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研究成果の概要（和文）：高脂肪食摂餌2型糖尿病モデルマウスにおいて、甘草成分であるIsoliquiritigenin
(ILG)混餌投与は内臓脂肪組織炎症及び線維化を抑制した。In vitroでの解析の結果、ILGはマクロファージにお
いてMincleやTLR4により誘導される線維化関連遺伝子の発現を抑制した。　
　また、db/dbマウスにおいてILGの混餌投与は、インスリン抵抗性や糖負荷試験の結果を改善した。高脂肪食摂
餌マウスとは異なり、db/dbマウスではILGによって内臓脂肪組織の慢性炎症状態は改善されず、膵臓の損傷を改
善する効果を認めた。
　更にDARTS法により、ILGの標的タンパク候補を複数得た。

研究成果の概要（英文）：Isoliquiritigenin(ILG) , one of the licorice components, suppressed visceral
 adipose tissue inflammation and fibrosis in high-fat diet (HFD)-fed model mice of type 2 diabetes. 
As a result of in-vitro analysis, ILG suppressed the expression of fibrosis-related genes induced by
 Mincle and TLR4 in macrophages. 
  We also demonstrated that the administration of ILG to db/db mice improves insulin resistance and 
glucose tolerance test. In db/db mice, ILG did not suppress the chronic inflammation of visceral 
adipose tissue unlike HFD-fed mice, and improved the pancreatic damage state.
  In addition, we identified several candidate target proteins of ILG inhibiting the NLRP3 
inflammasome activation by the DARTS method.

研究分野： 免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
平成24年の国民健康・栄養調査（厚生労働省）

によれば、糖尿病が強く疑われる人・可能性
を否定できない人は全国で2050万人と推計さ
れている。近年の研究成果から、2 型糖尿病
の病態には脂肪組織や膵臓における慢性的な
炎症状態が深く関与していることが明らかと
なりつつある。2 型糖尿病患者の血中では遊
離脂肪酸が増加しており、これが病態に関与
することが示唆されていたが、最近これらを
感知するストレスセンサーNLRP3 インフラマ
ソームが同定された。パルミチン酸はNLRP3 
インフラマソームを活性化し、炎症性サイト
カインIL-1βの産生を引き起こす(Wen H, Nat 
Immunol., 2011)。肥満の脂肪組織では、NLRP3 
インフラマソームの構成因子やIL-1βの発現
が増加しており、またNLRP3 遺伝子欠損マウ
スは、野生型に比べ脂肪組織や肝臓でのイン
スリンシグナルが増強されていることから、
NLRP3 インフラマソームが炎症性反応の誘導、
インスリン抵抗性に関わっていることが明ら
かになっている（Stienstra R, Cell Metab., 
2010； Vandanmagsar B, Nat. Med., 2011）。
また、膵臓においては、膵島アミロイドポリ
ペプチド（IAPP）がマクロファージやβ細胞
のNLRP3 インフラマソームを活性化すること
が報告されている（Masters SL, Nat. 
Immunol., 2010）。IAPP は2 型糖尿病の進行
に伴い、膵臓でアミロイド沈着を引き起こす。
IL-1βは膵島β細胞のアポトーシスを誘導す
るほか、インスリン感受性細胞のインスリン
シグナルを減弱化させ、インスリン抵抗性を
誘導する。興味深いことに、2 型糖尿病治療
薬であるグリブライドは、IAPPによるIL-1β
産生を抑制する効果が報告されており
（Masters SL, Nat. Immunol., 2010）、これ
が抗糖尿病効果の一部を担っていると考えら
れている。これらのことから、脂肪組織や膵
臓の炎症状態を改善し、IL-1β等の産生を抑
制することは2 型糖尿病の予防や治療に重要
と考えられる。IL-1βを標的とした糖尿病治
療として海外ではIL-1 レセプター拮抗剤を
用いた臨床試験が行われ、インスリン産生量
増加やグリコヘモグロビン量の減少効果が認
められる等、良好な成績を収めている（Claus 
M, N Engl J Med., 2007）。従って、IL-1β
や NLRP3 インフラマソームは2型糖尿病の重
要な標的分子であると考えられる。しかし、
現在の生物学的製剤を長期間皮下注射を行う
ことは身体に対する負担が大きいこと、薬剤
が組換えタンパク体であり非常に高額である
ことなどから、実際の治療には結びついてい
ない。そこで、IL-1βをターゲットとした内
服可能な低分子薬剤の開発が求められている。 
 
