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総合評価

この一年間の研究活動は、 博士論文の研究と付随する研究論文の発表である。
研究論文の発表は、次の3点である。

①医療通訳の質に影響する日中間医療事情の差異についての考察 ～中国人医療従
事者の意識調査を通して～

② 日中対訳に見る職場のポライトネス表現の対照研究
③在那港湾旅棺的内院里（翻訳出版）

博士論文の研究については、構成を考案し、主に日本語ネイティブ医療通訳者と中
国語ネイティブ医療通訳者に対するアンケ ート調査を行なっている。

博士論文の問題意識は、 「異なる文化背景を持ち、異なる母語を使っている中国語
ネイティブ医療通訳者と日本語ネイティブ医療通訳者の通訳スタンスは同じなのか」
である。その問題を明らかにするために、過去の「医療通訳技能検定試験」二次試験
のロ ールプレイ ・ スクリプトをベースに、医療従事者と患者双方が話す内容を分析し、
そこから、医療従事者の発言と患者の発言の特徴を抽出した。

こうした特徴を踏まえて、検証すべき複数の仮説を設定し、医療通訳者に対して、
「医療従事者との関わり」、 「患者との関わり」、 「医療通訳の立場と役割意識」 、
「医療通訳と関連する背景知識についての理解」、 「通訳の質についての理解」につ

いての意識調査を実施している。この調査は、前回の医療従事者の調壺結果と対比す
るためのものである。

調査はMicrosoft社のフォ ー ムを用いて、 医療通訳NPO等を通じて拡散させ、現場
で活躍している医療通訳者から回答を回収していて、現在継続中である。

【良かった点］
当学生の研究に臨砂姿勢は申し分なく、博士論文の研究のみならず、 研究に付随す

る論文作成や各種研修への協力などを実践しており、実践的な問題意識と論理的なア
プロ ー チの両者においてバランスよく、 研究に邁進できている。

また博士論文に関しては、 特に仮説の導出がすばらしく、中間発表の場においても
聴衆の研究者たちからの賞賛を受けた。

医療通訳の仕組みの中で通訳者が患者と同じネイティブか否かによる通訳効果を
多角的に明確にする研究は前例が少なく、現時点において医療通訳について網羅的で
意欲的な論文構成であり、 研究成果が期待される。

【改善すべき点】
前回評価書で課題とした日中学会での発表や機関誌での論文の発表を複数実践し

ており、 課題は克服されていると認められる。
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【今後の展望］

... ...... .... .................. . . . . . . -.. . . -...... ··· ···· ···-···· ····-···· -··········· 

今後は今までの調査で得た客観的なデー タと主観的なデー タを合わせて、さらに具

体的な分析を行うことが予定されている。結論の価値はアンケ ー トやインタビュ ー結

果によるものであるので、徹底して客観性を貰いて研究成果を達成することを希望す

る。

研究計画を着実・堅実に実施しており、本人の優れた実行力を裏付けている。前例

のない意欲的な問題意識に対し、多くの課題を克服してきており、研究活動が順調に

推移しているものと認められる。

評価者（指導教官名） 喝首私｝ 魯
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１．研究概要（1）

1）目的（Goal）
近年グローバル化の流れによって、来日観光客は増加の一途をたどっている。また、国連人口部は、少子・高齢化による
人口減少と将来的な労働力不足が問題になっている日本に対して、移民を受け入れる必要があると指摘している。実際近
年では外国人労働者、日系人、国際結婚配偶者が急増し、その一部が日本社会に定着する傾向がある。こうした背景の下
で、訪日・在日外国人患者も受診しやすい医療環境の整備もますます重要となり、その一環として、質の高い医療通訳の
確保が急務とされている。
現在、医療通訳者は医療従事者と同じく患者の生命と健康を守る医療チームの一員とみなされ、様々な角度から研究され
ているところであるが、その中で、日本語ネイティブか否かによって通訳者の特性を研究する角度はまだ少ないが、患者
側と同じ文化を持つ外国人医療通訳者と医者側と同じ文化を持つ日本人医療通訳者の違いに注目する研究方向がある。田
中郁子・柳澤理子は「外国人医療通訳者の体験した困難とその対処」で、医療隠語、略語など日本人ならば非医療従事者
でも知っている言葉が分からない外国人医療通訳者は日本人医療通訳者と比べて、医療システムへの理解に欠けていると
指摘している。
このような先行研究の結論を踏まえて、異なる文化背景を持ち、異なる母語を使っている中国語ネイティブ医療通訳者と
日本語ネイティブ医療通訳者の特性もそれぞれ異なるはずだと考えている。本論文の目的は、中国人ネイティブである筆
者の強みを活かして、両言語の母語通訳者の「通訳に臨むスタンス」・「医療通訳としての倫理観」・「母語が医療通訳の
質にもたらす影響」といった問題を明らかにすることである。

2）戦略（Approach）
より客観的な研究結果を得るために、本研究は三つのステップの調査・分析を踏まえて結論に導く。
現在の見通しを以下のように記述する。

 ①医療通訳の利用側（医療従事者）の視点からアプローチし、医療通訳に対する考え方を捉え、日中医療システムや医療
文化の違いを明確にする。

 ②医療通訳者の視点からアプローチする。外国人医療通訳者と日本人医療通訳者の特性を調査し、通訳の質を評価しても
らう。

 ③上記①②の調査で得られたデータを基に比較分析を行い、客観的な視点と主観的な視点を合わせて各特性が通訳の質に
どのような影響を与えるかを明らかにする。
上記三つのステップを３年計画とし、１年目は計画通り、医療従事者を対象とするインタビュー調査を行なった。調査
データをもとに仕上げた論文は学術誌に掲載された。2年目は主に博士論文の構成を考案し、日本語ネイティブ医療通訳
者と中国語ネイティブ医療通訳者に対するアンケート調査を行なった。

3）材料と方法（Materials and methods）
医療通訳の場で母語が違うと何が変わるかという問題を明らかにするために、2016から2019年の「医療通訳技能検定試験
過去問題集総集」二次試験のロールプレイ・スクリプトをベースに医療従事者と患者双方が話す内容を分析した。一般社
団法人日本医療通訳協会が主催する医療通訳技能検定試験は国際臨床医学会に認められるので、医療現場の会話内容とし
て参考するのは信憑性があると考えられる。
内科、外科の場面を含めた12のスクリプトで出た医療専門用語の回数を統計した結果、医療従事者は延べ474回で、患者
は延べ230回であった。それに、患者が不安の気持ちを吐露し、医療従事者が患者を慰める発言がよく見かけられる。通
訳者は双方の発言を訳す際に必ず行う４つの段階、つまり「医療従事者の話を聞き取り」、「患者に訳出」、「患者の話
を聞き取り」、「医療従事者に訳出」をステップ１、２、３、４と番号づけてみると、中国語ネイティブにとってステッ
プ２、４は母語で、日本語ネイティブにとってステップ１、３は母語である。医療専門用語が多い、医療専門用語が少な
い、母語、非母語を４つの変数として組み合わせると、理論上、一番簡単なのは「専門用語が少ない＋母語」の組み合わ
せで、一番難しいのは「専門用語が多い＋非母語」の組み合わせである。また、医療通訳で最も困難な部分「専門性が高
い＋非母語」から分析すると、外国人はステップ１、つまり医療従事者との間で起こる一方、日本人はステップ２、つま
り患者との間で起こる。さらに、感情的な表現を分析すると、外国人は慰める発言を母語で患者に伝え、日本人は外国語
で伝える。
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１．研究概要（2）

4）実験結果（Results）
以上の分析結果を踏まえて、「中国語ネイティブ医療通訳者と日本語ネイティブ医療通訳者の各通訳プロセスの難易度は
それぞれ異なる」、「中国語ネイティブ医療通訳者は日本語ネイティブ医療通訳者より医者とうまくコミュニケーション
できない可能性が高い」、「中国語ネイティブ医療通訳者は日本語ネイティブ医療通訳者より、患者と信頼関係を構築す
るのが容易である」、「中国語ネイティブ医療通訳者は日本語ネイティブ医療通訳者より患者に寄り添う気持ちが強い」
といった４つの仮説を提示した。
仮説を論証するために、中国語ネイティブ医療通訳者と日本語ネイティブ医療通訳者に対してアンケート調査を行なっ
た。質問項目は主に「基本属性」、「医療従事者との関わり」、「患者との関わり」、「医療通訳の立場と役割意識」、
「医療通訳と関連する背景知識についての理解」、「通訳の質についての考察」と分けられる。調査用紙はマイクロソフ
トのフォームを使って、医療通訳NPOなどを通じて現場で活躍している医療通訳者の間に拡散させ、今まで72の回答を回
収した。
5）考察（Discussion）
現在、本研究は計画通り、医療通訳を利用する医療従事者の視点から医療通訳に存在する諸問題を考察し、医療通訳者に
とって重要な背景知識、日中医療システムの相違点を明らかにした。それに、医療通訳現場の会話内容を踏まえて、異な
る母語話者の医療通訳に対するオリジナルの仮説を提出し、それを検証するアンケート調査を行なった。これからは収集
した客観的なデータに基づいて具体的な分析を行い、4つの仮説の是非を論証したいと考える。

6）参考文献（References）
[1]水野真木子(2008)『コミュニティ通訳入門』大阪教育図書
[2]寺下貴美(2011)「質的研究方法論 〜質的データを科学的に分析するために〜」『日本放射線技術学会雑誌』第67巻第
4号、pp413-417
[3]伊藤美保・飯田奈美子・南谷かおり・中村安秀（2012）「外国人医療における医療通訳者の現状と課題―医療通訳者に対
する質問紙調査よりー」『国際保健医療』第27巻第4号、pp.387−394
[4]穴沢良子(2012)「医療通訳トレーニングの実践と評価:アクション ・リサーチ実施計画」『通訳翻訳研究』No.12、
pp.263−274
[5]水野真木子(2013)「医療通訳者の異文化仲介者としての役割について」『金城学院大学論集』社会科学編 第10巻第1
号、pp.1−15
[6]田中郁子・柳澤理子(2013)「外国人医療通訳者の体験した困難とその対処」『国際保健医療』第28卷第4号、pp.305-31
[7]有馬斉(2014)「医療現場における異文化コミュニケーションの問題」『医学哲学 医学倫理』32巻、pp71−75
[8]灘光洋子・浅井亜紀子・小柳志津(2014)「質的研究方法について考えるーグランデッド・セオリー・アプローチ、ナラ
ティブ分析、アクションリサーチを中心として」『異文化コミュニケーション論集(12)』pp.67−84
[9]寺島理沙子・掘越由紀子・鶴田光子(2015)「日本における医療通訳の現場と課題　医療通訳者へのインタビューを通し
て 」『東海大学健康科学紀要』第21号、pp.75−87
[10]大野直子（2016）「医療の場における異文化理解」『順天堂グローバル教養論集』第一巻、pp.70−79
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2．執筆論文  Publication of thesis　※記載した論文を添付してください。Attach all of the papers listed below.

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁
言語

Language

G4106研究者番号：

中国語
言語

Language

日本語
言語

Language

日本語
言語

Language

その他著者名
Other authors

その他著者名
Other authors

その他著者名
Other authors

第３著者名
Third author

論文名 3
Title

在那港湾旅馆的内院里

掲載誌名
Published

journal

浙江文艺出版社

2020 9

その他著者名
Other authors

第１著者名
First author

第２著者名
Second author

第３著者名
Third author

第１著者名
First author

第２著者名
Second author

第３著者名
Third author

その他著者名
Other authors

論文名 5
Title

掲載誌名
Published

journal

論文名 4
Title

掲載誌名
Published

journal 言語
Language

第１著者名
First author

劉雨桐
第２著者名

Second author

第１著者名
First author

劉雨桐
第２著者名

Second author
第３著者名
Third author

第３著者名
Third author

論文名 2
Title

日中対訳に見る職場のポライトネス表現の対照研究

掲載誌名
Published

journal

日中翻訳文化教育研究

2021 3 6 93 103

第１著者名
First author

劉雨桐
第２著者名

Second author

論文名 1
Title

医療通訳の質に影響する日中間医療事情の差異についての考察
〜中国人医療従事者の意識調査を通して〜

掲載誌名
Published

journal

杏林大学大学院国際協力研究科『大学院論文集』

2021 3 18 17 30
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年 月 日

年 月 日

年 月 日

年 月 日

4．受賞（研究業績） Award (Research achievement)

年 月

年 月

開催地 venue

英語日本語 中国語

英語 中国語

英語 中国語

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language

G4106研究者番号：

3．学会発表  Conference presentation　※筆頭演者として総会・国際学会を含む主な学会で発表したものを記載してくだ

※Describe your presentation as the principal presenter in major academic meetings including general meetings or international me

共同演者名
Co-presenter

演　題
Topic

開催日 date

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language 日本語 英語 中国語

学会名
Conference

開催日 date 開催地 venue

共同演者名
Co-presenter

学会名
Conference

演　題
Topic

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language 日本語

学会名
Conference

なし

演　題
Topic

開催日 date 開催地 venue

共同演者名
Co-presenter

共同演者名
Co-presenter

学会名
Conference

演　題
Topic

開催日 date 開催地 venue

日本語

名　称
Award name 国名

Country
受賞年
Year of

名　称
Award name 国名

Country
受賞年
Year of
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医療通訳の質に影響する日中間医療事情の

差異についての考察
～ 中国人医療従事者の意識調査を通して ～

劉雨桐

1.はじめに

現在、 日本はグロー バル化の潮流の中で、 日本企業の海外進出や国際的な経済活動

が活発になり、 文化交流、 人的交流、 観光事業も盛んになってきた。 それを背景に、

訪日・在日外国人の数は増加の一途をたどっている。 2019年法務省出入国在留管理

庁の統計によると、 2019年6月 末の在留外国人数は 282万9616人で、 前年末に比

べて3.6％増加し、 過去最高を記録した。
一方、 近年旅行に通じて健康回復 ・ 維持・増進を意識したものとして、 ヘルスツ ー

リズムの概念が注目されている。 外務省によると、 2010年6月 18日に閣議決定され

た「新成長戦略」では、 「 ライフィノベ ーションにおける国家戦略プロジェクト」に

「国際医療交流（外国人患者の受け入れ）」が挙げられており、 アジアの富裕層等を対

象とした健診、 治療などの医療および関連サ ービスを観光とも連携して促進していく

との国家戦略が掲げられた。 2011年1月、 在外公館において「医療滞在ビザ」の運

用を開始してから、 メディカル ・ ツ ー リズムは国際交流に貢献するものとして期待さ

れている。

このような現状を受けて、 外国人の医療問題がますます注目されるようになった。

その中、 医療現場で外国人患者および外国人患者に対応する医療者が遭遇する言語・

文化的障壁は、 患者の生命に直結する要因であり、 重大かつ喫緊に取り組むべき課題

とされる 1。 外国人の健康格差を避け、医療現場で円滑なコミュニケ ーションを実現す

るために、 医療従事者と外国人患者をつなぐプロフェッショナルな医療通訳者は不可

欠な存在である。

しかし、 医療通訳者は医療現場でしばしば医療事情に対する認識の差異に起因する

1 穴沢良子(2012)「医療通訳トレ ー ニングの実践と評価：アクション ・ リサ ーチ実施計画」『通
訳翻訳研究』No.12、 pp.263-274
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に遭遇する。 なぜなら、 医療通訳には他の通訳分野とは異なる特殊な事情が存在

るからだ。 それは、 外国人が病気になったとき、 その人をとりまく社会や育っ

よる習慣や期待の違いが顕著になるということである。 健康観、疾病観、

ど文化間での違いが葛藤を生じやすいのが医療の現場である
2
。 田中郁子・柳

(2013) は外国人医療通訳者が直面する困難について、 「病院での受診の流れ、

症状に対する考え方や対処方法、 手術・入院に要する期間など母国との医療システム

に対する考え方の違いにより患者が不満や怒りを表出する時、 医師や病院への

じる外国人に向けられることがあり、 精神的な負担を増大させていく」

している
3

0 

外国との医療システム、 医療に対する考え方、 医療文化などの差の認識は

とって重要な背景知識である。 医療現場で、 外国人患者と医療従事者の

を埋めなければ、 双方の誤解を招く危険性があるだけではなく、 トラブルに

る場合、 双方に不必要な精神的負担をかける可能性もある。 医療現場で外国人と

解や異文化ギャップを避け、 医療通訳の質を向上させるため、 医療事情の差異といっ

背景知識を明確にすることは大変有意義であると考える。

本研究の主な目的は、 医療従事者の視点から外国人の受診に支障をきたす

を明らかにし、 それらの問題についての認識と医療通訳の質の関係性

ることである。 在住外国人の中で最も多い
4

中国人を代表として取り上げ、 日本の

療機関で研究活動を行っている中国の医療従事者が気づいた日中医療事情の相異

らかにする。それは医療通訳の質を向上させるための手がかりになることを期待する。

2．研究方法

2.1 調査方法とデータ

本研究の目的に合うデー タを収集するにあたって、 日中双方の医療現場を知る

ら聴取しだ情報は何より説得力があると考える。 そのため、 本研究は中

の勤務経験があり、 博士号取得のためあるいは共同研究を行うために日

本の医療機関で研修をした医療従事者を調査対象者に設定し、 研究への理解と協力

の下で、 一人つき 30~60 分の半構造化面接を行った。 調査対象は全員日本語ネイ

ィブではないので、 インタビュ ーは研究対象の母語である中国語で行っ

2019 年 11 月に実施し

リサーチクエスチョン にあたって、 「はじめに」で述べたように、

2 水野真木子(2013)
―
医療通訳者の異文化仲介者としての役割について 」

第10巻第1号、 pp.1-15
3 田中郁子・柳澤理チ(2013) -外国人医療通訳者の体験した困難とその対処＿ 『国際保

28巻第4号、 pp.305-31
出入国管理統計表(2020年4月23日アクセス）
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者が直面する困難を取り上げた先行研究で多く報告された医療事情や文化の背景知識

の乏しさに起因するトラブルに焦点を当てた。 医療通訳現場でトラブルを巻き起こす

医療事情を明確にし、 それらの背景知識は医療通訳の質に影響を与えるかどうかを検

証するという目的に合わせて、 本研究はそれぞれの問題を具体化にし、 リサ ー チクエ

スチョンを以下のように設定した。

1) 日中医療事情に対する理解は通訳の質の向上に影響を与えるか。

2) 外来受診・入院の際における日中両国の違いについて。

3) 各診療科に存在する医療方針の違いについて。

4) 医療現場における医療文化の違いについて。

インタビュ ーは個室で聴取した。 具体的にはインタビュ ーの内容を録音し、 逐語録

を作成した上、 調査対象者に内容をチェックしてもらってから日本語に訳した。

分析について、 本研究は質的研究方法（グラウンデッド ・ セオリ ー ・ アプロ ー チ）

に基づいて次のとおり研究を進めている。

① デー タを数件収集後、 デー タ全体に対するコ ー ディング化作業を開始し、 長いイ

ンタビュ ー デー タを細かく分け、 抽象度を上げて単語や箇条書きのラベルにする。

② 多様に出現したラベルをまとめ、そこから共通性のあるカテゴリ ーを見つけ出す。

③ 適切なデー タを収集するため、 数件のデー タ収集後に分析作業を行い、 再びデー

タ収集に戻ってデー タの備蓄を行う。 螺旋状にデー タの収集と分析を行うことに

よって、 カテゴリ ー を精緻化してゆく。

2.2調査対象者のプロフィ ー ルと特徴

調査対象者のプロフィ ー ルを表1に示した。

表1調査対象者のプロフィ ー ル

番号

国

籍 診療科 5 身分 性別

1

2

3

4

5

6

7

8

9

 

国
国
国
国
国
国
国
国
国

中
中
中
中
中
中
中
中
中

眼科
口腔科

緩和医学
神経内科
耳鼻科

消化器外科
呼吸器外科

先端応用外科
杜会精神科学保健センター

医師
医師

研究者6

医師
医師
医師
医師
医師
医師

男性
女性
男性
女性
女性
男性
男性
男性
男性

日本医療機関での
研修年数

8ヶ月
7ヶ月
6ヶ月
7ヶ月
15ヶ月
15ヶ月

3年
2年
2年

中

国

医療機関での
勤務年数

14年
5年
5年
13年
10年
7年
4年
3年
5年

調査対象者は現在日本で研究活動を行なっている中国人医療従事者9名である。 適

5 日本の医療機関で使われる診療科名で表記してある。
6 調査対象者3は病院で臨床事例に基づいて研究活動を行なっている。 また、 中国の病院で管理
職に就く人材であるため、 病院の運営などマクロな視点からの日中医療事情の見解が期待できる。
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切なデー タを得るために、 調査対象者を選定するにあたって、 次の三つの選定基準を

