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研究成果の概要（和文）： 

本研究計画で我々は、脂肪組織 M1/M2 マクロファージ（Mφ）とインスリン感受性との関
連について、特に M2Mφとインターロイキン 10（IL-10）の働きに注目し検討した。PPARγ
活性化作用を持つテルミサルタンは脂肪組織 Mφの M2 極性を誘導し、一方脂肪組織低酸素は
M1 極性を誘導した。ジフテリアトキシンの投与により M2Mφを欠失することができる M2Mφ 
ablation マウスは脂肪細胞が小型化し、インスリン感受性が改善した。視床下部の IL-10 シグ
ナルの活性化は骨格筋のミトコンドリア関連遺伝子の発現を増強させ、耐糖能を改善させた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we investigated the relationship between adipose tissue M1/M2 
macrophages and insulin sensitivity, focusing on the roles of M2 macrophage and 
interleukin10 (IL-10). Telmisartan, an angiotensin II type I receptor blocker, induced M2 
polarity of adipose tissue macrophages with its PPARγ-stimulating activity, while adipose 
tissue hypoxia induced the M1 polarity. M2 macrophage ablation mice, in which the 
number of M2 macrophage could be decreased by adding diphtheria toxin, showed smaller 
adipocyte size and improved insulin sensitivity. The activation of IL-10 signaling in 
hypothalamus increased the expression of mitochondria-related genes in skeletal muscle 
and improved inulin sensitivity.  
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１．研究開始当初の背景 

肥満に伴い認められるインスリン抵抗性
状態では、マクロファージの浸潤や炎症性サ
イトカインの産生亢進など、脂肪組織が慢性
炎症の特徴を持つ。我々はこれまでに、IL-1
や TNFαなどの炎症性サイトカインがイン
スリンシグナルを抑制する機序について検
討してきた（Diabetes 56; 795-803. 2009, 

Endocrinology 148; 2994-3003. 2007, Mol 
Endocrinol. 20; 114-124. 2006, Biochem 
Biophys Res Commun. 335; 836-842. 2005）。
脂肪組織に存在するマクロファージは、炎症
性サイトカインを高発現するM1マクロファ
ージ（M1Mφ）と、抗炎症性の特徴を持つ
M2 マクロファージ（M2Mφ）に分けられる。
それまでにも M1Mφに由来する慢性炎症が
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インスリン抵抗性に関与することは知られ
ていたが、Μ2Μφが代謝に与える影響は不明
であった。我々は最近フローサイトメトリー
を用いて、マウス精巣上体脂肪に浸潤するマ
クロファージの特徴を詳細に解析した。その
結果、表面マーカーとして CD11c、CD206
を用いることにより、M1Mφと M2Mφを分離
することに成功した。非肥満のインスリン感
受性状態では M1Mφ/M2Mφ比が低く、肥満
でインスリン抵抗性の状態ではこれが高比
率であった。また肥満状態であっても、イン
スリン抵抗性改善薬であるピオグリタゾン
を投与すると M1Mφ/M2Mφ比が低下し、
M2Mφにおいてインターロイキン10（IL-10）
の発現が選択的に上昇した（Diabetes 58; 
2574-2582, 2009）。このような解析結果から
我々は、M2Mφとそこに発現する IL-10 が代
謝の改善に関与しているのではないか、との
仮説を得た。 

