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Abstract
　　　　　The effects of agents for medical treatment of dyslipidemia on secretions of adiponectin and 
plasminogen activator inhibitor (PAI-1), known as good and bad adipocytokines, respectively, were 
examined using adipocytes differentiated from 3T3-L1 cell line.
　　　　　Treatment of the adipocytes with ligands for PPARα increased the adiponectin secretion and 
decreased PAI-1 secretion in the incubation for 24 hrs, and the both effects were prominent when 1µM of 
GW7647 was used as a ligand as shown as increase in 10-folds and decrease in 40%, respectively, from 
the base lines of the control. These effects were not observed when ligands for PPARγ were used 
instead of that of PPARα . On the other hand, pitavastatin, a third generation of anti-cholesteremic agent 
known as a potent inhibitor of HMG-CoA reductase, also enhanced both effects remarkably. Compared 
with the control, it increased secretion of adiponectin by 20-folds and decreased secretion of PAI-1 for 
50% at a concentration of 100µM.
　　　　　To understand the mechanism of beneficial effects of GW7647 and pitavastatin on adipocytes, 
inhibitors of signaling pathway such as cellular phosphorylation, were used. Results showed that the 
pathways of MEK-MAP (p38) and of MEK-ERK for GW7647 and pitavastatin, respectively, were involved 
in the enhancement of the transcription of mRNA of adiponectin. However, no changes in a mRNA level 
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of PAI-1 was observed after treatments with both agents. Further, TNF-α -dependent decrease in 
adiponectin and increase in PAI-1 were improved when adipocytes were treated with GW7647 or 
pitavastatin.
　　　　　These results indicated that GW7647 and pitavastatin prevent the chronic inflammation caused by 
metabolic syndrome and also suggested their possible usefulness in prevention of the cytokine storm 
occurred in COVID-19 by SARS-CoV-2.
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抄録
　培養脂肪を用いて、善玉アディポサイトカインであるアディポネクチンと悪玉のプラスミノゲン活性化阻
害因子（PAI-1）の分泌に対する脂質異常症治療薬の影響について調べた。
　細胞に対するPPARαリガンド（GW7647など）の処理により、アディポネクチンの分泌が増加し、逆に
PAI-1の分泌は減少した。特に、GW7647による作用は強力で、1μMの処理で24時間後のアディポネクチン
分泌量はコントロールの10倍以上に増加した。また、PAI-1の分泌量はコントロールの40%程度になった。
しかし、PPARγリガンドの処理では有意な変化を認めなかった。一方、コレステロール低下薬のピタバス
タチンでもGW7647に匹敵するような顕著な影響が認められ、100μMの24時間処理でアディポネクチンの
分泌量は20倍以上に、またPAI-1の分泌量は50%程度に減少した。
　この変動の機構について阻害剤を用いて検討したところ、GW7647ではMEKからMAP（p38）キナーゼ
を介した経路により、またピタバスタチンではMEKからERKの活性化を介した経路により、アディポネク
チンの転写促進が進行すると推測された。
　さらに、肥満を基盤として発症する糖尿病や動脈硬化、血栓性疾患の病態時で増加する炎症性サイトカイ
ンのTNF-αに依存したアディポネクチン分泌の減少とPAI-1分泌の増加は、GW7647とピタバスタチンに
よって顕著に改善されることが判明した。
　以上により、慢性炎症を改善するGW7647とピタバスタチンは、新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）に
よって引き起こされる感染症（COVID-19）の重症化に深く関わるサイトカインストームを防ぐ上で有用性
が高いことが示唆された。

Ⅰ．緒　言

【背景･目的】
　メタボリックシンドロームは、生活習慣を基盤と
して発症する高血圧、脂質異常、耐糖能異常を伴う
病態を包括的に捉えた疾患の概念であり、脂質の過
剰摂取や運動不足により引き起こされる内臓脂肪の
増大は、メタボリックシンドロームを発生させる最
上流因子として位置付けられている1）2）。脂肪を蓄
積する脂肪組織はエネルギーの貯蔵庫であり、生体
の要求に応じて脂肪を動因する重要な役割を担って
いるが、この組織がアディポ（サイト）カインと称さ
れる様々な生理活性物質を分泌する内分泌臓器であ
ること3）4）、そしてその分泌異常が様々な病態の発
症と深く関わっていることが明らかとされている。
すなわち、脂肪組織（脂肪細胞）はメタボリックシ

ンドロームに限らず、様々な疾患の発症予防や治療
の標的臓器として重要な研究対象になっている3-6）。
　アディポネクチン7）は抗糖尿病作用、抗動脈硬化
作用、抗炎症作用を併せ持つ代表的な善玉と言われ
るアディポカインであり8-14）、逆に血液凝固線溶系
の阻害因子として血栓形成や血管病変の進展に関与
するプラスミノゲン活性化阻害因子-1（PAI-1）は
代表的な悪玉のアディポカイン15-17）と認識されて
いる。従って、脂肪組織において前者の発現や分泌
を高め、また後者を減少させる物質は、メタボリッ
クシンドロームを中心とする様々な疾患の発症を予
防し、病態を改善するための有力な候補である。
　中性脂肪やコレステロールの血中濃度が高い脂質
異常症の患者は、メタボリックシンドロームの基準
に合致する割合が高く、その治療にはそれぞれフィ
ブラート系薬剤18）とスタチン系薬剤19）が使われる



