
      【背景と目的】 
 　軽度の全身性慢性炎症は主に肥満者や高齢者で認められ
る症状であり，2型糖尿病などの代謝性疾患の発症メカニ
ズムに深く関わっていると考えられている。肥満により肥
大した脂肪組織や脂肪肝では，血中から遊走・集積した単
球が炎症性マクロファージに分化して腫瘍壊死因子-α
（tumor necrosis factor-α：TNF-α）などの炎症性サイト
カインを分泌し，脂肪・肝実質細胞のインスリン感受性を
低下させる（De Taeye et al.:  Am. J. Physiol. Endocrinol. 
Metab. , 2007）。このときのマクロファージの炎症性応答に
は腸内細菌由来のリポ多糖（lipopolysaccharide：LPS）
が重要な役割を果たしていることも示唆されている
（Moreno-Indias et al.:  Front. Microbiol. , 2014）。 
 　インスリン抵抗性の結果として生じる高血糖はマクロ
ファージの炎症性応答を亢進させると考えられている。例
えば，LPS投与後のマクロファージのTNF-α分泌レベル
は肥満2型糖尿病発症 db/db マウスの方が正常へテロマウ
スよりも高かった（Sherry et al.:  J. Immunol. , 2007）。加
えて，抗炎症性サイトカインとして知られるインターロイ
キン-10（interleukin-10: IL-10）の産生能は db/db マウス
の方がヘテロマウスよりも低かった（Chung et al.:  J. 
Leukoc. Biol. , 2015）。 
 　一方，LPSに対するマクロファージの炎症性応答には日
内変動が認められ，時計遺伝子による調節を受けているこ
とが明らかにされている（Gibbs et al.:  Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A. , 2012）。ヒトマクロファージの IL-10 遺伝子
発現は時計遺伝子の一種である核内転写抑制因子Rev-erb
αによる抑制を受けている（Chandra et al.:  J. Biol. 
Chem. , 2013）。 db/db マウスの腎臓や大動脈などの特定の
組織ではRev-erbαを始めとする各種時計遺伝子の発現レ
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ベルの日内変動が小さくその発現量はヘテロマウスよりも
低いことが報告されている（Su et al.:  Am. J. Physiol. 
Heart Circ. Physiol. , 2012）。しかし，2型糖尿病において
マクロファージのRev-erbαの発現レベルが如何に影響を
受けているかは明らかになっていない。さらに，高血糖に
よるマクロファージの炎症性応答亢進におけるRev-erbα
の役割の有無についても不明である。2型糖尿病の発症や
進行に関わる分子を同定すると共にそのメカニズムを明ら
かにすることは予防医学や健康科学の観点からも極めて重
要である。そこで本研究では，高グルコース濃度条件下に
おけるRev-erbαの発現レベルとその調節機構の変化およ
びマクロファージのIL-10発現抑制機構におけるRev-erb
αの役割を明らかにすることを目的とした。 

 【方　法】 

 　マウスマクロファージ細胞株RAW264.7を5.5 mMまた
は25 mMのグルコース濃度条件下で培養した後，細胞か
ら核タンパク質およびRNAを抽出した。Rev-erbαのタ
ンパク質レベルとmRNAレベルはそれぞれウェスタンブ
ロット法とリアルタイムPCR法で分析した。プロテアソー
ム活性は，プロテアーゼ阻害剤非存在下で抽出した全タン
パク質を検体として，26Sプロテアソームの化学発光基質
と反応させることにより測定した。タンパク質の O -結合
型  N - ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン（ O -linked 
N-acetylglucosamine:  O -GlcNAc）レベルはウェスタンブ
ロット法で分析した。LPS刺激後に培養液中に分泌された
IL-10の分泌レベルはELISA法で定量した。 

 【結果と考察】 

 　RAW264.7細胞の核内Rev-erbαタンパク質レベルは5.5 
mMグルコース濃度条件下で培養したときに比べ25 mM
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グルコース濃度条件下で培養したときの方が明らかに高
かったが（図1A），mRNA発現レベルには差がなかった（図
1B）。これらの結果から，高グルコース培養によるRev-
erbαタンパク質発現レベルの増加はタンパク質翻訳後に
おいて調節されていると推定された。 

