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【背景】

内臓脂肪の過剰蓄積は、糖尿病、高脂血症、動脈硬化等の生活

習慣病を引き起こすことが報告されている。これまで、内臓脂肪細

胞の分化誘導系に関しては確立されたものはなく、実験遂行の上で

大きな障壁となっていた。

我々はラット腸間膜脂肪組織から前駆脂肪細胞を取り出し、これ

を培養系で成熟脂肪細胞にまで分化誘導する方法を確立した。

【目的】

他の部位の脂肪細胞と比較して、腸間膜脂肪細胞の性状が大きく

異なることが報告されている。また、脂肪細胞のモデルとしては、株

化細胞である3T3-L1が、世界的に用いられている。しかしながら、こ

れら培養細胞間の性質の差異を比較した研究は少ない。そこで、本

研究では、初代培養系として、皮下脂肪であるラット褐色脂肪細胞（

BA）と胴回り白色脂肪細胞（WA）、上記のラット内臓脂肪細胞（VA）

およびライン化細胞である3T3-L1細胞（L1）の４種類を用い、糖尿病

の治療に用いられるPPAR-γアゴニスト（TZD）がこれらの細胞にお

よぼす影響について検討した。

【材料と方法】

実験(１)：初代培養系の細胞としては、Sprague-Dawley系雄ラット

から回収したものを使用した。BAおよびWAは生後２日目のラットの

肩甲骨間および腹部皮下脂肪組織から、VAは４週令のラット腸間

膜脂肪組織から調製し使用した。 L1は常法により継代維持培養し

たものを用いた。 BA、 WA、およびL1についてはデキサメタゾンで分

化誘導した。

TZD誘導体としてDMSO（D)に溶解したピオグリタゾン（P)またはト

ログリタゾン（T) を最終濃度１０μMで添加した。なにも添加しない場

合をコントロール（C)とし、以下の①から④の各測定項目について検

討した。

実験(2)：上記の腸間膜脂肪細胞に対するTZDの添加時期の影響

を明らかにするために、トログリタゾン（T) を最終濃度２０μM で分化

前（Ⅰ）および成熟後(Ⅱ）の２つのタイミングで添加し、④アディポネ

クチン産生量を測定した。

【測定項目】

各培養細胞の①DNA量、②細胞内トリグリセリド（TG）量、③グル

コースの取り込み量、④GPDH活性、および④アディポネクチン産生

量を測定した。

数値はDNAあたりの値で表し、それぞれの値の変化量は、コントロ

ール値の平均値を１００％とした場合の相対値で表した。

【結果： 実験１】

【結果： 実験２】

【実験のプロトコール】

実験（１)

BA・WA VA ３T3-L1

Day 1 継代培地 Day 1 維持培地 Day 1 継代培地
Day 2 ↓ Day 2 ↓ Day 2 ↓
Day 3 分化誘導 Day 3 ↓ Day 3 ↓
Day 4 ↓ Day 4 ↓ TZDs添加 Day 4 ↓
Day 5 維持培地TZDs添加 Day 5 ↓ ↓ Day 5 ↓
Day 6 ↓ ↓ Day 6 ↓ ↓ Day 6 ↓
Day 7 ↓ ↓ Day 7 ↓ ↓ Day 7 ↓
Day 8 ↓ ↓ Day 8 ↓ ↓ Day 8 ↓
Day 9 ↓ ↓ Day 9 ↓ ↓ Day 9 ↓
Day 10 細胞回収 ↓ Day 10 ↓ ↓ Day 10 ↓

Day 11 ↓ ↓ Day 11 ↓
Day 12 ↓ ↓ Day 12 分化誘導
Day 13 ↓ ↓ Day 13 ↓
Day 14 細胞回収 ↓ Day 14 維持培地TZDs添加

Day 15 ↓ ↓
Day 16 ↓ ↓
Day 17 ↓ ↓
Day 18 ↓ ↓
Day 19 ↓ ↓
Day 20 ↓ ↓
Day 21 ↓ ↓
Day 22 ↓ ↓
Day 23 細胞回収 ↓

