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研究成果の概要（和文）：酢酸刺激により白色脂肪組織（WAT）は褐色細胞に類似した形質を獲得（ブラウニン
グ）しうるが、不完全なブラウニングに留まる。TNFα-converting enzyme（TACE）活性がブラウニングに影響
するかは不明である。高脂肪食負荷により軽微な肥満を誘導したC57BL6マウス及び初代培養マクロファージを用
い、酢酸及びTACE阻害薬のTNFα、TACE、iNOSの発現やブラウニングへの影響を検討した。マウスWAT及びマクロ
ファージにおいてTACE阻害薬はブラウニングを弱く誘導するとともにTNFα、TACE及びiNOSの発現を抑制、TACE
活性を低下させうる。

研究成果の概要（英文）：Acetate induces browning in WAT of obese mice but its effect is small. It 
has not been investigated whether TNFα-converting enzyme (TACE) could affect to the browning of 
visceral white adipose tissue (WAT) in obese mice given a high-fat diet (HFD) and enhance the 
acetate-induced browning of WAT. Feeding of a HFD induced obesity in C57BL6 mice and increased the 
expression of TNFα, TACE and inducible NO synthase (iNOS) in WAT. Acetate and TACE inhibitors could
 induce browning in the mice fed with HFD. We observed the additional effect of acetate and the 
inhibitor on browning. TNFα, TACE and iNOS expressed at the higher level in stromal vascular 
fraction that in adipocyte fraction, especially in macrophages. An iNOS inhibitor, 1400W, could 
suppress the expression and activity of TACE in WAT of mice fed HFD and in macrophages derived from 
bone marrow. These results may indicate that inflammatory signal via TNF receptor-iNOS in WAT of 
obese mice triggers the induction of TACE in WAT.

研究分野： 糖尿病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
内臓脂肪組織におけるTACEの発現や活性がTNFα→TNFα受容体→JNK活性化→iNOS誘導により促進されること、
肥満で活性化した同経路を阻害することでWATブラウニングが促進できるかも知れないという実験結果は、国内
外を通じ未報告であり、当該分野におけるインパクトは大きい。酢酸によるブラウニング刺激効果がiNOS阻害や
TACEの阻害によって導けることも報告されていない。様々な抗炎症作用を示す薬剤がiNOS抑制を介したTACE活性
抑制を実現できる可能性があり、本研究が提唱したストラテジーは大きな広がりが期待できる。臨床応用を勘案
した基礎データの蓄積が必要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 白色脂肪組織（white adipose tissue; WAT）において寒冷被爆等の刺激が褐色化（ブラウニン
グ；Browning）を誘導、ベージュ脂肪細胞へと変化させることが明らかとなっている。ベージュ脂
肪細胞は褐色脂肪細胞同様に熱産生を介しエネルギーを消費することに長けた細胞であり、ブラウニ
ング誘導の肥満治療への応用が期待されている（Nat Med. 19: 1252-, 2013）。  
 一方、消化管内微生物は食物繊維の分解過程（発酵）における短鎖脂肪酸（short-chain fatty 
acids; SCFA）の産生を介し宿主のエネルギー代謝に影響を及ぼしている。食酢の主成分である酢酸
は、消化管内微生物により産生される主要なSCFA であり、内臓脂肪の減少や体重の減少、耐糖能の
改善等の効果が報告されている。酢酸による抗肥満・抗糖尿病作用の機序として、肝臓の AMP
キナーゼ（AMP-activated protein kinase; AMPK）活性化や摂食中枢における食欲抑制等が報告
されているものの、コンセンサスが得られているとは言い難く、不明な点が多く存在する。SCFAはG蛋
白質共役受容体（GPR41及びGPR43）に結合、細胞内シグナルを発生させる。GPR43 は腸管や脂肪
組織、免疫細胞に多く発現しているが、腸管におけるGLP-1分泌促進（Diabetes 61: 364-, 2012）、脂
肪組織での脂肪蓄積の抑制等の作用を有することが示された（Nat Commun. 4: 1829-, 2013）。 
 申請者らは、遺伝性および食事誘導性肥満動物の内臓WAT において TNF発現およびTACE の
発現と活性が増加すること、食事制限による減量にてこれらが解除されることを示し、さらに
TNFが TNF受容体を介し JNK1 経路を活性化して TACE 活性を上昇させること、TACE 誘導
に JNK のみならず PKC も関与することを明らかとした（川崎修二、他．2012 年度日本糖尿病学
会若手研究奨励賞、2012 年度日本体質医学会若手研究奨励賞を受賞。Biochem Biophys Res 
Commun. 430:1189-, 2013）。また、酢酸の経口投与にて肥満糖尿病動物KK-Ay マウスの内臓WAT
にブラウニング刺激が誘導されることを報告（J  Clin Biochem Nutr. 59: 207-214, 2016.）、受容体
刺激などの既存のブラウニング刺激と比較して酢酸によるブラウニングは不完全で軽微であるこ
とを知りえていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、TNFα-converting enzyme（TACE；TNFα変換酵素）によるWATのブラウニング
への影響を明らかとすることを目指すものである。すなわち、TACE活性の亢進がWATのブラ
ウニング抑制を、一方TACE活性の抑制がWATのブラウニングを促進するという仮説を、動物
実験および細胞実験により検討することである。さらに、申請者らが明らかとした肥満糖尿病動
物における「酢酸による内臓脂肪組織（visceral WAT; VAT）の不完全なブラウニング誘導」を、
SCFA刺激とTACE活性抑制の同時達成することで完全なるVATのブラウニング誘導が生じる
のかを証明することを目指した。解明した分子機序を、ヒトにおける肥満および肥満関連代謝異
常の予防や治療に応用する基礎研究的基盤形成を目指すものである。 
 具体的には、研究開始時点で未だ明らかとされていなかった以下の(i)〜(v)を実験により検討
する。(i)肥満で誘導されるTNFやTACEの発現が脂肪細胞に局在するのか、あるいはマクロフ
ァージ等の炎症細胞に局在するのかを決定、(ii) 肥満動物レベルで、TACE活性亢進がWATの
ブラウニングを阻害すること、逆にTACE活性の抑制がブラウニングを促進することを明らか
とし、次に(iii) 細胞レベルで、TACE活性亢進がWATのブラウニングを阻害すること、逆に
TACE活性の抑制がブラウニングを促進することを明らかとする。(iv) TACE活性抑制を達成し
た条件下に、肥満動物へ酢酸を経口投与すると WATのブラウニングが亢進すること、これを
介してエネルギー代謝および糖・脂質代謝が改善することを検討する。さらに、(v) TNF受容
体シグナルのどの経路がブラウニング阻害に寄与しているのか検討、当該経路を特異的に阻害
することでブラウニング促進によるエネルギー代謝および糖・脂質代謝改善が得られるか検討
することを目指した。 
 
