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研究成果の概要（和文）：視床下部は体重調節において重要な役割を担う。高脂肪食に伴う肥満では視床下部のProtei
n tyrosine phosphatase 1B（PTP1B）発現が増強し、逆に視床下部PTP1Bの発現を欠損させると肥満抵抗性を示す。視
床下部PTP1Bの発現調節因子は不明であるが、高脂肪食摂取に伴い視床下部において炎症およびER stressを生じること
から、これらの因子が視床下部PTP1Bの発現調節候補となる可能性を考え実験を行った結果、炎症性サイトカインのTNF
αがPTP1B発現を増強する因子であることが明らかとなり、その発現はTNFαシグナル下流のNFκBリン酸化を介した機
序であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Hypothalamus is well known to play an important role in the regulation of energy b
alance. High-fat diet (HFD) increases hypothalamic Protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) expression leve
ls, and hypothalamic PTP1B deficient models protect against diet induced obesity. While PTP1B has therefor
e been implicated as a key regulator of energy homeostasis, the factors regulating PTP1B expression in the
 hypothalamus, particularly under obese conditions, remain to be fully elucidated. Since several lines of 
evidence have suggested that HFD induces hypothalamic inflammation accompanied by increasing levels of inf
lammatory cytokines such as TNF-alpha and IL6, in addition to ER stress, we examined whether these factors
 could regulate PTP1B expression and activity by using hypothalamic organotypic cultures. Our data show th
at TNF-alpha significantly increases PTP1B expression and activity in the hypothalamus, and that these eff
ects are mediated via TNF-alpha induced NF-kappa-B activation. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
肥満症は環境因子と遺伝素因の相互作用に
よって生じる慢性疾患であり、2 型糖尿病、
動脈硬化、悪性腫瘍の危険因子である。肥満
症は既にパンデミックレベルで蔓延してい
るにも関わらず有効な内科的治療法は未だ
確立しておらず、発症機序の解明および治療
法の確立が期待される。エネルギーバランス
は視床下部で調節されており、エネルギー摂
取量と支出量の総和が体重を規定する。脂肪
細胞と膵臓からそれぞれ分泌されるレプチ
ンとインスリンは視床下部弓状核に存在す
る pro-opiomelanocortin（POMC）neuron お
よび neuropeptideY neuron に直接作用し、
エネルギー摂取の減少およびエネルギー支
出の増加を来し体重を減少させる。中枢特異
的にレプチンもしくはインスリンの受容体
を欠損させると著明な肥満を来し、肥満モデ
ル動物では視床下部における両ホルモンの
シグナルに抵抗性を来す。シグナル伝達にお
いて、両ホルモンともにチロシン蛋白リン酸
化カスケードの存在は必須であり protein 
tyrosine phosphatase-1B (PTP1B)によって
阻害される。これまでに PTP1B を全身性もし
くは脳特異的に欠損（KO）させると体重減少
を来すことが報告されている。筆者らは
PTP1B の役割を視床下部の神経核レベルで明
らかにする目的で Cre-LoxP システムを用い
て PTP1B conditional KO マウスを作成しフ
ェノタイプ解析を施行したところ、体重およ
び糖代謝調節を担うことが知られている
POMC neuron 特異的に、PTP1B 発現を欠損さ
せると高脂肪食投与下で肥満抵抗性を来す
ことを報告した（J Clin Invest 120:720, 
2010）。逆に、視床下部 PTP1B 発現を増加さ
せると体重増加を来し、高脂肪食投与に伴う
食事誘導性肥満動物モデルでは視床下部
PTP1B 発現の増加を来すことが報告されてい
る。このように視床下部における PTP1B 発現
量の多寡がエネルギーバランスを規定する
ことが明らかとなりつつある一方で、視床下
部におけるPTP1Bの発現調節機構については
未だ明らかではない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、高脂肪食投与に伴う肥満におけ
る、視床下部 PTP1B の発現調節機構を分子病
態学的に解析し、肥満症の機序解明に迫る。
高脂肪食を投与すると、炎症性サイトカイン
である TNFα、IL6 および IL1βの発現が視床
下部で上昇し、小胞体ストレス（ER stress）
も惹起される。これらの因子が PTP1B の発現
や活性に与える影響を検討する。また、PTP1B
欠損モデルマウスは高脂肪食投与に対し肥
満抵抗性を示すが、視床下部炎症および ER 
stress が野生型マウス（WT）と PTP1B 欠損マ
ウス（KO）でどのように異なるのか比較検討
し、肥満抵抗性に寄与する機序を解明する。 

３．研究の方法 
 
(1)雄性 C57BL6 マウスを使用して、普通食あ
るいは高脂肪食を 1日、3日、28 日間投与し
9 週齢で屠殺した。採取した視床下部からｍ
RNA を抽出し、TNFα、IL6、IL1β、Bip およ
びPTP1BのmRNA発現をRT-PCR法で評価した。 
 
