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研究成果の概要（和文）：肥満に伴い増加した遊離脂肪酸は、免疫細胞の浸潤を促し内臓脂肪組織(VAT)炎症を
惹起・増悪することによって２型糖尿病の発症に深く関与する。本研究では遊離脂肪酸が引き金となりロイコト
リエンB4が産生され、好中球がVATへと浸潤しすることがわかった。また、好中球は脂肪細胞との相互作用によ
りNF-kappa B経路を介して炎症性サイトカインIL-1 beta前駆体をマクロファージよりも高発現することを見出
した。好中球は成熟IL-1 beta を産生し、マクロファージの遊走因子であるS100A8を誘導することによってマク
ロファージのVAT浸潤を促進し、早期VAT炎症に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Obesity-associated adipose tissue inflammation contributes to the 
development of type 2 diabetes. In obese adipose tissue, free fatty acids (FFAs) are released from 
hypertrophied adipocytes and considered as trigger for adipose tissue inflammation by recruiting 
immune cells including macrophages. In this study, we found that FFAs induce the infiltration of 
neutrophils into adipose tissue via LTB4 production from adipose tissue. Infiltrated neutrophils 
interacted with adipocytes and increased pro-IL-1 beta expression through NF-kappa B pathway 
activation. IL-1 beta was produced from neutrophils and induced S100A8 production from adipocytes, 
which promoted macrophage infiltration into adipose tissue and exacerbated the inflammation. We have
 provided novel insights related to adipose tissue neutrophils and IL-1 beta, and dissected their 
roles in the initiation of adipose tissue inflammation. 

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　研究代表者は、遊離脂肪酸の増加が1つのトリガーとなり、好中球がVATに浸潤し、脂肪細胞と相互作用するこ
とによりVAT炎症やマクロファージの浸潤に関与する一連のVAT炎症の誘導機序を見出した。本研究により、好中
球はマクロファージよりも早期のVAT炎症に大きく寄与していることから、好中球は2型糖尿病の予防薬や機能性
食品のターゲットの１つになりうることが示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肥満に伴う内臓脂肪組織（Visceral Adipose Tissue:VAT）の慢性炎症が、インスリン抵抗
性を誘導し糖尿病に病態を誘発することが明らかになっている。肥満に伴い脂肪細胞に蓄積し
た中性脂肪は、必要に応じて脂肪酸とグリセロールに分解され、遊離した脂肪酸は心臓や骨格
筋等の重要なエネルギー源となる。しかし肥満状態においては、脂肪細胞の脂肪分解の亢進や
遊離脂肪酸のクリアランスの低下によって、血中の脂肪酸濃度が増加し、小胞体ストレスや自
然免疫センサーを介した VAT 炎症が誘導される。 
これまで、その VAT の慢性炎症を誘導する免疫細胞として、マクロファージが最も精力的に
解析されてきた。マクロファージは、Toll-like receptor 4 や NLRP3 インフラマソームによ
ってパルミチン酸等の飽和脂肪酸を認識して活性化し、TNF-や IL-1等の炎症性サイトカイ
ン産生を誘導してインスリンシグナルの障害に関与することが知られている。しかし、VAT に
はマクロファージ以外にも様々な免疫細胞が存在し、その中でも好中球は高脂肪食摂餌後、最
も早期に VAT に浸潤し、マクロファージを動員して炎症反応およびインスリン抵抗性を誘導す
ることが明らかになっている（Nat.Med.18:1407,2012, Cell Metab.17:534,2013）。従って、
好中球は VAT 炎症の誘導早期に重要な免疫細胞の１つと考えられている。しかし、VAT 好中球
の性状や動態については不明な点が多く、遊離脂肪酸と好中球の関係については殆どわかって
いない。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、定常状態において VAT の好中球がマクロファージよりも IL-1を高発現し、
その発現増加には脂肪細胞とのクロストークが重要であることを見出した。すなわち、このよ
うな VAT 好中球の性状が、肥満状態において好中球が早期に活性化する要因の 1つと考えられ
た。また、遊離脂肪酸が引き金となり、マクロファージよりも先行して、多数の好中球が VAT
に浸潤し、IL-1を産生して VAT 炎症やインスリンシグナル障害に関与することも見出した。 
そこで本研究では、遊離脂肪酸増加に伴う好中球による VAT 炎症の惹起・増悪機序を解明す
るため、次の点を明らかにする。 
(1)遊離脂肪酸の増加による好中球の VAT 浸潤に関与する遊走因子の同定 
(2)脂肪細胞との相互作用による好中球の活性化機序の解明 
(3)IL-1産生の誘導機構 
(4)好中球によるマクロファージの VAT 浸潤促進機序の解析 

