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要旨

　グルコース代謝の副経路であるヘキソサミン経路は、糖鎖修飾のドナー基質となるウリジン二リン酸 N-アセチルグ

ルコサミンを合成する。高血糖によるヘキソサミン経路の代謝量増加は、糖鎖修飾の一種である O-結合型 N-アセチル

グルコサミン（UDP-GlcNAc）修飾を亢進させる。近年、炎症性サイトカインの発現を調節する転写因子 NF-κB は、O-

GlcNAc 修飾を受けると活性が高まることが報告された。本研究は、全身性慢性炎症に対する運動の抑制効果のメカニ

ズムを明らかにするため、マクロファージの炎症性応答に及ぼす高血糖の影響とヘキソサミン経路の役割、および運

動の効果を検討した。その結果、１）マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベルは、db/+マウスよりも db/db マウ

スの方が有意に高いが、TNF-α mRNA レベルは有意な差がないこと、２）リポ多糖（LPS）による TNF-α mRNA レベル

の増加は、db/+マウスよりも db/db マウスの方がむしろ有意に低く、正常マウスのマクロファージの LPS による TNF-

α mRNA レベルの増加は、O-GlcNAc 阻害剤により有意に増強されること、３）マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc

レベルは、習慣的自発性運動により有意に低下することを明らかにした。以上より、高血糖によるヘキソサミン経路

の代謝量増加は、マクロファージの炎症性応答を誘導せず、むしろ LPS に対する炎症性応答を抑制して感染防御能を

低下させること、および運動はこれを改善する可能性が示唆された。

背景及び目的

　肥満者に認められる全身性慢性炎症は、２型糖尿病の発症に深く関わっていると考えられている。実際に、肥大し

た脂肪組織に集積したマクロファージは、腫瘍壊死因子-α（TNF-α）などの炎症性サイトカインを分泌し、脂肪細胞

のインスリン感受性を低下させる 1)。

　高血糖に曝された細胞内では、グルコース代謝の副経路であるヘキソサミン経路の活性とその代謝産物であるウリ

ジン二リン酸 N-アセチルグルコサミン（UDP-GlcNAc）のレベルが高まる。その結果、タンパク質翻訳語修飾の一種で

ある O-結合型 N-アセチルグルコサミン（O-GlcNAc）修飾も亢進する。炎症性サイトカインの発現を調節する転写因子

NF-κB は、O-GlcNAc 修飾を受けると、その活性が高まることが近年明らかにされた 2)。

　一方、マウスに水泳トレーニングを負荷すると、心筋細胞において、ヘキソサミン経路の律速酵素であるグルタミ

ン：フルクトース－6－リン酸アミドトランスフェラーゼ（GFAT）の発現レベルおよびタンパク質の O-GlcNAc レベル

が低下した 3)。これらの結果から、運動はヘキソサミン経路の活性を抑制し、炎症反応を軽減する可能性が示唆され

る。

　本研究では、マクロファージの炎症性応答に対する高血糖の影響とヘキソサミン経路の役割、および運動の効果と

メカニズムを明らかにすることを目的とした。
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方法

　13-14 週齢雄性 db/db マウスと db/+マウスを２型糖尿病モデルマウスとその対照マウスとして用いた。12 週齢雄性

C57BL/6J マウスを正常マウスとして用いた。各マウスの腹腔内に 4.05%チオグリコレート培地を 2 ml 投与した。投

与 4 日後、マウスを炭酸ガス吸引により安楽死させた後、腹腔細胞を無菌的に採取した。細胞をプラスティックディ

ッシュで 1 時間培養した後、浮遊細胞を除き、付着性細胞を腹腔滲出性マクロファージとして実験に用いた。タンパ

ク質の O-GlcNAc レベルと O-GlcNAc 修飾調節酵素（OGT および GFAT）のタンパク質レベルをウェスタンブロット法で

分析し、TNF-α の mRNA レベルをリアルタイム PCR 法で解析した。さらに、自発性運動の効果を検討するため、4週齢

雄性 C57BL/6J マウスを対照（SC）群および自発性運動（VE）群に分けて、8週間飼育した。VE 群は回転カゴ付ケージ

で飼育し、SC 群は通常ケージで飼育した。回転カゴへのアクセスは 24 時間可能とし、いずれの群も自由摂餌とした。

マクロファージの採取は運動停止 24 時間後に行った。データは平均値±標準誤差で示した。統計解析は一元配置分

散分析で行い、事後解析は Bonferroni 法で行った。有意水準は P < 0.05 とした。

結果

１．マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc および TNF-α mRNA のレベルに及ぼす高血糖の影響

　マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベルは、db/+マウスよりも db/db マウスの方が有意に高かった（図 1A）。

TNF-α mRNA レベルは、未刺激時では db/+マウスと db/db マウスとの間で有意な差はなかったが、リポ多糖（LPS）刺

激 6時間後では db/+マウスよりも db/db マウスの方が有意に低かった（図 1B）。

図 1　 マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc および TNF-α mRNA のレベルに及ぼす高血糖の影響

