGAMP affected mRNA expression of Trex 1 and molecules associated STING. 
These results suggested that the mechanism of recognizing and breaking down DNA may involved in the 
mechanism of the development of insulin resistance and chronic inflammation thorough macrophages in 
visceral adipose tissue.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、脂肪組織のインスリン抵抗性とマクロファージを介した炎症性質の発現に複数の核酸認識・分解
機構が関与する可能性が示唆された。今後、脂肪組織の慢性炎症進展とDNA認識制御および分解能の関連性を、
シグナル伝達機構を含め詳細に明らかにすることで、全身の代謝状態が問題となる生活習慣病に対する新たな予
防・治療方法の開発への応用が期待される。cfDNAが関わる病態には、血管の慢性炎症である動脈硬化症にも関
与することが示唆されており、全身の代謝調節に関わる核酸の栄養生理学的意義を明らかにすることで、生活習
慣病に対する新たな予防・治療方法の開発への応用が期待される

※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 

2 型糖尿病で問題となるインスリン抵抗性の発現には、脂肪組織におけるマクロファージを中
心とした慢性炎症が重要な役割を果たしている。自己由来の遊離核酸断片（cell free DNA; 
cfDNA）は、病原体センサーのひとつである核酸受容体に認識され、慢性炎症を惹起することか
ら、インスリン抵抗性との関係が示唆されている。しかしながら、肥大した脂肪組織の炎症にお
ける核酸の分解と認識に関わる自然免疫機構の詳細は明らかではない。また、肥満や動脈硬化症
を含む生活習慣病の発症機序において、核酸断片の分解・認識による自然免疫機構の関与につい
ては詳細な検討はなされておらず未解明である。本来、血液中に遊離した DNA 断片は速やかに
分解されるが、申請者らのこれまでの検討により、高脂肪食負荷により cfDNA 蓄積と脂肪組織
における炎症性物質の増加を伴う DNase II 活性の上昇を見出している。インスリン抵抗性と
cfDNA 蓄積との関連が示唆されているが、インスリン抵抗性発現と核酸分解酵素の関連を含め
た核酸分解・認識機構との関係性は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、過栄養による脂肪組織の慢性炎症と核酸分解能の関連性を調べるとともに、遊離核

酸断片の質、量の変化を解析し、栄養状態及び全身の代謝状態と核酸分解・認識機構との関係を
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）肥大脂肪組織における慢性炎症と DNase Ⅱ活性の関連を解析する（in vivo） 
高脂肪食（60%Fat/cal）を 8～12 週間与えて作成した肥満マウスの内臓脂肪組織の DNaseⅡ活

性を Single radial enzyme diffusion (SRED) 法で測定し、通常食マウスと比較する。あわせ
て、血漿中 cfDNA 濃度との関係性を解析する。 
 
（２）肥満により蓄積する cfDNA の質・量の評価 
申請者の予備検討では、野生型マウスに高脂肪食負荷を開始後約 12 週間で体重増加のピーク

を迎えるが、8 週間の時点ですでに血中 cfDNA 蓄積が観察される。すなわち肥満進行の早期から
脂肪組織の DNA 分解の制御機構の機能障害が示唆される。そこで、肥満マウスと通常食マウスの
インスリン抵抗性発現をインスリン負荷試験により評価するとともに、両者の cfDNA からミト
コンドリア DNA の多寡を調べるためにミトコンドリア関連遺伝子を qPCR 法により定量する。ま
た、cfDNA のメチル化測定により質を評価する。 
 
（３） マクロファージの炎症惹起と細胞内局在型 DNA 認識シグナル伝達機構の解析 
内因性リガンドによる TLR9 の活性化には、マクロファージがリガンドとなりうる DNA 断片を

細胞外からエンドソームに取り込んで認識するエンドサイトーシスが必要である。一方、細胞内
型 DNA センサーのひとつである Stimulator of interferon genes（STING）は、セカンドメッセ
ンジャーである cyclic GMP-AMP（cGAMP）を介して炎症を誘導する。そこで、マクロファージ細
胞株 RAW264.7 細胞に対して、CpG-ODN, poly:IC などの核酸認識型 TLR に対するリガンドや、肥
満に関連して増加する酸化 LDL、また cGAMP を用いて刺激を行い、炎症性質および炎症の程度と
核酸認識・分解酵素の遺伝子発現の変化を qPCR 法などの分子生物学的手法を用いて比較する。 
 
４．研究成果 
（１） 内臓脂肪組織肥大に伴う炎症活性化と DNA 分解酵素の関係 
高脂肪食を 8 週間与えた肥満マウスの内臓脂肪組織において、炎症性物質の遺伝子発現と