（　　）3

脂肪細胞におけるアディポネクチンとPAI-1の分泌異常に対するフィブラート系薬剤とスタチン系薬剤の改善効果（堀江・吉野・香川）

て３日後に交換し、その２日後に培地を継代用培地
Bに交換した。さらに、その２日後に、分化誘導培
地（No.1）に交換し（分化誘導初日）、引き続きそ
の２日後に、分化誘導培地（No.2）に交換した。さ
らに２日後に、培地を継代用培地Bに戻した。以降
１～２日毎に、培地を継代用培地Bで交換した。分
化誘導後７～10日のインスリン反応性が低下する前
の細胞を実験に供した。なお、実験に供した細胞の
分化程度はオイルレッド染色により確認した。
⑶　薬剤の処理
　細胞への薬剤の処理は、分化開始７日目の細胞を
用いて行った。各薬剤を実験結果に示すそれぞれの
濃度で添加し、24時間、一部は48時間CO2インキュ
ベータ内に静置した。また、脂肪細胞に対する各刺
激剤は、添加濃度を２～４点調製して実験に用いた。
GW7647を溶解するために用いたDMSOの最終濃度
は0.1%とした。ベザフィブラート（キッセイ薬品）、
Wy14643（Sigma）、GW7647（Sigma）、チアゾリ
ジン系薬剤のトログリタゾン、ピオグリタゾン、ロ
シグリタゾン（全て三共製薬）、ピタバスタチン
（興和創薬株式会社から供与）、TNF-α（Sigma）
を使用した。また、阻害剤（PD98059（Promega）、
SB203580（Carbiochem-Novabiochem）、Wortmannin
（S i gma）、Gen i s t e i n（S i gma）、KT5 7 2 0
（Carbiochem-Novabiochem）、Calphostin C
（Sigma））は、実験結果に示す低濃度（L）と高濃度
（H）の２段階に調製した。これらを溶解するために
用いたDMSOの最終濃度は0.1%とした。なお、阻
害剤は福井医科大学（現福井大学医学部）の笈田耕
治先生に供与いただいた。
⑷　抗原量の測定
　アディポネクチンとPAI-1抗原量の測定は、分化
した3T3-L1脂肪細胞に薬剤を添加してから24時間、
または48時間後に回収した培養上清を試料とした。
アディポネクチンはマウス/アディポネクチンELISA
キット（大塚製薬株式会社）を利用し、PAI-1は一
次抗体（H34-G6, Anti-Mouse, PAI-1）、二次抗体
（ASMPAI-GF, Rabitto Anti-Murine, PAI-1, IgG 
Fraction）、三次抗体（ビオチン化-抗ウサギ IgG、
ABCキット）を用いて、すでに報告されているサ
ンドイッチELISA27）の手順に従って定量し、最終
的に発色した吸光度をコロナマイクロプレートリー
ダー（MTP-800AEC）を用いて測定した。
⑸　mRNAの発現解析
　薬剤を24時間、または48時間処理した3T3-L1脂
肪細胞からISOGEN（和光純薬#311-02501）を用

ことが多い。両薬剤は血管内皮細胞や平滑筋細胞へ
の多面的作用（pleiotropic effect）により、細胞の
機能を改善する作用を示すことから、筆者らは両系
列の脂質低下薬によって現れる生活習慣を中心とし
た病態の改善には脂肪細胞を介した効果も関与して
いるのではないかと推測している。しかしながら、
これらの薬剤が脂肪細胞に対してどのような影響を
及ぼすのかについては、特にin vitroにおいてほと
んど検討されてこなかった。
　本研究では、代表的なフィブラート類であるベザ
フィブラート20）、および同じPPARαのリガンドで
あるWy1464321）とGW764722）を用いて、またスタ
チン類としてはコレステロール低下作用の強力なピ
タバスタチン23）（商品名：リバロ）を用いて、培養
脂肪細胞から分泌されるアディポネクチンとPAI-1
の変動、およびその機構について調べた。

Ⅱ．方　法

⑴　細胞
　マウス胎児由来の3T3-L1細胞（前駆脂肪細胞培
養株）は、JCRB細胞バンク（Japanese Collection 
of Research Bioresources）から購入した。
⑵　細胞培養24-26）

　3T3-L1脂肪細胞の継代用培地Aは、D’MEMに
Bovine Serum（BS、MP Biomedicals、非動化処理
済）を最終濃度10%になるように、また、3T3-L1脂
肪細胞の継代用培地Bは、Fetal Calf Serum （FCS、
MP Biomedicals、非動化処理済）を最終濃度10%
になるように、それぞれ添加して調製した。
　分化誘導培地（No.1）は、85mLのD’MEMに
FCS（非動化処理済）を10mL、IBMX（3-Isobutyl-
1-methylxanthine, SIGMA#15879）を2mL（最終濃
度：0.5mM）、DEX（Dexamethasone-Water soluble, 
SIGMA#D291）を1mL（最終濃度：0.25μM）、イ
ンスリン（ヒト由来、SIGMA#l-9278）を2mL（最
終濃度：0.2μM）加えて用時調製した。また、分化
誘導培地（No.2）は、88mLのD’MEMにFCS（非
動化処理済）を10mL、インスリンを2mL（最終濃
度：0.2μM）加えて調製した。
　3T3-L1前駆脂肪細胞は、凍結細胞株を10cmディッ
シュで70～80%コンフルエントに増やしてから継代
した。培地は継代用培地Aを用い、１：５の比以下
で継代してから２～３日後に70～80%コンフルエン
ト程度になるようにして継代した。
　3T3-L1細胞の分化誘導は、継代用培地Aを用い
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ンとPAI-1の分泌への影響について調べた（図１）。
　その結果、3T3-L1細胞から分化させた成熟脂肪
細胞（脂肪細胞）の培養液中に分泌されるアディポ
ネクチンの抗原量は、ベザフィブラートの処理によ
り濃度に依存して増加した。ベザフィブラート未処
理のコントロール細胞から分泌されるアディポネク
チンの抗原量は24時間で106個細胞当り0.8㎍だった
が、10μM、100μMのベザフィブラート処理によ
りそれぞれ1.8㎍、３㎍と未処理の約2.3倍、3.8倍に
増加した。また、アディポネクチン分泌量は48時間
後には24時間後よりも増加していたが、ベザフィブ
ラート未処理に対する処理後の増量は24時間後のも
のとほとんど変わらなかったので、この条件下では
ベザフィブラートによる分泌増加の影響は処理後24
時間以内に現われるか、あるいはこの薬剤の効果が
持続しないものと考えられた。

