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研究成果の概要（和文）：ラットに 60%の脂質を含む高脂肪食を給餌し、エネルギー摂取量お
よび体重をモニターしたところ、約 10%のラットが、普通食摂取ラットの体重を下回る高脂肪
食耐性（DR）ラットであることが明らかになった。これらのラットの中には、腸間膜脂肪蓄積
量が少なく耐糖能が正常で、インスリン感受性が極めてよいものが含まれていた。DR ラット
の行動量、酸素消費量、呼吸商、体温は、普通食ラットに比べて差を認めなかった。DR ラッ
トの腸間膜脂肪組織から RNAを抽出し、DNAマイクロアレイを行ったところ、7匹中 3匹で、
水・電解質関連ペプチドとその受容体の発現が有意に増加していることが明らかになった。ま
た、これらは、腸間膜脂肪組織のマクロファージに存在していた。今後、同定したペプチドお
よび受容体を発現したマクロファージと脂肪細胞の共培養や、これらの遺伝子を導入したマク
ロファージ特異的ダブルノックインラットを作製し、解析する予定である。 
 
研究成果の概要（英文）：High fat diet (HFD) is well known to be one of the contributing 
factors for the development of obesity. When rats were bred with 60% HFD, most of them 
show a state of increased body weight with high adiposity. However, we found that 10% 
rats bred with HFD demonstrate obesity-resistant [diet resistant (DR)] that their weighs 
are less than those of either diet-induced obesity (DIO) or control rats. We found that 
the mesenteric fat mass of DR rats was significantly less than that of DIO rats and similar 
to that of control rats, even though there were no differences in spontaneous activity, 
calorie intake, respiratory quotient and body temperature between DIO and DR rats. To 
examine the gene expressions specific for the mesenteric adipose tissues of DR rats, we 
performed DNA microarray analysis. A new bioactive peptide (gene X) and its receptor (gene 
Y) were found as specific expressed genes in three out of seven DR rats, and these genes 
were expressed in the macrophage of adipose tissue. We will examine the effects of 
co-culturing of rat primary mesenteric adipocytes with macrophages expressing gene X and 
gene Y on adipogenesis. Moreover, we are preparing the analysis in double (gene X and 
Y) knock-in Tg rats. 
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１．研究開始当初の背景 
1994 年のレプチンの発見を皮切りに、脂肪細
胞は単に脂肪の蓄積だけでなく、多くの生理
活性物質を産生し血中に分泌することで、肝
臓、筋肉、膵臓などでの糖・エネルギー代謝
に重要な役割を果たしていることが明らか
なってきた。in vitro の研究では、肥大化し
た脂肪細胞から分泌される MCP-1などのケモ
カインがマクロファージを動員し、脂肪組織
に浸潤したマクロファージに由来する炎症
性物質が、肥満の病態形成に関与していると
いう研究成果も報告されている。しかし、多
くの基礎・臨床研究や疫学研究が、脂肪細胞
の肥大化と肥満との密接な関連を示してい
るにもかかわらず、脂肪細胞の分化・肥大化
のメカニズム、エネルギー恒常性破綻機構や
肥満発症機構に関する分子メカニズムの全
容は未だ解明されていない。 
 
２．研究の目的 
生体は、日々のエネルギーの摂取の変動にも
の肥大化と肥満との密接な関連を示してい
るにもかかわらず、体重を一定レベルに保つ
ための高い恒常性維持機構を備えている。し
かし、高カロリー摂取や運動不足などによる
エネルギー消費の低下は、エネルギー恒常性
の破綻を招き、いわゆる食事(餌)性肥満をも
たらす。今回、私たちは、高脂肪食（高カロ
リー食）を摂取したラットの中に、普通食摂
取ラットの体重を下回り、腸間膜脂肪蓄積の
きわめて少ない高脂肪食耐性ラット
（diet-resistant ; DR）が存在することを
見出した。本研究は、この DR ラットを用い
新規肥満制御因子を探索し、その分子機構を
解明することにより、新たなエネルギー代謝
調節のシステムを構築することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 高脂肪食肥満(DIO)および高脂肪食耐性
(DR)ラットの作出 

