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研究成果の概要（和文）：肥満や運動トレーニング（TR）による脂肪組織のリモデリングに対する細胞外マトリ
ックスの役割について、トランスフォーミング増殖因子（TGF）-βとtissue inhibitor of metalloproteinase
（TIMP）1に着目し検討を行った。高脂肪食摂取により肥満したマウスの脂肪組織では、TGF-βとTIMP1の発現が
対照群に比べて増加したが、TRはこれらを減弱させた。また、TIMP1は脂肪細胞おいてTGF-βによって誘導さ
れ、インスリンシグナルによる糖の取り込みを減弱させた。以上のことから、TRのインスリン感受性増加作用に
TGF-β-TIMP1経路が関与していることが推測された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we examined effects of TGF-β and TIMP1 on WAT 
remodeling by exercise training (TR) and obesity. The mRNA levels of TGF-β and TIMP1 in WAT of 
obese mice were significantly higher than those in WAT of control mice, and TR significantly 
attenuated the expression of these genes. The gene expression and the protein production of TIMP1 in
 3T3-L1 cells were upregulated by treatment with TGF-β. Moreover, treatment of 3T3-L1 cells with 
TIMP1 resulted in attenuation of insulin-induced glucose uptake and phosphorylation of Akt. In 
addition, the reduction of prothymosin α in 3T3-L1 cells resulted in enhanced gene expressions of 
TIMPs (TIMP1-3) and TGF-β signaling related factors, such as dermatopontin. These results suggest 
that, TR improves insulin sensitivity by inhibiting the TGF-β-TIMP1 pathway associated with 
reduction of glucose uptake in WAT. 

研究分野：スポーツ生化学
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１．研究開始当初の背景 

近年、脂肪組織の肥大が原因となる肥満者
やそれに伴う 2 型糖尿病などの生活習慣病患
者の増加が世界的に大きな社会問題となって
いる。我が国でも、平成 24年の厚生労働省の
国民健康・栄養調査において、肥満者の割合
が男性 29.1％、女性 19.4％であり、さらに、
2 型糖尿病が強く疑われるヒトと糖尿病の可
能性が否定できないヒトを合計すると約
2,050 万人にのぼると報告された。したがっ
て、効果的な肥満・生活習慣病の予防策・治療
法の開発が期待される。運動は、肥満・生活習
慣病の予防・改善に有効であることが広く認
められており、その重要性は今後ますます大
きくなると推測される。 

脂肪組織は、近年の検討からアディポカイ
ンと総称される液性因子を分泌し、運動や肥
満によってリモデリングを起こすことがわか
ってきた。さらに、肥満によるアディポカイ
ンの発現異常を介した炎症性変化が生活習慣
病発症に深く関与することが多数報告されて
いることから、現在、注目されている臓器で
ある。この脂肪組織のリモデリングには、脂
肪細胞とそれを取り巻く細胞外マトリックス
（ECM）との相互作用が重要な役割を果たして
いると予想される。実際に、肥満者の脂肪組
織では ECM の発現増加が観察されている。し
かしながら、肥満や運動による脂肪組織のリ
モデリングにおける ECM の役割は未だ不明な
点が多い。 
 
２．研究の目的 

脂肪組織中の脂肪細胞は ECM に囲まれて存
在しているにもかかわらず、両者の相互作用
や肥満もしくは運動による脂肪組織のリモデ
リングに対する ECM 関連分子の役割について
は報告が少ない。申請者はこの脂肪組織の ECM
関連分子について検討を行っている過程で、4
カ月間の高脂肪食（HFD）を与えて肥満させた
マウスの内臓脂肪組織では、ECM 分子である
tissue inhibitor of metalloproteinase 1
（TIMP1）と組織線維化関連サイトカイン・ト
ランスフォーミング増殖因子-β（TGF-β）の
遺伝子発現が増加するが、この増加を自発運
動走による運動トレーニング（TR）が減弱さ
せるという実験結果を得た。そこで本研究は、
TRや肥満による脂肪組織のリモデリングのメ
カニズムを、脂肪組織における TGF-βや
TIMP1の機能を明らかにすることで解明し、脂
肪組織に対する新たな運動効果を発見するこ
とを目的とした。 
 