いて総RNAを抽出し、ランダムプライマーを用い
てcDNAの合成を行い、続けてPCR法にてmRNA
の発現量を測定した。アディポネクチンのFとRプ
ライマー（5’→3’）はそれぞれtgttcctcttaatcctgccc
とtctcctttctctcccttctc、PAI-1のFとRプライマー
（5’→ 3’） は そ れ ぞ れtcagagcaacaagttcaacta、
tgatggagtcttgacagtgggを用いた。
⑹　統計解析
　データは平均と標準偏差（SD）で示した。各平
均値間の違いはノンパラメトリック分析 （Mann-
Whitney test）、および３群間の比較は分散分析で
評価した。有意差はp<0.05、p<0.01、p<0.001の３
点とした。

Ⅲ．結　果

アディポネクチンとPAI-1の分泌に及ぼすフィブ
ラート系薬剤の影響
　脂質異常症、特に血中中性脂肪の高い患者に対し
て投与されるフィブラート系薬剤のベザフィブラー
トを用いて、培養脂肪細胞におけるアディポネクチ

図１　3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチンとPAI-1の分泌に及ぼすベザフィブラートの影響

　3T3-L1細胞を60㎜ディッシュに10%BSを含むDMEM培地で70～80%のコンフレントになるまで培養
し、10%FBSを含むDMEM培地に交換してから、実験方法に示したようにインスリン、DEX、IBMX
により成熟脂肪細胞に分化させた。分化開始７日目の細胞に対し、ベザフィブラートを10μM、または
100μMの濃度で添加し、24時間と48時間後に培養上清を回収した。コントロールにはベザフィブラー
トを含まない培地を同様に添加した。上清液中のアディポネクチン抗原量Aはマウス/アディポネクチ
ンELISAキット（大塚製薬株式会社）により、また、PAI-1抗原量Bは市販のマウスPAI-1モノクロー
ナル抗体を用いたサンドイッチELISAにより定量した。
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ると考えられた。
　フィブラート系薬剤であるベザフィブラートは
PPARαのリガンドであり、PPARαを活性化する
ことが知られている20）。ベザフィブラートが脂肪細
胞からのアディポネクチン分泌を高め、PAI-1分泌
を減少させたことから、フィブラート系の化合物で
PPARαのリガンドとしてより作用の強いWy14643
とGW7647を用いて同様に検討した（図２）。

　一方、脂肪細胞から分泌されるPAI-1抗原量は、
24時間で106個細胞当り45ngで、10μMのベザフィ
ブラート処理では変化しなかったが、100μMの処
理により36.5ngと約20%減少した。また、上記のア
ディポネクチンを定量した同じサンプルを用いて48
時間処理後のPAI-1分泌量についても調べたが、24
時間で得られた値とほぼ同様の結果（48時間後のコ
ントロール細胞で106個細胞当り50ng）であり、こ
の条件下でPAI-1の分泌はほぼプラトーに達してい

図２　3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチンとPAI-1分泌に及ぼすWy14643とGW7647の影響

　ベザフィブラートの影響を調べた実験（図１）と同じ条件下で実験を行った。分化開始7日目の脂肪
細胞に対し、Wy14643（A，C）は10～100μM、GW7647（B，D）は0.001～1μMの濃度で添加し、
24時間後に培養上清を回収した。コントロールには両薬剤を溶解するために用いたDMSOを同じ0.1%
の最終濃度で添加した。培養上清液中のアディポネクチン（A，B）とPAI-1（C，D）の抗原量は図１
の説明に記載したものと同様の測定法で定量した。GW7647の処理は各３検体とし、結果は平均± SD
で表示した。
　なお、アディポネクチンでは下位の薬剤濃度に対して有意差のある場合を、またPAI-1の場合は未処
理のコントロール細胞に対して有意差のある場合を、以下の危険率で示した。
**：P<0.01、***：P<0.001
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10nM以上の濃度で0.1%または１%以下の危険率で
下位の処理濃度に対して有意な増加だった。
　3T3-L1脂肪細胞からのPAI-1分泌について同様に
Wy14643とGW7647の影響を調べた（図２CとD）。
その結果、細胞から分泌されるPAI-1抗原量は、
Wy14643の 濃度に依存して減少し、10μMと
100μMでそれぞれ未処理の約0.9倍と0.8倍になった
（図２C）。また、GW7647の場合はより明確にその
濃度に依存してPAI-1分泌量が減少し、1μMのと

