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研究成果の概要（和文）： 

 肥満とは脂肪組織の肥大化であるが、肥満による低酸素ストレスが脂肪細胞の機能に与える影

響ついては不明な点が多い。本研究では低酸素ストレスによって脂肪細胞や前駆脂肪細胞からは

血管新生誘導分子の産生が誘導される、脂質の蓄積が亢進することを明らかとした。さらに低酸

素ストレスの応答抑制にAkt経路の抑制が有用であることが示唆した。低酸素ストレスによって

脂肪細胞には様々な表現系が生じるため、低酸素ストレス応答シグナルの意義の解明は肥満や生

活習慣病予防に有用な分子標的の発見に繋がる事が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Although obesity is characterized as enlargement of adipose tissue, effect of hypoxic 

stress induced by obesity on the function of adipocyte is still unknown. Here, we revealed 

that hypoxic stress stimulated the production of angiogenic factors and inflammatory 

cytokines accompanied with acceleration of lipid accumulation. In addition, as a result of 

signaling pathway analysis, hypoxic stress evoked activation of akt pathway. Taken 

together, as hypoxic stress evokes variety of phenotype in adipocytes, elucidation of hypoxia 

responsive signaling pathways which are responsible for induction of angiogenesis, 

inflammation would be helpful for the discovery of novel target for the prevention of obesity 

related diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
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シンドロームという言葉が市民権を得てい
る。厚生労働省の平成 20年度調査によると、
日本の死因の第 1位は癌であり、第 2位に心
疾患、第 3位に脳血管疾患となっている。こ
の心疾患と脳血管疾患の割合を合計すると、
第 1位の癌に匹敵する。この二つの病気はど
ちらも肥満に大きく関わるいわゆる生活習
慣病である。このような背景を受け、肥満人
口の増加は近年歯止めがかかりつつあるが、
依然日本人の健康を脅かす喫緊の解決課題
であると言える。 
 肥満はそもそもなぜ疾病につながるのだ
ろうか？肥満は脂肪組織の肥大化と定義す
ることができるが、正常なその他の組織では
大きさが頻繁に変化することはあまり観察
されない。一方で、がん組織は組織が肥大す
る典型である。がん組織では組織が肥大化す
るに伴って、近傍血管からの酸素供給が不足
するという現象が起こる。言うまでもなく、
酸素は細胞にとって生命活動維持に必須で
あり、酸素不足はがん細胞にとっても致命的
になることが想定される。このため、細胞が
低酸素に置かれている状態を『低酸素ストレ
ス』とも呼ばれる。しかしながら、実際生体
内ではがん細胞は無秩序に増殖を続け、組織
を肥大化させる。その大きな理由としてがん
細胞が低酸素に対して適応する能力を有し
ているためである。低酸素ストレスに適応す
る た め の 細 胞 内 の 鍵 分 子 は hypoxia 
inducible factor (HIF)-1 と呼ばれる転写
因子であり、HIF-1 は血管新生、細胞周期停
止、造血、解凍系活性化などに関わる遺伝子
の発現誘導を介して、多様な低酸素ストレス
回避経路の活性化において中心的な役割を
担う。このため、HIF-1 を中心とした低酸素
ストレス回避応答を抑制することががん治
療の新たな標的となっている。 
 このように、がん細胞においては多くの低
酸素ストレスに関する知見が得られている
が、脂肪組織における低酸素ストレスはこれ
までほとんど明らかとされていない。 
 

２．研究の目的 

 そこで本研究では脂肪組織を構成する細
胞に低酸素ストレスを与えた際にこれらの
細胞がどのような応答をするのかを検証す
ることを第１の目標とした。すでに背景の部
分でも述べたが、がん細胞においては低酸素
ストレスを巧みに回避することで組織をさ
らに増大させる仕組みが備わっているため、
脂肪組織を構成する細胞が何らかの低酸素
ストレス応答をするならば、その現象を抑制
することが肥満あるいは肥満に伴う疾病の
予防につながると考えられる。さらに、その
ような低酸素ストレス応答の詳細なシグナ
ル伝達を明らかとすることによって具体的
な分子標的が明らかになると考えた。 

 

３．研究の方法 

 

①【脂肪細胞の培養、分化条件】 

 3T3-L1 細胞を前駆脂肪細胞として用い、
日常の継代においては 10%仔ウシ血清 (CS) 
含有 DMEM 培地（継代用培地）を用い、週に
2-3 回の継代を行った。分化誘導培地には継
代用培地に Insulin 10 mg/L、Dexamethazone 
0.25 µM、3-isobtyl-1-methylxantine 0.5 mM
となるように加えた。成熟培地には Insulin
を 10 mg/L となるように添加した。 
 分化誘導時には 3T3-L1 細胞を 24 well 接
着プレートに 2.0x10⁴ cells/well の密度で
播種し、全量 500 µl となるように継代用培
地を加え、48 時間前培養した。その後、新し
い継代用培地に交換し、低酸素培養区は 24
時間、48 時間低酸素培養条件において培養し
た。また Control として、通常培養条件にお
いて 24 時間，48 時間培養したものを通常培
養区とした。低酸素培養においてはインキュ
ベータ―内に窒素発生装置により精製され
た窒素をフラッシュすることで 1%O2 環境を
維持した。また、低酸素培養では培地を培養
開始より 24 時間以上前から低酸素環境で馴
化した。 
②【オイルレッド O による脂肪染色およびト
リグリセリドの定量】 