本研究で我々は、特にM2MφとIL-10 の働
きに注目し、脂肪組織M1/M2Mφとインスリ
ン感受性との関連について明らかにするこ
とを目標とした。そのためにまず、脂肪組織
においてM1/M2Mφの極性を決める新たな因
子を同定することを試みることとした。
M1/M2Mφの極性を誘導する因子について、
それまでにもいくつかの報告があった。たと
えば、in vitroでTh1 サイトカインはM1Mφ
を、Th2 サイトカインはM2Mφを誘導する 
(Trends Imunnol. 25; 677-686, 2004, Cell 
Metab. 7; 485-495, 2008)。またin vivoでは
PPARγやPPARβ/δなどの転写因子の活性化
がM2Mφを誘導する、と報告されていた
(Nature 447; 1116-1121, 2007, Cell Metab. 
6; 137-143, 2007)。以前我々は、アンギオテ
ンシンⅡ受容体拮抗薬（ARB）の中でもとく
にPPARγ活性化作用を有するテルミサルタ
ンを糖尿病患者に投与すると、インスリン抵
抗 性 が 改 善 す る こ と を 報 告 し て い た
(Diabetes Res Clin Pract. 77; 210-4, 2007)。
そこでまず我々は、テルミサルタンが脂肪組
織のマクロファージのM2 極性を誘導しうる
のではないかと考えた。一方、肥満すると脂
肪組織が低酸素状態となることが知られて
いた。また我々のそれまでの検討で、M1Mφ
ではM2Mφに比べ、HIF1α、VEGFA、Glut1
など低酸素関連遺伝子の発現レベルが高い
ことを確認していた。これらの結果から我々
は、肥満脂肪組織に認められる低酸素が、マ
クロファージのM1 極性を誘導するのではな
いか、と仮説を立てた。 

次に我々は、M2Mφがインスリン感受性に
与える影響を網羅的に知ることを計画した。
このためには、M2Mφ数を減少させることが
有効であると考えた。上記のように我々は、
CD206 が M2Mφを認識する優れたマーカー
であることを確認していた（Fujisaka, Usui 
et al. Diabetes 2009）。そこで、CD206 のプ
ロモーター領域の下流にジフテリアトキシ
ン受容体の sequence を結合した遺伝子を発
現するトランスジェニックマウスを作成し
た。マウスには内因性ジフテリアトキシン受
容体が発現していないため、ジフテリアトキ
シンの投与は野生型マウスに影響を与えな
い。一方本トランスジェニックマウスではジ
フテリアトキシンの投与によって、CD206
陽 性 M2Mφ が 選 択 的 に 欠 失 さ れ る
（M2Mφ ablation マウス）。本マウスの解析
を通じ、M2Mφが代謝に与える影響とその機

序を解明することとした。 
最後に、IL-10 がインスリン感受性に与え

る影響について解明を試みることとした。本
研究計画の採択前より我々は、アデノウイル
スベクターによる IL-10 の過剰発現がマウス
の糖代謝に与える影響について検討を開始
していた。IL-10 の一過性過剰発現は摂餌量
には影響を与えず、糖負荷試験やインスリン
負荷試験における血糖値を有意に低下させ
た。また骨格筋においてミトコンドリアのβ
酸化や酸化的リン酸化に関わる遺伝子発現
を増強した。これらの結果を発展させ、中枢
神経 IL-10 シグナルの活性化が骨格筋のミト
コンドリア数や形態、骨格筋の機能に与える
影響にについて明らかにすることとした。 
 
