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研究成果の概要（和文）：TNFαは１型受容体（TNFR1）を介しインスリン抵抗性発症に関与する。神経系ではADAM-8が
TNFR1を細胞外で切断、TNFα－TNFR1シグナルを阻害し細胞保護に作用する。脂肪及び肝細胞においてもADAM-8がTNFR1
を切断しうるかは不明であり、3T3-L1細胞及びHepG2細胞にADAM-8を作用させ、TNFR1切断が促進されるか培養上清中の
TNFR1を測定した。TNFα及びLPSはTNFR1切断を増加させたが、ADAM-8はTNFR1切断に影響しなかった。TNFR1切断後の細
胞傷害抑制が報告されており、切断酵素同定はインスリン抵抗性の新規治療法確立に寄与する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：TNFα is involved in obesity-induced insulin resistance. The biological 
activities are mediated via two distinct receptors, TNFR1 and TNFR2. TNFR1 mainly initiates either 
pro-inflammatory or pro-apoptotic signals in many tissues. A previous work demonstrated that a 
disintegrin and metalloproteinase 8 (ADAM8) works as a TNFR1 sheddase and produced neuro-protections. 
However, it has not been tested whether ADAM8 cleaves TNFR1 in adipose and liver tissues in obesity. We 
investigated whether AMAM8 affects TNFR1 shedding to measure TNFR1 in cell experiments. Both of 
diet-induced obesity and gold-thioglucose-induced hyperphagic mice showed increased expression of ADAM8 
mRNA. Either TNFα or LPS treatment increased TNFR1 shedding in 3T3-L1 and HepG2 cells. However, 
adenoviral overexpression of ADAM8 or addition of purified ADAM8 protein to culture media did not affect 
TNFα- or LPS-induced TNFR1 shedding, indicated that ADAM8 may not work as a TNFR1 sheddase in adipocytes 
and liver.

研究分野：内科学、代謝学、内分泌学、糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肥満に伴う糖尿病や高血圧症などの様々な
異常は、肥満に基づくインスリン抵抗性を共通
の発症基盤としている。腫瘍壊死因子（Tumor 
Necrosis Factor : TNF）は肥満に伴うインス
リン抵抗性発症に中心的役割を果たしている
因子であるが、TNFは２種の受容体（１型
TNF-R1 と２型 TNF-R2）に結合し作用を発揮
する。TNFによるインスリン抵抗性やアポト
ーシス誘導などの細胞傷害作用はTNF-R1を介
して伝達されている。 
 本研究は、未だ充分に解明されていない
TNF-R1 シグナルの脂肪細胞における作用を解
析するとともに、TNF-R1 を細胞膜上で切断す
る酵素の同定に挑むものである。研究者らは、
神経細胞において ADAM-8 が TNF-R1 切断酵
素として機能し神経細胞保護に寄与するとの
報告（J Neurosci 30:12210-, 2010）にヒントを得
て、脂肪細胞における TNF-R1切断が脂肪細胞
保護および悪玉サイトカイン産生抑制に作用
するとの仮設を検証することを目指した。 
(2) 一方、腸内細菌叢の肥満度やインスリン抵
抗性への影響（Nature 444: 1027-1031, 2006）や、
腸内細菌叢における酢酸や酪酸等の短鎖脂肪
酸（SCFA）産生の有益性が示されていたが、
本研究開始当初に SCFA 受容体 GPR43 シグナ
ルの脂肪細胞における脂肪蓄積への関与が報
告された（Nat Commun 4:1829-, 2013）。さらに、
酪酸がTNF-R1発現上昇を介し大腸癌細胞アポ
トーシスを促進（J Physiol Pharmacol 58: 163-76, 
2007）、大腸における抗腫瘍作用機序の１つと
考えられた。また近年、白色脂肪組織（WAT）
内に褐色脂肪細胞に類似した形質を示すベー
ジュ細胞が出現することや、ベージュ細胞を効
率的に誘導（browning）すると抗肥満・抗糖尿
病作用を発揮すること等に注目が集まってい
た（Nat Med 19:1252-, 2013）。 
  
