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研究成果の概要（和文）：高血糖による炎症反応亢進と運動の改善効果の分子メカニズムを明らかにするため、
マクロファージ（MΦ）の炎症性応答を調節するToll様受容体（TLR）シグナルとヘキソサミン代謝経路のクロス
トークを解析した。その結果、１）ヘキソサミン代謝経路はO-結合型N-アセチルグルコサミン（O-GlcNAc）修飾
を介してMΦのTLRシグナルと炎症性応答をむしろ抑制していること、２）２型糖尿病マウスのMΦの炎症性応答
能はむしろ低下し、感染防御機能の低下が示唆されること、３）この反応にはO-GlcNAc修飾は寄与していないこ
と、４）運動にはMΦの炎症性応答能を高めて感染防御機能を高める効果があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To elucidate molecular mechanisms underlying ameliorating effects of 
exercise on diabetes-related inflammation, we examined crosstalk between the Toll-like receptor 
(TLR) signaling and hexosamine biosynthetic pathway in macrophages. We obtained the following 
insights: 1) the hexosamine biosynthetic pathway suppressed rather than promoted the macrophage TLR 
signaling and pro-inflammatory responses via O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc) modification; 
2) type 2 diabetic mice showed reduced rather than exacerbated macrophage pro-inflammatory 
responses, suggesting that type 2 diabetes impaired capability to protect the host from infection; 
3) O-GlcNAc modification did not contribute to the diabetes-related suppression of macrophage 
pro-inflammatory responses; 4) exercise improved macrophage pro-inflammatory responses, which 
suggested that exercise is beneficial to host defense against infection.

研究分野： 健康・スポーツ科学

キーワード： ２型糖尿病　炎症　Toll様受容体　シグナル伝達　ヘキソサミン代謝経路　O-結合型N-アセチルグルコ
サミン　感染防御　運動
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１．研究開始当初の背景 
近年、我が国では、運動不足や栄養過多に

よる内臓脂肪性肥満とそれに伴う糖尿病の
罹患率が増加の一途を辿っている。しかし、
糖尿病を完治するための治療法は現在まで
確立されておらず、高血糖の状態が続くと、
網膜症・腎症・神経障害などの合併症が発症
する。さらに、糖尿病患者は健常者と比べて
感染に対する抵抗力が低いため、敗血症に対
するリスクも高い。これら糖尿病合併症は、
患者の QOL を著しく低下させるだけでなく、
医療費負担の増大の一因にもなっており、そ
の予防法の確立は喫緊の課題である。 
敗血症は、感染刺激に伴って免疫細胞から

産生・分泌された炎症性サイトカインによる
全身性炎症反応症候群である。リポ多糖
（LPS）によるマクロファージ（MΦ）の炎症
性応答は高血糖により増悪することが示唆
されているが、その分子メカニズムはまだ十
分に解明されていない。この点を明らかにす
ることは、糖尿病患者の敗血症のリスクを軽
減し、QOL を高める上で、予防医学や健康科
学の立場から見ても極めて重要である。 
生体内の細胞が高血糖に曝されると、グル

コース代謝の一経路であるヘキソサミン代
謝経路の活性が高まる。その結果、細胞内の
ウリジン-2-リン酸-N-アセチルグルコサミ
ン（UDP-GlcNAc）レベルが上昇すると、シグ
ナル伝達タンパク質や転写因子の O-結合型
GlcNAc（O-GlcNAc：糖鎖修飾の一種）レベル
も高まる。近年、NF-κB が O-GlcNAc 修飾を
受けると、その転写活性が高まることが報告
され、高血糖による MΦの炎症性応答亢進へ
の関与が推測される。 
一方、ヘキソサミン代謝経路の活性に及ぼ

す運動の影響が近年明らかになってきた。例
えば、水泳トレーニングを負荷したマウスの
心筋では、ヘキソサミン代謝経路の律速酵素
であるグルタミン：フルクトース-6-リン酸
アミドトランスフェラーゼ（GFAT）の発現量
の低下と、それに伴う O-GlcNAc レベルの低
下が認められた。従って、運動には、MΦの
ヘキソサミン代謝経路の活性も直接調節し
て、高血糖による炎症性応答亢進を改善でき
る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MΦの LPS による炎症性応答

を惹起する Toll 様受容体（TLR）シグナルと
O-GlcNAc 修飾を調節するヘキソサミン代謝
経路のクロストークを解析し、高血糖による
炎症性応答亢進と運動の抗炎症効果（改善効
果）の分子メカニズムを明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 
12 週齢雄性 C57BL/6J マウスを正常マウス

として用いた。13-14 週齢雄性 db/db マウス
と db/+マウスをそれぞれ２型糖尿病モデル

マウスとその対照マウスとして用いた。本研
究は、杏林大学動物実験委員会の承認を受け
て実施した（承認番号：187）。 
 
(2) MΦの採取 
マウスの腹腔内に 4.05％チオグリコレー

ト培地を 2 mL 投与した。投与 4 日後、マウ
スを炭酸ガス吸引により安楽死させた後、腹
腔細胞を無菌的に採取した。細胞をプラステ
ィックディッシュで 1時間培養した後、浮遊
細胞を除き、付着性細胞を腹腔滲出性 MΦ
（PEMΦ）として実験に用いた。 
 
