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研究成果の概要（和文）： 

 メタボリックシンドロームの予防を目的とした、適正な脂質摂取を検討する基礎研究として、

脂肪細胞および骨格筋細胞における、脂肪酸の影響とその種類による違いを調べた。エイコサ

ペンタエン酸はマクロファージと相互作用することで脂肪細胞の炎症を悪化させないこと、さ

らに骨格筋細胞における脂肪酸の主要な役割は、炎症作用よりも主に細胞内カルシウムを中心

としたシグナル伝達に影響を与えることであることがわかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Effects of different kinds of fatty acid on adipocytes and skeletal myocytes were 
investigated to provide the basic information for fatty acid intake and prevention of 
metabolic syndrome. Eicosapentaenoic acid also induced inflammation in adipocytes 
but prevented from inflammation by interaction with macrophages. DNA microarray 
analysis of C2C12 myotubes suggested that the major role of the fatty acids was signal 
transduction via intracellular calcium.  
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１．研究開始当初の背景 

 肥満によって引き起こされる高血圧、脂質
異常症、耐糖能異常症を合併したメタボリッ
クシンドロームは、放置すると動脈硬化性の
虚血性心疾患や脳梗塞を引き起こすリスク
が高くなるため、近年特定保健健診や特定保
健指導が義務化されたことから、社会的な問
題となっている。メタボリックシンドローム
は肥満を基盤として発症するため、予防と治
療にはまず肥満を防ぐことが必要となる。生

活習慣の改善の中でも、食生活は今後ますま
す重要な課題となってくる。 

 食事の中でも脂質は高カロリーであるた
めに、肥満予防には嫌われがちであるが、脂
質は単にエネルギー源であるだけでなく、特
に種々の多価不飽和脂肪酸にはそれぞれに
特有な生理作用がある。また n-6 系のリノー
ル酸や n-3 系のリノレン酸を出発物質とする
多価不飽和脂肪酸は、生体内で合成すること
ができないため、食物から必ず摂取しなくて
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はならない必須脂肪酸である。脂質の摂取は
その量だけなく、飽和脂肪酸とモノエン酸、
多価不飽和脂肪酸の比率や、多価不飽和脂肪
酸の n-6/n-3 摂取比率も問題になってきた。
多価不飽和脂肪酸は、血中コレステロールや
中性脂肪を低下することが知られており、そ
のメカニズムについても、PUFA が転写因子
である sterol regulatory element binding 

protein (SREBP)を介して、コレステロール
や脂肪合成酵素の発現を抑制するメカニズ
ムが知られている。申請者もこれまでにヒト
肝由来 HepG2 細胞を使った DNA マイクロ
アレイによる網羅的解析を行い、同様な結果
を得ている。 

 一方で、脂肪細胞は従来のエネルギーを蓄
積する貯蔵細胞という概念から、種々の生理
活性物質を分泌する分泌細胞として認識さ
れるようになった。脂肪細胞が分泌するサイ
トカインにはインスリン感受性を悪化させ
る TNF-やレジスチン、血圧上昇に関わる
PAI-１や坑動脈硬化およびインスリン感受
性に関わるアディポネクチンなどがあり、こ
れらサイトカインの関与が肥満によるメタ
ボリックシンドロームの発症に影響すると
考えられている。 

 高血糖状態においては、血糖の 80%を処理
する骨格筋における代謝異常が重要である
が、飽和脂肪酸が骨格筋の炎症作用を起こし
たり、ある種の脂肪酸がインスリンのような
血糖を低下させる作用があることなどが報
告されている。また、肥満を呈しながらも脂
肪酸の質の違いによって、インスリン抵抗性
を示さないノックアウトマウスが示された
ことから、メタボリックシンドロームの発症
には、体内の脂肪の量だけでなく脂肪の質的
変化が重要であり、摂取する脂肪の質、すな
わちそれを決める脂肪酸の種類の重要性が
さらに増している。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、食事から摂取した脂肪酸の種類
による糖・脂質代謝への影響を、細胞レベル
で検討し、メタボリックシンドロームを予防
するための摂取脂肪の質改善を目的とし、主
に以下の 2 点について検討する。 

(1)脂肪細胞における多価不飽和脂肪酸によ
る炎症性サイトカイン mRNA 上昇の意義の
解明 

 申請者の科学研究費基盤研究（平成 18～19

年度）の結果、アラキドン酸だけでなく一般
に抗炎症作用をもつと考えられるエイコサ
ペンタエン酸（EPA）にも脂肪細胞において
は炎症惹起作用が認められた。脂肪組織の多
い肥満においては、このような多価不飽和脂
肪酸による炎症性サイトカインが上昇は悪
影響を与える可能性も考えられ、これがどの
ような生理的意義があるのかを検討する。 