２．研究の目的 
 (1) 本研究では、ADAM-8が脂肪細胞および肝
細胞においてTNF-R1を細胞膜上で切断しうる
か否か、ADAM-8による TNF-R1切断を応用し
て脂肪細胞および肝細胞において細胞傷害作
用が減弱し、各臓器においてインスリン作用の
改善やサイトカイン産生の変化が生じるのか
を検証することを第１の目的とした。 
(2) また、研究当初の本領域における新知見を
検証・応用するため、酢酸投与が酪酸同様に
TNF-R1 の発現に関与するのか否か、酢酸の脂
肪細胞や脂肪組織における直接作用やベージ
ュ細胞誘導作用が存在するのかを検証するこ
とも研究目的に追加し、以下の実験を行った。 
 
３．研究の方法 
 (1) 食餌誘導性肥満モデル動物の作製 
 C57BL6 マウスに高脂肪／高スクロース食

（HF/HS食）を負荷、食餌誘導性肥満モデル 
を作製した。通常食（N食）を投与したマウ
スを対照とした。 
(2) 過食誘導性肥満モデル動物の作製 
 C57BL6 マウスにゴールドチオグルコース
（GTG）を投与し食欲中枢を破壊した過食モ
デル動物を作製した。GTG 投与後に N 食あ
るい HF/HS食を投与したマウス（GTG-NCあ
るいは GTG-HF/HS）を作製、GTG を投与せ
ず N 食あるい HF/HS 食を投与したマウスを
対照とした。 
(3) 上記で作製したモデルから、30 および
54週間飼育後、内臓白色脂肪組織、皮下白色
脂肪組織、褐色脂肪組織、肝臓および骨格筋
組織を単離、凍結保存した。 
(4) 上記(3)の組織から、ゲノム DNA、RNA
および蛋白を抽出、以下の実験サンプルに使
用した。 
(5) 野生型 ADAM-8 およびプロテアーゼ活
性を欠損した変異型 ADAM-8（E330→Q 変
異）cDNA を、哺乳類細胞に発現するための
プラスミド（pcDNA3.1 myc-his vector）およ
び大腸菌用発現プラスミドにサブクローニ
ングした。さらに、野生型および変異型
ADAM-8 を発現するアデノウイルスベクタ
ーを構築した。 
(6) 野生型および変異型 ADAM-8 発現プラ
スミドを大腸菌 BL21（Rosetta-gami B株）に
導入、両蛋白を過剰発現させ、可溶性画分か
ら 6 x Hisタグを用いて精製した。HepG2肝
細胞からも両蛋白の分離・精製を試みた。 
(7) 大腸菌より分離・精製した野生型および
変異型 ADAM-8蛋白を、LPS（20 ng/mL）あ
るいは TNF（2.5 ng/mL）の存在下あるいは
非存在下に 3T3-L1脂肪細胞および HepG2肝
細胞の培養上清に添加、24 時間 37℃で反応
させた。24時間後に培養上清および細胞を分
離、培養上清は遠心分離により、細胞は PBS
による洗浄操作を行いそれぞれ細胞および
培養上清の混入を最小化した。 
(8) 3T3-L1 細胞および HepG2 細胞の培養上
清を回収、TNF-R1 濃度を ELISA にて測定、
また培養上清中に存在する TNF-R1が分泌型
（55 kDa）なのか、切断後の細胞外エクトド
メイン型（34 kDa）なのかをウエスタンブロ
ット解析にて判定した。 
(9) 野生型あるいは変異型 ADAM-8 発現ア
デノウイルスを用いて、3T3-L1脂肪細胞ある
いは HepG2 肝細胞に当該分子を過剰発現さ
せ、TNF-R1の切断への影響を評価した。 
(10) 酢酸ナトリウムにて 3T3-L1細胞および
HepG2 細胞を刺激し、TNF-R1 発現が変化す
るか、RT-PCR法にて解析した。 
(11) 酢酸ナトリウムにて 3T3-L1細胞を刺激
し、browning 関連遺伝子発現に影響するか、
RT-PCR法にて解析した。 