(3) MΦの炎症性応答の解析 
PEMΦまたはマウス MΦ細胞株 RAW264.7 を

LPS（100 ng/mL）で刺激した後、炎症性サイ
トカイン（TNF-α、IL-6、IL-1β、IL-18）
の mRNA レベルおよび TLR シグナル伝達分子
（IκBα、p65）のタンパク質レベルとリン
酸化レベルを、それぞれリアルタイム PCR 法
およびウェスタンブロット法で分析した。 
 
(4) MΦの O-GlcNAc レベルとその機能解析 
タンパク質 O-GlcNAc レベルとこれを調節

する転移酵素OGTと分解酵素OGAおよびGFAT
の発現レベルは、リアルタイム PCR 法とウェ
スタンブロット法で分析した。MΦの炎症性
応答における O-GlcNAc の役割を明らかにす
るため、PEMΦを OGT 阻害剤 BADGP または OGA
阻害剤 PUGNAc で培養し、O-GlcNAc レベルを
予め低下または増加させた条件下で炎症性
応答を解析した。加えて、RAW264.7 細胞に
OGT siRNA を導入して O-GlcNAc レベルを低下
させた条件下で同様の解析を行った。 
 
(5) 運動プロトコール 
4 週齢雄性 C57BL/6J マウスを対照（SC）群

および自発性運動（VE）群に分けて、8 週間
飼育した。VE 群は回転カゴ（直径 14 cm；幅
6 cm）付ケージで飼育し、SC 群は通常ケージ
で飼育した。回転カゴへのアクセスは 24 時
間可能とし、いずれの群も自由摂餌とした。
MΦの採取は運動停止 24 時間後に行った。 
 
４．研究成果 
(1) MΦの炎症性応答における O-GlcNAcの役

割 
PEMΦ を BADGP で培養し、OGT の活性およ

び O-GlcNAc レベルを低下させると、LPS 刺激
による IL-6 と TNF-α の mRNA 発現誘導が有
意に増強された 1, 2)。RAW264.7 細胞に OGT 
siRNA を導入し、その発現および O-GlcNAc レ
ベルを低下させたときも、同様の結果が得ら
れた（図１Ａ）。さらに、LPS 刺激後 6時間以
降に起こる IκBα の分解と p65 のリン酸化
も、O-GlcNAc レベルの低下によって有意に増
強された（図１Ｂ）。以上の結果から、MΦの
O-GlcNAc は、TLR シグナルを阻害することに
よって、むしろ炎症性応答を抑制しているこ
とが示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) MΦの炎症性応答に及ぼす高血糖の影響

と O-GlcNAc の役割 
PEMΦ のタンパク質 O-GlcNAc レベルは、

db/+マウスよりも db/dbマウスの方が有意に
高かった 1, 2)。一方、LPS 刺激による TNF-α
の mRNA 発現誘導は、db/+マウスよりも db/db
マウスの方が有意に低かった 1, 2)。しかし、
正常マウスの PEMΦを PUGNAc で培養して
O-GlcNAc レベルを増加させても、LPS 刺激に
よる TNF-αの mRNA 発現誘導を抑制できなか
った（図２Ａ）。さらに、PEMΦを高グルコー
ス培養して O-GlcNAc レベルを増加させたと
きも、同様の結果が得られた（図２Ｂ）。以
上の結果から、１）db/db マウスで観察され
た MΦの炎症性応答低下には、タンパク質
O-GlcNAc レベルの増加は関係していないこ
と、２）MΦはヘキソサミン代謝経路の活性
およびタンパク質 O-GlcNAc の基礎レベルが
高いため、正常血糖レベルでも炎症性応答に
対して抑制効果をもつ一方、この抑制効果は
高血糖でそれ以上は増強されないことが示
唆された。 
 
(3) MΦの O-GlcNAcレベルと炎症性応答に及

ぼす運動の影響 
PEMΦのタンパク質 O-GlcNAc レベルは、SC

群よりも VE 群の方が明らかに低かった 1, 2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、GFAT および OGT の mRNA とタンパク
質のレベルは、いずれも二群間で差はなかっ
た 1, 2)。加えて、LPS 刺激による TNF-α mRNA
レベルの増加も二群間で差がなかった 1, 2)。
１）PEMΦのタンパク質 O-GlcNAc レベルを運
動がどのように低下させるのか、２）運動に
よる O-GlcNAc レベルの低下によって炎症性
応答が増強されないのはなぜかについては、
今後も引き続き検討を進めたい。 
一方、LPS 刺激による IL-1βおよび IL-18

の mRNA レベルの増加も二群間で差がなかっ
たが、これらの分泌量は、いずれも SC 群よ
りも VE 群の方が有意に高かった 2)。
pro-IL-1βおよびpro-IL-18の切断と分泌を
調節するプロカスパーゼ-1 のタンパク質レ
ベルも、SC 群よりも VE 群の方が有意に高か
った 2)。以上の結果から、習慣的運動は、LPS
刺激に対する MΦのインフラマソームの活性
化を促進させることで、生体感染防御機能を
高める働きがあることが示唆された。 
 
＜引用文献＞ 
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図１．LPS刺激による RAW264.7細胞の炎症性
サイトカインの mRNA 発現誘導（A）および TLR
シグナル伝達活性化（B）に対する OGT ノックダ
ウンの影響．平均値±標準誤差（n = 3）．**P < 
0.01． 
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図２．LPS刺激による PEMΦ の TNF-α mRNA
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