 
３．研究の方法 
(1)遊離脂肪酸の増加による好中球の VAT 浸潤に関与する遊走因子の同定 
研究代表者は、脂肪細胞に発現する3-アドレナリン受容体のアゴニスト CL316,243 の
マウス腹腔内投与により遊離脂肪酸増加し、VAT のケモカイン(CXCL1, 2, 5) や脂質メデ
ィエーターであるロイコトリエン B4(LTB4)などの遊走因子が増加することを見出してい
る。 
① 好中球の VAT 浸潤にどの遊走因子が関与するのか同定するため、CXCL1,2,5 のレセプタ
ーCXCR2 の阻害剤や CXCL2 中和抗体の投与が、CL316,243 投与による好中球の VAT 浸潤
を抑制するのか、フローサイトメトリー法により細胞数を解析した。 

② LTB4 の関与を明らかにするため、CL316,243 投与後 VAT を期間培養し、上清中の LTB4
を ELISA 法により定量した。さらに LTB4 の生合成酵素である 5-リポキシゲナーゼ
(5-Lox)欠損マウスに CL316,243 を投与し、野生型マウスと比較して好中球の VAT 浸潤
が軽減するのか細胞数を解析した。 

 
(2)脂肪細胞との相互作用による好中球の活性化機序の解明 

① 脂肪細胞との相互作用による好中球の活性化が、接触性相互作用と液性因子のどちら
に因るのか明らかにする。トランスウェルを用いて 3T3-L1 脂肪細胞と骨髄由来好中球
を分離しながら共培養し、好中球の活性化を IL-1の遺伝子発現を指標にリアルタイム
PCR 法で解析した。コントロールとして、3T3-L1 脂肪細胞と共培養していない好中球
を用いた。IL-1の発現増加には、NF-B 経路の活性が重要であることが報告されてい
る。そこで、3T3-L1 脂肪細胞と骨髄由来好中球の共培養による IL-1の発現増加が、
IKK 阻害剤によって抑制されるのかリアルタイム PCR 法で解析した。 

② 脂肪組織の好中球と骨髄由来好中球をセルソーターで単離し、NF-B P65 の核内移行を
共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

 
 



(3)IL-1産生の誘導機構 
遊離脂肪酸による好中球の IL-1産生に、インフラマソームの活性化が必須であるのか
明らかにする。NLRP3インフラマソームの構成成分である NLRP3, ASC, ICE (Caspase-1/11)
の遺伝子欠損マウスに CL316,243 を投与し、IL-1による好中球の VAT 浸潤が、遺伝子欠
損マウスで軽減するのかフローサイトメトリー法で解析した。 
 

(4)好中球によるマクロファージの VAT 浸潤促進機序の解析 

① 好中球によるマクロファージの VAT 浸潤因子を調べるため、3T3-L1 脂肪細胞と骨髄由
来好中球の共培養により増加するマクロファージ遊走因子の遺伝子発現変化を DNA マ
イクロアレイで網羅的に解析した。 

② 好中球を抗 Gr-1 抗体で除去し、高脂肪食摂餌によるマクロファージの VAT 浸潤やマク
ロファージに遊走因子の発現増加が、好中球の除去により抑制されるのかフローサイ
トメトリー法で解析した。さらに、5-Lox 遺伝子欠損マウスは、高脂肪食摂餌による好
中球の VAT 浸潤が軽減し、高脂肪食摂餌した野生型マウスの VAT で増加するマクロフ
ァージ遊走因子の遺伝子発現が、5-Lox 欠損マウスの VAT で軽減するのか調べた。 

