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略語一覧 

 

ACC     acetyl-CoA carboxylase 

Angpt      angiopoietin-like protein  

B6      C57BL/6J JmsSlc 

C/EBP     CCAAT/enhancer binding protein  

CM     conditioned medium  

DMEM     Dulbecco's modified Eagle's medium 

FAS     fatty acid synthase 

FBS     fetal bovine serum 

FGF      fibroblast growth factor 

Fiaf     fasting-induced adipose factor 

GLP      glucagon-like peptide 

IBMX     3-isobutyl-1-methylxanthine 

IL     interleukin 

KK            KK-Ay/TaJcl 

LPL     lipoprotein lipase 

MCP     monocyte chemoattractant protein 

MIP     macrophage inflammatory proteins 

qPCR      quantitative polymerase chain reaction 

PPAR      peroxisome proliferator-activated    

     receptor  

PYY      peptide YY 

RPMI     Roswell Park Memorial Institute 

SGBS     Simpson-Golabi-Behmel syndrome 

TEER      transepithelial electrical resistance 

TG     triglyceride 

TNF     tumor necrosis factor 
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序論 

 

平成 22年度人口動態統計結果の概況（厚生労働省）によると、動脈硬化を起因とする虚血性心疾

患などの心疾患および脳卒中などの脳血管疾患は、日本人の死因のそれぞれ第2位および3位であり、

併せると死因全体の約 3割を占める。動脈硬化の発症要因の一つに、日本内科学会などにより平成 17

年に提唱されたメタボリックシンドロームという概念がある。これは、内臓脂肪症候群とも呼ばれ、

内臓脂肪の蓄積によって糖尿病、高血圧症および脂質異常症が複合的に集積する疾患概念である。さ

らに、内臓脂肪の蓄積は、正常者の血中インスリン濃度と変わらない場合でも血糖降下がみられない

インスリン抵抗性を引き起こすことも知られている（Reaven 1988）。インスリン抵抗性は糖尿病との

関与だけでなく、これに引き続いて起こる高インスリン血症、さらには高血圧を招く（Okuno et al. 1998、

Kubota et al. 2003）。また、インスリン抵抗性は、脂質代謝のバランスを破綻させ、脂質異常症を発

症することも知られる（Lazar 2006、Kadowaki et al. 2006）。これらのことから、インスリン抵抗性

もメタボリックシンドロームに大きく関与していることがわかる。肥満（内臓脂肪の蓄積）の予防・

改善は、動脈硬化のリスク軽減につながり、虚血性心疾患および脳血管疾患の予防に非常に重要であ

ると言える。わが国では、国民の健康増進運動の一環として健康日本 21（厚生労働省）が推進され、

国民一人ひとりのメタボリックシンドロームの認知、該当者および予備群の減少、ならびにメタボリ

ックシンドロームの概念を取り入れた特定健康診査・特定保健指導（厚生労働省）受診の推進活動が

行われている。 

 肥満は、個体のエネルギー不均衡の結果、体脂肪が過剰に蓄積した状態と定義される（杉浦 2003）。

脂肪組織には、白色脂肪組織および褐色脂肪組織があるが、肥満は白色脂肪組織の増大に起因すると

考えられている（Klyde & Hirsch 1979）。また、白色脂肪組織は、皮下脂肪組織および内臓脂肪組織

に大別されるが、前述したように、皮下脂肪組織よりも内臓脂肪組織の脂肪蓄積が、メタボリックシ

ンドロームの発症に関係している。その機序として、内臓脂肪組織が腸間膜など門脈系に近接してい

るために、脂肪の分解によって生じた遊離脂肪酸およびグリセロールが、門脈へと流入し、直接肝臓

に運ばれ、脂肪肝、肝臓におけるインスリン抵抗性、ならびに高血糖をもたらすと考えられている（Itoh 

et al. 2003、Hibuse et al. 2006）。肥満を発症したマウスやヒトの白色脂肪組織では、マクロファー

ジが浸潤し、慢性炎症が生じていることが報告された（Xu et al. 2003、Weisberg et al. 2003）。脂肪

組織にマクロファージが浸潤する初期の誘導因子は不明であるが、monocyte chemoattractant protein 

-1（MCP-1）が、遺伝子発現レベルにおいて他の炎症マーカーよりも早い時期に認められることから

（Xu et al. 2003）、白色脂肪組織へのマクロファージの浸潤において重要な役割を果たしているので

はないかと考えられている。このことについて Wellenと Hotamisligil（2003）は、以下のような仮

説を提唱している。肥満時に肥大化した脂肪細胞から分泌される tumor necrosis factor-（TNF-）

などの刺激により、白色脂肪組織中の内皮細胞や前駆脂肪細胞が MCP-1の分泌を増加させ、それに

よって血液中の単球が白色脂肪組織にリクルートされる。単球から分化したマクロファージは、さら

に MCP-1を分泌して単球を呼び寄せるとともに、TNF-および interleukin-6（IL-6）などの炎症性

サイトカインを分泌するというものである。 
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白色脂肪組織は、白色脂肪細胞、前駆脂肪細胞、血管内皮細胞および線維芽細胞など様々な細胞種

が共存して形成されており、その増大は、個々の白色脂肪細胞の肥大化、および細胞数の増加に起因

すると考えられている（Hirsch et al. 1966）。以下に述べる脂肪細胞は、全て白色脂肪細胞を指す。

脂肪細胞は、ヒトにおいて 250～300億個存在するといわれており、個々の細胞内が一つの大脂肪滴

で占められている（単房性）（Sugihara et al. 1986）。この脂肪滴の本体は、中性脂肪（triglyceride, TG）

である（Sugihara et al. 1986）。白色脂肪細胞は、TGの蓄積と分解を絶えず行っている（Sugihara et 

al. 1986）。TGの蓄積は、食餌として摂取された TGが小腸にて消化された後に、小腸上皮細胞内で

再び TGとして合成され、カイロミクロンとして脂肪組織へと運ばれ、遊離脂肪酸に分解されてから

脂肪細胞に吸収され、細胞内 TGとして合成されるか、あるいは、摂取された炭水化物由来のグルコ

ースが、脂肪細胞内にて TGに合成されることによって生じる（Reiser et al. 1952、Hahn 1943、Frayn 

2002、Smith et al. 2000）。一方、TGの分解は、空腹時または運動時などエネルギー不足の際に生じ、

分解によって生じた遊離脂肪酸およびグリセロールは、血中に放出される（Lee et al. 1998）。脂肪細

胞の肥大化の原因は、TGの蓄積と分解のバランスが、TGの蓄積側に傾いたためと言える。また、脂

肪細胞は、およそ 130 mまで肥大しうるが、これ以上は肥大せず、出芽および分裂を経て、成熟脂

肪細胞の状態で増殖する（Sugihara et al. 1987）。 

近年、脂肪細胞は、過剰なエネルギーを TGとして蓄える貯蔵の場として機能するだけでなく、摂

食、糖、脂質およびエネルギーの代謝を調節する内分泌臓器であると認識されている（Matsuzawa 1999）。

脂肪細胞由来の生理活性物質を総称してアディポカインとよぶ。以下に代表的なアディポカインの概

説を示した。 

 

レプチン 

成人後、ヒトの体重は長期にわたりほぼ一定であるが、このことは、体内には、体重を一定に保つ

何らかのメカニズムが存在するためであると考えられてきた。また、体重は、エネルギー収支のバラ

ンスによって決定されるが、このバランス調節には、視床下部が関与していることが知られていた。

しかしながら、エネルギー収支がどのような状態であるのかについて、すなわち、脂肪組織の増減が

どのような状態であるのかについて視床下部へと何らかの情報伝達が行われていなければ、視床下部

が、エネルギー収支を調節することはできない。1953 年に Kennedyは、脂肪組織から視床下部へと

食欲を抑制する情報が伝達されており、体重の増加により脂肪組織から放出されるシグナルの強度が

増加し、体重が元に戻るという理論を提唱した（Kennedy 1953）。この脂肪組織由来のシグナルは、

長らく不明であったが、1994 年に Friedman らによって同定された、遺伝性肥満である ob/obマウス

の肥満の原因遺伝子であるレプチンが（Zhang et al. 1994）、その後の研究により、レプチン受容体

を介して強力な摂食抑制作用およびエネルギー亢進作用をもたらす脂肪組織由来のシグナルであるこ

とが明らかとなった（Campfield et al. 1995、Vaisse et al. 1996）。レプチンは、167個のアミノ酸残

基からなる約 16 kDaのポリペプチド鎖を生じ、循環血液中において単量体として存在する（Zhang et 

al. 1994）。レプチン遺伝子は、主に脂肪組織に発現しており、特に成熟脂肪細胞に高発現している

（Masuzaki et al. 1995）。脂肪細胞より分泌されたレプチンは、循環血液によってレプチン受容体へ

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirsch%20J%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=5059196
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campfield%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7624778
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と運ばれる（Tartaglia et al. 1995）。レプチン受容体には、少なくとも 6種類のアイソフォームが存

在するが（Lee et al. 1996、Tartaglia et al. 1995）、受容体のアイソフォームの一つである Ob-Rbが

欠損している db/dbマウスが、レプチン欠損マウスである ob/obマウスと同様の表現型となることか

ら、Ob-Rbはレプチンの作用に必須であると考えられている（Halaas et al. 1995）。Ob-Rbは、視床

下部においてその発現レベルが高いことが知られおり、レプチンの刺激を中枢神経系に神経刺激とし

て伝達している。循環血液中のレプチン濃度はヒト肥満者において上昇し、body mass indexおよび

体脂肪量に相関する（Hosoda et al. 1996）。したがって、循環血液中のレプチン濃度は体脂肪量およ

びエネルギー状態の指標になると考えられる。 

 