(2)ラットを用いた視床下部器官培養を行い
炎症性サイトカインおよび ER stressor によ
る PTP1B 発現を評価した。炎症性サイトカイ
ンは既報で PTP1B 発現調節と関連のある TNF
αおよび IL6 を使用し、ER stressor には
Thapsigargin(TG)および Tunicamycin(TM)を 
使用した。生後 16 日齢のラットより視床下
部を取り出しクライオスタットを用いて 350
μmの切片を作製し無血清培地で48時間培養
した。続いてメディウム中にTNFα100 ng/ml、
IL6 100ng/ml、TG 100nM、もしくは TM 300nM
を加えて 24 時間培養した後に視床下部切片
から RNA を抽出し、PTP1B の mRNA 発現を
RT-PCR 法で評価した。 
 
(3)TNFαによる視床下部PTP1B発現および活
性調節機構をラットの視床下部器官培養法
を用いて調べた。メディウム中に TNFα（25, 
50, 100 ng/ml）を加えて所定の時間（6, 12, 
24 時間）培養した後に視床下部切片から RNA
および蛋白を抽出し、PTP1B の mRNA および蛋
白発現をそれぞれ RT-PCR およびウエスタン
ブロット法で評価した。さらに Biomol green 
assay を用いて PTP1B の活性を評価した。次
に TNFαシグナル下流の NFkB リン酸化が TNF
αによって増加するか否かをウエスタンブ
ロット法で評価後、NFkB に対する阻害剤とし
てサリチル酸 10mM もしくは NFkB のサブユニ
ットである p65 の選択的阻害剤（P65I）150
μMを使用し、100ng/ml TNFαの 24 時間培養
下による NFkB のリン酸化および PTP1B の蛋
白発現がサリチル酸もしくは P65I 投与下で
どのように変化するかウエスタンブロット
法で評価した。 
 
(4)PTP1B KO および WTマウス由来の視床下部
器官培養を行い TNFα刺激による視床下部
TNFαの mRNA 発現を RT-PCR 法で評価した。 
 
(5)PTP1B KO および WTマウスに高脂肪食を投
与し視床下部における抗炎症性サイトカイ
ンおよび gliosis 関連遺伝子の mRNA 発現を
RT-PCR 法で評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1)高脂肪食28日投与で体重および内臓脂肪
は普通食と比較して有意に増加し、視床下部
において炎症性サイトカインである TNFα、
IL6 および IL1βに加え、ER stress マーカー
である Bipの mRNA 発現が有意に上昇した（図
1）。 



図 1. 高脂肪食投与は視床下部炎症および 
ER stress を増強する 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
高脂肪食3日投与で体重および内臓脂肪は普
通食と比較して有意に増加し、視床下部にお
いて炎症性サイトカインであるTNFαの mRNA
発現が有意に上昇するも、IL6、IL1βおよび
Bip の mRNA 発現は有意差を認めなかった（図
2）。一方、高脂肪食 1日投与では体重および
各種マーカーにおいて2群間で有意差を認め
なかった。 
 
図 2. 3 日間の高脂肪食投与で視床下部の 
TNFα mRNA 発現は増強する 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、高脂肪食 3 日および 28 日投与のいず
れも視床下部 PTP1B mRNA 発現は普通食と比
較して有意に増加した（図 3）。 
 
図 3. 高脂肪食投与は視床下部 PTP1B の mRNA
発現を増強する 

 
 
 
 
 
 
 

 
以上の結果から、高脂肪食投与により視床下
部炎症および ER stress が生じることが確認
された。特に、炎症性サイトカインの TNFα
については高脂肪食投与早期から視床下部
における mRNA 発現が増強することが確認さ
れた。また、PTP1B についても、TNFαと同様
に高脂肪食投与早期から視床下部における
発現が増強することが確認された。 

(2)高脂肪食投与により視床下部レベルでの
発現が増強した炎症性サイトカイン（TNFα
および IL6）や ER stress は、少なくとも末
梢レベルでPTP1B発現に影響を与えることが
これまでに報告されていることから、中枢に
おいても同様の関係が維持されているかを
確認する目的で、ラットの視床下部器官培養
法を用いて、TNFα、IL6 および ER stressor
刺激による PTP1B の mRNA 発現を検討した。 
 
図 4. 炎症性サイトカイン TNFαは視床下部 
の PTP1B 発現を増強する 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
その結果、TNFαは視床下部 PTP1B mRNA 発現
を増強したが、IL6 および ER stressor であ
る Thapsigargin（TG）および Tunicamycin 
（TM）は視床下部 PTP1B mRNA 発現に影響を
与えなかった（図 4）。 
 
