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研究成果の概要（和文）：脂肪細胞由来の抗炎症性サイトカイン、アディポネクチン(APN)の分泌を促す効果的な方法
は現在知られておらず、分泌機構を解明する事で創薬開発に繋げる事を目的とする。
脂肪細胞に脂肪酸７種のカクテルを生理的な混合比で負荷したところAPNの分泌亢進が見られた一方、バランスを欠い
た組成では分泌は低下した。APN分泌はVAMPという分子の制御で小胞輸送により行われる。APN分泌が亢進する脂肪酸カ
クテル負荷でVAMP2の発現亢進が、分泌が低下する飽和脂肪酸過剰でVAMP3の発現低下が見られた。両者の発現を阻害す
るとAPN細胞内貯留量が減少した事より細胞内プール形成の候補分子と考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is still obscure how native anti-inflammatory adipocytokine, adiponectin (APN) 
secretion can be promoted effectively. The aim of this study is to elucidate the mechanism of APN 
secretion and to develop a new anti-inflammatory drug for atherosclerosis and diabetes mellitus.
The cocktail of seven fatty acids in a physiological ratio could accelerate APN secretion from mouse 
3T3-L1 adipocytes. However, even in the same concentration excess of one component of saturated or 
monounsaturated fatty acid, made it reduced. APN secretion is carried out with intracellular vesicle 
transport systems, which are governed with membrane-attached proteins called SNARE family including VAMP 
sub-family. VAMP2 expression was promoted with the fatty acid cocktail load. VAMP3 was suppressed along 
with saturated fatty acid excess. Inhibition of these molecules made the intracellular APN pool 
down-sizing. This indicates that they might be candidates for building intracellular APN pools.

研究分野： 内分泌代謝内科
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１．研究開始当初の背景 
(1)脂肪組織は体内最大の内分泌器官である。 

かつては単なるエネルギーの貯蔵庫、体温維

持のための発熱器官と考えられていたが、こ

の 20 年の間に脂肪細胞由来のホルモンが多

数発見され、内分泌器官としての地位が定着

した。脂肪細胞に発現する分子には、脂質代

謝に関する因子を始め、ステロイド代謝、免

疫関連、線溶系関連因子に加え、炎症性のサ

イトカインとしてレプチン、レジスチン、TNF

α、IL-6 などが、抗炎症性サイトカインとし

て唯一アディポネクチン（APN）が挙げられ

る。また、これら自身も含め、インスリン、

グルカゴン、成長ホルモンなど多岐にわたる

サイトカインに対する受容体が存在し、脂肪

組織は実に多数のホルモン産生器官であり、

同時に感受性器官でもある。 

 