3 週齢の雄性 SD ラットを高脂肪食群(タンパ
ク質 20%、糖質 20%、脂質 60%[kcal%])と普通
食群(タンパク質 20%、糖質 70%、脂質
10%[kcal%])に分けて飼育する。摂餌量およ
び体重を連日測定し、高脂肪食摂取群の中で
普通食群の平均体重を上回るラットを高脂
肪食肥満(DIO)ラット、普通食群の平均体重
を下回るラットを高脂肪食耐性ラット(DR ラ
ット)と定義する。 
 
(2)DIO, DRおよびコントロールラットのエネ
ルギー代謝特性の検討 
高脂肪食摂取後 1週間毎に、中性脂肪、HDL

コレステロール、LDLコレステロールなどの
血中脂質を測定し、脂質代謝に関わるホルモ
ンであるレプチン、アディポネクチン、グレ
リン、コルチコステロンを測定する。また、
糖代謝機能を調べるために高脂肪食摂取後
１週間毎に、血糖、インスリンの基礎値を測
定し、高脂肪食投与 8週後にグルコース負荷
試験、インスリン負荷試験を行い、耐糖能お
よびインスリン感受性を評価する。さらに、
DIO、DR、コントロールラットの体温、酸
素消費量、呼吸商、行動量を測定し、各群ラ
ットのエネルギー特性を明らかにする。小動
物 CT装置にて各群ラットの腸間膜周囲、精
巣周囲、皮下脂肪の比率および筋肉量を測定
する。 
 
(3)DIO, DRおよびコントロールラットの腸間
膜脂肪組織での遺伝子発現解析 
予備的実験では、DIO、DR およびコントロー
ルラット（n=1）の腸間膜周囲脂肪より RNA
を抽出し、DNA マイクロアレイを行ったが、
さらに例数を増やし、エネルギー代謝調節や
摂食調節、糖・脂質代謝に関わるタンパク質、
酵素、転写調節因子などの発現を解析する。
得られた結果から、DR で顕著に変動する遺伝
子を選び、それらの遺伝子によりコードされ
る分子の細胞内シグナル伝達機構を含めた
関連分子の発現を定量 PCR 系にて解析する。
また、DR 特異的な肥満制御物質の受容体候補
を DNAマイクロアレイの解析結果からピック
アップし、腸間膜脂肪組織での受容体遺伝子
発現を定量 PCR で解析する。 
 
(4) DRラット特異的な肥満制御物質の産生細
胞の同定 
DR ラット特異的な肥満制御物質や受容体候
補を DNAマイクロアレイの解析結果からピッ
クアップし、cRNA プローブあるいは特異的抗
体を作製し、DIO、DR、コントロールラット
の腸間膜脂肪組織での分布を in situ 
hybridization 法や免疫組織化学法にて明ら
かにする。腸間膜脂肪組織をコラゲナーゼ処
理した後、ナイロンフィルターを通過させ遠
心して細胞分画と stromal-vascular cell 
fraction(SVF)に分ける。得られた SVF を
FACS(fluorescence-activated cell 
sorting)にて、血管内皮、マクロファージ、
白血球分画に分け、それぞれの分画から RNA
を抽出し、RT-PCR 法で受容体およびリガンド
の発現分画を確認する。 
 
(5) DR特異的肥満抑制物質受容体の発現細胞
株を用いた機能解析 
(4)で同定した受容体産生細胞の細胞株、初



代培養系あるいは発現ベクターを導入した
受容体高発現細胞に、DR 特異的肥満制御物質
を添加し、セカンドメッセンジャー(cAMP、 
cGMP、イノシトール三リン酸、ジアシルグリ
セロール、カルシウムイオン)の増減を確認
する。これらの細胞と脂肪細胞へと分化する
3T3L1 細胞とを共培養し、脂肪細胞の分化や
肥大化に及ぼす影響を検討する。 
 
(6)DR特異的肥満制御物質および受容体のダ
ブルノックインラットの作製DR特異的肥満
制御物質およびその受容体の発現細胞を特
定 し た 後 、 標 的 遺 伝 子 の bacterial 
artificial chromosome ゲノムクローンを用
いた組織特異的ダブルノックインラット(DR
特異的肥満制御物質とその受容体)を作製す
る。全ての臓器からRNAあるいは蛋白を抽出
し、標的分子の発現状況を確認する。 
 
