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研究成果の概要（和文）： 

 肥満者の脂肪細胞で発現が低下しているアディポカインとして同定した D ドーパクロ
ムトートメラーゼ（DDT）は、脂肪細胞での中性脂肪量の制御を行う。本研究では、DDT
は脂肪細胞での脂質代謝に関連する遺伝子の発現および活性を制御すること、DDT を投与
した肥満マウスではインスリン抵抗性が改善されることを明らかにした。このことから
DDT は抗肥満作用を有する善玉アディポカインと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 D-dopachrome tautomerase whose mRNA levels are decreased in obese adipocytes 
acts to regulate contents of triacylglycerol in adipocytes. In this study, DDT was found 
to regulate expression and activity of molecules involved in lipid metabolism in 
adipocytes. Furthermore, administration of DDT improved the glucose intolerance in 
obese mice. These results suggested that DDT acts as an adipokine with anti-obese 
property.     
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１．研究開始当初の背景 

 
(1) 肥満の病態 
 肥満は脂肪組織が過剰に蓄積した状態で
あり、2 型糖尿病、高血圧、脂質異常症など
動脈硬化の危険因子となる疾患の発症リス
クを高めるだけでなく、肥満自体が動脈硬化
の危険因子となる。脂肪組織は単なるエネル

ギーの貯蔵器官でなく、様々な生理活性物質、
いわゆるアディポカインを分泌する内分泌
器官である。正常な脂肪組織はインスリン感
受性を高めるアディポネクチンやレプチン
など善玉アディポカインを分泌し、全身性の
糖代謝の制御に重要な役割を担っているが、
肥満の脂肪組織からは善玉アディポカイン
の分泌の低下および、炎症性サイトカインや
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レジスチンなどの悪玉アディポカインや遊
離脂肪酸の分泌が亢進する。このアディポカ
インの分泌プロファイリングの変化が肥満
によるインスリン抵抗性の発症を引き起こ
すと考えられており、肥満に関連する新規ア
ディポカインの同定と機能解析の試みが国
内外で行われている。 
 
(2) 新規アディポカイン Dドーパクロムトー
トメラーゼの同定  
 ヒト脂肪細胞が分泌するタンパク質のプ
ロテオーム解析により得られた新規アディ
ポカイン候補の中で、肥満者の脂肪細胞で
mRNA発現量が低下する Dドーパクロムトート
メラーゼ（DDT）に着目し、その機能解析を
行なっている。DDT は D ドーパクロムを 5,6
ジヒドロキシインドールに変換する酵素と
して同定されたが、D 体であるその基質は生
体内で不活性のため、その酵素活性が DDT の
真の生理作用とは考えられていない。DDT は
その三次構造が多様な生理活性を有するサ
イトカインであるマクロファージ遊走阻止
因子（MIF）と類似しており、最近になって、
DDT は MIF と協調して肺ガン細胞株で血管新
生を促進すること、マクロファージで炎症刺
激依存性に炎症性サイトカインの分泌を促
す MIF と同様の作用があることから、MIF の
機能ホモログである可能性が示唆されてい
る。 
 
(2) DDTと MIFの相違 
 これまでの研究により DDTは肥満者の脂肪
細胞で発現が低いこと、前駆脂肪細胞には発
現がほとんど認められず、脂肪細胞への分化
の伴い、発現が上昇することが示された。一
方、MIF は前駆脂肪細胞でも発現しており、
脂肪分化過程でその mRNA の発現が変動しな
いこと、肥満者で発現が上昇することが報告
されていることから、脂肪組織での DDTと MIF
は発現挙動が異なり、脂肪組織で DDT は MIF
と異なる作用を有する可能性がある。 
 
(4) DDTの脂肪細胞への作用 
 DDT を標的とする short hairpin RNA
（shRNA）を発現するアデノウイルスを感染
させたヒト前駆脂肪細胞株 SGBS 細胞を脂肪
細胞に分化させ DDT発現抑制脂肪細胞を作製
した。この細胞では中性脂肪量の増加が認め
られ、さらに脂質代謝に関連する遺伝子の発
現増加とインスリン抵抗性惹起因子である
FABP4（別名 aP2）の発現増加が認められた。
この結果は DDT が脂肪細胞に作用して、脂質
代謝を制御する可能性を示唆する。本研究で
は、DDT の脂肪細胞への作用をより詳細に検
討するとともに、DDT の肥満によるインスリ
ン抵抗性への関与について検討した。 
 

 
２．研究の目的 
 
(1) 脂肪細胞での DDT の作用機序の解明 
 DDT は脂肪細胞への脂質代謝を制御するこ
とが示唆されている。その作用機序を明らか
にする。 
 
(2) インスリン抵抗性への関与の検討 
 DDT を肥満マウスに投与し、体重、血糖値、
インスリン抵抗性への影響について検討す
る。 
 
(3) in vivo での脂肪組織に対する作用 
 DDT の肥満マウス脂肪組織での脂質代謝に
対する影響を検討する。 
 
 

３．研究の方法 

 
(1) DDT発現抑制脂肪細胞 
 DDT を標的とする shRNA を発現するアデノ
ウイルスを感染させたヒト前駆脂肪細胞株
SGBS細胞を脂肪細胞へ分化誘導した。分化誘
導後 9日目の細胞を実験に用いた。 
 