アディポネクチン 

脂肪委縮性糖尿病は、脂肪組織が委縮あるいは欠如しているにもかかわらず、インスリン抵抗性を

呈することが知られているが、どのようにして惹起されるのかについては不明なままであった。脂肪

委縮性糖尿病モデルマウスに正常マウスの脂肪組織を移植したところ、インスリン抵抗性が完全に改

善したことから（Gavrilova et al. 2000a）、正常脂肪組織がインスリン感受性ホルモンを分泌してい

ることが想定された。レプチンがインスリン抵抗性を改善する作用があることが報告されたが

（Shimomura et al. 1999、Gavrilova et al. 2000b）、生理的なレプチン濃度の補償では、部分的にし

か脂肪委縮性糖尿病のインスリン抵抗性を改善しなかったため、レプチン以外のインスリン感受性ホ

ルモンの存在が示唆されていた。これは、後のアディポネクチンにあたる。1996年、ヒト脂肪組織の

遺伝子網羅解析により脂肪組織特異的に発現する分泌タンパク質として同定されていたものの、その

機能については不明なままであった（Maeda et al. 1996）。しかし、2001年に、Yamauchiらによっ

てアディポネクチンが欠乏している脂肪委縮性糖尿病モデルマウスにアディポネクチンを生理的な濃

度で補充したところ、インスリン抵抗性、高遊離脂肪酸血症および脂質異常症の改善が観察された

（Yamauchi et al. 2001）。また、肥満および環境要因によって発症する二型糖尿病のモデルマウスで

は、高脂肪食負荷により循環血液中のアディポネクチン濃度は低下し、これに伴ってインスリン抵抗

性、高遊離脂肪酸血症および脂質異常症が惹起されるが、生理的な濃度のアディポネクチンを補充す

ることにより、インスリン抵抗性および脂質異常症が改善した（Yamauchi et al. 2001）。さらに、循

環血液中のアディポネクチン濃度は、インスリン感受性と相関することも報告されている（Lindsay et 

al. 2002）。これらの報告から、アディポネクチンは、インスリン抵抗性改善に非常に有効な因子であ

るといえる。アディポネクチンは、白色脂肪組織の中でも脂肪細胞特異的に発現しており、脂肪細胞

の分化に伴って発現が誘導され、小型脂肪細胞で高く発現しており、一方で肥大化脂肪細胞では転写

が抑制される（Kadowaki 2000、Yamauchi et al. 2001）。アディポネクチンは、244 個のアミノ酸残

基からなる約30 kDaのポリペプチド鎖を生じる（Maeda et al. 1996、Kadowaki & Yamauchi 2005）。

ヒトやマウスの血清中では、3量体、6量体および高分子量の複合体として存在する分泌タンパクで

ある（Tsao et al. 2002、Pajvaniet et al. 2003）。肥満およびインスリン抵抗性時には、特に高分子量

の複合体が減少することが報告されている（Tsuchida et al. 2005）。アディポネクチンは、アディポ

ネクチン受容体を介して作用するが、その受容体は、AdipoR1および AdipoR2の 2 種類が同定され

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tartaglia%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8548812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tartaglia%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8548812
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ている（Yamauchi et al. 2003）。AdipoR1 は、骨格筋に高発現しており、糖取り込みおよび脂肪燃焼

を促進する。一方、AdipoR2は、肝臓に高発現しており、脂肪燃焼を促進し、糖新生を抑制する（Yamauchi 

et al. 2003）。遺伝性肥満マウスである ob/ob マウスの骨格筋および脂肪組織において、AdipoR1およ

び AdipoR2の発現が低下し、そのシグナルが減弱するという結果から、AdipoR1および AdipoR2の

発現調節がアディポネクチンの作用を制御する可能性があることが示唆されている（Tsuchida et al. 

2004）。 

 

レジスチン 

2001 年、気管支の炎症反応部位に誘導されるタンパクとして FIZZ1が発見された（Holcomb et al. 

2000）。これと相同性の高いものとして同定されたのが、レジスチンである（Holcomb et al. 2000）。

循環血液中においてレジスチンは、92個のアミノ酸残基からなる約 13 kDaのポリペプチド鎖を生じ

る（Steppan et al. 2001a）。ヒトやマウスの血清中では、2量体、2量体の重合体、および他のレジ

スチンファミリーとの複合体として存在する分泌タンパクである（Aruna et al. 2003、Banerjee et al. 

2001、Chen et al. 2002、Raghu et al. 2004）。レジスチンは、マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1 におい

て、グルコースの取り込みを阻害すること、マウスに投与した際に耐糖能異常が生じるが、レジスチ

ン抗体により中和することで耐糖能異常が消失すること、インスリン抵抗性改善薬である peroxisome 

proliferator-activated receptor （PPAR）リガンドによって発現が抑制されることなど報告されて

いる（Moon et al. 2003、Steppan et al. 2001b、Rangwala et al. 2004）。また、マウス循環血液中の

レジスチン濃度は、肥満および糖尿病に伴い上昇する（Steppan et al. 2001b）。マウスにおけるレジ

スチンは、脂肪細胞に限局的に発現しており、脂肪細胞の分化によって発現が誘導される（Steppan et 

al. 2001b）。また、肥満関連転写因子である CCAAT/enhancer binding protein （C/EBP）、肥満

（遺伝および高脂肪食負荷）および高血糖などによってもその発現が上昇することが報告されており

（Ghosh et al. 2003）、インスリン抵抗性への関与が示唆されている。一方、ヒトにおけるレジスチ

ンは、脂肪細胞にほとんど発現しておらず、主に単球およびマクロファージに発現していることが明

らかにされている（Nagaev & Smith 2001、Savage et al. 2001、Patel et al. 2003）。脂肪組織に浸

潤するマクロファージにより分泌されることが示唆されており（Curat et al. 2006、Nagaev et al. 2006）、

アディポカインというよりは、炎症性サイトカインとして作用する可能性がある。また、マウスとヒ

トでは、アミノ酸レベルの相同性（59%）が比較的低いという報告もあり（Ghosh et al. 2003）、病態

生理学的にかなりの相違がある可能性がある。 

 

以上のように、脂肪細胞が分泌するアディポカインは、肥満に伴うインスリン抵抗性に関与する非

常に重要な因子であると考えられる。そのため、アディポカインの産生と分泌を調節することは、イ

ンスリン抵抗性、ひいてはメタボリックシンドロームの予防や改善につながると言える。 

ところで、ヒトの腸内には、多種多様な微生物が存在し、腸内細菌叢とよばれている（Hooper & Gordon 

2001、Ley et al. 2006a、Neish 2009、Blaser & Falkow 2009）。その大部分は嫌気性菌が占め、2000

種類にも及び、少なくとも 1014の細菌によって構成されている（Tilg et al. 2009）。また、腸管にお
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ける第一線防御機構である腸上皮は、腸内細菌に曝露されており、細菌の認識と寛容により互いが共

存している（Cario 2005）。特に、腸上皮細胞は、腸関連のリンパ組織の発達を保護するケモカイン

の放出や（van Deventer 1997）、toll-like receptor や nod-like receptor による菌体の認識を絶えず行

っており（Creagh et al. 2006、Kawai & Akira 2007）、自然免疫システムの調節において中心的な役

割を果たしている。一方、腸内細菌叢は、宿主の腸管免疫系を発達させること（Slack et al. 2009、

Lee & Mazmanian 2010）や、宿主が消化できない食餌由来の難消化性物質を発酵し、宿主のエネル

ギー獲得を補助することが知られている。 

Jeffrey I. Gordonらの研究グループによって、腸内細菌叢と宿主のエネルギー代謝との関連が示さ

れた。Bäckhedらは、腸内細菌叢を有する通常飼育マウスの糞から培養した腸内細菌叢を無菌マウス

に移植したコンベンショナルマウスでは、無菌マウスと比べて肥満およびインスリン抵抗性が亢進す

ることを示した（Bäckhed et al. 2004）。Leyらは、腸内細菌の 16S ribosomal RNA遺伝子のシーク

エンス解析結果から、遺伝性肥満を呈する ob/obマウスの腸内細菌叢は、痩身の ob/+マウスや野生型

マウスと比べて Bacteroidetes 門の存在比が 50%ほど低下し、Firmicutes 門の割合が増加しているこ

とを示した（Ley et al. 2005）。また、肥満者と痩身者の比較によって、ヒトにおいても動物実験の結

果と類似するような腸内細菌叢に差異があることを示した（Ley et al. 2006b）。Turnbaugh らは、メ

タゲノム解析および生化学的解析から、肥満マウスの腸内細菌叢は、痩身マウスの腸内細菌叢と比べ

て食餌からのエネルギー回収能力が高いことを示した（Turnbaugh et al. 2006）。さらに、無菌の野

生型マウスに ob/obマウス由来の腸内細菌叢を定着させると、痩身マウス由来の腸内細菌叢を定着さ

せた場合と比べて体脂肪量が増加することを示した（Turnbaugh et al. 2006）。同様に、痩身の無菌

マウスに食餌誘導性肥満マウス由来の腸内細菌叢を定着させると、痩身マウスの腸内細菌叢を定着さ

せた場合と比べて体脂肪量が増加することも示した（Turnbaugh et al. 2008）。これらは、肥満マウ

スは肥満型の腸内細菌叢を有し、同様に、痩身マウスは痩身型の腸内細菌叢を有しており、腸内細菌

叢の移植によりそれらの形質は伝達されることを意味している。さらに、Caniらは、脂肪組織におけ

る軽度の炎症に対する腸内細菌叢の関与を報告した。高脂肪食摂取マウスにおいて腸内細菌由来のエ

ンドトキシン/ lipopolysaccharide が体内移行する割合が増加した結果、代謝性エンドトキシン血症

を発症し、これが脂肪組織の軽度の炎症およびインスリン抵抗性に寄与するというものである（Cani 

et al. 2007）。したがって、腸内細菌叢は、肥満の発症に重要な役割をもつだけでなく、肥満を背景と

した脂肪組織の炎症およびインスリン抵抗性などのメタボリックシンドロームに関与していると考え

られる。 

腸粘膜の中でも最外層に位置する腸上皮細胞は、腸内細菌叢に直接曝露しているにもかかわらず白

色脂肪組織との関係についてはあまり研究されていない。これまでに、コンベンショナルマウスでは、

腸上皮細胞のリポタンパクリパーゼ（lipoprotein lipase, LPL）阻害タンパク質である fasting-induced 

adipose factor（Fiaf）/ angiopoietin-like protein 4（Angpt4）の発現が低下し、白色脂肪組織におけ

る LPL活性が上昇する結果、脂肪細胞の脂肪酸取り込みおよび TG蓄積が増加することが報告されて

いる（Bäckhed et al. 2007）。また、小腸上皮細胞に発現する分泌型 C型レクチンである RegⅢは、

腸内細菌叢によってその発現が調節され（Iovanna & Dagorn 2005）、RegⅢ過剰発現マウスでは、

http://www.pnas.org/search?author1=Fredrik+B%C3%A4ckhed&sortspec=date&submit=Submit
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体重の増加および血中グルコース上昇などのメタボリックシンドロームに関するパラメータの破綻を

きたす一方、RegⅢ欠損マウスでは、野生型と比較して体重が減少することが報告された（Secq et al. 