　その結果、3T3-L1脂肪細胞から培養液中に分泌
されるアディポネクチンの抗原量は、Wy14643と
GW7647の処理により濃度に依存して増加した（図
２AとB）。薬剤未処理のコントロール脂肪細胞と
比較して、薬剤処理24時間後におけるアディポネク
チンの分泌量は、10μMと100μMのWy14643でそ
れぞれ約３倍と6.4倍 に、また0.001～1μMの
GW7647では1.5～16.4倍に増加した。GW7647につ
いては検体数を増やして有意差を調べたところ、

図３　3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチンとPAI-1分泌に及ぼすチアゾリジン系薬剤の影響

　ベザフィブラートの影響を調べた実験（図１）と同じ条件下で実験を行った。分化開始７日目の脂肪
細胞に対し、トログリタゾン、ピオグリタゾン、ロシグリタゾンを各々10μMと100μMの濃度で添加
し、24時間と48時間後に培養上清を回収した。コントロールには両薬剤を溶解するために用いた
DMSOを同じ0.1%の最終濃度で添加した。培養上清液中のアディポネクチンAとPAI-1Bの抗原量は図
１の説明と同様の測定法で定量した。
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きは未処理に対して約60%減少した（図２D）。こ
のとき0.001～1μMの範囲で１%以下の危険率でコ
ントロールに対して有意差が得られた。
　PPARαのリガンドである３種類の化合物を用い
て検討した結果、3T3-L1脂肪細胞から分泌される
アディポネクチンの抗原量は増加し、PAI-1の抗原
量は減少したことから、次にPPARγ（PPARのサ
ブタイプ）のリガンドであるチアゾリジン系化合物
（トログリタゾン、ピオグリタゾン、ロシグリタゾ
ン）を用いて同様に検討した（図３）。
　その結果、3T3-L1脂肪細胞から培養液中に分泌
されるアディポネクチンの24時間後における抗原量
は、トログリタゾンとピオグリタゾンの処理により
濃度に依存して増加する傾向にあったが、ロシグリ
タゾンでは変化しなかった（図３A）。これら３薬
剤の中でロシグリタゾンはPPARγの活性化作用
が一番強力であること28）、また48時間後の結果では
24時間後の増量を反映していなかったことから、チ
アゾリジン系薬剤による脂肪細胞からのアディポネ
クチンの分泌増加効果は弱く、少なくともPPARγ

のリガンドに共通の作用であるとは考えられない。
　一方、これらPPARγリガンドによるPAI-1分泌
への影響はどの薬剤も高濃度（100μM）を用いた
ときに減少する傾向が認められたが、いずれも減少
量は僅かだった（図３B）。

アディポネクチンとPAI-1の分泌に及ぼすスタチン
系薬剤の影響
　脂質異常症、特に血中LDLコレステロールレベ
ルの高い患者に対して投与されるスタチンを用いて、
3T3-L1脂肪細胞から分泌されるアディポネクチン
とPAI-1の抗原量について調べた。本実験ではコレ
ステロール低下作用の強力な第三世代のピタバスタ
チン23）を用いた（図４）。
　その結果、脂肪細胞から培養液中に分泌されるア
ディポネクチンの抗原量は、ピタバスタチンの処理
により濃度に依存して増加した（図４A）。すなわ
ち、1μM、10μM、100μMのピタバスタチン処理
によってアディポネクチン分泌量は24時間後で、そ
れぞれ未処理の約2.6倍、9.9倍、24倍と著しく増加

図４　3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチンとPAI-1分泌に及ぼすピタバスタチンの影響

　ベザフィブラートの影響を調べた実験（図１）と同じ条件下で実験を行った。分化開始７日目の脂肪
細胞に対し、ピタバスタチンを１～100μM添加し、24時間後に培養上清を回収した。コントロールに
は両薬剤を溶解するために用いたDMSOを同じ0.1%の最終濃度で添加した。培養上清液中のアディポ
ネクチンAとPAI-1Bの抗原量は同様の測定法で定量した。細胞は各３検体とし、結果は平均 ± SDで
表示した。
　尚、アディポネクチンでは下位の薬剤濃度に対して有意差のある場合を、またPAI-1の場合は未処理
のコントロール細胞に対して有意差のある場合を、以下の危険率で示した。
**：P<0.01、***：P<0.001
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アディポネクチンとPAI-1の分泌に及ぼすGW7647
とピタバスタチンの併用効果
　これまでの実験から、GW7647とピタバスタチン
は脂肪細胞からのアディポネクチン分泌亢進作用と
PAI-1分泌低下作用を併せ持ち、しかも両薬剤はそ
の作用が強力であることが判明した。そこで、それ
らの効果は両薬剤が同じ機構を介しているのかにつ
いて理解するために、両薬剤を同時に処理にしてそ
の影響について調べた（図５）。
　その結果、GW7647とピタバスタチンをそれぞれ
単独で処理した際に脂肪細胞から分泌されるアディ