 上昇したサイトカインの中に、マクロファ
ージの遊走・接着を促進する MCP1 が認めら
れたため、脂肪細胞とマクロファージとの相
互作用、およびそこに種々の脂肪酸がどのよ
うに関わるのかを調べる。また、これまでに
我々は脂肪細胞と多価不飽和脂肪酸しか検
討してこなかったが、脂肪細胞に炎症を誘導
することが多く報告されている、飽和脂肪酸
のパルミチン酸との比較検討も検討した。 

(2)耐糖能異常（インスリン抵抗性）に対する
種々の食事性脂肪酸の影響とその評価 

 ヒトの血糖値や血中グルコースの利用は、
肝臓、脂肪および筋肉での糖の取り込みや消
費と組織への蓄積のバランスによってきま
る。したがって、身体全体の耐糖能異常やイ
ンスリン抵抗性を評価するためには、各組織
における代謝や影響を個々に検討する必要
がある。 

 これまでに申請者は肝臓および脂肪組織
のモデル細胞を用いて、多価不飽和脂肪酸の
直接的な作用を DNA マイクロアレイによる
網羅的解析手法を用いて行い、多価不飽和脂
肪酸は肝臓ではコレステロールと脂肪合成
を抑制するが、脂肪細胞においては脂肪蓄積
や分解には影響を与えず、炎症作用を持つこ
とがわかった。そこで、インスリンの影響を
受けてグルコースを消費する最も重要な組
織である骨格筋のモデルとして、C2C12 細
胞を用いて、多価不飽和脂肪酸の DNA マイ
クロアレイによる網羅的解析を行うことで、
組織間での脂肪酸の影響の違いや、生体全体
に及ぼす影響を推察することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)培養細胞および培養方法 

 ヒト前駆脂肪細胞 SGBS 細胞は Ulm 大学
の M Wabitsch 博士より供与されたものを用
いた。基本培地で培養後、イソブチルキサン
チン、デキサメタゾンなどを含む分化誘導培
地で脂肪細胞に分化させ、さらに 14 日間培
養したものを実験に使用した。ヒト単球由来
THP-1 細胞およびマウス由来 C2C12 筋管細
胞 ATCC より購入した。 

 脂肪細胞とマクロファージの相互作用に
関する実験は図 1 に示す 3 種類の方法で評価
した。 

①dish に蒔いた脂肪細胞の培地に蛍光ラベ
ルした単球 THP-1 を加えて 45 分培養し、培
地とともに脂肪細胞に接着しなかった単球
を除いた後、細胞を溶解して蛍光強度を測定
し、接着した単球測定した。 

②THP-1細胞を PMA処理によりマクロファ
ージに分化させた。培地を換え、さらに 72

に時間培養した培地(conditioned medium, 

CM)を脂肪細胞に加えて培養し、脂肪細胞に
おける炎症性サイトカインの mRNA 発現量
を定量 RT-PCR 法で測定した。 



③脂肪細胞の培養ディッシュの上部に、
THP-1 マクロファージを蒔いたトランスウ
ェルを設置し、培地が共存する状態で培養し
た。培養後に脂肪細胞、THP-1 マクロファ
ージ両方の炎症性サイトカインの mRNA 発
現量を測定した。 

 これらの培養時に、BSA に溶解したアラキ
ドン酸、エイコサペンタエン酸を終濃度
100M になるように添加し、無添加のコント
ロールと比較した。 

 

 

     図 1 実験方法 

 

（2）DNA マイクロアレイ解析 

 C2C12 筋芽細胞を、10% FBS を含む
DMEM 培地でコンフルエントに達するまで
培養した後、培地を 2% horse serum を含む
DMEM 培地に変え、筋管細胞に分化誘導した。
筋管細胞に 100M のパルミチン酸 (PA)、パ
ルミトオレイン酸  (POA), オレイン酸 
(OA)、 リノール酸 (LA)、 EPA を添加し、
Total RNA を抽出した後、Agilent 社製の
DNA microarray による遺伝子発現解析を行
った。データの解析には Gene Spring 

GX11.0 (Agilent)などのソフトを用いた。 

（３）その他の分析 

 Akt と AMPK のリン酸化はそれぞれ抗体
を用いて Western Blot により検討した。ま
た骨格筋細胞における糖の取り込みは、
2-[3H] deoxyglugose を用いて調べた。細胞内
カ ル シ ウ ム 濃 度 は Calcium Kit-Fluo3 

(Dojindo)を用いて測定した。 

 

４．研究成果 
（１）脂肪細胞とマクロファージの相互作用
に及ぼすアラキドン酸（AA）と EPA の影響 
 前回の科学研究費による DNA マイクロア
レイの結果から、脂肪細胞においては、AA だ
けではなく EPA も、糖・脂質代謝関連酵素
への影響はなく、IL-6 などの炎症性サイトカ
インの発現を上昇させることがわかった。し
かし脂肪細胞における炎症性サイトカイン

