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研究成果の概要（和文）：インスリン抵抗性と慢性炎症の病態解明は、メタボリックシンドロームへの予防介入
を考える上で重要である。新たな非肥満型糖尿病マウスモデルの構築と検証により、糖代謝異常と自然免疫機能
の低下との関わりを明らかにした。
天然アミノ酸の5-アミノレブリン酸（5-ALA）は、ヘム生合成の最初の前駆体であり、生体での糖代謝機能に関
与する。5-ALA合成不全マウスは、加齢とともにインスリン抵抗性を発症し、5-ALAを補うことで糖代謝異常が改
善される。さらに、好中球の活性酸素種（ROS）の産生能の低下を示し、炎症反応性も低下していた。糖代謝異
常と同様、5-ALA補充によりこれら自然免疫機能も改善された。

研究成果の概要（英文）：The chronic inflammation caused by obesity is thought to be the underlying 
pathology of type 2 diabetes and its complications. Elucidation of the mechanism of 
inflammation-induced insulin resistance is important in the prevention of intervention in metabolic 
syndrome. We establish a novel animal model for non-obese diabetes and uncover a link between 
glucose metabolism and inflammatory response.
5-Aminolevulinic acid (5-ALA) is a natural amino acid and the first precursor of heme biosynthesis. 
5-ALA or heme is associated with glucose metabolism in vivo. We previously showed that 5-ALA 
synthase ALAS1 heterozygous (Alas1+/－) mice displayed insulin resistance, which was cured by 5-ALA 
administration.
Here, we test whether 5-ALA have any potential effect on innate immune system. Alas1+/－ mice 
exhibited reduced inflammatory responses and 5-ALA administration increased ROS production in 
neutrophils. These findings show that 5-ALA is a potential therapeutic target against metabolic 
syndrome.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果によって、5-ALAが糖尿病とその合併症の治療標的としての有用性が期待できる。さらに、本研究
では、肥満を伴わずに2型糖尿病が進行するマウスを用いることで、食事誘発性肥満など従来の実験モデルでは
困難であった、肥満と炎症の因果関係を切り離すことを可能とした。その中で、インスリン抵抗性マウスの免疫
学的異常を明らかにした点は、学術的意義が非常に高い。また、日本人を含むアジア人では軽度の肥満であって
も糖尿病発症リスクが増大することが知られており、非肥満型糖尿病と自然免疫機能が関わる可能性の示唆を与
えたことは、我が国において社会的意義は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）メタボリックシンドロームの病態基盤としての慢性炎症 
 肥満に起因する慢性炎症は、インスリン抵抗性を惹起させ、2 型糖尿病とその合併症（腎症・
動脈硬化・認知症・易感染など）の基盤病態となると考えられている。しかし、合併症を発症す
る糖尿病後期は、必ずしも肥満を伴っていない。さらに、日本人を含むアジア人では欧米人と比
較し、軽度の肥満であっても糖尿病発症リスクが高くことが知られている。したがって、非肥満
型のインスリン抵抗性・2 型糖尿病の病態解明は、その合併症の予防を考える上で重要である
（Saitoh et al., 2021）。さらに、合併症を発症する糖尿病後期には、インスリン抵抗性と炎症反
応の減弱の増悪サイクルが生じて易感染など様々な合併症が生じる。インスリン抵抗性におけ
る免疫学的異常を明確にすることで、メタボリックシンドロームへの新たな早期介入の概念を
提案できると考えている。 
 
（２）非肥満型糖尿病モデルの構築 
 我々は、ヘムの細胞内レベルが、5-アミノレブリン酸（5-ALA）合成酵素 ALAS の活性に大き
く依存し、ALAS によるヘム供給が生存に必須であることを明らかにした（中島、2015）。そし
て、加齢依存的に惹起されるヘム代謝能の低下が糖代謝異常発症に関与するという仮説の元で、
ALAS1 遺伝子破壊マウスヘテロ接合体（Alas1+/-マウス）を対象とした糖代謝解析を行い、加齢
依存的にインスリン抵抗性発症すること、肥満を伴わずに糖代謝異常が進行することを見出し
た（Saitoh et al., 2018; Van Wijk et al.,2021）。さらに、Alas1+/-マウスでは、5-ALA を補うこと
でそれら異常が改善されることも見出し、インスリン抵抗性のモデルマウスの樹立とそれを改
善する事が出来るシステムになりうると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、非肥満型インスリン抵抗性マウ
スの免疫機能を評価し、糖尿病合併症における
リスクファクターの探索を目的とした。5-ALA
が免疫機能に及ぼす薬理効果およびその機序
の解明のために、右図のように 5-ALA 投与前、
投与後、投与後一定期間経過後で解析を行い、
薬理効果の可逆性、不可逆性を評価した。 
 