３．研究の方法 
①肥満糖尿病動物KK-Ayマウス由来のWATを、コラゲナーゼ処理後にフィルター処理、遠心分
離を行うことで前駆脂肪細胞、血管構成細胞、マクロファージ等から構成される間質細胞画分
（stromal vascular fraction; SV画分）と成熟脂肪細胞画分とに分離、得られたそれぞれの分画
におけるブラウニング関連分子、TACEおよびTNFαのmRNA発現を定量的real-time RT-PCR
解析にて、蛋白発現をウエスタンブロット解析にて、TACE活性を活性測定キットにて測定した。
さらに、KK-Ayマウスにinducible NO synthase; iNOS特異的阻害薬1400Wを1週間投与し、
TACE、TNFα、iNOSの分子発現を定量した。 
②高脂肪食負荷C57BL/6マウス由来のWATにおけるTNFαとTACEの分子発現を、①同様の方法
を用いて解析した。 
③動物レベルでのTACE活性化状態のブラウニングへの影響を検討するため、酢酸の経口投与の
存在下・非存在下に、TACE発現阻害薬として1400Wを高脂肪食負荷C57BL/6マウスおよびコ
ントロール食負荷マウスに投与、WATを含む各種臓器を凍結保存した。WATにおけるTACE、
TNFα、iNOSの分子発現を定量、またTACE活性を定量した。さらに、ブラウニング関連分子
の発現を検討した。 



④C57BL/6マウスのWAT由来のSV画分から前駆脂肪細胞を酢酸あるいは1400Wの投与下に成
熟脂肪細胞に分化誘導し、ブラウニング関連分子発現を検討した。 
⑤GPR43 shRNAを初代培養脂肪細胞に導入、酢酸あるいは1400W によるブラウニング誘導へ
の影響を検討した。 
⑥高脂肪食負荷マウスのWATのSV画分からマクロファージを単離、TACE、TNFα、iNOS等の
発現を検討した。マウス骨髄由来マクロファージを酢酸あるいは1400W存在下に前処置、TNFα
によるTACE活性化が影響されるか検討した。酢酸のマクロファージ増殖への影響を検討した。 
 