３．研究の方法 

（1）マウスへの HFD摂取と TR の施行 
8 週齢の C57BL マウスをコントロール（C）

群、HFD群と HFD + TR 群に分け、HFD 群には
脂肪含量 60%の HFD 摂取を、HFD + TR 群には
HFD 摂取と同時に回転かごでの自発運動走に
よる TRをそれぞれ 4ヵ月週間施行した。 
（2）脂肪組織における HFD 摂取や TR による

遺伝子発現変化の検討 
上記の 3 群のマウスの副睾丸周囲脂肪組織

から total RNAサンプル抽出し、cDNAを合成
した後、Real-time PCR 法で TGF-β, TIMP1
および prothymosinα（ProTα）の遺伝子発現
変化を観察した。 
（3）脂肪細胞の TIMP1 発現に対する TGF-β
と ProTαの影響 

マウス脂肪細胞株・3T3-L1細胞にリコンビ
ナント TGF-β（1 および 10 ng/ml）を 12 時
間作用させたときの培地中への TIMP1 タンパ
クの放出量を ELISA 法で測定した。さらに、
3T3-L1 細胞の分化過程において ProTαの
siRNA を導入した場合の TIMP 遺伝子や TGF-
βシグナル関連遺伝子の発現変化を DNA アレ
イで検討した。 
（4）脂肪細胞のグルコース取り込みに対する
TIMP1 の影響 

3T3-L1 細胞を無血清の DMEM 培地で 6 時間
培養した後、2-デオキシグルコースとインス
リン（1 μM）を添加して 1時間後に細胞内に
取り込まれた 2-デオキシグルコースを比色法
で測定した。さらに、インスリン添加 3 時間
前にリコンビナント TIMP1（2 μg/ml）を作用
させた場合の細胞内グルコース取り込みにつ
いても測定した。 
（5）Western blot 解析 

3T3-L1 細胞を無血清の DMEM 培地で 6 時間
培養した後、インスリン（1 μM）を添加して
15分後に細胞を回収し細胞抽出液を調整した。
さらに、インスリンと同時にリコンビナント
TIMP1（2 μg/ml）を作用させた場合も同様に
調整した。細胞抽出液の Akt タンパク質のリ
ン酸化と発現を Western blot 法で検討した。 
（6）GST-pull down 法と質量分析機を用いた
TIMP1 結合タンパク質の同定 

グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）
ベクターに TIMP1 遺伝子を組み込み、大腸菌
で GST-TIMP1 の融合タンパク質を作成した。
得られた融合タンパク質をグルタチオン４B
ビーズで精製した後、3T3-L1 細胞抽出液と反
応させ、TIMP1と結合する可能性のあるタンパ
ク質を抽出した。抽出したタンパク質は質量
分析機によって解析を行った。 
（7）Two hybrid 法による TIMP1 結合タンパ
ク質の同定 

TIMP1 と DNA 結合タンパクを融合したもの
と、その遺伝子と相互作用すると考えられる
遺伝子（mouse liver cDNA）を転写活性化遺
伝子と融合させたものの双方を酵母内で発現
させ反応させた。陽性を示したクローンにつ
いては DNA シークエンス解析によりその分子
を同定した。 
 
