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研究成果の概要（和文）：本研究では、病原体センサーと内因性リガンドにより構成される「自然炎症」の観点より、
メタボリックシンドロームの新たな分子機構の解明と医学応用の可能性を検証した。我々は既に、肥満に伴う脂肪組織
の炎症において、飽和脂肪酸-TLR4経路が重要な役割を果たすことを報告しているが、新たに、代謝ストレスにより誘
導される転写因子ATF4とATF3が、それぞれTLR4経路を正と負に制御することを明らかにした。また、肥満の脂肪組織マ
クロファージに選択的に高発現する病原体センサーMincleが、脂肪組織炎症の新しい制御分子であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated novel molecular mechanisms underlying the metabolic
 syndrome, especially focusing on "homeostatic inflammation" that consists of pathogen sensors and their e
ndogenous ligands. We have already demonstrated that the saturated fatty acid-TLR4 pathway plays an import
ant role in the pathophysiology of obesity-induced adipose tissue inflammation. In addition, our data show
 that ATF4 and ATF3, metabolic stress-induced transcription factors, positively and negatively regulate th
e TLR4 pathway, respectively.  Moreover, Mincle, a pathogen sensor that selectively expressed in macrophag
es from obese adipose tissue, is a novel regulator of adipose tissue inflammation.
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１．研究開始当初の背景 
脂肪組織は多くのアディポサイトカインを
分泌する内分泌器官として多彩な生命現象
に関与する。一方、虚血性心疾患や脳血管障
害などの動脈硬化性疾患の前駆状態である
メタボリックシンドロームは、内臓脂肪型肥
満を背景として発症するが、その基盤病態と
して全身の軽度の慢性炎症反応が指摘され
ている。実際、肥満の脂肪組織そのものがマ
クロファージ浸潤や炎症性アディポサイト
カイン産生の増加に特徴付けられる炎症性
変化をきたすことが知られている。我々は既
に、脂肪細胞に由来する飽和脂肪酸が、グラ
ム陰性桿菌に対する病原体センサー・TLR4
を介してマクロファージを活性化し、肥満に
伴う脂肪組織炎症を増強することを明らか
にした。一方、TLR4 シグナルを欠損する場
合には、肥満の脂肪組織に浸潤するマクロフ
ァージの活性化と全身の糖脂質異常が軽減
される。このように、内因性リガンドによる
病原体センサーの活性化が脂肪組織の炎症
性変化（「自然炎症」＝「非感染性炎症」）を
増強し、メタボリックシンドロームの発症・
進展に関与することが示唆される。 

 従来、動脈硬化の発症・進展におけるマク
ロファージの重要性が知られており、TLR4
やシグナル伝達分子 MyD88 を欠損すると動
脈硬化の進展に抵抗性を示すこと、TLR4 の
SNPs は動脈硬化の発症に相関することが報
告されている。しかしながら、メタボリック
シンドロームや動脈硬化発症における TLRs
の内因性リガンドはほとんど不明であり、病
原体センサーによる慢性炎症の誘導機構も
全く分かっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、自然炎症における病原体センサ
ーと内因性リガンドに着目して、メタボリッ
クシンドロームや動脈硬化の分子機構の解
明と医学応用の可能性を検証したい。また、
自然炎症の病態生理的意義に関する臨床研
究を推進する。本研究により、メタボリック
シンドロームや動脈硬化における飽和脂肪
酸-TLR4 シグナルの分子機構の解明のみなら
ず、新たな病原体センサー・内因性リガンド
系の同定や生理的・病態生理的意義の解明が
期待される。 
 
３．研究の方法 
１）マウス； 
食餌誘導性肥満は、C57BL/6J マウスに高脂肪
食（D12492, Research Diets 社）を負荷して作
製した。遺伝性肥満マウスは、レプチンを遺
伝的に欠損する ob/ob マウス（日本チャール
ス・リバー社）を用いた。 
 
２）Real-time PCR； 
脂肪組織、血管より RNA を抽出し、Real-time 
PCR 法により mRNA レベルを測定した。 

 
（３）組織学的解析； 
ホルマリン固定後にパラフィン包埋し、脂肪
細胞のサイズ（HE 染色）、マクロファージの
細胞数や性状（F4/80 免疫染色など）の解析
に供した。血管外膜周囲の毛細血管を Melcox
樹脂を用いて走査型電子顕微鏡で観察した。 
 
（４）培養細胞； 
培養マクロファージとして、RAW264 マクロ
ファージ細胞株、マウス腹腔内マクロファー
ジ、マウス骨髄由来マクロファージを用いた。
骨髄由来マクロファージは、骨髄細胞を
macrophage colony-stimulating factor（M-CSF）
にてマクロファージに分化誘導し、さらに、
interferon-γ（IFN-γ）や interleukin-4（IL-4）
を添加して、炎症促進性 M1, 炎症抑制性 M2
マクロファージを誘導した。 
 
（５）プロモーター解析； 
IL-6, TNF-αプロモーターにルシフェラーゼ
を連結したコンストラクトを RAW264 マク
ロファージ細胞株にトランスフェクション
して、レポーター活性を測定した。 
 
（６）臨床研究； 
冠動脈バイパス手術を施行した CAD 群 38 例
と、冠動脈病変を有さない心臓弁膜症手術症
例（Non-CAD 群）40 例を対象とした。それ
ぞれの冠動脈周囲脂肪組織を採取し、脂肪組
織における炎症状態と病変との関連性につ
いて検討を行った。 
 
