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15分化誘導したマウス前駆脂肪細胞 3T3-L1のサイトカイン分泌におけるベルベリンの作用

緒言

　マウス3T3―L1細胞は脂肪細胞への分化誘導に作用す
る化合物の探索にしばしば用いられる。デキサメタゾン
と3―イソブチル―1―メチルキサンチンで刺激し、インス
リン存在下でさらに培養することによって、細胞は細長
く伸長した形態から球状の形態に変化し、顕微鏡下で細
胞質に多数の脂肪滴を観察できるようになる。オイル
レッドによるトリグリセリド染色、細胞内トリグリセリ
ドの定量、あるいは細胞内グリセロール―3―リン酸脱水
素酵素（GPDH）活性の測定によって脂肪細胞への分化
の度合いを知ることができる（関谷，2000，Shoji et 

al.，2000，三上・新本，2007）。
　筆者らは前報でマウス前駆脂肪細胞3T3―L1を従来用
いられてきたダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）
に替えて高グルコースのDMEM中で分化誘導すること
により、分化誘導中に培地のグルコース枯渇を起こすこ
となく培養を継続できることを示した（新本ら，
2016）。この分化誘導の際、キハダ内皮やキンポウゲ科
オウレンの根茎に含まれるベンジルイソキノリンアルカ
ロイドのベルベリン（5, 6―Dihydoro―9、10―dimethoxy [1, 

3] dioxolo [4, 5―g] isoquino [3, 2―a] isoquinolin―7―ium）  （分

子量372）の強い脂肪細胞分化抑制作用を改めて示した。
　ベルベリンは、健胃薬等に用いられる化合物である（奥
田ら，2002，林，1993，指田，2007）。筆者らの研究（新
本ら，2005）とは別にベルベリンによる脂肪細胞の分化
抑制が報告され（Huang et al.，2006，屋敷，2009）、肥
満モデル動物やヒトにおける脂肪蓄積も抑制されること
が明らかになるなど（Hu et al., 2012，Zhang et al., 

2012，Yin et al., 2012，Pirillo et al., 2015）ベルベリンと
脂質代謝に関する研究が進展している。本報告では高グ
ルコース培地中での3T3―L1細胞の脂肪細胞への分化に
おける残存グルコース濃度、細胞内GPDH活性、細胞
内トリグリセリド蓄積に与えるベルベリンの作用を前報
の測定結果と比較するとともに、3T3―L1細胞から培地
中へ分泌される10種類のサイトカイン濃度を測定した
結果について述べる。

材料および方法

1．試薬
　インスリン、デキサメタゾン、3―イソブチル―1―メチ
ルキサンチン、および牛胎児血清（FCS）はメルク（旧
シグマ―アルドリッチ）より購入した。高グルコースダ
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要　約

　本研究では、高グルコース培地を用いたマウス3T3―L1細胞の脂肪細胞分化誘導におけるベルベリンの作用を検討
した。ベルベリンは脂肪細胞分化誘導初期にグルコース消費を亢進した。ベルベリンは細胞内の脂質合成に関する転
写因子PPARγ発現を抑制し、グリセロール―3―リン酸脱水素酵素（GPDH）活性の発現も強く抑制した。14日間分
化誘導した3T3―L1細胞にはトリグリセリドが蓄積したが、ベルベリン添加によってトリグリセリド蓄積は3分の1に
まで減少した。アディポカインアレーを用いて培養上清中のサイトカイン分析を行ったところ、ベルベリンはレプチ
ンおよびレジスチン分泌を強く抑制した。これらの結果から、ベルベリンは糖尿病を含むメタボリックシンドローム
の改善に役立つ作用を有することが期待される。
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ルベッコ変法イーグル培地（H―DMEM）および塩化ベ
ルベリン水和物は富士フイルム和光純薬より購入した。

2．�マウス前駆脂肪細胞3T3―L1の分化誘導および分
化指標の測定

　マウス前駆脂肪細胞3T3―L1は10％ FCSを添加した
H―DMEMを用いて低密度で継代培養した。脂肪細胞へ
の分化にあたり、トリプシン処理で剥離した細胞をFCS

添加H―DMEMに1×104 cells/mLの密度に懸濁し、6穴
プレートに3 mLずつ播種した。4日間培養して顕微鏡
下で細胞がコンフレントに達したことを確認した後、培
地を吸引除去し、デキサメタゾン（0.25 mmol/L）およ
び3―イソブチル―1―メチルキサンチン（0.5 mmol/L）を
含む FCS添加H―DMEM 3 mLを添加し、脂肪細胞への
分化刺激を与えた（DM処理）。48 時間培養後、培地を
吸引除去し、インスリン（1 µg/mL）、インスリン（1 

