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研究成果の概要（和文）：マウス盲腸穿刺結紮術（CLP）による脂肪および肺組織の炎症に対するPPARγリガンドの作
用機序について検討した．マウスCLPを作製し，PPARγリガンド前投与CLP群（P群），CLP単独群（C群）とsham群で検
討した．C群の腹腔液および血中TNF-α値は，P群に比して有意に高値だった．脂肪組織TNF-α mRNA発現は，C群に比し
てP群で有意に抑制された．C群では肺胞上皮傷害や間質への細胞浸潤，アポトーシスおよびJNK kinase活性化が著しか
ったが，P群は軽度であった． CLPに対するPPARγリガンド投与は，脂肪細胞からTNF-α産生を減弱させ，肺組織の炎
症を軽減することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：To investigate the effect of PPAR-gamma (PPARg) agonist on cecal ligation and punc
ture (CLP)-induced adipose-tissue inflammation and lung injury in mice. Mice were assigned to 3 groups: 1)
 CLP group, 2) PPARg agonist-treated CLP group, or 3) sham group. PPARg agonist was injected intraperitona
lly for 7 days. TNF-alpha (TNF) levels in serum and peritoneal lavage fluid were significantly higher in t
he CLP group than in the PPARg agonist-treated CLP group. PPARg agonist treatment decreased the TNF mRNA e
xpression levels as compared with the CLP group. Histopathological analysis of lung tissue revealed signif
icantly increased numbers of TUNEL-positive cells in the CLP group as compared with the sham-operated cont
rol group. PPARg agonist treatment reduced the CLP-induced cell and tissue injury as compared with the CLP
 group. PPARg agonist effectively suggested to prevent lung injury caused by CLP-induced sepsis by maintai
ning the anti-inflammatory status of adipose tissue.
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１．研究開始当初の背景 
 
 外科的侵襲は，生体の呼吸・循環状態，栄
養・代謝そして免疫能などを変化させ，恒常
性を維持するための合目的な生体防御反応
を起こす．外科手術後，各臓器や免疫細胞か
ら産生されるサイトカインがネットワーク
を形成し，過剰な生体防御反応は SIRS 
(systemic inflammatory response syndrome)ある
い は CARS (compensatory inflammatory 
response syndrome)と呼ばれる免疫抑制状態
をも惹起する．  
 われわれは性差/年齢差と免疫能の観点か
ら侵襲後の生体防御反応の解明および術後
合併症・臓器障害の病態解明に関する研究を
行ってきた．さらに栄養代謝と免疫との相互
作用が侵襲後の生体防御反応に重要な役割
を担っていると考えている． 
 最近では「metabolic syndrome」の流れから，
内蔵脂肪細胞の意義と重要性がわが国にも
広く認識され研究が進められている．脂肪細
胞が単なるエネルギー貯蔵庫ではなくアデ
ィポサイトカインと呼ばれる生理活性物質
を分泌する機能が明らかにされた(Fig.1)．  

代表的なアディポサイトカインであるレプ
チンやアディポネクチンは脂肪組織特異的
に分泌されるペプチドホルモンが免疫能に
関与していることが報告されている．さらに
チアゾリジン誘導体のインスリン抵抗性改
善薬(塩酸ピオグリタゾン)は核内受容体であ
る peroxisome proliferator activated receptor-γ 
(PPAR-γ)を活性化し，転写促進を介してアデ
ィポネクチン産生を増加させることが知ら
れている．侵襲後の生体防御反応として脂肪
細胞が重要な役割を担っていると推測され
る． 
 以上から脂肪細胞機能を考慮した手術侵
襲後の合併症・臓器障害の病態解明は，外科
学にとって極めて重要であると考えられた． 
 
 
２．研究の目的 
 
 外科的侵襲後のアディポネクチン産生を
中心とした脂肪細胞機能を分子生物学的手
法で明らかにし，さらに侵襲前に脂肪細胞機

能を活性化（抗炎症作用を有する血中アディ
ポネクチンを増加）することによって侵襲後
の生体防御・炎症反応の適正化が可能かどう
かを解明する． 
 具体的には，①Cecum ligation and pucture 
(CLP) によるマウス腹膜炎モデルを作成し，
脂肪細胞のアディポサイトカイン，アディポ
ネクチン産生関連・調節因子等の発現を検討
する．② CLP 腹膜炎前にアディポネクチン
産生調節物質 (PPAR-γ アゴニスト)を投与し
生存率の改善が得られるか，およびその機序
を肺障害の現象から解明する．③ PPAR-γア
ゴニストの抗炎症作用の機序を，ヒト培養脂
肪細胞を用いて in vitroで検討する． 
 
 
３．研究の方法 
 
 雄性 C57BL/6マウス(8-10週令)に，吸入麻
酔後，コントロールの CLP 群(盲腸結紮後，
21G針にて2回穿刺し糞便を排出させる)を作
成し， 24時間後に全身麻酔下で犠死させる．
PPAR-γ アゴニスト (10mg/kg，i.p.)を CLP 施
行前に 7日間投与した CLP群を作成し，同様
に行う．両群のコントロールとして Sham  
(開腹のみ)を作成する．PPAR-γアゴニスト前
投与 CLP 群（P 群），CLP 単独群（C 群）と
単開腹のみの Sham 群（S 群）の 3 群で検討
した．生存率を観察後に以下の解析を行う． 
 

