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研究成果の概要（和文）：in vivoにおける肥満脂肪組織へのマクロファージの浸潤に関連して発現上昇する因
子群の中からserum amyloid A3（saa3）遺伝子を単離した。saa3遺伝子のプロモーター領域にluciferase遺伝子
を連結したキメラ遺伝子を導入したトランスジェニック（Tg）マウスを作出した。食事誘導性の肥満を誘導した
際のin vivoイメージング解析を行った結果、高脂肪食を摂取させたTgマウスにおいて脂肪組織に相当する領域
に化学発光を認め、脂肪組織の慢性炎症を反映していると考えられた。同Tgマウスは慢性炎症を抑制する食品素
材を評価する非侵襲モデルとして利用可能であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The infiltration of macrophages into adipose tissue and their interaction 
with adipocytes are essential for the chronic low-grade inflammation of obese adipose tissue. In 
this study, we identified the serum amyloid A3 (Saa3) gene that is affected by interaction with 
macrophages. We showed that the Saa3 promoter in adipocytes actually responds to activated 
macrophages in a co-culture system. Decreasing C/EBPβ abundance in 3T3-L1 adipocytes or point 
mutation of C/EBPβ elements suppressed the increased promoter activity in response to activated 
macrophages, suggesting an essential role of C/EBPβ in Saa3 promoter activation. Bioluminescence 
based on Saa3 promoter activity in Saa3-luc mice was promoted in obese adipose tissue, showing that 
Saa3 promoter activity is most likely related to macrophage infiltration. This study suggests that 
the level of expression of the Saa3 gene could be utilized for the inflammation of obese adipose 
tissue.

研究分野：分子栄養学

キーワード： 肥満　脂肪組織　炎症　非侵襲　化学発光　マクロファージ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
内臓脂肪型肥満を背景として発症するメタ
ボリックシンドロームは、肥満の進行に伴う
白色脂肪組織の持続的、かつ軽微な慢性炎症
が全身の代謝異常を引き起こす基盤病態で
ある。最近では、肥満脂肪組織内に浸潤する
単球・マクロファージ細胞（以下、マクロフ
ァージ）と脂肪細胞との相互作用が脂肪組織
内の慢性炎症を惹起し、インスリン抵抗性な
どの代謝異常に寄与する重要な病態シグナ
ルとして報告されている。一方で、肥満にお
ける脂肪組織のリモデリングが極めて複雑
である中で、脂肪細胞とマクロファージの両
細胞間の相互作用に基づく病態現象を特異
的に解析することは困難であり、肥満脂肪組
織における慢性炎症のメカニズムの詳細は
不明なままである。一方、脂肪組織の慢性炎
症の予防や軽減を目指した食品機能に関す
る報告例は増加しているが、その機能性の評
価では、解剖時に摘出した組織の炎症性因子
の定量解析や組織化学解析に限定され、その
手法は煩雑であり、また食品機能を評価する
上では不十分である。さらに、機能性試験で
は、多数の実験動物が使用され、その実施内
容などにおいて、動物愛護の面で社会的問題
を含んでいる。しかし近年では、生体内の微
弱な化学発光や蛍光を体外から非侵襲的に
観察できる in vivo イメージング技術が開発
され、低侵襲性の動物実験として利用されつ
つある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、in vivoにおける脂肪細胞とマク
ロファージとの相互作用に基づく遺伝子発
現解析を通して、マクロファージの脂肪組織
への浸潤によって引き起こされる軽微な慢
性炎症や代謝異常の成因となる脂肪細胞由
来の因子の単離を試みるとともに、マクロフ
ァージ浸潤量を反映する脂肪細胞由来の遺
伝子を選抜し、同遺伝子のプロモーター活性
を利用した in vivo イメージングによって、
肥満脂肪組織の慢性炎症を非侵襲的に評価
する新たな動物病態モデルの構築を目指し
た。肥満白色脂肪組織の慢性炎症の新たな動
物評価系の確立を目指す一方で、マクロファ
ージと白色脂肪組織との相互作用に対して
抑制効果を有する天然成分を探索し、新たな
機能性食品素材としての応用展開すること
を研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
遺伝性肥満 db/dbマウス、および野生型 db/+
マウスの精巣周囲白色脂肪組織における 2群
間の遺伝子発現変動を DNA マイクロアレイ
法により解析し、db/db マウスの脂肪組織に
おいて発現量が有意に増加する遺伝子を単
離した。マウスマクロファージ RAW264.7
細胞（RAW細胞）とマウス脂肪細胞株3T3-L1
細胞との共存培養を行い、in vivoにおいて単
離したマクロファージの浸潤に関連する遺

