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研究成果の概要（和文）：本研究では、リポタンパク質リパーゼ（LPL）遺伝子を高発現させることで脂肪毒性
を抑制し、2型糖尿病に対する治療効果を検証した。マウスの肝臓において改良型アデノウイルスベクターを用
いてLPLを高発現させるとともに、高脂肪食を摂取させたところ、肝臓における脂肪滴の減少が観察された。ま
た、耐糖能の改善、空腹時血糖値・インスリン値の低下がみられ、さらに、肝臓における炎症が抑制された。し
たがって、LPLを肝臓特異的に高発現させる本遺伝子治療は、糖代謝異常を改善し、2型糖尿病や非アルコール性
脂肪性肝疾患などの生活習慣病の予防および治療に有用である可能性が見出された。

研究成果の概要（英文）：I investigated the association between lipoprotein lipase (LPL) 
overexpression in the liver of a mouse and the suppression of lipotoxicity, which has effects on 
type 2 diabetes mellitus (T2DM). Mice were transduced with an LPL-expressing Ad vector (Ad-LPL) and 
simultaneously fed with high-fat diet (HFD). The lipid-droplet formation in the liver decreased in 
the Ad-LPL-treated mice relative to that in the control mice. Glucose tolerance was significantly 
higher in the Ad-LPL-treated mice than in the control mice. Furthermore, fasting blood glucose, 
insulin concentrations, and the extent of hepatic inflammation were significantly lower in the 
Ad-LPL-treated mice than in the control mice. These results suggest that LPL overexpression in 
HFD-fed mice attenuates the accumulation of lipid droplets in the liver and improves glucose 
metabolism. This approach may be helpful in the development of new drugs for treating metabolic 
syndrome, including T2DM and non-alcoholic fatty liver disease.

研究分野： 遺伝子治療学

キーワード： 糖尿病　遺伝子治療　脂肪毒性　アデノウイルスベクター　脂質　生活習慣病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の2型糖尿病治療に対する遺伝子治療の試みとしては、インスリン分泌促進のために膵臓を標的としたもの
等が主に報告されてきた。一方で、脂質代謝に関連する遺伝子を用いて2型糖尿病の遺伝子治療を行った本研究
は、新しい試みであった。そして、本研究により、脂質代謝に関与する遺伝子LPLを用いてマウスに2型糖尿病に
対する遺伝子治療を行ったところ、糖代謝異常が改善し、2型糖尿病に対して治療効果が示された。以上より、
本研究は、2型糖尿病の新たな治療、医薬品開発、予防につながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 2 型糖尿病の治療には、インスリン分泌促進等による血糖降下薬とインスリン製剤が主に使
用されている。しかしながら、現在もなお 2 型糖尿病罹患者の QOL は罹患していない人に比べ
て低い傾向にあり、十分な治療効果が得られていないため、革新的な 2 型糖尿病治療薬の開発
が求められている。一方で近年、2 型糖尿病の発症および重篤化の要因として、脂肪毒性に大き
な注目が集まっている。脂肪毒性とは、脂質代謝異常や過剰な脂質の蓄積により、インスリン作
用およびインスリン分泌が障害されることであり、2 型糖尿病をはじめとして多くの慢性疾患と
の関連が注目されている。 
 生体内の余剰のエネルギーは、中性脂肪として脂肪組織に蓄えられるが、エネルギーが過剰な
状態が持続すると、脂肪組織のみでは対応できなくなり、肝臓や骨格筋などの非脂肪組織に蓄積
される。非脂肪組織に蓄積した脂肪を異所性脂肪といい、脂肪毒性が観察される患者では、異所
性脂肪が観察される。異所性脂肪が観察される代表的な臓器である肝臓は、普段より脂質代謝の
中心臓器でもあることから、肝臓は脂肪毒性による 2 型糖尿病治療の重要な標的臓器であると
考えられる。そこで本研究では、マウスの肝臓に脂質代謝に関与する遺伝子を高発現させること
で脂肪毒性を抑制し、2 型糖尿病への治療効果を試みることとした。遺伝子治療は、2012 年に欧
米で初めて家族性高コレステロール血症に対して販売承認され、2019 年には日本初の遺伝子治
療薬が販売承認されるなど、先進的な医療として期待されている。2 型糖尿病のように、慢性疾
患に対する遺伝子治療では、導入遺伝子を安全かつ高効率に長期間に渡り発現させる必要があ
る。研究代表者らは以前に、肝障害性が低く、搭載遺伝子を高効率に長期間、発現可能な改良型
アデノウイルス（Adenovirus; Ad）ベクターの開発に成功している（Shimizu et al., Mol. Ther. 
Methods Clin. Dev., 2014; Shimizu et al., J . Immunol., 2021）。   
本研究では、研究代表者が独自に見出した脂質代謝関連遺伝子を、研究代表者らが開発した改