2014）。少なくともこれらの報告から、腸内細菌叢が肥満に関与する時に腸上皮細胞がある一定の役

割を果たしている可能性があると推察される。食餌誘導性肥満マウスでは、白色脂肪組織の炎症なら

びにインスリン抵抗性が生じるが、肥満発症に先駆けて回腸における TNF- mRNAレベルの増加お

よび nuclear factor-Bの活性化が生じることが報告されたことから（Ding et al. 2010）、肥満型の腸

内細菌叢を有することで、腸管（回腸）組織が炎症を引き起こし、腸管組織から脂肪組織へと何らか

の情報伝達が行われた結果、脂肪組織の炎症が生じるという機序が存在することが示唆された。また、

トリニトロベンゼンスルホン酸誘導性大腸炎およびインドメタシン誘導性潰瘍性回腸炎を発症したラ

ットにおいて、血漿レプチン濃度が上昇する（Barbier et al. 1998）。この報告から、炎症を生じた腸

管組織由来のシグナルは、脂肪組織の炎症に寄与するとともに脂肪細胞のレプチン分泌を誘導して肥

満を調節しているのではないかと考えられる。実際、炎症を呈した腸管組織が分泌する TNF-、IL-6、

IL-1および IL-1などの炎症性サイトカインは、脂肪細胞のレプチン分泌を誘導することが報告され

ている（Grunfeld et al. 1996、Sarraf et al. 1997、Gerhardt et al. 2001、Bruun et al. 2002、Simons 

et al. 2005）。一方、炎症を生じていない腸管組織由来シグナルが脂肪細胞のレプチン分泌の調節など

を行っているか否かについては明らかにされていない。前述したように血中レプチン濃度は体脂肪量

と相関するが、絶食時の血中レプチン濃度は低下し、その後、再摂食により上昇するため（Boden et 

al. 1996、Hardie et al. 1996、Ahren et al. 1997、Weigle et al. 1997）、肥満に先駆けて起こる腸管

の炎症由来のシグナルだけが脂肪細胞のレプチン分泌を誘導するわけではないと考えられる。したが

って、炎症を呈していない腸管組織も脂肪細胞のレプチン分泌に影響を及ぼす可能性があると想定さ

れたため、本研究では、「正常な腸上皮細胞が、何らかの情報伝達を介して脂肪細胞のレプチン分泌を

誘導する」と仮定し、このことに関する腸上皮細胞および脂肪細胞の連関を解明することを目的とし

て、培養細胞を用いた生理学的な解析を行った。 
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第一章 腸上皮細胞が脂肪細胞のアディポカイン分泌ならびに遺伝子発現に及ぼす影響 

 

Ⅰ 緒言 

本章では、腸上皮細胞および脂肪細胞の連関を調べるために、腸上皮細胞として株化細胞である

Caco-2細胞を用いた。Caco-2細胞はヒト結腸癌由来細胞株であり、培養に伴い、微絨毛、タイトジ

ャンクション、およびドーム状構造が形成され（Rousset 1986、Traber et al. 1987）、さらに、刷子

縁膜酵素の発現および極性形成による様々な輸送が行われ（Hidalgo and Borchardt 1990、Harris et 

al. 1992、Brandsch et al. 1994）、小腸上皮細胞様に分化することが知られている。また、脂肪細胞

は、ヒト初代培養内臓前駆脂肪細胞および株化細胞であるSimpson-Golabi-Behmel syndrome（SGBS）

細胞を用いた。ヒト初代培養内臓前駆脂肪細胞は、分化誘導後、線維芽状から単房性の脂肪滴で満た

された球形状の形質へと変化する（Sugihara et al. 1986）。一方、SGBS細胞は、ヒト SGBS患者に

おける皮下脂肪組織由来の前駆脂肪細胞株であり、分化誘導後、線維芽状から単房性の脂肪滴で満た

された球形状の形質へと変化し、初代培養脂肪細胞と同様にグルコース輸送、脂肪合成および脂肪分

解などの代謝機能をもち、脂肪細胞様に分化する（Wabitsch et al. 2001、Fischer et al. 2008）。また、

内分泌因子に対する応答性が、生体における脂肪細胞と同様であることが報告されている（Wabitsch 

et al. 2001）。 

以上の株化細胞および初代細胞を用いて、腸上皮細胞および脂肪細胞の共培養、および腸上皮細胞

CMによる脂肪細胞の培養を行い、アディポカインの産生・分泌の動態を解析した。 
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Ⅱ 材料および方法 

1. 細胞培養 

Caco-2細胞 

American Type Culture Collectionより細胞株を購入した。10 cmプラスティックディッシュ

（Greiner）を用い、基本培地中で 37℃、5% CO2-95%空気環境下で培養した。基本培地として、ダ

ルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM）（Gibco）に 20%ウシ胎

児血清（fetal bovine serum, FBS）（非働化処理済み、Corning）、1%イーグル最少培地（Gibco）、非

必須アミノ酸（Gibco）、ペニシリン Gカリウム（100 U/mL、明治製菓ファルマ）、ストレプトマイシ

ン硫酸塩（100 g/mL、和光純薬工業）、ゲンタマイシン硫酸塩（50 g/mL、和光純薬工業）を添加

したものを用いた。顕微鏡観察により、細胞がセミコンフルエントまで増殖したことを確認し、トリ

プシン消化で細胞を回収した後、基本培地を用いて、6ウェルセルカルチャーインサート（BD Falcon）

には 1.0×106 cells/well、12ウェルセルカルチャーインサート（BD Falcon）には 4.0×105 cells/well

となるように細胞数を調製し、それぞれのウェルに挿入したセルカルチャーインサートの上部（頂端

側）コンパートメントに播種した。また、下部（基底膜側）コンパートメントには 3 mL/well（6ウ

ェルプレート）、および 1.5 mL/well（12ウェルプレート）の基本培地のみを添加した。播種した細

胞がコンフルエントに達した後、3日に 1回培地交換を行って培養を続け、Millicell-ERS（Merck 

Millipore）の電極を上部コンパートメントおよび下部コンパートメントに挿入して経上皮電気抵抗値

（transepithelial electrical resistance, TEER）を測定し、1000 cm2に達した細胞を分化したCaco-2

細胞とした（Hidalgo et al. 1989）。 

 また、分化した Caco-2細胞の培地を除去し、DMEM/F-12および Roswell Park Memorial Institute

（RPMI）1640培地を添加して 24時間培養を行った後、インサートの下部コンパートメントの培地

を回収した。こうして得られた培地を分化した Caco-2細胞の CMとし、使用まで-20℃で凍結保存し

た。 

 

ヒト初代前駆内臓脂肪細胞 

Lonzaよりヒト初代前駆内臓脂肪細胞を購入した。10 cmプラスティックディッシュを用い、基本

培地中で 37℃、5% CO2-95% 空気環境下で培養した。基本培地として、PGM-2（Lonza）に 10% FBS

（SingleQuots、Lonza）、L-グルタミン（2 mM、SingleQuots、Lonza）、ゲンタマイシン（50 g/mL、

SingleQuots、Lonza）、アンフォテリシン-B（37 ng/mL、SingleQuots、Lonza）を添加したものを

用いた。顕微鏡観察により、セミコンフルエントまで増殖したことを確認し、トリプシン消化で細胞

を回収した後、基本培地を用いて 1.0×105 cells/wellとなるように細胞数を調製し、6ウェルセルカ

ルチャープレート（BD Falcon）のウェルに播種した。再び顕微鏡観察により、コンフルエントまで

増殖したことを確認した後、培地を除去し、基本培地および分化誘導培地を 1対１となるように混合

した培地を添加した。この際に用いた分化誘導培地は、基本培地にデキサメタゾン（SingleQuots、

Lonza）、インドメタシン（SingleQuots、Lonza）、3-イソブチル-1-メチルキサンチン

（3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX）（SingleQuots、Lonza）を添加したものである（SingleQuots
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付属の添加因子のため、濃度は未公開）。尚、分化誘導開始から 10 日目の細胞を成熟脂肪細胞とし、

DMEM/F-12で 10時間培養した後、後述するように腸上皮細胞株との共培養、あるいは腸上皮細胞

株の CM中での培養に供した。 

 

SGBS 細胞 

細胞株は、Ulm大学 Wabitsch博士によって提供された。10 cmプラスティックディッシュを用い、

基本培地中で 37℃、5% CO2-95% 空気環境下で培養した。基本培地として、DMEM/F-12（Gibco）

に（+）-パントテン酸カルシウム（170 nM、和光純薬工業）、ビオチン（330 nM、Sigma Aldrich）、 

10%FBS（非働化処理なし）、ペニシリンGカリウム（100 U/mL）、ストレプトマイシン硫酸塩（100 

g/mL）、ゲンタマイシン硫酸塩（50 g/mL）を添加したものを用いた。顕微鏡観察により、セミコ

ンフルエントまで増殖したことを確認し、トリプシン消化で細胞を回収した後、基本培地を用いて、

6 ウェルセルカルチャープレートのウェルには 1.0×105 cells/well、12ウェルセルカルチャープレー

トのウェルには 4.0×104 cells/well となるように細胞数を調製し、播種した。再び顕微鏡観察により、

コンフルエントまで増殖したことを確認し、培地を除去し、分化誘導培地として Quick-Diff培地を添

加した。Quick-Diff培地は、血清無添加の基本培地に、デキサメタゾン（25 nM、和光純薬工業）、IBMX

（250 mM、Sigma Aldrich）、インスリン（20 nM、Sigma Aldrich）、トランスフェリン（0.01 mg/mL、

Gibco）、ハイドロコルチゾン（100 nM、Sigma Aldrich）、3,3’,5-トリヨード-L -チロニンナトリウ

ム塩（0.2 nM、Sigma Aldrich）、ロシグリタゾン（2 mM、和光純薬工業）を添加したものである。

分化誘導開始から 4日後、培地を除去し、維持培地として 3FC培地を添加した。3FC 培地は、血清

無添加の基本培地に、トランスフェリン（0.01 mg/mL）、インスリン（20 nM）、ハイドロコルチゾン

（100 nM）、3,3’,5-トリヨード-L-チロニンナトリウム塩（0.2 nM）を添加したものである。以後、

培地の交換は 4日に 1回行った。SGBS細胞は、分化に伴い細胞内 TG濃度が増加することが報告さ

れている（Wabitsch et al. 2001）。本研究では、SGBS細胞は、分化誘導開始から徐々に細胞内に脂

肪滴を増大させる一方で、分化誘導開始から 20日目を過ぎると、ウェルから剥離した。そのため、

位相差顕微鏡観察による細胞形態の変化の確認により、分化誘導開始から 20日目の細胞を分化した

SGBS 細胞とした。さらに、DMEM/F-12で 10時間培養した後、腸上皮細胞株との共培養、あるい

は腸上皮細胞株の CM中での培養を行った。 

 