(2) AMP-activated protein kinase (AMPK)
の活性レベルの測定 
AMPK 活 性 型 リ ン 酸 化 抗 体 （ anti- 
phosphorylated AMPK-Thr172）、及びその下
流の酵素 Hormone-sensitive lipase (HSL), 
acetyl-CoA carboxylase (ACC)の AMPK によ
るリン酸化抗体（抗リン酸化 HSL-Ser565 抗
体, 抗リン酸化 ACC-Ser79 抗体）を用いたウ
エスタンブロッティングにより検討した。 
 
(3) protein  kinase A (PKA)の活性レベル
の測定 
PKAリン酸化基質抗体（抗リン酸化 RRXS/Tモ
チーフ抗体）、及び PKA の基質である AMPKと
HSLのリン酸化抗体（抗リン酸化 AMPK-Ser485
抗体, 抗リン酸化 HSL-Ser660 抗体）を用い
たウエスタンブロッティングにより検討し
た。 
 
(4) DDT投与によるインスリン抵抗性評価 
肥満モデルマウス db/dbマウスにリコンビナ
ント DDT を 1日毎に腹腔内投与し、体重、血
糖値、血清インスリン濃度、血清遊離脂肪濃
度の測定、及びグルコース負荷試験、インス
リン負荷試験を行った。 
 
(5)DDT投与マウスの脂肪組織での解析 
リコンビナント DDTを投与したマウスの脂肪
組織を麻酔下で採取し、タンパク質を抽出し、
AMPK活性化レベル、PKA活性化レベルを測定
した。 



 

 

４．研究成果 
 
(1) DDTは脂肪細胞で AMPK を活性化させる 
 AMPK は絶食時あるいは運動時に細胞内の
ATP 量が低下した際に活性化される酵素で、
中性脂肪を分解する酵素である HSLの活性と
脂肪酸合成酵素である ACCの活性を抑制する
ことにより、脂質分解、脂肪酸合成を抑制し、
ATPの消費を抑える。脂肪細胞での AMPKの不
活性化は脂質代謝を促進し、結果としてイン
スリン抵抗性の惹起因子である遊離脂肪酸
の分泌が増加することから、インスリン抵抗
性発症の一因として捉えられている。 
 DDT 発現抑制脂肪細胞では中性脂肪量の増
加と、HSL、ACCなど脂質代謝に関連する遺伝
子発現の増加が認められることから、DDT が
AMPK の活性化に及ぼす影響を検討した。DDT
発現抑制脂肪細胞と対照の脂肪細胞間に活
性型 AMPK のリン酸化レベルに差異は認めら
れなかったが、AMPKの活性化剤である AICAR
を作用させた際に、DDT 発現抑制脂肪細胞で
は AMPKの活性化が抑えられた。また AMPK に
よりリン酸化されている HSL と ACC 量が DDT
発現抑制脂肪細胞では低下していた（図１）。
これらの結果は DDT 発現抑制脂肪細胞では
AMPK活性が低下していることを示唆する。 
 DDT 発現抑制脂肪細胞にリコンビナント
DDTを作用させると、活性型 AMPKのリン酸化
レベルが上昇した。さらに HSLと ACCの AMPK
によるリン酸化レベルも上昇したことから、
DDTは脂肪細胞で AMPKを活性化させることに
より脂質代謝を制御することが示唆された。 

図１ DDT発現抑制脂肪細胞での AMPK及びそ
の基質のリン酸化レベル。（Iwata et al, PLoS 
One 7: e33402, 2012 より転載） 
 
(2)DDT は肥満マウスのインスリン抵抗性を
改善する 
 リコンビナント DDTを投与した db/dbマウ
スでは体重の変動に差異はなかったが、血糖
値、血清遊離脂肪酸濃度が DDT投与マウスで
低下していた。血清インスリン濃度に有意差
は認められなかったが、低下傾向にあった。
グルコース負荷試験、インスリン負荷試験を

行ったところ、DDT 投与マウスで耐糖能の改
善が認められた。これらの結果より、DDT は
肥満によるインスリン抵抗性改善作用を有
することが示された。 

 
図 2 グルコース負荷試験（左）とインスリ
ン負荷試験（右）。●：DDT投与 db/dbマウス 
○：対照 db/db マウス。（Iwata et al, PLoS 
One 7: e33402, 2012 より転載） 
 
(3) DDTは脂肪組織での PKA 活性を抑制する 
 DDT を投与した db/db マウスの脂肪組織で
は AMPK の活性型リン酸化レベルに変動は認
められなかった。PKA はアドレナリン受容体
のシグナル分子であり、HSL による脂質分解
を促進する。また AMPK をリン酸化し不活性
化することが知られている。そこで DDT 投与
マウスの脂肪組織での PKA活性について検討
したところ、PKA による AMPK のリン酸化レベ
ルと HSL のリン酸化レベルが低下していた
（図 3）。さらに DDT が作用した脂肪組織では
PKA 基質のリン酸化が低下していた。これら
の結果は DDTを投与した肥満マウスの脂肪細
胞では PKA活性が低下していることを示唆す
る。 

図 3 DDT を投与した肥満マウスの脂肪組織
での PKA の基質のリン酸化レベル。（Iwata et 
al, PLoS One 7: e33402, 2012 より転載） 
 
(4) まとめ 
DDTは脂肪細胞での AMPKを活性化、あるいは
PKA を不活性化することより脂質代謝を制御
する。さらに DDTは肥満によるインスリン抵
抗性を改善する作用を有する。 
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