DNaseⅡ活性はともに通常食マウスに比べて上昇した。高脂肪食を与える期間が長かった肥満マ
ウス（12 週間）の DNaseⅡ活性はさらに上昇していた。血中の cfDNA 濃度は肥満マウスで増加傾
向であった。一方、血中に分泌され中性下ではたらく DNaseⅠ活性を調べるために、血漿中の
DNase Ⅰ活性を測定したところ、8週間および 12 週間の時点で、両群間に差は認められなかっ
たものの、肥満マウスの血漿中でやや上昇する傾向がみられた。しかし、肥満マウスの内臓脂肪
組織局所においては、DNaseⅠの遺伝子発現は低下することがわかった。また、肥満マウスの内
臓脂肪組織では、通常食マウスに比べて、DNA 分解酵素のひとつである Three Prime Repair 
Exonuclease 1（Trex1）の遺伝子発現は減少傾向であることがわかった。 

 
（２） 肥満により蓄積する cfDNA の質・量の評価 
肥満マウス（8週間、12 週間高脂肪食）は通常食マウスに比べてインスリン抵抗性を生じてい

た。肥満マウスの血漿から抽出した cfDNA について、ミトコンドリア DNA 量の比較を行うために
ミトコンドリア関連遺伝子配列を用いて qPCR 法で定量したところ、高脂肪食を 8 週間、12 週間
与えた肥満マウスともに、通常食マウスとの間で差は観察されなかった。また、cfDNA のメチル
化レベルの測定を行ったところ、8週間、12 週間のいずれの時点においても両群間に差は観察さ



れなかった。 
 

（３） DNA 認識による炎症シグナル誘導と細胞内局在型 DNA 認識シグナル伝達 
in vitro 実験により RAW264.7 細胞への CpG-ODN 刺激では、TREX1 遺伝子発現は CpG-ODN 濃度

依存的に上昇した。cGAMP による刺激では、TREX1 発現は上昇した。一方、肥満マウスの内臓脂
肪組織は、通常食マウスに比べて、STING の mRNA は低発現であったが、興味深いことに、近年
STING 関連分子のひとつとして報告されているカルシウムセンサーstromal interaction 
molecule 1（STIM1）（Nat Immunol. 2019 :152-162）の発現は、高脂肪食負荷の期間が長いほど
低下することがわかった。そこで、RAW264.7 細胞に対して LPS により炎症を誘導させると、STIM1
の mRNA 発現が低下することがわかった。3T3-L1 細胞の脂肪細胞化実験をおこなったところ、脂
肪細胞分化過程における STIM1 発現の変化はみられなかったことから、肥満マウスの内臓脂肪
組織における STIM1 発現の変化は、炎症惹起によるマクロファージ活性化に関与する可能性が
示唆された。さらに、炎症惹起による細胞内局在型 DNA 認識シグナルへの関与を検討するため
に、LPS 以外の刺激（CpG, poly:IC, 酸化 LDL）による STING と STIM1 発現の変化を調べた。CpG-
ODN や Poly:IC による刺激を行ったところ、STING と STIM1 の mRNA 発現をともに低下させたが、
酸化 LDL による刺激は影響しなかった。STING のリガンドである cGAMP による刺激は、cGAMP 濃
度依存的に STIM1 を減少させた。 
 

 脂肪組織肥大化が内臓脂肪組織局所と全身の核酸認識・分解の活性化へ与える影響を検討し
た結果、肥満マウスの cfDNA 中の特定の遺伝子配列はみとめられなかったものの、食事誘導性肥
満マウスは通常食マウスに比べて血中 DNase I 活性がやや増強した。高インスリン血症や内臓
脂肪組織の炎症性質と DNase Ⅱ活性の上昇との関連が見いだされた。in vitro 実験において、
マクロファージに対して、TLR アゴニストや、cGAMP による炎症誘導刺激を与えると、細胞内局
在型 DNA 認識シグナル関連分子の遺伝子発現に影響を及ぼすことを見出した。 
以上から、脂肪組織のインスリン抵抗性とマクロファージを介した炎症性質の発現に複数の

核酸認識・分解機構が関与する可能性が示唆された。今後、脂肪組織の慢性炎症進展と DNA 認識
制御および分解能の関連性を、シグナル伝達機構を含め詳細に明らかにすることで、全身の代謝
状態が問題となる生活習慣病に対する新たな予防・治療方法の開発への応用が期待される。
cfDNA が関わる病態には、血管の慢性炎症である動脈硬化症にも関与することが示唆されてお
り、全身の代謝調節に関わる核酸の栄養生理学的意義を明らかにすることで、生活習慣病に対す
る新たな予防・治療方法の開発への応用が期待される。 
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