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研究成果の概要（和文）：スクロースとリノール酸とを組み合わせた食事による糖脂肪毒性モデルを確立することに成
功し、DPP-4阻害薬は膵島以外にも、脂肪組織および肝臓と多臓器における食事誘導性の糖脂肪毒性に改善作用を持つ
ことを証明した。膵島に対してはGLP-1を介した小胞体ストレスおよびアポトーシスからの保護、肝臓に対してはGLP-1
を介した脂肪合成系酵素発現調節による肝臓内脂肪蓄積の抑制、脂肪組織に対してはDPP-4酵素活性阻害によるリンパ
球・マクロファージの機能修飾の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the extra-pancreatic effects of DPP-4 inhibition on visceral fat a
nd the liver. The epididymal fat weight was significantly higher in beta-cell-specific glucokinase haploin
sufficient (Gck+/-) mice fed a diet containing a combination of sucrose and linoleic acid (SL) than in mic
e fed a diet containing a combination of sucrose and oleic acid (SO). Compared with SO, SL increased the n
umbers of CD11c+ M1 macrophages and CD8+ T cells in visceral adipose tissue. DPP-4 inhibition significantl
y prevented adipose tissue infiltration by CD8+ T cells and M1 macrophages and decreased the expression of
 PAI-1. DPP-4 inhibition also prevented fatty liver in both wild-type mice and Gck+/- mice. DPP-4 inhibiti
on also decreased the expressions of SREBP-1c, SCD-1 and FAS and increased the expression of PPARalpha in 
the liver. Thus, DPP-4 inhibition has extra-pancreatic protective effects against diet-induced adipose tis
sue inflammation and hepatic steatosis. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
内臓脂肪は、生体内で最大の内分泌臓器と

して知られており、糖代謝・脂質代謝におい
て膵島、肝臓および筋肉とともに中心的な役
割を果たしている。肥満、メタボリックシン
ドロームや糖尿病におけるインスリン抵抗
性において、内臓脂肪肥大や炎症細胞浸潤に
よる内臓脂肪の炎症が主な原因であること
が報告され、内臓脂肪への炎症細胞の浸潤を
抑制はこれらの治療につながる。しかし、内
臓脂肪の炎症を担うマクロファージやT細胞
がどのように脂肪組織に浸潤していくかは
不明な点が多く、その詳細なメカニズムの解
明は重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
我々は、脂肪組織への炎症細胞浸潤による

炎症惹起において DPP-4 阻害薬により脂肪
組織へのマクロファージやT細胞の浸潤が抑
制されることを見出したが、そのメカニズム
は不明な点が多い。本研究の目的は、これら
の分子メカニズムを明らかにすることであ
り、具体的な研究目的として、以下の項目を
掲げた。 

 
（１）脂肪炎症モデルマウスにおける内蔵脂
肪間質分画の細胞属性の解明  
（２）動物由来の内皮細胞、マクロファージ、
T 細胞および脂肪細胞株への DPP-4 および
インクレチンの作用解析  
（３）クレチンによる脂肪組織炎症抑制と他
臓器との関連性  
（４）DPP-4 欠損マウスを用いた内臓脂肪炎
症抑制メカニズムの解析  
（５）DPP-4 阻害による内臓脂肪炎抑制の臨
床応用  
 
３．研究の方法 
 
（１）内臓脂肪炎症モデルマウスにおける内
蔵脂肪間質分画の細胞属性の解明 
 肥満型内臓脂肪炎症モデルマウスにおい
て野生型マウスと比較して脂肪組織への M1
マクロファージおよび CD8 陽性 T 細胞浸潤
が増大していることを示しているが、その詳
細な脂肪組織における細胞属性は不明であ
る。脂肪組織をコラゲナーゼにて消化し、脂
肪細胞分画と間質分画（ SVF: stromal 
vascular fraction）に分離にてフローサイト
メトリー法により、マクロファージ（CD11b、
F4/80）、M1 マクロファージ（CD11c）、M2
マクロファージ（CD206、CD209）、T 細胞
（CD3）および T 細胞分画（CD4、CD8）を
確認し、野生型マウスおよび普通食群と比較
した。これらの解析により、内蔵脂肪におけ
る細胞集団を明らかにし、さらには DPP-4
阻害による内臓脂肪炎症抑制において鍵と
なる細胞集団を同定した。 
 
（２）動物由来の内皮細胞、マクロファージ、

T 細胞および脂肪細胞株への DPP-4 および
インクレチンの作用解析 
 高脂肪食負荷後の肥満マウスや、肥満・糖
尿病モデルマウスである db/db マウスの内皮
細胞、マクロファージ、T 細胞を単離し初代
培養系においてDPP-4阻害薬、可溶性DPP-4、
GLP-1 受容体作動薬を加え、mRNA および
タンパクを抽出し、遺伝子発現およびタンパ
ク発現を解析した。また、炎症性サイトカイ
ンの産生等を ELISA にて確認する。血管内
皮はコラゲナーゼ消化により単離培養し、T
細胞は、脾臓、リンパ節より抗体付着ビーズ
を用いて単離した。マクロファージは、腹腔
内洗浄により単離する。さらに脂肪細胞株の
培養細胞系を用いて脂肪組織に対する
DPP-4 阻害薬、可溶性 DPP-4、GLP-1 受容
体作動薬の効果も同様に検証した。 
特に、インスリンシグナル分子である