２．研究の目的 
 近年、糖尿病や肥満等の生活習慣病は、免
疫系の破綻に伴う慢性の持続性炎症を基盤と
して発症・進展することが明らかになりつつ
ある。我々は最近、生薬甘草の成分イソリク

イリチゲニン（ILG）がNLRP3 インフラマソー
ムの活性化を強力に阻害し、高脂肪食摂餌マ
ウスにおいて体重増加やインスリン抵抗性を
改善する作用を持つことを見出した。本研究
ではこれらの研究を更に発展させ、(1)ILG の
動物レベルにおける有効性を更に検証するこ
と、(2) ILG がNLRP3 インフラマソームの活
性化を阻害する分子機序を解明すること、を
主目的とする。以上より、免疫学的手法を用
いてILGの新規薬理作用を解析し、ILG の
NLRP3 インフラマソーム活性化阻害機序の解
明と糖尿病を標的とした新しいコンセプトの
予防法・治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)ILG の動物レベルにおける更なる有効性
の検証 

① 高脂肪食摂餌マウスでの内臓脂肪組織線
維化に与える影響 
(a) 高脂肪食摂餌マウスの内臓脂肪組織炎

症・線維化に与える ILG の影響 
C57BL/6（6 週令♂）に高脂肪食を ILG

と共に混餌投与し、20週間後インスリン
抵抗試験を行い、精巣上体脂肪組織の免
疫組織学的な解析や、炎症性サイトカイ
ンやケモカイン、また線維化に係る遺伝
子の発現をリアルタイムPCRで検討した。 

(b) 脂肪組織線維化関連タンパクの発現誘
導に与える ILG の影響 

マウスチオグリコール酸誘導腹腔マ
クロファージに TLR4のリガンドである
lipid A や Mincle のリガンドである
Trehalose 6,6'-dimycolate(TDM)を添
加し、ILG が線維化に関与する遺伝子の
発現を抑制するか否かについてリアル
タイム PCR で検討を行った。 

(c) マクロファージと脂肪細胞の相互作用
による内臓脂肪組織炎症モデルに対す
る ILG の効果 
 脂肪細胞に分化させた 3T3-L1 細胞株
と マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 株
RAW264.7を共培養するとTNF-α、MCP-1
といった炎症性サイトカインやケモカ
インの発現が上昇するが、ILG のこれら
の発現に与える影響を調べた。また、
ILG が脂肪細胞、マクロファージのいず
れに作用しているかを調べるため、脂
肪細胞にILG存在下でTNF-αを添加し、
MCP-1 の発現に影響を与えるかを検討
した。また、マクロファージに ILG 存
在下でパルミチン酸を添加し、TNF-α
の発現に与える影響を検討した。 
 

② db/db マウス（自然発症型糖尿病モデルマ
ウス）に対する ILG の抗糖尿病効果の検討 

db/db マウス(6 週令、♂)に ILG を混餌投
与し、7 週間後にインスリン抵抗性試験、
糖負荷試験を実施した。その後解剖を行い、
精巣上体脂肪組織での TNF-α、MCP-1 及び
IL-1βの遺伝子発現を比較した。また、精



巣上体脂肪組織への免疫細胞の浸潤につい
てフローサイトメトリ―法を用いて解析を
行った。さらに、精巣上体脂肪組織を ex 
vivo にて培養し、上清中の IL-1βの産生量
について検討した。骨格筋での Akt リン酸
化をウェスタンブロッティングで調べ、イ
ンスリンシグナルに与える影響についても
検討した。 

