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研究成果の概要（和文）：内臓脂肪型肥満は糖尿病、高脂血症や高血圧などの生活習慣病に共通の基盤病態であり、特
に脂肪組織の慢性的な炎症性変化がその原因と考えられている。近年、NF-κBのメインサブユニットであるp65のリン
酸化がエピジェネティックな遺伝子発現に関わることが報告されている。我々はp65の536番目のセリン残基（マウスで
は534番目）をアラニンに置換した機能抑制型のノックイン（S534A）マウスを作製した。高脂肪食で飼育したところ、
１週間後には著明な体重および皮下脂肪の増加と４週間後には脂肪肝が認められ、さらに食欲および飲水量も亢進した
。また糖負荷に対する抵抗性が減弱し、インスリンに対する抵抗性を示した。

研究成果の概要（英文）：The visceral fat accumulation is the common clinical condition of 
lifestyle-related diseases, such as, diabetes, the arteriosclerosis and the high blood pressure, which 
were caused by the chronic inflammation in fat. Recent reports showed that phosphorylation of p65, a main 
subunit of NF-κB involved in epigenetic regulation of gene expression. To better understand the 
biological role of the phosphorylation of p65 of serine at position 536 (in mouse at 534), we generated 
mice expressing a p65 mutant bearing an alanine instead of serine at position 534 (S534A) mice. After 
exposure for 5 weeks to high-fat diet (HFD), HFD increased fat mass in WT mice, with a statistically 
larger increase in S534A mice. HFD also produced a large increase in liver weight in S534A mice but not 
in WT mice. Insulin activates Akt in WT mouse embryonic fibroblasts but the phosphorylation of Akt was 
reduced in S534A MEFs. These results suggest that S534A mutants lead to insulin resistance.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景  
内臓脂肪型肥満を背景として耐糖機能障害、

脂質代謝異常、血圧上昇を同時に発症する生
活習慣病は、増加の一途を辿っており、生活習
慣病の成因の解明と新しい治療戦略の確立は、
国民の健康、医療、福祉の向上に不可欠である。
生活習慣病の概念は、内臓脂肪蓄積を起点とし
て、脳、脂肪組織、骨格筋、肝臓などの全身臓
器の機能不全が平行して進展することから、臓
器別の詳細な病態解明とともに臓器代謝ネット
ワークとその破綻の臓器横断的理解が重要であ
る。 

生活習慣病の病態には炎症性サイトカイン
が関与するが、細菌感染などによる「急性炎症」
とは全く異質であり、代謝を含む生理的機能や
細胞機能不全を緩やかに引き起こす（慢性炎
症）。また、多くの疫学調査や動物実験により、
胎児期〜新生児期の栄養環境が何らかの形で
記憶され（エピゲノム記憶）、これが成人期に発
症する生活習慣病の「 かかり易さ」に関連する
可能性が唱えられている。この様に生活習慣病
に共通する分子基盤として「慢性炎症」と「エピ
ジェネティクス」が重要であると考えられる。 

転写因子 NF-B は、p65 をメインとした５つ
のサブユニットから構成され、ホモまたはヘテロ
ダイマーを形成して、炎症性サイトカインなどの
様々な遺伝子の発現を調節する。p65 は、細胞
外の刺激によって核へ移行し、標的遺伝子の発
現を調節するが、近年、p65 のセリン残基のリン
酸化がエピジェネティックな遺伝子発現に関わ
ることが報告されている。 

肥満患者のリンパ球では、NF-B が活性化
されており、インスリン抵抗性の発症と密接に関
係していることや、飽和脂肪酸が Toll 様受容体
４の内因性リガンドとして脂肪組織内のマクロフ
ァージの NF-B を活性化して炎症性サイトカイ
ンを誘導するなど、NF-B の活性化と脂質代謝
の関連が注目されている。 
 
２．研究の目的  

本研究では「慢性炎症」と「エピジェネティク
ス」をキーワードに、我々が作製した S534A マウ
スを解析することで p65 のリン酸化による脂質代
謝の調節機構について明らかにすることを目的
とする。 