2. 実験デザイン 

実験 1 腸上皮細胞－脂肪細胞の共培養 

ヒト初代培養内臓脂肪細胞および SGBS細胞を培養したセルカルチャープレートのウェル中に、

Caco-2細胞を培養したセルカルチャーインサートを挿入することにより、脂肪細胞および腸上皮細胞

の共培養を行った。実験 1の流れについては Figure 1に示した。 

ヒト内臓脂肪細胞を培養した 6ウェルセルカルチャープレートのウェルに、Caco-2細胞を培養した

セルカルチャーインサートを挿入し、インサートの上部および下部コンパートメントの培地を除去し、

DMEM/F-12を添加した。この際、インサートの上部コンパートメントに細胞を播種していないもの
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をコントロールとした。共培養を開始してから 24時間後に、インサートの下部コンパートメントか

ら培地を回収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。 

同様に、Caco-2細胞および SGBS細胞の共培養を行った。SGBS細胞を培養した 12 ウェルセルカ

ルチャープレートのウェルに、Caco-2細胞を培養したセルカルチャーインサートを挿入し、インサー

トの上部および下部コンパートメントの培地を除去し、RPMI 1640を添加した。共培養を開始してか

ら 24時間後に、インサートの下部コンパートメントから培地を回収し、アディポカイン濃度の測定

まで-20℃で凍結保存した。また、ReliaPrep RNA Cell Miniprep System 中の 1-チオグリセロール添

加 BLバッファー（Promega）を添加して SGBS 細胞を 21 Gシリンジ（テルモ）によりホモジナイ

ズし、RNA抽出まで-80℃で凍結保存した。 

  

 

 

 

 

実験 2 腸上皮細胞 CMによる脂肪細胞の培養 

Caco-2細胞 CMを用いて、ヒト初代内臓脂肪細胞および SGBS細胞を培養した。実験の流れにつ

いては、Figure 2に示した。 

ヒト初代内臓脂肪細胞の培地に Caco-2細胞 CM（培地は DMEM/F-12）を添加して培養した。こ

の際、DMEM/F-12を添加したものをコントロールとした。Caco-2細胞 CMを添加してから 24時間

後に培養上清を回収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。また、実験 1と同様に

細胞ライセートを回収し、RNA抽出まで-80℃で凍結保存した。 

同様に、SGBS細胞の培地に Caco-2細胞 CM（培地は RPMI 1640）を添加して培養した。この際、

RPMI 1640 を添加したものをコントロールとした。Caco-2細胞 CMを添加してから 24 時間後に培

養上清を回収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。また、実験 1と同様に細胞ラ

イセートを回収し、RNA抽出まで-80℃で凍結保存した。さらに、細胞溶解バッファー（Tris-HCl pH 

7.4 50 mM、NaCl 150 mM、ドデシル硫酸ナトリウム 0.1%、Triton X-100 1%、デオキシコール酸

ナトリウム 1%）を用いて細胞ライセートを回収し、TG濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。 

 

Cell culture insert Apical 

Basolateral 

Mono-culture Mono-culture 

Co-culture 

 For 24 h 

   
 

  
 

 

 

 

 

Intestinal epithelial Caco-2 cell 
(Human cell line) 

 
Human primary adipocyte 
or 
SGBS adipocyte 
(Human cell line) 

 

 

Figure 1 Schematic drawing of experimental design in experiment 1. 
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Figure 2 Schematic drawing of experimental design in experiment 2. 

 

3. アディポカイン濃度の測定 

培養上清中のレプチン、アディポネクチンおよびレジスチン濃度は、ELISAキット（レプチン: Human 

Leptin Duo Set, R&D Systems、アディポネクチン: Human Adiponectin/Acrp30 DuoSet, R&D 

Systems、レジスチン: Resistin Human ELISA, Bio Vendor）を用い、添付の取扱説明書にしたがっ

て測定した。 

 

4. RNAの分離と逆転写 

細胞ライセートから、ReliaPrep RNA Cell Miniprep System（Promega）を用いて、付属の取扱

説明書にしたがい RNAを抽出した。また、RNAをキット付属のカラムから溶出する前に、カラムに

DNaseⅠ（Promega）を添加してゲノムDNAを消化した。その後、ReverTra Ace qPCR RT Kit（Toyobo）

を用いた逆転写により、1 st strand complementary DNA (cDNA)を合成した。 

 

5. mRNA発現レベルの推定 

1 st strand cDNAを鋳型として GeneAce SYBR qPCR Mix No ROX（ニッポンジーン）および各

種遺伝子特異的プライマー（北海道システム・サイエンス）を用いて、Thermal Cycler Dice Real Time 

System（Takara）によりリアルタイム PCR を行い、各種サイトカインおよびケモカインの mRNA

発現レベルを推定した。また、内部標準として GAPDHを用いた。各遺伝子特異的なプライマーの配

列は、Table 1に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Intestinal epithelial Caco-2 cells 
(Human cell line) 

Human primary adipocytes 
or 

SGBS adipocytes 
(Human cell line) 

 
 

 For 24 h 
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Target genes Primers （5’－3’） 

acetyl-CoA carboxylase 1 

(ACC1) 

Forward 

Reverse 

atgtctggcttgcacctagta 

ccccaaagcgagtaacaaattct 

Adiponectin 
Forward 

Reverse 

gtgatggcagagatggcac 

acactgaatgctgagcggta 

C/EBP 
Forward 

Reverse 

tgcaaactcaccgctccaatg 

gctgtagcctcgggaagga 

fatty acid synthase 

(FAS) 

Forward 

Reverse 

acagcggggaatgggtact 

gactggtacaacgagcggat 

GAPDH 
Forward 

Reverse 

gaaggtgaaggtcggagtc 

gaagatggtgatgggatttc 

Leptin 
Forward 

Reverse 

tgtgcggattcttgtggctttg 

ggaggagactgactgcgtgtg 

LPL 
Forward 

Reverse 

acaagagagaaccagactccaa 

gcggacactgggtaatgct 

PPAR 
Forward 

Reverse 

attgacccagaaagcgattcc 

tcttccattacggagagatccac 

 

6. TG濃度の測定 

細胞ライセートを氷上で 2分間、SONIFIER 250（Branson）を用いて超音波処理し、サンプル中

の TG濃度を市販のキットを用い、添付の取扱説明書にしたがって測定した（トリグリセライド E-

テストワコー 和光純薬工業）。 

 

7. 統計処理 

1 回のみ行った実験の結果はそれを表し、複数回行った実験の結果はその平均値±標準誤差で表し

た。平均値間の比較には、Student’s t-testおよび One-way ANOVAを用いた。p値が 0.05未満の場

合に統計的に有意と認めた。 

 

 

 

 

 

 

Table 1 Primer sequences for reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). 
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Ⅲ 結果 

腸上皮細胞との共培養が脂肪細胞のレプチン発現・分泌を刺激する 

ヒト初代内臓前駆脂肪細の分化誘導を開始してから顕微鏡観察を続け、10日後には、細胞内脂肪滴

が形成された（Figure 3A）。これを分化したヒト初代内臓脂肪細胞として用いた。腸上皮細胞が脂肪

細胞のアディポカイン（レプチン、アディポネクチンおよびレジスチン）分泌に及ぼす影響を調べる

ために、セルカルチャーインサート（半透膜）を介して腸上皮細胞株 Caco-2およびヒト初代内臓脂

肪細胞の共培養を行い、インサートの下部コンパートメントにおける培地中のレプチン、アディポネ

クチンおよびレジスチン濃度をELISAにて測定した。ヒト初代内臓脂肪細胞の単独培養と比較して、

Caco-2細胞との共培養では、培地中のレプチンおよびアディポネクチン濃度が高値であった（Figure 

3B および 3C）。尚、培地中のレジスチン濃度は、Caco-2細胞およびヒト内臓脂肪細胞の単独培養、

ならびに共培養においても検出限界（12 pg/mL）以下であった。また、Caco-2細胞の単独培養では、

培地中のレジスチンだけではなく、レプチンおよびアディポネクチンも検出することはできなかった

（レプチンおよびアディポネクチンの検出限界は未記載だが、標準曲線の最低濃度はそれぞれ 31.3 

pg/mL、62.5 pg/mL）。 

また、SGBS細胞においては、分化誘導を開始してから 20日後には、細胞内脂肪滴が形成された

（Figure 3A）。これを分化した SGBS細胞として用いた。Caco-2細胞との共培養を行ったところ、

SGBS 細胞の単独培養と比較して、培地中のレプチンおよびアディポネクチン濃度が有意に上昇した

（Figure 3Dおよび 3E）。尚、培地中のレジスチン濃度は、Caco-2細胞および SGBS 細胞の単独培

養、ならびに共培養においても検出限界以下であった。また、Caco-2細胞の単独培養では、培地中の

レジスチンだけではなく、レプチンおよびアディポネクチンも検出できなかった。 

さらに、共培養を行った際の SGBS細胞におけるレプチンおよびアディポネクチンのmRNA発現

レベルを推定したところ、SGBS細胞の単独培養と比較して、Caco-2細胞との共培養では、レプチン

レベルが有意に高値を示す一方、アディポネクチンレベルは有意に低値を示した（Figure 3Fおよび

3G）。 
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Figure 3 

Effect of co-culturing intestinal epithelial cells with adipocytes on adipokine concentration in medium. 

Chart A: Morphological changes in human primary adipocytes and SGBS cells. Chart B and C: Human intestinal epithelial Caco-2 

cells were co-cultured with human primary adipocytes for 24 h. Adipokine concentrations in medium were measured by ELISA. 

The results represent a single experiment. Chart D-G: Caco-2 cells were co-cultured with human SGBS adipocytes for 24 h. 