IRS-2 のリン酸化や発現変化を中心にインク
レチンとインスリンシグナルとの相関性を
検証した。また可溶性 DPP-4 を用いること
により、細胞膜型の DPP-4 の効果も解析し
た。 
一方、２型糖尿病患者の膵島では、マクロ

ファージの浸潤が健常者より多く認められ
ることが報告されている。しかし、膵島への
マクロファージの浸潤と膵β細胞機能障害
との関連性は、未だ不明な点も多い。膵島浸
潤マクロファージが膵島に及ぼす影響を明
らかにした。野生型マウスの腹腔マクロファ
ージを接着させ、その同じ培養液中で、メッ
シュにて隔離した野生型マウス単離膵島も
培養し、単離膵島とマクロファージの共培養
系を確立した。そこへ、TLR4 を活性化する遊
離脂肪酸であるパルミチン酸や低用量の LPS
を添加し、膵島およびマクロファージにおけ
る mRNA 発現変化について解析した。 
 
（３）インクレチンによる脂肪組織炎症抑制
と他臓器との関連性 
 インクレチンは、膵β細胞だけでなく、視
床下部、消化管運動、肝臓、心臓骨格筋、神
経細胞、免疫系細胞に作用することが報告さ
れており、2 型糖尿病モデルマウスを用いて
DPP-4 阻害薬による脂肪組織の炎症過程へ
の効果を示したが、これが他臓器へのインク
レチン作用に依存しているか検討した。 
 
（４）DPP-4 欠損マウスを用いた内臓脂肪炎
症抑制メカニズムの解析 
 DPP-4 欠損マウスが既に報告されており、
耐糖能の改善が報告されている。しかし、
DPP-4 欠損マウスにおける内蔵脂肪炎症に
関しての表現型は未だ報告されていない。
DPP-4 欠損マウス（東京大学医科学研究所と
の共同研究）を用いて、高脂肪食負荷による
内蔵脂肪炎症を惹起させ、野生型マウスと比
較する。内蔵脂肪重量、内蔵脂肪組織への細
胞浸潤の解析（免疫組織染色、フローサイト
メーター、遺伝子発現、タンパク発現、サイ



トカイン定量等による解析）を行い、DPP-4
欠損による内蔵脂肪炎症の抑制効果を検証
した。また、DPP-4 欠損による内蔵脂肪炎症
抑制における責任臓器（責任細胞）を明らか
にした。 
また、DPP-4 欠損マウスに、DPP-4 阻害

薬や GLP-1 受容体活性化薬を投与して、
DPP-4 を介さない DPP-4 阻害薬の効果
（DPP-4 以外の標的に対する効果）や、内因
性インクレチンに加えてのインクレチンの
効果も検証した。 
 
（５）DPP-4 阻害による内臓脂肪炎抑制の臨
床応用 
内蔵脂肪の炎症は糖尿病や肥満の増悪因

子であり、PAI-1 は血栓形成、動脈硬化の原
因となる内蔵脂肪由来の炎症性サイトカイ
ンである。ヒトにおいても遊離脂肪酸投与よ
り内蔵脂肪および血清でのPAI-1が上昇する
とともに内臓脂肪の炎症が引き起こされる
ことが報告され、また肥満患者、糖尿病患者
では血清のPAI-1濃度が有意に上昇している
ことが知られている。DPP-4 阻害薬を内服し
ていない 2 型糖尿病患者において DPP-4 阻
害薬使用前と使用後を比較し、シタグリプチ
ン内服によるPAI-1の濃度変化の有無を検討
した。 
 
４．研究成果 
 
（１）内臓脂肪炎症モデルマウスにおける内
蔵脂肪間質分画の細胞属性の解明 
食事中の糖・脂肪酸の組成は、諸臓器の糖

脂質代謝に影響を及ぼす。2型糖尿病モデルマ
ウスである膵β細胞特異的グルコキナーゼへ
テロ欠損マウス（GK+/-）を用いて、食事中の
糖の主成分であるスクロース（S）と主要な脂
肪酸であるオレイン酸（O）、リノール酸（L
）をそれぞれ組み合わせた食餌（SO、SL）に
よる多臓器の糖脂肪毒性の病態を解析した。
また、DPP-4阻害薬des-fluoro-sitagliptin
（DFS）の糖脂肪毒性存在下における膵島への
作用および膵外作用について検討した。 
 SLを25週間投与したGK+/-マウスは、SO投与
群に比較して、膵島における膵β細胞量の低
下と膵α細胞の膵島内への分散化、膵β細胞
の小胞体ストレス誘導およびアポトーシス亢
進が認められた。膵島におけるCHOP、Bipの
mRNA発現上昇も確認された。e-cadherin発現
低下による膵島構造の障害も示唆された。野
生型マウスでは、SLによる有意な変化は認め
られなかった。GK+/-マウスに、DFSを添加し
たSLを20週間投与したところ、OGTTにて耐糖
能の改善を示すとともに、膵島における膵β
細胞量低下と膵α細胞の分散化の改善、膵β
細胞における小胞体ストレス、アポトーシス
の抑制、膵β細胞の増殖能亢進が認められた
。MIN6細胞を用いて、in vitroでもリノール

