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研究成果の概要（和文）：外科的侵襲によって誘導されるアポトーシスと小胞体ストレスの関連を解明すること
を目的とする．内臓脂肪型肥満マウスCLP後の生存率を観察し，①脂肪組織中のA1AT発現量との関連と②ラパマ
イシン投与による効果を解析した．①siRNA導入でA1ATを欠損した脂肪細胞株にタプシガルギンで小胞体ストレ
スを誘導した場合と，②タプシガルギン処置した後にラパマイシンで処置した場合で，炎症性サイトカインや
CHOP発現を測定した．脂肪細胞でのA1AT発現とラパマイシンによる小胞体ストレスの軽減は炎症の過剰反応を阻
止し，脂肪組織の機能破綻を改善した．

研究成果の概要（英文）：To elucidate the relationship between apoptosis induced by surgical stress 
and endoplasmic reticulum (ER) stress, we will examine (1) whether alpha-1 antitrypsin (A1AT) 
expression in adipocytes plays a role in regulating inflammation in adipocytes under endoplasmic 
reticulum stress and (2) whether rapamycin, which reduces endoplasmic reticulum stress, inhibits 
apoptosis induced by surgical stress. The survival rate after CLP in visceral obese mice was 
observed, and the relationship between (1) A1AT expression in adipose tissue and (2) the effect of 
rapamycin administration was analyzed. Inflammatory cytokines and CHOP expressions were measured in 
adipocytes lacking A1AT by siRNA transduction and ER stress induced by thapsigargin, and in 
adipocytes treated with thapsigargin followed by rapamycin. A1AT expression in adipocytes and 
reduction of ER stress by rapamycin prevented the overreaction of inflammation and improved the 
functional breakdown of adipose tissue.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
外科的侵襲によって誘導される細胞死に小胞体ストレスによるアポトーシスが関与していることが解明された．
内臓脂肪細胞にA1ATが発現し，過剰な炎症性アディポカイン産生を抑制していること，さらにA1ATは小胞体スト
レスストレス活性化に伴う脂肪組織の機能障害を防御していることが示された．またmTORシグナル経路の阻害が
小胞体ストレスを伴うアディポカイン産生異常を抑制するのであれば，小胞体ストレスの軽減は脂肪組織の機能
破綻や生存率を改善する可能性が考えられた．外科的侵襲と小胞体ストレスとの機構を考慮した手術侵襲後の合
併症・臓器障害の病態解明は外科学にとって極めて重要であると考えられる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

Metabolic syndrome では，M1（炎症性）M2（抗炎症性）マクロファージが脂肪組織に浸潤し，
脂肪細胞や他の免疫細胞とコミュニケートして炎症プロセスを制御している (Fig.1)．われわれ
は外科的侵襲後の生体防御反応においても脂肪組織が免疫細胞として重要な役割を担い，脂肪
組織へ浸潤した M1/M2 マクロファージと脂
肪細胞のクロストーク機構が細胞・臓器障害
の病態と密接に関連していること，細胞・臓
器障害の機序としてアポトーシスが一因で
あることを報告してきた．最近では，アポト
ーシスの原因として DNA 障害に加えて，細
胞内オルガネラであるミトコンドリア機能
障害や小胞体機能の破綻（小胞体ストレス）
が関与する経路が存在することが明らかと
なり，metabolic syndrome においてもその重
要性が認識され研究が進められている．また
酸化ストレスと小胞体ストレスの間にはク
ロストーク機構が存在すると報告されてい
る(Fig.2)． 
肥満に起因する小胞体ストレスあるいはミ

トコンドリアによる酸化ストレスは，脂肪組
織における低悪性度の慢性炎症の原因とな
る．肥満によるこれらのストレスは、脂肪組
織における低悪性度の慢性炎症の原因とな
り，糖尿病や脂質異常症などの代謝異常を引
き起こす可能性がある． 
外科的侵襲によって誘導される細胞死にも

ミトコンドリアによる酸化ストレスや小胞
体ストレスによるアポトーシス経路が関与
していることが推測される．また酸化ストレ
スと小胞体ストレスとのクロストーク機構
を解明し，これを考慮した手術侵襲後の合併
症・臓器障害の病態解明は外科学にとって極
めて重要であると考えられる． 
 