設定した。

① 中国の医療機関で1年以上の勤務経験。（一年以上中国の医療機関で働くことに

よって、 全面的に中国医療機関の状況を把握することが可能だと考える。）

② 日本の医療機関で実際に医療現場を経験。（実習や見学を通じて、 日本医療機関

の状況もある程度理解できると言えよう。）

③ 在日年数は3年以下。（これ以上長すぎると日中両国の違いを敏感に捉える能力

が減ると考える。）

また、 医療機関の属性別内訳は、 私立大学付属病院5名で、 国立大学付属病院4

名であった。 厚生労働省によれば、 特定機能病院は高度の医療を提供、 裔度の医療技

術の開発および高度の医療に関する研修を実施する能力等を備えた病院と定義され

る。 そのため、 今回考察しだ情報は日本のハイレベルの医療事情を代表できると言え

る。

なお、 中国の医療機関は一級、 二級、 三級という三つのクラスに分類され、 それぞ

れのクラスはさらに甲、 乙、 丙と分けられる。 その中で三級甲等はもっとも高いレベ

ルである。 一級クラスは「一定の人口規模を有するコミュニティに予防、 医療、保健、

リハビリテーションサービスを提供する基礎病院、 衛生院」と定義され、 二級クラス

は「複数のコミュニティーに総合灰療衛生サービスを提供し、 一定の教育的、 技術的

任務を有する病院」と定義される。 それに対して、 三級クラスの病院は、 「複数の地

区に専門性の高い灰療サ ー ビスを提供し、 高等教育、 技術的任務を有する病院」で

ある
7

。今回の調査対象者は全員三級甲等の医療機関で1年以上勤務した経験があるの

で、 中国の医療事情をより広く考察することが期待できる。

3．日中間医療事情の差異

外国人医療と強く関わる日中両国の医療事情の差異について、リサーチ ・ クエスチョ

ンヘの回答から「診療事情」、 「医療方針」、 「灰療文化」のカテゴリーに関するデー タ

は確実に収集された。 だが、 本調査は回答者の回答次第で深く掘り下げられる半構造

化面接であるため、 設定されたリサーチ ・ クエスチョンに対する答え以外に医療制度

の相異に関する情報も多くの調査対象者から得ることができた。 そこで、 「医療制度

の違い」が患者の受診行動に影響を与えることをカテゴリー として加え、 日中間医療

事情の違いを主に4つのカテゴリーに分類した。 さらに多様に出現したラベルの共通

性を抽出することによって、 13のサブカテゴリーにまとめた（表2)。

7 経済産業省(2017)「新興国におけるヘルスケア市場環境の詳細調査報告書 中国編」

表2日中間医療事情の差異
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カテゴリー(4)

診療事情

医療方針

医療文化

医療制度

れぞれ主な事例を以下で詳述する。

3. 1診療事情について

1) 予約制

おける違いについて、 最も多く挙げられたのは予約制の違いである。

-こ数年、 中国の医療機関は次々と予約制を実施するようになった。 しかし、

くの患者が予約せずに押し寄せてくる状況が依然として続いているという声が

あった。 その結果、 患者は混雑な環境で長く待つことを強いられ、 その後不満の気持

ったまま診療室に入り、 このことが医師や看護師との間の制齢に繋がりやすく

る。 それに対して、 多くの日本の医療機関は厳しく予約制を実施している

決めた時間帯に来院すればすぐに受診できるので、 当日の診療待ち時間が大幅に削減

できる。 そして、 落ち着いた気分が良好な診療効果をもたらすことになる。

しかし、 日本の予約制度にも問題がある。 それは検査・治療待ち日数である。 中

は患者はなるべく受診当日に検査・治療をしてもらえる現状であるのに対し、

のインタビュ ーで、 ある研究対象者は「日本の病院で胃内視鏡を予約しようと思った

が、 予約できる日は2ヶ月先になると言われてびっくりした。」と語り、 「早期のがん

う患者が3ヶ月あるいはそれ以上待たせると、 病状が進んで取り戻せな

なってしまう可能性がある。」と懸念を示した。 ゆえに、 短い待ち時間

日本の医療機関で長く待たせると納得できない可能性があるという。

2) 疾療機関の機能分化

次に多く言及されるのは「医療機関の機能分化」である。

日本の医療機関の役割分担は明確である。 大病院は専門的な治療に特化し、

中小病院ば慢性期の治療や日常的な健康管理を行う。 それぞれの病状に合わせて病

8 多施設勤務とは複数の医療機関での侶療行為である。 調査対象が話した内容をなるべくそのま

せるため、 中国語の術語を使うことにした。
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院や診療所を使い分けてもらうため、 2015年5月に成立した『医療保険制度改革法』

により、 紹介状なしで大病院を受診する場合、 特別の料金を徴収することになった。

中国でも現在 「分級診療制度J、 いわゆる疾病の深刻度によって医療機関を分ける制

度の実行に取り組んでいるが、 現段階でこの制度が徹底的に貫かれているとは言い難

い。

現在、 中国の医療保険は入院期間の料金をカバ ーしているが、 外来で発生した費用

をカバ ーしていないため、 どこの病院に受診するかは患者次第であり、 国が患者の自

主的な行動をコントロ ールできない現状がある。 その結果、 大病院の負担が菫すぎる

のに対し、 中小型病院やクリニックを受診する患者が相変わらず少ない。

そのため、 「ちょっとした病だが、 大病院の先生に診てもらわないと安心できない」

というのが中国人の一般的な考え方になった。 それゆえ、 中国人患者が直接日本の大

病院に行った際に発生する選定療養費が、 トラブルになりやすいと指摘された。

3)看護師の役割と家族の付き添い

日中の看護師の役割の違いによって、 入院生活の面でも大きな違いが存在する。

日本の看護師は診療を補助する上で、 食事、 排泄補助、 入浴介助、 検査の付き添い

など療養の世話までする。 患者の日常生活を支援し、 家族に代わって患者を見守り、

快適な入院生活をサポ ー トするのは看護師だという認識は日本人にとって当たり前

だ。 そのため、 日本人は家族が決められた時間内でしか患者と面会できず、 見舞いを

する際に手続きをする必要があるというルールに違和感を感じない。

一方、 日本と比べて看護師の人手不足問題が深刻である中国では、 家族の付き添い

が必要とされる。食事の差し入れや日常生活上の世話を家族に任せる状況が一般的だ。

したがって、 もちろん家族との面会は特別な手続きをしなくて済む。 このような現状

に慣れた中国人にとって、 家族の付き添いが認められないことに疑問を抱くだろう。

3.2医療方針についての違い

今回のインタビュ ー を通して、 日中両国の医療方針には共通するものがあると明ら

かになった。 それは 「全力かつ効率的に患者の病気を治すこと」である。 だが、 具体

的な医療方針は国民性やその国の医療制度に関わるので、 いくつかの相違点も存在す

る。 以下のように詳しく記述する。

1)患者の背景への関心

7年間中国の医療現場で活躍している調査対象者はインタビュ ーで 「我々医者が治

すのは病気ではなく、 患者だ。」と語り、 中国では治療をする際に病気と関係ない患

者の背景にも目を配る必要があると指摘した。 「経済状況J、 「教育背景」、 「患者およ

び家族の性格」といった背景の中で、 主に配慮されるのは 「経済状況」である。 中国

の医療保険が現段階まだ完備されていないので、中国人患者の状況は少し複雑である。

医療費が大きな負担とされる患者の家族にとって、 家まで売って治療したのに患者が

死んでしまうのは一番困る状況であるという。 そのため、 医療従事者が患者の経済状
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況を考えながら、 患者が使う薬や治療法を調整し、 できるだけ経済的な悩みを抱える

患者の負担を軽くする必要があるとされる。

一方、 日本の場合、 国民健康保健に入っている患者の個人負担医療費は 30％しか

ないので、 日本の医師は必要以上に患者の個人情報を聞き出すことなく、 疾病そのも

のに力を入れる傾向が強い。

2)痛みの管理

中国より日本では痛みに対する処置を重視する傾向がうかがえる。

今回のインタビュ ー で「痛みの評価が最も重視される。 それは患者の生活クオリ

ティ ーを影響するだけではなく、 炎症因子の分泌などにも影響を及ぼす。」と主張す

る呼吸器外科の調査対象者がいるが、 多くの調査対象者はその点について、 「どんな

病気かをしっかり診断することを重視するが、 痛みの管理についてはそれほど重視し

ていない。」と指摘した。 その理由として、 医学に対する考え方と国民性の違いが挙

げられる。 ある調査対象者は、 虫垂炎を例として挙げた。 「盲目的に痛みを抑えると

穿孔まで進行してもわからない」ので、 具体的な事態に合わせて痛みに対する処置を

するべきだと主張する。

また、 日本人患者と比べて、 中国人患者は痛みを忍耐する傾向があると考える調査

対象者もいる。本当に痛くても痛み止めの副作用を心配するので、投薬を拒否するケ ー

スが報告された。 日本では予防的な痛み管理をするので、 痛みが起こる前に予防的な

投薬をする。 しかし、 中国人患者にとって、 痛くないのになぜ痛み止めを飲まなけれ

ばならないのかを理解できないという状況がありうるのである。

3)メンタル面を配慮するための投薬や治療

水野真木子 (2013) は、 医療従事者を対象とするアンケ ー ト調査を通して、 「検査

の結果から医師は病気ではないと言うが、 患者が体の不調を訴え、 薬を要求する」と

いう現象を明らかにしたが、 本調査でも同様な事情があることを判明した。

初めに検査をし、 その結果を見て判断を下す治療方針を貫く日本では、 当日の診察

で薬や治療などを出さないことがある。 しかし、 中国人の患者は医療機関に来たから

には、 投薬を含む何らかの治療を求める傾向が強い。 そこで、 中国の医療従事者は患

者の心理的需要を満足させるため、 実際には薬がいらない患者に薬を出すケ ースがあ

ることを明らかにした。

3.3 医療文化についての違い

医療の現場で文化差に起因する問題は多くの先行研究で考察されている。 日中両国

の医療文化には、具体的にどのような違いが存在するかについて、今回のインタビュ ー

で得たデー タを次のようにまとめた。

1)健康観
「中国人患者のコンプライアンスが悪い」と多くの調査対象者は指摘した。 その理

由として、 中国人の間違った健康観があげられた。 自分で大丈夫だと判断すれば勝手

23 

-358-



に服薬を中止したり、 再診察に来なくなったりする一部の中国人患者は健康を大事に

する意識が乏しいと考えられる。

また、 日中両国の健康観を反映する典型的な事例は検診である。 中国で検診を受け

る人の多くは、 検診サ ー ビスを提供する職場で慟いている。 それ以外の人々は定期的

に検診を受ける意識が乏しいので、 病気が見つかるとかなり進行してしまう場合がよ

くある。 一方、 社会福祉が充実する日本の国民は定期的に検診を受ける習慣があると

いう。

2)死生観

医療処置は 100％成功するわけではない。 万が一治療が失敗する場合、 死に至る可

能性もある。 しかし、 日中両国の国民は生と死に対する考え方が異なる。

住宅の近くにお葛があることは、 日本人が死をある程度受け入れられる証であると

主張する調査対象者がいる。 それに対して、 墓に対して恐怖心を持ち、 死に関する言

葉をタブー と思う中国人にとって、 死を平気で受け入れるのは難しいと考えられる。

その結果、 患者が治療中に死亡する場合、 家族がその現実を受け入れられず、 医療従

事者や病院を訴えるトラブルになりやすい。

3)医師への信頼感

医者が下す判断を信頼する日本人と比べて、 中国人は医療従事者を疑う態度を持つ

傾向がある。 しかし、 医療従事者に欲しい薬を処方してもらう、 たくさんの質問を持

ちかけるなど中国でよくある事柄は日本人医療従事者を怒らせる可能性があると指摘

された。 医師への信頼感の欠如に起因する問題について、 ある調査対象者は次の事例

を紹介した。

「患者は目眩を訴えて受診してきたら、 薬の処方をもらった。 でも医師に 『この薬

を飲んだらよくなれますか』『いつ治れますか』『いつ仕事に戻れますか』など細かい

ことをひたすら聞くと、 不安障害と疑われ、 さらに不安障害を治す薬が処方された。」

異文化コミュニケ ー ションを円滑に行うには、 医師と患者お互いの信頼感が不可欠で

ある。

4)インフォ ー ムド ・ コンセント

患者の自律を尊重することはインフォ ー ムド ・ コンセントの基本原則であるが、 情

報開示と説明の対象について、 日中両国には大きな文化的ギャップが存在している。

例えば、 がんなど難病の告知について、 日本では告知を患者本人にし、 家族のみな

さんに知らせるかどうかは本人に決めてもらうのに対して、 中国では真逆だ。 実際の

医療現場でとても手の焼ける問題は、 「患者本人は自分の病状を知りたいが、 家族は

落ち込んだ気分による治療への悪影響を懸念し、 告知に反対することだ。」という。

中国の場合、 家族の意見に従うのは主流的な考え方とされる。 たとえ完全に患者を蝙

すことができなくても、実際に中期に進んでしまい、薬物療法が必要になるがんを患っ

た患者に「それほど深刻な病気ではない」とごまかす。
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5)伝統医学による影響

日本社会では、 西洋医学の見解は医療の主流だと考えられる。 しかし、 伝統医学が

根強く実践されている中国の患者は、 西洋医学を中心とする見解になじめないことが

多い。

漠方は中国から生まれた伝統医学であるため、 「 陰陽五行」、 「八卦」 など漢方の考

え方は中国人の様々な面において大きな影響を及ぼしている。 例えば、 「気血がつまっ

て通じないことは痛みの原因だ」 という漠方の見解を受けて、 中国人は水よりお湯を

好む。
さらに、古代中国から伝わった言葉に 「是薬三分毒（薬に三分の毒がある）」がある。

「痛みの管理」 で述べたように、 中国人は特に西洋薬の副作用に対する警戒心が強い。

漢方に不信感を持つ声があるとともに、 身体全体の不調和を盤える漢方薬の 「毒」 が

少ないと信じる中国人も多い。

3.4医療制度についての違い

1)多拠点執業

調査対象者の回答で最も多く扱われた医療制度の問題は医師の 「多拠点執業」、 い

わゆる複数の医療機関で務め、 医療行為を行うことである。 中国は一部の地域で多拠

点執業の試行が行われたが、 現段階で大多数の医療機関には認められていない。
ある調査対象者は日本の多拠点執業制度を高く評価した。 その理由について、 「患

者さんが家の近くのクリニックで大病院の先生に診てもらうことができるので、 もし

何かあったらまずクリニックに行く。 そうすると、 大病院の負担を軽くする効果があ

る」 と述べた。 多拠点執業はクリニックと大病院の診療能力の格差を縮小することに

よって、 医療機関の機能分化に貢献できるという観点がうかがえた。

2)勤務医の給与
医師の種類は大きく勤務医と開業医の2つに分けられる。 今回の調査対象者は全員

病院に勤めている勤務医であるため、 日中両国の勤務医の給与について比較した。

日本の勤務医は、 治療した患者数、 行う手術の数や病院の経営状況に左右されるこ

となく、 安定した収入が得られる。 そのおかげで、 どのような医療機関に雇われても

金銭上の問題を考えずに自分の腕を磨くことに専念できる。 それに対して、 中国の医

療従事者の収入は、 多くの場合、 患者の数や病院の経営状況に関わる。 ゆえに、 優秀

な人材は患者の多いハイランク病院に集まる傾向がある一方、 患者も優先的に大きな

病院を受診する傾向がある。

4. 医療通訳における異文化間の医療事情の差異に関する認識の意義
以上は日中両国における医療事情の差異について考察したが、 それらの背景知識は

医療通訳の質にどのように影響するであろうか。

今回のインタビュ ー 調査で、 「日中医療事情に対する理解は医療通訳の質の向上に
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える力＼について、9 人の調査対象者の中で 8 人が肯定的な態度を示し

3)。 理由として、 「医療トラブルを避ける」、 「 底者と患者にとって話しやす いコミュ

ケ ー ションの雰囲気を作る」、 「考え方の違いからもたらされる障壁を越える

げられた。

3 「日中医療事情などの理解は歴療通訳の質の向上に影響を与えるか」に対す
る答え

近年厚生労働省が発表した医療通訳者を育成するための実施要領「医療通訳育成カ

リキュラム基準（育成カリキュラム） （2017) によ れば、 医療通訳者は言菓の媒介

として、 話し手の意図を正確に理解して、 聞き手にその内容を忠実に伝え、

間の効果的なコミュニケ ー ションを可能にする以外に 、 「言語的 、 文化的、

る医療従事者と患者の間に入り、 両者の相互理解を支援するため、

と患者の間の文化的橋渡しを行う役割も果たしている」と されている。 つまり、

文化のギャップによるトラブルに遭遇した医療従事者と患者の間に立っ

きたかどうかは医療通訳の質を評価する要素の 一つであり、 母国と

を把握することは医療通訳者に求められる基本的な認識 である、 と言え

る であろう。

さらに、水野真木子
9

(2013) は「医療提供者は可能な限り患者の文化に

ると いう発想が乏し い」と指摘している。 したがって、 医療トラ

ある文化差をあらかじめ認識することは、 円滑なコミュニケ ー ションとス

ムー ズな治療を國る有効的な手段であり、 特に診療時間が限られている日中

とって大変有意義であると考える。 そこから、 医療通訳者は患者が医療現場で直面

る困難を理解し相互理解を支援する行動を取ることが医療通訳の質を高めることに

ると考えられる。

るに、 異文化間の医療事情における差異の認識は医療通訳者として必須の

あり、 にわか通訳（双方の言語が できる患者の友人・知人等）と異なりプロの

らではの強みとなる可能性が示唆された。

5.おわりに

の調査から、伝統文化背景や経済発展レベルが異なる日中両国には

「医療文化」「医療制度」と いった4つ いて相違点が存在するこ

9 水野真木子(2013)
―

医療通訳者の異文化仲介者として ついて」

第10巻第1号、 pp.1-15
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とがわかった。 その中、―診療事情；は主に外来と入院の仕組みを指し、日

約制＿、 「医療機関の機能分化＿、 「看護師の役割と家族の付き添いー といった面

いが存在するので、患者にとっての 「 当たり前jが異なる。 「医療方針」は医者側の処方・

を指し、 日中両国の医師にとって、 「患者の背景への重視」、 「疼痛管理」、 「メ

ンタル面を配慮するための投薬や治療医療」に対する考え方がそれぞれ異なる。 それ

「健康観」、 「 死生観ー、 「医者への信頼感」、 「 インフォ ー ムド ・ コンセント」、

（伝統医学）による影響」といった医療に関する文化の浸透は知らないうち

に影響を与える。 それ以外に、 調査対象者の回答によると、 日中両国の

、 「勤務医の給与」などマクロな医療管理制度の違いも治療の質に影響を

る。 医療通訳者は医療従事者と患者をつなぐ存在として、 医療事情に関する

を持つコミュニケ ーションの双方に理解してもらう

よう努めることは、 医療通訳の質に直結する可能性があるといえよう。

医療通訳の質に関わる異国間、 特に日中両国における医療事情についての比

まだ不十分である。 先行研究の空白を埋めるという意味で、

の研究と人材育成の一助になることを期待している。 しかし、 本稿が提示した

の調査対象者である医療従事者側の考え方であるため、 患者側に

まるかどうかは別途臨床での詳しい情報確認が必要である。 それゆえ、

本放射線技術学会雑誌』

[3]伊藤美保 ・ 飯田

療通訳者の現状と に対する

を

して、 より具体的に医療事情と文化の差異を掘り下げる比較研究を今後の課題と

し、 医療通訳の質を高める可能性を追求したいと考える。
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日中対訳に見る職場のポライトネス表現の対照研究

劉雨桐
杏林大学

１．はじめに

異なる言語および文化的背景を持つ話し手と聞き手が円滑にコミュニケーションを

行うためには、言語によって異なる適切な人間関係の捉え方を把握することは重要で

ある。適切な距離感は、職場で繊細な人間関係を言語的に調整する上で重要な機能を

果たしており、通訳者による訳出の仕方は大きな課題となる。Brown ＆ Levinson（以下、

B＆L）のポライトネス理論において「円滑な人間関係を確立・維持するための言語行動」

と定義されるポライトネス表現は、言語によってそれぞれ異なる特徴がある。本稿は、

職場での会話を対象に、日中両言語でポライトネスがどのように捉えられ、そして通訳・

翻訳されているかを検証する。日本ドラマの中国語字幕と語学教材から抜粋したもの

をデータとし、言語表現とその訳文に垣間見られる「適切な距離感と人間関係」をポ

ライトネス・ストラテジーの観点から考察する。相手の領域を侵害しないように配慮

するネガティブ・ポライトネスを中心に、日中両言語のポライトネス観や文化的背景

についても考察していく。

２．先行研究

社会的な人間関係の中で「人々がどう振る舞いあうか」「人々が言葉を用いて何をな

すか」を考察するなら、ポライトネスの理論は大きな役割を果たしうる。

「ポライトネス」は英語の “politeness” に由来する用語だが、「丁寧さ」「礼儀正しさ」

など一般的な意味と異なり、「円滑な人間関係を確立・維持するための言語行動」と定

義される。B ＆ L は、「相手からどう思われたい」という欲求を「フェイス（face、承

認欲求）」と定義しており、「相手と親しくなりたい、仲間意識を共有したい」という

ポジティブ・フェイスと「相手から侵害されたくない、独立を保ちたい」というネガ

ティブ・フェイスの２種類に分類した。しかし、言語行動には、不可避的に相手や自

分のフェイスを侵害してしまうものがある。また、フェイスを意図的に脅かすことで

果たされる機能もある。B ＆ L は、このようなフェイスを侵害したり危険に晒したり

する行為を	 “FTA（face threatening acts）” と定義している。

B ＆ L の理論によると、FTA の度合いの大きさは、フェイスを侵害する危険性の高

さによって、以下の五つに分けられる。番号順に言語行動のフェイス侵害リスクが低い。

① 直言（相手に配慮しない）

② ポジティブ・ポライトネス（フェイス侵害の軽減を明示的に行う）

③ ネガティブ・ポライトネス（フェイス侵害の軽減を明示的に行う）
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④ ほのめかし（意図伝達を非明示的に行う）