２．研究の目的 
本研究計画の目的は、脂肪組織 M1/M2Mφと
インスリン感受性との関連について明らか
にすることである。特に M2Mφと IL-10 の
働きに注目し、具体的には次の 3 点を明らか
にする。 
(1) 脂肪組織において M1/M2Mφの極性に影
響を与える新たな因子を同定する。 
(2) ジフテリアトキシンの投与により M2Mφ
を欠失することができるマウス（M2Mφ 
ablation マウス）の解析を通じ、M2Mφが代
謝に与える影響を解明する。 
(3) インターロイキン 10（IL-10）が、中枢
神経の IL-10 シグナルの活性化を介し、全身
の代謝に与える影響について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（実験 1-1）テルミサルタン投与実験：
30%(kcal)高脂肪食投与を 24週間行い肥満し
たマウスにテルミサルタンまたはカンデサ
ルタンを 3mg/kg/day となるように飲水に混
じ、5 週間投与した。血圧、体重、インスリ
ン負荷試験、糖負荷試験にて耐糖能の評価を
行ったのち、精巣上体脂肪組織を摘出し、重
量、脂肪細胞の面積測定を行い、その遺伝子
発現レベルをマイクロアレイ法及び RT-PCR
法で測定した。また精巣上体脂肪組織の
M1/M2 Mφを免疫組織染色及び、フローサイ
トメトリーで解析した。 
（実験 1-2）脂肪組織低酸素と Mφ極性の評
価：普通食または高脂肪食を投与したマウス
に低酸素マーカーであるピモニダゾールを
60mg/kgBW 腹腔内投与し、30 分後に解析を
行った。マウスの解析方法は実験 1-1 に準じ
て行った。また、マウス骨髄由来 Mφまたは
精巣上体脂肪の間質細胞（stromal vascular 
fraction）を 1%O2 の低酸素培養器で培養し、
遺伝子発現レベルを RT-PCR 法で検討した。 
（実験 2）M2Mφ ablation マウスの解析：
CD206 のプロモーター領域の下流にジフテ
リアトキシン受容体の sequence を結合した
遺伝子を発現するトランスジェニックマウ
スを作成した。5ng/kgBW のジフテリアトキ
シンを隔日で 4 回腹腔内に投与後、8 日目に
解析を行った。マウスの解析方法は実験 1-1
に準じて行った。 
（実験 3）中枢神経の IL-10 シグナルの解析：
IL-10 アデノウイルスを腹腔内投与し、4 日
後、高 IL-10 血症モデルマウスとして解析を
おこなった。中枢神経における IL-10 シグナ
ルの役割を評価するために、側脳室内に留置
したカテーテルより IL-10 中和抗体を



osmotic pump を用いて同時に持続投与した。
また、リコンビナント IL-10 を 1pg/h で直接
に側脳室内に投与し中枢神経でのみ IL-10 シ
グナルを活性化、4 日後に実験 1-1 に準じて
マウスの解析を行った。 
 
４．研究成果 
（実験 1-1）テルミサルタン投与実験：テル
ミサルタンは血圧を低下させ、摂餌量を変え
ることなく高脂肪食投与期間中の体重増加
を抑制した。内臓脂肪である後腹膜脂肪の量
を減少させ、脂肪細胞のサイズを縮小した。
またインスリン負荷試験において、高脂肪食
投与によるインスリン抵抗性を有意に改善
した。また、テルミサルタンは高脂肪食投与
肥満マウスにおける内臓脂肪 M1Mφの数と
比率を低下させ、逆に M2 Mφの比率を上昇
させた。このとき PPARγの標的遺伝子である
Adiponectin や PEPCK などの遺伝子発現は
増加していた。これらの結果から、テルミサ
ルタンは、降圧作用のみならず、PPARγ活性
化作用を介して脂肪組織における炎症性 M1 
Mφを減少させ、抗炎症性 M2Mφの比率を増
加させ、インスリン感受性を改善させる作用
があることが示された(Endocrinology 152: 
1789-1799, 2011)。 
 
（実験 1-2）脂肪組織低酸素とMφ極性の評
価：低酸素マーカーであるピモニダゾールを
用いて低酸素レベルを評価すると、肥満脂肪
組織は非肥満脂肪組織よりピモニダゾール
の取り込みが強く、ピモニダゾール取り込み
の強いM1 Mφの数が著増していた。次に、
M1 MφとM2 Mφの低酸素レベルを比較する
と、肥満状態ではM1 MφがM2 Mφよりピモ
ニダゾールの取り込みが強く、低酸素状態で
あった。これらの結果から肥満状態では、内
臓脂肪組織が低酸素にさらされており、そこ
に増加するM1 MφはM2 Mφより著明に低酸
素状態になっていることが示唆された。次に、
マウス骨髄由来Mφ (BMDM)およびstromal 
vascular fractionを低酸素下(1%O2)で培養
したところ、CD11cやIL-1β、IL-6 などM1
マーカーが増加した。低酸素がMφの炎症性
M1 極性誘導を促進することが示唆された。
一方、M2Mφへの誘導刺激として知られる
IL-4 を低酸素刺激と同時に処置すると、低酸
素誘導性の炎症反応が著明に抑制された。こ
れらの結果から、肥満による内臓脂肪組織の
低酸素環境が炎症性のM1 Mφの極性誘導に
関与し、これがインスリン抵抗性増悪の一因
となると考えられた（Diabetologia 56: 
1403-1412, 2013）。 
 