µg/mL）＋ベルベリン（2.0 µg/mL）を含むFCS添加 H―
DMEMを3 mL添加して分化誘導を開始した。この時点
を培養0日目とした（図1）。それぞれの培地は2～ 3日
ごと（培養2、 5、 7、 9、 12日目）に交換し、14日間培養
した。培養上清は培養2、 7、 9日目（培地交換前）に採
取した。培養14日目にプレートから培地を吸引除去後、
リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で細胞を2回洗浄した後、
PBSを完全に吸引除去した。25 mmol/L トリス塩酸緩衝
液（pH 7.5）を培養穴1穴あたり1 mL加えた後、セルス
クレーパーを用いて細胞を剥離し、マイクロチューブに
回収した。細胞は氷冷下で超音波破砕し、－80℃に保存
した（関谷，2000，三上・新本，2007）。

図1　3T3―L1細胞の脂肪細胞分化培養スケジュール
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3．�培地中のグルコース、細胞破砕液のトリグリセ
リドおよびグリセロール―3―リン酸脱水素酵素
（GPDH）活性の測定

　培地中の残存グルコース濃度はグルコースCⅡ―テス
トワコームタロターゼ・GOD法（富士フイルム和光純薬）
で測定した。細胞破砕液中のGPDH活性はGPDH活性
測定キット（プライマリーセル）を用いて測定した。細

胞破砕液中のトリグリセリド濃度はラボアッセイ TMト
リグリセライドキット（富士フイルム和光純薬）を用い
て測定した。測定は3連（3穴）で行い、結果は平均値
および標準偏差で表した。

4．培養上清中のサイトカインの測定
　培養上清中に分泌されたアディポネクチン、インスリ
ン様増殖因子結合タンパク質3型（IGFBP―3）、レジス
チン、レプチンなどのサイトカイン濃度はプロテオーム
プロファイラー・マウスアディポカインアレイキット
（R&D Systems，Inc. U.S.A.）を用いて測定した（Sengupta 

et al.，2012）。分化誘導7日目の各培養群それぞれ3穴
からの培養上清を等量混合したものを試料とし同一膜上
の2カ所のスポット（n＝2）で測定を行った。サイトカ
インに対する抗体をスポットしたニトロセルロースメン
ブレンをブロッキング処理した後、培養上清をメンブレ
ンと反応させ、培養上清中のサイトカインをメンブレン
上の抗体に結合させた。次にサイトカイン検出用ビオチ
ン化抗体カクテルを反応させた後、ストレプトアビジン
－西洋わさびペルオキシダーゼ（HRPO）複合体を反応
させた。メンブレンをよく洗浄後、発光基質を添加して
各々のスポットの化学発光強度を測定した。化学発光は
Lumi Cube（株式会社リポニクス）および発光解析ソフ
トウェア JustTLC（株式会社リポニクス）を用いて測定
した。同一メンブレン上の陽性コントロールの平均発光
強度を1.000とした相対発光強度の平均値として表した。

5．�ウェスタンブロット解析によるPPARγ発現の
検出

　培地5 mLを用い6 cmディッシュ中で3T3―L1細胞の
分化誘導を行った。培養7日目の培養器に付着した細胞
をPBSで1回洗浄した後、SDS試料調製液（非還元条件）
0.2 mLを加えてスクレパーで細胞を剥離、マイクロ
チューブに回収した。これを沸騰水浴場で5分間加熱し、
冷却後、プロテアーゼインヒビターカクテルPIC2（フ
ナコシ）を2 µL添加して、－80℃に保存した。
　リニアグラジエントアクリルアミドゲル（ゲル濃度
10―20％、オリエンタルインスツルメンツ）試料スロッ
トに上記細胞抽出試料8 µLをチャージして電気泳動後、
PVDF膜（アトー）に転写、スキムミルク（雪印メグミ
ルク）溶液でブロッキング後、抗PPARγ、あるいは抗
βアクチン（陽性コントロール）（いずれもウサギ抗体、
CTSジャパン）と反応させた。PVDF膜を洗浄後さらに
HRPO標識抗ウサギ IgG抗体（CSTジャパン）と反応さ
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せた。PVDF膜を洗浄後、化学発光基質（ECLプライム、
GEヘルスケアー）を用い、PVDF膜に結合したHRPO