⑤ 行為回避（意図伝達を行わない）

両端に位置するのが、配慮度ゼロの「直言」と、極力に相手を配慮し、意図伝達自

体を放棄する「行為回避」である。B ＆ L は、ポジティブ・ポライトネスを「他者に

受け入れられたい・よく思われたい」という他者評価の欲求を顧慮するストラテジー、

一方、ネガティブ・ポライトネスを「他者に邪魔されたくない・踏み込まれたくない」

という自己決定の欲求を顧慮するストラテジーと定義し、さらにそれぞれに下位スト

ラテジーを立てた。以下、本研究で主として扱うネガティブ・ポライトネスのストラ

テジーを提示する。

【ネガティブ・ポライトネス・ストラテジー】（一部抜粋）

ストラテジー１：慣習的な間接性に訴える

ストラテジー２：質問する・曖昧化する

ストラテジー５：敬意を示す

言語・文化圏によってポライトネスを表すために用いられるストラテジーは大きく

違う傾向にある。B ＆ L のポライトネス理論によると、言語行動に伴うフェイス・リ

スクは「人間関係に関わる社会距離（D）」、「力関係（P）」、「事柄の負荷度（R）」の総

合によって測ることができるという。そして、ストラテジーの文化内的分布を異文化

間で比較することによって、対人関係のパターンが導き出される。D 値と P 値の高低

に応じた対人関係のパターンから考えると、滝浦（2008）は「日本の社会は［高 D、

高 P］のタテ関係から［高 D、低 P］のヨコ関係への移行途中である」という観点を提

唱した。言語行動を交わす際に、人間関係の社会的距離（D）に敏感な文化、上下の

力関係（P）に敏感な文化とそうでない文化があり、行為が持つフェイス侵害度の全般

的レベルも文化によって異なる。

会話通訳をする際、原文と訳文が語レベルで対応しない例がよく見られるのも、対

人関係の捉え方に深く関わりがあると考えられる。本稿は円滑な対人関係を求める職

場の場面で起こる日本語会話の中国語訳文を対象として、日中言語に多用されるポラ

イトネス・ストラテジーを明確にし、その傾向が生じる背後にある言語形式の要因と

文化的要因を分析・考察する。

３．日本語原文と中国語翻訳のポライトネス比較

本研究は、日本で出版された日本語ネイティブ向けの教科書『ビジネスマンのため

の日中貿易会話』『新版中国語通訳への道』、そして中国の動画配信サイトで配信され

た日本の人気職場ドラマ『校閲ガール河野悦子』『これは経費で落ちません』を対象に、

職場会話の日本語原文と中国語訳を分析する。ビジネス場面で使う会話の教科書に載
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る例文は、典型的な職場関係を想定して作成された文であり、ドラマに出るセリフは

職場で実際に使われる発話に近いと言える。訳文は、もともと原文から大きな影響を

受けるから、言葉選びは原文に近いのが無難だが、あえてそうしない現象の裏には、

言語の特徴が潜んでいると言えるだろう。

例を挙げる際は、まず話し手と聞き手の関係とその会話の背景を説明する。次に、

日本語の原文を提示し、中国語の訳文を挙げる。

３. １　原文と相違するポライトネス・ストラテジーを用いる翻訳表現

本節では、原文と訳文で異なるポライトネス・ストラテジーが用いられる例を詳し

く説明する。

まず、複雑な敬語体系、豊富な敬語語彙を有しているのは日本語の特徴である。敬

語は距離化の表現であり、対象人物を「遠くに置く」ことによって、その領域の侵犯

を回避するネガティブ・ポライトネスの一形態である（滝浦　2005:164）。敬語の使用

は B ＆ L の「ネガティブ・ポライトネス・ストラテジー５：敬意を示す」に当てはま

る。そのため、日本語はネガティブ・ポライトネスの多用が予想される。それに対して、

日本語とは異なり敬語という表現手段が体系化されていない中国語はどのように人間

関係を表しているのだろうか。

例（1）：日本の自動車メーカーの中国現地法人の担当者・木村が中国の自動車販

売会社を訪問し、販売店契約に関する説明を行う。中国自動車販売会社の社長・

陳は取引の支払い条件を尋ねる。

　＜日本語原文＞

陳：支払い条件はどうなりますか？

木村：弊社は、すべての販売店に対してキャッシュ・オン・デリバリーでお願

いしております。

　＜中国語訳文＞

陈：支付条件呢？ 

木村：我公司与所有的经销店之间实行现金交付。

（『新版中国語通訳への道』p.170）

例（1）は社外のクライアントとの会話である。日本語原文は、会話の第三者である「販

売店」に対して「お願いする」を用いて、言及する対象への敬意を示した。それはネ

ガティブ・ポライトネス・ストラテジーに属する。ここで注意すべきポイントは、依

頼を表す言語表現の内容は「キャッシュ・オン・デリバリー（現金着払い）」である。

ビジネスの世界で、金銭のやり取りは基本的な行為で、商品が届くと相手からお金を

もらうのは当たり前のことである。ただし、「お願いする」は「作業や行動をするよ

う人に頼むこと」の意味で、下からの姿勢が見られる。それに対して、中国語訳文は

setacsJ06.indd   95setacsJ06.indd   95 2021/02/05   9:06:262021/02/05   9:06:26-367-



日中対訳に見る職場のポライトネス表現の対照研究(劉雨桐)

・ 96 ・ 

“ 实行（行う）” という直言の表現が使われている。それは客観的に動作を表す動詞で、

敬意を表す意味はない。実に双方を平等な立場で扱われている目線だと考えられる。

しかも、このような訳し方は決して翻訳者の個人的スタイルではない。『ビジネスマ

ンのための日中貿易会話』でも同じ傾向が見える。

例（2）：冷凍大正エビを買付ける商談で行う会話である。日本側の田中は規格に対

する中国側の説明を受けた後に、また輸出水産物の検査について説明してもら

う。その件について、中国側の張は詳しく説明をした。

　＜日本語原文＞

田中：規格については、詳しいご説明でよくわかりました。我が国の場合、輸

入水産物は厚生省により厳格な検査を受けますが、貴国での輸出水産物の検

査はどのように行われていますか？

張：（略）以上のように厳重な検査を受け輸出しますので、輸入国の消費者は安

心して食べていただけると思います。

　＜中国語訳文＞

田中：关于规格问题，听了详细说明后明白了。我国对进口水产品，厚生省要进

行严格的卫生检查。请问贵国对出口水产品的卫生检查是怎么进行的？

张：（略）经过上述严格检查以后出口的，我想进口国的消费者是可以放心食用的。

（『ビジネスマンのための日中貿易会話』p.14）

日本語原文での「食べていただける」は敬語表現である。たとえ不特定多数の「消

費者」に対しても日本語ではネガティブ・ポライトネス・ストラテジーが用いられて

いる。一方、中国語も例（1）のように “ 食用（食用にする）” という客観的で、語彙

レベルで敬意を含んでいない言葉が選ばれている。ただし、話し言葉で “ 吃（食べる）”
という表現もあるが、わざわざ改まり度の高い書き言葉を選ぶのは、一定の敬意を表

していると解釈できる。このような言葉使いは会話の雰囲気作りに貢献する効果が大

きいと考える。つまり、「会話は非常に正式な会談で、すべての言葉選びは慎重に行っ

ている。軽い気持ちではない」というメッセージを相手に伝え、その対象は話題に表

れる第三者の「消費者」および参加者の聞き手に敬意を表す機能がある。

そこから、中国のビジネス場面では、対等な人間関係の構築を求め、過度な謙遜を避

ける傾向がうかがえる。また、中国語は日本語と比べて、敬語表現は少ないが会話に

おいてフォーマル度の高い書き言葉を用いて、一定の敬意を表す機能があると言える。

ほかにも、理解価値の等価性がないと思われるぐらい原文の内容と違う訳も見られ

る。

例（3）：日本の電機メーカーの営業責任者が中国の電機メーカーを訪問し、液晶パ

ネル生産設備の販売契約に関する説明を行う。日本電機メーカーの川端部長は

setacsJ06.indd   96setacsJ06.indd   96 2021/02/05   9:06:262021/02/05   9:06:26-368-



日中翻訳文化教育研究　No.6

・ 97 ・ 

中国側の盧社長に契約書の確認をお願いしている。

　＜日本語原文＞

川端：第 5 条以下は、…、特に問題はないかと思いますが念のためご確認くだ

さい。

盧：日本で打ち合わせた内容は、ほぼその通りに盛り込まれていると思います。

特に、こちらからは訂正や補足する点はありません。

川端：ご同意いただきまして、ありがとうございます。

　＜中国語訳文＞

川端：第 5条…。我想应该没有问题，但为谨慎起见，请贵公司再次确认。

卢：基本上已将在日本谈过的内容写在合同里了。我方没有需要特别修改或补充

的地方。

川端：那就好。

（『新版中国語通訳への道』p.174）

例（3）は非常に典型的な日本式会話である。話し手の「ご確認ください」の要求に

対して、聞き手は「特に、こちらからは訂正や補足する点はありません」と答え、「同意」

の意味をはっきり出した。そこで隣接ペアが成立し、会話の一ラリーが終わるはずだが、

話し手は「ご同意いただきまして、ありがとうございます」という丁寧な表現を用い

て、わざわざ相手の「認め」を感謝する。このような過度な感謝は敬意を示す一つの

手段として考えられる。それに対して、中国語の “ 那就好（それなら良かったです）”
は契約について双方が合意に達することに対して評価をするだけで、相手の回答を受

け取ったサインを出し、次の会話に進んでもらう機能もある。直言のストラテジーと

言えるだろう。

例（4）：日本側の企業担当者が自分の会社の近年の成長について、中国側に紹介する。

　＜日本語原文＞

担当者：弊社の親会社である平成自動車は全世界での事業展開を進めており、

おかげさまでここ数年は中国のお客様からもたいへん高い評価をいただいてお

ります。

　＜中国語訳文＞

负责人：平成汽车公司是我方的总公司，作为汽车厂商，在全球范围发展业务。

近年来，也受到中国用户的好评。

　（『新版中国語通訳への道』p.168）

この例にも、上記の例（1）、（2）と同じく、話題に出る第三者に対して敬意を示す

表現を用いる現象が観察される。ただし、日本側の企業担当者が自社の成長を紹介す

る際に用いた「おかげさまで」に注目してほしい。それに当たる表現 “ 托您的福 ” は
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中国語に確かにあるが、ここでは訳されずに省略された。実際に会話に参加する双方

を分析してみると、日本側の事業展開のために聞き手が力を貸したわけではない。業

績は聞き手に直接な関係がないにも関わらず、自分の成長や成績を相手の功績にする

という行為は過度な謙譲を用いて、相手に対して敬意を示す。しかし、中国語はこの

ような機嫌を取ると疑われる言葉を除き、相手との距離を調整するストラテジーを使

用せずに、客観的な情報だけを提示している。

例（5）：部長は新入社員を部屋に連れてきて、部下たちに紹介しようとして、仕事

に集中している部下たちに注意を促す。

　＜日本語原文＞　部長：みなさん、ちょっとよろしいですか。

　＜中国語訳文＞　部长：大家请先停一下。

　　（『校閲ガール河野悦子』）

これは上司から部下に発する会話だが、かなり丁寧な言い方が用いられている。「よ

い」と「だろうか」それぞれの丁寧体を組み合わせて、「よろしいでしょうか」という

言い回しになっている。この表現自体は目上の相手に許可を求める際や問題の有無を

確認する際に多く使われている。さらに、そこで実際に言いたいのは「手元の仕事を

止めて私の話を聞いて欲しい」であるが、「時間があるかどうか」について相手に問い

かける。グライスが言うところの「関係の格律」（1）に意図的に違反しているが、条件

を暗示することによって、相手に要求する表現は典型的な「ほのめかし」である。一方、

中国語の “ 请先停一下（ちょっと止めてください）” は控え目の垣根言葉を用いて発

話を和らげたが、核心的な内容、つまり相手にやって欲しいことをストレートに聞き

手に投げた。このようなコミュニケーション方略はネガティブ・ポライトネス・スト

ラテジーに属する。

３. ２　原文と一致するストラテジーを用いる翻訳表現

本節では、日本語の原文と中国語の訳文で同じストラテジーが用いられてはいるが、

下位ストラテジーが異なる例を挙げる。

例（6）：ビジネス交渉で「反論」する際に使える例文として挙げられた表現。

　＜日本語原文＞

担当者：我々としてもできる限りのことをしておりますので、すべてを我々の

せいにされても困ります。

　＜中国語訳文＞

负责人：我们已经尽己所能，如果将所有责任推给我方，不太合适。

（『中国語通訳への道』p.180）
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「こちらが困ります」とだけ言及し、言外の真意を相手に推測してもらう表現となっ

ている。これは「ネガティブ・ストラテジー１：慣習的な間接性に訴える」に該当する。

もし日本語の表現を直訳すると、“ 我们会很困扰 ” になるが、この表現は中国語で慣

習的な表現として定着していないため、言葉のニュアンスは人によって受け入れ方が

異なり、共通性に欠ける。これと比べて、“ 不太合适（ちょっと適切ではない）” のよ

うに、直接に否定の意味を出してから垣根言葉を用いて対立の緊張感を避けた訳し方

（ネガティブ・ポライトネス・ストラテジー２：質問する・曖昧化する）が中国語の習

慣にふさわしい。

例（7）：日本の電機メーカーが中国の電機メーカーと販売契約を結ぶ前に、具体的

な出荷スケジュールについて中国側に説明する。

　＜日本語原文＞　

担当者：具体的な船名が決まりましたら、追ってご連絡させていただきます。

　＜中国語訳文＞　

负责人：确定船号后再通知贵公司。

（『中国語通訳への道』p.174）

「させていただきます」はビジネスでのやり取りでよく使われる敬語である。この言葉

は「させてもらう」の謙譲語にあたり、文化庁の文化審議会答申 (2007) でまとめられ

た「敬語の指針」では、「自分側が行うことを、相手または第三者の許可を受けている」

あるいは「自分が行うことによって恩恵を受けるという気持ち、または事実がある」

際に使う言葉と定義されている。つまり、自分の地位を下げて、謙虚な姿勢を示すこ

とによって、相手に敬意を表す効果がある。一方、中国語は呼称に “ 贵 ” をつける方

法によって、直接に相手の地位を高めている。

例（8）：上司がレジャーランドの経費について、経理部の部員に意見を聞く。

　＜日本語原文＞　

上司：森若くん。経理担当者として、見解をお聞きしたい。

経理部部員：今回一連のレジャーランドの件を、リサーチ費として処理するの

は厳しいかと。

　＜中国語訳文＞　

上司：森若 ,　作为会计 ,　我想听听你的意见。

会计：这次一连串的度假乐园费用 作为调研费来处理我觉得有点困难。

（『これは経費で落ちません』）

意見表明も相手のフェイスに踏み込みやすい場面であるので、日本語と中国語はと

もにフェイス侵害を軽減する表現を用いた。日本語原文は「厳しいかと」という言い
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さしの表現を用い、結論の是非を判断する決定権を相手に渡す。はっきり自分の意見

を表明する「と思います」などは用いずに言い止すことで、意見が一致しない際のフ

ェイス侵犯感を避ける。B＆Lが提唱したネガティブ・ストラテジーの観点から見ると、

「ストラテジー 2：質問する・曖昧化する」に当てはまる。中国語は同じく曖昧化の方

法（垣根言葉）を用いて、“ 有点（ちょっと）” という表現で発話を和らげたが、自己

の発言に責任を持って “ 我觉得（私は … と思う）” と訳されている。

３. ３　まとめ

以上のように、様々な職場の場面に見られた日本語の言語行動は中国語よりフェイ

ス侵害度の低いストラテジーを用い、相手のフェイスを脅かさない傾向が明らかにな

った。

職場で円滑なコミュニケーションを促し、相互理解を深めるのは翻訳・通訳の重要

な役目であるため、もちろん翻訳・通訳をする際に、各対象言語の文化背景に配慮の上、

適切な対人関係の距離感を調整しなければならない。以下では、発話行為に伴うフェ

イス・リスクに大きく影響する「人間関係に関わる社会距離（D）」、「力関係（P）」、「事

柄の負荷度（R）」といった三つの尺度から分析する。

例（1）、（2）、（4）で示されたように、職場で使われる中国語は、情報伝達を主な

目的とする陳述文を述べるのがほとんどで、常に平等な対人関係を念頭において、相

手に「敬意」をある程度示すがフェイス侵害を避ける「配慮」の度合いは低い。例え

ば、呼称に敬意を表すが、動詞・名詞の言葉選びをする際に「敬遠」より「直言」、相

手への配慮の度合いよりはっきり情報を伝える言語機能を重視している。しかし、日

本語であろうと中国語であろうと、職場でネガティブ・ポライトネス・ストラテジー

の使用頻度は非常に高いことが共通の特徴である。特に、社内の上司と部下など上下

関係が強く強調される場合、中国語も日本語と同じくネガティブ・ポライトネス・ス

トラテジーをとる場合が多い。ここから、ビジネス場面における中国語は［低 D、高

P］のパターンに近いと言えるだろう。また、同じ行為であっても文化が異なると人々

の受け入れ方が違う。例えば、例（1）で示すように、当たり前な取引行為に対して、

原文と違って平等な目線で対話を展開すると中国語の訳が自然になる。それこそ R 値、

つまり「行為がそれぞれの文化内でどの程度の負荷になる」の違いから起こった現象

である。簡単に他人の邪魔をしたくない、依頼しにくい日本の文化は中国の文化より

R 値が高いことは明らかである。

職場での会話においては、円滑なコミュニケーションを実現するために相手に好か

れたいと思いがちだが、日本語から中国語に訳すとき、対象言語の対人関係の特徴を

無視して、配慮度の高い表現で過度な謙遜や敬意を示すと逆効果になる危険性がある。

４．言語形式についての考察

日本の職場、特に社外のクライアントとコミュニケーションを取るビジネス場面に
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おいて、敬語あるいは敬体の多用が明らかな特徴として捉えられる。

ネガティブ・ポライトネス・ストラテジー 5 によると、「敬意を示す」ことは相手の

私的領域に踏み込まないようにする有効的な手段である。敬語は社会的人間関係を認

識し、わきまえとしての敬意を払う必要がある場合に使われる言葉である。話し手に

よるある言語行動の遂行において、聞き手のネガティブ・フェイスを侵害する恐れが

ある場合に、敬語の使用は話し手と聞き手の距離を保持したり、さらに拡大したりす

る機能を持ち、フェイス侵害を減じるための言語的補償行為であるネガティブ・ポラ

イトネスにとって大いに貢献できる。確かに、敬語系が発達していない中国語には、

敬語の使用は滅多にない。

王（1989）は、敬語表現を人称的（即ち、人の呼び方）、選語的（即ち、語彙的手段

によるタイプ）、接辞的（即ち、接辞的な手段によるタイプ）、構文的（即ち、構文的

手段によるタイプ）に分けた。接辞的な敬語表現と人称以外の語彙的敬語表現は中国

語には少ないが日本語では多く見られる。たとえば、現代中国語には、“ 贵 ”“ 拝 ” な

どの接頭敬語表現があるが、それは書簡や公式文書に用いられ、日常生活ではほとん

ど使われない。それに対して、日本語の「お」「ご」「さま」などは日常会話でもよく

耳にする。また、日本語では尊敬語、謙譲語、丁寧語の三つとも発達しているが、中

国語には尊敬語はあるが謙譲語は少ない。中国語ではほとんど限られている接辞表現

や呼称で敬意を示すため、その頻度が日本語と比べて少ないのは当然であろう。

しかし、中国語に「敬意表現」がないというわけではない。例えば、例（1）、例（2）
のように、中国語には改まり度の高い書き言葉を選び、敬意を表す方法がある。言葉

のニュアンスによって会話全体の雰囲気を作り出し、「この会話は正式なもので、すべ

ての言葉選びは慎重に行っている。軽い気持ちではない」というメッセージを相手に

伝える。そのため、会話において中国語の書き言葉は日本語の敬体と同じようにある

程度相手と距離を置く機能を持っていると言えるだろう。

５．文化的要因についての考察

職場はコミュニケーションを重視しなければならない場である。円滑なコミュニケ

ーションを実現し、着々と仕事を進めるという目標は同じだが、日本語は中国語より

配慮度の高いストラテジーを用いるのはなぜだろうか。その理由は両国の文化に深く

関わると考える。

文化の差異を理解するために、まず例 (8) を再び分析しよう。他人の領域を侵犯す

るリスクの高い意見表明の場面に対して、中国語の訳文は「自己」の存在を隠さないが、

日本語原文は極力「自己」の存在を目立たなくする。そこから、日中両国の文化で「自

己」の位置付けは異なることが浮き彫りになった。

日本も中国も東アジア地域の国家であり、個人と集団の調和という伝統的な考え方

は一致するが、北山（2013）はポライトネスを論じる文脈で、日本人の方が中国人よ

り “a tight culture” を有しているため、社会的な「和」をより強く重んじることを指摘
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した。こうした「集団主義」・「個人主義」に関する認識の相違は両国の社会人を育む

