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研究成果の概要（和文）：マクロファージのM-mod(USP2A)の２型糖尿病発症における役割と作用機構を検証した。肥満
マウスの脂肪組織マクロファージではM-mod2の発現が減少した。一方、マクロファージ選択的M-modトランスジェニッ
クマウスを作成し、3カ月間の高脂肪給餌に供したところ、血液生化学的な変化は見られなかったが、脂肪組織マクロ
ファージの炎症関連遺伝子の発現や脂肪組織への浸潤が抑えられた。さらに１年間後には体重の低下とインスリン感受
性の改善がみられた。一方、マクロファージ選択的なM-mod KOマウスも作成した。培養細胞を用いた検討で、M-modは
標的遺伝子周囲のヒストンメチル化やアセチル化に影響を与えた。

研究成果の概要（英文）：1) In ob/ob mice, M-mod/USP2A expression was clearly decreased in adipose tissue 
macrophages whereas aP2 and PAI were increased. Transgenic mice selectively expressing M-mod in 
macrophages did not exhibited significant changes in body weight gain, blood glucose levels, and blood 
insulin levels after high fat diet for 3 months. On the other hand, the M-mod transgenic mice displayed 
decreased accumulation of macrophages in visceral adipose tissues in parallel with decreased expression 
of chemokines in macrophages. In addition, M-mod overexpression in macrophages for 1 year caused 
decreased body weight gain and improved insulin sensitivity. Thus, M-mod seems to be a potent attenuator 
of type 2 diabetes.
2) M-mod knockdown macrophage-like cells modulated acetylation and methylation of histone near the 
M-mod-targeting genes such as aP2. Moreover, we found several nuclear proteins directly associated with 
M-mod in macrophages.

研究分野：実験動物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）国際糖尿病連合による 2014 年の統計
では糖尿病患者は全世界で３億人以上とさ
れており、その大多数は２型糖尿病患者であ
る。わが国でも厚労省の｢2013年国民健康・
栄養調査｣によれば男性の 16.2%、女性の
9.2%が糖尿病有病者であり、その 9割以上が
２型糖尿病とされる。従って２型糖尿病の克
服は医学領域における最大の関心事の一つ
となっている。２型糖尿病の原因は①インス
リン分泌細胞である膵臓ランゲルハンス島
のβ細胞の機能不全と、②肝臓や骨格筋とい
ったエネルギー代謝臓器におけるインスリ
ン感受性の低下であることが知られている。
しかし近年、これら異なる２種類の不全に対
し、内臓脂肪組織における炎症反応が共通の
トリガーとなることが明らかにされた。特に
脂肪組織のマクロファージは脂肪組織間質
最大の細胞集団であり、脂肪組織炎症を惹起
する主要なエフェクター細胞であることが
分かっており、この細胞を選択的に制御する
分子機構の解明が待たれる。 
 
（２）研究者のグループはこれまでに、ヒト
骨髄性白血病由来細胞株である HL-60 をホ
ルボールエステルでマクロファージ様に分
化させ、発現変動する遺伝子を網羅的手法で
探索してきた。その結果見出した M-mod[ま
たは USP(ubiquitin specific peptidase) 2の
69kDa のバリアント USP2A]は分化に伴い
発現が低下した。この遺伝子をショートヘア
ピン RNA でノックダウンした細胞(M-mod 
KD細胞)では、aP2や PAI-1といった２型糖
尿病の進行に関わる遺伝子の発現が選択的
に高まった。このことは、マクロファージで
発現する M-mod は、２型糖尿病の進行を抑
える新たな抗糖尿病分子であることが示唆
された。しかしながらこれらの知見はあくま
で細胞株を用いた検証に限定されており、実
際に個体レベルで M-mod が糖尿病を制御す
るのかは推測の域を出ない。一方で M-mod
による遺伝子発現抑制メカ二ズムについて
も依然ブラックボックスである。M-mod は
ユビキチン鎖を選択的に消化するイソペプ
チダーゼである。これまでにMdm2や Ripk1
といった M-mod により直接脱ユビキチン化
される標的タンパク質が報告されているが、
糖尿病関連遺伝子の発現抑制に関わる直
接・間接的な M-mod の標的分子は未知のま
まである。 
 
２．研究の目的 
（１）これまでの研究成果より培養細胞系で
M-mod が糖尿病の悪化に関わる遺伝子の発
現を選択的に抑制することを見出した。しか
しながらこの知見は一細胞株を用いた検討
結果に限定されており、個体においてM-mod
が抗糖尿病効果を有するのかの情報はない。
そこで M-mod 遺伝子の発現をマクロファー
ジ選択的に変化させた組換えマウスを用い