による発光をLumi Cubeを用いて撮影した。

結果および考察

1．培養上清中のグルコース残存量
　3T3―L1細胞の脂肪細胞分化誘導培養のスケジュール
を図1に示す。6穴プレート中でコンフレントに達した
3T3―L1細胞を48時間DM処理後、インスリンあるいは
インスリン＋ベルベリンを含む10％ FCS添加H―DMEM

で培養した。

図2　�高グルコース培地で分化誘導した3T3―L1細胞培養上
清中のグルコース残存濃度

－：無処理群、DM：デキサメタゾンおよび3―イソブチル―1―メチ
ルキサンチンで48 時間処理しのみの群、+I：DM 処理後インスリ
ン存在下で培養したもの、+IB：DM 処理後インスリンとベルベ
リン存在下で培養したもの。3 穴の平均値および標準偏差を示した。
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　培養2、7および 14日目の培養上清の残存グルコース
濃度を測定した結果を図2に示す。いずれも直近の培地
交換から48時間後のグルコース濃度である。培養2日目
においては、DM処理していない3T3―L1細胞（無処理群）
の培養上清のグルコース濃度の減少は小さく、DM処理
のみの群（DM群）およびDM処理＋インスリン添加培
養群（インスリン群）ではグルコース濃度がわずかに減
少していた。インスリンおよびベルベリンを添加して培
養した群（インスリン＋ベルベリン群）はDM群および
インスリン群の半分近くまでグルコース濃度が減少し
た。DM処理された3T3―L1細胞はインスリンとベルベ
リンとともに培養することにより、細胞へのグルコース
取り込みが促進されると考えられた。
　これに対して培養7日目には、インスリン群のグル
コース濃度減少が著しかった。さらに分化が進んだ14

日目のインスリン群では12日目に交換した培地中のグ

ルコースの8割以上が細胞に取り込まれたと考えられ
た。インスリン＋ベルベリン群では無処理群、DM群と
比較すると培地中の残存グルコース濃度は有意に減少し
たが、インスリン群と比較すると残存濃度が高かった。
　以上の結果から、DM刺激された3T3―L1細胞をイン
スリンとともに培養すると、培地中のグルコース濃度の
著しい減少が生じること、ベルベリンの添加は培養初期
ではグルコース濃度減少を促進するが、培養中後期にお
いては濃度減少を若干抑制することが判明した。

2．3T3―L1細胞破砕液の脂肪細胞分化指標
　培養14日目に回収した3T3―L1細胞破砕液中のトリグ
リセリド合成関連酵素GPDH活性および細胞内トリグ
リセリド測定値を図3に示す。GPDH活性および細胞内
トリグリセリド量は類似した傾向を示した。無処理群お
よびDM群ではGPDH活性および細胞内トリグリセリド
量はいずれも低かった。これに対してインスリン群では
高値を示し、3T3―L1細胞の脂肪細胞への分化誘導が認
められた。これに対してインスリン＋ベルベリン群では
GPDH活性はDM群レベルまで減少し、またトリグリセ
リド量はインスリン群の4割程度まで減少した。

図3　�分化誘導14日後の3T3―L1細胞破砕液のグリセロー
ル―3―リン酸脱水素酵素活性および細胞内トリグリセ
リド蓄積量

－：無処理群、DM：デキサメタゾンおよび3―イソブチル―1―メチ
ルキサンチンで48 時間処理しのみの群、+I：DM 処理後インスリ
ン存在下で培養したもの、+IB：DM 処理後インスリンとベルベ
リン存在下で培養したもの。3 穴の平均値および標準偏差を示した。
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　以上の結果から、DM処理された3T3―L1細胞はイン
スリンによってグルコースの細胞への取り込みが亢進さ
れること、およびGPDH活性が誘導され、細胞内にト
リグリセリドが蓄積することが示された。ここにベルベ
リンを添加すると、グルコース消費にはあまり影響がな
いにもかかわらず（図2）、GPDH活性誘導を強く抑制し、
細胞内トリグリセリド蓄積を抑制することが示された。

