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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究代表者が確立した脂肪血管標的型ナノDDSを用い、脂肪組織の血管
内皮細胞に選択的にアポトーシスを誘導することで、脂肪組織に抗炎症性マクロファージが増加することを明ら
かとした。また、肥満に伴う脂肪組織に高発現するCYP1B1を標的として、その選択的阻害剤を搭載したナノDDS
を用い、肥満に伴う脂肪組織の異常な血管新生を阻害できること、さらにマクロファージの浸潤も顕著に抑制で
きることを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was found that anti-inflammatory macrophages were 
increased in adipose tissue by inducing apoptosis of the vascular endothelial cells in the tissue 
via the adipose-vasculature targeted nano drug delivery system (DDS), which was established in the 
previous study by the principal investigator. Moreover, it was found the increased expression of 
Cyp1b1 mRNA in the obese adipose vasculature of mice through microarray analysis. Then, it was 
successfully described that not only angiogenesis but also infiltration of macrophages in obese 
adipose tissue was significantly inhibited by the administration of the CYP1B1 specific inhibitor 
via the nanoDDS. 

研究分野： 生体医工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満の脂肪血管でCYP1B1が高発現していることを初めて見出し、さらにその選択的阻害剤を搭載したナノDDSを
構築して、肥満に伴う脂肪組織の異常な血管新生とマクロファージの浸潤を有意に抑制することに成功した。脂
肪組織に栄養と酸素を供給する血管の増加こそが脂肪組織に慢性的な炎症状態をもたらす病態の本質であること
を示す重要な手がかりとなる。本研究で得られた知見を応用することで、肥満に伴う脂肪組織慢性炎症を根本的
に解消する新たな治療法の開発につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
肥満はインスリン抵抗性を引き起こし､糖尿病や脂質異常症､動脈硬化などの発症要因となる｡

肥満からインスリン抵抗性が誘起される背景には脂肪組織の慢性炎症が関与しているが､脂肪組
織に炎症が生じる原因や慢性化するメカニズムは解明されていない｡ 
 研究代表者はこれまでの研究で､新たな肥満治療薬としての応用を目指し､脂肪組織の血管を
標的とする全身投与型ナノ DDS (ドラッグデリバリーシステム) の開発に世界で初めて成功し
た[1]｡｢脂肪組織に栄養と酸素を供給する血管を遮断して脂肪細胞を兵糧攻めにする｣との視点
から､アポトーシス誘導剤 [D(KLAKLAK)2] を内包した脂肪血管標的化ナノ DDS (以下､KLA-ナノ
DDS) を構築し､疾患モデル動物に対する有意な肥満抑制効果を実証するとともに､KLA-ナノ DDS
を投与した肥満モデルマウスでは脂肪組織炎症が鎮静化し、インスリン抵抗性が改善したこと
示唆する想定外の現象を見出した｡KLA-ナノ DDS には炎症抑制作用やインスリン抵抗性改善作用
を有する薬効成分は一切含まれていないため､直接的な効果とは考えにくい｡つまり､脂肪血管の
アポトーシスが引き金となって何らかの生体反応が誘起された結果として顕在化した間接的な
効果であると推測される｡ 
近年の研究で､CD8 陽性 (細胞障害性) T 細胞や CD4 陽性 1型ヘルパーT細胞 (Th1) ､IgG 陽性 B
細胞といった抗原特異的な免疫応答 (獲得免疫) の中心的役割を果たす細胞群が肥満の進行と
ともに脂肪組織に浸潤して炎症を誘発し､インスリン抵抗性を増悪させる要因となることが明ら
かにされつつある｡このような獲得免疫に関わる細胞群の集積は自己免疫疾患の特徴と類似して
いることから､肥満の脂肪組織では自己に対する異常な免疫応答が生じている可能性が考えられ
るが､詳細な機序は不明である｡一方､アポトーシスは生理的な細胞死であり､生体内でアポトー
シスを起こした細胞はマクロファージ等の食細胞により速やかに貪食される｡食細胞によるアポ
トーシス死細胞の処理は不要な細胞を排除するだけでなく､死細胞に含まれる自己抗原を有効活
用することで自己に対する不適切な免疫応答を抑制する｢自己免疫寛容｣を維持するのに重要な
役割を果たしている｡以上のことから､脂肪血管のアポトーシスを起点として特異的な免疫寛容
が誘導された結果､肥満に伴う脂肪組織の異常な自己免疫応答が抑制されて炎症の鎮静化やイン
スリン抵抗性の改善につながった可能性が考えられる｡ 
 