した。また、48時間後においてもアディポネクチン
分泌量はさらに増加しており（データ示さず）、同
じ条件下でもPPARαリガンドの処理と比較して
持続的な効果が認められた。
　一方、脂肪細胞から分泌されるPAI-1抗原量は、
ピタバスタチンの処理により濃度に依存して明らか
に減少し、1μM、10μM、100μMのピタバスタチ
ン処理によりそれぞれ未処理のものから約14%、
22%、47%減少した（図４B）。10μMと100μMの
処理では、未処理に対して１%以下の危険率で有意
差のある減少だった。

図５　3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチンとPAI-1分泌に及ぼすGW7647とピタバスタチンの共存による影響

　ベザフィブラートの影響を調べた実験（図１）と同じ条件下で実験を行った。分化開始７日目の脂肪細胞
に対し、GW7647は0.1μMと1μM、ピタバスタチンは10μMと100μMを添加し、24時間後に培養上清を回
収した。コントロールには両薬剤を溶解するために用いたDMSOを同じ0.1%の最終濃度で添加した。培養
上清液中のアディポネクチンAとPAI-1Bの抗原量は図１と同様の測定法で定量した。細胞は各３検体とし、
結果は平均± SDで表示した。
　尚、未処理のコントロール細胞に対して、有意差のある場合を以下の危険率で示した。
*：P<0.05、**：P<0.01
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　その結果、アディポネクチン分泌量の増加は
GW7647（1～1000 nM）処理でも、ピタバスタチ
ン（1～100μM）処理でも細胞内のmRNAの増加
を反映していた。一方、PAI-1のmRNA量はどちら
の薬剤の処理によっても変化せず、その分泌量の減
少は転写を伴ったものでないことがわかった。

GW7647とピタバスタチンによるアディポネクチ
ンの分泌増加とPAI-1の分泌低下に及ぼす各種阻害
剤の影響
　GW7647とピタバスタチンの処理によるアディポ
ネクチン分泌増加作用とPAI-1分泌減少作用の機構
についてさらに理解するために、細胞内シグナル伝
達経路を遮断する各種阻害剤を用いて検討した（図
７、図８）。これまでの結果から、GW7647は1μM、
ピタバスタチンは100μMを用いることにし、各阻
害剤は文献上のIC50を参考にして低濃度とその10倍
の高濃度の２点で検討することにした。
　その結果、脂肪細胞に対するGW7647処理後のア
ディポネクチン分泌量の増加は、PD98059と
SB203580、Genisteinの処理である程度減少したが、
Wortmannin、KT5720、Calphostin Cの処理では、
それぞれ高濃度の処理でもほとんど影響がなく、
GW7647による増加効果に対して抑制作用は認めら
れなかった（図７A）。したがって、MEK29）から
MAP（p38）キナーゼ経路30）やチロシンキナーゼ

ポネクチンの増加は、両薬剤の併用でさらに増加せ
ず、単独の処理に対して有意差のある増加を示さな
かった（図５A）。したがって、両薬剤を非常に低
濃度で同時に利用した際に相加効果を生じる可能性
はあるものの、基本的に両者を併用してもアディポ
ネクチン分泌がより活性化されることはないものと
考えられた。本結果から、両薬剤によるアディポネ
クチン分泌増加は同じ機構を介していると推測され
た。
　また、PAI-1分泌への両薬剤の併用効果について
も同様に調べたところ（図５B）、GW7647とピタ
バスタチンの共存はそれぞれ単独で処理した際の
PAI-1抗原量の減少に対して、それ以上の効果をも
たらさないことがわかった。結果のバラツキが大き
いことから、両薬剤のPAI-1分泌増加の機構が異な
るものなのかについてはさらに検討しなければなら
ないが、アディポネクチンの場合と同様に、それぞ
れの分泌に対してより強く働くような機構ではなく、
両者は同じ作用点を介していると推測された。

GW7647とピタバスタチン処理後のアディポネク
チンとPAI-1のmRNAの変動
　次に、GW7647とピタバスタチンによる3T3-L1脂
肪細胞からのアディポネクチン分泌量の増加と、
PAI-1分泌量の減少がmRNAの変動を伴ったもので
あるのかについて調べた（図６）。

図６　GW7647とピタバスタチン処理後の脂肪細胞におけるアディポクチンとPAI-1のmRNAの変化

　図２（Ｂ，Ｄ）と図４に記載した実験と同じ条件で、培養脂肪細胞にGW7647（1～1000 nM）、ピタ
バスタチン（1～100μM）を添加し、24時間後に実験方法に示した手順で細胞から総RNAを回収した。
RT-PCR法によりRNA量に依存したβ-アクチンとアディポネクチン、PAI-1の各cDNAを増幅し、ア
ガロース電気泳動により産物を分離してから、エチジウムブロマイドにて染色した。
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代謝を活発化させる可能性が考えられるが、さらに
MAPキナーゼのリン酸化経路によって、アディポ
クチンの転写を促進させる因子の活性化にも関与し
ていると推測される。
　一方、GW7647による脂肪細胞からのPAI-1分泌
低下作用に対しては全ての阻害剤でほとんど影響が
見られず、高濃度の各阻害剤を添加してもGW7647

経路31）を阻害するとGW7647によるアディポネク
チンの分泌増加作用が一部抑えられるが、PI332）や
PKA33）、PKC34）を阻害してもその効果を抑制でき
ないものと考えられた。
　本実験で使用した脂肪細胞にはPPARαの発現
が認められたことから（データは示さず）、
GW7647は核内PPARαの活性化を介して脂肪酸の

図７　 GW7647による3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチン分泌増加とPAI-1分泌減少に及ぼす各種阻害
剤の影響