Adipokine concentrations in medium were measured by ELISA (D and E), and gene expressions of adipokine were measured by 

qPCR (F and G). The results represent a single experiment (B and C), and expressed as the mean ± SEM of three independent 

experiments (D-G). P-values were estimated by Student’s t-test (*p< 0.05).  
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腸上皮細胞との共培養によって、脂肪細胞のアディポカイン分泌が増加したのは、腸上皮細胞と脂

肪細胞の相互作用によって、脂肪細胞の分化が促進されたことによる可能性が考えられた。そこで、

SGBS 細胞における分化マーカーの mRNA 発現レベルを比較したところ、SGBS細胞の単独培養と

比較して、Caco-2細胞との共培養では、全ての分化マーカーでむしろ低値を示した（Figure 4A-E）。 

  

  

 
Figure 4 

Effect of co-culturing intestinal epithelial cells with adipocytes on adipocytes differentiation. 

Caco-2 cells were co-cultured with SGBS cells for 24 h. Gene expressions of adipocyte differentiation markers was measured by 

qPCR. The results are expressed as the mean ± SEM of three independent experiments.  
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腸上皮細胞の CMが脂肪細胞のレプチン分泌を刺激する 

Caco-2細胞 CM中でヒト初代内臓脂肪細胞の培養を行い、培地中のレプチン、アディポネクチン

およびレジスチン濃度を ELISAにより測定した。その結果、培地中のレプチン濃度は CM無添加の

場合と比較して、CMを 100%の割合で添加した場合に有意に高値であった（Figure 5A）。このとき、

アディポネクチン濃度もやはり高い傾向にあった（Figure 5B）。培地中のレジスチン濃度は全ての処

理において検出限界以下であった。また、Caco-2細胞 CMでは、培地中のレジスチンだけではなく、

レプチンおよびアディポネクチンも検出限界以下であった。 

さらに、ヒト初代内臓脂肪細胞におけるレプチン mRNA発現レベルを qPCRにより推定した。そ

の結果、全ての処理間において差は認められなかった（Figure 5C）。 

脂肪細胞モデルとして SGBS細胞を用いたときには、Caco-2細胞 CM中で培養を開始してから 48

時間後では、CM無添加の細胞と比較して、CMを 100%の割合で添加した細胞において、培養上清

中のレプチン濃度が有意に高値であった（Figure 5D）。同様の条件において 24時間培養したとき、

アディポネクチン濃度もやはり有意な高値を示した（Figure 5E）。レジスチン濃度は、全ての処理に

おいて検出限界以下であった。 

さらに、SGBS細胞におけるレプチンmRNA発現レベルを qPCRにより推定した。その結果、Caco-2

細胞の CM中での培養開始後、20時間まで低下を示し、CMの添加レベルはこのことに影響しなかっ

た（Figure 5F）。 
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Figure 5 

Effect of the CM from intestinal epithelial cells on the secretion of adipokine by adipocytes. 

Chart A-C: Human primary adipocytes were cultured in the CM from Caco-2 cells for 24 h. Adipokine concentrations in the 

medium were measured by ELISA (A and B). Gene expression of leptin was measured by qPCR (C). Chart D-F: SGBS cells were 

cultured in the CM from Caco-2 cells. After 15, 24 and 48 h of culture, leptin concentrations in the media were measured by ELISA 

(D), whereas after only 24 h of culture, adiponectin concentration was measured by ELISA (E) and Gene expression of leptin was 

measured by qPCR (F). The results are expressed as the mean ± SEM of three independent experiments (A-E), and represent a 

single experiment (F). Mean values with an asterisk are significantly different (p<0.05) as estimated by Dunnett’s test following 

One-way ANOVA (A-C and E). Mean values with asterisks were significantly different (p<0.05) vs. 0 h at each concentration of CM 

supplement as estimated by Dunnett’s test following One-way ANOVA, and mean values with different letters were significantly 

different (p<0.05) at each time point as estimated by Tukey-Kramer’s test following One-way ANOVA. 
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また、腸上皮細胞 CMが脂肪細胞の分化を促進した結果、アディポカイン分泌が増加した可能性が

考えられたため、脂肪細胞分化の指標として SGBS細胞内の TG濃度を測定した。その結果、Caco-2

細胞 CM添加の影響は認められなかった（Figure 6）。 

 

 

Figure 6 

Effect of the CM from intestinal epithelial cells on TG concentration in adipocytes. 

SGBS cells were cultured in the CM from Caco-2 cells. After 15, 24 and 48 h of culture, TG concentrations in the SGBS cells were 

measured. The result is expressed as the mean ± SEM of three independent experiments.  
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Ⅳ 考察 

 本研究において、ヒト初代培養脂肪細胞およびヒト脂肪細胞株 SGBSにおけるレプチンおよびアデ

ィポネクチン分泌が、ヒト小腸上皮細胞モデルである Caco-2細胞との非接触的共培養により増加す

ることが、明確に示された。これらの結果は、腸上皮細胞が脂肪細胞におけるこれらのアディポカイ

ン分泌を刺激する因子を放出すること示唆する。しかしながら、共培養系においては脂肪細胞が腸上

皮細胞に何らかの影響を及ぼす可能性も考えられ、そのことが結果の解釈を複雑にする。そこで、前

述の推察についてより直接的な検証を行うために、Caco-2細胞の CMを脂肪細胞の培地に添加した。

その結果、CMもやはり脂肪細胞におけるレプチンおよびアディポネクチン分泌を増加させた。以上

のことから、腸上皮細胞は脂肪細胞におけるレプチンおよびアディポネクチン分泌を刺激する液性因

子を放出するものと推察した。 

 また、Caco-2細胞と共培養したときの SGBS細胞におけるレプチン mRNAレベルも上昇した。つ

まり、レプチン分泌の増加は翻訳前の段階で調節されていると考えられる。しかしながら、Caco-2細

胞の CMを添加した実験においては、SGBS 細胞においてレプチン分泌が増加したにもかかわらず、

レプチン mRNAの上昇はみられなかった。このような共培養と CM添加との違いを説明できるデー

タは得られていないが、共培養の際にはレプチン遺伝子の発現を刺激する因子が Caco-2細胞から供

給され続けるのに対し、CM添加においてはそれが枯渇してしまうことによるのかもしれない。また、

アディポネクチン mRNAレベルは Caco-2細胞との共培養によりむしろ低下したので、観察されたア

ディポネクチン分泌促進は翻訳後の調節によるものと考えられる。 

レプチンは分化した成熟脂肪細胞で強く発現することが知られている（Masuzaki et al. 1995）。こ

のことから、腸上皮細胞が脂肪細胞のレプチンの遺伝子発現および分泌を亢進させたのは、脂肪細胞

の分化を促進させたためであるとの指摘を受けるかもしれない。脂肪細胞は、前駆脂肪細胞から脂肪

細胞へと分化する際に、脂肪細胞内の TG蓄積および脂肪細胞特異的遺伝子の発現が上昇する。そこ

で、脂肪細胞の各種分化マーカーの mRNA 発現および脂肪細胞内 TG濃度の測定を行った。PPAR

および C/EBPは、脂肪細胞分化のマスターレギュレーターとも言われており、脂肪細胞の肥大化に

も関与する転写因子であり、両者が協調して脂肪細胞の分化を誘導する（Barak et al. 1999、Kubota 

et al. 1999、Rosen et al. 1999、Wu et al. 1999）。この二つの転写因子の発現が上昇し、引き続き脂

質合成に関する ACCおよび FAS、ならびに成熟脂肪細胞特異的に発現する LPLの発現が上昇するこ

とが明らかにされている（Bennett et al. 1995、Kawabe et al. 1996、Lopez et al. 1996）。単独培養

を行った脂肪細胞と比較して、腸上皮細胞との共培養を行った脂肪細胞の各種分化マーカー（PPAR、

C/EBP、ACC、FASおよび LPL）の mRNA発現は、むしろ低値を示した。また、腸上皮細胞 CM

無添加の脂肪細胞と比較して、腸上皮細胞 CM中で培養を行った脂肪細胞内 TG濃度は、さらに上昇

することはなかった。したがって、腸上皮細胞による脂肪細胞のレプチンおよびアディポネクチン分

泌の誘導は、脂肪細胞の分化促進に起因するものではないと考えられる。 
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第二章 脂肪細胞のアディポカイン分泌を刺激する腸上皮細胞由来因子の検討 

 

Ⅰ 緒言 

 第一章で示した結果から、腸上皮細胞由来の何らかの液性因子が、脂肪細胞のレプチン分泌を促進

するということが示唆された。そこで本章では、この液性因子に関する情報を得るために、いくつか

の検討を行った。 

炎症が生じた腸管組織は、TNF-や IL-6などの炎症性サイトカイン、および MCP-1 や IL-8など

のケモカインを分泌するが、これらの炎症性因子が脂肪細胞のレプチン分泌を促進させることが報告

されている（Grunfeld et al. 1996、Sarraf et al. 1997、Gerhardt et al. 2001、Bruun et al. 2002、

Simons et al. 2005）。 

ところで、本研究で用いた Caco-2細胞は、ヒト結腸癌由来の細胞株であり、コンフルエントに達

した後、14日以上培養すると小腸吸収上皮細胞様に分化することが知られている（Sánchez et al. 1996）。

そこで、本研究で想定しているレプチン分泌刺激因子の放出が Caco-2細胞の分化に依存するか否か

を明らかにするために、コンフルエントから 1日目の未分化 Caco-2細胞 CMによる SGBS 細胞の培

養を行った。また、想定しているレプチン分泌刺激因子が、種の違いを越えて機能するか否かについ

て明らかにするために、マウス前駆脂肪細胞株 3T3-L1を SGBS細胞の代わりに用いて解析した。さ

らに、想定しているレプチン分泌刺激因子の熱安定性についても調べた。 
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Ⅱ 材料および方法 

1. 細胞培養 

3T3-L1 細胞 

American Type Culture Collectionより細胞株を購入した。10 cmプラスティックディッシュを用

い、基本培地中で 37℃、5% CO2-95% 空気環境下で培養した。基本培地として、DMEMに 10% FBS

（非働化処理済み）、ペニシリン Gカリウム（100 U/mL）、ストレプトマイシン硫酸塩（100 g/mL）、

ゲンタマイシン硫酸塩（50 g/mL）を添加したものを用いた。顕微鏡観察によりセミコンフルエント

まで増殖したことを確認し、トリプシン消化で細胞を回収した後、基本培地を用いて 12 ウェルセル

カルチャープレートのウェルには 4.0×104 cells/well、24ウェルセルカルチャープレートのウェルに

は 1.0×104 cells/well となるように細胞を調製し、播種した。再び細胞がセミコンフルエントまで増

殖したことを確認した後、培地を除去し、分化誘導培地を添加した。分化誘導培地は、基本培地にデ

キサメタゾン（0.25 M）、IBMX（0.5 mM）、インスリン（10 g/mL）を添加したものである。分化

誘導開始から 48時間後、培地を除去し、分化促進培地を添加した。分化促進培地は、基本培地にイ

ンスリン（5 g/mL）を添加したものである。以後、培地の交換は 2日に 1回行い、分化誘導開始か

ら 12日目の細胞を脂肪細胞として用いた。また、3T3-L1細胞の培地を除去し、RPMI 1640 で 10時

間培養した後、腸上皮細胞株の CM中での培養を行った。 

 