(7) DR特異的肥満制御物質および受容体のダ
ブルノックインラットのエネルギー代謝特
性の検討 
ダブルノックインラットを普通食と高脂肪
食とに分けて飼育し、摂餌量、体重を連日モ
ニターする。その結果、このラットが高脂肪
食に耐性の phenotypeを示すかどうかを判定
する。高脂肪食摂取後１週間毎に、血中脂質、
レプチン、アディポネクチン、UCP1、グレリ
ン、コルチコステロンを測定する。また、高
脂肪食摂取後 1週間毎に、血糖、インスリン
の基礎値を測定し、高脂肪食投与 8週後にグ
ルコース負荷試験、インスリン負荷試験を行
い、耐糖能およびインスリン感受性を評価す
る。さらに、ダブルノックインラットのエネ
ルギー消費のパラメーターおよび CT 装置を
用いて腸間膜周囲、精巣周囲、皮下脂肪の比
率および筋肉量を測定する。 
 
４．研究成果 

(1)高脂肪食肥満(DIO)および高脂肪食耐性

(DR)ラットの作出 
ラットに 60%の脂質を含む高脂肪食を給餌
し、エネルギー摂取量および体重をモニター
したところ、約 10%のラットが、普通食摂取
ラットの体重を下回るDRラットであること
が明らかになった。 
 
(2)DIO, DRおよびコントロールラットのエネ
ルギー代謝特性の検討 
小動物 CT 装置による解析により、DIO ラット
はコントロールラットに比べ脂肪率が高く
腸間膜脂肪細胞の直径が著しく大きくなっ
ていたが、DRラットではコントロールラット
とほぼ同程度の脂肪率と腸間膜脂肪細胞の
直径であり、腸間膜脂肪組織全体の体積は減
少していた。また、脂質代謝に関わるホルモ

ンである中性脂肪、HDL コレステロール、LDL
コレステロールなどの血中脂質は、コントロ
ールラットに比べ DIOラットのみ中性脂肪と
LDL コレステロールの濃度が減少していた。
また、脂質代謝に関わるホルモンであるレプ
チン、アディポネクチンは、コントロールラ
ットに比べ DIOラットで増加傾向が認められ
たが、DR ラットではほぼ同様の発現であった。
これらの結果から、DIO ラットでは腸間膜脂
肪の著しい蓄積が認められるが、DR ラットで
は腸間膜脂肪の蓄積が少ないことが明らか
になった。また、糖代謝機能を検討した結果、
血糖値には群間に差が認められないが、DIO
ラットはインスリンの基礎値が著しく亢進
しインスリン抵抗性を呈した。さらにグルコ
ース負荷試験、インスリン負荷試験を行い、
耐糖能およびインスリン感受性を検討した
結果、DR ラットはインスリン感受性が良いこ
とが判明した。自発運動量、摂取エネルギー、
酸素消費量は、いずれも群間に差は認められ
なかったことから、高脂肪食耐性を示す DR
ラットは、特異的なエネルギ-代謝調節機構
を有していると考えられる。 
 
(3)DIO, DRおよびコントロールラットの腸間
膜脂肪組織での遺伝子発現解析 
DRラットの腸間膜脂肪組織からRNAを抽出し、
DNA マイクロアレイを行ったところ、7匹中 3
匹で、水・電解質関連ペプチドとその受容体
の発現が有意に増加していることが明らか
になった。 
 
(4) DRラット特異的な肥満制御物質の産生細
胞の同定 
(3)で同定したペプチドおよび受容体は、腸
間膜脂肪組織のマクロファージに存在して
いた。 
 
(5) DR特異的肥満抑制物質受容体の発現細胞
株を用いた機能解析 
(3)で同定した受容体を発現しているマクロ
ファージを用いて、DR 特異的肥満制御物質を
添加すると、セカンドメッセンジャーである
cGMP が増加した。 
今後、これらの細胞と脂肪細胞へと分化する
3T3L1 細胞とを共培養し、脂肪細胞の分化や
肥大化に及ぼす影響を検討する。また、現在
マクロファージに特異的に発現させたダブ
ルノックインラット(DR 特異的肥満制御物質
とその受容体)を作製中であり、今後この動
物のエネルギー代謝特性を調べる予定であ
る。 
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