　実験２と同じ条件下で実験を行った。分化開始７日目の脂肪細胞に対し、1μMのGW7647を下記に
示した各阻害剤（低濃度L、高濃度H）と同時添加し、その24時間後に培養上清を回収した。コント
ロールには両薬剤を溶解するために用いたDMSOを同じ0.1%の最終濃度で添加した。培養上清液中の
アディポネクチンとPAI-1の抗原量は同様の測定方法で定量した。細胞は各3検体とし、結果は平均± 
SDで表示した。実験に用いた各阻害剤の濃度はL、Hの順に次の通りである。PD98059：2, 20μM、
SB203580：10, 100nM、Wortmannin：2, 20nM、Genistein：2.5, 25μM、KT5720：50, 500nM、
Calphostin C：50, 500nM
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６）を支持するものだった。
　一方、脂肪細胞に対するピタバスタチン処理後の
アディポネクチン分泌の増加は、PD98059と
Wortmannin、Genisteinの高濃度の処理で減少した
が、SB203580、KT5720、Calphostin Cの処理では
ほとんど影響がなく、ピタバスタチンによる増加効
果に対する後者３薬剤の阻害作用は認められなかっ
た（図８）。

のPAI-1分泌低下が抑制される結果にはならなかっ
た（図７B）。したがって、GW7647による脂肪細
胞からのPAI-1分泌の低下は、リン酸化などの細胞
内の情報伝達を介して行われているのではなく、細
胞内プールを増加させたり、細胞内での分解を亢進
させることによって生じる可能性が考えられる。こ
の結果は、脂肪細胞のPAI-1 mRNAレベルが
GW7647の処理によって変化しなかった結果（図

図８　 ピタバスタチンによる3T3-L1脂肪細胞のアディポネクチン分泌増加とPAI-1分泌減少に及ぼす各
種阻害剤の影響

　GW7647添加時の阻害剤による影響を調べた実験（図７）と同じ条件下で実験を行った。分化開始７
日目の脂肪細胞に対し、ピタバスタチンを100μM、各阻害剤を下記に示した低濃度Lと高濃度Hに分
け同時添加し、24時間後に培養上清を回収した。コントロールには両薬剤を溶解するために用いた
DMSOを同じ0.1%の最終濃度で添加した。培養上清液中のアディポネクチンとPAI-1の抗原量は同様の
測定方法で定量した。細胞は各３検体とし、結果は平均± SDで表示した。PD98059：2, 20μM、
SB203580：10, 100nM、Wortmannin：2, 20nM、Genistein：2.5, 25μM、KT5720：50, 500nM、
Calphostin C：50, 500nM
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来のPAI-1抗原量も、5 ng/mLのTNF-α処理のと
きは0.1μMのGW7647、あるいは10μMのピタバス
タチンの添加で、また20 ng/mLのTNF-α処理の
ときは１μMのGW7647、あるいは100μMのピタ
バスタチンの添加で、TNF-α未処理の分泌量に近
いレベルにまで回復した（図は示さず）。

Ⅳ．考　察

　抗動脈硬化作用を有する脂質異常症の治療薬とし
ては、主に中性脂肪を低下させるフィブラート系薬
剤と、主にLDLコレステロールを低下させるスタ
チン系薬剤が臨床的に広く使用されている。これら
の薬剤が投与されると脂質レベルが改善されるだけ
でなく、全身性の抗炎症作用や血管内皮細胞に対す
る直接的な抗血栓性作用の亢進などが現われ、多く
の細胞の機能が高まることも報告されている41）-43）。
フィブラート系薬剤とスタチン系薬剤は、どちらも
メタボリックシンドロームを改善するために使用さ
れており、フィブラート系のPPARα活性化剤が脂
肪組織の脂肪酸代謝を活性化することや、本研究で
ほとんど影響のなかったPPARγリガンドが血漿
中のアディポネクチンレベルを高めることも報告さ
れている44）。さらに、ベザフィブラートとフェノフ
ィブラートのフィブラート系薬剤がアディポネクチ
ンレベルを高めるとの臨床データも報告されている
45）。しかし、実際に3T3-L1脂肪細胞を用いたこの
報告45）では、ベザフィブラート（10μM）、フェノ
フィブラート（10μM）の24時間処理で、それぞれ
1.1倍、1.2倍とコントロールに対して有意差はある
が、本研究での結果と同等かあるいはそれよりも増
加の割合は小さい程度だった。本研究ではPPARα
リガンドのGW7647を用いた場合に、0.1～1μMの
低濃度でコントロールの10倍あるいはそれ以上にア
ディポネクチン分泌を高める結果が得られたことか
ら、臨床において適切なPPARαリガンドを利用す
ることにより、血中アディポネクチン濃度をより高
められる可能性がある。一方、PPARαのリガンド
が脂肪細胞由来の悪玉アディポカインであるPAI-1
分泌を減じる結果は報告されていない。むしろ逆に、
PPARαのリガンドは血管内皮細胞におけるPAI-1
分泌を高めるとの報告がある46）。本研究においても、
脂肪細胞からのPAI-1分泌は、ベザフィブラートや
PPARαのリガンドとしてよく利用される
Wy14643の処理では、明らかに減少するほどの強
いものではなかったが、GW7647を用いたときには