 
２．研究の目的 
 
外科的侵襲による脂肪・間質細胞の炎症反応において，小胞体ストレス応答反応や誘導性アポト
ーシス経路の関与を明らかにする． 
 
【脂肪組織における A1AT 発現と敗血症の関連】 
臓器保護作用を示す循環型セリンプロテアーゼインヒビターα-1 アンチトリプシン（A1AT）が

マウスの脂肪組織や脂肪細胞に高発現していることから，小胞体ストレス下の脂肪細胞におけ
る A1AT の発現が，脂肪細胞のホメオスタシスと炎症の制御に果たす役割を盲腸結紮穿刺術
（CLP）施行した敗血症モデル動物とヒト脂肪細胞を用いて明らかにする． 

 
【小胞体ストレス誘発後の脂肪細胞機能に及ぼすラパマイシンの作用】 

mTORC1 阻害薬であるラパマイシンは，小胞体ストレスを軽減し，オートファジーを促して
小胞体ストレス誘導性のアポトーシスを抑制することが報告されている．内臓脂肪型肥満マウ
スの CLP を施行した敗血症モデルでの内臓脂肪の小胞体ストレスとラパマイシンの影響を検討
し，さらに薬剤性に小胞体ストレスを負荷し，マクロファージと共培養した脂肪細胞の機能変化
とラパマイシン投与の影響を明らかにする． 
 
 
３．研究の方法 
 
【脂肪組織における A1AT 発現と敗血症の関連】 



内臓脂肪型肥満（TSOD）マウスとその対照動物 (TSNO) における CLP 後の生存率を比較し，
脂肪組織中の A1AT 発現を解析する．in 
vitro 敗血症モデルとして A1AT siRNA で導
入し A1AT を欠損した培養ヒト脂肪前駆細
胞株 SW872 培養系に化学的に小胞体スト
レス惹起因子タプシガルギンを用いて小
胞体ストレスを誘導し，アディポカイン発
現を qRT-PCR 法，メディウム中 IL-6 レベ
ルは ELISA にて定量する． 
 
【小胞体ストレス誘発後の脂肪細胞機能に及ぼすラパマイシンの作用】 

TSOD マウスと TSNO マウスまた他の非肥満マウス系統（IVCS 系と ddy 系）における CLP 後
の生存率を比較した．マウスは、sham, CLP, CLP にラパマイシン 1mg/kg を腹腔内投与した 3 群
を作成し，術後 24 時間に腹腔内脂肪組織を採取．溶解し抽出したタンパク質で核内蛋白の CHOP
と小胞体内蛋白の GRP78 をウエスタンブロットで解析し，脂肪組織のパラフィン切片を作成し、
TUNEL 法でアポトーシス細胞の検出する． 
タプシガルギン 100ｎM 処置したヒト脂肪前駆細胞 SW872 と分化誘導させた組織球性リンパ

腫細胞株 U937 を Cell ratio が 5：
1 になるように共培養させ，1 時
間後にラパマイシン 20nM で処
置．さらに LPS またはタプシガ
ルギンで処理し，48 時間培養．
回収した脂肪細胞から IL-6 
mRNA 量 を qRT-PCR ，
GRP78/Bip と CHOP 蛋白量をウ
エスタンブロットで解析する． 
 
 
４．研究成果 
 
【脂肪組織における A1AT 発現と敗血症の関連】 
 

TSOD マウスは CLP 後 2 日にて全例が死亡し，敗血症誘発による TSOD マウスの死亡率が
TSNO，ddy 系マウスと比較して高かった（Fig.3）．小胞体ストレスマーカーである CCAAT-
Enhancer-Binding protein homologous protein
（CHOP）は，TSNO では CLP で増加し，TSOD
では sham 群でも CHOP 発現が認められ，内臓
脂肪型肥満マウスで小胞体ストレスが強く誘導
されていた．敗血症誘起マウスの脂肪組織内
A1AT 発現量は，TSOD マウスでは著しく低下し
ていたが，肝臓と比べ高値であった．CLP 群は
Sham 群と比較して低下していた． 
脂肪細胞培養系における IL-6 発現並びに分泌