 
(2) ILG が NLRP3 インフラマソームの活性化

を阻害する分子機序の解明（ILG 標的タン
パクの探索） 

 DARTS 法（*1）による検討を行った。すな
わち、LPS(1 µg/ml)にてプライミングを行い、
ATP(2 mM)で刺激を行ったマウス骨髄由来マ
クロファージ若しくは J774.A1細胞を溶解し、
ILG と混ぜて室温で 30 分反応させた。その後
プロテアーゼと混合し、25 ℃で 30 分間反応
させた後、SDS-PAGE を行った。ILG の添加量
を増加させた際に減少するバンド、若しくは
増加するバンドを切り出し、nanoLC-MS/MS に
よるタンパク同定を行った。 
*1 DARTS 法；タンパクが化合物と結合すると
構造が変化するため，タンパク分解酵素によ
る分解能に変化が生じることを利用して，化
合物が直接結合するタンパクを同定する手
法 
 
４．研究成果 
(1) ILG の db/db マウスでの更なる有効性の
検証 
① 高脂肪食摂餌マウスでの内臓脂肪組織線
維化に与える影響 
(a) 高脂肪食摂餌マウスの内臓脂肪組織炎

症・線維化に与える ILG の影響 
ILG 混餌マウスでは、インスリン抵抗

性が改善し、内臓脂肪組織における
TNF-αや MCP-1の発現が減少していた。
また、組織線維化に関与する TGF-β、
Collagen type I alpha 1 chain、TIMP-1
の発現が減少していた。さらに、免疫
組織学的な解析から、高脂肪食摂餌に
よって誘導される内臓脂肪組織のコラ
ーゲンによる線維化が ILG 混餌により
抑制されていることが確認された。 

(b) 脂肪組織線維化関連タンパクの発現誘
導に与える ILG の影響 
マクロファージに Lipid A, TDM を添

加することにより、TNF-α、TIMP-1 及
び PDGF-B のタンパクの発現が上昇する
が、ILG の添加によりこれらの発現は抑
制された。 

(c) マクロファージと脂肪細胞の相互作用
による内臓脂肪組織炎症モデルに対す
る ILG の効果 
マクロファージと脂肪細胞との共培

養により、TNF-α及び MCP-1 の発現が
上昇するが、ILG はこれらの発現を減少
させた。ILG 存在下で脂肪細胞に TNF-
αを添加したところ、MCP-1 の発現上昇

が抑制された。また、マクロファージ
に ILG 存在下でパルミチン酸を添加し
たところ、TNF-αの発現上昇が抑制さ
れた。従って、ILG は両方の細胞に作用
していることが明らかとなった。 
 

② db/db マウス（自然発症型糖尿病モデルマ
ウス）に対する ILG の抗糖尿病効果の検討 
ILG 混餌投与により、db/db マウスの体重

に変化は認められなかったが、インスリン
抵抗試験並びに糖負荷試験において有意な
改善効果が認められた。また、骨格筋での
Akt のリン酸化の抑制が ILG 混餌群では改
善しており、インスリンシグナルの改善効
果が認められた。高脂肪食摂餌モデルマウ
スとは異なり、db/db マウスでは ILG 混餌投
与群において内臓脂肪組織での TNF-αや
IL-1βの遺伝子発現や、免疫細胞の浸潤状
態及び ex vivo 培養した場合の内臓脂肪組
織からの IL-1βの産生には影響が認められ
なかった。一方、膵臓中のインスリン含量
は有意に増加し、血中のプロインスリン濃
度は低い傾向が認められた（膵臓の機能が
低下すると前駆体の状態での分泌が起こ
る。）これは、ILG により膵臓の損傷が抑制
されたことを示唆していると考えられた。 

 
(2) ILG が NLRP3 インフラマソームの活性化

を阻害する分子機序の解明（ILG 標的タン
パクの探索） 
ILG の標的分子の探索のため、DARTS 法に

よる解析を行い、5つの候補タンパクを得た。 
siRNA による当該タンパクのノックダウンの
実験を行い、NLRP3 インフラマソーム活性化
への当該タンパクの関与について検討を行
っている。 
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