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研究成果の概要（和文）：発生期の臓器形成における多面的作用で知られるNotchシグナルであるが、生活習慣病にお
ける役割は不明であった。そこでNotch1ヘテロ欠損マウス(N1)を通常食、高脂肪食のもと飼育したところ体重、脂肪沈
着に変化を認めた。N1の白色脂肪において増殖因子および脂肪の分化における転写因子の発現に変化が見られた。3T3 
L1細胞にNotchシグナル阻害薬およびNotch1siRNAでノックダウンしたところ脂肪分化効率に変化が生じた。N1の脂肪幹
細胞を単離して分化誘導をかけたところ同様の傾向を認めた（以上投稿準備中）。以上よりNotch1シグナルの減少は脂
肪分化に影響を与えると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Among four homologous Notch receptors, Notch1 plays critical roles in 
organogenesis but its role in adipogenesis is unknown. Body weight gain and adipose deposition were 
altered in Notch1 heterozygous deficient mice (N1+/-) compared to wild-type mice (WT) with the same 
intake. The inguinal white adipose tissue (WAT) from N1+/- showed changes in expression levels of growth 
factors and transcription factors which are involved in adipogenesis. Pharmacological Notch signal 
inhibition with LY411,575 and siRNA-mediated Notch1 knockdown alatered adipogenesis in 3T3-L1 
preadipocytes (on submission). Taken together, Notch1 would be involved in adipogenesis to regulate 
diet-induced obesity.

研究分野：代謝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

肥満は耐糖能異常、軽症高血圧、高脂血症を

合併するメタボリックシンドロームの根幹

をなす病態である。その病態は脂肪細胞の増

加とサイズの増大による脂肪組織の増大、さ

らに肥大した脂肪細胞の融解に伴う、遊離脂

肪酸によるToll-like受容体の活性化に端を

発する、慢性炎症の増悪に分けられる。我々

は、これまでストレスと加齢が惹起する脂肪

組織の慢性炎症の病態と、それに続発する

plasminogen activator inhibitor-1 の過剰

産生による向血栓傾向について報告してき

た (Proc Natl Acad Sci U S A. 2002, 

Cardiovasc Res. 2005, Thromb Res. 2009, 

Int J Hematol. 2009, Diabetes 2012)。 

Notch シグナルの細胞分化制御と増殖に関す

る多面的作用は心血管病のさまざま病態に

関与している 

Notch 受容体は線虫からヒトに至るまで種を

超えて保存された1回膜貫通型受容体である。

Notch シグナルの生理的作用は発生期におい

て、細胞間相互作用を介して、細胞運命の決

定を行い、殊に神経、体節形成に必須である。

最近は幹細胞、がん細胞における Notch シグ

ナルの検討が進められている。申請者は心血

管系における作用に目を向け、血管内皮細胞

の Notch1 受容体が、血管リモデリング、細

胞生存を制御し、発生期の血管新生に必須で

あることを初めて示した( Circulation 

2005 )。さらに発生期のみならず成体の心血

管病変におけるNotchシグナルの重要性に着

目して研究を進めてきた。成体の虚血病変に

おける血管新生においても、VEGF シグナルと

の crosstalk を介した血管内皮 Notch1 受容

体の活性化が重要であることを示した( Circ 

Res 2007 )。虚血病変における血管新生の促

進には高脂血症治療薬スタチンが有効であ

るが、この機序にも血管の Notch シグナルの

活性化が重要であることを示した( Lab 

Invest. 2011 )。Notch シグナルは動脈硬化

病変においても重要な役割を果たしており、

血管平滑筋 Notch1 受容体が動脈硬化初期病

変に相当する新生内膜増殖に関与すること

を示した( Circulation 2009 )。そして動脈

硬化動物モデルである Apolipoprotein E 欠

損マウスにNotchシグナルの阻害作用のある

gamma-secretase 阻害薬を投与したところ、

炎症細胞のNotchシグナル活性が抑制された

結果、炎症反応の低下、動脈硬化巣の進展も

抑制された( Biochem Biophys Res Commun. 