3．3T3―L1細胞が分泌するアディポサイトカイン
　3T3―L1細胞をDM処理後、分化誘導して培養7日目の
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培養上清に含まれる主なアディポサイトカイン濃度（井
原，2009，八巻，2010）を測定した結果を図4に示す。
　アディポネクチンは小型の脂肪細胞から分泌されるサ
イトカインである（前田・下村，2011）。肥満、内臓脂
肪蓄積時には低下し、体重減少によって増加する。筋肉
のグルコース取り込みを促進、肝臓の糖新生を抑制し、
インスリン抵抗性を改善する。DM処理によってアディ
ポネクチンの分泌は著しく増加した。これに対し、イン
スリン群では3割以上分泌が減少したが、インスリン＋
ベルベリン群での減少は15％程度であった。
　インスリン様増殖因子（IGF）Iおよび IIは血液中で
IGF結合タンパク質3型（IGFBP―3）と結合して存在し、
さらに酸感受性サブユニットが結合した複合体として存
在する（川地ら，2003）。IGFBP―3は IGFの血中半減期
を延ばす働きがあるとともに、細胞表面の IGF受容体へ
の結合を修飾する。IGFBP―3の分泌はDM処理細胞では
増加したが、インスリン群、インスリン＋ベルベリン群
では減少した。また、リポタンパク質構成や食事コレス
テロールの吸収に関与する IGF結合タンパク質6型
（IGFBP―6）も同様の傾向を示した（結果示さず）。
　レプチンは脂肪細胞から分泌されるペプチドホルモン
である。レプチンは食欲抑制作用およびエネルギー消費
亢進作用を有する。レプチン分泌はインスリン群にのみ
見られた。インスリン＋ベルベリン群においてレプチン
分泌が強く抑制されたことは、ベルベリンによって脂肪
細胞分化が抑制されていることを示唆している。
　モノサイト遊走誘導タンパク質（MCP―1）はC―Cモ
チーフケモカイン2（CCL2）としても知られるケモカ
インである（田村・春日，2007、伊藤ら，2008）。急性
心筋炎患者血清中で増加し、多くの中枢神経系傷害にお
いても増加する。DM処理なしでも分泌されており、
DM処理によって分泌が増加した。インスリン群では若
干分泌が減少したが、インスリン＋ベルベリン群では分
泌量変化は少なかった。
　マクロファージコロニー刺激因子（M―CSF、CSF―1

とも呼ばれる）は脂肪組織に浸潤してきた単球を活性化
されたマクロファージに分化誘導すると考えられてい
る。その後マクロファージから分泌されるサイトカイン
等によって単球や炎症性細胞の浸潤をさらに促進して、
脂肪組織は慢性炎症の温床になる。DM処理によってや
や増加したM―CSFはインスリン群でDM処理前の分泌
濃度に減少した。インスリン群に比べ、インスリン＋ベ
ルベリン群ではかえってM―CSF分泌を増加させた。脂
肪細胞分化が強く誘導されるインスリン群でM―CSFが

減少したことは興味深い。本研究で誘導した脂肪細胞は、
脂肪細胞分化の初期の小型脂肪細胞の成長期であり、
M―CSF分泌が抑制されているステージにあると考えら
れる。

図4　�3T3―L1細胞分化7日後の培養上清中のサイトカイン濃
度

－：無処理群、DM：デキサメタゾンおよび3―イソブチル―1―メチ
ルキサンチンで48時間処理しのみの群、＋I：DM処理後インスリ
ン存在下で培養したもの、＋IB：DM処理後インスリンとベルベリ
ン存在下で培養したもの。3穴の培養上清を等量混合したものを
測定し、1試料2連測定の発光強度の平均値を示した。
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　3T3―L1の脂肪細胞分化過程でPPARγリガンドの作
用によってレジスチン発現は抑制されることが報告され
ている。したがってレジスチンはマウスのインスリン抵
抗性を引き起こす好ましくない因子とされている（大澤・
牧野，2008）。DM処理によってレジスチンの分泌が誘
導され、インスリン群ではさらに1.5倍に増加した。こ
れに対してインスリン＋ベルベリン群ではレジスチン分
泌はインスリン群の10分の1以下に減少した。ベルベリ
ンはインスリン抵抗性を強く抑制しメタボリックシンド
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ロームを改善する作用を有することが期待される。
　SerpinE1/PAI―1はセリンプロテアーゼインヒビタータ
ンパク質であり、ウロキナーゼ型プラスミノーゲン活性
化因子（uPA）、および組織型プラスミノーゲン活性化
因子（tPA）の阻害タンパク質でメタボリックシンドロー
ムのマーカーでもある。分泌はDM処理によって増加し
たが、インスリン群でやや減少した。しかしインスリン
＋ベルベリン群ではほとんど減少しなかった。
　メタロプロテアーゼ阻害剤1（TIMP―1）はコラーゲ
ン分解酵素マトリックスメタロポロテイナーゼの活性を
阻害し、肝臓の線維化を促進する方向に働く。肝硬変の
リスクファクターである。3T3―L1細胞のDM処理によっ
て増加したTIMP―1分泌は、インスリン群、インスリン
＋ベルベリン群いずれにおいても大きな変化はなかった。
　TNFαは細胞のグルコース取り込みを低下させ、糖・
脂質代謝異常をもたらすと考えられている。アディポネ
クチンの発現を抑制する作用もあると報告されている。
TNFαはDM群にのみ検出された。インスリン群、イン
スリン＋ベルベリン群ではTNFα分泌は検出されな
かった。
　血管内皮増殖因子（VEGF）は血管新生の促進、血管
透過性の亢進を誘導することから、脂肪組織への血管誘
導に重要な役割を果たす。DM処理によって上昇した
VEGF分泌はインスリン、インスリン＋ベルベリン群の
いずれにおいても変化しなかった。