て、マクロファージの M-mod の発現の多少
がマウス個体レベルでの糖尿病の進行や症
状に与える効果を明らかにすることを目的
とした。また、肥満モデル動物における脂肪
組織マクロファージの M-mod の発現を明ら
かにすることで肥満症における M-mod の関
与の傍証を得ることも目的とした。 
 
（２）これまでの M-mod KD 細胞を用いた
検討で、NF-Bなどの転写因子やMAPキナ
ーゼなどのタンパク質キナーゼの量や活性
に変化はなかった。しかし M-mod がユビキ
チンイソペプチダーゼ活性依存的に標的遺
伝子座の H3ヒストンのメチル化を変化させ
るというデータを得た。そこで、M-mod に
より制御を受ける核内イベントをより詳細
に解明することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）使用動物・使用細胞 
①C57BL/6HamSlc-ob/ob マウス及びその野生
型コントロールマウスはオス 12 週齢を使用
した。 
②M-mod トランスジェニックマウス：
C57BL/6N マ ウ ス (SLC) の 受 精卵に fms 
intronic regulatory element(FIRE)制御下
でM-modを強制発現するトランスジーンを導
入して樹立した。このマウスはマクロファー
ジ選択的に M-mod が強制発現される。このマ
ウスと野生型マウスに 60%kcal の高脂肪食
(Research Diet)を給餌した。 
③M-mod コンディショナルノックアウト
(CKO)マウス：M-mod の２番目と３番目のエク
ソンの 5’側と 3’側に loxP 配列を導入した
組換え遺伝子エレメントをC57BL/6由来のES
細胞にエレクトロポレーション法で導入し
た。G418（Gibco）で選択後、細胞からゲノ
ムを抽出し、PCR 法にて正しい向きに相同組
換えが生じている ES 細胞クローンを選択し
た。次に、選択した組換えＥＳ細胞をマイク
ロマニピュレーターで胚盤胞期胚に注入し、
仮親の Ballb/c マウスに移植した。得られた
産仔のうち、挿入したＥＳ細胞の寄与率の高
いキメラマウスを選抜した。キメラマウス以
後の作業は研究成果の項に示す。 
 
（２）血液生化学試験 
血糖値はフリースタイルライト（アボットジ
ャパン）で測定した。また、中性脂肪量、遊
離脂肪酸量、総コレステロール量はテストワ
コーキット(和光純薬)で測定した。インスリ
ン抵抗性試験、グルコース負荷試験は日本糖
尿病・肥満動物学会のプロトコールに従った。 
 
（３）脂肪組織血管間質画分の調製 
マウスの生殖器周囲または腸管膜脂肪組織
を採材し、コラゲナーゼ（Sigma-Aldrich）
を３７℃、２０分間処理し、残存赤血球を ACK
溶液で溶血させ、遠心後得た。 
 



（４）FACS 解析とマクロファージのソーティ
ング 
脂肪組織の血管間質画分を、5%ウシ胎児血清
を含む PBS 溶液で懸濁後、PE 標識抗 F4/80 抗
体と Alexafluor488 標識 CD11b 抗体で染色し、
FACS CantoII(BD Bioscience)で解析した。
一方、F4/80+, CD11b+マクロファージは FACS 
AriaII でソーティングした。 
 
（５）定量的逆転写 PCR 解析 
TRIzol 溶液（Life Technologies）を用いて
全 RNA を抽出した。これら全 RNA を鋳型に
M-MLV逆転写酵素(Life Technologies)で逆転
写し、得られた cDNA と KAPA SYBR fast キッ
トを用いて qPCR 解析を実施した。内部標準
として HPRT-1 の発現を調べた。また一部の
微量サンプルについては Ovation qPCR 
amplification kit (Nugen)で cDNAを増幅後、
PCR 反応に供した。 
 
（６）免疫組織学的解析 
ホルマリン固定液(ナカライ)で固定した脂
肪組織のパラフィン切片は抗ガレクチン３
抗体（Santa Cruz）を一次抗体として処置後、
２次抗体としてペルオキシダーゼ標識した
抗ウサギ IgG 抗体を反応させた。その後、
Histofine キットで発色させ、免疫シグナル
を検出した。核はヘマトキシリンで染色した。 
 