(3)TNFαの濃度や培養時間がPTP1Bの発現や
酵素活性に与える影響をラットの視床下部
器官培養において検討したところ、TNFαは
濃度および時間依存性に視床下部PTP1B mRNA、
蛋白発現および活性を増強した（図 5）。 
 
図 5. TNFαは濃度および時間依存性に 
視床下部 PTP1B の発現および活性を 
増強する 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
次に、TNFα刺激による PTP1B 発現および活
性増強の機序を検討した。TNFα受容体以降
には様々なシグナルの存在が知られている
が、既報において、末梢レベルでTNFαは NFkB
を介してPTP1B発現を増強したとの報告があ
ることから NFkB pathway に着目した。 
 
ラットの視床下部器官培養において TNFαが
NFkB pathway に与える影響を p65のリン酸化
で評価したところ、TNFαは濃度依存的かつ
時間依存的に p65 のリン酸化を増強した（図
6）。 
 
図 6. TNFαは濃度および時間依存性に p65の
リン酸化を増強する 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ラットの視床下部器官培養において、TNFα
による PTP1B 発現の増強が NFkB pathway を
介したものであるか否かを確認する目的で、
NFkB 活性を阻害するサリチル酸もしくは、
p65リン酸化阻害剤であるP65Iを投与して検
討した。 
 
図 7. サリチル酸もしくは P65I 投与が 
TNFα投与による NFkB のリン酸化 
および PTP1B 発現に与える影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
TNFα投与による NFkB のリン酸化の増加は 
サリチル酸投与により抑制され、TNFα投与
によるPTP1B発現の増加はサリチル酸投与に
よりコントロールレベルまで抑制された。ま
た、サリチル酸と同様に、TNFα投与による
NFkB のリン酸化の増加は P65I 投与により抑
制され、TNFα投与による PTP1B 発現の増加
は P65I 投与によりコントロールレベルまで
抑制された。サリチル酸もしくは P65I の単
独投与は、p65 のリン酸化および PTP1B の蛋
白発現に影響を与えなかった（図 7）。 
 
以上の結果から、TNFαは視床下部に直接作
用し、NFkB pathway を介して視床下部 PTP1B
の発現および活性を増強することが示され
た。また、これらの機序は、高脂肪食投与に
伴い視床下部で生じるレプチンおよびイン
スリン抵抗性の一因である可能性が示唆さ
れた。 
 
(4)TNFαは、TNFα刺激によりその発現が増
強することが知られている。そこで、PTP1B
の存在の有無が TNFα刺激による TNFαの発
現にどのような影響を与えるかを調べる目
的で、PTP1B KO および WT マウス由来の視床
下部器官培養を行いて視床下部TNFαの mRNA
発現を検討した。 
 
図 8. TNFα刺激による視床下部 TNFαの mRNA
発現は PTP1B KO マウスで減弱する 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
TNFα刺激による視床下部 TNFαの mRNA 発現
は、WT および KO 共にコントロール群と比較
して有意に増加したが、その上昇は WT と比
較して KO で有意に減弱した（図 8）。この結
果から、肥満抵抗性モデル動物である PTP1B 
KO マウスでは、WT と比較して高脂肪食投与



に伴う視床下部炎症が拡大しにくい可能性
が示唆された。 
 
(5) PTP1B KO および WT マウスを用いた in 
vivo の系において、高脂肪食投与下で、両群
間の体重差が無い7週齢の雄性マウスの視床
下部における TNFα mRNA 発現を検討したと
ころ、WT と比較して KO マウスで有意な発現
低下を認めた（図 9）。 
 
図 9. 高脂肪食に伴う視床下部 TNFα発現は
PTP1B KO マウスで減弱する 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、高脂肪食投与下で、視床下部における
抗炎症性サイトカイン(IL10 および TGFβ1)
および gliosis 関連遺伝子(Iba1、Emr1、CD68
およびGFAP)のmRNA発現を7週齢の雄性マウ
スの視床下部で検討したところ、抗炎症性サ
イトカインおよびgliosis関連遺伝子のmRNA
発現は WTと比較して KOで有意な増加を認め
た（図 10）。 
 
図 10. PTP1B KO マウスにおける視床下部の 
抗炎症性サイトカインおよび gliosis 
関連遺伝子の mRNA 発現 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上、図 1～図 10 の結果から、高脂肪食投与
に伴い発現が増加する視床下部TNFαが NFkB
のリン酸化を介して視床下部PTP1Bの発現や
活性を増強し、中枢におけるレプチンおよび
インスリン抵抗性の一因となる可能性が示
唆された。また、視床下部 PTP1B は TNFα刺
激による視床下部 TNFαの発現を増強する因
子の一つである可能性が示唆された。 
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