４．研究成果 
（1）HFD 摂取と TR によるマウス副睾丸周囲
脂肪組織の TGF-β, TIMP1 および ProTα遺
伝子の発現変化 

４ヵ月間の HFD 摂取により、副睾丸周囲の
脂肪組織では TGF-β, TIMP1 および ProTα



遺伝子の有意な発現増加が観察された。TRは
それらの発現増加を有意に減弱させた（図 1）。 

 
（2）脂肪細胞の TIMP1 発現に対する TGF-β
および ProTαの影響 

TGF-βは線維芽細胞で TIMP1 の発現を上昇
させることが報告されている。そこで、脂肪
細胞の TIMP1発現に対する TGF-βの影響を検
討した。その結果、TGF-βは 3T3-L1細胞から
の TIMP1 タンパクの分泌を有意に増加させる
ことがわかった（図 2）。一方、3T3-L1細胞の
分化過程において ProTαの siRNAを導入した
場合、TIMP 遺伝子群（TIMP1-3）や TGF-βシ
グナルを調節するデルマトポンチンおよびデ
コリン遺伝子の発現が上昇した（表 1）。 

 
（3）脂肪細胞のグルコース取り込みに対する
TIMP1 の影響 

TIMP1 は脂肪細胞の分化を抑制することが
示唆されているが、分化後の成熟脂肪細胞に
対する影響はわかっていない。そこで、成熟

脂肪細胞のグルコース取り込みに対する
TIMP1の効果を検討したところ、TIMP1は 3T3-
L1細胞のインスリン刺激によるグルコース取
り込みを有意に低下させた（図 3）。加えて、
インスリンシグナルの重要な中間因子である
Akt のリン酸化も TIMP1 によって抑制された
（図 3）。 

 
（4）GST-pull down 法と質量分析機を用いた
TIMP1 結合タンパク質の同定 

次に、TIMP1 の作用を発揮するシグナル伝
達経路を同定する目的で、TIMP1と相互作用す
るタンパク質の同定を試みた。結果として複
数の候補タンパク質がみつかった。このうち
約 70 kDa のタンパク質を質量分析装置で解
析したところ、ミトコンドリア外膜に存在し、
タンパク質輸送などを行う Tom70 タンパク質
であることがわかった。これらの結合は再度
GST-pull down アッセイによって確認された
（図 4）。 

（5）Two hybrid 法による TIMP1 結合タンパ

 
図2. 脂肪細胞のTIMP1発現に対する

TGF-bの影響
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 図1. 脂肪組織におけるTGF-b , TIMP1およびProTa 遺伝子の発現変化
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si-GFP（コントロール）si-ProTa

TIMP1 10.32 11.5

TIMP2 13.6 15.1

TIMP3 5.87 7.86

デルマトポンチン 10.9 14.4

デコリン 13 15

表1.  ProTa siRNA導入による3T3-L1細胞の遺伝子
発現の変化
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図4 GST-pull down法と質量分析機を用いた
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図3. 脂肪細胞の糖取り込みに対するTIMP1の影響



ク質の同定 
Two hybrid 法による更なる TIMP1 結合タン

パク質の同定を試みたところ、いくつかの陽
性クローンが得られた。これらのシークエン
ス解析を行った結果、これまでに報告のない
新規タンパク質の可能性がある遺伝子であっ
た（表 2）。 

 
以上の結果から、TR によって発現が減弱さ

れる TGF-β-TIMP1 経路は脂肪細胞のインス
リン抵抗性の惹起に関与していることが示唆
された。また、TGF-β-TIMP1 経路のインスリ
ン抵抗性の惹起には、Tom70タンパク質などと
の相互作用が関与している可能性が推測され
た。さらに、ProTαは TIMP 遺伝子群や TGF-β
シグナル関連因子の発現を調節し、TGF-β-
TIMP1経路の制御を行っていると予想された。
したがって、TGF-β-TIMP1 経路は運動トレー
ニングによる肥満・2 型糖尿病の予防・改善の
ための新たなターゲットになり得ることが推
測された。今回の検討結果は、肥満・TRによ
る脂肪組織のリモデリングのメカニズム解明
に有用なエビデンスであり、今後更なる検討
が期待される。 
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