　GW7647によるアディポネクチンの分泌増加が
SB203580で阻害され、Wortmanninで阻害されな
かった結果（図７）が、ピタバスタチンでは逆に
なっていたので、ピタバスタチンによるアディポネ
クチンの分泌増加はそのシグナルがMEKから
MAP（p38）ではなくERK35）の活性化に、またそ
れに加えてPI3キナーゼを介した伝達経路が関与し
ている可能性が考えられた。
　一方、ピタバスタチンによる脂肪細胞からの
PAI-1分泌の低下作用に対しては、GW7647の場合
と同様に全ての阻害剤で影響が見られず、ピタバス
タチンが転写レベルでの抑制を介してその分泌を低
下させるのではなく、やはり細胞内プールの増加や
タンパクの分解亢進を介しているものと推測された。

TNF-α処理後のアディポネクチンとPAI-1の分泌異
常に対するGW7647とピタバスタチンの改善作用
　炎症性サイトカインのTNF-α36）を3T3-L1脂肪
細胞に添加し、すでに報告されているようなアディ
ポネクチンの分泌低下37）38）やPAI-1の分泌増加39）40）

が再現できるのかどうかについて検討した。図には
示さないが、脂肪細胞にTNF-α（2～50 ng/mL）
を24、48時間処理したときに、濃度に依存して両ア
ディポカイン分泌の明らかな減少と増加が確認でき
た。すなわち、脂肪細胞から培養液中に分泌される
アディポネクチン抗原量は、２、10、50 ng/mLの
TNF-α処理24時間後において、それぞれ未処理の
約80%、60%、45%に減少した。このとき、24時間
後のPAI-1抗原量は、２、10、50 ng/mLのTNF-α
処理によりそれぞれ未処理の約1.1、1.8、2.1倍に増
加した。これらの結果は過去の報告37）-40）を支持す
るものだった。
　そこで、適応した範囲内にある５と20 ng/mLの
TNF-αを脂肪細胞に添加したときの、アディポネ
クチンとPAI-1の分泌異常に対するGW7647（0.1、
1μM）とピタバスタチン（10、100μM）の単独、
あるいは併用による影響について検討したところ、
いずれの場合も明らかに改善した。すなわち、24時
間の５ng/mLのTNF-α処理によって減少した脂肪
細胞由来のアディポネクチン抗原量は、0.1μMの
GW7647、あるいは10μMのピタバスタチンを添加
した場合において、また20 ng/mLのTNF-α処理
のときは1μMのGW7647、あるいは100μMのピタ
バスタチンを添加した場合において、ほぼTNF-α
未処理の分泌量までに回復した。
　一方、TNF-α処理によって増加した脂肪細胞由
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ストロング系スタチンのピタバスタチンが利用され
ることは望ましいと考えられる。
　臨床では脂質異常症の患者に対してフィブラート
系薬剤とスタチン系薬剤が併用されることは珍しい
訳ではない。しかし、本研究結果ではGW7647とピ
タバスタチンの併用によってアディポネクチンと
PAI-1分泌へのよりよい効果は認められなかったこ
とから、両薬剤の主な作用点は同じである可能性が
高く、実際に臨床において十分量が処方されていれ
ば、アディポサイトカイン類の分泌の点ではどちら
かの薬剤の単独利用で十分な効果が発揮されると考
えられる。
　分泌機構に関して理解するために行ったGW7647
とピタバスタチン処理後のアディポネクチンの
mRNA量は、細胞培養液中に回収される抗原量の
増加とパラレルだったが、PAI-1のmRNA量レベル
はPAI-1抗原量のように減少しなかった。従って、
両薬剤によるPAI-1分泌減少作用は転写段階の調節
を介してPAI-1合成に影響するものではなく、
PAI-1抗原の分解亢進や細胞内プールが増加するこ
とによると推測された。一方、アディポネクチンで
は両薬剤による転写段階での促進が認められ、少な
くともその一部はMAPキナーゼ経路によるシグナ
ル伝達の関与が予想された。1990年代頃から哺乳動
物の細胞内情報伝達経路としてMAPキナーゼカス
ケードの重要性が指摘され57）、そのスーパーファミ
リーとして３種類のシグナル伝達経路（extracellular 
signal-regulated kinase （ERK）、c-Jun N-terminal 
kinase （JNK）、p38 kinase）が明らかとされてきた
が、現在でも様々な病態時にMAPキナーゼ経路が
大きく関与していることに変わりはない。脂肪細胞
に対する阻害剤を用いた結果から、GW7647では
MEKからMAP（p38）キナーゼ経路30）を介して、
またピタバスタチンではMEKからERKの活性化
経路35）を介してその情報伝達がアディポネクチン
の転写促進に伝わるものと推測された（図９）。
　一般にPPARのリガンドはPPARを活性化して
核内でRXRとヘテロダイマーを形成し、特定の塩
基配列（PPRE）に結合する結果、局所での転写因
子の集合を介してポリメラーゼⅡによる転写活性を
促進すると考えられており58）59）、実際にアディポネ
クチンの遺伝子上流にはPPREが存在すると報告さ
れている45）60）。しかし、アディポネクチンの転写を
促進させるPPARのサブタイプはγであり、PPAR
αによる作用は強力ではない42）。したがって、ア
ディポネクチンの分泌やmRNAレベルの増加が顕