教育方式にも反映している。山田（1999）は日本と中国における学校行事を対象にす

る比較研究を通して、社会はどのように集団と個を捉えるかを考察した。その結果、

中国は生徒の個性を伸ばすために、生徒一人一人の資質と特性を見出し、それを伸ば

すための特別な教育や活動に従事させる。一方、日本はとにかく全員が何らかの役割

を持って参加する。個人競争の結果より団体競争の結果を重んじる。それゆえ、こう

した教育方針に育てられる日本人は、誇りや怒りといった自己に関わる感情表現が社

会の「和」を乱すという考え方に従って、自己の感情を隠す言い回しを多用すること

になる。日本語が中国語ほど多くの直言のストラテジーを使わないのはそうした理由

があると考えられる。

６．おわりに

本稿は Brown ＆ Levinson のポライトネス理論に基づき、語用論の視点から職場での

会話とその訳文を考察した。日本ドラマの中国語字幕と語学教材から抜粋した訳文か

ら、日中両言語の職場における会話がそれぞれどのようなポライトネス・ストラテジ

ーを用いて人間関係の親疎を表すかについて分析した。

職場における会話の中で、中国語は日本語より直言の使用頻度が明らかに高いが、

社内の上下関係に関わる場面では同じくネガティブ・ポライトネス・ストラテジーを

用いる場合が多い。B ＆ L 理論の D（人間関係に関わる社会距離）・P（力関係）・R（事

柄の負荷度）の 3 要素から見れば、日本の社会は［高 D、高 P］のタテ関係から［高 D、

低 P］のヨコ関係へ移行する途中とされているが、中国語は［低 D、高 P］のパターン

に近いと言える。それに、簡単に他人の邪魔をしたくない、依頼しにくい日本の文化

は中国の文化より R 値が高い。

その背後にある要因について、言語形式と文化差異２つの側面から考察した。日本

の職場において敬語が多用される一方で、中国語では少ないことから、言語の敬語表

現の発達度はネガティブ・ポライトネスの使用に影響を与えることを浮き彫りにした。

ただし、中国語の書き言葉は日本語敬体と同じようにある程度相手と距離を置く機能

を持っている。さらに、「集団主義」・「個人主義」に関する認識の相違は日中職場ポラ

イトネスに差異をもたらす文化的要因であり、日本人は中国人より社会的な「和」を

より強く重んじる傾向にあるので、自己の感情を隠す言い回しを多用することになる。

以上のように、言語が異なれば配慮の仕方や好まれる表現方法も異なってくること

は明らかである。通訳・翻訳に際しては、本稿で示したように、単に目標言語で対応

すると思われる表現に置き換えるだけでは不十分であり、ポライトネス効果が等価と

なるよう、確かな見識と細心の注意が必要である。ポライトネス的な配慮の適切な表

出は、翻訳・通訳の質を左右すると考えられるのである。
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注：

（1）会話が円滑になるための大前提としてグライス（1967）が提唱した「協調の原理」は、「質・

量・関係・様態」といった４つの会話の格律から構成されている。その中、「関係の格律」

とは、「関連性がある話をしなさい」ということである。グライスは、私たちの日常会話

には、意図的に格律から逸脱して、言外の意味を「含み」として伝えようとする現象が

あることも指摘している。
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2019年12月(3)

2019年11月(5)

2019年10月(2)

2019年9月(2)

2019年8月(3)

2019年7月(4)

2019年5月(2)

2019年4月(3)

劉さんは、 西安交通大学外国語学院日本語科修士課程を卒業、 2019年4月より杏林大学大学院国際協力研究

科博士課程で医療通訳の研究をしています。

劉さんが今回の翻訳を通じて得た日本語への深い理解は、 医療通訳の研究に大いに活かされ、 日中両国の患

者と医療者との交流の発展に貢献されることを期待しています。

【劉雨桐さんからのコメントー翻訳に寄せて】

大学院時代に、 日中笹川医学奨学金制度の先輩である

李国棟先生（西安交通大学外国語学院日本語科副教授）

のご紹介で、 浙江文芸出版社の小説翻訳の仕事を引き受

けました。 幼少期より書くことが好きだった私にとっ

て、 これはとてもワクワクする体験と挑戦でした。

翻訳をし始めて、 初めて文学翻訳の難しさを実感しま

した。 文学は他の分野と違い専門用語は少ないですが、

原文の微妙なニュアンスを外国の読者に適切な言葉で伝

えることがとても難しく、 キャラクターに合うセリフや

文化的要素を上手く翻訳するには、 非常に高い文学的表

現力が必要です。 加えて、 翻訳する際に、 日本語と中国

語の言語的特徴にも配慮しなければなりません。 例え

ば、 曖昧表現の多用は日本語の典型的な特徴で、 「以心伝心」の文化を持つ日本人同士では曖昧な表現でも双

翻訳した劉雨桐さん
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2019年3月(2)

2019年2月(1)

2019年1月(1)

2018年12月(1)

2018年11月(4)

2018年10月(3)

2018年9月(1)

2018年8月(3)

2018年7月(1)

2018年6月(2)

2018年4月(1)

2018年3月(3)

2018年1月(1)

2017年12月(1)

2017年11月(2)

2017年10月(1)

検索

|キー ワ ー ドを入力してくださし 、 '’

LINK リンク集

＞公益社団法人日本医師会

＞日本医学会

＞公益社団法人日本歯科医師会

＞日本歯科医学会

＞公益社団法人日本薬剤師会

HOME 

ご挨拶

日中医学協会について

協会概要

設立の経緯・沿革

役員名簿·組織図

情報公開

方の理解に鮒甑が生じることはありませんが、それをそのまま中国語に訳すと、読者は話の内容をうまく理解

できない可能性があります。そのため、いかに等価な翻訳を実現できるか、これからも引き続き研究すべき課

題であります。

最後に、翻訳にあたり多大なご協力をいただきました皆様に、この場をお借りし、心から感謝を申し上げま

す。今回の文学翻訳の実践から得た日本語への深い理解を医療通訳の研究に活かし、日中両国間の医療分野の

交流促進に寄与できるよう頑張ります。

事業活動

＞公益社団法人日本看護協会

＞公益社団法人日本女医会

＞公益財団法人日本財団

＞公益財団法人笹川保健財団

＞在中国日本国大使館

学術会議開催

日中笹川医学奨学金制度 【オンライン開
催】日中病院管理

第44期生募集 シンポジウム

専門家派遣 訪日研修支援

医療視察団の招請 研究助成

機関誌『日中医学』

機関誌『日中医
学』投稿原稿募集

機関誌『日中医
日本医療の中国展開支援 学』広告掲載募集

＞中華人民共和国駐日本国大使館

＞中華人民共和国国家衛生健康委員会（中国語サイト）

＞中華医学会（中国語サイト）

＞中日友好医院（中国語サイト）

＞笹川医学奨学金進修生同学会（中国語サイト）

入会のご案内

オンラインでのお申込み

FAXでのお申込み

寄附のお願い

アクセス•お問い凸わLJ

お知らせ

日中医学協会プログ

日中医学協会プログ(old}

公益財団法人日中医学協会
〒101-0032
東京都千代田区岩本町1-4-3住泉KMビル6階
TEL:03-5829-9123 FAX: 03-3866-9080 

ご利用に際して プライパシーポリシー サイトマ

The Japan China Medical Association Copyright (C) The Japan China Medical Association. All Rights Reserv 
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取得単位数
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英語語学試験合格2020.10 

研究課題； SGLT2阻害薬の糖尿病性腎臓病における保護作用機構

研究内容； オートファジーと炎症は、糖尿病性腎臓病の病因とされている。そこで、

本研究では臨床的に心・腎保護作用を発揮すると明らかにされてきたダパグリフロジ

ンあるいはSGLT2 siRNAを用い、 高ブドウ糖に曝したヒト培養近位尿細管細胞に

おける オートファジーフラックスとAMPK活性化を検討した。高ブドウ糖に曝した

ヒト培養近位尿細管細胞において、オートファジー不全が生じたがダパグリフロジン

学生本人が行った 1 あるいはSGLT2siRNAによってそれら変異はAMPK活性化を介して改善された。
研究の概要 高ブドウ糖に曝したヒト培養近位尿細管細胞は、AMPK 活性化を抑制して NF-kB

およびHIF-lo:の核内移行とNLRP3活性化を惹起してIL-1 BおよびTNF·a産生が

充進したが、 ダパグリフロジンあるいはSGLT2 siRNAによって、 それら炎症惹起

機構が改善された。以上の結果から、高ブドウ糖に曝されたヒト培養近位尿細管細胞

は、 オートファジー不全と炎症が惹起され障害されるが、ダパグリフロジンあるいは

SGLT2 siRNAはそれらを抑制することによって近位尿細管細胞に保護的に働くこ

とが明らかとなった。今後、酸化ストレス発生に関わっているかを検討する予定であ

る。
r良かった点】
既に、英語能力に優れており、研究室内における会話を含め研究手技の獲得がみら

れたが、さら飛躍的に向上した。既に、 英語総説および論文は筆頭著者も含めFront
Physiol. 2020、� NY). 2020、Biomedicines. 2021に掲載されている

【改善すべき点】
特になし。総合評価

【 今後の展望】
既に、論文博士の語学試験には合格しており、 予備審査の準備に入っている。

-378-



学位取得見込

上記の研究概要は、これから論文博士の予備審杏にむけて準備を進めている。その後、

Cells に論文を投稿して採択されたら、 2022 年 3 月にて研究期間 3 年を経過するため、

既に、 諭文博士の語学試険も合格しており、 本審査を受ける予定である。

評価者（指導教官名）古家 大祐 虞
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１．研究概要（1）
1）目的（Goal）
To evaluate mechanism of dapagliflozin on the treatment of diabetic kidney disease (DKD)

2）戦略（Approach）
In high glucose-induced human proximal tubule cells, SGLT2 inhibitor dapagliflozin restores impaired autophagy via AMPK/ mTOR

pathway and suppresses inflammation via AMPK/ NF-κB pathway.

3）材料と方法（Materials and methods）
3.1 Cell culture
Human kidney proximal tubular cells (HK-2 cells) were cultured in Keratinocyte-SFM (K-SFM) medium. When cells were 70-80%
confluence, the medium was replaced with fresh medium, high glucose or HG with dapagliflozin for 48 h.
3.2 Transfection of small interfering RNA (siRNA)
HK-2 cells were cultured in K-SFM medium in six-well plates, transfected with siRNA targeting SGLT2, RELA, AMPK, or negative
control siRNA via Lipofectamine 2000 and incubated for 6 h, then replaced by fresh K-SFM medium with fresh medium or HG (30 mM)
for 48 h.
3.3 Western blot analysis
Primary antibodies including SGLT2, NF-κB p65, NLRP3, IL-1β, TNFα, p-AMPK, AMPK, p-RPS6, RPS6, LC3, Histone H3, β-actin
at 4°C overnight.
3.4 Autophagic flux assay
Autphagic flux was calculated by subtracting the densitometry value of normalized LC3-II in the sample treated with Chloroquine (CQ,
50 μM) by the value in the sample treated without CQ.

4）実験結果（Results）
4.1 Dapagliflozin activated AMPK in a dose-dependent manner and restored impaired autophagic flux via AMPK/ mTOR pathway.
Compared with control group, HG suppressed AMPK phosphorylation. Dapagliflozin phosphorylated AMPK in a dose dependent
manner. HG inhibited autophagic flux, while dapagliflozin restored HG-impaired autophagic flux. To investigate the mechanism
underlying dapagliflozin on autophagy, AMPK siRNA was used to attenuate the effect of dapagliflozin. AMPK knockdown activated p-
RPS6, a classic downstream protein of mTOR, which leads to the suppression of autophagic flux induced by dapagliflozin. Rapamycin,
an inducer of autophagy, exhibited a negative regulation of p-RPS6 to further activate autophagic flux. These results indicated that
the effect of dapagliflozin on autophagy may be dependent on AMPK/ mTOR pathway.
4.2 SGLT2 inhibition suppressed proinflammatory cytokines in HG treated HK-2 cells.
Compared with control group, HG group showed up-regulation of SGLT2, down-regulation of p-AMPK and a concomitant increase of
proinflammatory cytokines such as TNFα and mature IL-1β. With the treatment of dapagliflozin or SGLT2 knockdown via SGLT2
siRNA, phosphorylation of AMPK was restored and inflammatory changes can be alleviated significantly. These results suggested that
SGLT2 inhibition can alleviate HG-induced inflammation.
4.3 SGLT2 inhibition suppressed HG-induced nuclear NF-κB p65 and NLRP3 activation.
To further explore the mechanisms underlying anti-inflammatory mechanism of SGLT2 inhibition, nuclear and cytoplasmic proteins
were prepared after dapagliflozin treatment or SGLT2 knockdown via SGLT2 siRNA. Compared with control group, HG promoted NF-
κB p65 into the nucleus, accompanying with increases of cytoplasmic NLRP3, TNFα and mature IL-1β. Both dapagliflozin
treatment and SGLT2 knockdown significantly suppressed these changes. These results indicated the anti-inflammatory effects of
SGLT2 inhibition may contribute to suppressing NF-κB p65 translocation in HG-treated HK-2 cells. To confirm our hypothesis,
RELA siRNA was used to block the aggregation of nuclear NF-κB p65 induced by HG. With the efficient knockdown of nuclear NF-κ
B p65, significant down-regulation of cytoplasmic TNFα, NLRP3 and mature IL-1β were observed. These results indicated that
SGLT2 inhibition may alleviate HG-induced TNFα via suppressing nuclear NF-κB p65, and mature IL-1β via NF-κB p65/NLRP3
signaling.

　生年月日　1987．11．22

所属機関(役職) 貴州医科大学附属医院内分泌代謝病科（主治医師）

研究先（指導教官） 金沢医科大学　糖尿病・内分泌内科（古家 大祐教授）

研究テーマ
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The singnificance of sirtuin and SGLT-2 against diabetic nephropathy
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１．研究概要（2）
4.4 Dapagliflozin suppressed HG-induced nuclear NF-κB p65 via activating AMPK.
To investigate the effect of AMPK on inflammation, AMPK siRNA was used to attenuate the effect of dapagliflozin. As is shown in
Figure 6, dapagliflozin inhibited HG-induced nuclear NF-κB p65, while AMPK knockdown restored it. This effect resulted in the
inducing of TNFα, NLRP3 and mature IL-1β in cytoplasm. These results indicated that the effect of dapagliflozin on inflammation
may be dependent on the suppression of nuclear NF-κB p65 via AMPK activation.

5）考察（Discussion）
T2DM is characterized by marked suppression of AMPK phosphorylation and impaired autophagy [1]. Previous study showed that
SGLT2 inhibitors have a dose-dependent effect on AMPK activation [2] and activate autophagy via AMPK/ mTOR pathway [3, 4]. Our
results were consistent with these previous results. There was an interesting phenomenon in our experiment. Compared with other
groups, the basal LC3-II was significantly increased in AMPK knockdown group. However, as the autophagic flux was blocked, this
change did not indicate that autophagy was activated. We speculated that the basal LC3-II induced by AMPK knockdown may be due
to the failure of autophagolysosome clearance.
Inflammation is another significant feature of DKD. Cell injury caused by hyperglycemia activates the production of multiple proinfl
ammatory cytokines, leading to the recruitment of inflammatory cells and functional abnormalities in DKD [5, 6]. Previous studies
demonstrated that SGLT2 inhibitor decreased accumulation of nuclear NF-κB p65 in db/db mice [7], high fat diet-fed Wistar rats [8]
and HG-treated HK-2 cells [9], and then suppressed the downstream protein including TNFα and IL-1β [8]. The release of IL-1β is
controlled by NLRP3 inflammasome activation [10-12]. NLRP3 activation may be involved in multiple inflammatory or stress pathways
including NF-κB signaling [11] and can be regulated by AMPK [13, 14]. Multiple studies have shown SGLT2 inhibition repressed
NLRP3 inflammasome in different diabetic animal models [15-19]. Dapagliflozin suppressed the activation of the NLRP3/ASC
inflammasome in diabetic myocardial tissues [17] reduced production of IL-1β in the aortic tissues and liver [15, 16]. In the present
study, we found that the increasing translocation of NF-κB p65 from cytoplasm to nucleus is responsible for inflammation caused by
HG and AMPK activation suppressed these changes. Our previous studies and other studies demonstrated that AMPK activation may
inhibit the protein modification of NF-κB p65 including phosphorylation [14, 20, 21] and acetylation via SIRT1 [22]. Our findings
provided another potential mechanism of dapagliflozin on inflammation via AMPK/ NF-κB p65/ NLRP3 signaling in human kidney
proximal tubule cells.

6）参考文献（References）
[1] D. Garcia, R.J. Shaw, AMPK: Mechanisms of Cellular Energy Sensing and Restoration of Metabolic Balance, Mol Cell, 66 (2017)
789-800.
[2] S.A. Hawley, R.J. Ford, B.K. Smith, G.J. Gowans, S.J. Mancini, R.D. Pitt, E.A. Day, I.P. Salt, G.R. Steinberg, D.G. Hardie, The
Na+/Glucose Cotransporter Inhibitor Canagliflozin Activates AMPK by Inhibiting Mitochondrial Function and Increasing Cellular AMP
Levels, Diabetes, 65 (2016) 2784-2794.
[3] K. Jaikumkao, S. Promsan, L. Thongnak, M.T. Swe, M. Tapanya, K.T. Htun, S. Kothan, N. Intachai, A. Lungkaphin, Dapagliflozin
ameliorates pancreatic injury and activates kidney autophagy by modulating the AMPK/mTOR signaling pathway in obese rats, Journal
of cellular physiology, (2021).
[4] Y.H. Lee, S.H. Kim, J.M. Kang, J.H. Heo, D.J. Kim, S.H. Park, M. Sung, J. Kim, J. Oh, D.H. Yang, S.H. Lee, S.Y. Lee, Empagliflozin
attenuates diabetic tubulopathy by improving mitochondrial fragmentation and autophagy, Am J Physiol Renal Physiol, 317 (2019)
F767-f780.
[5] K. Matoba, Y. Takeda, Y. Nagai, D. Kawanami, K. Utsunomiya, R. Nishimura, Unraveling the Role of Inflammation in the Pathogenesis
of Diabetic Kidney Disease, International journal of molecular sciences, 20 (2019).
[6] R.E. Pérez-Morales, M.D. Del Pino, J.M. Valdivielso, A. Ortiz, C. Mora-Fernández, J.F. Navarro-González, Inflammation in Diabetic
Kidney Disease, Nephron, 143 (2019) 12-16.
[7] X.X. Wang, J. Levi, Y. Luo, K. Myakala, M. Herman-Edelstein, L. Qiu, D. Wang, Y. Peng, A. Grenz, S. Lucia, E. Dobrinskikh, V.D.
D'Agati, H. Koepsell, J.B. Kopp, A.Z. Rosenberg, M. Levi, SGLT2 Protein Expression Is Increased in Human Diabetic Nephropathy:
SGLT2 PROTEIN INHIBITION DECREASES RENAL LIPID ACCUMULATION, INFLAMMATION, AND THE DEVELOPMENT OF
NEPHROPATHY IN DIABETIC MICE, The Journal of biological chemistry, 292 (2017) 5335-5348.
[8] K. Jaikumkao, A. Pongchaidecha, N. Chueakula, L.O. Thongnak, K. Wanchai, V. Chatsudthipong, N. Chattipakorn, A. Lungkaphin,
Dapagliflozin, a sodium-glucose co-transporter-2 inhibitor, slows the progression of renal complications through the suppression of
renal inflammation, endoplasmic reticulum stress and apoptosis in prediabetic rats, Diabetes, obesity & metabolism, 20 (2018) 2617-
2626.
[9] D. Yao, S. Wang, M. Wang, W. Lu, Renoprotection of dapagliflozin in human renal proximal tubular cells via the inhibition of the high
mobility group box 1‑receptor for advanced glycation end products‑nuclear factor‑κB signaling pathway, Molecular medicine reports,
18 (2018) 3625-3630.
[10] H.L. Hutton, J.D. Ooi, S.R. Holdsworth, A.R. Kitching, The NLRP3 inflammasome in kidney disease and autoimmunity, Nephrology
(Carlton, Vic.), 21 (2016) 736-744.
[11] Y.Y. Qiu, L.Q. Tang, Roles of the NLRP3 inflammasome in the pathogenesis of diabetic nephropathy, Pharmacological research,
114 (2016) 251-264.
[12] J.K. Seok, H.C. Kang, Y.Y. Cho, H.S. Lee, J.Y. Lee, Regulation of the NLRP3 Inflammasome by Post-Translational Modifications
and Small Molecules, Frontiers in immunology, 11 (2020) 618231.
[13] M.D. Cordero, M.R. Williams, B. Ryffel, AMP-Activated Protein Kinase Regulation of the NLRP3 Inflammasome during Aging,
Trends Endocrinol Metab, 29 (2018) 8-17.
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2．執筆論文  Publication of thesis　※記載した論文を添付してください。Attach all of the papers listed below.