24well プレートで分化させた細胞を、PBS
で 3 回洗浄し、3.7％ホルマリンをプレート
に 300μl 加え、細胞を固定した。各ウェル
にオイルレッド O 液を分注し、室温で 15 分
間放置した。各ウェルを蒸留水で 2回洗浄し、
すすぎ水が完全に透明であることを確認す
る。各ウェルにつき 200μl のイソプロパノ
ールを加えて色素を溶出した。溶出液を
540nm の波長を用いてプレートリーダーで測
定した。 

トリグリセリドの測定においては培養終
了後、培地を吸引し、PBS で洗浄し吸引した。
300 µl の PBS を加え、ハンディーソニケータ
ーで細胞をプレートから剥がした。1.5 ml エ
ッペンドルチューブに回収し、TG 蓄積量をト
リグリセライド E-テストで測定した。 
③【培養上清中のタンパク解析】 
 培養終了後に培養上清を回収し、300g で 5
分間遠心した。その後上清を DuoSet Mouse 
VEGF ELISA kit （R&D Systems） で測定し
た。また、分泌タンパクの網羅的解析のため、
Raybio 社製のサイトカインアレイを用いて
培養上清中のタンパクの検出を行った。 
④【ウエスタンブロットによるシグナル伝達
分子の解析】 

 3T3-L1 細胞を 2.0x10⁴ cells/cm²となるよ

うに播種し、分化・成熟させた。低酸素処理

後細胞表面を軽く洗い、細胞溶解 buffer で

細胞溶解後した。15000 x g、20 分間遠心分



 

 

離後、上清を別のエッペンに回収し、Sample 

buffer と混合して、100 ºC,5 分間煮沸し変

性させた。タンパク質濃度の定量後電気泳動

サンプルとした。タンパク定量結果に基づい

てサンプルを SDS-PAGE に供した。泳動後、

タンパク質を PVDF 膜に転写させた。3 %BSA

で 37ºC、1 時間のブロッキングし。Can Get 

Signal Solution 1 で一次抗体を希釈し、Can 

Get Signal Solution 2 で HRP 標識二次抗体

希釈し、順次反応させた。最後に ECL prime

溶液によるバンドの検出を行った。 

 
４．研究成果 
 3T3-L1 細胞を脂肪細胞へ分化誘導後、成熟
培地に変換し、その後 24 および 48 時間低酸
素および通常酸素で培養を行い培養上清中
の VEGF レベルと、トリグリセリドの蓄積量
を解析した。その結果、図１に示す通り時間
依存的に細胞内トリグリセリドレベルおよ
び VEGF 蓄積量は増加したが、低酸素下では
さらにこれらの傾向が顕著に認められた。24, 
48 時間いずれの処理においても有意差を認
めた。 

 
 次にこのような低酸素における VEGF 産生
亢進やトリグリセリドの蓄積亢進がどのよ
うなシグナル伝達によるものか検討するた
め akt/PKB 阻害剤である wortmannin の添加
試験を実施した。図２に示す通り Wormannin
は 1000 nM において有意にこれらの低酸素応
答をした。このため、akt/PKB 経路の活性化
が VEGF 産生亢進および細胞内トリグリセリ
ドの蓄積亢進に関与していると考え、本経路
の阻害作用の報告されている食品成分とし
て genistein, curcumin, tocopherol, 
alpha-liloic acid の作用を評価したが、こ
れらの成分は細胞毒性の認められない濃度
域においては VEGF 産生およびトリグリセリ
ド蓄積には影響を与えなかった。 

 
 
 
 
 

 
 
 
次に低酸素ストレスでのサイトカイン産生
におよぼす影響を網羅的に解析するため、低

酸素ストレス下および通常酸素下で培養し
た 3T3-L1 前駆脂肪細胞の培養上清を解析し
た。図３に示す通り前駆脂肪細胞においても
VEGF 産生が亢進しており、単球走化性因子で
ある MCP-1 の産生が亢進していた。 

 ここまでの成果を整理すると、低酸素スト
レス下では脂肪細胞、前駆脂肪細胞は血管新
生誘導、炎症反応の惹起、脂肪蓄積の亢進に
繋がる事を示唆しており、低酸素ストレスは
肥満や肥満関連疾患の増悪因子であること
が示唆された。 
 次に図１、２では低酸素ストレスにおける
Akt/PKB 経路の関与を示唆したが、低酸素下
処理が Aktリン酸化に与える影響を検討した。 
3 時間以内の短時間においては低酸素ストレ
スの影響は認められず、12, 24, 36 時間処理
によって、低酸素下でリン酸化 Akt のレベル
がわずかに亢進することが示された(図４)。
図２に示す通り、Akt 阻害により VEGF および
トリグリセリドレベルは低下しているが、そ
の程度強くなく、低酸素ストレス下のでこれ
らの因子の制御に Akt/PKB 経路は部分的に関
与することが示唆された。 

 次に、Erk 経路の関与を検討したところ、
低酸素下で Erkのリン酸化は著しく低下する
ことが示された（図５）。一方で、Erk 阻害剤
である PD98059 は VEGF 産生抑制やトリグリ
セリド蓄積抑制といった、低酸素下で見られ
るような作用は引き起こさなかった。この結
果から、Erk 経路は低酸素ストレス応答に何
らかの関与をしている可能性は考えられた
が、脂肪細胞の低酸素下での表現系について
更なる検討が必要である。 



 

 

 以上の結果は、低酸素ストレスが脂肪細胞
において劇的な機能変化を起こすことを示
しており、このような機能改善は肥満によっ
てもたらされる生活習慣病の増悪因子とな
ることが推定される。今後、これらの機能変
化を生じさせるシグナル伝達異常の改善を
標的とした食品、薬品の開発が生活習慣病の
予防あるいは緩和の一助となることが期待
される。 
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