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研究成果の概要（和文）： 

肥満の進行に伴い脂肪組織に浸潤する免疫細胞を明らかにするとともに、脂肪組織の免疫環境

改善作用を有する食品成分の探索を行った。その結果、肥満の進行に伴い脂肪組織にはマクロ

ファージや T細胞以外にマスト細胞が多数浸潤し、脂肪組織の線維化に関与する可能性が示唆

された。またカロテノイドの一種であるアスタキサンチンおよびカンタキサンチンは脂肪細胞

分化の抑制を介して耐糖能異常を改善し、それによって脂肪組織の免疫環境の悪化を抑制して

いる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In the present study, I clarified the immune cells infiltrated into adipose tissues in 
the progression of obesity, and explored the food components which can improve the immune 
state in obese adipose tissues. As a result, T cells and mast cells, as well as macrophages, 
were infiltrated into obese adipose tissues, and I found the involvement of mast cells 
in fibrosis of obese adipose tissues. I further demonstrated that food-derived 
carotenoids, astaxanthin and canthaxanthin, could improve glucose intolerance in obese 
mice by the inhibition of adipocyte differentiation, which suppressed the aggravation 
of immune state in obese adipose tissues. 
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１．研究開始当初の背景 

これまで、糖尿病や心疾患などの生活習慣
病の発症原因に、脂肪組織に浸潤したマクロ

ファージによる慢性炎症反応が関与するこ
とが知られていた。しかし肥満状態の脂肪組
織にはマクロファージ以外にも T細胞やマス
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ト細胞などの免疫細胞も浸潤していること
から、脂肪細胞と各種免疫細胞のバランスが
崩れた結果、生活習慣病が誘発される可能性
が考えられたが、これらの免疫細胞の動態や
その脂肪組織内での役割については不明な
点が多く残されていた。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 肥満状態の脂肪組織に浸潤するマスト
細胞に着目し、その動態や脂肪組織内での役
割について明らかにする。 
 
(2) 肥満の進行に伴い脂肪組織に浸潤する
免疫細胞を用いて、脂肪組織の免疫環境をモ
デル化した in vitro スクリーニング系を構
築し、これを用いて、免疫細胞の機能制御作
用を有する食品成分を探索する。 
 
(3) in vitro において効果が認められた食品
成分に関しては、肥満・糖尿病モデル動物を
用いて in vivo における有効性を検討すると
ともに、そのメカニズムに関する検討を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 60%kcal 高脂肪食を 5，10，12，15 週間
摂取させた db/db マウスの脂肪組織から
Stomal Vascular Fraction (SVF)を単離し、
fluorescence activated cell sorting 
(FACS)を用いてマスト細胞の検出を行った。
また脂肪組織を in vitro で培養することで
得た培養培地を用いて、未分化マスト細胞の
モデルであるマウス骨髄由来マスト細胞
（bone marrow derived mast cell:BMMC）の
細胞遊走活性を測定した。さらに BMMC の成
熟を促す因子の検討を行った。また、マウス
由来 NIH-3T3繊維芽細胞に肥満状態の脂肪組
織の培養培地とマスト細胞由来顆粒成分に
対する中和抗体を添加することで、重篤な肥
満状態のマウスにおいて観察された脂肪組
織の線維化とマスト細胞との関連について
検討を行った。 
 

(2) 肥満の進行に伴い脂肪組織に浸潤したマ

クロファージのモデルとしてすでに構築済み

であった、3T3-L1脂肪細胞とRAW264.7マクロ

ファージ様細胞の共培養系を用いて、マクロ

ファージの活性化を抑制する食品成分の探索

を行った。 

また、T細胞の浸潤に着目したスクリーニン

グ系の構築を行った。肥満の進行に伴い脂肪

組織では、マクロファージの誘引に関わる

MCP-1のほかにCCL5やIP-10といったケモカイ

ンの分泌量が増加し、その結果T細胞が脂肪組

織に浸潤することが報告されている。そこで

、CCL5の受容体であるCCR5の発現量をT細胞活

性化の指標とし、C57BL/6マウスの脾臓から単

離・精製したT細胞の活性化条件の検討を行っ

た。T細胞をCD3抗体およびCD28抗体により48

時間刺激した後、各種濃度のIL-12を添加し24

時間後のCCR5遺伝子の発現を検討した。十分

に活性化したT細胞を24well plateに挿入し

たセルインサートの上部wellに播種し、下部

wellには高脂肪食誘導性の肥満マウス

(C57BL/6) から採取した脂肪組織の培養培地

、または各分化段階にある3T3-L1脂肪細胞の

培養培地を添加し、最適な実験条件の検討を

行った。 

次に、このスクリーニング系を用いてT細胞

の浸潤に影響を与える食品由来の探索を行っ

た。 

 
(3) スクリーニングにおいて見いだされた
食品由来成分（アスタキサンチン、カンタキ
サンチン）の in vivo における有効性を評価
するため、肥満・糖尿病モデルマウスを用い
て実験を行った。 
卵巣摘出により肥満を誘発した C57BL/6J

マウスに 0.1%および 0.5%のアスタキサンチ
ンを摂取させて 4か月間飼育を行い、体重や
組織重量、血中パラメーターへの影響を検討
した。 
また、C57BL/6J マウスに 60％kcal 高脂肪