内臓脂肪型肥満は糖尿病、高脂血症や高
血圧などの生活習慣病に共通の基盤病態であ
り、特に脂肪組織の慢性的な炎症性変化がその
原因と考えられている。また、疫学調査などから、
環境的要因が遺伝子に影響することで、成人期
に発症する生活習慣病の「かかり易さ」に関わる
ことも報告されている。 

転写因子 NF-B は炎症性サイトカインの発
現など様々な遺伝子の発現を調節する。近年、
NF-B のメインサブユニットである p65 のリン酸
化がエピジェネティックな遺伝子発現に関わるこ
とが報告されている。我々は p65 の 536 番目の
セリン残基（マウスでは 534 番目）をアラニンに置
換した機能抑制型のノックイン（S534A）マウスを
作製した。このマウスは高脂肪食を与えると予想

外に肥満が亢進したことから、このマウスを詳細
に解析して、p65 のリン酸化による新たな脂質代
謝調節機構を解明することを目的とする。 

 
３．研究の方法  

我々は S534A マウスを高脂肪食で飼育する
と著明な体重および皮下脂肪の増加と食欲およ
び飲水量も亢進するというプレリミナリーな実験
結果を得ている。これらの結果から、S534 のリン
酸化が脂質代謝の調節に重要であることが示唆
された。これを明らかにするために、慢性炎症特
有の緩やかな NF-B の活性化を捉えるために
簡便かつ定量できるレポーターマウスを作製し、
S534 のリン酸化がどの組織で脂質代謝を調節し
ているのかを明らかにし、その作用機構を解明
する。生活習慣病は、内臓脂肪蓄積を起点とし
て、脳、脂肪組織、骨格筋、肝臓などの全身臓
器の機能不全が平行して進展することから、分
子生物学、生理学、組織学のエキスパートで研
究組織を構成し、臓器別の詳細な病態解明とと
もに臓器代謝ネットワークとその破綻の臓器横
断的理解を深めて行く。  
⒈ NF-B-Luc/GFP レポーターマウスの作製 

前述の様に慢性炎症では、NF-B の活性化
を明確に捉えることが困難であると予想される。
我々は、NF-B 結合配列の下流にルシフェラー
ゼおよび蛍光タンパク質 GFP を融合したレポー
ター遺伝子（NF-B-Luc-GFP）を作製し、培養
細胞で NF-B の活性化を簡便かつ定量的に測
定 す る シ ス テ ム を 確 立 し た 。 こ の
NF-B-Luc-GFPレポーター遺伝子を発現するト
ランスジェニックマウスを作製することで、in vivo
においても NF-B の活性化を免疫染色などの
手間をかけずに蛍光顕微鏡で GFP 陽性細胞を
観察するだけで、NF-B の活性化を瞬時に捉
えることが可能になる。さらに、蓄積された
NF-B の活性化をルシフェラーゼ活性として定
量化することも可能である。  

野生型および S534A マウスを通常食および
高脂肪食で飼育し、まず、S534A マウスの表現
型の詳細な解析を行なう。すでに 534A マウスは、
高脂肪食飼育によって体重増加や脂肪肝を呈
することを確認しているが、他の基本的代謝パラ
メーターや血清中の炎症性サイトカンおよびア
ディポカインを定量する必要がある。同時に、摂
食•飲水中枢（視床下部）と末梢組織（肝臓、筋
肉、脂肪組織）における p65 の S534 のリン酸化
の役割を明らかにする。 
 
