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研究成果の概要（和文）：種々の炎症性疾患においてDPP4発現が増加することから、DPP4が慢性炎症状態に何らかの役
割を果たすと仮定し、新規DPP4阻害薬SK-0403を用いて検討を行った。SK-0403は、脂肪細胞-マクロファージ共培養系
におけるLPS誘発性炎症性遺伝子発現および炎症性サイトカイン産生を抑制した。また、SK-0403はマクロファージのLP
S-NF-κB/AP-1活性化経路を抑制した。マウスにLPS投与することで肝臓・脂肪組織内の炎症性遺伝子発現は顕著に亢進
するが、SK-0403を同時に投与することで減弱した。さらに、肝臓におけるLPS誘導性NF-κB活性化がSK-0403投与によ
って抑制されていた。

研究成果の概要（英文）：DPP-4 expression is reportedly increased in inflammatory disease patients, 
suggesting an association of DPP-4 with inflammation. In this study, first, lipopolysaccharide 
(LPS)-induced elevations of inflammatory cytokine mRNA expressions in RAW264.7 macrophages were shown to 
be significantly suppressed by co-incubation with a DPP-4 inhibitor, SK-0403, in the RAW264.7 cells. 
Regarding the molecular mechanism, LPS-induced NF-κB and AP-1 promoter activities were revealed to be 
suppressed by incubation with SK-0403. When 3T3-L1 and RAW cells were co-cultured and stimulated with 
LPS, the effects of SK-0403 on the suppression of cytokine expressions in 3T3-L1 adipocytes were more 
marked. Anti-inflammatory effects of SK-0403 were also observed in vivo on the elevated hepatic and 
adipose expressions and serum concentrations of inflammatory cytokines in association with the 
suppression of hepatic NF-κB transcriptional activity, in LPS-infused mice.
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１．研究開始当初の背景 
 現代社会において、生活習慣の欧米化に伴
い 2 型糖尿病患者の罹患率は急増しており、
対策が急務である。2 型糖尿病患者はしばし
ば肥満を伴うことが多く、肥満状態の脂肪組
織における慢性炎症状態がインスリン抵抗
性を惹起し、高血糖症に寄与することが多く
の報告で明らかとなっている。また重度歯周
病や、肥満状態に伴う腸管透過性亢進によっ
て グ ラ ム 陰 性 菌 由 来 の 内 毒 素
(lipopolysaccharide, LPS) が循環中へ流入
し、いわゆる endotoxemia として脂肪組織の
炎症反応を増幅させることが知られている。
これらの炎症状態を抑制することは、インス
リン標的臓器のインスリン感受性改善に繋
がり、結果的に糖尿病状態の増悪の回避、ひ
いては心血管イベントリスクの減少に寄与
することとなる。 Dipeptidyl peptidase 
4(DPP4) は、インスリン分泌促進作用を持つ
glucagon-like peptide-1(GLP-1) をはじめと
したインクレチンホルモンを分解する酵素
である。DPP4 阻害薬は、DPP4 の活性阻害
を介して GLP-1 の血中濃度を上昇させ、膵 β
細胞からのインスリン分泌を増強すること
で血糖値コントロールを改善することを企
図してつくられた。近年、炎症性腸疾患や粥
状動脈硬化症、多発性硬化症などの炎症性疾
患および肥満患者でのDPP4発現量の増加が
報告されている。また、DPP4 阻害薬を投与
した肥満・糖尿病モデルマウスにおいて肝臓、
脂肪組織などの炎症反応が抑制されたこと
を示唆する報告がされている。あわせて、ヒ
トでも脂肪組織・肝臓などで DPP4 阻害薬に
よる抗炎症効果を示す報告がなされている。
このことから、DPP4 は炎症状態おいて何ら
かの役割を持つことが考えられる。しかしな
がら、DPP4 阻害薬による抗炎症効果の機序
については、GLP-1 を介した間接的な効果を
示唆する報告はあるものの、DPP4 阻害によ
る直接的な抗炎症効果についてはほとんど
検討されていない。そこで、我々は DPP4 阻
害薬によるDPP4阻害を介した抗炎症効果に
ついて検討することとした。 
 
２．研究の目的 
DPP4 阻害薬を用いて、DPP4 阻害による炎
症状態に及ぼす影響について検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) マクロファージ、脂肪細胞を用いた in 
vitro での抗炎症効果の検討 
①DPP4 阻害薬(SK-0403,sitagliptin) を用
いて、マウスマクロファージ由来細胞株
(RAW264.7 細胞) の LPS 誘導性炎症性遺伝
子発現に及ぼす影響をリアルタイム PCR 法
で検討する。具体的には、マクロファージを
12 ウェルプレートに 1×105/well で播種し、
LPS を 10ng/ml、SK-0403 または sitagliptin
を最終濃度 10, 100µM となるように添加し、
2, 6, 12, 24 時間後の細胞を回収しサンプル

とする。 
②SK-0403 が、RAW 細胞の LPS 刺激による
炎症性経路活性化に及ぼす影響を検討する。
具体的は、①と同じく RAW 細胞に LPS 刺激
を 10ng/ml で行い、SK-0403 を 100µM で添
加し、10, 15, 20, 25, 30, 60, 120, 240 分後の
細胞を回収する。続いてウェスタンブロット
法で、NF-κB 経路の活性化について IκBα の
分解,p65 リン酸化、AP-1 経路の活性化につ
いて p38MAPK, JNK のリン酸化について検
討した。また、NF-κB、AP-1 プロモーター活
性への影響を見るために、特定のプラスミド
をトランスフェクションさせた RAW 細胞に
上記と同じ条件で LPS 刺激・SK-0403 添加
を行い、2，12 時間後の各プロモーター活性
についてルシフェラーゼアッセイを行った。 
③マウス線維芽細胞由来前駆脂肪細胞株
(3T3-L1 細胞)を用いて、SK-0403 が LPS・
TNFα 誘導性炎症性遺伝子発現へ及ぼす影響
をリアルタイム PCR 法で検討した。具体的
には、まず通法に従って 3T3-L1 細胞を成熟
脂肪細胞へ分化誘導し、誘導開始から 8 日目
の細胞を供試細胞として使用した。12 ウェル
プレート中の 3T3-L1 細胞に LPS・TNFα を
それぞれ 10ng/ml 濃度で刺激し、そこに
SK-0403 を 10, 100µM 濃度で添加して 2, 6, 
12, 24 時間後の細胞を回収し、サンプルとす
る。 
 