SGBS 細胞 

第一章と同様の方法で培養を行った。 

 

Caco-2細胞 

第一章と同様の方法で、12ウェルセルカルチャーインサートに細胞を播種した。顕微鏡観察により

コンフルエントまで増殖したことを確認し、さらに24時間培養したものを未分化Caco-2細胞とした。

また、未分化 Caco-2細胞 CMを以下のように調製した。Caco-2細胞の培地を除去し、RPMI 1640

を添加して 24時間培養を行った後、インサートの下部コンパートメントの培地を回収した。こうし

て得られた未分化 Caco-2細胞 CMは、使用まで-20℃で凍結保存した。一方、第一章と同様の方法で

得られた分化 Caco-2細胞 CMを 100℃で 10分間、加熱した。加熱処理を行った Caco-2細胞 CMは、

使用まで-20℃で凍結保存した。 

 

2. 実験デザイン 

実験 1 未分化腸上皮細胞 CMによる脂肪細胞の培養 

SGBS 細胞の培地に、未分化 Caco-2細胞 CM（培地は RPMI 1640）を添加し、培養した。この際、

RPMI 1640を添加し、培養したもの、および分化 Caco-2細胞 CMを添加し、培養したものをそれぞ

れ陰性および陽性コントロールとした。未分化 Caco-2細胞 CMを添加してから 24時間後に培地を回

収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。 
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実験 2 腸上皮細胞 CMによる 3T3-L1細胞の培養 

3T3-L1 細胞の培地に Caco-2細胞 CM（培地は RPMI 1640）を添加し、培養した。この際、RPMI 

1640 を添加し、培養したものをコントロールとした。Caco-2細胞 CMを添加してから 24時間後に

培地を回収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。 

  

実験 3 加熱処理した腸上皮細胞 CMによる脂肪細胞の培養 

SGBS 細胞の培地に、加熱処理した Caco-2細胞 CM（培地は RPMI 1640）を添加し、培養した。

この際、RPMI 1640を添加し、培養したもの、および加熱処理を行っていない Caco-2 細胞 CMを添

加し、培養したものをそれぞれ陰性および陽性コントロールとした。加熱処理した Caco-2細胞 CM

を添加してから 24時間後に培地を回収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。 

 

3. アディポカイン、サイトカインおよびケモカイン濃度の測定 

培養上清中のヒトレプチン、アディポネクチンおよびレジスチン濃度は、ELISAキットを用い、第

一章と同様に測定した。また、マウスレプチン濃度は、ELISAキット（Mouse/Rat Leptin Quantikine 

ELISA kit R&D Systems）を用い、添付の取扱説明書にしたがって測定した。Caco-2細胞 CM中の

macrophage inflammatory proteins-1 （MIP-1）、IL-8、MCP-1、IL-6および TNF-も同様に、

ELISAキット（MIP-1: CCL3 (Human) ELISA Kit,  Abnova、IL-8: Human IL-8 ELISA 

Ready-SET-Go!, eBioscience、MCP-1: Human MCP-1 ELISA Ready-SET-Go!, eBioscience、IL-6: 

Human IL-6 ELISA Ready-SET-Go!, eBioscience、TNF-: Human TNF- ELISA Ready-SET-Go!, 

eBioscience）を用い、添付の取扱説明書にしたがって測定した。 

 

4. グルコース濃度の測定 

回収した Caco-2細胞 CM中のグルコース濃度を市販のキットを用い、添付の取扱説明書にしたが

って測定した（グルコース CⅡ－テストワコー 和光純薬工業）。 

 

5. 統計処理 

1 回のみ行った実験の結果はそれを表し、複数回行った実験の結果はその平均値±標準誤差で表し

た。平均値間の比較には、One-way ANOVA を用いた。p値が 0.05未満の場合に統計的に有意と認め

た。 
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Ⅲ 結果  

Caco-2細胞の分化は SGBS細胞のアディポカイン分泌に影響しない 

Caco-2細胞の分化マーカーである TEERを測定した結果、コンフルエントから 17日目まで有意に

上昇した（Figure 7A）。 

コンフルエント到達後、1日目および 14日目以降の Caco-2細胞から調製した CM中で SGBS細胞

の培養を行い、培地中のレプチン濃度を ELISAにて測定した。その結果、Caco-2細胞 CM無添加で

培養した SGBS細胞と比較して、14日目以降の Caco-2細胞 CMを添加して培養した SGBS細胞で

は、培地中のレプチンおよびアディポネクチン濃度は有意に高値であったが、1日目の Caco-2細胞

CMを添加して培養した SGBS細胞では、有意な差は認められなかった（Figure 7BC）。 

 

   

   

                               
Figure 7 
Effect of the CM from undifferentiated and differentiated intestinal epithelial cells on the secretion of adipokines by adipocytes. 

Chart A: The time-course of changes in transepithelial electrical resistance (TEER), a marker of enterocytic differentiation, after 

Caco-2 cells reached confluence. Chart B and C: SGBS cells were cultured in the CM from undifferentiated (U) and differentiated 

(D) Caco-2 cells for 24 h. Leptin (B) and adiponectin (C) concentration in the medium were measured by ELISA. The results are 

expressed as the mean ± SEM of the three independent experiments. Mean values with different letters are significantly 

different (p<0.05) as estimated by Tukey Kramer’s test following one-way ANOVA (A). Mean values with astarisks are significantly 

different (p<0.05) as estimated by Dunnett’s test following One-way ANOVA (B and C).  

 

Caco-2細胞の CMは 3T3-L1細胞のレプチン分泌を刺激しない 

マウス脂肪細胞株 3T3-L1の分化誘導を開始してから顕微鏡観察を続け、12日後には、細胞内脂肪

滴が形成された（Figure 8A）。これを分化した 3T3-L1細胞として用いた。腸上皮細胞 CM中で脂肪

細胞を培養する際に、腸上皮細胞と種の異なる脂肪細胞を用いた場合も、脂肪細胞のレプチン分泌を

誘導するか否かを調べるために、Caco-2細胞 CM中でマウス脂肪細胞株 3T3-L1の培養を行ったとこ
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ろ、培地中のレプチン濃度には差がみられなかった（Figure 8B）。 

 

 

   

 

 

             
Figure 8 

Effect of the CM from human intestinal epithelial cells on the secretion of adipokine by murine adipocytes. 

Chart A: Morphological changes in murine 3T3-L1 adipocytes. Chart B: 3T3-L1 cells were cultured in the CM from human 

intestinal epithelial Caco-2 cells for 24 h. Leptin concentration in the medium was measured by ELISA. The results are expressed 

as the mean ± SEM of the three independent experiments.  

 

加熱処理は Caco-2細胞 CMのレプチン分泌刺激作用に影響しない 

加熱処理した腸上皮細胞 CMが、脂肪細胞のレプチン分泌に影響するか否かを調べるために、100℃

で 10分間、加熱処理を行った Caco-2細胞 CM中で SGBS細胞の培養を行い、培地中のレプチン濃

度を ELISAにて測定した。その結果、Caco-2細胞 CM無添加で培養した SGBS細胞と比較して、加

熱処理した Caco-2細胞 CMを添加して培養した SGBS細胞では、加熱処理を行っていない Caco-2

細胞 CMを添加して培養した SGBS細胞と同程度にレプチン濃度は高値を示した（Figure 9）。 
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Figure 9 

Effect of the heat treated CM from intestinal epithelial cells on the secretion of adipokine by adipocytes. 

SGBS cells were cultured in the heat treated CM from Caco-2 cells for 24 h. Leptin concentration in the medium was measured by 

ELISA. The result is expressed as the mean ± SEM of two independent experiments.  

 

Caco-2細胞 CM中のグルコース濃度を測定した結果、新鮮培地中のグルコース濃度および Caco-2

細胞 CM中のグルコース濃度に差は観察されなかった（1.90 mg/mL vs. 1.58 mg/mL）。また、TNF-、

IL-6、MIP-1、IL-8および MCP-1濃度を測定したところ、全て検出限界以下の濃度であった（TNF-, 

4 pg/mL; IL-6, 2 pg/mL; MIP-110 pg/mL; IL-8, 2 pg/mL; MCP-1, 7 pg/mL）。 
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Ⅳ 考察 

本研究において、腸上皮細胞由来の何らかの因子が脂肪細胞のレプチンおよびアディポネクチン分

泌を促進することが示唆されたが、その因子の本体は明らかではない。本章では、この因子に関する

情報を得るための検討を行った。 

 本研究で腸上皮細胞のモデルとして用いた Caco-2細胞はヒト結腸癌由来細胞株であり、コンフル

エントに到達してから 14日以後に小腸吸収上皮細胞と同様の分化形質を発現することが知られてい

る。例えば、頂端側にスクラーゼやペプチダーゼなどの消化酵素を発現すること、P-糖タンパクなど

の栄養素吸収担体を発現すること（Hidalgo and Borchardt 1990、Harris et al. 1992、Brandsch et al. 