⒉ S534A マウスの表現型の詳細な解析 

同腹の野生型•へテロおよびホモマウスに高
脂肪食を与え、経時的に体重と血糖値を測定す
る。 
① 飼育開始２か月後に血清を調製し、トリグリ

セリド、アルブミンなどの基本的代謝パラメ
ーターとインスリン、TNFおよび IL-6 の産
生量を ELISA 法を用いて測定する。 

② インスリンおよびレプチン投与、非投与によ
る摂食量を比較する。 



③ 糖負荷およびインスリン抵抗性試験をおこな
い、血糖値の変化を比較する。 

 
⒊  摂食 •飲水中枢（視床下部）における

p65S534 のリン酸化の役割 
高脂肪食飼育開始後、経時的に視床下部

の組織切片を作製し、内側基底部における
NF-B の活性化（GFP 陽性細胞）を蛍光顕微鏡
で観察する。 
① GFP 陽性細胞の局在から、予想される細胞

のマーカーの抗体を用いて免疫染色を行
い、GFP 陽性細胞を同定する。 

② インスリンおよびレプチン投与し、それぞれ
のシグナル伝達に関わる分子（SOCS など）
の発現量や活性化（抗リン酸化 SOCS 抗体
などを検討する。 

 
⒋ 末梢組織（肝臓、筋肉、脂肪組織）における

p65S534 のリン酸化の役割 
① 各末梢組織の組織切片を作製し、NF-B

の活性化（GFP 陽性細胞）を蛍光顕微鏡で
観察する。必要に応じてルシフェラーゼ活
性を測定し、NF-B の活性化を定量化す
る。 

② 各組織より RNA を調製し、炎症性サイトカイ
ンおよびアディポカインの発現の変化をリア
ルタム PCR で検討する。 

③ 炎症性サイトカイン産生細胞と GFP 陽性細
胞が一致するか検討し、その細胞を同定す
る。 
 

４．研究成果 
⒈ NF-B-Luc/GFP レポーターマウスの作製 

NF-B-Luc/GFP レポーターマウスのコンスト
ラクト作製において GFP の蛍光発光が弱いこと
が問題となり、Luc と GFP の rotation を変えるこ
とによって改善を試みた。しかしながら、GFP の
強い蛍光を得ることができず、組織切片上で
GFP の蛍光を得ることができない場合、抗 GFP
抗体を用いた免疫染色で対応することにした。
レポーターマウスの作製は外部機関に委託し、
予定より搬入が遅れたが、レポーターマウスは近
日中に九州歯科大学動物実験施設に搬入予定
である。 
 
⒉ S534A マウスの表現型の詳細な解析 

同腹の野生型•へテロおよびホモマウスに高
脂肪食を与え、経時的に体重と血糖値を測定し
たところ、S534A マウスでは著明な体重増加と血
糖値の増加が認められた。さらに肝臓の重量増
加が認められ高脂肪食投与１０日後には脂肪肝
を発症した。血清中の炎症性サイトカイン IL-6
や TNFの産生の亢進も認められた。さらに
S534A マウスではインスリン抵抗性が認められ
た。 
 
⒊  摂食 •飲水中枢（視床下部）における

p65S534 のリン酸化の役割 
野生型マウスを９時間絶食させた後に正常

食を与えると３時間後には摂食中枢の存在する

視床下部で p65 S534 のリン酸化が認められた。 
 
⒋ 末梢組織（肝臓、筋肉、脂肪組織）における

p65S534 のリン酸化の役割 
① 肝臓から全 RNA を調製し、IL-6 および

TNFの mRNA の発現を検討したところ、
S534A マウスでは野生型マウスと比較して
両炎症性サイトカインの発現が上昇した。 

② 野生型および S534A マウスの線維芽細胞を
調製し、脂肪分化を誘導すると S534A マウ
ス由来の線維芽細胞で脂肪分化が亢進し
た。 

③ 野生型および S534A マウス由来の線維芽
細胞を TNFで前処理し、インスリンで刺激
すると野生型マウスの線維芽細胞では Akt
のリン酸化が認められたが、S534A マウス線
維芽細胞ではインスリン刺激による Akt のリ
ン酸化が減弱した。また S534A マウス線維
芽細胞では SOCS3 の発現が上昇し、一方
IRS-1 の発現が減少した。 

 
以上の結果より、S534Aマウスではインスリン抵

抗性が亢進し、肥満と糖尿病を誘導すると考え
られる。 
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