(12) 酢酸ナトリウム水溶液を KK-Ayマウス
に投与、内臓白色脂肪組織の browning関連遺
伝子発現を RT-PCR法にて解析した。褐色脂
肪組織および皮下白色脂肪組織においても
同様の検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)食餌誘導性肥満モデルの内臓脂肪におけ
る ADAM-8発現 
 HF/HS食負荷 C57BL6マウスでは、通常食
負荷と比較して、ADAM-8 mRNA発現が有意
に増加した。 
(2) 過食誘導性肥満モデルの内臓脂肪にお
ける ADAM-8発現 
 GTG投与後に N食を負荷（GTG-NC）する
と、対照に比較して ADAM-8発現が有意に増
加した。GTG 投与後に HF/HS 食を負荷した
マウス（GTG-HF/HS）では体重の著しい増加
を認めたものの、GTG-NC と比較した場合、
ADAM-8発現の有意な増加は認めなかった。 
(3) 上記のモデル動物から得られた内臓白
色脂肪組織、皮下白色脂肪組織、褐色脂肪組
織、肝臓および骨格筋組織から RNA や蛋白
サンプルを調整、-actinに関する RT-PCRや
ウエスタンブロットなどの基本的実験によ
り、サンプルが適切に調整されていることを
確認した。 
(4) 大腸菌由来ADAM-8蛋白のTNF-R1切断
への影響 
 LPS あるいは TNF刺激を行うと、3T3-L1
脂肪細胞および HepG2 肝細胞の培養上清に
おける TNF-R1濃度が有意に増加した。正常
型および変異型 ADAM-8 蛋白を実験系に添
加しても、培養上清中の TNF-R1濃度には影
響がなかった。培養上清中には、約 34 kDa
のバンドを認めたが、分泌型を示す 55 kDa
の TNF-R1は検出されなかった。 
(5) ADAM-8発現アデノウイルスを用いた強
制発現実験 
 3T3-L1 脂肪細胞あるいは HepG2 肝細胞に
アデノウイルスを感染させ、正常型および変
異型 ADAM-8分子の過剰発現を確認した。 
 LPS あるいは TNF刺激を行うと、3T3-L1
脂肪細胞および HepG2 肝細胞の培養上清に
おける TNF-R1濃度が(4)と同様に有意に増加
した。しかし、正常型および変異型 ADAM-8
の過剰発現は培養上清中の TNF-R1濃度に影
響しなかった。(4)同様、培養上清中に、約 34 
kDaのバンドのみを認めた。 
 
 以上の結果から、肥満の誘導により内臓脂
肪組織において ADAM-8 発現が増加するこ
とを確認した。また、LPS あるいは TNF刺
激が脂肪細胞および肝細胞における TNF-R1
切断を促進することを自らの実験系におい
て確認した。しかし、ADAM-8が脂肪細胞お

よび肝細胞において、TNF-R1 切断に中心的
に影響する可能性は低いと考えられた。 
 
(6) 酢酸ナトリウム（0.1〜1.0 mM）は 3T3-L1
細胞およびHepG2細胞においてTNF-R1発現
に影響しなかった。我々の実験では既報より
低い濃度を使用したためかも知れない。 
(7) 酢酸ナトリウムは、3T3-L1細胞において
濃度依存性に PGC1、PRDM16、CIDEA、
PPAR、UCP-1など browningに関連の深い遺
伝子の発現を正に調節した。さらに、肥満モ
デル動物 KK-Ay マウスの内臓白色脂肪組織
においても同様の遺伝子発現増加が観察さ
れ、酢酸の内臓脂肪組織および脂肪細胞への
直接作用、browning関連分子の誘導作用を明
らかとした（Hanatani S, et al. J Clin Biochem 
Nutr. 2016. In Press.）。本実験結果により、
研究代表者が指導した大学院生の花谷聡子
は、2014年度日本体質医学会若手研究奨励賞
を受賞した）。 
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