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁

年 月 巻（号） 頁 ～ 頁
言語

Language

G4107研究者番号：

言語
Language

English
言語

Language

言語
Language

Daisuke Koya

その他著者名
Other authors

その他著者名
Other authors

その他著者名
Other authors

第３著者名
Third author

論文名 3
Title

掲載誌名
Published journal

その他著者名
Other authors

第１著者名
First author

第２著者名
Second author

第３著者名
Third author

第１著者名
First author

第２著者名
Second author

第３著者名
Third author

その他著者名
Other authors

論文名 5
Title

掲載誌名
Published journal

論文名 4
Title

掲載誌名
Published journal

言語
Language

第１著者名
First author

第２著者名
Second author

第１著者名
First author

第２著者名
Second author

第３著者名
Third author

第３著者名
Third author

論文名 2
Title

掲載誌名
Published journal

第１著者名
First author

Jing Xu
第２著者名

Second author

論文名 1
Title

The impact of mitochondrial quality control by Sirtuins on the treatment of type 2 diabetes and diabetic kidney
disease

掲載誌名
Published journal

BBA - Molecular Basis of Disease

2020 3 1866 165756

Munehiro Kitada
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年 月 日

年 月 日

年 月 日

年 月 日

4．受賞（研究業績） Award (Research achievement)

年 月

年 月

開催地 venue

英語日本語 中国語

英語 中国語

英語 中国語

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language

G4107研究者番号：

3．学会発表  Conference presentation　※筆頭演者として総会・国際学会を含む主な学会で発表したものを記載してください。

※Describe your presentation as the principal presenter in major academic meetings including general meetings or international meeting

共同演者名
Co-presenter

演　題
Topic

開催日 date

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language 日本語 英語 中国語

学会名
Conference

開催日 date 開催地 venue

共同演者名
Co-presenter

学会名
Conference

演　題
Topic

形式　method 口頭発表　Oral ポスター発表　Poster 言語　Language 日本語

学会名
Conference

第35回日本糖尿病合併症学会

演　題
Topic

The role of SGLT2 inhibition on inflammation in the progression of diabetic kidney disease

開催日 date 2020 12 7 開催地 venue online

共同演者名
Co-presenter

共同演者名
Co-presenter

Munehiro Kitada, Yoshio Ogura, Itaru Monno, Daisuke Koya

学会名
Conference

演　題
Topic

開催日 date 開催地 venue

日本語

名　称
Award name 国名

Country
受賞年

Year of award

名　称
Award name 国名

Country
受賞年

Year of award
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5.本研究テ ー マに関わる他の研究助成金受給Other research grants concerned with your resarcl 
受給実績
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A B S T R A C T

The incidence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) and diabetic kidney disease (DKD) has significantly increased 
worldwide in recent decades, and improved treatments for T2DM and DKD are urgently needed. The patho­
genesis of aging-related disorders, such as T2DM and DKD, involves multiple mechanisms, including in­
flammation, autophagy impairment, and oxidative stress, which are closely associated with mitochondrial 
dysfunction. Therefore, mitochondrial quality control may be a novel therapeutic target for T2DM and DKD. 
Previous reports have shown that members of the mammalian Sirtuin family, SIRT 1-7, which are recognized as 
antiaging molecules, play a crucial role in the regulation of mitochondrial function and quality control through 
the modulation of oxidative stress, inflammation and autophagy. In this review, we summarized the research 
published in recent years to highlight the role of Sirtuins in mitochondrial quality control as a therapeutic target 
for T2DM and DKD. 
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1. Introduction 

The prevalence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) has been gra­
dually increasing worldwide in recent decades [1]. Between 2001 and 
2009, the prevalence of T2DM increased from 3.4% to 4.6% in the 
United State [2] and from 9.3% in 2010 to 10.9% in 2013 in China [3]. 
Accompanying with the increasing prevalence, the incidence of its 
chronic complications, such as diabetic kidney disease (DKD) also in­
creased (from 19.5% in 2010 to 24.3% in 2015 in China) [4]. DKD is 
considered as the main cause of end-stage renal diseases and an in­
dependent risk factor for cardiovascular diseases [5]. All of these dis。

orders bring an enormous burden to the healthcare system worldwide. 
Although several new drugs such as SGLT2 inhibitors or GLP-1 agonist 
have been developed to treat T2DM and presented prospective out­
comes in recent years [6-11], there is still an urgent need for more 
effective therapies for T2DM and DKD. 

Aging is an inevitable and universal process. It increases oxidative 
stress and inflammation caused by mitochondrial dysfunction and 
weakens the responsiveness to intracellular stress, ultimately leads to 
metabolic dysfunction and the disruption of cellular homeostasis [12]. 
Inflammation is also considered an important role in the pathogenesis 
of aging-related diseases [13]. Nuclear factor kappa-B (NF叫3) is the 
central transcriptional factor involved in inflammation, and it mediates 
the expression of multiple inflammatory factors, including tumor ne­
crosis factor-a (1NF-a), interleukin-1_13 (IL-1_13) and interleukin-6 (IL-6), 
[14]. Aging and cellular senescence may accelerate the progression of 
T2DM and DKD [12], associating with inflammation and mitochondrial 
dysfunction [15ー17]. Therefore, mitochondrial quality control might be 
a potential target for the treatment of age-related diseases such as 
T2DM and DKD. 

Mitochondrial quality control involves a variety of mechanisms, 
among which the regulation by Sirtuins is a highlighted direction. The 
Sirtuin family contains highly conserved nicotinamide adenine dinu­
cleotide (NAOり-dependent histone/protein deacetylases and ADP-ri。

bosyltransferases [18,19]. Sirtuins (SIRTl-7) are recognized as 

一
Mitochondrial quality contr�? 

unction 

antiaging molecules and have been confirmed to participate in multiple 
cellular processes including the regulation of mitochondrial function, 
oxidative stress, inflammation and autophagy [20], which is corre­
spondingly related to the pathogenesis of T2DM and DKD. 

In this review, we summarized studies published in recent years to 
highlight the role of Sirtuins in mitochondrial quality control related to 
the improvement of mitochondrial function/biogenesis/fission and fu­
sion balance, anti-oxidative stress/inflammation and induction of au­
tophagy as a therapeutic target for T2DM and DKD. 

2. Mitochondrial dysfunction on the pathogenesis of T2DM and 
DKD 

ROS 

Production↑/Scavenging↓ 

Imbalanced mitochondrial 

fusion and fission 

Autophagy /M itophagy↓ 

Mitochondrial Biogenesis↓ 

Mitochondrial dysfunction has been identified to be linked to the 
pathogenesis ofT2DM and DKD. Clinical studies have shown that T2DM 
patients have fewer mitochondria, lower mitochondrial density and 
adenosine triphosphate (ATP) production than normal individuals 
[21,22]. Additionally, a previous study reported that glycolytic en­
zymes including pyruvate kinase M2 (PKM2) and mitochondrial en­
zymes including mitochondrially encoded cytochrome C oxidase II 
(MTC02) are significantly elevated in glomeruli from individuals with 
extreme duration of type 1 diabetes（注0 years) without diabetic ne­
phropathy compared to those with histologic signs of diabetic ne­
phropathy [23]. Moreover, in T2DM patients, these en巧mes including 
PKM2 and MTC02 are significantly increased in glomeruli of CKD

― 

individuals, compared to CKD + individuals [24]. These data indicate 
that maintaining mitochondrial function or mitochondrial quality 
control in the kidney is important for protecting against DKD. 

Mitochondrial quality control in cells mainly involves the regulation 
of redox status, fusion and fission procedures, autophagy/mitophagy 
and biomolecular repair/biogenesis [15]. The disruption of either of 
these quality control pathways is a major cause of mitochondrial dys­
function and leads to oxidative stress, inflammation, contributes to the 
pathogenesis of mitochondrial-related diseases, ranging from inherited 
diseases to age-related disorders, T2DM and its complications including 

Fig. 1. Mitochondrial dysfunction includes im­
balance between reactive oxide species (ROS) pro­
duction and scavenging, imbalanced fusion and fis­
sion, impaired autophagy/mitophagy and reduced 
mitochondrial biogenesis, which contribute to the 
pathogenesis for type 2 diabetes and diabetic kidney 
disease through glucose intolerance, insulin re­
sistance, oxidative stress, inflammation, excess 
apoptosis and fibrosis in diabetic kidney. Sirtuins 
may be a potential target for the treatment of these 
diseases through mitochondrial quality control. 

Type 2 diabetes, diabetic kidney disease | 
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DKD [25,26] (Fig. 1). 

2.1. Redox status in mitochondrial 

Table 1 
Sirtuins family and their characteristics. 

Sirtuins Classification Enzyme activity Location 

Mitochondria are main source of reactive oxygen species (ROS) 
[27], and mitochondrial ROS is scavenged by antioxidant enzymes such 
as superoxide disrnutase 2 (SOD2), known as a manganese superoxide 
disrnutase (MnSOD), [28]. Therefore, mitochondrial dysfunction results 
in the enhancement of oxidative stress by increased production of ROS 
from injured mitochondria and impairment of SOD2. In diabetic state, 
mitochondria exhibit increased production of ROS due to impaired 
electron transport and ROS scavenging, then contribute to the patho­
genesis of insulin resistance/diabetes and DKD [16,17,29] (Fig. 1). 
Additionally, oxidative stress is closely related to inflammation, there­
fore, mitochondrial quality control is also important for suppression of 
both oxidative stress and inflammation. 

2.2. Balance of fusion and fission 

Fusion and fission are crucial to maintaining mitochondrial stability 
and biological function [15]. The expression of mitochondrial fusion 
protein (mitofusion2; Mfn2 and optic atrophyl; Opal) is reduced in 
skeletal muscles of patients with T2DM [30]. Our previous studies 
found that mitochondria fusion proteins such as Mfnl/2 and Opal in 
the kidney are inhibited by a high-fat diet (HFD) [31], and fission 
proteins such as dynamin-related protein 1 (Drpl) are increased in 
renal cortex of Zucker diabetic rats (ZDRs), a T2DM rat model [32]. 
Other report demonstrated that a deficiency in Mfn2 leads to increased 
superoxide and the activation of NF-追，leading to insulin resistance in 
rat skeletal muscle cells [33]. 

2.3. Autophagy and mitophagy 

Mitophagy is a selective autophagy that recognizes damaged mi­
tochondria for degradation through fission of mitochondria [34]. 
Starvation is well known to activate autophagy, while starvation leads 
to inhibition of mitochondrial fission through protein kinase A (PKA)­
induced phosphorylation of Drpl, then results in mitochondrial elon­
gation [35]. Multiple studies have identified the key role of autophagy 
in the pathogenesis of T2DM and its chronic complications, such as 
DKD [36,37]. Our previous study also observed that the accumulation 
of p62/Sqstml and abnormal mitochondria are significantly enhanced 
in the kidneys of Wistar fatty rats (WFRs), a rat model of T2DM, in­
dicating dysregulation of autophagy [38,39]. Thus, regulation of mi­
tochondrial fission/fusion balance and autophagy/mitophagy play a 
crucial role on mitochondrial quality control to improve T2DM and 
DKD (Fig. 1). 

3. Mammalian Sirtuins family 

Sirtuins are derived from silent information regulator 2 (sir2) in 
research on the cause of aging in yeast [18,19]. Sirtuins are highly 
conserved from bacteria to mammals. Seven human Sirtuin genes 
(SIRTl-7) have been identified and divided into four phylogenetic 
classes, known as classes I—IV [40]. Table 1 lists the Sirtuin family 
members and their characteristics. 

3.1. SIRTl 

SIRTl is the most widely studied member of the Sirtuin family. 
SIRTl is mainly located in the nucleus and shuttles between the nucleus 
and cytoplasm under physiological and pathological stress [41]. SIRTl 
deacetylates histone, such as H4 lysine 16 (H4-K16Ac), H3 lysine 9 (H3-
K9Ac), and Hl lysine 26 (Hl-K26Ac) and regulates the activity of 
multiple transcription factors and proteins via deacetylation, which 
involves mitochondrial biogenesis, redox homeostasis, inflammation 

SIRTl I 
SIRT2 I 

SIRT3 I 
SIRT4 II 

SIRT5 ill 

SIRT6 IV 

SIR17 IV 

Deacetylase Nucleus and cytoplasm 
Deacetylase Cytoplasm and nucleus 
Demyristoylase 
Deacetylase Mitochondria and cytoplasm 
ADP-ribosyltransferase Mitochondria 
Deacetylase 
Lipoamidase 
Deacetylase Mitochondria 
Desuccinylase 
Demalonylase 
Deacetylase Nucleus and endoplasmic 
ADP-ribosyltransferase reticulum 
Deacetylase Nucleus and cytoplasm 

and autophagy [ 40,42] (Fig. 2). 

3.1.1. Role in mitochondrial biogenesis and oxidative stress 
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator la 

(PGC-la) is a key transcriptional coactivator that regulates mitochon­
drial biogenesis, mitochondrial respiration and redox status through the 
induction of the oxidative phosphorylation (OXPHOS) genes expression 
and anti-oxidative enzymes [43,44]. SIRTl deacetylates PGC-la to in­
crease mitochondrial biogenesis and mitochondrial fatty acid oxidation 
in myotubes [ 45]. Calorie restriction (CR) or fasting can induce PGC-la 
deacetylation via SIRTl, which leads to increased mitochondrial bio­
genesis and the activation of mitochondrial fatty acid oxidation genes in 
skeletal muscle or white adipose tissue [ 45]. As a key regulator of nu­
trient and energy expenditure, AMP-activated kinase (AMPK) enhances 
SIRTl activity by increasing cellular NAD + levels, resulting in the 
deacetylation and modulation of the activity of downstream SIRTl 
targets [46,47]. Adiponectin, which is an antidiabetic hormone that 
maintains glucose and fatty acid metabolism, combines with adipo­
nectin receptor 1 (AdipoRl) to induce the expression and activation of 
Ca2+ /calmodulin-dependent protein kinase kinase{3 (CaMKK{3), AMPK, 
and SIRTl and to decrease the acetylation of PGC-la in a Ca2+ -de­
pendent manner to regulate mitochondrial biogenesis, which further 
relieves insulin resistance in skeletal muscle [48]. Additionally, SIRTl 
activates peroxisome proliferator-activated receptor a (PPARa), a 
major regulator of lipid metabolism, via PGC-la deacetylation to en­
hance fatty acid oxidation in skeletal muscle [ 45,48]. Increased PGC-la 
activity and expression increases the expression of ROS-detoxifying 
enzymes, such as S0D2 [ 44]. SIRTl regulates the expression of several 
antioxidant genes in bovine aortic endothelial cells, including S0D2, 
catalase, peroxiredoxins 3 and 5 (Prx3, Prx5), thioredoxin 2 (Trx2), 
thioredoxin reductase 2 (TR2), and uncoupling protein 2 (UCP-2) 
through the formation of a FOX03a/PGC-la complex [49]. The bene­
ficial effects of SIRTl on diabetic renal injuries correlate with the ac­
tivation of the nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) and 
antioxidant response element (ARE) (Nrf2/ ARE) antioxidative 
pathway, which leads to overexpression of antioxidative enzymes such 
as heme oxygenase-1 (H0-1) and superoxide dismutase 1 (S0D1) [50]. 
Additionally, advanced glycation end products (AGEs) are one of the 
main causes of DKD. The activation of the Nrf2-ARE pathway by the 
overexpression of SIRTl ameliorates mitochondrial oxidative stress, 
further relieving the toxicity of high glucose to podocytes in db/db mice 
[51] (Fig. 2A). Epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays a pivotal 
role in the pathogenesis of renal tubulointerstitial fibrosis, which is 
closely related to the pathogenesis for progression of DKD. Previous 
report demonstrated that aldosterone-induced EMT is dependent on
mitochondrial-derived oxidative stress, and SIRTl restores aldosterone­
induced mitochondrial dysfunction and EMT by upregulating PGC-la 
[52]. The 66-kDa Src homology 2 domain-containing protein (p66Shc) 
is phosphorylated at serine 36 (S36) in response to ROS and 
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Fig. 2. SIRTl regulates mitochondrial function related to fatty acid oxidation (FAO), mitochondrial biogenesis, oxidative phosphorylation (OXPHOS), oxidative 
stress, inflammation, epithelial-mesenchymal transition (EMT), apoptosis, autophagy/mitophagy and mitochondrial fusion, through the multiple mechanism. 

translocates to mitochondria, where it produces ROS by oxidizing cy­
tochrome C [53]. SIRTl-mediated deacetylation of p66Shc suppresses 
vascular oxidative stress and endothelial dysfunction in diabetes [54]. 

3.1.2. Role in inflammation 
Previous studies have demonstrated that SIRTl deacetylates the 

Re!A/p65 subunit of NF-Jdl at Lys310 to inhibit its transcription [55]. 
The activation of SIRTl inhibits inflammatory pathway through dea­
cetylation of NF叫3 (p65) in adipocytes and macrophages to improve 
glucose tolerance and insulin sensitivity [56,57]. Our previous research 
also demonstrated that in the proximal tubular cells of WFRs, the ex­
pression of inflammation-related genes such as monocyte chemoat­
tractant protein 1 (MCP-1), intercellular adhesion molecule-I (ICAM-
1), vascular cell adhesion molecule-I(VCAM-1) and the acetylated-NF­
心(p65) increased, while CR can alleviate the expression of in­
flammatory factors by elevating levels of SIRTl, further deacetylating 
NF迎[38]. In the podocytes of db/db mice, the deletion of SIRTl leads 
to the acetylation of NFぷB(p65) and signal transducer and activator of 
transcription 3 (STAT3), which results in increased susceptibility to 
diabetic renal injuries, including inflammation and apoptosis [58] 
(Fig. 2B). 

3.1.3. Role in autophagy 
Impaired autophagy is involved in the development of a variety of 

aging-related diseases [59], especially T2DM and DKD [36]. SIRTl is 
considered to be a positive regulator of autophagy, which can deace­
tylate essential autophagic factors, such as autophagy-related 5 (Atg5), 

Atg7 and microtubule-associated protein light chain 3 (LC3), leading to 
the induction of autophagy [60,61]. We previously reported that 
dietary restriction can ameliorate the impaired autophagy in the kidney 
ofWFRs and can restore SIRTl levels and degrade p62/Sqstml [38]. In 
addition to the deacetylation effect, the inactivation of SIRTl also re­
sults in the phosphorylation of NF迎p65, leading to inflammation, the 
activation of the mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORCl) 
pathway and the inhibition of AMPK in cultured human monocytes. 
These results connect autophagy and inflammation together [38]. 
SIRTl deacetylates mitochondrial fusion-related proteins, results in 
mitochondrial quality control. A research reported that SIRTl deace­
tylases Mfnl and up-regulates Mfnl protein stability, leading to mi­
tochondrial elongation [62]. Additionally, SIRTl deacetylates Mfn2, 
leading sequentially to enhancement of autophagy, maintaining mi­
tochondrial quality and cell survival in hepatocytes [63]. 

3.2. SIRT2 

SIRT2 is widely distributed in various tissues and organs and is 
especially highly expressed in metabolic-related organs such as brain, 
liver, muscle, adipose, kidney, and pancreas [64]. SIRT2 is located 
primarily in the cytoplasm and can also be found in the nucleus when 
cells are in the G2/M transition of the cell cycle and during mitosis 
[65]. SIRT2 functions mainly as an NAD + -dependent histone deacety­
lase [66] and demyristoylase [67]. Itis related to multiple processes, 
including energy metabolism, inflammation, oxidative stress, mi­
tochondrial function, autophagy, and metabolic process including 
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Fig. 3. (A) SIRT2 regulates mitochondrial function related to oxidative stress, inflammation, mitochondrial biogenesis and mitochondrial fission/fusion balance, the 
multiple mechanism. (B) In adipose tissue, SIRT2 dysfunction due to HIFla induces increased acetylated PGC-la, resulting in mitochondrial dysfunction including 
reduction of fatty acid oxidation (FAD), oxidative phosphorylation (OXPHOS) and mitochondrial biogenesis. In cancer cells, inactivation of SIRT2 induces increased 
acety!ated FOXOl in cytosol, which binds to Atg7, resulting in induction of autophagy. 