伝子群を単離し、特にマクロファージとの共
存培養に応答して脂肪細胞において発現上
昇する候補遺伝子群を選抜した。候補遺伝子
として serum amyloid A3 (saa3) 遺伝子を
単離し、saa3遺伝子の 5’上流領域（-314/+50）
をルシフェラーゼ遺伝子と連結した
Saa3-Lucを構築した。さらに、saa3遺伝子
の 5’上流領域（ -314/+50）に存在する
CCAAT/enhancer binding protein β 
(Cebp/β)結合配列に変異を導入した変異プロ
モーターを作製した（Saa3mut-Luc）。レト
ロウイルス法を用いて Saa3-Luc、および
Saa3mut-Lucをマウス脂肪細胞3T3-L1細胞
に形質転換し、RAW 細胞との共存培養を行
った。さらに Saa3-Lucを導入したトランス
ジェニック(Tg)マウスを作出し、ゲノム解析
を行うことで系統を選抜した。高脂肪食負荷
により食餌性肥満を誘導し、D-luciferinを腹
腔内投与後、in vivoイメージング解析に供し
た。抗炎症作用を有する化合物の探索におい
ては、レトロウイルス法を用いて Saa3-Luc
を形質転換したマウス脂肪細胞 3T3-L1 細胞
（3T3-L1/saa3-luc 細胞）と RAW 細胞との
共存培養、あるいは活性化させた RAW細胞
の培養上清で 3T3-L1/saa3-luc細胞を刺激す
る際に天然成分を同時に添加し、ルシフェラ
ーゼ活性の抑制効果を指標にスクリーニン
グを行った。 
 
４．研究成果 
（１）in vivoの肥満脂肪組織におけるマクロ
ファージと脂肪細胞との相互作用の解明 
遺伝性肥満 db/dbマウス、および野生型 db/+
マウスの精巣周囲白色脂肪組織における 2群
間の遺伝子発現変動を DNA マイクロアレイ
法により解析し、db/db マウスの脂肪組織に
おいて発現量が有意に増加する 1、810 遺伝
子を単離した。一方、抗炎症作用を有する栄
養素である vitamin B6（B6）を高含量で摂
取させたマウスでは、肥満脂肪組織へのマク
ロファージの浸潤が抑制されることを見出
されたことから、本研究では、B6 を高含量
で摂取させたマウスを、肥満脂肪組織におけ
るマクロファージの浸潤に関連した病態遺
伝子群を in vivo において特異的に抽出する
動物モデルとして利用することを考案した。
すなわち、先の 1、810 遺伝子の中から、マ
クロファージの浸潤が抑制された高 B6 摂取
マウスの脂肪組織において発現量が有意に
低下している遺伝子群 262個を単離した。そ
の遺伝子群には、マクロファージのマーカー
遺伝子やケモカイン類などが多数含まれて
おり、マクロファージの浸潤に関連した遺伝
子群が効率的に単離できていると考えられ
た。さらには、マウスマクロファージ 
RAW264.7 細胞（RAW 細胞）とマウス脂肪
細胞株 3T3-L1 細胞との共存培養を行い、in 
vivo において単離したマクロファージの浸
潤に関連する 262個の遺伝子群の中で、特に
マクロファージとの共存培養に応答して脂



肪細胞において発現上昇する候補遺伝子群
を選抜した。選抜した因子群の中で、マクロ
ファージとの相互作用によって脂肪細胞に
おいて著しく発現量が増加する炎症性遺伝
子として pentraxin 3（Ptx3）などを同定し
た。 
（２）マクロファージとの相互作用によって
脂肪細胞において発現増加する Ikkεの単離 
遺伝子発現解析により、Ikkεは db/dbマウス、
および食餌誘導性肥満マウスの白色脂肪組
織において、正常マウスと比較して有意に発
現量が高かった。また肥満マウスおよび正常
なマウスの脂肪組織からコラゲナーゼを用
いた酵素分散法により単離した成熟脂肪細
胞における Ikkε の発現量を real-time PCR
法により解析した結果、肥満マウスの白色脂
肪組織より単離した成熟脂肪細胞において
Ikkε遺伝子は高発現していた。さらには肥満
脂肪組織におけるマクロファージ数と Ikkε
の発現量には有意な正の相関が認められた
ことから、Ikkεは、肥満脂肪組織へのマクロ
ファージの浸潤に応答して脂肪細胞におい
て発現量が増加することが明らかになった。 
（３）白色脂肪組織の慢性炎症の可視化を目
指したイメージングモデルマウスの作出 
脂肪組織の慢性炎症を非侵襲的に評価しう
る新規動物モデルの確立を目指し、マクロフ
ァージ浸潤量のモニターに利用可能な脂肪
細胞由来の遺伝子の同定を行った。in vivo
における肥満脂肪組織へのマクロファージ
の浸潤に関連する因子群の中で、マクロファ
ージの浸潤量の増加に応答する脂肪細胞由
来の因子であり、さらに db/dbマウスの脂肪
組織において組織選択的に遺伝子発現が誘
導する因子群の選抜を行い、候補遺伝子とし
て serum amyloid A3 (saa3) 遺伝子を単離
した。saa3遺伝子の 5’上流領域（-314/+50）
を単離し、ルシフェラーゼ遺伝子と連結した
Saa3-Luc を構築した。レトロウイルス法を
用いて Saa3-Luc をマウス脂肪細胞 3T3-L1
細胞に形質転換し、RAW 細胞との共存培養
を行った結果、saa3遺伝子のプロモーター活
性は、マクロファージの活性化に応答して増
加 す る こ と を 確 認 し た 。 一 方 、
CCAAT/enhancer binding protein β 
(Cebp/β)結合配列に変異を導入した変異プロ
モーターSaa3mut-Luc をマウス脂肪細胞
3T3-L1細胞に形質転換し、RAW細胞との共
存培養を行った結果、saa3遺伝子の変異型プ
ロモーターの活性は上昇しなかった。さらに
Saa3-Luc を導入したトランスジェニック
(Tg)マウスを作出し、ゲノム解析を行うこと
で 10-3 系統を選抜した。10-3 系統を高脂肪
食負荷により食餌性肥満を誘導し、
D-luciferin を腹腔内投与後、in vivo イメー
ジング解析に供した。その結果、高脂肪食を
摂取した Tg マウスにおいて脂肪組織に相当
する領域に化学発光を認めた。さらには、Tg
マウスの主要な組織を摘出し、in vitro での
ルシフェラーゼ活性を測定した結果、肥満脂