③ IL-1によりマクロファージに遊走因子の遺伝子発現が増加するのか、3T3-L1 脂肪細胞
ならびに VAT の器官培養に IL-1を添加しリアルタイム PCR 法で解析した。 

 
４．研究成果 
(1)遊離脂肪酸の増加による好中球の VAT 浸潤に関与する遊走因子の同定 
CXCL1,2,5 のレセプターCXCR2 の阻害剤、Anti-CXCL2 中和抗体は、CL316,243 投与に
より好中球の VAT 浸潤を抑制しなかった。一方、CL316,243 投与により、VAT から LTB4 
が産生されることがわかった。また、5-Lox 欠損マウスは、CL316,243 投与によるから LTB4
の産生が顕著に軽減し、好中球の VAT 浸潤が抑制された。 
以上より、CL316,243 投与による遊離脂肪酸の増加に伴い LTB4 が VAT から産生され、
LTB4 が好中球の VAT 浸潤に関与することが示唆された。 
 
(2)脂肪細胞との相互作用による好中球の活性化機序の解明 
骨髄由来好中球と脂肪細胞株のトランスウェルを用いて共培養では、IL-1の遺伝子発
現は増加しなかったことから、接触性の相互作用がIL-1の発現に重要であることがわか
った。また、接触性共培養によるIL-1の発現増加はIKK阻害剤により抑制された。さらに
VAT好中球はNF-B p65の核内移行が骨髄由来の好中球より亢進していたことから、VAT好
中球は脂肪細胞との相互作用によりNF-B経路を介して、IL-1の発現を増加することが示
唆された。 
 
(3)IL-1産生の誘導機構 
CL316,243 投与による好中球の VAT 浸潤は、ASC 欠損または ICE 欠損マウスでは著減
していたが、NLRP3 欠損マウスでは野生型マウスと同程度であった。従って、NLRP3非依
存性のASC依存性のインフラマソームが好中球のIL-1産生に関与することが示唆された。 

 
(4)好中球によるマクロファージの VAT 浸潤促進機序の解析 
3T3-L1 脂肪細胞と骨髄由来好中球の共培養による遺伝子変化を DNA マイクロアレイで
網羅的に解析し、遺伝子発現が 2 倍以上に変化する 58 遺伝子を同定した。その中には、
マクロファージの VAT 浸潤に関与する遊走因子 S100-Calcium-Binding Protein 
A8(S100A8)も含まれていた。抗体を用いた好中球の除去により、高脂肪食摂餌によって誘
導される VAT の S100A8 の発現増加が軽減し、マクロファージの VAT 浸潤も軽減した。さ
らに 5-Lox 遺伝子欠損マウスでは、高脂肪食摂餌による好中球の VAT 浸潤が軽減し、VAT
における S100A8 の発現が軽減すると共にマクロファージの VAT 浸潤も軽減することを確
認した。また、IL-1で 3T3-L1 脂肪細胞や VAT を刺激すことにより、S100A8 の発現が増
加することを見出した。さらに、IL-1の産生に関与する ASC の欠損マウスは、高脂肪食
摂餌による VAT の IL-1産生が軽減し、S100A8 の発現やマクロファージの VAT 浸潤も軽減
した。 

 

まとめ 

研究代表者は、図に示す肥満に伴い増加する遊離脂肪酸が引き金となる、好中球を中心
にした VAT 炎症の惹起・増悪機構を予想している。遊離脂肪酸の増加に伴い、VAT から LTB4
が産生され、好中球が先だって VAT に浸潤する。浸潤した好中球は、脂肪細胞との接触性



相互作用により NF-B 経路を介して IL-1前駆体を高発現する。NLRP3 非依存性 ASC 依存
性インフラマソームの活性化により産生された成熟 IL-1は、好中球の VAT 浸潤の促進や
インスリンシグナルの障害に関与する。更に、脂肪細胞の S100A8 の発現を誘導し、マクロ
ファージの VAT 浸潤を促進し、炎症の増悪の起点になることが示唆された。 
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