(2) 脂肪細胞-マクロファージ共培養系にお
ける LPS 誘導性炎症反応に SK-0403 が及ぼ
す影響の検討 
肥満状態の脂肪組織を想定し、液性因子のみ
自由に交通できるようにした多孔性メンブ
レンで区切った Tanswell system(Corning
社製) を用いて、下部チャンバーに 3T3-L1
細胞(1×106/well) を播種して分化誘導し、上
部チャンバーに RAW 細胞(1×105/well) を
播種し、共培養系とする。ここに LPS を
10ng/ml、SK-0403 を 100µM 濃度で添加し
て24時間後の3T3-L1細胞における炎症性遺
伝子発現をリアルタイム PCR 法で、培養上
清中の炎症性サイトカイン量を ELISA 法で
測定する。 
 
(3) マウス肝臓・脂肪組織における LPS 誘導
性炎症反応への SK-0403 の影響の検討 
①8 週齢の C57/BL6J 雄性マウスに LPS を
5mg/kg 体重で、SK-0403 を 10mg/kg 体重で投
与し、2 時間後の肝臓・脂肪組織における炎
症性遺伝子発現の変化をリアルタイム PCR
法で検討する。また、血液を採取し、血清中
炎症性サイトカインおよび GLP-1 濃度を
ELISA 法で測定する。  
②8 週齢の C57/BL6J 雄性マウスの LPS 誘導
性肝臓内NF-κB活性化にSK-0403が及ぼす影
響を in vivo imaging 法で検討する。具体的に
は、NF-κB プロモーターエレメントを持った
アデノウイルスを尾静脈注射することで、肝
臓特異的に NF-κB プロモーターを過剰発現



させる。尾静脈投与から 48 時間後に 5mg/kg
体重のLPSと 10mg/kg体重の SK-0403を投与
し、2, 6, 12, 24 時間後に 150mg/kg 体重のルシ
フェリンを投与し、麻酔下で肝臓からの蛍光
量を測定する。 
 
４．研究成果 
(1) 方法(1) により、RAW 細胞に LPS および
各 DPP4 阻害薬を添加し炎症性遺伝子の発現
を検討したところ、LPS 刺激により RAW 細
胞の TNFα、IL-1β、IL-6、IL-12 遺伝子発現は
それぞれ亢進したが、各 DPP4 阻害薬添加に
より有意に抑制された。その抑制効果は、
sitagliptin より SK-0403 の方が顕著であった。
また、どちらの抗炎症効果も濃度依存的であ
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、RAW 細胞における LPS 誘導性の
NF-κB/AP-1 経路の活性化は SK-0403 によっ
て有意に抑制された。ウェスタンブロット法
の結果より、LPS刺激による IκBα分解、NF-κB 
p65 リン酸化および p38MAPK, JNK リン酸化
の抑制が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、LPS 誘導性の NF-κB および AP-1 プ
ロモーター活性化は SK-0403添加により有意
に抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
加えて、3T3-L1 細胞における LPS,TNFα 刺激
による TNFα、IL-6,IL-12,MCP-1 の遺伝子発現
は、LPS より TNFα の方がより顕著に亢進し
たが、いずれも各 DPP4 阻害薬添加により有
意に抑制された。RAW 細胞と同じく、抗炎
症効果は SK-0403 の方が sitagliptin より顕著

であり、またどちらの抗炎症効果も濃度依存
的であった。以上の結果より、SK-0403 はマ
クロファージ、脂肪細胞における炎症反応を
抑制する効果を有することが分かった。 
 
(2) 方法(2) により、3T3-L1・RAW 細胞の共
培養系に LPS 刺激を行うことによって
3T3-L1 細胞における TNFα、IL-6、IL-12、
MCP-1 の遺伝子発現は顕著に亢進したが、
SK-0403 添加すると濃度依存性に有意に抑制
された。また、培養上清中の TNFα、IL-6、
MCP-1濃度はSK-0403添加により濃度依存的
に有意に抑制された。このことより、脂肪組
織内の浸潤マクロファージと脂肪細胞の相
互作用による炎症反応増幅に SK-0403は抑制
的に作用することが分かった。 
 
 
 
 
 
 
(3) 方法(3) により、マウスに LPS 投与する
と肝臓・脂肪組織の TNFα、IL-1β、IL-6,IL-12、
MCP-1 遺伝子発現は亢進したが、SK-0403 を
同時に投与した群では有意に抑制されてい
た。この結果に一致して血中 TNFα、IL-6、
MCP-1濃度はSK-0403添加群で有意に抑制さ
れた。また、GLP-1 濃度は SK-0403 添加で有
意に上昇していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、in vivo imaging 法より、LPS 投与に
よる肝臓内NF-κB活性化はSK-0403投与によ
って有意に抑制されることが分かった。この
結果より、マウス生体内において SK-0403は、
LPS 投与による肝臓・脂肪組織における炎症
応答を抑制することが分かった。 
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