食を 4ヶ月間給与し肥満を誘導するとともに
0.05 および 0.1%のカンタキサンチンを摂取
させ、同様に、体重や組織重量、血中パラメ
ーターへの影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 様々な肥満段階にあるマウスの脂肪組
織から単離した SVF中のマスト細胞の割合を
検討したところ、肥満の進行に伴う脂肪組織
内マスト細胞数の増加が確認された（図 1）。
またこのことは、脂肪組織切片を用いた解析
によっても明らかとなった。 

 
図 1. 異なる肥満段階のマウスの脂肪組織における 

マスト細胞の浸潤 

 
またマウス骨髄由来マスト細胞（bone 

marrow derived mast cell:BMMC）の細胞遊
走活性を測定したところ、BMMC は肥満の進行
した状態ではなく、肥満初期または痩せマウ
スの脂肪組織由来培養培地に対して高い遊
走活性を示した。そこで、脂肪組織内におい



 

 

てマスト細胞の成熟に関わる因子について
検討するため、BMMC に各種脂肪酸を添加した
ところ、飽和脂肪酸の添加によってのみ成熟
マスト細胞マーカーの発現の亢進が認めら
れた（図 2）。これらの結果より、肥満の初
期段階で脂肪組織内に浸潤している未成熟
マスト細胞は、肥満の進行に伴い脂肪細胞内
で成熟する可能性が示唆され、このような成
熟を促す因子の一つとして、脂肪細胞から分
泌される飽和脂肪酸の関与が考えられた。 

図 2．各種脂肪酸による成熟マスト細胞マーカー 

(MCP-6)発現 

 
次に、重篤な肥満状態のマウスにおいて観

察された脂肪組織の線維化とマスト細胞と
の関連性について検討するため、マウス由来
NIH-3T3 繊維芽細胞に肥満状態の脂肪組織の
培養培地を添加したところ、collagen mRNA
発現の亢進が認められ、この作用はマスト細
胞顆粒因子である MCP-6 (tryptase) の中和
抗体の添加によって抑制された。以上のこと
より、肥満状態の脂肪組織内に存在するマス
ト細胞は、その顆粒成分の分泌を介して脂肪
組織の繊維化に関わる可能性が示唆された。 
 
(2) 分化誘導後 20 日間経過し十分に脂肪滴
を蓄えた 3T3-L1 脂肪細胞と RAW264.7 マクロ
ファージ様細胞の共培養系に各種食品由来
成分を添加したところ、柑橘由来のクマリン
であるオーラプテンにマクロファージの活
性化抑制作用があることが判明した。これに
より、オーラプテンには、肥満の進行に伴う
マクロファージの活性化抑制を介して脂肪
組織の免疫環境を改善する可能性が示唆さ
れた。 

また、T 細胞を用いたスクリーニング系の
構築において、まず T細胞の活性化条件の検
討を行ったところ、C57BL/6 マウスの脾臓か
ら単離・精製した T 細胞は、0.25 ng/mL の
IL-12の添加によって最もCCR5の発現量が最
大になることが判明した。そこで次に、この
ようにして十分に活性化させた T細胞が最も
誘引される条件を検討したところ、T 細胞は
20 日間培養し十分に脂肪滴を蓄えた 3T3-L1
細胞の培養培地に対して有意な遊走活性の
上昇を示したため、スクリーニング系として
適していることが考えられた。 

このようにして構築したスクリーニング系

を用いてT細胞の浸潤に影響を与える食品成

分の探索を行った結果、カロテノイドの一種

でサケやイクラなどの海産物に含まれるカン

タキサンチンおよびアスタキサンが濃度依存

的にT細胞の浸潤を抑制する傾向を示した。ア

スタキサンチンを添加した3T3-L1細胞では脂

肪滴の小型化が観察されたため、アスタキサ

ンチンは脂肪細胞の小型化を介してT細胞の

浸潤を抑制している可能性が示唆された。 

 
(3)カンタキサンチンおよびアスタキサンチ

ンのin vivoにおける有効性を評価するため、

肥満・糖尿病モデルマウスを用いて実験を行

った。 

 C57BL/6Jマウスにカンタキサンチン含有高

脂肪食を摂取させたところ、体重や組織重量

に変化は認められなかったが、TNF-α等の血

中の炎症性マーカーの低下、および経口糖負

荷試験において血糖値の有意な低下が認めら

れた。またアスタキサンチンも、卵巣摘出に

よる肥満・糖尿病モデルマウスにおいて糖・

脂質代謝異常の改善作用を示した（図3）。 

 

 
図3. 卵巣摘出モデルマウスにおける 

アスタキサンチンの糖・脂質代謝改善作用 

 
そこで次に、カンタキサンチンによる免疫

環境および糖代謝改善のメカニズムについて

検討したところ、カンタキサンチンはCV-1細

胞を用いたレポーターアッセイ系において

PPARγ活性には影響を及ぼさなかったが、

3T3-L1前駆脂肪細胞の分化過程において、脂

肪滴の蓄積を顕著に抑制するとともに（図4）

、PPARγおよびその下流の脂肪細胞特異的遺

伝子発現も抑制した。 



 

 

 
図4. カンタキサンチン添加を行った3T3-L1細胞の 

Oil Red O染色（染色液を溶出した際の吸光度で表示） 

 
以上のことより、カンタキサンチンは脂肪

細胞分化の抑制を介して高脂肪食誘導性の糖

代謝異常および脂肪組織の免疫環境の悪化を

改善する可能性が示唆された。 
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