じめて顕著な減少作用が認められた。一方、アディ
ポネクチンのノックアウトマウス、並びに精製ア
ディポネクチン（遺伝子組み換えタンパク質）を用
いた実験結果から、アディポネクチンは脂肪細胞の
PAI-1産生を直接阻害すると報告された47）。した
がって、本研究で認められたGW7647によるPAI-1
分泌の低下作用もPPARα活性化を介した作用に
よるだけでなく、アディポネクチンが著しく増加す
ることによって生じる二次的な現象によることも否
定できない。
　本研究ではHMG-CoA還元酵素阻害剤スタチン類
の中でストロングと呼ばれる第三世代のピタバスタ
チン（リバロ）23）を用いて、3T3-L1脂肪細胞からの
アディポネクチンとPAI-1分泌への影響を調べた。
これまでにもスタチン系薬剤による血中のアディポ
ネクチンとPAI-1レベルへの影響に関しては数多く
報告されている48）-55）が、そのほとんどは冠動脈疾
患や高脂血症の患者に対してプラバスタチン（メバ
ロチン）50）51）やシンバスタチン（リポバス）52）、ア
トルバスタチン（リピトール）55）が投与された臨床
研究である。それらの研究では、スタチン類の投与
により血中のアディポネクチンレベルが顕著ではな
いものの高まったとするもの48）と、影響がなかっ
たとするもの49）が混在している。スタチン類の中
でも第三世代の薬剤でストロングと呼ばれるアトル
バスタチン、ピタバスタチン、ロスバスタチン（ク
レストール）は、第一世代のプラバスタチンやシン
バスタチン、あるいは第二世代のフルバスタチン
（ローコール）やセリバスタチン（バイコール、安
全性の問題で現在は使用されていない）と比較して
LDLコレステロールを減少させる作用が強く、
HDLコレステロールを増加させる作用のあること
も知られている23）。臨床での研究でスタチン類がア
ディポネクチンやPAI-1レベルへの影響に統一した
見解が得られていないのは、利用されたスタチンの
作用が強力でなかったことによるのかも知れない。
本研究結果で用いたピタバスタチンにはアディポネ
クチンの分泌を高め、PAI-1分泌を減少させる作用
が非常に強いことが判明した。また、筆者らの過去
の研究では、ピタバスタチンは血管内皮細胞におけ
る抗血栓性タンパク質のトロンボモジュリン発現を
高める効果がプラバスタチンやフルバスタチンと比
較して強力だった56）。このようなピタバスタチンが
有する多面的な効果を考えると、糖尿病や肥満、動
脈硬化症などの慢性炎症が起こっているような病態
時に血中コレステロールレベルが高い患者に対して、
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なく、肥満やインスリン抵抗性の進展を抑制できる
可能性も指摘されている63）64）。したがって、肥満を
基盤として発症する糖尿病、動脈硬化の病態時や悪
性腫瘍を含めた生体の炎症時において、また心筋梗
塞や脳梗塞などの血栓性疾患が発症しやすい状態下
で、血液中のアディポネクチンレベルが低下し、
PAI-1レベルが高まることは、生体にとって非常に
悪い状況である65）。このような生体に酸化ストレス
の負荷がかかっているような様々な病態時に共通し
て認められるのが、血中や血管壁の局所でTNF-α
濃度が上昇していることである。実際にTNF-αは
アディポネクチンの発現を低下させ、正常なインス
リン感受性を損なわせる物質であることが知られて
おり37）38）、また抗酸化剤の共存下においてはアディ
ポカイン類の分泌が是正されたとの報告もある66）。
本研究では、TNF-αに依存して減少したアディポ
ネクチンの分泌が、GW7647、あるいはピタバスタ
チンの比較的低濃度の処理によって回復する結果が
得られており、臨床応用するための価値のある基礎
データが含まれていると考えられる。
　一方、アディポネクチンによる生体内での好まし
い作用はその受容体の活性化を介して生じることが

著だったGW7647による脂肪細胞への影響は、
PPREとの相互作用を高める結果以外に、上述した
MAP（p38）キナーゼを介した転写促進機構30）が
大きな役割を果たしているのかも知れない。一方、
ピタバスタチンの場合は、アディポネクチンの転写
促進機構に関連する報告はなく、本研究で得られた
ERKの活性化を介した経路35）が関与している可能
性については新規の結果である。
　血中においてアディポネクチン量が高まることで
生体にとって悪い作用が生じるとの報告はなく、ま
たPAI-1が極端に低下するのは出血傾向になって、
血管壁での傷害を修復する上で必ずしも適当ではな
いが、一般に病的状態においてPAI-1は顕著に増加
することが問題である。すなわち、内臓肥満やイン
スリン非依存性糖尿病ではPAI-1の血中濃度が高く、
内臓脂肪の量とPAI-1値には正の相関があることが
報告されている61）62）。また、動物実験においても、
遺伝的肥満・糖尿病マウスでは血中PAI-1抗原量お
よび脂肪組織におけるPAI-1発現量の増加が認めら
れ、その産生の主体は大型化した脂肪細胞であるこ
とも明らかにされている16）。さらに、PAI-1の発現
や作用を抑えることが血栓傾向を改善させるだけで

図９　ピタバスタチとGW7647によるアディポネクチン合成と細胞内情報伝達経路



（　　）15

脂肪細胞におけるアディポネクチンとPAI-1の分泌異常に対するフィブラート系薬剤とスタチン系薬剤の改善効果（堀江・吉野・香川）

（COVID-19）による重症化に関わるサイトカイン
ストーム72）に対しても有用性が高いことが示唆さ
れる。
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