T2DM and DKD [64] (Fig. 3). Several studies have shown that SIRT2 is 

suppressed when energy is excessive and activated when energy is in­

sufficient, indicating that SIRT2 is closely related to intracellular energy 

utilization. SIRT2 knockout mice exhibit reduced muscle insulin sen­

sitivity, increased liver insulin resistance and increased body weight 

under HFD conditions [68], indicating that SIRT2 protects against in­

sulin resistance under ovemutrition conditions. 

3.2.1. Role in mitochondrial biogenesis and oxidative stress 

SIRT2 is closely related to improving oxidative stress and reducing 

the production of ROS in the development of the pathological me­

chanisms of insulin resistance and T2DM. SIRT2 deacetylates and ac­

tivates FOX03a, then activates the transcription of S0D2, thereby 

further increases intracellular mitochondria-localized S0D2 antioxidant 

protein levels, reduces ROS production and improving oxidative stress 

in HEK 293 T cells [69]. Under oxidative stress, SIRT2 deacetylates and 

activates glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), a key enzyme 

involved in pentose phosphate pathway, which increases the produc­

tion of NADPH to counteract oxidative stress in erythrocytes [70]. In 

the above mentioned effects of SIRT2 against oxidative stress, its reg­

ulation of mitochondrial quality may play a crucial role. In hepatocytes, 

SIRT2 increases Mfn2, decreases Drpl and attenuates the down­

regulation of mitochondrial transcription factor A (TFAM), a key 

mtDNA-associated protein, to increase mitochondrial mass, con­

tributing to the improvement of insulin sensitivity [71]. In adipocytes, 

the hypoxia induced by excess energy causes hypoxia inducible fac­

torla (HIFla) accumulation, which inhibits SIRT2 activity. HIFla-in­

duced reduction of SIRT2 activity decreases PGC-la transcriptional 

activity by increased its acetylation, which results in decrease of the 

expression of mitochondrial genes, thereby hindering the catabolism of 

fatty acids in mitochondria [72]. 

3.2.2. Role in inflammation 

SIRT2 has some similar functions to SIRTl, such as negatively reg­

ulating NF叫3-dependent gene expression by deacetylating p65 Lys 310 

[73], and has been shown to participate in the pathogenesis of multiple 

diseases such as colitis and arthritis by regulating the inflammatory 

pathway [74,75]. Nevertheless, no study has clearly shown whether 

SIRT2 participates in the pathological development of T2DM and DKD 

through the inflammatory pathway. 

3.2.3. Role in autoph喝

SIRT2 is also involved in the autophagy process. Unlike SIRTl in­

teracts with FOXOl in the nucleus, SIRT2 deacetylates acetylated 

FOXOl in the cytoplasm. Reduction of SIRT2 activity inhibits the 

deacetylation of FOXOl, and acetylated FOXOl interact with Atg7 in 

the cytosol and induce autophagy in cancer cells [76]. 

3.3. SIRT3 

SIRT3 is mainly located in mitochondria, acting as a NAD + -de­

pendent deacetylase to regulate mitochondrial protein deacetylation 

[77] and energy homeostasis [78]. Through its deacetylation effects, 

SIRT3 is involved in the development of metabolic diseases including 

T2DM and DKD [79] (Fig. 4). Clinical studies have revealed that SIRT3 

activity is decreased in skeletal muscle and pancreatic islets [80] in 

diabetic patients and that high SIRT3 expression levels are associated 

with longevity [81]. SIRT3 knockout mice show decreased oxygen 

consumption, reduced glucose-stimulated insulin secretion, elevated 

acetylation of mitochondrial proteins and increased oxidative stress 

[80,82,83].

3.3.1. Role in mitochondrial biogenesis and oxidative stress 

SITR3 deacetylates acetyl-CoA synthetase 2 (AceCS2), an important 

rate-limiting enzyme in the citric acid cycle to participate in glycolysis, 

and deacetylates glutamate dehydrogenase (GDH), which is responsible 

for amino acid oxidation in the citric acid cycle [84]. SIRT3 also dea。

cetylates long-chain acyl-CoA dehydrogenase (LCAD), a key enzyme in 

fatty acid oxidation, resulting in the activation of fatty acid metabolism 

[85]. SIRT3 is essential for the maintenance of basal ATP levels and 

mitochondrial electron transport. It deacetylates complex I and com­

plex II, especially the succinate dehydrogenase flavoprotein (SDHA) 

subunit of electron transport chain (ETC), to increase their activity, 

further elevating mitochondrial oxidative phosphorylation [82,86,87]. 

The overexpression of SIRT3 deacetylates ATP synthase and further 

increases ATP levels [82,86,87]. 

SIRT3 has been shown to play a central role against mitochondrial 

oxidative stress through the deacetylation and activation of antioxidant 

enzymes such as isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2) and S0D2 [88-90]. 

Our previous report also demonstrated that the expression of acety­

lated-S0D2 and -IDH2 was significantly increased in mitochondria 

isolated from renal cortex of ZDRs, compared to Zucker lean diabetic 
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rats, which is associated with SIRT3 inactivation in diabetic kidney 

[32]. Additionally, SIRT3 inhibition increases the acetylation of both 

SOD2 and p53 protein to aggravate oxidative stress in an acute kidney 

injury (AKI) rat model [91]. Primary pancreatic islets of SIRT3 

knockout mice and pancreatic j3 cell lines (MIN6) exhibit decreased 

SIRT3 expression and increased SOD2 acetylation, leading to impaired 

glucose-stimulated insulin secretion and glucose-stimulated ATP gen­

eration, associated with oxidative stress [83]. In addition to the direct 

deacetylation of SOD2, SIRT3 upregulates the expression SOD2 and 

catalase by deacetylating FOX03a to increase its transcriptional ac­

tivity [92]. 

SIRT3 is related to mitochondrial fusion and fission processes. 

Previous research demonstrated that SIRT3 deacetylates and actives 

mitochondrial fusion proteins such as OPAl at the lysine 926 and 931 

residues and elevates its GTPase activity to regulate mitochondrial 

dynamics and further protects cardiomyocytes from stress [93]. The 

AMPK activator, 5-aminoimidazole-4- carboxamide-1-j3-D-ribofurano­

side (AICAR) can reduce cisplatin-induced AKI and improve renal 

function via the deacetylase activity of SIRT3. SIRT3 deficiency ex­

acerbates AKI accompanied by the increased expression ofDrpl and the 

decreased expression of OPAl and PGC-la, which leads to a shift in 

mitochondria dynamics toward fission [94]. 

only impaired insulin secretion but also impaired protective effects of 

nicotinamide mononucleotide on inflammatory cytokines, such as TNF­

a and IL-lj3 [83]. Another research showed that AGEs decrease SIRT3 

expression in endothelial progenitor cells (EPCs) and increase IL-8, 

which may be involved in the pathogenesis of diabetes-related vascular 

complications [95]. Additionally, SIRT3 ameliorates lipotoxicity­

mediated ROS and inflammation in renal proximal tubular cells [96]. 

Furthermore, our previous study showed that SIRT3 suppression asso­

ciated activation of transforming growth factor j3 (TGFj3)/Smad sig­

naling and renal fibrosis through induction of abnormal glycolysis by 

modulating the HIFla accumulation and increase PKM2 dimer forma­

tion, leading to abnormal glycolysis and, ultimately, diabetes-asso­

ciated kidney fibrosis [97]. 

3.3.3. Role in autoph喝

The relationship between SIRT3 and autophagy in different tissues 

and organs shows different results. Under HFD condition, SIRT3 over­

expression causes AMPK inhibition and mTORCl activation, resulting 

in autophagy suppression in hepatocytes [98]. However, SIRT3 over­

expression can upregulate p-AMPK and downregulate p-mTOR to pro­

mote autophagy in AKI model mice [99]. 

3.4. SIRT4 

3.3.2. Role in inflammation 

Currently, there are limited reports on SIRT3 and inflammation. In a SIRT4 is considered to be a mitochondrial protein located in the 

rat insulinoma Cell line (INSl cells), SIRT3 knockdown results in not mitochondrial matrix and is widely expressed in multiple organs and 
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tissues of mammals including liver, muscle and kidney [100]. SIRT4 is 
characterized as a NAD九dependent ADP-ribosylase, deacylase and 
acylase, and is involved in the regulation of metabolism and mi­
tochondrial function [101] (Fig. 5). Previous reports showed that SIRT4 
in mitochondria is related to the regulation of insulin secretion from 1.3 
cell and glucose tolerance. Pancreatic 1.3 cells in SIRT4 deficient mice 
exhibits promotion of insulin secretion, which is associated with GDH 
activation [101]. GDH catalyzes the conversion of glutamate to a-keto­
glutamate, an intermediate of the citric acid cycle (TCA) cycle. Through 
the utilization of glutamate and the increasing of mitochondrial ATP 
production, GDH is activated to promote insulin secretion, while SIRT4 
suppresses GDH activity by its ADP-ribosylation, resulting in the 
downregulation of insulin secretion [101]. In SIRT4-depleted INS-IE 
cells, insulin secretion is markedly increased under high glucose con­
ditions. SIRT4 catalyzes the ADP-ribosylation of adenine nucleotide 
translocator2 (ANT2), an ATP/ADP translocase that transports ATP into 
the cytosol and ADP into the mitochondrial matrix, to reduce ATP 
production, then negatively regulates insulin secretion [102]. Ad­
ditionally, SIRT4-deficient mice exhibit the elevated basal and stimu­
lated insulin secretion through leucine-induced GDH activation, leading 
to develop age-related glucose intolerance and insulin resistance [103]. 
The absence of SIRT4 increases and destabilizes methylcrotonyl-CoA 
carboxylase complex (MCCC) acylation, leading to decreased leucine 
oxidation. 

3.4.1. Role in mitochondrial biogenesis 
SIRT4 may exhibit the opposite functions by decreasing mitochon­

drial function including fatty acid oxidation, compared to SIRT3. 
During the fed state, SIRT4 inhibits the activity of malonyl-CoA dec­
arboxylase (MCD) through deacetylation of its enzyme, resulting in an 
increase in malonyl-CoA. Increased malonyl-CoA promotes lipid 
synthesis and suppresses fatty acid oxidation by inhibition of carnitine 
palmitoyltransferase (CPTl), in white adipose tissue and skeletal 

muscle of mice [104]. In contrast, the loss of SIRT4 can activate AMPK 
via ANT2 uncoupling with SIRT4 to decrease ATP levels in insulin­
producing INS-IE cells [105]. Activated AMPK leads to increased PGC­
la expression, resulting in fatty acid oxidation and mitochondrial 
genes. Another study confirmed that SIRT4 knockdown in primary mice 
hepatocytes increases the expression of fatty acid oxidation-related 
genes such as medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD), CPTl 
and PPARa, and mitochondrial genes including PGC-la. SIRT4-medi­
ated these effects were dependent on SIRTl [106]. The mRNA levels of 
hepatic SIRT4 were significantly increased in ob/ob, db/db, and KKAy 
mice, which have obesity, diabetes and hepatic steatosis [106]. In pri­
mary myotubes, SIRT4 knockdown resulted in the increased fatty acid 
oxidation and cellular oxygen consumption [106]. 

3.4.2. Role in inflammation 
To date, a few studies have confirmed that SIRT4 is involved in the 

inflammatory pathway and oxidative stress. In human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs), silencing SIRT4 exacerbates the expression 
of IL-1 j3, IL-6 and IL-8, while increasing the nuclear translocation and 
the transcriptional activity of NF-KB [107]. Further research confirmed 
that SIRT4 overexpression suppresses the Phosphoinositide 3-kinase 
(PI3K)/ Akt/NF-kB pathway and improves oxidized LDL-induced en­
dothelial injury in HUVECs [108]. SIRT4 reverses high glucose-induced 
decreases in mitochondrial membrane potential and decreases ROS 
accumulation and inflammation in mouse cultured podocytes [109]. 
Additionally, a clinical study showed that compared with healthy in­
dividuals, T2DM patients have much lower SIRT4 mRNA levels in 
granulocytes and monocytes [110]. 

3.5. SIRTS 

SIRT5 is another mitochondrial protein member in the sirtuin family 
and is expressed broadly in multiple organs, especially in the brain, 

-391-



J. Xu, et aL BBA - Molecular Basis of Disease 1866 (2020) 165756 

------Urea cycle Glycolysis Glycolysis 

芸ー— Insulin secretion↓ 13 cell survival↓ 

| G|uco|ipotoxicity-inducedB ce|| apoptosis | 

匿園
Liver 

------+ TCA cycle↓ 

--一
一→ 一一

Desue苦二国園匿璽一 I Oxidative stress↓ 

置'’-計□— -|Inflammation↓置璽冒
一

一 TCA cycle↓ 

OXPHOS↑ 

一 Inflammation↑

11111111111----+ I Mitochondrial fusion↑
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heart, kidney and skeletal muscle [111,112]. SIRT5 participates in the 
regulation of metabolism and mitochondrial function through multiple 
mechanisms (Fig. 6). Previous studies showed that SIRT5 is a NAD九
dependent deacetylase activating carbamoyl phosphate synthetase 1 
(CPSl), a critical enzyme for detoxification of excess ammonia, to 
regulate the urea cycle [112,113]. Other posttranslational modifica­
tions of SIRT5 also include malonylation or succinylation on lysine 
residues in the enzymes associated with glycolysis, fatty acid oxidation 
and ketone production such as glyceraldehyde 3-phosphate dehy­
drogenase (GAPDH), PKM2, very long-chain acyl-CoA dehydrogenase 
(VLCAD), trifunctional enzyme subunit alpha (ECHA) and 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA synthase 2 (HMGCS2) [113—119]. These findings 
indicate that SIRT5 may participate in metabolic pathway. Never­
theless, although a global increase in hypersuccinylated proteins and 
elevated serum ammonia under fasting conditions are observed in 
SIRT5 knockout mice, no overt metabolic disorders under either chow 
or HFD conditions are observed [120]. Similarly, despite leading to 
widespread decreases in protein acetylation, the overexpression of 
SIRT5 does not have significant effects on mitochondrial or cellular 
metabolism in mice [121]. In contrast, subsequent research showed 
that SIRT5 overexpression in ob/ob mice resulted in decreased mal­
onylation and succinylation, leading to improved cellular glycolysis, 
suppressed gluconeogenesis, enhanced fatty acid oxidation, and atte­
nuated hepatic steatosis [122]. Role of SIRT5 on insulin secretion and 
pancreatic j3 cell survival is also controversial. A research demonstrated 
that SIRT5 negatively regulates pancreatic and duodenal homeobox 1 
(PDXl), which is a regulator of insulin gene expression and pancreatic j3 
cell survival, through its deacetylase activity, despite SIRT5 having 
weak deacetylase activity [123]. Interestingly, SIRT5 mRNA levels were 
significantly upregulated in plasma of patients with T2DM. However, 
another research showed that SIRT5 protects pancreatic j3 cells against 
glucolipotoxicity-induced apoptosis and decrease in insulin secretion 
[124]. 

3.5.1. Role in mitochondrial biogenesis 
SIRT5 is involved in the regulation of mitochondrial function and 

oxidative stress. SIRT5 desuccinylates and suppresses activities of pyr­
uvate dehydrogenase complex (PDC) and succinate dehydrogenase 
(SDH), resulting in reduction of TCA cycle activity [125]. SIRT5 also 
deacetylates STAT3 and inhibits its mitochondrial translocation, where 
intern decrease in TCA cycle activity [126]. In contrast, a study showed 
that SIRT5 binds to cardiolipin and desuccinylates inner mitochondrial 
membrane proteins including multiple subunits of four ETC complexes 
and ATP synthase, leading to promote respiratory chain function [119]. 
On the role of SIRT5 for the regulation of redox starus, silencing SIRT5 
inhibits IDH2 and G6PD desuccinylation, decreasing NADPH produc­
tion and impairing the process of scavenging ROS, which leads to in­
creasing cellular oxidative stress in murine embryonic fibroblasts (MEF) 
[127]. In mouse primary hepatocytes, the overexpression of SIRT5 in­
creased ATP synthesis and oxygen consumption in a dose-dependent 
manner. SIRT5 is positively regulated by PGC-la in a PPARa- and es­
trogen-related receptor (ERR)a-dependent manner; in contrast, inter­
estingly, SIRT5 is negatively regulated by the AMPK activator met­
formin, which is the most widely used oral medication for T2DM [128]. 

3.5.2. Role in inflammation 
The mechanism of the involvement of SIRTS in inflammation is 

limited. Hypersuccinylation of PKM2 due to SIRTS deficiency inhibits 
its enzymatic by promoting its tetramer-to-dimer transition, leads to 
promote to entry into nucleus, where a complex of PKM2-HIF1a is 
formed at the promoter of IL-lj3 gene in LPS-stimulated macrophages 
[129]. However, considering that the NAD + /NADH ratio is associated 
with inflammation, the decreased levels of NAD + were related to the 
increased expression of SIRT2 and the decreased expression of SIRTS in 
endotoxin-tolerant macrophages [130]. SIRTS deficiency decreased the 
Toll-like receptor (TLR)-induced expression of inflammatory cytokines, 
such as IL-6. Competing with SIRT2, which deacetylates NF碑p65 to 
relieve inflammation, SIRTS enhances the acetylation of p65 in a 
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deacetylase activity-independent manner, which consequently leads to 
the activation of the NF迎pathway and its downstream cytokines, such 
as IL-6, TNF-a and MCP-1 [130]. 

3.5.3. Role in autoph喝
SIRT5 silencing results in the increased succinylation of glutarni­

nase, a key enzyme that transforms glutarnine into glutamate to pro­
duce ammonia in mitochondria. In this process, autophagy and mito­
phagy increased the expression of the autophagy markers LC3 paralogs, 
the mitophagy marker BCL2 Interacting Protein3 (BNIP3) and the mi­
tophagy pathway PINK1-PARK2 in human breast cancer cell lines MDA­
MB-231 and mouse myoblast C2C12 [131]. Moreover, in SIRT5-over­
expressing cells, the level of mitochondrial fusion markers such as Mfn2 
and OPAl increased, which indicates the relationship between SIRT5 
and autophagy via mitochondrial quality control [131]. 

3.6. SIRT6 

SIRT6 is mainly located in the nucleus and functions as a nuclear 
ADP-ribosyltransferase [132] and NAD九dependent deacetylase [20].
SIRT6 has been identified to be involved in a variety of metabolic 
processes [133—138], lifespan [139,140], inflammation [141ー143],
DNA damage repair [144,145] and circadian rhythm [146]. SIRT6 is 
involved in the regulation of metabolism and mitochondrial function 
through multiple mechanisms (Fig. 7). Role of SIRT6 on glucose 
homeostasis which is associated with the pathogenesis for T2DM has 
been showed by several SIRT6 gene altered animals. Whole body 
SIRT6-deficient mice develop multiple metabolic defects, such as lower 
insulin like growth factor-1 (IGF-1) levels and severe hypoglycemia, 
eventually dying at approximately 4 weeks [140]. Liver-specific SIRT6-
deficient mice are characterized by increased glycolysis and triglyceride 

synthesis and reduced j3-oxidation, which ultimately leads to fatty liver 
[133]. Muscle-specific SIRT6-deficient mice show impaired glucose 
tolerance, insulin resistance, attenuated whole body energy ex­
penditure, and weakened exercise performance [147]. Pancreatic j3 cell 
specific SIRT6 knockout mice have lower ATP levels and mitochondrial 
complex levels in islets and glucose intolerance [137]. The myeloid 
specific SIRT6 knockout mice fed-HFD exhibited greater increases in 
body weight, fasting blood glucose and insulin levels, hepatic steatosis, 
glucose intolerance, and insulin resistance, compared to their wild-type 
littermates [148]. These findings indicate that SIRT6 may be a potential 
target involved in the pathogenesis of T2DM. 