の発現レベルはあまり大きくはないため、肥
満が進行した場合の脂肪の量的変化に応じ
た炎症の増加、あるいは、マクロファージな
どの他の細胞と脂肪細胞の相互作用につい
て検討した。 
 図 2 に示したように、培地のみのコントロ
ール(a)RPMI と比較して、マクロファージか
らの放出された種々のサイトカインを含む
conditioned medium (CM)を添加した時には、
単球の脂肪細胞への接着が増加した。CM の
代わりに AA を添加した(c)においても単球
の接着は増加したのに対し、同量の EPA を
添加した(d)では単球の接着が抑制されてい
ることがわかった。グラフは接着した単球の
蛍光強度を示している。これは脂肪細胞にお
いて AA 添加では MCP-1 の発現が上昇して
いた前研究の結果と一致する。MCP-1 の発
現の高い AA 添加時には、単球は脂肪細胞に
接着した後、マクロファージ化し、そこで炎
症作用に関与するものと考えられるが、EPA

では初期の接着を抑えることで、脂肪細胞と
マクロファージ間の相互作用による炎症の
悪化を抑制することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 単球の脂肪細胞に対する接着に及ぼす脂肪酸の影

響 

 
 次に脂肪細胞とマクロファージを共培養
した後、それぞれの細胞を採取して、脂肪細
胞における IL-6 および MCP-1、マクロファ
ージにおける TNF-の mRNA 発現量を調べ
た（図 3）。両細胞とも、脂肪細胞単独あるい
はマクロファージ単独の場合（Control）に
比べて、両者を共培養することで著しく炎症
性サイトカインの mRNA 発現が上昇した。

脂肪細胞

蛍光ラベルしたTHP-1 細胞

THP-1 macrophageSGBS成熟脂肪細胞

培養上清

① 単球の接着・遊走活性の測定

② マクロファージ培養液による炎症の誘導

③ マクロファージと脂肪細胞の共培養による両者の相互作用の検討



その時に OA 添加では、脂肪酸無添加のコン
トロールである BSA 添加と差が見られなか
ったが、AA では増加したのに対し、EPA で
は減少した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 ヒト脂肪細胞と THP-1 マクロファージの共培養時

の各細胞の炎症性サイトカインへ及ぼす脂肪酸の影響 

 
 前回の科学研究費による DNA マイクロア
レイ解析では、ヒト脂肪細胞単独において、
脂肪が大系的に炎症性サイトカインを誘導
することが示されたが、脂肪酸の種類による
差は顕著ではなかった。今回の結果から、細
胞間の相互作用は、添加される脂肪酸による
影響よりもはるかに大きく、さらにその相互
作用において、摂取した脂肪酸の種類による
差も顕著になることがわかった。人は通常の
食事において油脂から様々な種類の脂肪酸
を摂取するが、脂肪を多く蓄積している肥満
においては、脂肪酸自身が直接及ぼす影響は
それほど大きくなくても、マクロファージな
ど生体内における他の細胞との相互作用で
は、脂肪酸種による影響も考慮する必要が示
唆される。 
 
（２）C2C12 骨格筋細胞における種々の脂肪
酸の作用と DNA マイクロアレイ解析 
 申請者はこれまでに多価不飽和脂肪酸の
組織細胞への直接的な影響について DNA マ
イクロアレイを用いて検討してきた。メタボ
リックシンドロームに関連する組織の一つ
として、本研究では骨格筋細胞における脂肪
酸の包括的な影響を検討した。 
 C2C12 筋管細胞を各種脂肪酸で 24 時間処
理した後、DNA マイクロアレイ解析を行っ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 1 脂肪酸添加により発現の変化のあった遺伝子の数 

 

表 1 に PA、POA、OA、LA および EPA を添
加した時に発現変化が見られた数を示した。
OA 添加がもっとも遺伝子の変化が大きかっ
た。 
 得られたデータをパスウェイ解析したと
ころ（表 2）、POA と OA でカルシウムシグ
ナルパスウェイに関連が見られた。また他の
す べ て の 脂 肪 酸 も 含 め 、 neuroactive 

ligand-receptor interation に高い関連が見
られたが、メタボリックシンドロームやイン
スリン抵抗性に関与する筋管細胞における
炎症作用や糖・脂質代謝にはほとんど影響が
見られなかった（表 3-5）。飽和脂肪酸の PA

は C2C12 細胞で炎症作用を引き起こすこと
や、POA はインスリン様リポカインとして、
GLUT4 の細胞膜への移行を促進して糖の取
り込みを促進することなどが報告されてい
るが、今回の DNA マイクロアレイの結果か
らはそのような影響は認められなかった。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 2 パスウェイ解析の結果 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 3 炎症作用に関する遺伝子の変化 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 4 脂質代謝関連遺伝子の変化 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 5 糖代謝関連遺伝子の変化 