(2)脂質は三大栄養素の一つであり、単位重

量当たり変換可能なエネルギーが最大とな

る貯蔵に最も適した物質である。また、生命

の単位である細胞を成り立たせる“膜”その

ものであり、ステロイドホルモンやビタミン

D など多数の生理活性物質の原材料にもなる。 

高コレステロール血症が動脈硬化性疾患の

促進因子である事は、数多くの研究により裏

付けられて来た。一方、脂肪酸においてもイ

ンスリン抵抗性惹起の原因として、近年、多

くの研究がなされている。飽和脂肪酸の過剰

摂取が心血管系疾患発症・進行を促す事は明

白である一方で、EPA や DHA などω３系脂肪

酸の摂取が動脈硬化に対し抑制的に働くこ

とは古くから知られている。これは脂肪酸が

単にエネルギー源として利用されるだけで

なく、別の生理活性を有する事を示している。

脂肪酸はリン脂質の構成素因となり、形質膜

や細胞内小器官の膜の柔軟性や生理活性に

影響を与える。更に、脂肪酸はそれ自身が脂

質代謝に関する遺伝子転写因子のリガンド

であり、あるものは脂肪酸から中性脂肪を合

成して脂質の細胞内貯留を促し、あるものは

中性脂肪の分解、脂肪酸の燃焼を促進させる

という様に、多様性が見られる。脂肪組織を

取り巻く遊離脂肪酸の組成や濃度が、脂肪細

胞の分化、増殖、肥大化を促すと同時に、脂

肪酸放出、組織縮小、細胞死にも影響を与え

ていると考えられている。 

 
２．研究の目的 
APN は現時点では脂肪細胞が分泌する唯一の

抗炎症性サイトカインであり、低 APN 血症が

動脈硬化性疾患の危険因子である事は多く

の報告がある①。また、μg/ml オーダーのサ

イトカインとしては極めて高い血中濃度を

有しているが、部分欠損体も含めた四種類の

多量体が存在しており、それぞれ活性は均一

ではなく、分泌調節機構も異なるとされてい

る②。未だその作用機序は十分には解明され

ておらず、更に、現時点では有効な再合成蛋

白が存在しない。薬剤として体外から投与す

る事が不可能な為、生体自身の分泌を亢進さ

せる方法が望まれ、それ故に分泌のメカニズ

ムを知ることが重要性と考える。 

本研究はそれらを同定する事で、病的状態で

の分泌低下の理解とより効果的な分泌促進

の開発を企図するものである。 

 
３．研究の方法 
脂肪細胞のモデルとして、マウス 3T3-L1 前

駆脂肪細胞にデキサメタゾン、イソブチルメ

チルキサンチン、インスリンの三剤を作用さ

せる標準的方法で誘導された脂肪細胞を用

いた。 

この分化誘導法では分化度に不均一性が見

られ、脂肪滴の蓄積と APN の分泌に乖離が出

現する事が知られている③。そこで、生理的

組成の7種の脂肪酸から成るカクテルを負荷

し、更なる分化を促した。カクテルは、パル

ミチン酸、ステアリン酸、オレイン酸、リノ

ール酸、パルミトレイン酸、DHA、アラキド

ン酸から成り④、分化誘導後 2 日目から 5 日



目まで 400μM で添加したところ、小脂肪滴

を数個含む類円形の形態学的にほぼ均一の

分化脂肪細胞群が得られた。 

特定の分子の発現を抑えるために、分化後 5

日目に siRNA（small interfering RNA）を感

染させた。接着している細胞を一旦浮遊させ、

コラーゲン I がコートされた 96 穴プレート

に 、 siRNA と Lipofectamine® RNAiMAX™

（invitrogen）の混合液を先に入れ、60000

個の細胞を後から添加した。 

分化後 6 日目から 8 日目までの 48 時間に、

脂肪酸やインスリン濃度などの条件を種々

に変えて培養を行った。8 日目に、培養液交

換後 6時間で分泌された APNと細胞内に残留

した APN の量を、Western Blotting 法にて半

定量的に測定した。 

回収した細胞の総蛋白量はBCA法で定量を行

い、二重鎖 DNA 量は DNA Quantity Kit（コス

モ バ イ オ ） を 用 い て 、 蛍 光 色 素

Hoechst33258 による蛍光発色法で定量を

行った。 

 
４．研究成果 

(1) 従来、細胞内の蛋白質の含有量を定量

的に測定する際には、β-アクチンやα-チュ

ーブリン等の発現量を内因性コントロール

として、その比で現す場合が多かった。しか

し、脂肪細胞は環境によりその体積を大きく

変化させる細胞であり、それに伴い細胞骨格

に大きな変化が生じるので、細胞骨格系蛋白

をコントロールとして使用する事に疑問が

生じる。そこで、補正を行わなかった場合と、

β-アクチンで補正を行った場合、総蛋白量

で補正を行った場合、二重鎖 DNA 量で補正を

行った場合で比較検討を行った。細胞内の小

胞上に存在する蛋白VAMP7の発現量は補正を

行った 3種類全てで、補正しない場合に比べ

有意差が生じた。β-アクチン補正は他の補

正との間で有意差は生じなかったが、低値を

示す傾向にあった。また、DNA 量で補正した

β-アクチン自身の発現量は脂肪酸負荷にて

低下、インスリン抵抗性状態で上昇と変化が

見られる為、β-アクチンによる補正は不適

切と判断し、以後、DNA 補正でデータを処理

した。 

 

(2) 脂肪酸カクテルは総脂肪酸濃度を低濃

度 150μMと高濃度 800μMで設定し、モル比

による含有率で各組成の濃度を決定した。生

理的組成で含有率 1％を超える以下の７種、

パルミチン酸（16：0）31％、ステアリン酸

（18：0）13％、オレイン酸（18：1）20％、

リノール酸（18：2）14％、パルミトレイン

酸（16：1）5％、DHA（22：6）2.5％、アラ

キドン酸（20：4）2％をこの比率で混合して

計 87.5％（131μMまたは 700μM）とし④、通

常の培養条件である 10％血清に上乗せして

培養を行った。また、低濃度カクテル条件に

主要 4組成のうち 1種を過剰に加え、総脂肪

酸濃度を高濃度条件と同じにして、組成バラ

ンスについての検討を行った。 

培養液交換後 6時間での APN分泌量と細胞内

残留量を測定し、全体における分泌量の比率

をもって分泌機能の指標とした（分泌率）。

低濃度脂肪酸カクテル負荷を基準に、高濃度

カクテルでは分泌量、分泌率共に有意に増加

した。一方、飽和脂肪酸であるパルミチン酸、

ステアリン酸過剰負荷条件では分泌量、分泌

率共に低下した。一価不飽和脂肪酸であるオ

レイン酸負荷では、高濃度脂肪酸カクテル負

荷より大きな脂肪滴を形成し、細胞体積も最

大となったが、APN 分泌率は高濃度カクテル

負荷に及ばなかった。2価不飽和脂肪酸であ



るリノール酸過剰負荷ではバラツキが大き

く、一定の傾向が確認できなかった。いずれ

の条件においても分泌されたAPNは約10％程

度であり、細胞内外の発現量総和に有意差は

認められなかった。 

 