（７）ウェスタンブロット解析 
核抽出キット(Active Motif)で調製した核タ
ンパク質を SDS-PAGE に供した後に、PVDF 膜
（Millipore）に転写した。転写後ブロッキ
ングワン（ナカライ）でブロッキングを行い、
その後修飾化ヒストンやヒストン修飾酵素
に対する抗体（Santa Cruz, Cell Signaling 
Technology, Abcam）で反応後、ペルオキシ
ダーゼ標識２次抗体で反応させた。免疫シグ
ナルの検出は化学発光キット（ナカライ）及
びバイオイメージャー（LAS-1000、フジフィ
ルム）を用いた。 
 
（８）免疫沈降解析とクロマチンアクセシビ
リティ試験 
M-modの免疫沈降実験は予めHAタグを付加し
た M-mod を強制発現させた 293 細胞（Life 
Techologies）から調製した核タンパク質に
対しHA-IP/CoIPキット(Pierce)で沈降させ、
ウエスタンブロットまたは銀染色解析に供
した。クロマチン免疫沈降解析は SimpleChIP
キット（Cell Signaling Technology）と修
飾 化 ヒ ス ト ン 抗 体 （ Cell Signaling 
Technology, Abcam, Millipore より入手）を
用いて実施した。クロマチンアクセシビリテ
ィ解析は EpiQ クロマチン解析キット
（BioRad）を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝性肥満マウスを用いた M-mod の発
現解析 

遺伝型肥満モデルマウス(ob/ob マウス)と野
生型コントロールマウスを比較したところ、
生殖器周囲の脂肪重量、血糖値や血中脂質量、
空腹時のインスリンレベルに増加がみられ、
脂肪組織 F4/80+, CD11b+マクロファージの
aP2 及び PAI-1, TNFの発現の増加がみられ
た。一方で、M-mod の発現は有意に減少して
いた(図１)。M-mod の 45kDa の短いスプライ
シング変異体の発現には影響がみられなか
った。培養マクロファージにおいて M-mod が
aP2 や PAI-1 の発現を有意に抑えることを考
え併せると、M-mod の発現低下が肥満検体の
脂肪組織マクロファージの発現制御に関わ
っている可能性が示唆された。 
  

図１ ob/ob マウス及びコントロール+/+マ
ウスの脂肪組織内マクロファージにおける
M-mod の発現 
 
（２）マクロファージ選択的 M-mod トランス
ジェニックマウスの短期高脂肪給餌後の表
現型解析 
次に、FIRE プロモーター制御下で、マクロフ
ァージ選択的にM-modを過剰発現するトラン
スジェニックマウスを用いて表現型解析を
実施した。高脂肪餌を１４週間与えたところ、
トランスジェニックマウスとコントロール
マウスで摂餌量、体重共に有意な差がみられ
なかった。また空腹時の血中インスリンレベ

図２ 腸管膜脂肪組織のマクロファージの
染色(紫) 
ル血糖値、随時血糖値、血中脂質（中性脂肪、
遊離脂肪酸、総コレステロール量）にも有意
な差がみられなかった。しかし FACS 解析の
結果、腸管膜脂肪組織中の F4/80+, CD11b+マ
クロファージ数が僅かに減少していた。この
現象は腸管膜脂肪組織をマクロファージマ
ーカーであるガレクチン３に対する抗体で
染色した免疫組織化学的解析においても顕
著に認められた(図２)。一方で、FACS 解析で
CD11c+M1 マクロファージと CD206+M2 マクロ
ファージの比を調べたところ有意な差は認



められなかった。次に、脂肪組織から F4/80+, 
CD11b+マクロファージを分離し、qRT-PCR 法
で遺伝子発現解析を行ったところ、コントロ
ールマウスと比べM-modトランスジェニック
マウスのマクロファージでは、aP2 や PAI-1, 
CXCL7 の発現低下が認められた。以上の結果
より、M-mod トランスジェニックマウスは腸
管膜脂肪組織の代謝性炎症反応を軽減する
ことが明らかになった。 
 
（３）マクロファージ選択的 M-mod トランス
ジェニックマウスの長期高脂肪給餌後の表
現型解析 
高脂肪餌の給餌期間を延長し、エネルギー代
謝能の変化を追跡した。５０週間飼育したと
ころ、摂餌量は有意な差がみられなかったが
（P=0.771）、僅かな体重増加がみられた
(P<0.05)。このとき、血糖値は自由給餌時、
絶食時ともコントロールマウスとM-modトラ
ンスジェニックマウスの間で差は見られな
かった。一方、血中インスリンレベルは自由
給餌時には変化が見られなかったが、絶食時
は僅かに減少する傾向がみられた。このとき
インスリン負荷試験を実施したところ、コン
トロールと比べトランスジェニックマウス
ではインスリン投与後の血糖値の下がりが
顕著であった（P<0.05）。以上の結果より、
肥満状態が継続することでみられるインス
リン耐性をマクロファージのM-modは抑制す
ることが明らかになった。 
 
