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研究成果の概要（和文）： 

 

マクロファージと脂肪細胞の共培養下に LPS 刺激を与えた際に惹起される炎症反応に

エピカテキンが及ぼす影響を調べ，その分子機序を調べた。LPS 刺激下にてマウスマク

ロファージ細胞とマウス脂肪細胞を共培養し，DNA マイクロアレイや Real-time PCR 等

を用いた。その結果，LPS 刺激下でエピカテキンを添加したものでは，無添加のものと

比較して，LPS 誘導性の炎症増幅を抑制すること，NF-kB 転写制御を抑制すること，LPS 

誘導性の酸化ストレス系反応を緩和することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 

 We analyzed protein and genes differentially expressed in LPS stimulated adipocytes 

when co-cultured with macrophages in the presence of epicatechin. Murine macrophage cell 

line and murine adipocytes were co-cultured. We used DNA microarray method, Real-time 

PCR method and so on. According to the results, we revealed that epicatechin reduced 

LPS-induced inflammatory reaction, it depressed NF-kB transcriptional regulation, and  

LPS-induced oxidative stress reaction was eased by epicatecin. 
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１．研究開始当初の背景 

肥満はインスリン抵抗性を基盤として２
型糖尿病・動脈硬化性疾患といった代謝性
疾患に対する最大の危険因子である。これ
には，内臓脂肪細胞から産生される一連の
生理活性物質（アディポサイトカイン）の
分泌異常が深く関わっている。これまでに，
アディポサイトカイン産生に，マクロファ
ージが関与する脂肪細胞・マクロファージ
相互作用説が報告された（Kathryn E et al., J 
Clin Invest, 2003）。 
申請者は，歯周病による局所の感染が全
身に影響を及ぼすほどに増幅される機序
を脂肪細胞・マクロファージ相互作用の観
点から追及してきた。これまでに，脂肪細
胞とマクロファージの共培養系を確立し
(Yamashita A et al., obesity, 2007)，両細胞を
低濃度 LPS 刺激した際に発現量が変動す
る脂肪細胞中遺伝子群の網羅的解析を行
い，血管病変やインスリン抵抗性といった
2 型糖尿病やメタボリックシンドローム関
連遺伝子の動態が大きく変化することを
報告した(Yamashita A. et al., Int J Obese., 
2008）。一方，近年行われた前向き研究で
軽微な炎症の存在が心血管イベント発生
には非常に重要であることが報告された。
（Ridker PM. et al., N Engl J Med.,2008）また，
フラボノイド類は炎症性サイトカインの
産生を抑制することやココアの摂取量が
増加すると心血管イベントによる死亡率
が低下する報告がある。軽微な炎症の原因
説として脂肪細胞・マクロファージ相互作
用説が最も注目されており，抗炎症作用の
作用点として，この脂肪細胞とマクロファ
ージの相互作用が最も疑われる。以上から，
低濃度 LPS 刺激下マクロファージ‐脂肪
細胞の共培養系に抗炎症作用を有する薬
剤を作用させることで，血管病変やインス
リン抵抗性を惹起する遺伝子の発現が抑
制されるとの仮説を設けた。 

 
２．研究の目的 
 

本研究は，申請者が継続的に検討を続けて
きた低濃度 LPS 感染よるマクロファージ‐
脂肪細胞相互作用に伴う過剰炎症反応をス
タチンやフラボノイド類が抑制し，結果とし
て血管病変やインスリン抵抗性が改善する
との仮説を設け検証しようとするものであ
る。歯周病などの局所の炎症が全身に影響を
及ぼすほどに増幅される機序をふまえ、その
機序に基づいて（すなわち病態に応じて）ス
タチンやフラボノイド類を用いる際の有効
性を機序の面から明らかにすることを目的
とする。 

 
３．研究の方法 

 
(1) 脂肪細胞（3T3-L1）とマクロファージ

（RAW264）の共培養：共培養には申請
者がすでに確立した手法である細胞非
接触型のトランスウェルシステムを用
いる。  

 
(2) 共培養系での抗炎症作用の確認：LPS

刺激下でスタチンまたは、エピカテキ
ンを上記の共培養系に添加し，同系で
の炎症性サイトカインの産生量を
ELISA 法にて測定し，抗炎症作用効果
を検討する。 
 

(3) LPS 刺激下でエピカテキン作用なしの
マイクロアレイ解析：数時間ごとのタ
イムコースを設定し,共培養した脂肪細
胞の mRNA を回収し，マイクロアレイ
法を用いて遺伝子発現を解析する。 
 

(4) LPS 刺激下でエピカテキン作用ありの
マイクロアレイ解析：3．と同様にタイ
ムコースを設定し,共培養した脂肪細胞
の mRNA を回収し，マイクロアレイ法
を用いて遺伝子発現を解析する。 
 

(5) 上記 3 と 4 の結果を比較し産生性に著
明な変化の遺伝子をピックアップする
（講座主任：西村英紀の助言を得て重
要と考えられる遺伝子に焦点を絞る）。 
 

(6) タンパクの定量：5.で遺伝子発現量の変
化が著明に確認できたものに関して,細
胞上清中の産生性をタンパクレベルで
定量的な濃度測定を行う。この濃度測
定には市販の ELISA 測定キットを用い
る。 
 

(7) mRNA レベルの測定：5．と同様に，4
で遺伝子発現量の変化が著明に確認で
きたものに関して， RNA レベルでの
追試をリアルタイム PCR 法により行う。 
 

(8) 統計処理：LPS 刺激下エピカテキン作
用なしおよびスタチン作用ありでのア
ディポサイトカイン産生性についてタ
ンパクおよび mRNA レベルで統計学的
な差異を検討し，エピカテキンが脂肪
細胞・マクロファージ相互作用に及ぼ
す影響を網羅的に解析する。統計処理
は市販の統計ソフトを用いて行う。 

４．研究成果 
 
(1) LPS 刺激下でスタチンまたはエピカテ

キンを上記の共培養系に添加し，同系
での炎症性サイトカインの産生量を
ELISA 法にて測定し，抗炎症作用の効



果を検討したところ，エピカテキン添
加群では IL-6産生量が有意に減少した
が，スタチンでは添加ありとなしで、
IL-6 産生量に有意な差が無かった。申
請者らのこれまでに IL-6は共培養系に
LPS 刺激を加えることで著明に産生量
が増加する炎症性サイトカインの一つ
であることを報告しており (Yamashita 
A. et al., Int J Obese., 2008），研究を継続
するにあたり，IL-6 をコントロールと
することで，比較検討や再現性がより
容易となる為，今回は以降の研究を抗
炎症作用を有する薬剤としてエピカテ
キンを用いた。 
 

(2) DNA マイクロアレイ法とリアルタイ
ム PCR 法によってエピカテキンの添
加によって共培養系における脂肪細胞
の炎症性サイトカインやケモカインの
遺伝子発現が減少し,炎症マーカーで
ある蛋白の遺伝子発現も有意に減少す
ることが明らかとなった。ゆえに，エ
ピカテキンは肥満脂肪組織モデルにお
ける LPS 誘導性の炎症増幅を抑制す
ることが示唆された。  
 

(3) 本共培養系に作用させたエピカテキン
によって LPS 効果が変動した遺伝子
群から heat map を作成しクラスタリ
ング解析を行うことで,これらの遺伝
子群の上流に位置する転写調節領域を
検討した。その結果，エピカテキンは
特に NF-kB 転写制御を抑制すること
で炎症を抑制し,また LPS 誘導性の酸
化ストレス系の反応も緩和することが
示唆された。 
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