酸誘導性の小胞体ストレス誘導が認められ、
GLP-1シグナルによる脂肪酸誘導性小胞体ス
トレスの修飾およびアポトーシス抑制が示さ
れた。 
 SL群では白色脂肪細胞サイズはSO群と同等
であったが、脂肪組織へのマクロファージ浸
潤亢進およびCD11c陽性M1マクロファージの
増加を呈し、CD8陽性T細胞増加も認めた。DFS
投与により脂肪組織へのM1マクロファージお
よびCD8陽性T細胞浸潤が改善した。DFSによる
CD8陽性T細胞に対する効果を検討中である。
SO、SL両群において軽度の脂肪肝を認められ
たが、DFS投与により両群ともに脂肪蓄積が軽
快した。mRNA発現解析では、SREBP-1cおよび
SCD-1の発現抑制、PPARαの発現上昇が認めら
れた。 
 以上の成績より、スクロースとリノール酸
とを組み合わせた食事による糖脂肪毒性モ
デルを確立することに成功し、DFS は膵島、
脂肪組織および肝臓と、多臓器における食事
誘導性の糖脂肪毒性に改善作用を持つこと
を証明した。膵島に対しては GLP-1 を介した
小胞体ストレスおよびアポトーシスからの
保護、肝臓に対しては GLP-1 を介した脂肪合
成系酵素発現調節による肝臓内脂肪蓄積の
抑制、脂肪組織に対しては DPP-4 酵素活性阻
害によるリンパ球・マクロファージの機能修
飾の可能性が示唆された。 
 
（２）動物由来の内皮細胞、マクロファージ、
T 細胞および脂肪細胞株への DPP-4 および
インクレチンの作用解析 
膵島とマクロファージの共培養により、膵

島において炎症に関与する IL-1β、TNF-α、
IL-6、CCL2、S100A8/A9 の mRNA 発現上昇が認
め ら れ 、 パ ル ミ チ ン 酸 の 存 在 下 で は
S100A8/A9 の発現はさらに上昇した。IL-6 や
CCL2 の発現は継時的な上昇傾向を示したが、
S100A8/A9は共培養12時間経過時点から急激
な発現上昇を認めた。マクロファージにおい
ても、膵島との共培養により IL-1β、TNF-
α、IL-6、CCL2 の mRNA 上昇が認められ、パ
ルミチン酸の添加によりそれらの発現はさ
らに上昇した。TLR4 阻害ペプチドである
VIPER を添加すると、３者の共培養による膵
島での S100A8/A9 の発現上昇は阻害され、
IL-1β、TNF-α、IL-6、CCL2 上昇も抑制傾向
を示し、マクロファージでの IL-1β、TNF-
α、IL-6、CCL2 発現上昇も減少した。同様に
膵島とマクロファージの共培養にLPSを添加
すると IL-1β、TNF-α、IL-6、CCL2 の発現
上昇を認めた。マクロファージ非存在下では、
膵島にパルミチン酸や LPS を添加しても、こ
れらの mRNA 発現上昇は認めなかった。 
膵島とマクロファージの共培養条件下に

おいて、両者での炎症が惹起され、その炎症
は脂肪組織より分泌される遊離脂肪酸によ
り増強された。この結果から膵島、浸潤マク
ロファージ、脂肪組織の三者が、慢性炎症の



増強において相互作用している可能性が示
唆され、これらの組織間でのネットワーク制
御が新たな膵β細胞に着目した糖尿病治療
開発につながることが期待された。 
 
（３）インクレチンによる脂肪組織炎症抑制
と他臓器との関連性 

DPP-4 阻害薬により、脂肪炎症抑制効果以
外に、グルコース応答性インスリン分泌能改
善、体重増加抑制、脂肪肝の抑制効果が認め
られた。肝臓に対しては GLP-1 を介した脂肪
合成系酵素発現調節による肝臓内脂肪蓄積
の抑制の可能性が示唆された。 
 
（４）DPP-4 欠損マウスを用いた内臓脂肪炎
症抑制メカニズムの解析 
 この課題に関しては、他のテーマを優先し
て進めたこともあり、十分な成果を上げるこ
とはできなかった。 
 
（５）DPP-4 阻害による内臓脂肪炎抑制の臨
床応用 

DPP-4阻害薬を内服していない2型糖尿病
患者において、血清 PAI-1 濃度はアルブミン
尿、BMI、血清中性脂肪値、LDL コレステロ
ール値とは独立に、eGFR と負の相関をして
いた。 
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