3.6.1. Role in glucose metabolism 
Previous studies have confirmed that SIRT6 plays a pivotal role in 

the regulation of glycolysis and glycogen synthesis. SIRT6-deficient 
cells such as muscle cells and ES cells exhibit increased H3K9 acetyla­
tion in the promoters of glycolytic genes such as lactate dehydrogenase 
(LOH), triose phosphate isomerase (TPI), glucose transporter 1 
(GLUTl), aldolase, and phosphofructokinase-1 (PFKl), accompanied by 
increased HIFla transcriptional activity, leading to the upregulation of 
glycolysis and diminished mitochondrial respiration [134]. Ad­
ditionally, tumor suppressor p53 directly activates SIRT6, which dea­
cetylates FOXOl that in turn reduces the interaction of FOXOl and its 
downstream gluconeogenesis gene, such as phosphoenolpyruvate car­
boxykinase (PEPCK) and glucose-6-phosphate (G6P) [149]. Conversely, 
SIRT6 induces PGC-la acetylation by enhancing the activity of general 
control nonrepressed protein 5 (GCNS), which leads to decreases in 
gluconeogenesis genes, such as G6P and PEPCK, and then suppresses 
hepatic gluconeogenesis [135]. 
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3.6.2. Role in mitochondrial biogenesis 
SIRT6 was also shown to be connected to mitochondrial function 

and oxidative stress. Glucose-stimulated insulin secretion and ATP 
production are decreased in SIRT6-deficient MIN6 cells, which is re­
lated to mitochondrial damage [137]. The deletion of SIRT6 in muscle 
decreased the expression of genes involved in glucose and lipid uptake, 
fatty acid oxidation, and mitochondrial OXPHOS because of the lower 
AMPK phosphorylation [147]. SIRT6 overexpression reduces ROS levels 
and relieves oxidative stress in glioma cells [150]. SIRT6-deficient 
human embryonic stem cells(hESCs) exhibit elevated ROS levels, 
leading to oxidative stress. SIRT6 regulates the cellular redox home­
ostasis by co-activating Nrf2 antioxidant pathway. SIRT6 associates 
with Nrf2 and deacetylates H3K56 at the promoter of Nrf2 target genes 
such as H0-1, which is required for the recruitment of RNA polymerase 
II complex and subsequent transcriptional activation of Nrf2 and then 
restoring the oxidative damage caused by SIRT6 deficiency in hESCs 
[151]. Additionally, SIRT6 overexpression in cultured HVECs attenu­
ates the decreased endothelial nitric oxide synthase (eNOS) level in­
duced by hydrogen oxide (H202) [152]. 

3.6.3. Role in inflammation 
SIRT6 has been confirmed to be involved in inflammation. It ne­

gatively regulates NF-Jdl signaling by deacetylating H3K9 at chromatin, 
leading to suppression of inflammation [141]. A clinical study showed 
that compared with nondiabetic individuals, T2DM patients have de­
creased SIRT6 expression in carotid plaque obtained from individuals 
undergoing carotid endarterectomy, which is related to oxidative stress 
and inflammation [153]. SIRT6-deficient macrophages from Sirt6 
knockout mice showed hyperacetylation of H3K9 and increased occu­
pancy of c-JUN in the promoter of inflammatory-related genes, leading 
to the elevation of their gene expression [142]. 

3.6.4. Role in DKD 
SIRT6 was also found to be involved in the pathogenesis of DKD. 

The expression of SIRT6 evaluated by immunohistochemistry staining 
was markedly reduced in renal biopsies from patients with diabetic 
nephropathy, compared to normal subjects, diabetic patients without 
nephropathy and patients with other renal diseases such as IgA ne­
phropathy and membranous nephropathy [154]. The mRNA levels of 
SIRT6 were positively correlated with estimated glomerular filtration 
rate (eGFR) and negatively correlated with proteinuria [154]. As the 
mechanism by which SIRT6 protect against diabetes-induced renal in­
juries, particularly podocyte injury, SIRT6 inhibits Notchl and Notch4 
transcription by deacetylating H3K9 in podocytes, leading to reduction 
of inflammation, apoptosis and induction of autophagy [154]. Ad。

ditionally, other report showed that SIRT6 overexpression attenuates 

high glucose-induced mitochondrial dysfunction in podocytes through 
H3K9 and H3K56 deacetylation and AMPK activation to maintain mi­
tochondrial function and protect from apoptosis [155]. Furthermore, 
the overexpression of SIRT6 in macrophages protected podocytes 
against high-glucose-induced injury such as apoptosis through promo­
tion of the macrophage M2 transformation [156]. 

3.7. SIRT7 

Similar to SIRTl, SIRT7 is located throughout the nucleus and can 
be found in nucleoplasm, especially in the liver. SIRT7 is the least well­
understood member of the sirtuin family [157,158]. An initial study 
confirmed that SIRT7 interacts with RNA polymerase I and positively 
regulates its transcriptional activity to maintain cell viability [157]. 
SIRT7 also functions as an NAO九dependent deacetylase to participate 
in multiple cellular processes, such as DNA repair, cell survival, aging 
and cancer [158--161]. Numerous studies have shown that SIRT7 is 
involved in lipid and energy metabolism, which illuminates its potential 
connection to aging-related diseases such as T2DM, even though these 
studies are contradictory and controversial [158,159,162,163]. One 
research showed that SIRT7 knockout mice have a shorter lifespan, 
heart hypertrophy and inflammatory cardiomyopathy [159]. In con­
trast, another research showed that SIRT7 knockout mice are resistant 
to HFD-induced fatty liver, obesity and glucose intolerance [162]. Ad­
ditionally, SIRT7 knockout mice ameliorates cisplatin-induced AKI and 
inflammation through reduction of nuclear translocation of NF迎(p65)
and suppressing the expression of TNF-a [164]. However, role of SIRT7 
on the pathogenesis for DKD still remains unknown (Fig. 8). 

3.7.1. Role in mitochondrial biogenesis 
SIRT7 plays important roles in the regulation of mitochondrial 

function. SIRT7 deacetylates lysine residues located in the hetero- and 
homodimerization domains of GA-binding protein j31 (GABPj31), a key 
regulator of nuclear-encoded mitochondrial genes, which induces the 
formation of the active GABPa/GABPj3 complex and enhances the ex­
pression of mitochondrial genes. SIRT7-deficient mice show multi­
systemic mitochondrial dysfunction, such as increased blood lactate 
levels, plasma triglycerides and free fatty acids, cardiac dysfunction, 
and age-related hearing loss, while SIRT7 overexpression rescues these 
mitochondrial functional defects [165]. Additionally, SIRT7 arnelio­
rates mitochondrial protein folding stress (PFSm') by suppressing NRFl 
activity and reducing the expression of the mitochondrial translation 
machinery [166]. 
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Table 2 
The direct effects of Sirtuins in T2DM and DKD. 

Sirtuins Enzyme activity Substrates 

s"rr1 Deacetylase 

SIRT2 Deacetylase 

SIRT3 Deacetylase 

PGC-la 

Nrf2-ARE 
NF-KB (p65) 
STAT3 
LC3,Atg5,Atg7 
Mfnl, Mfn2 

FOX03a 
G6PD 
Mfn2,Drpl,TFAM 

NF-KB (p65) 

PGC-la 

S0D2 
IDH2 
FOX03a,catalase 

Effect for 
pathophysiology 
of T2DM and DKD 

Mitochondrial 
biogenesis↑ 
Oxidative stress↓ 
EMT↓ 
Oxidative stress↓ 
Inflammation↓ 
Apoptosis↓ 
Autophagy/ 
mitophagy↑ 
Mitochondrial 
fusion↑ 
Oxidative stress↓ 
Oxidative stress↓ 
Mitochondrial 
fission↓/fusion↑ 
Inflammation↓ 

Mitochondrial 
biogenesis↑ 
Oxidative stress↓ 
Oxidative stress↓ 
Oxidative stress↓ 

OPAl,MFNl Drpl Mitochondrial 

SIRT6 Deacetylase 

PGC-1a 

Nortchl/4 

A細k

NF-心, c-JUN
eNOS 
Nrf2-RNAP II 
complex 
HIFla 
PGC-la,GCNS 

fission↓/fusion↑ 
Mitochondrial 
biogenesis↑ 
Inflammation↓, 
autophagy↑, 
apoptosis↓ 
Mitochondrial 
biogenesis↑, 
apoptosis↓ 
Inflammation↓ 
Oxidative stress↓ 
Oxidative stress↓ 

Glycolysis↓ 
Hepatic glucose 
production↓ 

4. Activators of Sirtuins in T2DM and DKD 

Activators 

CR 
Resveratrol 
BF175 
SRT1720 

AICAR 
Honokiol 

Based on the role of the Sirtuins family mentioned above, especially 

the role of SIRTl, 3 and SIRT6 in the pathogenesis of T2DM and DKD, 

activators of sirtuins have been investigating as potential targets for 

ameliorating T2DM and DKD. Some of them played positive roles in 

improving mitochondrial function, inhibiting oxidative stress and in­

flarnrnation. 

Resveratrol (RSV) is the most well-known compound for stimulating 

sirtuins [167]. In a clinical study, RSV increased insulin sensitivity via 

Akt/protein kinase B (PKB) pathway, then reduced oxidative stress in 

T2DM patients [168]. It can increase the number of mitochondria in the 

muscle of KKAy mice by deacetylation of PGC-la, protecting against 

diet-induced obesity and insulin resistance [169]. It can also reduce the 

oxidative damage and apoptosis of podocytes induced by high-glucose 

stimulation via SIRTl/PGC-1 a-mediated mitochondrial protection 

[170]. In liver of old mice, RSV can reduce the expression of TNF -a, II­

l_[3,which are increasing during aging [171]. In subsequent studies, 

more efficient activators were found. SRT1720 is a small molecule ac­

tivator of SIRTl that are structurally unrelated to, and 1000-fold more 

potent than RSV. It can improve insulin sensitivity, lower plasma glu­

cose, and increase mitochondrial capacity in adipose tissue, skeletal 

muscle and liver of Zucker fa/fa rats [172]. SRT1720 deacetylates PGC­

la to improve mitochondrial biogenesis and NF迎to inhibit in­

flarnrnatory pathway in vivo and in vitro [173]. It activates AMPK in a 

SIRTl-independent manner to increases mitochondrial function in 
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skeletal muscle [174] and attenuates renal fibrosis by inhibiting oxi­

dative stress [175]. BF175 is another new potent, selective agonist of 

SIRTl. It can protect podocytes from high glucose-induced injury by 

improving the mitochondrial function and homeostasis via PGC-la 

activation in a SIRTl-dependent manner [176] (Fig. 2, Table 2). 

As an activator of AMPK, AICAR can reduce cisplatin-induced AKI 

and improve renal function via the deacetylase activity of SIRT3 [94]. 

Honokiol is a natural biphenolic compound with anti-inflammatory, 

anti-oxidative effects [177]. Previous studies demonstrated that as an 

activator of SIRT3, honokiol increases SIRT3 activity to deacetylate 

mitochondrial MnSOD in a dose dependent manner to reduce ROS 

production in cardiomyocytes [177]. Further research showed that 

honokiol increased expression of MFNl and OPAl to maintain the 

mitochondrial fusion dynamics in cardiomyocytes [178] (Fig. 4, 

Table2). 

5. Conclusion 

Existing studies elucidate the role of mitochondrial function in the 

pathogenesis of T2DM and DKD, showing that the regulation of mi­

tochondrial oxidative stress, biogenesis, mitophagy, fusion and fission 

processes and other potential mechanisms is involved. As described 

above, Sirtuins have been confirmed by numerous studies to participate 

in the regulation of mitochondrial quality control through multiple 

mechanisms. In particular, SIRTl, 2, 3 and 6 are closely involved in the 

pathogenesis for T2DM and DKD, we speculate that it may be closely 

related to their deacetylation effects; therefore, they are considered to 

be potential targets to relieve insulin resistance, T2DM and DKD. 

However, there is little direct evidence that SIRT4, 5 and 7 is involved 

in the pathogenesis for T2DM and DKD. Given its effects on metabolism, 

and although there are still some contradictions on the physiological 

role on metabolism and mitochondrial regulation, SIRT4, 5 and 7 is 

hypothesized to play a role in the pathogenesis for T2DM and DKD. 
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１．研究概要（1）
1) 目的（Goal）

高脂肪食を特徴とする食の欧米化を背景として、軽微な肥満であっても糖尿病を発症する患者が本邦
で急増している。「高脂肪食摂取による肥満・インスリン抵抗性増大」の機序解明と対策が喫緊の課題で
ある。食事に含まれる「脂肪」は、炭素鎖 (C)14以上の長鎖脂肪酸 (long-chain fatty acid [LCFA]) で構成
される長鎖脂肪酸トリグリセリド (long-chain fatty acid triglyceride: LCT) である。
　　glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) は、栄養素の刺激によって腸管内分泌K細胞から
分泌され、膵β細胞上のGIP受容体 (GIPR) を介してインスリン分泌を促進する消化管ホルモン (インクレ
チン) である。本研究室のこれまでの検討から、GIPは脂肪組織への直接的な作用とインスリンを介した作
用で高脂肪食摂取下の肥満とインスリン抵抗性を誘導する(1-3)。LCTによってK細胞からのGIP分泌の亢
進を誘導し、GIP分泌亢進の抑制は高LCT食摂取下の肥満やインスリン抵抗性を軽減する(4-5)。GIP分泌
亢進の抑制を目的とした栄養素の探索は高脂肪食肥満やインスリン抵抗性改善に有効と考えられる。一
方で薬理学的なGIP受容体の刺激は、食欲抑制を介して体重減少と耐糖能の改善につながる。よって本
研究では、生理的に分泌されるGIP分泌抑制と薬理学的な過剰GIP分泌の肥満やインスリン抵抗性改善
の効果を検討する。
①中鎖脂肪酸トリグリセリド (medium-chain fatty acid triglyceride: MCT) は、C6-12の中鎖脂肪酸
(medium-chain fatty acid [MCFA])で構成される経口摂取可能な脂肪である。我々は、MCTの単回投与で
GIPが誘導されないこと、MCTの長期摂取時にGIPの過分泌が誘導されない結果、肥満やインスリン抵抗
性が誘導されないことを明らかにした (5)。しかし、GIPを産生するK細胞の詳細な解析は行われず、K細胞
の特性は不明である。そこで我々はMCTの長期摂取時がK細胞に及ぼす影響について検討する。
②非生理的なGIP分泌過剰モデルを貴方の手法(6)を用いて作製し、肥満やインスリン抵抗性への影響を
検討する。
2) 戦略（Approach）
①これまでin vivoでのK細胞は、肉眼で腸管上皮細胞と識別不可能であるため、K細胞の正確な評価と解
析が困難であった。そこで我々は、GIP遺伝子に緑色蛍光タンパクでGFPを組み込んだK細胞可視化マウ
スを以前に作成し(7)、本研究に用いることで詳細なK細胞解析を可能とした。
②pLIVE(Liver In Vivo Expression) VectorにGIP迫伝子を導入したGIP高発現プラスミド(pLIVE-GIPVector)
を作製し、野生型マウスに投与してGIP過剰発現マウスを作製する。
3) 方法
通常食 (10%ラードオイル)、MCT食 (45%MCTオイル)、LCT食 (45%ラードオイル)を用いてK細胞を蛍光緑色
タンパクで可視化した6週齢GIP-GFP knock-inヘテロマウスに長期負荷を行う。また野生型マウスとGIP過
剰発現マウスに対して2か月間観察する。
・体重推移＋食事摂取量の評価
・経口ブドウ糖負荷試験(OGTT), 経口コーンオイル負荷試験(OCTT)負荷時のGIP血中濃度
１．研究概要（2）
4) 結果（Results）
①負荷12週間後の体重は、高LCT食マウスで最も体重が増加し、通常（CD）食マウスに比較して40.9%の
増加だった。高MCT食マウスはCDマウスと比較して24.5%の有意な体重増加を認めたが、高LCT食マウス
に比較して有意に減少した。OGTT中の血糖値は3群間で有意な差を認めなかった。GIP血中濃度は、高
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MCT食マウスはCD食マウスに比較して有意に高値を示したが、高LCT食マウスと有意な差を認めなかっ
た。OCTT中のGIP血中濃度は、高LCT食マウス、通常食マウスに比較してMCT食マウスで最も高かった。
OGTTおよびOCTT中のインスリンは、高LCT食マウスで高かった。以上から、高MCT食の摂取は、高LCT
食の摂取に比較して体重増加は少ないが、糖や脂肪の摂取時のGIP分泌が、CD食マウスと比較してそれ
ぞれ同等、有意に高くなることが示された。小腸上皮から単離されたK細胞における高ＭＣＴ食マウスの
GIP遺伝子発現量はＣＤ食マウスに比較して低かった。またGIPの転写因子Pdx1の遺伝子発現量はCD食
マウスと高MCTマウスの間で同等であった。脂肪摂取後のGIP分泌に必須である脂肪酸受容体GPR40と
GPR120の発現量は両マウスのK細胞間で有意な差を認めなかった。
②GIP過剰分泌マウスでは、血中GIP濃度がコ ントロ ールマウスに比較して約2 0倍高かった。 また GIP
分泌過剰は2か月間持続した。本マウスを通常食摂取下に体重推移を評価したところ、 コントロールマウ
スと比較して有意な差を認めなかったが、 投与1か月間の摂餌量の低下を認めた。

5) 考察（Discussion）
①GIP分泌を誘導しないMCTの長期摂取下では、グルコースに対するGIP分泌は維持されており、また脂
肪に対するGIP分泌亢進を認めた。高MCT食マウスのK細胞でGIP遺伝子発現の低下を認めたため、GIP
発現に関わる転写因子Pdx１(8)の発現を評価したが低下を認めなかった。以上から、Pdx1以外の転写因
子が関与している可能性がある。脂肪摂取後のGIP分泌の亢進を認めたため、 K細胞における脂肪酸感
知に必須である脂肪酸受容体GPR40とGPR120 (9)の発現量を評価したが、両マウスのK細胞間で有意な
差を認めなかった。今後はK細胞内の脂肪酸輸送担体の発現を評価する予定である。②GIP分泌過剰マ
ウスの作製に成功した。今後は長期高脂肪食負荷試験を行って、体重推移とインスリン感受性を評価す
る。
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Abstract

in vivo

Cck

Cck
Gpr120 Gpr40 Gpr43

receptor Gpr119

Sglt1 Glut2 Glut5

Pept1 Gpr93
Casr

Introduction

Gut hormones are released from enteroendocrine cells in 
response to nutrients, and play an important role in food 
intake, nutrient absorption, energy accumulation and 
glucose homeostasis. For example, ghrelin secreted from 
X/A-like cells expressed in the stomach increases food 
intake and body weight (Nakazato et  al. 2001); peptide 
YY (PYY) and the incretin glucagon-like peptide-1 (GLP-1) 
released from enteroendocrine L cells inhibit food intake 
and reduce body weight (Davis et  al. 1998, Batterham 

et al. 2002). In addition, glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide/gastric inhibitory polypeptide (GIP) is an 
incretin secreted from enteroendocrine K cells, and plays 
an important role in obesity and insulin resistance under 
high-fat diet (HFD)-fed condition (Harada et  al. 2008, 
Nasteska et al. 2014, Joo et al. 2017, Shimazu-Kuwahara 
et al. 2017).

Cholecystokinin (CCK) is a gut hormone secreted 
from enteroendocrine I cells in small intestine and colon 

Journal of Molecular 
Endocrinology  
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(Fakhry et al. 2017), and activates the nucleus of the solitary 
tract through the vagus nerve system to suppress appetite 
and food intake (Whited et  al. 2006). CCK-producing 
cells are expressed in the CNS, and directly inhibit food 
intake (D’Agostino et al. 2016). The OLETF rat, which has 
a deletion in the CCK1 receptor gene, shows hyperphagia 
and obesity (Otsuki et  al. 1995, Tachibana et  al. 1996). 
On the other hand, CCK induces secretion of bile and 
pancreatic lipase, which are involved in fat digestion and 
absorption (Rehfeld 2004). HFD-fed Cck-knockout mice 
demonstrate that inhibition of CCK signaling alleviates 
body weight gain and insulin resistance under HFD-fed 
condition (Lo et  al. 2011). We previously reported that 
CCK has an important role in oil-induced secretion of 
GIP, which is involved in body weight gain and insulin 
resistance (Sankoda et al. 2017). This finding shows that 
CCK is involved in obesity and insulin resistance under 
HFD-fed condition. Thus, regulation of CCK signaling or 
CCK secretion is a potential therapeutic target for obesity 
and insulin resistance.

CCK is secreted from I cells by nutrient ingestion; 
fat and protein strongly stimulate CCK secretion in 
comparison with glucose (Green et al. 1989, Pilichiewicz 
et al. 2007, Hutchison et al. 2015). Some nutrient-sensing 
molecules have been identified. Glucose transporters such 
as sodium-glucose cotransporter 1 (SGLT1) and glucose 
transporter 2 (GLUT2) are associated with GLP-1 and GIP 
secretion after glucose loading (Gorboulev et  al. 2012, 
Mace et  al. 2012). Furthermore, free fatty acid receptors 
(FFARs) and fatty acid transporters (FATPs) play an 
important role in free fatty acid sensing in gut hormone-
producing cells (Poreba et al. 2012, Lu et al. 2018). Some 
amino acid transporters and receptors are involved in 
GLP-1 secretion (Diakogiannaki et al. 2013). In contrast, 
it remains unclear whether these molecules are expressed 
in I cells, primarily due to the difficulty in isolating them 
from intestinal epithelial cells. In this study, we generated 
CCK reporter male mice in which the red fluorescence 
protein (RFP) variant tdTomato (Tomato) as well as 
CCK is produced by activation of the native murine Cck 
promoter, and evaluated gene expression of the molecules 
associated with nutrient sensing in I cells expressed in the 
gastrointestinal (GI) tract.