（A）db/+マウスおよび db/db マウスの腹腔滲出性マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベル．平均値±標準誤差

（n = 6）．*P < 0.05．（B）db/+マウスおよび db/db マウスの腹腔滲出性マクロファージの TNF-α mRNA レベル．マク

ロファージを 100 ng/ml リポ多糖（LPS）で 6時間刺激した．平均値±標準誤差（n = 4）．*P < 0.05．

２．LPS 刺激によるマクロファージの TNF-α mRNA レベルの増加に及ぼす O-GlcNAc 阻害剤の影響

　正常マウスのマクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベルは、O-GlcNAc 転移酵素（OGT）の阻害剤 BADGP により有

意に低下した（図 2A）。一方、LPS 刺激による TNF-α mRNA レベルの増加は、BADGP により有意に増強した（図 2B）。
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図 2　 LPS 刺激によるマクロファージの TNF-α mRNA レベルの増加に及ぼす O-GlcNAc 阻害剤の影響

（A）正常マウスの腹腔滲出性マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベル．マクロファージを O-GlcNAc 転移酵素阻

害剤 BADGP（5 mM）で 8時間処理した．平均値±標準誤差（n = 3）．*P < 0.05．（B）正常マウスの腹腔滲出性マクロ

ファージの TNF-α mRNA レベル．マクロファージを 5 mM BADGP で 8 時間処理した後、100 ng/ml リポ多糖（LPS）で

6時間刺激した．平均値±標準誤差（n = 6）．*P < 0.05．

３．マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc および TNF-α mRNA のレベルに及ぼす自発性運動の効果

　マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベルは、SC 群よりも VE 群の方が有意に低かった（図 3A）。O-GlcNAc 修飾

調節酵素のタンパク質レベルは、いずれも二群間で有意な差はなかった（図 3B）。TNF-α mRNA レベルは、未刺激時お

よび LPS 刺激時いずれも、二群間で有意な差はなかった（図 3C）。

図 3　 マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc および TNF-α mRNA のレベルに及ぼす自発性運動の効果

（A）対照群マウスおよび自発性運動群マウスの腹腔滲出性マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベル．（B）対照

群マウスおよび自発性運動群マウスの腹腔滲出性マクロファージの O-GlcNAc 修飾調節酵素のタンパク質レベル．（C）

対照群マウスおよび自発性運動群マウスの腹腔滲出性マクロファージの TNF-α mRNA レベル．マクロファージを 100

ng/ml リポ多糖（LPS）で 6時間刺激した．平均値±標準誤差（n = 4）．*P < 0.05, **P < 0.01．
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考察

　db/db マウスから採取した腹腔滲出性マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベルは、db/+マウスよりも高かった。

しかし、未刺激時の TNF-α mRNA レベルは、db/db マウスと db/+マウスとの間で差がなかったことから、腹腔滲出性

のマクロファージは、高血糖による炎症性応答を引き起こさないと考えられる。NF-κB は、O-GlcNAc 修飾が亢進する

と、その活性が高まることが報告されているが、先行研究では、HEK 293T 細胞を用いている 2)。従って、NF-κB の活

性に対する O-GlcNAc 修飾の影響は、マクロファージと他の細胞種との間で大きく異なる可能性が推定される。

　一方、２型糖尿病は、易感染性の原因としても知られている。LPS に対するマクロファージの炎症性応答の惹起は、

感染防御に不可欠な生理応答である。２型糖尿病マウスの腹腔滲出性マクロファージは、LPS による TNF-α mRNA 発現

誘導が抑制されていた。逆に、正常マウスの腹腔滲出性マクロファージの O-GlcNAc レベルを OGT 阻害剤で抑制する

と、LPS による TNF-α mRNA 発現誘導は増強された。O-GlcNAc は、主にセリン/スレオニン残基に対して付加されるこ

とから、リン酸化と拮抗することでも知られている 4)。これらの結果から、高血糖に伴うマクロファージのタンパク

質 O-GlcNAc レベルの亢進は、LPS によるシグナル伝達系の活性化と炎症性サイトカインの産生誘導を抑制することに

より、生体感染防御能を減弱させていると考えられる。

　8 週間にわたる自発性運動により、腹腔滲出性マクロファージのタンパク質 O-GlcNAc レベルは低下した。しかし、

O-GlcNAc 修飾調節酵素のタンパク質レベルは、いずれも自発性運動の影響を受けなかった。今後、細胞内の UDP-

GlcNAc レベルも分析を進めていく必要がある。さらに、O-GlcNAc レベルが低下している条件下で LPS 刺激をしても、

TNF-α mRNA 発現誘導は増強されなかった。加えて、私達は、LPS 刺激による NF-κB および mitogen-activated kinase

のリン酸化も、自発性運動による影響を受けないことを明らかにしている 5)。自発性運動による O-GlcNAc レベルの低

下作用が、なぜこれらのシグナル伝達系に対して影響を及ぼさないのかは、現在までに明らかにすることができなか

ったが、今後も引き続き、各シグナル伝達タンパク質や転写因子の O-GlcNAc レベルの分析を進めていく。
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