２．研究の目的 
 本研究の開始当初の目的は､上記の背景およびこれまでの研究成果から導き出された｢脂肪血
管に対する特異的な免疫寛容の誘導によって脂肪組織の慢性炎症が鎮静化し､インスリン抵抗性
が改善する｣という独自の仮説を実証するとともに､肥満の脂肪組織における異常な自己免疫応
答を正常化するための標的分子を同定することである｡また､脂肪血管のアポトーシスを模倣す
ることで特異的な免疫寛容を積極的に誘導する技術を確立し､疾患モデル動物における治療効果
を検証し、新しい原理に基づく肥満および関連疾患の根治療法の確立へ展開することを目指す｡ 
 
３．研究の方法 
（1）脂肪血管標的化ナノ DDS（CytC-ナノ DDS）による抗肥満効果の検証 
 二段階乳化による W/O/W エマルジョンの調製と溶媒留去を介してリポソームを調整する
microencapsulation vesicle（MCV）法を用い、アポトーシス誘導剤として Cytochrome c（CytC）
を内包した CytC-ナノ DDS を調製した。 
 野生型の 8週齢 C57BL/6J マウスを 2グループに分け、高脂肪食負荷を開始するとともに、一
方のグループは対照群、他方は CytC-ナノ DDS を 6mg CytC/kg の容量で 3日毎に 5回、尾静脈よ
り投与し、その間の体重変化を追跡した。 
 
（2）CytC-ナノ DDS 反復投与による肥満抑制モデルマウスの脂肪組織におけるマクロファージ
サブセットの解析 
 対照群あるいはナノ DDS 投与群の精巣上体脂肪組織を摘出し、間質-血管細胞画分を単離して
マクロファージサブセットを CD11c および CD206 の発現を指標としてフローサイトメトリーに
より解析した。 
 
（3）CytC-ナノ DDS 単回投与による肥満モデルマウスの脂肪組織におけるマクロファージサブ
セットの解析 
 上記と同様の条件で、高脂肪食誘導性肥満モデルマウスに CytC-ナノ DDS を投与し、その 1～
3 日後に精巣上体脂肪組織の間質-血管細胞画分に含まれるマクロファージサブセットを CD11c
および CD206 の発現を指標としてフローサイトメトリーにより解析した。 
 
（4）CYP1B1 選択的阻害剤を搭載したナノ DDS による脂肪組織血管新生およびマクロファージへ
の影響の解析 
 2,3’,4,5’-tetramethoxystilbene (TMS)をナノ DDS に搭載し、高脂肪食誘導性肥満モデルマウスに



TMS-ナノ DDS を 30mg TMS/kg の容量で 3 日毎に 5 回、尾静脈より投与し、体重、脂肪組織重
量や血糖値、摂食量を測定した。また、精巣上体脂肪組織を摘出し、その小片を蛍光標識レクチ
ン（GSIB4）または蛍光標識 F4/80 抗体を用いて染色し、共焦点レーザー走査型顕微鏡で観察し
た。 
 
４．研究成果 
(1) アポトーシス誘導剤として Cytochrome c（CytC）を内包した CytC-ナノ DDS による抗肥満
効果の検証 
 単純水和法や逆相蒸発法などのリポソーム調製法は、水溶性薬物の封入率が数％程度と低く、
スケールアップが困難という問題があった。これに対し、研究代表者は、二段階乳化による W/O/W
エマルジョンの調製と溶媒留去を介してリポソームを調整する microencapsulation vesicle
（MCV）法を応用し、CytC などの水溶性タンパク質
を 50%程度の高い封入率でリポソームの大量調製が
可能な手法を確立している[2]。また、本法を用い
て、脂肪血管に対する標的化リガンドを修飾したリ
ポソームの調整が可能であることも判明している。
そこで、本検討では、MCV 法で調製した CytC-ナノ
DDS を使用し、野生型マウスに高脂肪食負荷の開始
とともに CytC-ナノ DDS を 6mg CytC/kg の容量で 3
日毎に 5 回、尾静脈より投与し、その間の体重の変
化を追跡した。その結果、対照群の体重は 15 日間で
15%増加したのに対し、CytC-ナノ DDS 投与群の体重
増加率は 7.8%と有意に抑制され、MCV 法で調製した
CytC-ナノ DDS が、以前の研究で使用した KLA-ナノ
DDS（逆相蒸発法で調製）と同等の抗肥満効果を示す
ことが確認できた（図 1）。 
 
