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研究成果の概要（和文）：超音波照射単独では、脂肪細胞が良質化されなかったので、薬剤との

併用を目指して、薬剤単独の効果を調べた。その結果、ピタバスタチン（高脂血症治療薬）は

脂肪細胞の分化/成熟を促進し、良質の小型脂肪細胞を増加させ、善玉サイトカインの低下を抑

制してインスリン抵抗性を改善すること、ピオグリタゾン（抗糖尿病薬）は細胞周期抑制因子

の抑制により細胞周期を促進し、脂肪細胞数を増加させることが明らかになった。これにより、

超音波による良質化の標的の一つが、細胞周期制御因であることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Because ultrasound radiation alone did not ameliorate adipocyte 
dysfunction, we investigated the molecular target of frequently used drugs as the adjunct 
therapy. Pitavastatin enhanced adipocyte proliferation/maturation, increased small 
adipocyte count, preserved adiponectin level, and improved insulin resistance; 
pioglitazone suppressed a cell-cycle inhibiting factor and increased adipocyte count. 
Thus, therapeutic ultrasound with the adjunctive drugs would include cell-cycle 
inhibitors. 
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１．研究開始当初の背景 
 メタボリックシンドロームの病因として
の内臓肥満と、その治療の重要性は今や国民
に広く認識されている。内臓肥満では脂肪細
胞の増殖・肥大化、炎症細胞の浸潤など、い
わゆるリモデリングを呈し、アディポカイン
の分泌様式の悪化など機能異常を生じてお
り、これが基本病態を形成している。 

 一方、近年、超音波の生体作用が治療に応
用されている。我々も、超音波の生体作用を
修飾するマイクロバブルを併用して、心臓・
血管系疾患を対象に、超音波治療の適応を拡
大してきた。ここで、脂肪細胞も、反復伸展
刺激反応して細胞内情報伝達を変化させ、そ
の分化を停止することが報告されており、脂
肪組織は超音波による機械的刺激にも何ら
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かの反応を示すことが期待できる。しかし、
本研究開始時点においては、脂肪組織への超
音波照射の効果に関する科学的知見は限ら
れており、脂肪細胞における超音波刺激によ
る分子レベルの変化、さらにその全身の代謝
面への影響についての報告はない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、超音波を用いて、リモデリン
グを来たした内臓脂肪組織に直接介入する
ことによって、これを基本病態とするメタボ
リックシンドロームの是正が可能か否かを
明らかにすることを目的とし、具体的には次
の３項目を目的とした。 
（1）脂肪細胞に対する超音波の効果を生化
学的に検討する。特に培養脂肪細胞のアディ
ポネクチン分泌能を促進するか否かを明ら
かにすること。 
（2）超音波治療との併用を念頭に、スタチ
ンの脂肪細胞、肥満個体への影響を明らかに
し、その標的マーカーを明らかにすること。 
（3）同様に超音波治療との併用を念頭に、
特に脂肪細胞の増殖の機序を調査するため
にピオグリタゾンの脂肪細胞の増殖への影
響とその機序、標的分子を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養脂肪細胞への超音波照射実験 
①先ず、超音波発生装置ソノポール 3000と、
直径 2cm の円盤型超音波プローブを用いて、
６ウェルの培養プレートのウェル毎に超音
波照射が可能な装置を作成した（図１）。 

 