（実験 2）M2Mφ ablation マウスの解析：ジ
フテリアトキシンの投与により M2 Mφを生
後欠失させることのできるマウス（M2Mφ 
ablationマウス）を独自に作成し、解析した。
ジフテリアトキシンの投与（5ng/kg/BW 隔日
X4 回）は、精巣上体脂肪組織の CD206 陽性
細胞数を 50-70%減らした。それまで脂肪組
織の M2Mφは代謝に好ましい作用を有する
と報告されていたため、実験前には M2Mφの
欠失が代謝を悪化させると予想していた。し
かし予想に反して、M2Mφ ablation マウスで
は耐糖能およびインスリン感受性が改善し
ていた。このとき体重や摂餌量には変化がな
かった。骨格筋や脂肪組織では、脂肪酸酸化

に関連した遺伝子発現が上層していた。また
興味深いことに、精巣上体脂肪組織の脂肪細
胞が小型化し、かつその数が増加していた。
この脂肪細胞のサイズと数の変化が、代謝改
善と関係している可能性がある。次に、脂肪
細胞小型化の機序について検討を進めた。精
巣上体脂肪の間質分画（SVF）に含まれる細
胞を、Sca1と Lin をマーカーに preadipocyte, 
hematopoietic cell, non-preadipocyte の 3 分
画にわけ、遺伝子発現を検討した。その結果、
3 分画全てにおいて細胞増殖関連遺伝子の発
現が上昇していた。前駆脂肪細胞の増殖分化
に関わる Hippo 経路および Wnt 経路の関与
について現在検討を進めている。これらの結
果を日本糖尿病学会総会で発表した。 
 
（実験 3）中枢神経の IL-10 シグナルの解析： 
アデノウイルスベクターをもちいた IL-10 の
過剰発現は肥満マウスの耐糖能を改善した。
体重や摂餌量に有意な変化は認められなか
った。骨格筋のミトコンドリア関連遺伝子の
発現が増強しており、耐糖能改善の機序のひ
とつにこれが関与している可能性が示唆さ
れた。このような IL-10 過剰発現の効果は、
中枢への IL-10 中和抗体の投与によって抑制
された。また、リコンビナント IL-10 の側脳
室への直接投与によって、再現された。この
ことから、中枢神経における IL-10 シグナル
の活性化は、骨格筋のミトコンドリア機能の
増強を介して全身の糖代謝を改善させると
考えた。 
さらに、IL-10 同様に STAT3 活性化作用を持
つレプチンおよび IL-6、CNTF、LIF を中枢
投与しその効果を比較検討した。強い摂食抑
制や体重減少効果を持つのは IL-6 とレプチ
ンであり、これらは視床下部の弓状核、腹内
側核などの核に限局した STAT3 リン酸化の
染色パターンを示した。一方、IL-10 の中枢
投与による視床下部の STAT3 リン酸化は、
広く視床下部全体にびまん性に認められた。
摂食抑制作用の弱い CNTF や LIF と同様の
染色パターンであった。このことから、
STAT3 の活性化部位の違いが、摂食抑制作用
の違いと関連している可能性があると考え
た。結果を日本糖尿病学会のシンポジウム他
で発表した。現在論文投稿準備中である。 
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