量は小胞体ストレス惹起因子タプシガルギン処
置で促進され，この上昇は A1AT 処置により抑
制された．Control siRNA あるいは A1AT siRNA
（20 pmol）で導入した分化した脂肪細胞で，小胞体ストレスマーカーの CHOP は，タプシガル
ギン（100mM）によって誘導されたが，A1AT を欠損した脂肪細胞では，CHOP の誘導が低下し
た．タプシガルギン処置により A1AT 発現は上昇した（Fig.4）．タプシガルギンは，脂肪細胞の
構成的 IL-1β, IL-6, IL-8 発現量を著しく上昇させた．このタプシガルギンによるこれらの上昇は
A1AT ノックダウンにより増強され，また TNFα誘導性の炎症性サイトカイン遺伝子の発現量も
増加させた（Fig.5）． 
以上の結果から，内臓脂肪細胞において A1AT が発現し，過剰な炎症性アディポカイン産生を

抑制していること，さらに A1AT は小胞体ストレスストレス活性化に伴う脂肪組織の機能障害
を防御していることが示唆された． 



 
 
 
 
 
【小胞体ストレス誘発後の脂肪細胞機能に及ぼすラパマイシンの作用】 

TSOD は，CLP 後 2 日目に全例が死亡したのに対し，
TSNO は 1 週間以上生存した．IVCS 系と ddy 系の 7 日
目の生存率は，それぞれ 25, 30%であった（Fig.6）．ま
た，TSOD への術後のラパマイシン投与による生存率
の改善効果はなかった.  
小胞体ストレス応答因子の発現レベルは，TSNO より

TSOD で高かった．小胞体分子シャペロン GRP78/Bip
の発現は，CLP により低下し，ラパマイシン投与で回
復したが， CHOP 蛋白量に変化はなかった． 

TSOD の CLP 後に脂肪組織中で TUNEL 陽性のアポ
トーシス細胞が出現したが，ラパマイシン投与により
減少する傾向がみられた（Fig.7）． 
培養脂肪細胞における小胞体スト

レス負荷時のアディポカインの変化
とラパマイシンの効果：アディポカ
インである IL-6 の mRNA 発現は，タ
プシガルギン処置により有意に促進
され，ラパマイシン処理により抑制
される傾向にあった．LPS またはタ
プシガルギンとラパマイシンを処置
した脂肪細胞にける小胞体ストレス
因子による ER ストレス応答因子量の変化：タプシガルギン処置は，小胞体分子シャペロン
GRP78/Bip 量を低下させたが，CHOP 蛋白量を増加させた．この CHOP の増加はラパマイシン処
置により抑制された（Fig.8）．内在性 ER ストレス因子として用いた HMGB1/パルミチン酸蛋白
量は，ラパマイシン処置による有意な変化はなかった． 
以上の結果から，内臓脂肪型肥満では

CLP 後に死亡に至る数が、健常動物と比
べて有意に高いことが判明した. CLP に
より脂肪細胞において小胞体ストレスが
かかり、GRP78/Bip が消費されること，
また脂肪組織中のアポトーシス細胞はラ
パマイシン投与により減少することか
ら，mTOR の阻害は一部、小胞体ストレ
スを軽減したと考えられるが、その効果は生存率改善にまでには至らなかった．タプシガルギン
処置した培養脂肪細胞では，IL-6 の mRNA 量および CHOP 蛋白量が上昇し，ラパマイシンで抑
制された．ラパマイシンは，小胞体ストレスの軽減とアディポカイン発現を制御し，脂肪組織の
機能破綻を改善する可能性が示唆された． 
 
今後の展望および課題：in vivo での mTOR シグナルの阻害によるアディポカイン発現・産生の
変化については検討しなければならないが，もし mTOR シグナル経路の阻害が小胞体ストレス
を伴うアディポカイン産生異常を抑制するのであれば，小胞体ストレスの軽減は脂肪組織の機
能破綻や生存率を改善する可能性が示唆された． 

PPAR-γアゴニスト投与による脂肪細胞・マクロファージ機能の変化と小胞体・ミトコンドリ
アによる酸化ストレス誘導性アポトーシスとの関連は，十分な結果が得られていないため遅れ
ているが，これらの機序の解明も重要である． 
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