Materials and methods

Animals

CCK-internal ribosome entry site (IRES)-Cre knock-in 
(CCK-Cre) mice and Ai14 mice were previously generated 

(JAX stock #012706, #007908) (Jackson Laboratory) 
(Madisen et  al. 2010, Taniguchi et  al. 2011). CCK-Cre 
and Ai14 heterozygous (CCK-Tomato) mice, which 
enabled visualization of I cells by Tomato fluorescence, 
were generated by crossbreeding CCK-Cre homozygous 
mice and Ai14 homozygous mice. Ai14 heterozygous 
mice were used as control. Male mice at  8–13 weeks 
of age were used in flow cytometer analysis and 
immunohistochemical analysis. We performed two 
cohorts to evaluate the phenotype of CCK-Tomato mice. 
In one cohort, 8-week-old male mice were weighed 
weekly for 20 weeks. Non-fasting blood samples were 
collected from the portal vein of mice at 10 weeks of  
age, and plasma CCK concentrations were measured  
by CCK fluorescent enzyme immunoassay (EIA) kit  
(FEK-069-04) (Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame,  
CA, US). In the other cohort, male mice at 19 weeks of 
age were used. Oral glucose tolerance tests (OGTTs) and 
oral corn oil tolerance tests (OCTTs) were performed 
after a 16-h fasting period. Mice were administrated 
glucose of 6 g/kg body weight for OGTTs and corn oil 
of 10 mL/kg body weight for OCTTs. Blood glucose 
levels were measured at 0, 15 (for OGTTs), 30, 60, and 
120 min after oral glucose or oil administration by the 
glucose oxidase method (Sanwa Kagaku Kenkyusho, 
Nagoya, Japan). 60 μL blood samples were collected 
from peripheral blood vessels at 15 or 30 min after 
oral glucose or oil administration, and plasma insulin 
(Shibayagi, Shibukawa, Japan) and CCK levels (Phoenix 
Pharmaceuticals Inc.) were measured by EIA kit, 
respectively. Energy expenditure and locomotor activity 
were measured by ARCO 2000 (ARCO System, Chiba, 
Japan) every 5 min over 24 h with free access to water 
and diet (Kanemaru   et  al. 2020). Animal care and 
procedures were approved by Kyoto University Animal 
Care Committee (MedKyo15298).

Immunohistochemistry

Stomach, upper small intestine (upper SI), lower small 
intestine (lower SI), and colon were collected from 
CCK-Tomato mice and fixed by 4% paraformaldehyde. 
The protocol of immunohistochemistry was previously 
described (Ikeguchi et  al. 2018). Anti-CCK antibody 
(CCK8-MO-167-2, 1:1000) (Frontier Institute Co., Ltd., 
Hokkaido, Japan), anti-RFP antibody (600-401-379, 
1:1000) (Rockland Immunochemicals Inc., Limerick, PA, 
US), and secondary antibodies (Abcam) were used. Images 
were taken using a fluorescence microscope FS×100 
(Olympus Corporation).
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Isolation of Tomato-positive and -negative cells by 

The protocol to isolate fluorescence protein-producing 
cells from murine intestinal epithelium was described 
previously (Suzuki et al. 2013). The small intestine was 
divided in half, and the oral and rectal portions were 
defined as upper SI and lower SI, respectively. The 
collected intestinal epithelial cells were filtered through 
a 40 μm cell strainer (Becton, Dickinson and Company, 
Franklin Lakes, NJ, US), and phosphate buffered 
salts (PBS) containing 4’DAPI (Dojindo Molecular 
Technologies, Inc., Kumamoto, Japan) was added. After 
excluding DAPI-positive cells as dead cells or doublets, 
Tomato-positive cells and -negative cells were collected 
using FACSAria III cell sorter (Becton, Dickinson and 
Company). The number of Tomato-positive cells was also 
calculated as Tomato-positive cells/intestinal epithelial 
cells (%).

Quantitative reverse-transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR)

Total RNAs of sorted Tomato-positive and -negative 
cells were extracted with a PicoPure RNA Isolation Kit 
(Applied Biosystems). For cDNA synthesis of sorted 2000 
Tomato-positive and -negative cells, RNA was reverse-
transcribed using SuperScript II Reverse Transcriptase and 
Oligo(dT)12–18 (Invitrogen). SYBR Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystems) was prepared for the PCR run. The 
mRNA expression levels were measured by quantitative 
real-time PCR using the ABI PRISM 7000 Sequence 
Detection System (Applied Biosystems). Ppia was used 
as the internal control. Each data point was analyzed by 
the comparative threshold cycle method (ΔΔCt method). 
Primer pairs designed for evaluation of gene expression 
are as follows: Glut2, 5’-AATGGTCGCCTCATTCTTTG-3’ 
and 5’-ATCAAGAGGGCTCCAGTCAA-3’; Glut5, 5’-TCAT  
CTCTGTGTGGAAGTTG-3’ and 5’-AGATCTGATCGGCG 
TAGTAG-3’; Sglt1, 5’-GTGCTGGGCTGGATATTTGT-3’ and  
5’-AGGCCCAAGGCTAGATTGAT-3’; Pept1, 5’-ATCATTG 
TGCTCATCGTGGC-3’ and 5’-GTGCTTCAATCTCTGCT 
GGG-3’; Gpr93, 5’-GGTGCTGATGATAATGGTGCT-3’ and  
5’-GTAGCCAAAGGCCTGGTATTC-3’; Casr, 5’-GCATCA 
GGTATAACTTCCGTGG-3’ and 5’-TTGGAGACGGTGTT 
ACAGGTG-3’; Gpr41, 5’-TTCTTGCAGCCACACTGCTC-3’ 
and 5’-GCCCACCACATGGGACATAT-3’; Gpr43, 5’-ACAG 
TGGAGGGGACCAAGAT-3’ and 5’-GGGGACTCTCTAC 
TCGGTGA-3’; Gpr40, 5’-TTTGCGCTGGGCTTTCC-3’ and  
5’-GCTGGGAGTGAGTCGCAGTT-3’; Gpr119, 5’-AGAAAG 

CGCCTATCACATCG-3’ and 5’-CAACCTGCCTTTACCAG 
TTG-3’; Cd36, 5’-CGCTTTCTGCGTATCGTCTG-3’ and  
5’-GATGCACGGGATCGTGTCT-3’; Fatp1, 5’-TCTGTTCT 
GATTCGTGTTCGG-3’ and 5’-AAGATGCACGGGATCGT 
GTC-3’; Fatp2, 5’-TCCTCCAAGATGTGCGGTACT-3’ and  
5’-TAGGTGAGCGTCTCGTCTCG-3’; Fatp3, 5’-ATGACA 
GGGGAGCCTATTCG-3’ and 5’-ATCCTTCAGCAGCTTG 
TCCT-3’; Fatp4, 5’-ACTGTTCTCCAAGCTAGTGCT-3’ and  
5’-GATGAAGACCCGGATGAAACG-3’; Fatp5, 5’-CTACGC 
TGGCTGCATATAGATG-3’ and 5’-CCACAAAGGTCTCT 
GGAGGAT-3’, Secretin, 5’-AGCCCTTAGAGGACCAGC 
TC-3’ and 5’-TGAACGATCAACAGCAGACC-3’, Glp-1,  
5’-TGAAGACAAACGCCACTCAC-3’ and 5’-TCATGACG 
TTTGGCAATGTT-3’. Others were previously designed 
(Iwasaki et al. 2015, Sankoda et al. 2017).

Statistical analysis

Results are shown as dot plot or mean ± S.E.M. One or two 
data points of some results that exceeded mean ± 2 S.D 
were excluded. Statistical significance was determined by 
Student’s t-test or one way ANOVA with Tukey or Games-
Howell test. P values < 0.05 were considered statistically 
significant.

Results

Phenotype of CCK-Tomato mice

IRES and Cre recombinase were inserted downstream 
of the murine CCK locus in CCK-Cre mice (Taniguchi 
et al. 2011). With this construction, the promoter and 
coding region of both Cck genes were intact in CCK-
Tomato mice. Body weight of the CCK-Tomato mice was 
similar to that of control mice during 9–29 weeks of age 
(Fig. 1A). There was no significant difference in non-
fasting CCK levels between control and CCK-Tomato 
mice (Control mice 194.9 ± 102.1 mg/dLvs CCK-Tomato 
mice 328.1 ± 248.1 mg/dL; P = 0.10). There was no 
significant difference in food intake, energy expenditure 
and locomotor activity between CCK-Tomato mice 
and control mice (Fig. 1B and C). During OGTTs and 
OCTTs, blood glucose levels were not different between 
the two types of mice (Fig. 1D and E). Plasma insulin 
and CCK levels after glucose or corn oil administration 
were not different between the two groups. These results 
indicated that the CCK-IRES-Cre allele does not affect 
body weight gain, food intake, energy expenditure, 
locomotor activity, and glucose tolerance under 11% 
fat-containing diet-fed condition.
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Number of I cells in CCK-Tomato mice

Under fluorescence microscopy, Tomato-positive cells 
were detected in upper SI, lower SI, and colon of CCK-
Tomato mice, but not in stomach (data not shown). 
Immunohistochemical analysis showed that Tomato-
expressing cells were identical to CCK-expressing cells 
in upper SI, lower SI, and colon of CCK-Tomato mice 
(Fig. 2A).

We then evaluated the number of Tomato-expressing 
cells in small intestine and colon by histological analysis. 
The length of villus and the number of Tomato-expressing 
cells in small intestine were greater than those in colon 
(Fig. 2B and C). The ratio of Tomato-expressing cell 
number/length of villus was significantly higher in 
upper SI and lower SI than that in colon (Fig. 2D). In 
addition, the number of Tomato-positive cells was 
calculated by flow cytometry system (Fig. 2E). Tomato-
positive cells/epithelial cells in upper SI, lower SI, and 
colon was 0.95 ± 0.30, 0.54 ± 0.14, and 0.06 ± 0.01%, 
respectively. Tomato-positive cell number was greater in 
upper SI and lower SI than that in colon, but the number 
significantly differed only between lower SI and colon. 
After purification of each 2000 Tomato-positive and 
-negative cells, gene expression of Cck mRNA in the cells
was evaluated (Fig. 2F). In upper SI, lower SI and colon,
Cck mRNA expression was detected in Tomato-positive
cells but not in Tomato-negative cells. In upper SI and
lower SI, expression levels of Cck mRNA were higher in
Tomato-positive cells than those in Tomato-negative cells.
On the other hand, there was no significant difference in
Cck mRNA expression levels between Tomato-positive
and -negative cells in colon. Cck mRNA expression levels
in Tomato-positive cells of upper SI and lower SI were
significantly higher than those of colon.

Gene expression of molecules involved in fatty acid 
sensing in I cells

We then evaluated gene expression of G protein-coupled 
receptors (GPRs) and transporters for free fatty acid. 
In upper SI and lower SI, expression levels of the long-
chain fatty acid (LCFA) receptors Ffar4 (Gpr120) (Fig. 3A) 
and Ffar1 (Gpr40) (Fig. 3B) and the oleoylethanolamide 
(OEA) receptor Gpr119 (Fig. 3C) mRNA were significantly 
higher in Tomato-positive cells than those in Tomato-
negative cells. The expression levels did not differ 
between Tomato-positive and -negative cells in colon. In 
upper and lower SI, expression levels of the short-chain  

fatty acid (SCFA) receptor Ffar2 (Gpr43) mRNA (Fig. 
3D) were high in Tomato-positive cells compared to 
those in Tomato-negative cells, but expression levels 
of Ffar3 (Gpr41) mRNA (Fig. 3E) did not differ between 
Tomato-positive and -negative cells. Bile acid receptor 
transmembrane GPR 5 (Tgr5) mRNA was highly expressed 
in Tomato-positive cells compared to that in Tomato-
negative cells in lower SI (Fig. 3F). Gene expression of 
the fatty acid transport protein (FATP) 1–5 and cluster 
of differentiation 36 (CD36) was also evaluated. Fatp4 
and Cd36 mRNA expressions were detected in Tomato-
positive cells, but the expression levels did not differ 
between Tomato-positive cells and -negative cells (data 
not shown). Fatp1, Fatp2, Fatp3, and Fatp5 expressions 
were not detected in Tomato-positive or -negative cells 
(data not shown).

Gene expression of molecules involved in glucose, 
fructose, and amino acid sensing in I cells

In upper SI, expression levels of glucose transporters Sglt1 
(Fig. 4A) and Glut2 (Fig. 4B) and fructose transporter Glut5 
(Fig. 4C) mRNA tended to be higher in Tomato-positive 
cells than those in Tomato-negative cells, but there was 
not a significant difference between the two groups. 
Expression levels of Sglt1, Glut2, and Glut5 mRNA tended 
to be higher in upper SI than those in lower SI. In colon, 
these expressions were not detected in Tomato-positive 
cells.

Gene expression levels of peptide transporter 1 
(Pept1) (Fig. 4D) and Gpr93 (Fig. 4E), which are protein 
metabolite-sensing molecules, did not differ between 
Tomato-positive and -negative cells in upper and lower 
SI. In colon, Gpr93 mRNA was not detected in Tomato-
positive or -negative cells, whereas Pept1 mRNA was 
highly expressed in Tomato-negative cells compared 
to that in Tomato-positive cells. mRNA of the calcium-
sensing receptor (Casr), which is reported to be involved 
in amino acid-induced gut hormone secretion (Mace et al. 
2012), was highly expressed in Tomato-positive cells of 
upper SI (Fig. 4F). On the other hand, Casr mRNA was not 
detected in Tomato-negative cells.

Gene expression of gut hormones in I cells

Some gut hormones are reported to be co-expressed in 
enteroendocrine cells (Egerod et al 2012, Habib et al 2012). 
In addition, nutrient-sensing molecules are reported 
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to be expressed in glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide/gastric inhibitory polypeptide (GIP)-
producing K cells and glucagon-like peptide-1 (GLP-1)-
producing L cells and to be involved in nutrient-induced 
GIP and GLP-1 secretion (Reimann et  al. 2012, Iwasaki 
et al. 2015). We therefore evaluated mRNA expression of 
other gut hormones in Tomato-positive cells and -negative 
cells. Secretin and Gip were found to be highly expressed 
in Tomato-positive cells of upper SI and lower SI (Fig. 5A 
and B). On the other hand, Glp-1 was expressed in I cells 
of upper SI and colon (Fig. 5C). These three gut hormones 
were not expressed in Tomato-negative cells of SI and 
colon. These results indicate that some gut hormone-
producing cells overlap with I cells.

Discussion

In previous studies, characterization of I cells was done 
using purified cells from the intestine of transgenic (CCK-
GFP Tg) mice expressing green fluorescence protein (GFP) 
under control of a Cck promoter derived from a BAC clone 
(Liou et al. 2011a). Although expression of some molecules 
associated with nutrient sensing in I cells has been reported, 
these analyses focused on I cells expressed in small intestine. 
We have established CCK-Tomato mice in which Tomato 
is expressed under endogenous and native Cck promoter; 
the present study is the first to report I cell number and the 
expression of CCK and various molecules associated with 
nutrient sensing in I cells of each part of the GI tract.

Ppia  
(A: Gpr120 Gpr40 Gpr119 Gpr43 Gpr41 Tgr5 n #P ##P P P 
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I cells in the GI tract have previously been evaluated 
by immunohistochemistry with anti-CCK antibodies. I 
cells are distributed throughout the small intestine and 
large intestine, but the number of I cells in the small 
intestine is greater (Fakhry et  al. 2017). Our findings 
regarding I cell number in the GI tract of CCK-Tomato 
mice by immunohistochemistry with anti-RFP antibodies 
are consistent with previous studies. However, CCK-
Tomato mice enabled evaluation of not only I cell number 
in the GI tract, but also Cck gene expression in isolated 
I cells. Using the flow cytometry system, I cells among 
epithelial cells of upper SI, lower SI, and colon were 
found to occur at the rate of 0.95 ± 0.30, 0.54 ± 0.14, 
and 0.06 ± 0.01%, respectively. A majority of the I cells 
were detected in upper SI, and their frequency decreased 

toward the distal part of the GI tract. The expression levels 
of Cck mRNA in isolated I cells from upper SI were highest 
in the GI tract, and decreased toward the distal part of 
the GI tract. These results indicate that I cells in upper SI 
are the main contributor to CCK secretion in response to 
various nutrients.

Fat ingestion strongly stimulates CCK secretion 
(Green et  al. 1989). GPR40, GPR120, and GPR119 are 
receptors activated by the nutrients LCFAs and OEA. 
These receptors are reported to be expressed in incretin-
producing cells and to be involved in incretin secretion 
(Iwasaki et al. 2015, Sankoda et al. 2019). Bile, which is 
composed of bile acids, is important for fat digestion and 
absorption, and is reported to induce CCK secretion in 
the fasting state (Meyer-Gerspach et  al. 2013). TGR5, a 

Sglt1 Glut2 Glut5 Pept1 Gpr93 Casr n #P ##P 
P P 
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bile acid receptor, is expressed in L cells and is involved 
in GLP-1 secretion (Brighton et al. 2015). Previous studies 
using the mouse intestinal cell line STC-1 and GPR40- or 
GPR120-knockout mice showed that GPR40 and GPR120 
are involved in CCK secretion in response to LCFAs and 
fat (Tanaka et al. 2008, Sankoda et al. 2017). On the other 
hand, it remains unclear whether GPR119 and TGR5 are 
involved in CCK secretion, although these receptors are 
expressed in I cells of the small intestine of CCK-GFP Tg 
mice (Sykaras et  al. 2012). In our study, Gpr40, Gpr120, 
and Gpr119 were found to be expressed mainly in Tomato-
positive cells of upper and lower SI and were not detected 
in the cells of colon. Tgr5 was highly expressed in Tomato-
positive cells of lower SI. These results indicate that these 
receptors may well be involved in CCK secretion upon fat 
ingestion. Indeed, some LCFA transporters are expressed 
in various tissues including intestine. We evaluated gene 
expression of Fatp1–5 and Cd36 mRNA in Tomato-positive 
cells and -negative cells, and found that Fatp4 and Cd36 
are expressed in Tomato-positive cells as well as -negative 
cells. Our data are consistent with the previous report 
showing that FATP4 and CD36 are involved in GLP-1 and 
CCK secretion, respectively (Poreba et al. 2012, Sundaresan 
et al. 2013), and go further to suggest their role in CCK 
secretion upon fat ingestion.

Glucose and fructose are known to induce CCK 
secretion (Kuhre et  al. 2014); the glucose transporters 
SGLT1 and GLUT2 and fructose transporter GLUT5 are 
expressed in enteroendocrine cells and are involved in 
glucose and fructose-induced gut hormone secretion, 

respectively (Reimann et  al. 2008, Parker et  al. 2009, 
Gorboulev et  al. 2012, Mace et  al. 2012). The previous 
study using small intestine of CCK-GFP Tg mice revealed 
that SGLT1 is expressed in I cells as well as other intestinal 
epithelial cells (Kaelberer et al. 2018), but the expression 
of GLUT2 and GLUT5 in I cells was not examined. In the 
present study, Sglt1, Glut2, and Glut5 were found to be 
expressed in both Tomato-positive cells and -negative 
cells in upper SI, lower SI, and colon, and the expression 
levels tended to be higher in upper SI than those in lower 
SI and colon. These results revealed that the expression 
patterns in Tomato-positive and -negative cells in SI and 
colon are similar among the three transporters.

Peptide transporter PEPT1, peptone receptor 
GPR93, and amino acid-sensing receptor CASR have 
been identified as protein metabolite-sensing molecules 
associated with gut hormone secretion (Feng et al. 2010, 
Mace et al. 2012, Diakogiannaki et al. 2013). In vitro and 
in vivo studies have shown that GPR93 and CASR are 
involved in amino acid-induced CCK secretion from I 
cells (Choi et al. 2007, Liou et al. 2011b); PEPT1, GPR93, 
and CASR have been reported to be expressed in I cells of 
small intestine of CCK-GFP Tg mice (Liou et al. 2011b). 
In the present study, these molecules were found to 
be expressed in Tomato-positive cells of upper and 
lower SI; Pept1 and Gpr93 were found to be expressed 
in both Tomato-positive and -negative cells. On the 
other hand, Casr was expressed in Tomato-positive cells 
but not in Tomato-negative cells, indicating that Casr 
is specifically expressed in I cells. In colon, expression 
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levels of Pept1 mRNA were significantly higher in 
Tomato-negative cells than those in Tomato-positive 
cells. As PEPT1 is reported to play an important role 
in the regulation of water absorption into intestinal 
epithelium (Wuensch et al. 2013), the molecule might be 
highly expressed in intestinal epithelial cells detected as  
Tomato-negative cells.

CCK plays a key physiological role in fat absorption 
and regulation of energy intake. Thus, regulation of 
nutrient-sensing molecule-mediated CCK secretion 
might represent possible novel therapeutic approaches 
to obesity and type 2 diabetes. Analysis using CCK-
Tomato mice revealed that I cells are broadly distributed 
throughout the GI tract, and that the various molecules 
involved in nutrient sensing are abundantly expressed 
in I cells.
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