2009 )。また、同モデルマウスについて Notch

シグナルの活性低下は血管内皮前駆細胞の

分化を促進し、障害血管の再内皮化を促進す

ることも示し、血管内皮前駆細胞の維持にも

重要であることを示した( Circulation 

2010 )。 

 

「Notch シグナルの多面的作用は肥満の病態

に関与するのか？」 

このように Notch シグナルは炎症細胞、血管

細胞などの多様な細胞において幹細胞維持、

増殖、活性化と多面的な生理作用があるため、

肥満の病態にも大きく関与しており、また薬

剤によりこれを制御する事ができると考え

る。脂肪幹細胞の分化、増殖、脂肪細胞の肥

大、そして組織の慢性炎症という、これまで

示された肥満の病態のすべては、Notch シグ

ナルの生理活性とそれぞれ一致する。我々は、

Notch シグナルの細胞分化制御、増殖、活性

化への多面的作用が脂肪組織に大きな役割

を果たすと仮定した。 

 

２．研究の目的 

 

(1) 生体内の脂肪細胞の増殖・肥大、脂肪

組織炎症におけるNotch受容体の役割を明ら

かにする。 

(2) 脂肪幹細胞の増殖、分化誘導における

Notch シグナルの役割を明らかにする。 

 

「脂肪増殖・肥大、脂肪組織炎症における

Notch 受容体の役割の解明」 

脂肪細胞は多くのシグナル伝達を介して分

化・ 成熟あるいは増殖状態へと移行する。

然るに多くの臓器の発生、分化に重要な役割

を果たすNotchシグナルの脂肪の分化におけ

る役割について、in vivo における検討はな

い上、in vitro についての検討でも議論が分

かれるところであった。 



我々のNotch受容体遺伝子改変マウスの実験

モデルを用いた豊富な観察と経験から、

Notch1 ヘテロ欠損マウスが食餌量の変化が

ないにもかかわらず、体重に違いがあること、

Notch シグナルの抑制が炎症を抑制すること

(Biochem Biophys Res Commun. 2009)がわか

っている。 

これらの結果を踏まえて次の事が予想さ

れた。①炎症細胞の Notch シグナル活性化は

脂肪組織の慢性炎症を促進させ、インスリン

感受性と脂肪細胞の肥大に影響を与える。②

脂肪細胞のNotchシグナルは脂肪幹細胞の維

持・分化を制御して結果、体重増加に影響す

る。 

「脂肪幹細胞の増殖、分化誘導における

Notch シグナルの役割の解明」 

本研究の目的は、Notch シグナルの肥満の病

態における役割、特に脂肪組織の慢性炎症、

脂肪幹細胞の増殖、分化における役割を解明

することである。 

 

３．研究の方法 

Notch 受容体ミュータントマウスの肥満モデ

ルの作製と解析 

対照の野生種マウスに４週齢より高脂肪食

を負荷し、体重計測を行った。負荷８週後、

12 週後を観察ポイントとして、脂肪組織の炎

症細胞浸潤、脂肪細胞の形態、Notch シグナ

ル関連分子の発現を検討した。この結果に応

じて、対照マウスおよび Notch1 受容体遺伝

子欠損マウスにおける内臓脂肪細胞の増殖

について評価することとした。 

野生種マウス、Notch１ヘテロ欠損マウスに

ついて生後４週齢より通常食餌および高脂

肪食負荷を行い、食餌量、体重の変化につい

て計測した。通常食餌より負荷後、8 週と１

２週後に OGTT、ITT をおこなってインスリン

感受性、耐糖能、血清コレステロール、中性

脂肪など生化学的パラメータの測定をおこ

なった。脂肪、肝臓、骨格筋における、Notch

受容体(Notch1,Notch2,Notch3,Notch4)その

リガンド (Jagged-1 DLL-4 )の発現の変化と、

その下流の転写因子(Hes-1、HESR-1、HESR-2 )