 
 図１ 超音波照射装置 

次いで、3T3-L1 前脂肪細胞の分化開始後、8
日目から経時的に細胞を採取し内臓肥満（脂
肪細胞の悪質化）の指標となるアディポカイ

ンの遺伝子発現を RT-PCR で調べた。 
②次に、照射条件の最適化を行った。すなわ
ち、発振周波数を 1000KHz、On/Off 時間比
(Duty cycle)を 50％、パルス頻度を 20/秒、
照射時間は 60 秒で固定し、Day6 または Day8
の細胞に 0～0.4W/cm2 の範囲の種々の強度の
超音波を照射し、48 時間後に、培養液中への
adiponectin の分泌量を ELISA で測定した。 
(2)ピタバスタチンの脂肪細胞への影響と肥
満個体のインスリン抵抗性に対する効果 
 超音波との併用薬剤としてピタバスタチ
ン(Pit)を選択し、脂肪細胞の良質化が可能
か検討した。 
①In vitro: 3T3-L1 細胞を脂肪細胞へ分化開
始後 16 日間(Day 0-Day 16)培養し、分化・
成熟・肥大モデルとし、その分化・成熟期
(Day0-Day 8)と肥大化期(Day8-Day16)におけ
る、10-100 ng/ml の Pit の効果を調べた。 
②In vivo: メタボリックシンドロームモデ
ルである KKAy マウスを Pit 治療群（飲水投
与）、無治療群、対象正常群(C57BL/6J)に分
け、7週齢より 6週間飼育した。投与量は、
6.2mg/ day/kg であった。内臓脂肪細胞の肥
大の程度を HE 染色、脂肪細胞のサイズおよ
び数をコールターカウンターで、
adiponectin、PAI-1の mRNA発現をRT-PCRで、
血漿 adiponectin 濃度を ELISA で、インスリ
ン抵抗性をインスリン負荷時血糖値を用い
て、それぞれ評価した。 
(3)脂肪細胞の増殖に対するピオグリタゾン
の影響 
 脂肪細胞のマスター転写因子 PPAR-γの刺
激薬であるピオグリタゾン(Pio)の 3T3-L1細
胞の増殖における効果を、細胞周期の観点か
ら観察した。 
①ピオグリタゾンの脂肪細胞増殖に及ぼす
影響 
 脂肪細胞数は LDH 法で、細胞増殖は BrdU
の取り込み細胞数分画で、細胞周期はフロー
サイトメトリによる DNA の定量を用いて、そ
れぞれ評価した。細胞周期の制御因子の p18、
p21、p27、p16 の mRNA 発現量は RT-PCR で定
量した。 
②PPAR-γ2過剰発現3T3-L1細胞のp16INK4a発
現へのピオグリタゾンの影響 
 3T3-L1 脂肪前駆細胞に pCMV をベクターと
して PPAR-γ2 を過剰発現し（Myc で標識）、
Pio 0.5µM で刺激し、p16INK4aタンパク量を
Western blot で定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 培養脂肪細胞への超音波照射実験 
①8日目にはadiponectinの転写が認められ、
その後、16 日目まで次第に低下した。一方、
PAI-1 は 8 日目から次第に増加した。すなわ
ち、少なくとも Day 8 から 16 までは肥大化・
悪質化が進行した。そこで、この悪質化予防



の超音波照射は Day8 付近を標的とした。 
②超音波強度依存的に adiponectinの分泌が
低下した。また、その強度依存性は adiponectin
の分泌が十分に成熟した Day8 に比べて成熟
前(Day6)においてより顕著であった。いずれ
にしても、超音波照射単独では、脂肪細胞の
良質化は得られず、薬剤の併用などの工夫が
必要であることが明らかとなった。 
(2) ピタバスタチンの脂肪細胞への影響 
①In vitro: 分化・成熟期において、中性脂
肪含量 (µg/mg protein)は無治療群 (Pit 0)
で 267±104、10 ng/ml (Pit 10)では 274±
19、100 ng/ml (Pit 100)では 294±8 であっ
た。 Pit 0 、 Pit 10 、 Pit 100 で、 aP2 
mRNA/18S-rRNA はそれぞれ、1.49±0.63、1.28
±0.29、1.17±0.35 であり、Adiponectin 
mRNA/18S-rRNA は、0.62±0.23、0.71±0.26、
0.61±0.07 であった。いずれの項目にも 3群
間に有意差はなかった。 
 一方、肥大化期においては、中性脂肪含量
は Pit 0 で 683±88、Pit 10 では 632±34、
Pit 100 では 534±36 であった (p<0.05 vs. 
Pit 0) （ 図 ２ ）。 さ ら に 、 Adiponectin 
mRNA/PAI-1 mRNA 比は、Pit 0で 0.18±0.03、
Pit 10 では 0.42±0.11、Pit 100 では 0.60
±0.10 であった (p<0.05 vs. Pit 0, p<0.05 
vs. Pit 10)（図３）。 

 
図２ 培養脂肪細胞の肥大期における中性脂肪含量への

ピタバスタチンの効果 

*p<0.05 vs. Untreat、†p<0.05 vs. 10 ng/ml 
 

  
図３ 培養脂肪細胞の肥大期におけるアディポカイン発

現様式へのピタバスタチンの効果 

*p<0.05 vs. Untreat、†p<0.05 vs. 10 ng/ml 

すなわち、Pit は用量依存的に脂肪過剰蓄積
を防ぎ、アディポカイン産生パタンを改善し
た。 
②In vivo: Pit 治療群では、HE 染色では、
脂肪細胞が小型化しており（図４上）、コー
ルターカウンターによる評価では、肥大脂肪
細胞 （容積>/=4000 pl）が大きく減少して
いた（図４下）。 

