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研究成果の概要（和文）：申請者らが作出したマクロファージ特異的グアニリン/GC-Cダブルトランスジェニックラッ
ト(dTg)は高脂肪食に耐性を示す。本研究では、dTgラットから採取したグアニリン/GC-C発現マクロファージの炎症性
マーカー(M1)を検討したところ、高脂肪食を摂取してもM1マーカーの発現が低いことが認められた。また、グアニリン
/GC-C発現マクロファージは飽和脂肪酸によりグアニリンおよびGC－Cの発現が増加し、脂肪酸に対して走化性が高いこ
とから、グアニリン/GC-C発現マクロファージは脂肪酸に特異的な性質を持ち、炎症を阻止する機構が作動することで
、慢性炎症や肥満を制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, we showed that double-transgenic (dTg) rats overexpressing guanylin 
(Gn) and its receptor, GC-C, specifically in macrophages did not become obese even when fed a high-fat 
diet. In this study, to characterize macrophages expressing Gn and GC-C, we analyzed the expression of 
the M1 markers of macrophages isolated from dTg and wild type (WT) rats. The expression of 
proinflammatory cytokines and M1 macrophage markers were expressed at a significantly lower level in the 
macrophages of dTg rats than in those of WT rats. We also found that the chemotaxis of Gn/GC-C 
macrophages incubated with fatty acids significantly increases compared to the macrophages of WT rats. 
Our results suggest that the low levels of proinflammatory markers in Gn/GC-C macrophages at least in 
part contribute to the anti-obese phenotype of dTg rats. In addition, the accelerated chemotaxis of 
Gn/GC-C macrophages in response to fatty acids suggests that these macrophages can uniquely react to 
excess fatty acids.

研究分野： 内分泌学、代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は、高脂肪食を摂取しても肥満を

呈さないラットの内臓脂肪組織を用いて、

発現遺伝子の網羅的解析により、本来、消

化管上皮で産生され、水・電解質代謝に機

能する生理活性ペプチド；グアニリンとそ

の受容体であるグアニリル酸シクラーゼ

C(GC-C)がマクロファージに高発現してい

ることを見出した(Akieda et al., J Lipid 

Res, 2013)。 

 これまでマクロファージにおけるグアニ

リン/GC-Cの機能や肥満との関連について

は研究されていなかったことから、申請者

はマクロファージ特異的にグアニリン

/GC-Cを過剰発現させたダブルトランスジ

ェニック(dTg)ラットを作製し、同ラットが

高脂肪食を摂取しても肥満や脂肪肝を呈さ

ないことを明らかにしてきた。さらに、脂

肪細胞とグアニリン/GC-C発現マクロファ

ージの共培養では、脂肪蓄積が抑制される

ことも報告している。これらのことから、

グアニリン/GC-Cシステムは、肥満の基礎病

態である慢性炎症の制御や脂質代謝制御に

機能している可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、これまでの研究成果を基盤

として、グアニリン/GC-C発現マクロファー

ジの炎症状態における特性を明らかにする

とともに、同マクロファージの産生する肥

満制御因子を探索し、グアニリン/GC-Cシス

テムの新たな脂肪蓄積制御機構を明らかに

する。 
 
３．研究の方法 

(1)グアニリン/GC-C発現マクロファージの

機能的特性の解析 

 近年、内臓脂肪型肥満の基盤病態として脂

肪組織に浸潤したマクロファージなどの炎

症性細胞が慢性炎症を引き起こし、肥満を

さらに進行させることが知られている。本

研究では、dTgラットが肥満抵抗性を示す機

序を解明するために、グアニリン/GC-C発現

マクロファージの炎症性マーカーや遊走

能・貪食能を検討した。 

 

①炎症性マーカーの検討 

 dTg ラットおよび野生型(WT)ラットにチ

オグリコール酸を腹腔内に投与し、4日後に

腹腔内マクロファージを採取した。また、

腸間膜脂肪組織をコラゲナーゼ処理し、マ

クロファージを含む stromal vascular 

fraction (SVF)を回収した。単離した腹腔

内マクロファージや SVF の炎症性サイトカ

イン(TNF, MCP-1)や炎症性マーカー(IL1, 
CCR2, CD11c, Cox-2, iNOS)、あるいは抗炎

症マーカー(IL10, CD206, Arg1)の発現を

dTg ラットと WT ラットとで比較した。 

 

②遊走能の検討 

 WTラットやdTgラットから単離したマクロ

ファージを用いて、MCP-1や脂肪酸刺激によ

る遊走能を検討した。 

 

(2)グアニリン/GC-C発現制御機序および細

胞内シグナルの検討 

 本研究では下記の方法で、脂肪酸によるグ

アニリン/GC-Cの発現機序および細胞内シグ

ナル経路を明らかにした。 

 

