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研究成果の概要（和文）：単球系細胞の活性化を介した成長ホルモンの脂肪細胞の分化増殖作用を明らかにする
ための研究を行った。RAW264細胞を成長ホルモンで前処理することにより、Adipocyteと分離共培養した場合の
Adiponectin産生量の低下の程度が減少した。これはGH刺激後にMacrophage が産生する液性因子が、脂肪細胞の
Adiponectin発現量に影響を及ぼしたと推定された。次にGH処理により変化するRAW264細胞産生因子をメタボロ
ーム解析し、TCA回路で利用されるアミノ酸代謝産物（グルタミンとグルタミン酸など）の代謝変化の重要性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：We studied growth hormone (GH) for the differentiation and proliferation of 
adipocytes via activation of monocytes. Pretreatment with GH, RAW 264 cells decreased the degree of 
reduction of adiponectin production when co-cultured with adipocytes. It was presumed that some 
humoral factors produced by macrophage with GH stimulation had influenced on adiponectin expression 
from adipocytes. Next, metabolome analysis of the produced factors from RAW 264 cell with or without
 GH treatment suggested the significant changes in amino acid metabolites (such as glutamine and 
glutamic acid) in the TCA cycle.

研究分野：小児内分泌学

キーワード： 成長ホルモン　脂肪細胞　免疫細胞
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１．研究開始当初の背景 
 
肥満は特に内臓脂肪型肥満を介して、脂質
代謝異常のみならず糖質代謝異常や高血圧
などのリスクが集積するメタボリックシン
ドロームの基盤病態である。成人のみならず
小児においても年々増加傾向を示している
事からも、社会的に大きな問題となっている。 
医学的に肥満は体脂肪が過剰に蓄積した
状態と定義され，細胞レベルでは成熟脂肪細
胞の肥大化（サイズの増大）と脂肪細胞数の
増加により決定される。そして脂肪組織には
成熟脂肪細胞のみならず，前駆脂肪細胞，血
管構成細胞，マクロファージなどの非成熟脂
肪細胞分画が含まれており，肥満や痩せによ
り脂肪組織を構成する細胞割合が大きく変
化する。最近では，肥満の脂肪組織にはマク
ロファージの浸潤が増加することが報告さ
れており，脂肪組織における炎症性変化を増
大し，これによりアディポサイトカイン産生
調節の破綻につながる可能性が推定されて
いる。 
小児のメタボリックシンドロームは、成人
のメタボリックシンドロームと比較し、次の
２点で大きく異なる。第１点は、小児は身体
的な成長発達の途上であり、脂肪組織や糖質
代謝も発達の過程にある。脂肪細胞も成長と
ともに増殖と分化の過程にあり多くの成長
に関連ホルモン（主には成長ホルモンと性ホ
ルモン）が成長とともに大きく変化する時期
である。第２点は、小児期は免疫系について
も発達途上にある。多くの種類の抗原刺激に
より免疫担当細胞が免疫能を獲得する過程
にあり、免疫系が完成された成人とは大きく
異なる免疫状態である。 
われわれは、成長ホルモン治療による脂質
代謝に与える影響についてこれまで長く研
究を行っており、成長ホルモン受容体遺伝子
ならびにその下流の STAT5B 遺伝子多型が
脂質代謝に影響を及ぼすことを明らかにし
てきた(Ihara et al, Clin Endocrinol 2007; 
Makimura, Ihara et al, Clin Endocrinol 
2011)。また、胎児期のさまざまな原因で起
こる低出生体重児（SGA児）は、成人期にな
りメタボリックシンドロームを発症するリ
スクが高いことから、胎児期のストレスがそ
の原因として潜在することが知られており、
SGA に対する成長ホルモン治療中の免疫系
の変化も重要な臨床テーマである。 

 
２．研究の目的 
 
脂肪細胞の分化増殖に影響を与えると推
定される免疫系細胞について、脂肪組織の代
謝に影響を与えるマクロファージ／単球の
分化や成熟に影響を与えるホルモンを、脂肪
細胞とマクロファージの共培養系を用いた
実験系を用いて検討する。 
以下、段階的に目的を記す。 
A）「各種ホルモンがマクロファージ（単球）

を刺激することにより、脂肪細胞の増殖と炎
症性アディポサイトカインの産生にどのよ
うな影響をあたえるか」という命題に対して、
単球系と脂肪細胞系の 2 系統の培養細胞を、
接触または非接触状態において共培養しサ
イトカイン・ケモカイン・アディポサイトカ
インの産生にどのような影響を及ぼすかを 2
段階に分けて検討する。 
（Step 1）小児期の発達発育を規定するホル
モン（成長ホルモン）→ マクロファージ（単
球）の分化や成熟への作用 
（Step 2） ホルモンで刺激を受けたマクロ
ファージ（単球）→ 脂肪細胞の増殖や炎症
性アディポサイトカインの産生への作用 
 
上記の各ステップについて、経時的に培養上
清中に分泌されるサイトカイン・ケモカイ
ン・アディポサイトカインを ELISA 法で測
定し、各種ホルモン刺激に特徴的な液性因子
の分泌を明らかにする。 
B）さらに詳細に検討を行うために、マクロ
ファージ系培養細胞を GHで刺激し、発培養
上清中に分泌されるについて網羅的に評価
する。 
 
３．研究の方法 
実験１： 
脂肪細胞株 3T3-L1 細胞とマクロファージ系
細胞株RAW264細胞を Trans-well dishを用
いた分離共培養システムを構築した。共培養
後にそれぞれの細胞から RNA を抽出しさま
ざまな遺伝子発現の変化を検討するととも
に培養液中のサイトカイン・アディポサイト
カインを ELISA法により測定した（下図）。 

 
実験２： 
マクロファージ系細胞株(RAW264)に GH を添
加し、RAW264 から分泌される物質の経時的な
変化をメタボローム解析によりスクリーニ
ングした。特異的な GH 刺激により特異的に
変化する因子群について、細胞の mRNA 発現
量を測定した。メタボローム解析（Human 
Metabolome Technologies 社に委託解析）で
は、CE-TOFMS 法によりピークを検出し、アノ
テーションリストの約 900 種類の代謝物質
（アミノ酸、ヌクレオシド、リン酸化有機酸、
有機酸、を一斉解析した。上記の GH 添加、
GH 無添加のコンディションにおいて、0, 12, 
24 時間の各細胞群について検討を行い、これ
らの結果を用いたパスウエイマッピング、
PCA,ヒートマップを作成した。 
 
４．研究成果 



実験１： 
脂肪細胞株とマクロファージ細胞株の共培
養により Il-6, TNF-α上昇、Adiponectin の
低下を認めたが、GHで前処理したMacrophage
と共培養した場合、 Adiponectin の相対的産
生量が上昇した（下図）。 

 
このことから、免疫系細胞による液性因子
が、Adipocyte からの Adiponectin 発現量に
影響を及ぼすことが推定された。 
 
実験２： 
次にメタボローム解析の結果を下に示す。 
メタボローム解析で見いだされた変化の中
で、特に TCA 回路で利用される代謝産物に差
が見いだされた。 

 
今後、グルタミンとグルタミン酸の代謝変
化を中心に、再現性を確認する実験を続ける
必要がある。 
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