肪組織においてルシフェラーゼ活性の有意
な上昇を確認した。Saa3 プロモーター領域
の制御下のルシフェラーゼ遺伝子と脂肪組
織特異的 adiponectinプロモーターに連結し
た近赤外蛍光タンパク質 FP635 遺伝子のダ
ブルトランスジェニックマウスを作製し、慢
性炎症を誘導させた脂肪組織特異的な検出
を試みた。脂肪組織特異的な蛍光観察を行う
ために、adiponectin プロモーター遺伝子に
FP635 遺伝子を連結させた adipo-FP635 を
構築し、ダブルトランスジェニックマウスの
作製、および選別を行った。ダブルトランス
ジェニックマウスの樹立については、ゲノム
PCRによって判定し、両 DNAの陽性ライン
（F0 マウス）を選別して繁殖を行った。繁
殖の結果、産仔（F1 マウス）を戻し交配を
繰り返すことで、ジェノミックバックグラン
ドを C57BL 系統に移し換えた。しかしなが
ら、FP635に基づく蛍光は観察されず、また
白色脂肪組織切片、および組織抽出物を用い
た蛍光測定によっても検出されなかった。そ
の理由として、本研究では脂肪組織特異的な
adiponectin プロモーターを利用したが、そ
のプロモーター活性が極めて弱かったため
に、蛍光タンパク質の発現量が検出できなか
ったと考えられた。 
（３）白色脂肪組織の慢性炎症を抑制する化
合物の探索 
3T3-L1/saa3-luc 細胞をプレートに播種し、
分化誘導させ、8日目に約 50種類の天然成分
を 20μMになるように添加した後、LPS刺激
した RAW 細胞の培養上清を添加することで
炎症反応を誘導した。24時間培養し、細胞を
回収してルシフェラーゼ活性を測定した。そ
の結果、berberine がルシフェラーゼ活性を
濃度依存的に抑制する成分として単離され
た。 
本研究では、肥満脂肪組織でのマクロファー
ジの浸潤量に基づく化学発光量を慢性炎症
の評価の指標とする動物評価系の構築を目
指した。以前、炎症性の転写因子である
NF-kB を利用した炎症を可視化するイメー
ジングモデルマウスが開発されているが、全
身での高い化学発光を示すなど、脂肪組織の
慢性炎症を特異的に評価するイメージング
モデルではなかった。本研究で作出した
Saa3-luc Tgマウスは、食餌誘導性の肥満の
発症時に脂肪組織において選択的にルシフ
ェラーゼ由来の化学発光が観察されたこと
から、脂肪組織の慢性炎症の発症、および病
態進行をリアルタイムに解析できる非侵襲
モデルとして利用可能である。さらには、
dextran sulfate sodium（DSS）による薬剤
誘導性の大腸炎や関節リウマチにおいて
saa3 が有望な病態マーカーとなりうる可能
性が示されており、今後は、他炎症性疾患モ
デルへの応用を目指し、saa3遺伝子の種々の
病態組織における発現解析や従来の病態マ
ーカーとの比較解析が必要である。マクロフ
ァージの脂肪組織への浸潤量を反映する因



子として saa3遺伝子を利用したが、saa3遺
伝子のプロモーター領域においては
CCAAT/enhancer binding protein β 
(Cebp/β)が重要な役割を担っていることを示
唆する研究成果も得られ、浸潤したマクロフ
ァージの活性化に応答した Cebp/β の病態へ
の関与のメカニズムの解明につながると期
待されるとともに、Cebp/βの活性化を抑制す
る化合物は新たな炎症効果を有する可能性
が期待された。 
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