①グアニリン/GC-C発現制御機序の検討 

 グアニリン/GC-C発現マクロファージ細胞

株に、飽和脂肪酸(ラウリン酸、ミリスチン

酸、パルミチン酸)や不飽和脂肪酸(オレイン

酸、リノール酸、リノレン酸)をそれぞれ添

加し、各脂肪酸によるグアニリンおよびGC-C

の発現量の変化を検討する。脂肪酸は、マク

ロファージのToll-like receptorを介して

NF-kBのカスケードを亢進させ、炎症性サイ

トカインなどの発現を制御していることが

知られている。本研究では、NF-kB経路の阻

害剤を使用し、脂肪酸添加後のグアニリンや

GC-Cの発現調節とNF-kBカスケードとの関連

を検討した。 
 

②グアニリン/GC-Cシステムの細胞内シグナ

ルの検討 

 通常食あるいは高脂肪食で飼育したdTgラ

ットの腸間膜脂肪組織を用いて、グアニリン

/GC-Cシステムのセカンドメッセンジャーで

あるcGMP量やcGMP依存性のプロテインキナ

ーゼ(PKG)の発現量をWTラットと比較した。 

 

(3)グアニリン/GC-C発現マクロファージ由

来の液性因子の探索 

 先行研究で、グアニリン/GC-C 発現マクロ

ファージとラット初代脂肪細胞とを共培養



すると、脂肪の蓄積が抑制されることを明ら

かにしている。また、同マクロファージの培

地を脂肪細胞の培地に添加した場合でも、脂

肪細胞の脂肪蓄積や脂肪酸合成酵素(Fas)の

発現が有意に低下することが明らかになっ

ている。そこで、グアニリン/GC-C 発現マク

ロファージの培養液からゲル濾過クロマト

グラフィーなどによりペプチドを抽出・精製

した後、脂肪細胞の培地に添加して培養し、

脂肪の蓄積抑制および Fas の発現低下を指

標に、脂肪蓄積抑制に関わる液性因子を探索

した。 
 
４．研究成果 

(1)グアニリン/GC-C発現マクロファージの

機能的特性の解析 

①炎症性マーカーの検討 
 dTg ラットから採取した腹腔内マクロファ
ージは、WT ラットに比べ、炎症性マーカーで
ある CD11c、IL1、MCP-1、CCR2 の mRNA 発現
量が有意に低下していた。一方で、抗炎症性
マーカーである CD206、IL10、Arg1 には両群
の間に有意な差は認められなかった。 
 また、WT ラットの SVF では、高脂肪食摂取
により炎症性マーカーである TNF、MCP-1、
CD11c、Cox-2、iNOS の発現が有意に増加した
が、dTg ラットから採取した SVF では高脂肪
食を摂取させても、これらの炎症性マーカー
の発現は増加しなかった。 
 

②遊走能の検討 

 dTgラットから採取した腹腔内マクロフ

ァージに脂肪酸を添加した場合には、WTラッ

トに比べて遊走能が有意に高いことが明ら

かになった。一方で、炎症性サイトカインの

MCP-1を添加した場合にはWTラットとTgラ

ットの間に有意な差は認められなかった。 
 

(2)グアニリン/GC-C発現制御機序および細

胞内シグナルの検討 

①グアニリン/GC-C発現制御機序の検討 
 グアニリン/GC-C 発現マクロファージは、
飽和脂肪酸であるラウリン酸、ミリスチン酸、 
パルミチン酸の刺激に対して、グアニリンお
よび GC-C の mRNA 発現量が有意に増加した。
一方で、不飽和脂肪酸のオレイン酸、 リノ
ール酸、リノレン酸に対しては、グアニリン
および GC-C の mRNA 発現量に変化は認められ
なかった。また、飽和脂肪酸によるグアニリ
ンおよび GC-C mRNA 発現量の増加は、NF-kB
阻害剤の添加により濃度依存的に抑制され
た。さらに、NF-kB コンセンサス配列を用い
たゲルシフトアッセイにより、グアニリン

/GC-C 発現マクロファージの核分画タンパク
質と結合することを確認した。現在、グアニ
リンおよび GC-C のプロモーター領域の
5’-deletion mutant を作成し、脂肪酸によ
るグアニリンおよび GC-C の転写制御調節に
重要なプロモーター領域を明らかにするた
めレポーターアッセイを行っている。 
 

②腸間膜脂肪組織のグアニリン/GC-Cシステ

ムの細胞内シグナルの検討 

 グアニリン/GC-Cシステムのセカンドメッ

センジャーであるcGMP量は、WTラットよりTg

ラットで増加していることを確認した。また、 

高脂肪食を摂取したdTgラットでは、cGMP依

存性のプロテインキナーゼ(PKG)の発現量が、

WTラットに比べ、顕著に増加していた。 

 

(3)グアニリン/GC-C発現マクロファージ由

来の液性因子の探索 

 グアニリン/GC-C発現マクロファージの培

養液からペプチド画分を採取し凍結乾燥し

た後、脂肪細胞の培地に添加して培養した結

果、Fas の発現低下が認められた。現在、脂

肪蓄積抑制に寄与するベプチドの同定を行

っている。 
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