 
 以上のことから、骨格筋においては、肝細
胞や脂肪細胞とは異なり、脂肪酸は細胞に取
り込まれて遺伝子発現に影響を与えるとい
うより、より短時間におきる細胞膜表面から
のシグナル伝達による作用が主ではないか
と考えた。 
 そこでこれまでに報告されている脂肪酸
における骨格筋細胞に対する影響がこれら
のカルシウムシグナル伝達に関与している
のかどうかを調べることにした。筋管細胞は
図 4示すように、膜の脱分極あるいは細胞外
からの刺激により筋小胞体内のカルシウム
が細胞質に遊離することで、細胞内カルシウ
ムが上昇する。カルシウム依存性のプロテイ
ンキナーゼ等の活性化により AMPK が活性
化されると、GLUT4 の細胞膜への移行が促
進されて糖取り込みが改善する可能性があ
る。また AMPK のリン酸化により、PPAR

を活性化することで、そのターゲット遺伝子
である CPT1b の発現が上がれば、酸化を亢
進する可能性もある。これまでに報告されて
いる種々の脂肪酸による耐糖能改善効果と
カルシウムシグナルとの関連を検討するこ
ととした。 
 まず脂肪酸添加後120分までの細胞内カル
シウム量を経時的に測定した。脂肪酸を添加

すると細胞内カルシウムは 5 分後には上昇を
始め、10 分でピークとなり以後は減少した。
その中でも EPA はカルシウム濃度の上昇率
が最も大きかった。一方、POA はピーク時の
カルシウム濃度はインスリンやほかの脂肪
酸と同程度であったが、他とは異なり 30 分
以上たっても高いカルシウムレベルを保っ
ていた。 
 マイクロアレイ解析で脂肪酸による変動
の認められた、カルシウムシグナル関連タン
パク質である Ryanodin receptor 1 (RYR1)

の mRNA 発現量を定量 RT-PCR を用いて再
検討した。図 4 に示すように、RYR1 は筋小
胞体からカルシウムの遊離に関わる。RYR1

は POA、LA および EPA で無添加の場合に
比べて 1.5～2.5 倍の発現上昇が認められた
が、PA および OA では変わらなかった。ま
た、POA では PPARの mRNA が上昇した
が、そのターゲット遺伝子である CPT1b で
若干の上昇が見られたものの、その差は顕著
ではなかった。 
 各種脂肪酸添加時の骨格筋細胞へのグル
コース取り込みが増加するのかどうかを、ト
リチウムラベルした doxyglucose の取り込み
量で調べたところ、EPA 添加でインスリン刺
激と同程度までグルコースの取り込みが上
昇した。糖取り込みを増加させると報告され
ている POA も EPA ほどではないものの、糖
取り込み促進効果が見られたが、骨格筋細胞
におけるインスリンシグナルを調べるため
に akt のリン酸化を検討したところ、POA

で活性化傾向が見られたが、インスリン刺激
で 4.5 倍に対して POA では 2 倍程度であっ
た。一方、AMPK のリン酸化は POA がもっ
とも大きく、EPA も POA と同程度に活性化
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 筋管細胞におけるカルシウムシグナルの活性化 
 
 筋管細胞に添加した種々の脂肪酸がどの
ようにして細胞内カルシウムシグナル伝達
にかかわるのかは、本研究では明らかにでき
なかったが、脂肪酸やその代謝物が GPCR の
リガンドになることが報告されていること
から、この経路を介して細胞内カルシウム濃
度の上昇に関わる可能性や、より長時間の時
間単位での処理では筋小胞体のRYR1の発現
を上昇させる可能性も示された。EPA はイン
スリンと同様に、処理後数分単位でのカルシ



ウム上昇を介して、糖取り込みを促進するの
に対し、POA はそれと同様な作用に加え、
AMPK活性化剤である AICARのような長時
間のカルシウム濃度維持効果を伴っている
ことから、POA は EPA と作用メカニズムが
少し異なっているのかもしれない。また、イ
ンスリンシグナルである akt のリン酸化は、
EPA では認められなかったことなど、骨格筋
における脂肪酸の細胞内カルシウム濃度を
介したシグナル伝達作用について、再度詳細
に検討する必要があると思われる。また脂肪
細胞とマクロファージの共培養で、顕著に炎
症作用が増加したことからも、単一の細胞レ
ベルだけではなく、組織や細胞間の相互作用
が加わった時の、摂取脂肪の質、すなわち摂
取脂肪酸の違いによる影響についての研究
を進めていくことが重要である。 
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