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研究成果の概要（和文）：種々の細胞に対して高血糖やTGやTMで刺激すると、ERストレス分子・炎症関連蛋白が上昇す
るがMET処置により低下した。HSP72 siRNAを投与してMETを施行すると、部分的に効果が解除された。網羅的に微弱電
流の刺激を伝達する受容体を同定中。
肥満糖尿病マウスに対し、12週間METを施行。体重は不変だが内臓脂肪減少を認め、血糖値・インスリン値の改善、お
よび血中サイトカインの低下を認めた。また諸臓器におけるERストレス、酸化ストレス、炎症関連蛋白の発現は低下し
た。AMPKをノックダウンすると、この効果は半減し、METの作用はHSP72発現のみではなく、AMPK活性化が重要であるこ
とを示した。

研究成果の概要（英文）：Stimulation of several cell types with high glucose etc. increased ER stress and 
inflammatory signals, and these were attenuated by MET treatment. HSP72 siRNA with MET partially 
decreased this attenuation.
Obese diabetic model mice were treated with or without MET for 12 weeks. BW was not altered, but visceral 
adiposity was particularly decreased and glucose homeostasis, insulin resistance and chronic inflammation 
were improved. ER stress, oxidative stress and inflammatory signals were attenuated in liver and adipose 
tissues. When AMPK was knockdown, this amelioration was declined. These data support that MET activates 
not only HSP72 expression but also AMPK phosphorylation.

研究分野：糖尿病
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

糖尿病の発症には様々な代謝ストレスが関

与する。これらのストレスを解除し正常な細

胞機能の維持に寄与する分子シャペロンで

ある HSP72は、主に温熱刺激により誘導され

る代表的な分子シャペロンであり、インスリ

ン抵抗性を有する糖尿病患者において、その

発現レベルが低下することが報告されてい

た。当教室は世界に先駆けて、効率的に

HSP72発現増強を促すMET (Mild Electrical 

stimulation with hyperThermia)を開発し、下記

のような基礎的・臨床的有用性を報告した。 

1) 温熱刺激に適切な微弱電流を追加するこ

とで、HSP72のプロテアソームにおける

蛋白分解を抑制し HSP72発現レベルを増

強できること (Morino S, Kondo T, Araki E 

et al., J. Pharmacol. Sci. 2008)、 

2) METにより、糖尿病マウスの内臓脂肪が

減少し、インスリン抵抗性・耐糖能を改

善し、慢性炎症抑制効果・アディポネク

チン増加効果を示したこと (Morino S, 

Kondo T, Araki E et al., PLoS ONE. 2008)、 

3) HSP72誘導薬 GGA投与により、肝臓で

HSP72発現が増強され、MET施行と同様

の体組成・代謝異常改善作用を示すこと 

(Adachi H, Kondo T, Araki E et al., Am J 

Physiol Endocrinol Metab. 2010)、 

4) 適切な微弱電流のみでも、細胞レベルで

PI-3K-Aktを活性化し、糖取り込みを増強

すること (Yano S, Morino S, Kondo T, 

Araki E et al., J . Pharmacol. Sci. 2010)、 

5) METにより、db/db膵の β細胞死を抑制し

インスリン分泌を改善させたこと 

(Kondo T, Araki E et al., Diabetes. 2012) 

6) 健常人においてMETによる副作用はなく、

慢性炎症の低下を認めたこと(Sasaki K, 

Kondo T, Araki E et al., Obest. Res. Clin. 

Pract. 2010) 

7) MS・肥満 T2D患者にMETを施行し、内

臓脂肪減少・インスリン抵抗性・耐糖能

改善・慢性炎症低下・腎機能改善などの

有効性を認めたこと(Kondo T, Araki E et 

al., EBioMedicine. 2014)、 

などを、英文学術誌や学会で報告してきた。 

 このように様々な手法で HSP72発現レベ

ルを増強することは、糖尿病やメタボリック

シンドロームの体組成・代謝異常・慢性炎症

を改善し、糖尿病発症予防から治療まで、さ

らには慢性血管合併症の抑制にも寄与でき

る可能性が期待できる。また、METにより

糖尿病動物の CRP, TNF-, IL-6などの炎症性

サイトカインレベルが 20〜40％低下した。慢

性炎症は、糖尿病病態の進展悪化や慢性血管

合併症の増悪に関連していることから、MET

による慢性炎症抑制の分子メカニズムが解

明されることで代謝異常のみならず、炎症を

ターゲットにした創薬へ寄与できる可能性

が広がる。 

  