 

図４ 肥満モデル(KKAy)における脂肪細胞サイズへのピ

タバスタチンの効果 

  
 ここで、Pit 投与によっても、脂肪重量は
変化がなかったことより、脂肪細胞数が増加
した可能性があり、Pit による脂肪組織の良
質化には脂肪細胞の増加（増殖）が関与する
可能性が示唆された。 
 一方、血漿 adiponectin 濃度は、Pit 治療
群で有意に増加していた (12.5±3.8 µg /ml 
vs. 8.3±1.5 µg /ml, p<0.05) （図５）。さ
らに、腹腔内へのインスリン投与によるイン
スリン抵抗性試験では、糖の曲線下面積が
16%減少した (p<0.05)（図６）。すなわち、
in vivo では Pit は脂肪細胞を小型化し、増
殖させることにより、脂肪総重量を変えるこ
となく、アディポカイン産生パタンを改善し、
インスリン抵抗性を改善すると考えられた。 

 
図５ 肥満モデル(KKAy)における血漿 adiponectinへの

ピタバスタチンの効果 

*p<0.05 vs. C57BL/6J、#p<0.05 vs. 無治療 KKAy 



 
図６ 肥満モデル(KKAy)におけるインスリン抵抗性へ

のピタバスタチンの効果 

*p<0.05 vs. C57BL/6J、#p<0.05 vs. 無治療 KKAy 

 
(3)ピオグリタゾン刺激による脂肪細胞増殖
の機序に関する調査 
①ピオグリタゾンの脂肪細胞増殖に及ぼす
影響 
 Pio 刺激により、脂肪細胞数は分化誘導後
Day1 から Day4 のどの段階でも有意に増加し
ていた（図７A）。BrdU の取り込み細胞数の割
合も有意に増加（図７B）、Pio は細胞増殖を
促進することが示された。さらに、細胞周期
は、Pioにより、G2/M分画が有意に増加、G0/G1
分画が有意に現症し、細胞分裂が促進される
ことが示された（図７C）。 
 

 
図７ 3T3-L1 脂肪細胞の増殖、細胞周期に対するピオグ

リタゾンの効果
 

*p<0.05 vs. Cont、#p<0.05 vs.Day2 

②PPAR-γ2過剰発現3T3-L1細胞のp16INK4a発
現へのピオグリタゾンの影響 
 3T3-L1 細胞において、分化開始直後からの
Pio投与により、Day4では、無治療に比べて、
p18 の発現が増加、p21、p27 には差はなく、
p16INK4aの発現は無治療の 40%程度にまで減
少した。 
 さらに PPAR-γ2 を過剰発現させた 3T3-L1
細胞に Pio を加えると、p16INK4aのタンパク量
が激減した（図８）。 

 
図８ PPAR-γ2過剰発現3T3-L1脂肪細胞のp16INK4aのタ

ンパク発現に対するピオグリタゾンの効果
 

 

 
 すなわち、ピオグリタゾンを用いた
PPAR-γ 刺激による脂肪細胞の増殖には、細
胞周期を抑制する cyclin dependent kinase 
inhibitorの一つであるp16INK4aの抑制が寄与
することが明らかになった。 
 以上より、本研究は、超音波照射により脂
肪細胞の良質化が可能か否かを明らかにす
ることを目的としたが、超音波単独では、脂
肪細胞自体は良質化せず、むしろ善玉アディ
ポカインの分泌が低下した。ただし、超音波
への感受性は増殖期において高く、この時期
に脂肪細胞の増殖を促進する薬物との併用
の可能性が示唆された。そこで、薬剤との併
用を追究するために、メタボリックシンドロ
ームで頻用される薬剤を用いた基礎実験を
行った。これらの結果から、ピタバスタチン
は単独でも脂肪細胞を小型化、良質化し、個
体のインスリン抵抗性を改善させること、ま
た、PPAR-γ 刺激薬ピオグリタゾンを用いた
検討から、増殖期に脂肪細胞を良質化するた
めの介入の標的分子の候補として、PPAR-γ
に負の調節を受ける p16INK4a が挙げられるこ
とが明らかとなった。これらの結果は、国内
外の学会で発表し、英文原著（５参照）とし
て出版した。 
 さらに、本課題から派生した実験において、
ピオグリタゾンは 3T3-L1 細胞において、
p19Arf、p53 の発現を抑制することにより、そ
の加齢に伴う機能低下を軽減する可能性が
示された。その機序、臨床的意義などの検討
を含む別の研究課題として新たな展開が期
待されるに至っている。 
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