4．細胞内転写因子PPARγの発現
　図1のスケジュールにしたがって6 cmディッシュ上
で3T3―L1細胞を7日間培養した後、細胞内の脂質関連
転写因子のひとつであるPPARγ（ペルオキシソーム増
殖因子活性化受容体γ）（加門ら，2003）の発現をウェ
スタンブロッティングにより解析した。PPARγおよび
βアクチンの発現を図5に示す。
　PPARγはDM処理により発現が上昇し、インスリン
添加によってさらに強く発現がみられた。しかしベルベ
リン添加によって発現はDM処理前のレベルまで強く抑
制された。これらのことからベルベリンはPPARγ発現
を強く抑制し、一部の脂肪合成に関連するサイトカイン
分泌を調節するとともにGPDH活性発現を抑制するこ
とによって、3T3―L1細胞の脂肪細胞への分化を抑制し
ていると考えられた。

図5　分化誘導した3T3―L1細胞内のPPARγの発現
－：無処理群、DM：デキサメタゾンおよび3―イソブチル―1―メチ
ルキサンチンで48時間処理しのみの群、＋I：DM処理後インスリ
ン存在下で培養したもの、＋IB：DM処理後インスリンとベルベ
リン存在下で培養したもの。細胞破砕液を電気泳動後タンパク質
をPVDF膜に転写した。PVDF膜膜をブロッキング後、抗PPARγ
抗体および西洋わさびペルオキシダーゼ標識二次抗体を反応させ、
発光基質を用いてPPARγを検出した。
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　マウス3T3―L1細胞は脂肪細胞分化のモデルとしてし
ばしば用いられる細胞株である。筆者らは3T3―L1細胞
のインスリン存在下での脂肪細胞への分化をベルベリン
が強く抑制することを見出した。本研究では、高グルコー
ス培地を用いたマウス3T3―L1細胞の脂肪細胞分化誘導
におけるベルベリンの作用についてさらに詳しく検討
し、グルコース消費、脂質合成に関する転写因子、アディ
ポサイトカインの分泌について検討した。
　3T3―L1細胞は脂肪細胞分化が進むと培地中のグル
コース残存量が減少したことから、脂肪合成に動員され
るグルコースの細胞への吸収が亢進されることが示され
た。これに対してベルベリンは3T3―L1細胞の脂肪細胞
分化誘導初期においてもグルコース消費を亢進した。ベ
ルベリンには血糖値を下げる作用が期待される。
　また、ベルベリンは細胞内の脂質合成に関する転写因
子PPARγ発現を抑制し、中性脂肪合成のキーエンザイ
ムであるGPDH活性の発現も強く抑制した。14日間分
化誘導した3T3―L1細胞にはトリグリセリドが蓄積した
が、ベルベリンによって3分の1にまで減少した。アディ
ポカインアレーを用いた培養上清中のサイトカイン分析
を行ったところ、ベルベリンはレプチンおよびレジスチ
ン分泌を強く抑制した。これらの結果から、ベルベリン
は糖尿病を含むメタボリックシンドロームの改善に役立
つ作用を有することが期待される。
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Changes in Adipicytokine Secretion of 3T3―L1 Pre-adipocytic 
Cells During Differentiation Cultured with Berberine

Hiroshi Shinmoto, Manami Ito, Rena Hoshizaki, Yoshihito Yamaguchi,

Yasunori Naganawa

Abstract
　 Mouse 3T3―L1 pre-adipocytic cells were cultured with high glucose-Dulbecco’s modified Eagle’s medium (H―DMEM) 

supplemented with 10% FCS and induced to adipocytes in the presence of insulin, or insulin and berberine.  Berberine was 

shown to have strong anti-adipogenic activity with decreased cellular glycerol-3-phosphyate dehydrogenase (GPDH) activity 

and decreased triglyceride accumulation of differentiated 3T3―L1 cells. Berberine also modulated leptin and registin 

secretion. Those findings strongly suggested that berberine could be a potential candidate for the treatment of metabolic 

syndromes. 

Keywords: berberine, glucose, adipocytes, cytokine, adipogenesis
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