２．研究の目的 

 本研究は、糖尿病病態の進展悪化に加えて

慢性血管合併症の悪化にも直結する慢性炎

症を、METがどのような分子機序で改善す

るのか、細胞レベルおよび動物レベルで解明

し、さらに下流の新規慢性炎症抑制分子を同

定することで治療ターゲットとしての有用

性も検証することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

研究１（in vitro） 

「平成 24年度」 

1) HepG2, L6, 3T3-L1およびMIN6および磁

気ビーズ法にて単離した CD14陽性末梢血単

球に対してMET ( 0.6V/cm, 0.1ms, 55 pps, 42℃, 

10min)を施行する。 

2) これらの細胞を高血糖で、あるいは ERス

トレスを誘導する thapsigargin (TG)や

tunicamycin (TM)で刺激し、その際に認められ

る炎症性シグナルの活性化状態を検討する。 

3) 上記の細胞群においてストレス環境下に



おけるMET施行による上記検討項目の変化

を検討する。 

4) さらに、上記細胞群に HSP72 siRNAを投

与して HSP72作用を消失させた上で、MET

を作用させ、反応性の違いを検討して微弱電

流そのものの効果を明らかにする。 

5) AMPK siRNA, p53 si RNAを用いてMET作

用がこれらの経路を介して抗炎症作用を発

揮しているかどうかを検証する。 

「平成 25年度以降」 

6) 細胞毎に網羅的遺伝子発現変化の解析を

行い、MET作用の下流に存在する新規炎症惹

起性因子および抗炎症性因子の同定を行い、

新たな糖尿病治療・抗炎症治療ターゲットを

探索する。 

 

研究２（in vivo） 

「平成 24年度」 

1) 肥満糖尿病モデルマウス(HFD、db/dbマ

ウス)に対し、12週間に渡ってMET (12V, 

0.1ms, 55pps, 42℃, 10min, 2回/week)を施

行する群と施行しない群を設定する。 

2) 経過中に体重・血糖値・インスリン値（毎

週）および血中サイトカイン（TNF-, 

CRP, IL-6, IL-8, MCP-1）の濃度を測定。 

3) 12週間終了後に、解剖し各臓器（肝臓・

筋肉・脂肪・膵島・末梢血単球）を単離

し、JNK, ASK-1, p-PERK, XBP-1 splicing, 

AMPK, NF-kB, p53, TNF-, CRP, IL-6, 

IL-8, MCP-1の発現（一部活性化や核移

行）を検討する。 

4) 脂肪重量測定し、内臓脂肪減少の効果を

再検証する。また膵島単離によるインス

リン分泌促進作用を再検証する。 

「平成 25年度以降」 

5) MET作用により AMPK活性化・p53活性

化を介した慢性炎症抑制作用が認められ

るかを検討する。 

a) AMPK siRNA発現プラスミドを構築し、

in vivoJET PEIにより全身的に AMPKを

ノックダウンする。この状態で糖尿病モ

デルマウスにMETを施行し、抗炎症作

用の変化を検討する。 

b) p53 siRNA発現プラスミドを用いて、

同上の実験を行う。 

in vitro研究で候補に挙がった新規炎症惹起

性因子および抗炎症性因子の発現変化が、in 

vivoでも確認できるかを再検証する。 

 

４．研究成果 

 (in vitro) 

HepG2, L6, 3T3-L1およびMIN6および CD14

陽性末梢血単球に対してMETを施行し、高

血糖で、あるいは ERストレスを誘導する TG

や TMで刺激すると、ERストレスマーカー、

炎症関連蛋白の上昇が認められたが、MET処

置により低下した。HSP72 siRNAを投与して

HSP72作用を消失させた上で、METを施行さ

せたところ、それでも部分的に ERストレス

および炎症抑制効果が確認された。現在、網

羅的に微弱電流の刺激を伝達する受容体の

同定を行っている。 

(in vivo) 

肥満糖尿病モデルマウス(HFD、db/dbマウス)

に対し、12週間METを施行。未処置群に比

して、体重は不変であったが内臓脂肪の特異

的な減少を認め、血糖値・インスリン値の改

善、および血中サイトカインの低下を認めた。

また諸臓器における ERストレス、酸化スト

レス、炎症関連蛋白の発現は低下した。AMPK

をノックダウンすると、この効果は半減し、

METの作用は HSP72発現のみではなく、

AMPK活性化が重要であることを示した。 
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