良型 Ad ベクターに搭載することで、2 型糖尿病の遺伝子治療を試みた。 
 

 
２．研究の目的 
 本研究は、研究代表者らが開発した改良型 Ad ベクターを用いて、研究代表者が独自に着目し
た脂質代謝に関与する遺伝子を肝臓中に高発現させることで、マウスの 2 型糖尿病に対する遺
伝子治療の効果を検証することを目的とした。搭載する遺伝子の候補として、研究代表者は、リ
ポタンパク質リパーゼ（lipoprotein lipase; LPL）に着目した。LPL は、リポタンパク質代謝にお
いて中心的や役割を担う酵素のひとつである。LPL は、カイロミクロンや VLDL などに含まれ
るトリグリセリドを、遊離脂肪酸とグリセロールに分解する酵素であり、インスリン抵抗性の病
態下では、LPL の活性が低下することが知られている。そこで、LPL を研究代表者らが開発した
肝障害性が低く、長期にわたって発現が可能な改良型 Ad ベクター（Ad-E4-122aT）に搭載し、
肝臓において高発現させることができれば、肝臓におけるトリグリセリドが分解されることで
脂肪蓄積が抑制され、脂肪毒性の緩和につながり、2 型糖尿病などの治療および予防に効果を示
すと考えた。 
 本研究では、研究代表者らが開発した改良型 Ad ベクターに LPL 遺伝子を搭載した Ad ベクタ
ーを作製した。そして、作製した Ad ベクターをマウスに投与後し、2 型糖尿病に対する治療効
果を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）LPL を搭載した Ad ベクターの作製および発現確認 
 LPL を C57BL/6 マウスの cDNA を用いてクローニングし、LPL を搭載した Ad ベクタープラ
スミドを作製した（pAdHM4-E4-122aT-LPL）。LPL を改良型 Ad ベクターに搭載した Ad-LPL は、
pAdHM4-122aT-LPL を 293 細胞にトランスフェクション後、293 細胞に 3-4 次感染させることで
大量に調製した。その後、精製および透析を行ったものを本研究に使用した。 
作製した Ad-LPL が肝臓においてどの程度 LPL を発現可能か調べるため、C57BL/6 マウスに

Ad-LPL を尾静脈内投与し、2 週間後に肝臓を回収した。肝臓の RNA を抽出し、cDNA 合成を行
った後、LPL の発現量を定量的 RT-PCR を用いて測定した。コントロール Ad ベクターとして、
ホタルルシフェラーゼ遺伝子を搭載した Ad-Luc を用いた。 
 
（2）LPL 遺伝子を導入後のマウスにおける表現型の変化の解析 
 C57BL/6 マウスに Ad ベクター（Ad-LPL または Ad-Luc）を尾静脈内投与した。そして、C57BL/6
マウスに高脂肪食を摂取させ、2 型糖尿病の病態である糖代謝異常を誘導した。本研究では、以
下の①～④について検討した。 
①肝臓への脂肪蓄積 

Ad ベクター投与 2 週間後に肝臓を摘出し、パラフィン切片を作製後、ヘマトキシリン・エ



オジン染色を行った。また、同様に凍結切片も作製し、オイルレッド O 染色を行った。 
②血中の脂質の変動 

Ad ベクター投与 2 週間後に血清を回収し、血中トリグリセリド値および遊離脂肪酸値を測    
定した。 
③糖代謝 

Ad ベクター投与 1、2、4 週間後に糖負荷試験を行った。糖負荷試験は、試験開始 16 時間前
からマウスを絶食させた。そして、グルコース投与 0、30、60、120 分後に血糖値を測定した。   
また、空腹時血糖値および空腹時インスリン値を測定した。 