４．研究成果 
１）ストレス誘導性転写因子 ATF3, ATF4 に
よる炎症制御機構に関する検討： 
本研究では、マクロファージにおける飽和脂
肪酸-TLR4 経路の標的分子として activating 
transcription factor 3（ATF3）を同定し、脂肪
組織炎症における意義を検討した。ATF3は、
肥満の脂肪組織に浸潤するマクロファージ
に高発現し、飽和脂肪酸-TLR4-NF-κB 経路
に対する負の制御因子として作用すること
を見出した。実際、SR-A プロモーターを用
いて、マクロファージ特異的に ATF3 を過剰
発現するトランスジェニックマウスを作製
したところ、肥満に伴うマクロファージの活
性化が減弱しており、ATF3 が慢性炎症を基
盤とするメタボリックシンドロームの新し
い創薬ターゲットとなる可能性が示唆され
た。（Circ. Res. 105: 906-911, 2009） 

 また、酵母 two hybrid 法により、ATF3 と蛋
白-蛋白相互作用する分子をスクリーニング
したところ、ATF4 を含む複数の蛋白の同定
に成功した。ATF4は、飽和脂肪酸によりTLR4
非依存的に誘導され、炎症性サイトカインの
発現を正に制御した。ATF4 は、飽和脂肪酸
の他に、小胞体ストレスや酸化ストレスなど
様々な代謝ストレスにより共通に誘導され



る integrated stress response（ISR）を形成する。
即ち、マクロファージにおいて、代謝ストレ
スは炎症を増強する効果が認められ、ATF4
はその主要な制御因子であることが明らか
になった。（Diabetes 63: 152–161, 2014） 
 
２）新規病原体センサーMincle の病態生理
的意義に関する検討： 
我々が独自に開発した脂肪細胞とマクロフ
ァージの共培養を用いてトランスクリプト
ーム解析を施行したところ、肥満の脂肪組織
における新たな炎症制御分子として新規病
原体センサー・Mincle を同定した。Mincle は、
遺伝性あるいは食餌誘導性肥満マウスの脂
肪組織において発現が亢進し、特に、炎症の
中心となる crown-like structureを構成するM1
マクロファージに選択的に発現が認められ
た。Mincle は、肥満症例の皮下脂肪組織や末
梢血単球においても発現の亢進を認めた。
Mincle は、飽和脂肪酸-TLR4-NF-κB 経路に
より誘導され、TLR4 シグナルを欠損するマ
ウスでは Mincle の発現亢進が抑制された。そ
こで、Mincle 欠損マウスに高脂肪食を負荷し
て肥満を誘導したところ、Mincle 欠損マウス
において脂肪組織線維化が強力に抑制され
ており、全身の糖代謝異常や肝臓の異所性脂
肪の蓄積に対しても抵抗性を示した。以上よ
り、Mincle は脂肪組織炎症における新たな制
御分子と考えられた。（Diabetes 60: 819–826, 
2011; 未発表データ） 
 
３）動脈硬化における血管外膜脂肪組織の病
態生理的意義に関する研究： 
血管外膜脂肪組織は、通常は皮下脂肪組織に
近い形質を示すが、血管傷害を契機に内臓脂
肪組織型の形質に転換することを見出した。
外膜脂肪組織は、血管と解剖学的に近接して
おり、外膜微小血管を介して物理的、機能的
に相互作用することにより、外膜液性因子が
粥腫に直接アクセスする経路が示唆される。
外膜脂肪組織を除去すると動脈硬化病変の
形成が加速し、これは非肥満マウスの皮下脂
肪組織を移植することにより抑制されるた
め、通常の脂肪組織は病的血管リモデリング
の抑制作用を有することが明らかになった。
これに対して、肥満マウスの内臓脂肪組織を
移植すると、動脈硬化病変はむしろ増悪した。 

 一方、冠動脈病変を有する症例（CAD 群）
では、対照群（non-CAD 群）と比較して、外
膜脂肪組織における炎症性サイトカイン発
現が有意に増強していた。この時、CD68 陽
性マクロファージは CAD 群において有意に
増加しており、CD11c 陽性 M1 マクロファー
ジとCD206陽性M2マクロファージの相対比
（M1/M2）も上昇した。この M1/M2 比は、
冠動脈病変の重症度スコアである Gensini 
score と有意な正相関を示した。即ち、CAD
群の外膜脂肪組織におけるマクロファージ
の細胞数の増加と極性の変化が炎症性サイ

トカインの発現を促進し、冠動脈病変の病態
形成に関与する可能性が考えられた。一方、
皮下脂肪や内胸動脈周囲脂肪組織において
は、CAD 群と non-CAD 群の間に明らかな違
いを認めなかった。 

 CAD 群の外膜脂肪組織において、TLR2, 
MyD88, NLRP3 の発現亢進を認めた。一方、
冠状静脈洞採血において、核内非ヒストン蛋
白質・HMGB1 の濃度が亢進しており、特に、
急性心筋梗塞、不安定狭心症患者において、
健常者の 10 倍程度の上昇が認められた。そ
こで、HMGB1 の受容体であることが知られ
ている TLR9 遺伝子欠損マウスを用いて以下
の検討を行った。ワイヤー傷害後に HMGB1
中和抗体を投与したところ、新生内膜増殖が
有意に抑制された。これに対して、傷害血管
局所への HMGB1 投与は、TLR9 を介して血
管外膜脂肪組織へのマクロファージ浸潤と
新生内膜形成を増悪した。骨髄移植実験によ
り、骨髄由来細胞における TLR9 の重要性が
明らかになった。腹腔内マクロファージを用
いた検討により、HMGB1 と CpG-ODN の複
合体が TLR9 を介して相乗的に炎症反応を惹
起 す る こ と を 見 出 し た 。 以 上 よ り 、
HMGB1-DNA 複合体が、骨髄由来細胞の
TLR9 を介して病的炎症を惹起し、血管病変
形成に重要な役割を果たすことが明らかに
なった。 
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