３．研究の方法 
（１）Alas1+/-マウスの炎症反応性の評価 
 マウス生体へのリポポリサッカライド（LPS）注射による敗血症誘導実験を行い、敗血症後の
生存率の解析とともに、刺激による炎症性サイトカインおよびケモカインの産生量を測定した。 
（２）5-ALA 投与による白血球集団の変化の解析 
 マウス生体に 2 週間 5-ALA（2 mg/ml）を飲水投与し、投与前後での末梢血および組織から白
血球集団を採取し、フローサイトメトリーを用いた細胞表面マーカー解析により、免疫細胞集団
の性状を解析した。 
（３）自然免疫担当細胞の機能評価 
 好中球は、自然免疫系の主要な細胞であり、活性酸素種（ROS）の産生を介してその抗菌機能
を発揮する。自然免疫機能の指標として、5-ALA 投与前後のマウス末梢血中の好中球の ROS 産
生能および貪食作用を解析した。in vitro における 5-ALA の効果検証のため、マウス骨髄由来細
胞の培養分化系を用いて、サイトカイン遺伝子とミトコンドリア関連遺伝子の遺伝子発現解析
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Alas1+/-マウスは炎症反応性が減弱している 
 敗血症誘導実験は、野生型マウスでは致死量となる LPS 用量を用いて実施した。しかし、
Alas1+/-マウスでは、敗血症後の生存率が上がり、半数が生存した（図 1）。LPS 注射後の血中サ
イトカインの経時変化を測定したところ、野生型マウスの一部では、刺激後短時間で上昇した IL-
6 が減少することなく増加し死に至るが、Alas1+/-マウスでは上昇した IL-6 はすぐさま減少し、
その後生存し（図 2）、刺激に対する免疫応答能の低下を示した。さらに、5-ALA による効果を
検証するために、マウス末梢血全血に ex vivo で 5-ALA（最終濃度 100 µM）を添加し、LPS 刺
激後のサイトカイン産生能を測定した。その結果、Alas1+/-全血において 5-ALA の添加により IL-
6, TNFαの放出量が増加した。 
 



 
（２）Alas1+/-マウスは末梢血顆粒球の細胞数が多い 
 末梢血白血球に関しては、Alas1+/-マウスは、野生型マウスと比べて、総白血球数やリンパ球
系細胞（T 細胞、B 細胞）の数に差はないが、顆粒球細胞数が高い値を示した（図 3）。5-ALA 投
与を行うと、高値を示した顆粒球、特に好中球の細胞数が野生型マウスと同等の正常値まで減少
した（図 4）。 
内臓脂肪組織におけるマクロファージ集団の分類のため、脂肪細胞を除いた間質血管細胞群を
分離し、細胞表面マーカー解析を行ったが、Alas1+/-マウスと野生型マウス間でのマクロファー
ジ集団の差異は観察されなかった。 

 
 

図 1  野生型マウスと ALAS1+/-マウスの 
敗血症後の生存率の違い 
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図 2  LPS 刺激後の血中サイトカイン濃度 

   の経時変化 

図 3  通常条件下での野生型、ALAS1+/-マウスの末梢血白血球集団の細胞数の比較 
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図 4  5-ALA 投与による末梢血顆粒球集団の細胞数の変化 
       (p 値は投与とマウス遺伝型の交互作用の検定） 
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（３）5-ALA の欠乏によって自然免疫細胞の機能が低下している 
 先行研究において、好中球やマクロファージなど貪食細胞では ALAS1 の発現が高いレベルで
維持されることを見出しており（Okano et al., 2010）、マウス免疫細胞の遺伝子発現データベー
スにおいてもその結果は裏付けられている（The Tabula Muris Consortium et al., 2020）。そのた
め、自然免疫担当細胞に対する 5-ALA 欠乏と補充の寄与は大きくなると考え、5-ALA 投与前後
での、末梢血好中球の機能の変化を解析した。その結果、Alas1+/-マウス由来の好中球において
ROS産生能と貪食作用が減弱していたが、2週間の 5-ALA飲水投与により改善された（図 5, 6）。
さらに、マウス骨髄由来マクロファージを用いた in vitro での遺伝子発現解析の結果、5-ALA 添
加によるサイトカイン遺伝子の発現亢進が見られ、5-ALA 依存性の反応を再現した。同時に、ミ
トコンドリア関連遺伝子の一部においても、5-ALA 添加による発現亢進が見られた（図 7）。 

 
 以上のように、非肥満型糖尿病モデルにおける免疫機能を評価した結果、自然免疫機能の低下
が糖尿病及びその合併症の発症に関与する可能性が示された。5-ALA の補充は、ヘム合成の促進
を介して、ミトコンドリア機能の変化を伴うと考えられる。今後は、5-ALA 欠乏による免疫細胞
のエネルギー代謝不全の有無を確認し、ミトコンドリア機能が合併症発症制御の指標となるか
を検証する予定である。 
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図 7  マウス骨髄由来マクロファージにおけるサイトカイン遺伝子とミトコンドリア関連

遺伝子の 5-ALA 添加による発現レベルの変化。鉄剤としてクエン酸第一鉄ナトリウム

（SFC）を添加している。 

図 6 ALAS1+/-マウスにおける 5-ALA   
   投与による好中球貪食作用の増強 
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