1994）、ならびにタイトジャンクションの形成などである（Traber et al. 1987）。そこで本研究では、

Caco-2細胞の分化が脂肪細胞のレプチンおよびアディポネクチン分泌に影響を及ぼすか否かを調べた。

Caco-2細胞の小腸吸収上皮細胞様の分化にともなうタイトジャンクションの形成により TEERが上

昇することが知られているので（Hidalgo et al. 1989）、コンフルエント到達後の TEER を追跡した

ところ、14日目まで上昇を続けた。そこで、コンフルエントに到達してから 1日目の細胞を未分化

Caco-2細胞、14日目の細胞を分化 Caco-2細胞とみなし、それらの CMを調製した。それらを SGBS

脂肪細胞に添加して培養し、レプチンおよびアディポネクチン濃度を測定した結果、14 日目の Caco-2

細胞の CMは SGBS細胞培養上清におけるレプチンおよびアディポネクチン濃度を上昇させたが、1

日目の CM添加は上昇させなかった。これらの結果から、脂肪細胞のレプチンおよびアディポネクチ

ン分泌を促進する腸上皮由来液性因子は、分化した小腸吸収上皮細胞により放出され、未分化腸上皮

細胞はそのような能力が低いことが示唆された。 

 次に、脂肪細胞のレプチンおよびアディポネクチン分泌促進因子が、種の壁を越えた活性を有する

か否かを調べた。すなわち、Caco-2細胞の CMをマウス由来 3T3-L1脂肪細胞に添加した。その結果、

レプチン分泌に変化は認められなかった。したがって、腸上皮細胞に由来するレプチンおよびアディ

ポネクチン分泌促進因子は、種特異的である可能性が推察された。 

 過去の研究により、脂肪細胞におけるレプチン分泌は炎症性サイトカインおよびケモカインにより

促進されることが報告されている（Grunfeld et al. 1996、Sarraf et al. 1997、Gerhardt et al. 2001、

Bruun et al. 2002、Simons et al. 2005）。腸上皮細胞は、炎症性サイトカインおよびケモカインであ

る TNF-、IL-6、IL-8、MIP-1および MCP-1 などを分泌することが知られているため（van Deventer 

1997）、本研究で示唆された脂肪細胞のレプチン分泌を刺激する腸上皮細胞由来因子が、これらの炎

症性サイトカインおよびケモカインである可能性が想定された。そこで、Caco-2細胞の CMにおけ

る TNF-、IL-6、IL-8、MIP-1および MCP-1を定量した結果、いずれも検出限界以下であった。

きわめて低濃度の炎症性サイトカインおよびケモカインが脂肪細胞におけるレプチン分泌を刺激する

か否かについては、厳密に言えば、それらを脂肪細胞の培地に添加した際のレプチン分泌を調べる必

要があるが、それらが腸上皮細胞に由来するレプチン分泌刺激因子である可能性は低いと考えている。 

 さらに、グルコースおよびその代謝産物が脂肪細胞におけるレプチン分泌を刺激することが報告さ

れている（Mueller et al. 1998、Wellhoener et al. 2000）。しかしながら、本研究においては、脂肪

細胞におけるレプチン分泌を刺激する Caco-2細胞の CM中のグルコース濃度と新鮮培地におけるグ
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ルコース濃度との間に差を認めなかった。すなわち、腸上皮細胞に由来するレプチン分泌刺激因子が

グルコースである可能性は低いと考えた。 

 以上のように、腸上皮細胞に由来する脂肪細胞のレプチン分泌刺激因子について検討した結果、そ

のものは分化した小腸粘膜吸収上皮細胞が放出する熱安定性の物質であり、また従来よりレプチン分

泌を刺激することが知られている炎症性サイトカイン、ケモカインおよびグルコース以外のものであ

ると考えられた。Murakami ら、および Wabitsch らは、グルココルチコイドが脂肪細胞におけるレ

プチン分泌を刺激することを報告している（Murakami et al. 1995、Wabitsch et al. 1996）。一方、

Caco-2細胞のような腸上皮細胞株がグルココルチコイドであるコルチゾールを産生・分泌することも

報告されている（Sidler et al. 2011）。腸上皮細胞に由来する脂肪細胞のレプチン分泌刺激因子を同定

するためにはさらなる研究が必要であるが、グルココルチコイドをその候補として検証することは興

味深い。例えば、グルココルチコイド合成阻害剤であるメチラポンを添加して培養した Caco-2 細胞

の CMが脂肪細胞のレプチン分泌を刺激するか否かを確かめることも有効であろう。 
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第三章 マウス腸粘膜ホモジネート上清が脂肪細胞のレプチン分泌に及ぼす影響 

 

Ⅰ 緒言 

 本研究において、ヒト初代脂肪細胞および SGBS脂肪細胞におけるレプチンおよびアディポネクチ

ン分泌が、ヒト腸上皮細胞株 Caco-2との共培養およびその CMにより促進されることが示された。

これらのことは、腸上皮細胞が脂肪細胞におけるレプチンおよびアディポネクチン分泌を刺激する何

らかの液性因子を放出することを示唆する。しかしながら、これらの現象はあくまでも培養細胞系に

おける観察結果であり、in vivo においても同様の現象がみられるか否か、明らかではない。そこで第

三章では、このことについての情報を得るために、マウスの腸粘膜ホモジネート上清がマウス 3T3-L1

脂肪細胞におけるアディポカイン分泌に及ぼす影響を調べた。すなわち、腸上皮細胞が脂肪細胞おけ

るレプチンおよびアディポネクチン分泌を刺激する液性因子を放出することを示すための ex vivo の

実験を行った。 
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Ⅱ 材料および方法 

1. 動物飼育およびサンプリング 

 雌 C57BL/6J JmsSlc（B6）マウスを日本 SLCから、雌 KK-Ay/TaJcl （KK）マウスを日本クレア

から購入した。購入したマウスは、標準プラスティックケージ内にて 23±2℃、1日 12 時間照明の環

境下で飼育し、標準固型飼料（MRストック、日本農産工業）を自由摂食させた。7週齢の B6マウス

および 12週齢の KKマウスをセボフルラン麻酔下で頸動脈からの放血により安楽死させ、B6マウス

から小腸、結腸および肝臓、KK マウスから小腸および結腸を摘出した。得られた小腸を近位側およ

び遠位側に二等分し、それぞれ空腸および回腸とした。氷冷 PBS を用いて腸管内を洗浄し、縦に切

開した後、スライドガラスを用いて腸粘膜を削剥し、回収した。腸粘膜および肝臓を DMEM に懸濁

し、ホモジナイズ（3,000 rpm、5分間、氷冷下）した。ホモジネートを遠心分離後（12,000×rpm、

5 分間、4℃）、上清を回収し、後述する方法によりタンパク濃度を測定した。タンパク濃度測定後の

上清を 0.2 m ディスポーザブルメンブレンフィルター（Advantec）により濾過滅菌し、3T3-L1 細

胞に添加するまで-20℃で保存した。尚、本研究における動物実験は、 

国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定に基づき、科学的および動物福祉の観点から適正に行

った。 

 

2. 細胞培養 

3T3-L1 細胞 

第二章と同様の方法で培養した。 

 

3. 実験デザイン 

実験 1 マウス組織ホモジネート上清による脂肪細胞の培養 

3T3-L1 細胞の培地に、タンパク濃度を 50 g/mLに調整した B6マウスの空腸、回腸および結腸粘

膜ホモジネート、加えて肝臓ホモジネート上清を添加し、培養した。この際、DMEMを添加し、培

養したものをコントロールとした。マウスの腸粘膜および肝臓ホモジネート遠心上清を添加してから

24 時間後に培地を回収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。実験の流れについ

ては、Figure 11 に示した。 
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実験 2 肥満マウス腸粘膜ホモジネート上清による脂肪細胞の培養 

3T3-L1 細胞の培地に、タンパク濃度を 50 g/mLに調整した B6マウスおよび KK マウスの空腸、

回腸および結腸粘膜ホモジネート上清を添加し、培養した。それぞれのマウスの腸粘膜ホモジネート

上清を添加してから24時間後に培地を回収し、アディポカイン濃度の測定まで-20℃で凍結保存した。

実験の流れについては、Figure 12に示した。 

 

 

 

Figure 12 Schematic drawing of experimental design in experiment 2. 

 

3. アディポカイン濃度の測定 

 培養上清中のレプチン濃度は、第二章と同様に測定した。また、アディポネクチン濃度は、ELISA

キット（Mouse Adiponectin/Acrp30 DuoSet, R&D Systems）を用いて測定した。 

 

 

Homogenate 

Jejunum 
Ileum 
Colon 
Liver 

B6 mouse 

Murine 3T3-L1 adipocytes 

For 24 h 

B6 mouse 
or 

KK mouse 

Jejunum 
Ileum 
Colon 

For 24 h 

Homogenate 

Murine 3T3-L1 adipocytes 

Figure 11 Schematic drawing of experimental design in experiment 1. 
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4. タンパク濃度の測定 

 回収したマウスの腸粘膜および肝臓ホモジネートのタンパク濃度を、市販のキットを用いて測定し

た（BCA Protein Assay Kit, Pierce）。 

 

5. 統計処理 

実験の結果はその平均値±標準誤差で表した。平均値間の比較には、One-way ANOVA および

Unpaired t-testを用いた。p値が 0.05未満の場合に統計的に有意と認めた。 
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Ⅲ 結果 

マウスの回腸ホモジネート上清は 3T3-L1細胞のアディポカイン分泌を刺激する 

B6マウスの空腸、結腸および肝臓ホモジネートを添加したときの、3T3-L1細胞の培地中のレ

プチンおよびアディポネクチン濃度は、組織ホモジネート無添加の場合と差がみられなかった。

しかしながら、回腸粘膜ホモジネートを添加した際のレプチンおよびアディポネクチン濃度は無添加

の場合に比較して有意な高値を示した。尚、各組織のホモジネート上清におけるレプチンおよびアデ

ィポネクチン濃度は、全て検出限界（レプチン, 22 pg/mL; アディポネクチンは未記載であったが、

標準曲線の最低濃度は 31 pg/mL）以下であった。 

 

               
Figure 13 

Effect of intestinal tissue homogenates on the secretion of adipokine by adipocytes. 

3T3-L1 cells were cultured in jejunal, ileal, colonic or liver tissue homogenate of C57BL/6J JmsSlc (B6) mice for 24 h. Leptin (A) 

and adiponectin (B) concentration in the medium was measured by ELISA. The result are expressed as the mean ± SEM of three 

independent experiments. Mean values with astarisks are significantly different (p<0.05) as estimated by Dunnett’s test following 

One-way ANOVA. 

 

 

肥満 KKマウスの回腸粘膜ホモジネート上清は 3T3-L1細胞のアディポカイン分泌を 

刺激しない 

肥満が腸粘膜組織ホモジネートによる脂肪細胞のアディポカイン分泌促進効果に与える影響を調べ

るために、KKマウスおよび B6マウスの腸粘膜組織のホモジネート上清中で 3T3-L1細胞の培養を行

い、培地中のアディポカイン濃度を比較した。その結果、レプチンおよびアディポネクチン濃度は、

B6 マウスの回腸ホモジネート上清を添加した場合に比較して、KKマウスの場合に有意に低値であっ

た（Figure 14AB）。 
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Figure 14 

Effect of intestinal tissue homogenates on the secretion of adipokine by adipocytes. 

3T3-L1 cells were cultured in jejunal, ileal, colonic homogenate of C57BL/6J JmsSlc (B6) and KK-Ay/TaJcl (KK) mice for 24 h. 

