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研究成果の概要（和文）：本研究では、肥満と密接な関わりを示す慢性炎症の発症・増悪化におけるPAFの作用を解析
した。高度に肥満を誘導したPAF 受容体欠損マウスにおいても野生型マウスと比較して精巣上体白色脂肪の重量が有意
に増加し、慢性炎症の増悪化を示す TNF-alpha mRNA の発現上昇と糖代謝異常が認められ、インスリン抵抗性糖尿病発
症との関わりを示唆する結果が得られた。全身性のPAF受容体欠損マウスにおける熱産生低下の機序を解明するために
、前駆脂肪細胞株を用いたin vitro実験系を開発するとともに、細胞選択的なPAF受容体欠損マウスを作製し、原因細
胞をin vivoで特定するための実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：We investigated how PAF/PAF receptor signaling suppresses energy expenditure in 
vitro and in vivo. 　In cell lines differentiated to brown adipocytes, the effect of PAF to expression of 
UCP1 was rather low. In PAF receptor-knockout (PAFR-KO) mice, body and epididymal WAT weights were higher 
in PAFR-KO mice fed a high-fat diet (HFD) than in wild-type (WT) mice. TNF-alpha mRNA expression levels 
in epididymal WAT and the infiltration of CD11c-positive macrophages into epididymal WAT, which led to 
chronic inflammation, were also elevated in HFD-fed PAFR-KO mice. HFD-fed PAFR-KO mice had higher levels 
of fasting serum glucose than HFD-fed WT mice as well as impaired glucose tolerance. We also generated 
PAFR-floxed mice and crossed them with Adiponectin-Cre or Ucp1-Cre mice to generate white or brown 
adipocyte specific PAFR-KO mice, respectively. These knockout mice could be useful for studying PAF/PAF 
receptor dependent energy expenditure in vivo.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： PAF　PAF受容体　PAF受容体欠損マウス　PAF受容体フロックスマウス　肥満　褐色脂肪細胞　UCP1　UCP
1クレマウス
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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 

血 小 板 活 性 化 因 子 （ PAF; 

platelet-activating factor）は生理活性を有す

るリゾリン脂質であり、アレルギー反応や細

菌感染等に対する免疫応答時に生合成・放出

されると理解されている。しかし PAF の受

容体は免疫系の細胞だけではなく脳や腎臓な

ど多くの組織に発現していることから、アレ

ルギー反応・免疫応答以外にも多彩な生理作

用を持っていると推察される。これまでに申

請者は、PAF 受容体を欠損したマウスでは中

長期に飼育した全ての個体が肥満を呈し、そ

の原因を検討したところ褐色脂肪の熱エネル

ギー産生能が低いことを明らかにした。この

結果は PAF が褐色脂肪の熱産生を制御する

新規因子として機能していることを示唆して

いる。 

 

２．研究の目的 

過剰に蓄積した内臓脂肪組織ではマクロフ

ァージ等の炎症性細胞が浸潤することにより

慢性炎症が惹起され、炎症部位から分泌され

た TNF- や IL-6 がインスリン抵抗性や動

脈硬化性疾患を誘発することが近年明らかと

なった。PAF はアレルギーや免疫応答を促進

する脂質メディエーターとして古くから知ら

れており、かつ、申請者は白色脂肪組織にお

いても PAF 受容体と PAF 合成酵素が高発現

していることを見出した。そこで PAF 受容体

の欠損が内臓脂肪の蓄積による慢性炎症に及

ぼす作用を明らかにするため、高脂肪食投与

実験を行った。 

さらに肥満の原因細胞の一つとして考えて

いる褐色脂肪細胞に着目し、単一細胞由来の

前駆脂肪細胞株を樹立し、PAF を介した UCP1

発現調節機構の解明を目指したが、単一細胞

を用いた実験系では有意な上昇が認められな

かった。全身性の PAF 受容体欠損マウスを用

いたこれまでの知見からは PAF がどの細胞か

ら産生され、どの細胞に作用して熱産生に至

ったかについては不明であるため、細胞選択

的な PAF 受容体欠損マウスを作製し、PAF が

褐色脂肪の熱産生を促進する分子メカニズム

について細胞レベルで詳細に解明する実験系

の確立を目的とした。 

 

 

 

 

３．研究の方法 

(1)高脂肪食摂餌により惹起された脂肪炎症

に対する PAF の機能解析 

 8 週齢の野生型および PAF 受容体欠損マウ

スに高脂肪食もしくは通常食を 12 週間摂餌

させた。摂餌期間中は経時的に体重を測定し、

摂餌期間終了後に解剖して組織を摘出して白

色脂肪組織重量を測定した。摘出した精巣上

体白色脂肪組織から RNA 抽出して炎症性サ

イトカイン (TNF-, IL-6)の遺伝子発現量を

RT-qPCR 法にて定量した。また、摘出した精

巣上体白色脂肪組織を酵素処理法によって細

胞を分散させた後、炎症促進性マクロファー

ジが浸潤した割合をフローサイトメトリー法

によって定量した。摂餌期間終了後、絶食時

の血清グルコース濃度を測定した。また、グ

ルコースを腹腔内投与して血糖値を経時的に

測定し、耐糖能に及ぼす影響を検討した。 

 

(2) 不死化した褐色脂肪細胞の作製による

PAF 受容体シグナルの解明 

p53 欠損マウスの肩甲骨間褐色脂肪組織か

ら血管間質画分を調製し、限界希釈法により

クローニングを行うことで脂肪分化能が高い

細胞を選別した。選別した細胞に3-adrenergic 

receptor アゴニストもしくは PAF 刺激を行い、

3-adrenergic receptor と Ucp1 遺伝子の発現量

を RT-qPCR 法にて定量した。 

 