BA WA VA L1 P value

DNA (µg/well） 18.2±2.1 ｂ 18.8±0.7 ｂ 30.5±2.7 a 14.3±0.5 b P<0.0001

TG (µg/µg DNA） 7.2±1.9 ｂ 8.5±1.1 ｂ 20.9±3.2 a 3.4±0.2 b P<0.0001

Glucose (µg/µg DNA） 28.3±10.7 31.1±12.7 34.1±5.2 52.2±20.5 P=0.1512

GPDH (mU/µg DNA） 0.62±0.10 ｂ 0.83±0.29 ｂ 2.11±0.65 a 1.07±0.15 ab P<0.005

Adiponectin (ng/µg DNA) 3.83±0.38 c 7.95±0.77 ｂ 12.07±1.10a 4.53±0.52 c P<0.0001

Table BA, WA, VA および３T3-L1の細胞回収時におけるControl値

Mean±SD （n=4） 異なる英字はBonferroniの検定で細胞間に統計的な有意差（P<0.05)があることを示す。

Fig.1  BA, WA, VA および３T3-L1の細胞のDNA量
C,Control; D,DMSO; P,Pioglitazone; T,Troglitazone 数値はMean±SD (n＝２～4) 

Fig.2  BA, WA, VA および３T3-L1の細胞の培養液からのグルコース消失量
C,Control; D,DMSO; P,Pioglitazone; T,Troglitazone 数値はMean±SD (n＝２～4)

Fig.3  BA, WA, VA および３T3-L1の細胞のGPDH活性
C,Control; D,DMSO; P,Pioglitazone; T,Troglitazone 数値はMean±SD (n＝２～4)

Fig.４ BA, WA, VA および３T3-L1の細胞のTG含量
C,Control; D,DMSO; P,Pioglitazone; T,Troglitazone 数値はMean±SD (n＝２～4)

Fig.5  BA, WA, VA および３T3-L1の細胞のTZD添加後のAdiponectin分泌量
PioglitazoneおよびTroglitazoneは０日に添加し１０μMの最終濃度で添加した
○；Control, □;DMSO, ◇;Pioglitazone, △；Troglitazone 数値はMean±SD (n＝２～4)

B

Fig.６ VAのAdiponectin分泌の経日的変化（A)と細胞回収日のDNAあたりの分泌量の比較（B)
（A)経日的変化：DMSOおよびTroglitazone２０μMはDay0およびDay４で添加した。
（B）細胞回収日のDNAあたりのAdiponectin放出量を比較した。
C；Control, D;DMSO, T；Troglitazone 数値はMean±SD (n＝4)

A

　　　　　　　　実験（２）

                　　　　　　　VA

Day 1 維持培地
Day 2 ↓
Day 3 ↓
Day 4 ↓ TZDs添加（Ⅰ）
Day 5 ↓ ↓
Day 6 ↓ ↓
Day 7 ↓ ↓
Day 8 ↓ ↓ TZDs添加（Ⅱ）
Day 9 ↓ ↓ ↓
Day 10 ↓ ↓ ↓
Day 11 細胞回収 ↓ ↓
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【結果および考察】

実験(１)においては、TZD添加により、①GPDH活性はすべての脂肪細

胞群で上昇したが、細胞群間で上昇率の差を認めた。②TG量はL1、BA

およびWAでは増加したが、VAでは増加しなかった。③グルコース取り

込みはBAとWAで促進されたが、VAで抑制された。④アディポネクチン

産生はL1では増加したが、初代培養系細胞ではすべて抑制された。

実験(2)においては、分化前のTZD添加でVAのアディポネクチン産生

はコントロールに比較し著しく抑制されたが、成熟後のTZD添加ではコ

ントロールに比較して促進された。

上記の結果より、これまで肥満および糖尿病薬スクリーニング系として

多く利用されてきた3T3-L1細胞と初代培養した脂肪細胞系ではTZDに

対する反応性が異なること、初代培養系でも内臓脂肪細胞と皮下脂肪

細胞では反応性が異なること、が示された。

In vivoで報告されているTZDの作用と比較すると、グルコース取り込

み、GPDH活性およびTGに関しては、初代培養系細胞は in vivoにおけ

る作用をほぼ反映した。アディポネクチン産生に関しては分化のステー

ジによって反応性が異なる可能性が示された。現在、TZDが作用する分

化ステージならびに細胞種について検討を行っている。
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