４．研究成果 
①肥満糖尿病動物KK-Ayマウス由来のWATでは、SV画分と成熟脂肪細胞画分の両方にTACEと
TNFαの両分子のmRNA発現、蛋白発現を確認した。両分子の発現は、脂肪細胞画分に比べSV
画分での発現がより高いことが明らかとなった。TACE活性についてもSV画分において有意に
高い活性を示した。一方、最も重要なブラウニング関連分子であるUCP-1のmRNAおよび蛋白
発現は、脂肪細胞画分において高く、SV画分における発現は著しく低かった。iNOS阻害薬は
KK-AyマウスWATにおけるTACE、TNFα、iNOSの分子発現を有意に低下させた。 
②高脂肪食負荷C57BL/6マウス由来のWATでも、TNFαとTACEの発現は上記①同様に両分子が
脂肪細胞画分とSV画分の両画分に存在しており、SV画分により高く発現していた。高脂肪食に
よる内臓脂肪蓄積に伴い両分子の発現は上昇（いずれも16週＞8週＞4週で高発現）したが、16
週以降は両分子発現の上昇はプラトーに達することが示唆された。 
③酢酸投を与したマウスのWATでは、非投与マウスのWATと比較して、TACE、TNFαおよび
iNOSのmRNA発現が低い傾向を示した。ブラウニング関連分子UCP-1、PRDM16、PGC-1等
のmRNA発現が上昇した。一方、1400Wを投与したウス由来のWATでは、非投与マウスのWAT
と比較してTACE、TNFαおよびiNOSのmRNAおよび蛋白発現が有意に低下した。同様にTACE
活性も低下、ブラウニング関連分子のUCP-1、PRDM16、PGC-1等のmRNA発現も上昇した。
酢酸および1400Wの両方を投与したマウスでは、弱いながらも相加的なブラウニング増強効果
が認められた。 
④マウス初代培養前駆脂肪細胞を用いた実験系において、酢酸はブラウニング関連分子の発現を
増強したが、1400W添加で影響は認めなかった。同時添加による作用増強も認めなかった。 
⑤GPR43 shRNAの脂肪細胞への導入は、酢酸によるブラウニング関連分子の発現増強を有意に
低下させた。1400W投与の系への影響は認めなかった。 
⑥高脂肪食負荷マウス由来マクロファージにおけるTACE、TNFα、iNOSのmRNA発現はコン
トロール食負荷マウスに比べ上昇していた。さらに、マウス骨髄由来マクロファージにおいて
1400W前処置にてTNFαによるTACE活性化が抑制された。TNFαによりTACEおよびiNOS発現
が上昇した。1400W共培養にて、TNFαによるTACEおよびiNOS発現増強は阻害された。酢酸
の添加はマクロファージ増殖を抑制した。 
 
 以上の検討により、(i)内臓脂肪蓄積や肥満で誘導されるTNFやTACEの発現は脂肪細胞よりマ
クロファージに高度に誘導され、(ii)動物レベルで、高脂肪食誘導肥満によるTACE活性亢進がWAT
のブラウニングを阻害、一方1400WによるTACE活性抑制がブラウニングを促進する可能性を示し
えた。さらに、(iii) 細胞レベルで、TACE活性亢進がWATのブラウニングに抑制的に作用し、逆に
TACE活性抑制がブラウニングを促進する可能性を示しえた。(iv) TACE活性抑制を達成した条件下
に、動物へ酢酸を経口投与するとWATのブラウニングが増強することが判明した。加えて、(v) TNF
受容体シグナルのJNK-iNOS経路の活性化がブラウニング阻害に作用しているが、iNOS特異的阻害
薬1400Wの投与は動物レベル、細胞レベルでブラウニング促進的に作用しうる可能性が示された。  
 内臓脂肪組織TACEの発現や活性がTNF→TNF受容体→JNK活性化→iNOS誘導により促進さ
れること、肥満で活性化している同経路を阻害することでWATブラウニングが促進できるかも知れ
ないという実験結果は、これまでの国内外の報告では未報告であり、当該分野におけるインパクト
は大きいと考えられる。酢酸による効果がGRP43を介した効果であるのか、1400Wの効果がiNOS
発現を介したものであるかを、発生学的・分子生物学的アプローチで確認する必要がある。また、
酢酸とTACE阻害を同時達成することでブラウニング促進が起こり、エネルギー代謝および糖・脂
質代謝の改善が得られるかの検討を行う必要がある。 
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