の発現を RT-PCR 法、免疫組織染色で検討し

た。 

それぞれのマウスより摘出した白色脂肪細

胞および褐色脂肪細胞は重量、細胞径を計測

した。脂肪組織、肝臓、骨格筋より RNA を抽

出しエネルギー代謝、脂肪の分化に関与する

転写因子と分化マーカー(PREF-1,SOX9, 

PPAR-alpha, PPAR-gamma, aP2,C/EBP-alpha

など)の発現について RT-PCR 法、一部は

Western blot 法で定量する。増殖にかかわる

転写因子とマーカー(CyclinD,Ki67,PCNA)の

発現、BrdU 取り込みについても検討した。脂

肪組織の慢性炎症の評価は、単球などの炎症

細胞浸潤を CD11b 染色、単球マーカーの発現

( CD68, F4/80) 、 adipokine の 発 現

( TNF-alpha,IL-6,MCP-1,adiponectin )の比

較で行った。 

４．研究成果 

対照マウスに４週齢より高脂肪食を付加し

たところ 8 週から 12 週にかけて急激に体重

が増加した。そこで高脂肪食を付加して 8週

後に対照マウスの内臓脂肪においてNotchシ

グナル関連因子の発現を検討した。Notch1 と

下流の転写因子Hes-1の発現増加を認めたが、

Notch2, 3, 4 の発現に大きな変化を認めなか

った。肥満個体の脂肪組織では、活性化

Notch1 の発現が大型脂肪細胞と炎症細胞で

増加していた。 

上図 ： cleaved Notch1（ 活性化した Notch1

受容体）染色；炎症細胞と大型脂肪細胞で

Notch1 受容体が活性化している（ 左図矢頭： 

大型化した脂肪細胞； 右図矢印： 炎症細胞 

unpublished data） 

 

このため対照マウスおよび Notch1 受容体遺

伝子欠損マウスにおける内臓脂肪沈着の変

化について観察した。４週齢より高脂肪食を

負荷し、体重計測を行ったところ、８週間以

降で急激な変化を認め、対照マウスと Notch1

受容体遺伝子欠損マウスの間に有意差が生

じた。高脂肪食負荷後 12 週間で内臓脂肪沈



着をMRIで検討したところ体重増加を裏付け

る結果であった。生化学検査については、脂

質代謝プロファイル、肝臓逸脱酵素に両群間

に差は認められなかった。両群の白色脂肪に

おいて、脂肪細胞系、adipogenic cell(CD34+)、

Crown like structure の発現に両群に有意差

を認めた。Notch1 ヘテロ欠損マウスにおいて

Notch1 の発現は高脂肪食の後でも発現は対

照マウスの40-50％であり、その下流のNotch

シグナル関連分子（Hes-1 など）もこれに従

って減少していた。一方、脂肪分化マーカー

(PREF-1,SOX9, PPAR-alpha, PPAR-gamma, 

aP2,C/EBP-alpha)の発現にも変化を生じて

いた。Notch1 シグナルは脂肪の分化に重要な

役割を果たしていると予測された。 

両群間で OGTT について有意差は認められな

かった。ITT については有意さを認めた。こ

れは脂肪沈着の差がインスリン感受性に影

響していると考えられた。 

対照マウスと Notch1 受容体遺伝子欠損マウ

スの間に高脂肪食負荷８週後、12 週後を観察

ポイントにおいて、脂肪組織の炎症細胞浸潤

に差があるか比較検討を行った。単球の浸潤

を CD11b 染色、単球マーカーの発現(CD68, 

F4/80)を検討したが、同等であった。炎症性

サイトカインの発現 (TNF-alpha, IL-6, 

MCP-1, adiponectin )について比較したが発

現はやはり同等であった。これについては通

常食においても確認したが、やはり同等であ

った。 

（以上投稿準備中）。 

 

以上より Notch1 シグナルは脂肪炎症より、

脂肪分化に影響を与える可能性があると考

えられた。 
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