(3) APN は細胞内小胞輸送で分泌され、細胞

内にプールを形成していることが報告され

ている⑤。また、インスリン応答性に分泌す

る経路と恒常的に分泌する複数の経路が想

定されている⑥。細胞内小胞輸送は SNARE 蛋

白と呼ばれる膜蛋白質によって制御されて

いる。小胞と標的器官の相対する両膜上に存

在する SNARE 分子の 4ドメインが強固な複合

体を形成することで、膜を十分に近づけ、も

って膜リン脂質を融合させて内部の積荷を

輸送する。その 4つの組合せは各膜融合ステ

ップで特異的に決まっている。分泌小胞上の

SNAREはVAMPと呼ばれる一群の蛋白が担って

いるが、脂肪細胞の分化と共に発現量が増加

するアイソフォームとして、VAMP2、VAMP3、

VAMP5、VAMP7 が挙げられる⑦。これらの SNARE

蛋白について脂肪酸負荷によるその動向を

検討した。 

APN 分泌率が上昇する高濃度脂肪酸カクテル

を負荷で、VAMP2 は発現が亢進し、飽和脂肪

酸であるパルミチン酸過剰条件で、APN の分

泌低下と共にVAMP3の発現も低下が見られた。

そこで、この 2分子を APN 分泌制御関連因子

と捉え、siRNA にて強制的に発現を抑制し、

その影響を検討した。 
 
 
 
 
 
 

(4) VAMP2とVAMP3に対するsiRNAは脂肪細

胞分化誘導後５日目に行った。８日目の細胞

回収時の発現阻害率は蛋白レベルでVAMP2が

56％、VAMP3 が 67％であった。 

VAMP2、VAMP3 いずれの発現を阻害しても分泌

された APN 量に変化は無かったが、細胞内の

貯留量は減少し、特に VAMP3 阻害の場合は結

果として分泌率の上昇が認められた。 

APN はインスリン刺激に即応して分泌が行わ

れる為の細胞内プールの存在が考えられて

いる。インスリン抵抗性を惹起してシグナル

を遮断すると、コントロールにおいては細胞

内の貯蔵量が減少するのに対し、VAMP2、

VAMP3 阻害条件ではそれ以上の減少は見られ

ず、抵抗性出現前からすでにインスリン作動

性プールの形成に影響が出ていた事が示唆

される。分泌量は３条件共に著しく低下して

おり、コントロールで見られた様な VAMP3 阻

害による分泌率の上昇も消失した。また、内

毒素であるリポ多糖は、細胞表面の TLR-4 と

いう受容体を介して炎症性サイトカインの

分泌を促す作用を有する。脂肪細胞表面にも

TLR-4 は発現しており、TNF-αや IL-6 などの

炎症性サイトカインを分泌する⑧。IL-6 の分

泌にも細胞内小胞輸送系が用いられている



事が知られているが、脂肪細胞での分泌経路

の同定は行われていない。リポ多糖を作用さ

せると、アディポネクチンの分泌は 3条件全

てで低下が見られたが、インスリン抵抗性の

場合と異なり細胞内貯留量の低下は見られ

ず、VAMP2、VAMP3 阻害条件ではむしろ貯留が

亢進している傾向が見て取れた。 

 

脂肪細胞におけるインスリン抵抗性惹起と

炎症性反応惹起、いずれの場合も APN の分泌

が低下するという病的状態を再現した。両者

は同じように分泌率が低下し、APN 分泌能が

低下していると考えられるが、細胞内プール

形成という面で両者は異なった動向を見せ

た。今回、VAMP2 が関与するプールと VAMP3

が関与するプールの存在が示唆されたが、脂

肪酸カクテルで誘導されるのはVAMP2のみで、

過剰な飽和脂肪酸で抑制が掛かるのは VAMP3

のみである。今後も両者の違いに注視しつつ、

幾つかの経路を介したAPN分泌不全という病

態の理解を深めたいと考える。 
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