 ④肝臓における炎症の評価 
Ad ベクター投与 2 週間後に肝臓を回収し、定量的 RT-PCR を用いて、tumor necrosis factor-  

（TNF-）および monocyte chemoattractant protein-1（MCP-1）発現量を測定した。  
 
 
４．研究成果 
（1）LPL を搭載した Ad ベクターの作製および発現確認 
 作製した Ad-LPL を C57BL/6 マウスに投与し、2 週間後にマウスの肝臓を回収した。LPL の発
現量を調べるため、定量的 RT-PCR を行ったところ、Ad-LPL 群は、コントロール群（Ad-Luc 群）
よりも 2 倍高い LPL の発現を示した。したがって、作製した Ad-LPL は、マウス肝臓において
LPL を高発現可能であることが示された。なお、より長期間にわたって LPL をより高発現させ
る必要がある場合には、プロモーターや Ad ベクター投与量を変更することを考えている。 
 
（2）LPL 遺伝子を導入後のマウスにおける表現型の変化の解析 
 LPL をマウス肝臓中で高発現させることでマウスの表現型が変化するかを調べるため、
C57BL/6 マウスに Ad-LPL を尾静脈内投与し、高脂肪食を用いて飼育した。そして、以下の検討
を行った。 
 ①肝臓への脂肪蓄積 
 Ad ベクター投与 2 週間後に摘出した肝臓を用いて、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った
ところ、コントロール群では、肝臓組織中において脂肪滴が多数観察された。一方、Ad-LPL 群
の肝臓組織では、脂肪滴がほとんど観察されなかった。さらに、オイルレッド O 染色を行った
ところ、コントロール群では、脂肪滴が多数存在し、また大きさが大きいものも観察された。Ad-
LPL 群では、コントロール群よりも、脂肪滴は少なく、大きさも小さいものが観察された。以上
の結果より、LPL の高発現は、肝臓において脂肪蓄積を抑制することが示された。 
 ②血中の脂質の変動 
 Ad-LPL 投与 2 週間後の血中トリグリセリド値および遊離脂肪酸値は、コントロール群と同程
度であった。 
 ③糖代謝 
  耐糖能において変化があるか調べるため、Ad ベクター投与 1、2、4 週間後に糖負荷試験を行
った。その結果、どの週においても、コントロ―ル群と比較して、Ad-LPL 群では血糖値が有意
に低く、グルコース投与による血糖値の上昇が抑制されていた。以上の結果より、肝臓における
LPL の高発現は、耐糖能の改善に寄与することが示された。 
 また、Ad ベクター投与 2 週間後の空腹時血糖値およびインスリン値を測定したところ、Ad-
LPL 群はコントロール群よりも空腹時血糖値およびインスリン値が有意に低いことが示された。 
 さらに、Ad ベクター投与 1、4、12 週間後の空腹時血糖値を測定したところ、どの週において
も Ad-LPL 群はコントロール群よりも血糖値が有意に低いことが示された。以上の結果より、
Ad-LPL 群は空腹時血糖値および空腹時インスリン値がともに低かったことから、肝臓における
LPL の高発現は、インスリン抵抗性を改善し、糖代謝異常を改善することが示唆された。 
 ④肝臓における炎症の評価 
肝臓における炎症状態を調べるため、代表的な炎症性サイトカインである TNF-、マクロフ

ァージの浸潤に重要なケモカインである MCP-1 mRNA の肝臓における発現量を、定量的 RT-PCR
を用いて測定した。その結果、Ad-LPL 群の TNF-およびCP-1 の発現量は、コントロール群
よりも有意に低い値を示した。以上の結果より、肝臓における LPL の高発現は、肝臓中の炎症
を抑制することが示唆された。 

 
本研究では、脂肪毒性の抑制による 2 型糖尿病の遺伝子治療を開発するため、トリグリセリド

を脂肪酸とグリセロールに分解する酵素であるリポタンパク質リパーゼ「LPL」に注目した。そ
して、改良型アデノウイルスベクターを用いて、マウスの肝臓において LPL を高発現させると
ともに高脂肪食を摂取させたところ、肝臓における脂肪滴の減少が観察された。また、耐糖能の
改善、空腹時血糖値・インスリン値の低下がみられたことから、LPL の高発現によってインスリ
ン抵抗性が改善したことが示唆され、さらに、肝臓中における炎症が抑制された。したがって、
LPL を肝臓特異的に高発現させる本遺伝子治療は、糖代謝異常を改善し、2 型糖尿病や非アルコ
ール性脂肪性肝疾患などの生活習慣病の予防および治療に有用である可能性が見出された。 
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