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研究成果の概要（和文）：肥満によるインスリン抵抗性改善作用を有するアディポカインであるD-dopachrome tautome
rase（DDT）の転写調節領域がDDT翻訳開始点の上流200 bpから下流23 bpの間にあることを示した。DDT転写活性は過酸
化水素処理による酸化ストレス、無血清培地による低栄養ストレスを与えた前駆脂肪細胞で上昇した。さらに、その転
写調節におけるcAMP-activated protein kinase(AMPK)の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Promoter region of gene encoding D-dopachrome tautomerase (DDT), an adipokine whic
h improves obesity-induced insulin resistance, was found to be located between 200 bp upstream and 23 bp d
ownstream of the first methionine codon.  The transcriptional activity of DDT gene was induced by oxidativ
e stress or serum starvation in preadipocytes.  Furthermore, cAMP-activated protein kinase (AMPK) was foun
d to be involved in the transcription.
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１．研究開始当初の背景 

 肥満は脂肪組織が過剰に蓄積する疾患で

あり、様々な全身性代謝疾患と関連する。健

常者の脂肪細胞からはインスリン感受性を

高めるアディポカインであるアディポネク

チンやレプチンが分泌される。一方、肥満の

脂肪組織からはTNF-aなどの炎症性サイトカ

インの分泌が認められ、アディポネクチンや

レプチンの分泌は低下する。これらのアディ

ポカインの分泌プロファイリングの変化が

肥満の病態と深く関連すると考えられてい

る。 

 我々はヒトから単離した前駆脂肪細胞を

分化させた脂肪細胞が分泌するタンパク質

の網羅的プロテオーム解析により、21 種類の

新規アディポカイン候補を同定した。このう

ち脂肪細胞での遺伝子発現量と肥満臨床パ

ラ メ ー タ ー 間 で 負 の 相 関 を 示 し た

D-dopachrome tautomerase (DDT)に着目し、ヒ

ト前駆脂肪細胞株である SGBS 細胞および

SGBS細胞由来分化脂肪細胞を用いたDDTの

機能解析により、以下のことを明らかにした。 

 

・DDT は脂肪細胞への分化に伴い発現が増加

し、脂肪滴の肥大に伴い発現が低下する。 

・DDT 発現抑制脂肪細胞では脂肪蓄積量が増

加する。 

・DDT 発現抑制脂肪細胞では脂肪代謝に関連

する遺伝子の発現が高い。 

・DDT 発現抑制脂肪細胞では脂質代謝を制御

する cAMP-activated protein kinase (AMPK)の

不活性化が認められる。 

・DDT 発現抑制脂肪細胞ではインスリン抵抗

性の惹起因子である Fatty acid binding protein 

4 (FABP4, aP2) の発現が高い。 

・DDT は脂肪細胞への分化を抑制する。 

 

さらに肥満モデルである db/db マウスに組

換え DDT タンパク質を投与した際にインス

リン抵抗性の改善が認められたことから、

DDT はインスリン抵抗性を改善する抗肥満

作用を有するアディポカインであることが

示唆された。 

 

２．研究の目的 

抗肥満作用を有する DDT の脂肪細胞での発

現低下が肥満の発症および肥満によるイン

スリン抵抗性の発症に関与している可能性

がある。そこで DDT の脂肪細胞での転写調

節機序の解明を目指し、DDT 遺伝子のプロモ

ータ領域を同定および、DDT の発現に影響を

与える環境および因子について検討を行っ

た。 

 

３．研究の方法 

（１）DDT 遺伝子プロモータ領域の同定 

DDT遺伝子の最初のメチオニンコドンの上

流2903 bpから下流135 bpのDNA（-2903/+135）

をPCRにより増幅し、ルシフェラーゼレポー

ターベクターpGL4.10（プロメガ社）にサブク

ローニングした。同様に-2903/-2000、-750/-272、

-272/+135、-272/+23、-200/+135、-200/+23、

-150/+23領域のレポータベクターを作製した。 

 各ルシフェラーゼレポーターベクターおよ

びウミシイタケルシフェラーゼベクター

（pGL4.74：プロメガ社）をヒト前駆脂肪細胞

株SGBS細胞にエレクトロポレーション法を

用いて導入した。脂肪細胞分化誘導後、3日目

のホタル及びウミシイタケのルシフェラーゼ

活性をマイクロプレートリーダー（Mithras：

Berthold）により測定し、ホタルルシフェラー

ゼ活性値をウミシイタケルシフェラーゼ活性

値で補正した。 

 

（２）各ストレスの DDT 発現に与える影響 

DDTプロモータ領域（-200/+23）のルシフ

ェラーゼレポーターベクターをSGBS細胞に

導入し、500 μM過酸化水素添加による酸化

ストレス、1 %酸素条件下で培養すること

による低酸素ストレス、無血清培地によ



る低栄養ストレスをそれぞれ与え、24時間

培養後にルシフェラーゼ活性を測定した。 

 

（３）AICAR の DDT 発現に与える影響 

DDT プロモーター領域（-200/+23）のルシフ

ェラーゼレポーターベクターを SGBS 細胞に

導 入 し 、 AMPK 活 性 化 剤 で あ る

5-aminoimidazole-4-carboxamide ribotide 

(AICAR)を最終濃度 1mM で 5 日間作用させ、

ルシフェラーゼ活性を測定した。 

 

４．研究成果 

（１）DDT プロモータ領域の同定 

DDT遺伝子の各プロモータ候補領域の下流

にルシフェラーゼを組込んだレポーターベク

ターをSGBS細胞に導入し、脂肪細胞へ分化誘

導後3日目のルシフェラーゼ活性を測定した。

（-2903/+135）、（-272/+135）、（-200/+135）、

（-200/+23）、（-272/+23）の各領域は脂肪分

化誘導に伴い、ルシフェラーゼ活性の上昇を

認めたが、（-2903/-2000）、（-750/-272）の

(-150/+23）領域はルシフェラーゼ活性の上昇

を示さなかった。また（-200/+23）領域で最も

高値を示したことから、この領域がDDTの転

写活性調節領域であることが示唆された。 

 

（２）各ストレスの DDT 発現に及ぼす影響 

脂肪細胞は酸化ストレス、低酸素ストレス、

低栄養ストレスに曝されていると考えられ

る。そこでこれらのストレスが DDT 発現に

及 ぼ す 影 響 に つ い て 検 討 し た 。 DDT 

(-200/+23)領域を挿入したルシフェラーベク

ターを導入した SGBS 細胞に過酸化水素によ

る酸化ストレスを加えたところ、ルシフェラ

ーゼ活性の上昇が認められた。また無血清培

地で培養した SGBS 細胞でもルシフェラーゼ

活性の上昇が認められた。一方、1%酸素条件

下で培養した SGBS 細胞ではルシフェラーゼ

活性の変動は認められなかった。これらの結

果から、脂肪細胞での酸化ストレス、低栄養

ストレスが DDT の発現を上昇させることが

示唆された。 

（３）DDT 発現への AMPK の関与 

低栄養に曝された脂肪細胞では AMPK の活

性化が認められる。そこで AMPK が DDT 発

現に関与するか否かを検討するため、AMPK

活性化剤である AICAR を(-200/+23)領域のル

シフェラーレポーターベクターを導入した

SGBS 細胞に作用させ、ルシフェラーゼ活性

を測定した。AICAR を作用させた SGBS 細胞

では有意にルシフェラーゼ活性が上昇して

いたことから、AMPK が DDT の転写活性調

節に関与することが示唆された。 
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