Leptin (A) and adiponectin (B) concentration in the medium was measured by ELISA. The result are expressed as the mean ± 

SEM of three independent experiments. Mean values with astarisks are significantly different (p<0.05) as estimated by Unpaired 

t-test. 
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Ⅳ 考察 

本研究において、B6マウスの回腸粘膜ホモジネート上清がマウス由来 3T3-L1脂肪細胞におけるレ

プチンおよびアディポネクチン分泌を刺激することが明確に示された。すなわち、腸粘膜が脂肪細胞

におけるレプチンおよびアディポネクチン分泌を刺激する液性因子を産生することが、ex vivo の実験

によっても示唆された。ただし、本研究において用いたマウスの回腸粘膜ホモジネートは、上皮細胞

のみに由来するものではなく、粘膜固有層に存在する線維芽細胞や免疫細胞も寄与しているので、腸

上皮細胞株を用いた実験において示唆された液性因子を必ずしも反映しているとは言えない。したが

って、今後の研究においては、腸粘膜から上皮細胞のみを分離し、そのものが脂肪細胞におけるレプ

チンおよびアディポネクチン分泌を刺激するか否かを検証することが必要である。 

 興味深いことに、3T3-L1細胞におけるレプチンおよびアディポネクチン分泌を刺激したのは、回

腸粘膜ホモジネート上清のみであり、空腸および結腸粘膜ホモジネート上清はそのような活性を示さ

なかった。この観察結果は、腸上皮細胞によるレプチン分泌がいわゆる「回腸ブレーキ」に関連する

ことを示唆する。回腸ブレーキとは、糖質および脂質などの未消化の栄養素が遠位小腸、すなわち回

腸に到達することにより、満腹感が誘導され、摂食が抑制される現象である（Maljaars et al. 2008）。

この現象は、回腸上皮に分布する腸内分泌細胞である L細胞が産生・分泌する消化管ホルモンである

ペプチド YY（PYY）およびグルカゴン様ペプチド１（GLP-1）によって媒介されることが知られて

いる（Maljaars et al. 2008）。すなわち、回腸に到達した栄養素が L細胞における PYY および GLP-1

の分泌を惹起する結果、これらが迷走神経を介して満腹中枢を刺激し、満腹感を誘導する（Drucker et 

al. 2006、Maljaars et al. 2008）。一方、レプチンもまた強力な満腹ホルモンであるので（Campfield 

et al. 1995、Vaisse et al. 1996）、回腸の L 細胞から分泌される PYYおよび GLP-1が脂肪細胞にお

けるレプチン分泌を刺激する結果、満腹感を誘導するという経路が主張されるかもしれない。つまり、

PYY あるいは GLP-1こそ、本研究において示唆された腸上皮細胞が放出する液性因子であるという

考えである。しかしながら、Caco-2細胞が PYYおよび GLP-1を産生・分泌するという証拠はなく、

また脂肪細胞が PYYおよび GLP-1の特異受容体を発現するということも報告されていない。循環血

中のレプチン濃度は、絶食時に低下し、再摂食によって上昇することを考慮すると（）、本研究の観察

結果は、栄養素の刺激に応答して回腸から PYY および GLP-1以外の液性因子が放出され、そのもの

が脂肪細胞におけるレプチン分泌を刺激することを示唆する。すなわち、そのような液性因子は回腸

ブレーキを媒介する新規の分子である可能性がある。 

 本研究において、非肥満系統である B6マウスの回腸粘膜ホモジネート上清は 3T3-L1 脂肪細胞の

レプチン分泌を刺激したが、肥満系統である KKマウスの回腸粘膜ホモジネート上清にはそのような

活性がまったく認められなかった。KKマウスは多遺伝子変異に起因する過食により肥満が出現し、

その後、2型糖尿病を発症する（Kondo et al. 1957）。回腸粘膜由来の液性因子が脂肪細胞におけるレ

プチン分泌を刺激することにより満腹感を誘導する可能性を考慮すると、KKマウスにおいてはその

ような液性因子の産生・分泌応答が欠如していることにより満腹感が誘導されず、過食を生じるのか

もしれない。すなわち、KKマウスにおいて見られる過食は、回腸由来液性因子によって誘導される

回腸ブレーキの欠陥によるのかもしれない。 
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 レプチンの放出に加え、アディポネクチンの放出も B6マウスの回腸粘膜ホモジネート上清の添加

により増加した。さらに、KKマウスの回腸粘膜ホモジネート上清はレプチンと同様にアディポネク

チンの放出も刺激しなかった。肥満において循環血中のアディポネクチン濃度が低下することは良く

知られているが（Arita et al. 1999）、これには回腸における液性因子の産生・分泌の低下が少なくと

も一部関与している可能性がある。 

 以上をまとめると、腸上皮細胞が脂肪細胞におけるレプチンおよびアディポネクチン分泌を刺激す

る液性因子を産生・放出することが、ex vivo の実験結果からも示唆された。また、このような現象の

生理的意義として、この因子が回腸ブレーキを媒介する分子であると想定すれば、合理的であると考

えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

総括 

 

我が国における死因の第 2位および 3位を占める動脈硬化性疾患の強い危険因子として、メタボリ

ックシンドロームが存在する。これは、耐糖能異常、高血圧症および脂質代謝異常が複合的に集積し、

その上流に内臓脂肪蓄積型肥満が存在するという疾患概念である。従来、脂肪細胞は余剰のエネルギ

ーを中性脂肪として蓄積するだけの受動的な役割を有するのみと考えられていたが、アディポカイン

と総称されるペプチド類を産生・分泌する内分泌細胞であることが知られるようになった。内臓脂肪

蓄積型肥満における脂肪組織においてはマクロファージをはじめとする白血球の浸潤が認められ、そ

のような内臓脂肪組織の炎症状態がメタボリックシンドロームの発症・進展に寄与することも明らか

になってきたが、アディポカインはそれらの一連の過程において中心的な役割を果たしている。 

 ところで、内臓脂肪蓄積型肥満に限らず、肥満は個体のエネルギー収支の不均衡によって体脂肪が

過剰に蓄積した状態である。そのような不均衡が生じる背景には遺伝要因と環境要因が存在するが、

最近の研究により、腸内細菌叢が肥満およびメタボリックシンドロームの諸症状の環境要因のひとつ

であることが明らかになってきた。しかしながら、腸内細菌叢がそのような疾患の発症・進展に関与

する細胞・分子機序の全貌は明らかになっていない。腸内細菌が直接曝露する組織が腸上皮細胞であ

ることを考えると、腸上皮細胞から脂肪組織へ何らかの情報が伝達され、脂肪細胞における脂肪蓄積

や脂肪組織炎症に影響をおよぼす機序を想定することに不合理な点はない。実際、腸上皮細胞が産生・

分泌する Fiaf/Angpt4は脂肪細胞における脂肪蓄積の調節に関与する。このものは LPL 阻害タンパ

クであり、循環血中のリポタンパクから脂肪細胞への脂肪酸の取り込みを制御する機能を有するが、

無菌マウスが肥満に抵抗性である理由に関して、腸上皮細胞におけるFiaf/Angpt4の高発現によりLPL

が阻害されることが寄与することが示された（Bäckhed et al. 2007）。また、やはり腸上皮細胞にお

いて産生・分泌されるC型レクチンの一種であるRegⅢが肥満発症に寄与することも報告された（Secq 

et al. 2013）。そこで本研究では、脂肪細胞の重要な機能のひとつであるアディポカインの産生・分泌

の調節において腸上皮細胞が一定の役割を果たすという仮説を立て、それを明らかにするための生理

学的解析を行った。 

 まず、ヒト初代培養脂肪細胞およびヒト脂肪細胞株 SGBSにおけるレプチンおよびアディポネクチ

ンの分泌が、ヒト小腸上皮細胞モデルである Caco-2細胞との非接触的共培養により増加することを

示した。またこのときのレプチンの分泌増加は、翻訳前の段階で調節された結果であることが示唆さ

れた。さらに、Caco-2細胞の CMの添加によってもヒト初代培養脂肪細胞および SGBS細胞におけ

るレプチンおよびアディポネクチンの分泌が増加した。以上の結果から、腸上皮細胞は脂肪細胞にお

けるこれらのアディポカインの分泌を刺激する何らかの液性因子を放出するものと推察した。 

 腸上皮細胞に由来する脂肪細胞のレプチン分泌刺激因子について若干の検討を行った結果、そのも

のは分化した小腸粘膜吸収上皮細胞が放出する熱安定性の物質であり、また従来よりレプチン分泌を

刺激することが知られている炎症性サイトカイン、ケモカインおよびグルコース以外のものであると

考えられた。 

 さらに、マウスの回腸粘膜ホモジネート上清がマウス由来 3T3-L1脂肪細胞におけるレプチンおよ
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びアディポネクチン分泌を刺激することを示した。すなわち、腸粘膜が脂肪細胞におけるレプチンお

よびアディポネクチン分泌を刺激する液性因子を産生することが、ex vivo の実験によっても示唆され

た。 

 腸上皮細胞が脂肪細胞におけるアディポカイン分泌を刺激する液性因子を放出することの生理的意

義は明らかではない。しかしながら、そのような因子を放出するのが回腸のみであり、空腸および結

腸からは放出されないことから、この因子がいわゆる「回腸ブレーキ」を媒介する分子であると推察

した。すなわち、栄養素の刺激に応答して回腸から液性因子が放出され、そのものが脂肪細胞におけ

るレプチン分泌を刺激し、満腹感を誘導するという機序が存在するかもしれない。本研究においては、

残念ながら、この液性因子を同定するに至らなかった。しかしながら、脂肪細胞から分泌されるレプ

チンは飽食シグナルを伝達するのみならずエネルギー消費を増大させること、またアディポネクチン

はメタボリックシンドロームに抑制的に作用することを考慮すると、これらのアディポカインの分泌

を刺激する腸上皮細胞由来の液性因子を肥満の予防・治療のための新しい標的とすることが期待でき

る。この液性因子は腸上皮細胞によって産生されると考えられるため、食環境によってこのものの産

生・分泌を調節できる可能性がある。また、腸内細菌叢が肥満発症の環境要因となるとき、この液性

因子がその細胞・分子機序の一部を担っているかもしれない。腸上皮細胞が食品成分や腸内細菌の菌

体成分等を認識し、この液性因子を産生・分泌する機序を解明するためのさらなる研究が求められる。 
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