 　実際に，26Sプロテアソームの活性は5.5 mMよりも25 
mMのグルコース濃度条件下で培養したときの方が有意に
低かった（図2A）。さらに，RAW264.7細胞の核内Rev-
erbαタンパク質レベルはプロテアソーム阻害剤MG-132
により明らかに増加したことから（図2B），高グルコース
培養によるRev-erbαタンパク質レベルの増加は，26Sプ
ロテアソームの活性低下によると推定された。 

 　さらに，高グルコース培養によるヘキソサミン経路の代
謝量増加によりタンパク質翻訳後修飾である糖鎖修飾の一
種 O -GlcNAc修飾が亢進することが知られているが，この
 O -GlcNAc修飾はプロテアソームの細胞内阻害因子として
働くことが報告されている（Zhang et al.:  Cell , 2003）。そ

こで，RAW264.7細胞の O -GlcNAc転移酵素OGTの発現量
をRNA干渉法により予め低下させた上で高グルコース培
養を行った結果，高グルコース培養による核内Rev-erbα
タンパク質レベルの増加は消失した（図3）。 

 　最後に，高血糖によるIL-10産生能低下のメカニズムに
おけるRev-erbαの役割の有無を検討した。まず，
RAW264.7細胞を5.5 mMまたは25 mMのグルコース濃度
条件下で培養・継代を1週間行うと，LPS刺激に伴うIL-10
の産生・分泌が低下することを明らかにした（data not 
shown）。このタイミングでRev-erbαの発現量をRNA干
渉法で低下させた後にLPSで刺激した結果，高グルコー
ス培養によるIL-10分泌量低下が一部回復した（図4）。 

 　以上の結果より，1）マクロファージのRev-erbαタン
パク質発現レベルは高グルコース培養によりプロテアソー
ムの活性低下を介して増加し，そのメカニズムには O -
GlcNAc修飾亢進が関与していること，2）高グルコース

図１　 RAW264.7細胞のRev-erbα発現レベルに及ぼす高グル
コース培養の影響。RAW264.7細胞を5.5mMまたは
25mMのグルコース濃度条件下で24時間培養した後，
Rev-erbαの核内タンパク質発現レベル（A）とmRNA
発現レベル（B）を分析した。平均値±標準誤差（n＝3）。

図４　 RAW264.7細胞の高グルコース培養によるIL-10分泌レ
ベル低下に及ぼすRev-erbaノックダウンの影響。
RAW264.7細胞を5.5mMまたは25mMのグルコース濃度
条件下で1週間培養・継代した後，control siRNAまたは
Rev-erbα siRNAを導入した。細胞をLPS（100 ng/
ml）で6時間刺激した後，培養液中のIL-10濃度を定量
した。CON: control。平均値±標準誤差（n＝3）。

図３　 RAW264.7細胞の高グルコース培養によるRev-erbαタ
ンパク質レベル増加に及ぼすOGTノックダウンの影響。
RAW264.7細胞にcontrol siRNAまたはOGT siRNAを導
入した後，5.5mMまたは25mMのグルコース濃度条件下
で24時間培養し，Rev-erbαの核内タンパク質発現レベ
ルを分析した。CON: control。

図２　 RAW264.7細胞の26Sプロテアソーム活性に及ぼす高グ
ルコース培養の影響。RAW264.7細胞を5.5mMまたは
25mMのグルコース濃度条件下で24時間培養した後，
26Sプロテアソーム活性を測定した（A）。RAW264.7細
胞に各濃度のMG-132を1時間培養させた後，Rev-erbα
の核内タンパク質発現レベルを分析した（B）。平均値±
標準誤差（n＝3）。
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培養によるマクロファージのIL-10産生能低下にはRev-
erbαタンパク質の発現増加が一部関与していることが明
らかとなった。これらの知見から2型糖尿病の発症や進行
に深く関わっている全身性慢性炎症におけるマクロファー
ジ時計遺伝子の役割が示唆された。 
 　現在， db/db マウスから採取した初代培養マクロファー
ジの解析を進めている。これまでにマクロファージの O -
GlcNAcレベルは db/db マウスの方がヘテロマウスに比べ
て有意に高いことを明らかにした（data not shown）。今後，
Rev-erbαの発現量やプロテアソーム活性の分析を実施す
ると共に，慢性炎症性代謝疾患に対する運動の予防効果に
おけるマクロファージRev-erbα遺伝子の役割を明らかに
していく。 
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