（４）マクロファージ選択的 M-mod CKO マウ
スの作製 
M-mod遺伝子にloxP配列を導入したターゲテ
ィングコンストラクトで相同組換えを行っ
た ES 細胞を３クローン得た。このうち１ク
ローンを胚盤胞に導入し、キメラマウス得た。
しかしながら得られたキメラマウスは ES 細
胞由来部分のキメラ率が低く、交配しても組
換え遺伝子を生殖系列にもったマウスが
中々得られなかった。そこでキメラ作出のス
ケールアップを図り、キメラ率の高い KT②
-18-70①キメラマウス（図３）を得た。 

 
図３ M-mod キメラマウス（左）とヘテロマウ
ス（右） 
 
次にこのキメラマウスを基にM-mod fl/+マウ
スの作製を試みた。こちらも中々組換え遺伝
子座が生殖系列で見出せなかったが、最終的
に M-mod fl/+マウスが複数ライン得られ、こ
れを基に M-mod fl/fl マウスを得た。さらに
M-mod fl/fl マウスと LyzM-Cre マウスを交配
して得られたヘテロマウスを交配し、最終的
に M-mod fl/fl, LyzM-Cre M-mod CKO マウス

を得た。 
 
（５）マクロファージ選択的 M-mod CKO マウ
スの表現型解析 
M-mod CKOマウスに高脂肪餌を２カ月給餌し、
同腹コントロールマウス（M-mod fl/fl, 
Cre(-)）と血糖値を測定したところ、自由給
餌時、絶食時とも差は見出せなかった。また、
インスリン負荷試験を実施しても有意な差
は見られなかった。２カ月の給餌期間では差
を生ずるに不十分だったのかもしれない。 
 
（６）M-mod による核内遺伝子発現制御機構
の解明 
①ヒト骨髄性白血病細胞株HL-60を基に作製
した M-mod KD 細胞とコントロール細胞の核
タンパク質を抽出し H4 ヒストンのアセチル
化や H3 ヒストンのメチル化、H2 ヒストンの
ユビキチン化をウエスタンブロット法で解
析したが、いずれも差は見出せなかった。し
かしながら、aP2 遺伝子座についてクロマチ
ン免疫沈降解析を実施したところ、H4 ヒスト
ンの５、８、１２番目のリジンのアセチル化
の亢進がみられた。また、これまでに見出し
たaP2遺伝子座のリジンのメチル化が４番目
のリジンによるものであることが判明した。
一方aP2遺伝子座だけに絞ってもヒストンの
ユビキチン化、リン酸化は M-mod のノックダ
ウンの効果は見出せなかった。 
 
②M-mod KD 細胞の aP2遺伝子座で見出された
ヒストンの変化が遺伝子座のアクセシビリ
ティに変化をもたらすかを調べたところ、有
意にアクセシビリティの亢進が認められた
(図４)。またこの変化は M-mod KD 細胞へ
M-mod 強制発現コンストラクトを再導入する
ことで解除されたが、ユビキチンイソペプチ
ダーゼ欠損変異体を導入した場合解除され
なかった。従って、M-mod はユビキチンイソ
ペプチダーゼ活性依存的に標的遺伝子のア
クセシビリティを抑えていることが判明し 
た。 

図４ aP2 遺伝子座のアクセシビリティ。左
図はコントロール (Ctrl) 細胞と M-mod KD
細胞の比較、右図は M-mod KD 細胞に空ベク
ター(Ctrl)，M-mod 強制発現ベクター、ユビ
キチンイソペプチダーゼ変異体発現ベクタ
ーを導入した細胞のデータを示す。*P<0.05 
vs コントロール細胞、§P<0.05 vs M-mod 導
入細胞 



 
③M-mod によるヒストン修飾に関わるタンパ
ク質を探索することを目的に、M-mod 強制発
現細胞から調製した核抽出物を材料に M-mod
を免疫沈降し、共沈降してきたタンパク質を
電気泳動した。ウエスタンブロット解析によ
りアセチル化修飾酵素(p300 及び HDAC 各種)
を検出したが、検出できなかった。従ってこ
れら酵素を直接制御していないと考えられ
る。一方、共免疫沈降タンパク質の電気泳動
ゲルを銀染色すると再現性よくタンパク質
バンドが検出された。これらの M-mod 結合タ
ンパク質の同定と遺伝子発現における役割、
M-mod による制御の有無の評価が今後の課題
である。 
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