(3) PAF 依存的な熱産生機構の解明に向けた

PAF 受容体コンディショナル欠損マウスの作

製  

コンディショナルノックアウトマウスの作

製のために必要な PAF 受容体遺伝子の組換

え ES 細胞は International Knockout Mouse 

Consortium（project ID; CSD25997）から入

手した。この組換え ES 細胞では PAF 受容体

遺伝子の exon 1 の途中から終わりまでが

loxP 配列で挟まれた構造となっている。組換

え ES 細胞からキメラマウスを作製し、

C57BL/6 マウスと交配することで germline 

transmission の確認を行った。 

 
４．研究成果 

(1) 高脂肪食摂餌により惹起された脂肪炎症

に対する PAF の機能解析 

給餌期間終了後に各群のマウスの体重を測

定した結果、高脂肪食群において PAF 受容

体欠損マウスの体重は野生型マウスと比較し

て有意に増加していた。さらに高脂肪食群の 



PAF 受容体欠損マウスでは精巣上体白色脂肪

の組織重量が有意に増加していたことから、

脂肪組織が増大することで肥満が重篤化した

ことが明らかとなった (Figure 1)。 

 

 
 

Figure 1. Increased body and white adipose tissue 

weights were observed in HFD-fed PAFR-KO 

mice. 

 

高脂肪食群の PAF 受容体欠損マウスにお

いて慢性炎症が増悪しているか否か検討する

ため、精巣上体白色脂肪組織の TNF-と IL-6 

の遺伝子発現を定量し、炎症レベルを比較し

た。その結果、IL-6 遺伝子の発現量は通常食

と高脂肪食群、そして野生型と PAF 受容体

欠損マウス間で差は認められなかった。しか

し、TNF- 遺伝子は高脂肪食の摂餌によって

その発現が上昇し、さらに野生型マウスより

も PAF 受容体欠損マウスにおいて有意に高

発現していた。さらに脂肪組織において 

TNF- を分泌する CD11c 陽性マクロファー

ジと、マクロファージの動態を制御する CD4 

陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞の割合につい

ても Flow cytometry 法にて定量した。その結

果、高脂肪食の摂餌によって野生型マウスと 

PAF 受容体欠損マウスのいずれにおいても 

CD11c 陽性マクロファージの割合は増加し

ていたが、PAF 受容体欠損マウスの方が有意

に増加していた (Figure 2)。 また、高脂肪食

の摂餌によって野生型マウスと PAF 受容体

欠損マウスのいずれにおいても CD4 陽性 T 

細胞の割合は減少し、CD8 陽性 T 細胞の割

合は増加する傾向がみられたが、野生型マウ

スと PAF 受容体欠損マウス間で有意な差は

認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 2. Expression of inflammatory cytokine 

mRNAs and evaluation of adipose-derived 

macrophages in the epididymal WAT of WT and 

PAFR-KO mice. 

 

高脂肪食群の PAF 受容体欠損マウスでは内

臓脂肪の蓄積が増加し、炎症性サイトカイン

の発現上昇、浸潤した CD11c 陽性マクロフ

ァージの増加が認められた。従って PAF 受

容体欠損マウスでは慢性炎症が増悪している

ことが明らかとなった。そこで慢性炎症がグ

ルコース代謝に及ぼす影響を調べるため、各 

4 群の絶食時のマウスから血清を調製しグル

コース濃度を測定した。その結果、血清グル

コース濃度は通常食よりも高脂肪食を摂餌し

たマウス群で有意に高く、さらに、高脂肪食

群では野生型マウスよりも PAF 受容体欠損

マウスで有意に高かった (Figure 3)。 

 



 
 

Figure 3. The up-regulation of fasting serum 

glucose and impaired glucose tolerance were 

observed in HFD-fed PAFR-KO mice. 

 

(2) 不死化した褐色脂肪細胞の作製による

PAF 受容体シグナルの解明 

p53 欠損マウスの褐色脂肪組織から調製し

た血管間質画分をクローニングし、脂肪細胞

への分化能に優れた細胞クローンを１１株得

た。次に、3-adrenergic receptor アゴニストを

添加して Ucp1 の発現量が顕著に上昇したも

のを選別することでクローンを１１株から２

株に絞り込んだ。選別した２株の細胞クロー

ンに PAF 刺激を行ったが、初代培養の褐色脂

肪細胞とは異なり、3-adrenergic receptor の発

現量は抑制されなかった。 

 

(3) PAF 依存的な熱産生機構の解明に向けた

PAF 受容体コンディショナル欠損マウスの作

製  

組換え ES 細胞を用いてキメラマウスの作

製を行ったところ計 28 匹を獲得することが

できた。次に獲得したキメラマウスと

C57BL/6N マウスを交配したところ計 12 匹

の仔が germline transmission を確認でき、

PAF 受容体 floxed マウスの作製に成功した

(Figure 4)。これまでの知見から PAF 受容体に

よる熱産生調節が肥満制御に最も重要である

と考えられるため、Adiponectin-Cre マウス

および Ucp1-Cre マウスと PAF 受容体 floxed

マウスを交配し、体重増加への影響を解析中

である。 

 
Figure 4. Conditional inactivation of PAFR gene. 

The targeting construct and representative 

genotyping PCR results of PAFR(+/+), 

PAFR(flox/+), and PAFR(flox/flox) mice were 

shown above .  
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