(1) CLP 後 24 時間の時点で心臓穿刺にて
採取した全血を遠心分離し，血漿中の
アディポネクチン，TNF-α 濃度を
ELISA 法にて測定する．腹腹腔内へ
DMEM/F-12 を 1ml 投与し腔洗浄液を
回収し，腹腔液中のエンドトキシン，
TNF-α値，を ELISA法で測定する． 

(2) CLPあるいは Sham手術後に腸間膜脂
肪組織を摘出し PBSにて洗浄後，フェ
ノール・チオシアン酸グアニジン法に
て Total RNAを抽出する．cDNAに逆
転写後，アディポネクチン， TNF-α，
IL-6，MCP-1 mRNA 発現を real-time 
PCRにて定量化する． 

(3) 肺組織の炎症を，HE染色法，TURNEL
法およびリン酸化 JNK kinaseを免疫蛍
光法で評価する． 

(4) Omental Differentiation Medium (insulin , 
PPAR agonist, IBMX, Dexamethasone)で
ヒト大網前駆脂肪細胞を 3週間培養し
成熟脂肪細胞へと分化させ，培地を
2%FBS 含 有 DMEM/F-12 に 交 換
（PPAR-γアゴニスト 1mM処置）する．
腹腔内洗浄液の上清と前駆脂肪細胞
を分化させた成熟脂肪細胞を培養す
る．それぞれの群で，TNF-α，IL-6 の
mRNA の発現，細胞内蛋白質の量を
PPAR-γ アゴニストであるピオグリタ
ゾン処理の有無で検討する． 

 



４．研究成果 
 
 C 群の生存率に
対し，P群では有意
に生存率が高値で
あった． 
 
(1) 末梢血 TNF-α
濃度は，C 群は S
群に比して有意に
高値だったが，P群
と S 群には差がな
かった（Fig 2）．  
 C群の腹腔液中エンドトキシン，TNF-α濃
度は，S 群に比して有意に高値だった．P 群
の腹腔液 TNF-α濃度は，C群に比して有意に
低値であったが，エンドトキシン値は C群と
P群では差がなかった（Fig 3）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 脂肪組織 IL-6，TNF-α濃度の mRNA発現
は，C 群に比して P 群で有意に抑制された
（Fig 4）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) C群の肺組織は，肺胞上皮傷害や間質への
細胞浸潤が著しかったが，P 群では軽度であ
った． 
組織構成細胞のアポトーシス（Fig 5）および
リン酸化 JNK kinaseの活性化（Fig 6）が認め
られたが，PGZ前投与によりこれらは軽減し
た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(4) S群，C群，P群でヒト大網前駆脂肪
細胞形態を比較した．C 群の腹腔洗
浄液で処置をした細胞は，正常な形
状を保っておらず，細胞死を起こし
ているような印象であった．P群の細
胞は，このような変化は見られず，
両群間で大きな違いが見られた．ま
た，この違いは培養時の PPAR-γアゴ
ニスト処置の有無によるものでないこ
とを確認した． 

 
C 群の腹腔洗浄液の上清で前駆脂肪細胞
を培養すると，S群に比して有意に TNF-α，
IL-6の mRNAの発現は高値をしめしたが，P
群では有意にこれらの発現は低値を示した．
さらに，PPAR-γ アゴニストで前処置を前駆
脂肪細胞では，非処置の脂肪細胞に比して
TNF-α，IL-6の mRNAの発現は有意に低値を
示した．  
 

 
結語：マウス CLPに対する PPAR-γアゴニス
ト前投与は，腹腔内炎症性サイトカイン値の
上昇ならびに脂肪組織の炎症を軽減し，生存
率を改善した．PPAR-γアゴニストの抗炎症作
用は，脂肪細胞からアディポネクチン産生を
亢進させることによると考えている．PPAR-γ
アゴニストによって CLP 後の脂肪組織の炎
症を制御することによって，肺組織の炎症反
応が軽減する可能性が示唆された．  
 アディポネクチン産生を中心とした脂肪
細胞機能の制御は，外科的敗血症治療におい
て有望は治療法となると考えられた． 
  
今後の展望および課題：外科的侵襲時の脂肪
組織機能において，マクロファージの脂肪組
織への浸潤が重要な役割を担っているかを
明らかにし，さらに PPAR-γ アゴニストを用
いて脂肪組織機能を活性化して脂肪組織に
おける M1/M2 マクロファージとのクロスト
ーク機構を解明する．さらに臨床応用として，
消化器癌手術症例（食道癌，胃癌，大腸癌な
ど）で待期的手術が予定されている症例を対
象に，術前から血中アディポネクチン値を上
昇させ，術後合併症の頻度を減少させるか，
否かを検討する． 
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