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【目　的】

　本邦においても生活習慣病の増加にともない、non-

alcoholic fatty liver disease（NAFLD）の患者数は増加
している。NAFLD のうち肝硬変、肝癌に進行する可
能性のあるものが nonalcoholic steatohepatitis（NASH）
と呼ばれ、アルコール性肝炎、ウイルス性肝炎、薬剤
性肝障害が否定される肝炎の多くが NASH と推定さ
れている。NASH の発症には、肥満、糖尿病に付随す
るインスリン抵抗性が関与しているとの報告がある
が、様々な発症機序が想定されており治療法について
は不明な点が多い。インスリン抵抗性改善薬であるピ
オグリタゾン (PGZ) は、抗糖尿病薬としてだけでな
く NASH の治療にも有効である。PGZ は転写因子で
あるperoxisome proliferator- activated receptor-γ（PPARγ）
のアゴニストであるが、PGZ の肝臓における詳細な
作用メカニズムはいまだ不明である。肝細胞において
も PPARγ のサブタイプの１つである PPARγ1 の発現
が確認されており、PGZ が肝臓において PPARγ1 の活
性化を介して、インスリンシグナル伝達系や脂質代謝
系に作用している可能性も考えられる。
　本研究は、インスリンシグナル系の主要因子である
Akt、糖新生や脂肪酸分解に関与することが知られて
いる PKA、グリコーゲン合成、脂肪酸合成に抑制的
に作用すると考えられている GSK-3β に対する、PGZ

の薬理作用を解析することを目的としている。

[ 方　法 ]

Akt, GSK-3β, PKA の転写量とリン酸化蛋白量の検出

　ヒト肝細胞由来 HepG2 細胞に PGZ を 25μM 添加
し 72 時間培養後、各遺伝子の転写量をリアルタイム
PCR 法で相対定量した。次に、PGZ 添加 48 時間後の
Akt, PKA のリン酸化と、GSK-3β の蛋白量をウエスタ
ンブロット法で検出した 1) 。

HepG2 細胞内の脂質定量

　培地にクロロキン (CQ) を 6.25, 12.5, 25μM 添加し、
72 時間培養することで HepG2 細胞に脂質蓄積を誘導
した。PGZ(25μM) を CQ と同時に添加した場合の細
胞内脂質を oil red O を用いて染色し、細胞内脂質量

を吸光度（540nm）で定量した 2) 。

【結　果】 

PGZ の作用による Akt, GSK-3β, PKA の転写量とリ

ン酸化の変動

　PGZ を 72 時間作用させた HepG2 細胞において、
PKA の mRNA 量はコントロールの約 60%、GSK-3β

では約 75% に減少していた。一方、Akt の mRNA 量
に変動は見られなかった。
　PGZ 作用 48 時間後のリン酸化 Akt, PKA 蛋白量は
ともに微量であり、PGZ によるリン酸化への影響を
検出できなかった。また、GSK-3β の蛋白量に変動は
見られなかった。

CQ により誘導される細胞内脂質蓄積に対する PGZ

の効果

　CQ により HepG2 細胞内に蓄積される脂質量は微量
であるが、PGZ の作用により減少傾向を示した。

【考　察】

　PGZ の作用により PKA, GSK-3β の転写量に減少傾
向が見られた。この結果は、肝細胞中で糖新生が抑制
され、グリコーゲン合成や脂肪酸合成が活性化されて
いる可能性を示唆している。一方で Akt、PKA のリン
酸化蛋白量や GSK-3β 蛋白量の有意な変動は検出され
なかった。1 点のサンプリングでは、遺伝子の転写量、
蛋白量、細胞内シグナル伝達にともなうリン酸化蛋白
量の継時的変動が検出できていない可能性がある。
　CQ はライソゾーム機能を傷害することで細胞内に
脂質を蓄積させると考えられている 3)。本実験から、
PGZ が CQ による細胞内脂質蓄積を阻害する可能性が
示唆された。PGZ の肝細胞内脂質代謝系への薬理作
用を解析するためには、安定した微量脂質定量系の確
立が必要である。今後は CQ による脂質蓄積誘導のほ
か、オレイン酸によるものなど、他の細胞内脂質蓄積
誘導系の検討を通して、最適な評価系の確立を進めて
いく必要がある 4)。
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６）ミクログリアの活性化を調節する内在性制御因子

の同定

研究代表者　田中　達英

【研究の背景と目的】

　中枢神経は神経細胞と３種類のグリア細胞で構成さ
れている。グリア細胞の一つであるミクログリアは、
脳内の主要な免疫担当細胞であり、脳細胞の 10% 程
度を占める細胞である。活性化ミクログリアは組織傷
害性細胞（以下、M1 と呼ぶ）として作用する一方、
保護性細胞（以下、M2 と呼ぶ）としても作用する。
この二面性は細胞内でどのように制御されているのか
は不明である。本研究は、ミクログリアの持つ二面性
は M1 ミクログリアと M2 ミクログリアを変換させる
内在性因子（switch 因子）が存在するという仮説に基
づいて M1 ミクログリアと M2 ミクログリアの switch-

ing を制御する内在性因子を同定することを目的とし
た。

【結　果】

１．ミクログリアのフェノタイプは細胞外の刺激に応

じてシフトする

　ミクログリアを LPS（リポ多糖）で処理すると傷害
性因子である TNF- αや IL-1 β、また、M1 フェノタ
イプのマーカーである CD86、iNOS の発現量が上昇
するのに対して、IL-4 で処理すると保護性因子であ
る NGF や BDNF などの神経栄養因子、また、M2 フェ
ノタイプのマーカーである Arg1、CD206 の発現量が
上昇することを qRT-PCR、免疫染色法で確認した。
　続いて、M1 ミクログリアと M2 ミクログリアは細
胞外の刺激に応じてシフトするのかを検討するため、
ミクログリアを LPS または IL-4 で 18 時間処理した後、

medium を交換し、更に刺激する試薬も IL-4 または
LPS に交換して、各フェノタイプのマーカー発現を調
べた。その結果、LPS で刺激後、medium を交換して
IL-4 で刺激すると時間依存的に M1 マーカーの発現量
は減少し、M2 マーカー発現は時間依存的に上昇した

（図１）。また、IL-4 でミクログリアを刺激した後 LPS

刺激に変換すると M1 マーカーは上昇し、M2 マーカー
は減少した（図１）。以上の結果から、M1 と M2 ミク
ログリアは細胞外の刺激に応じてフェノタイプがシフ
トすることが示唆された。

2．ミクログリアの内在性因子 IRF7 はミクログリア

の M1 へのシフトに関与する

　では、ミクログリアに発現するどのような因子が
フェノタイプの switching に寄与しているのであろう
か。最近になり、マクロファージやミクログリアにお
いて Interferon Regulatory Factor（IRF）が細胞の活性
化を制御していることが報告されている。本研究で
は、M1 や M2 ミクログリアの性質を制御している内
在性因子として、転写因子である IRF ファミリーに
着目した。IRF は 1-9 までが知られており、その中で
も LPS 刺激で発現量が顕著に亢進する IRF7 に着目し
た。ミクログリアを LPS で刺激すると IRF7 の発現量
が上昇するが、IL-4 刺激によって M2 へシフトさせる
と、IRF7 の発現量は時間依存的に減少した。一方で
M2 から M1 にシフトさせると IRF7 の発現量は時間
依存的に上昇した。
　IRF7 は in vitro において M1、または M2 から M1

図 1　各刺激に応じたＭ 1 マーカー（CD86）、Ｍ 2 マー
カー（Arg）発現変化
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