（2）CytC-ナノ DDS 反復投与による肥満抑制モデルマウスの脂肪組織におけるマクロファージ
サブセットの変化 
 上記（1）と同様の条件でCytC-ナノDDSを10回反復
投与したマウスの精巣上体脂肪組織を摘出し、間質
-血管細胞画分を単離してマクロファージサブセッ
トをCD11cおよびCD206の発現を指標としてフローサ
イトメトリーにより解析した。その結果、対照群の
脂肪組織ではM2マクロファージの割合が約13%であ
ったのに対し、CytC-ナノDDS投与群の脂肪組織で
は、20%以上に増加しており、その差は統計的に
も有意であることが明らかとなった（図2）。 
 
（3）CytC-ナノ DDS 単回投与による肥満モデルマウ
スの脂肪組織におけるマクロファージサブセットの
変化 
 上記（2）に加えて、高脂肪食誘導性肥満モデルマ
ウスにCytC-ナノDDSを投与し、その1～3日後に精巣
上体脂肪組織の間質-血管細胞画分に含まれるマク
ロファージサブセットをCD11cおよびCD206の発現を
指標としてフローサイトメトリーにより解析した。
その結果、M2マクロファージの割合は、投与1日後には約１％増加し、3日後には約2.5％増加す
ることが明らかとなった。また、M0マクロファージの割合はCytCナノDDS投与の1日後では未処置
群と同程度でほとんど変化がなかったのに対し、投与2日後および3日後では未処置群のおよそ
半分程度にまで減少していた（表1）。これらの結果から、CytCナノDDSの投与により脂肪血管内
皮細胞のアポトーシスが誘導さ
れ、その結果として脂肪組織中
に存在するM0からM2マクロファ
ージへの活性化が亢進したと考
えられる。一方、CytCナノDDSの
投与1～3日後においてマウスの
体重や脂肪組織重量にはほとん
ど変化は認められなかったこと
から、脂肪組織中のマクロファ
ージに対して誘導される変化
は、肥満に対する治療効果より
も早い段階で引き起こされるこ

 
図 1. CycC-ナノ DDS による抗肥満効果 

 
図 2. CycC-ナノ DDS 反復投与による 

脂肪組織マクロファージの変化 

表 1. CycC-ナノ DDS 単回投与後の脂肪組織マクロファージサブセット 

Macrophage 
subset 

Non-treated 
(% in total 
SVF) 

Treated with CytC-nanoDDS 

day1 day2 day3 

M0 2.04 2.35 1.21 0.92 

M1 2.99 2.16 2.68 3.33 

M2 10.65 11.60 12.47 13.26 



とが強く示唆された。 
 
（4）CYP1B1 選択的阻害剤を搭載したナノ DDS による脂肪組織血管新生およびマクロファージ集
積の抑制 
 当初、ペプチドアレイを用いて異常な免疫応答を引き起こ
す自己抗原候補分子の探索を行う計画であったが、予定して
いたペプチドアレイが製造中止となり、コロナ禍で同等の性
能を有する代替品の手配も困難であったため、マイクロアレ
イを用いて治療ターゲット因子の探索を行った。その結果、
肥満モデルマウスの脂肪組織血管内皮細胞において Cyp1b1 
mRNA の発現が顕著に更新していることを見出した。以前の研
究で、CYP1B1 は血管内皮機能の維持や血管新生に必須の役割
を担うとことが報告されている[3]。また、肥満の脂肪組織
では血管新生が異常亢進し、これが引き金となってマクロフ
ァージ等の炎症性細胞の遊走、浸潤を促進することが示唆さ
れている[4]。そこで、CYP1B1 選択的阻害剤である 2,3’,4,5’-
tetramethoxystilbene (TMS)をナノ DDS に搭載し、肥満モデル
マウスに投与することによって脂肪組織にどのような変化
が生じるかを調べた。高脂肪食誘導性肥満モデルマウスに
TMS-ナノ DDS を 30mg TMS/kg の容量で 3 日毎に 5 回、尾
静脈より投与し、その間の体重の変化を追跡した。その結果、
TMS-ナノ DDS の投与によって高脂肪食負荷条件においても体重が減少する傾向が見られたが、
対照群と比較して有意な差ではなかった。また、脂肪組織重量や血糖値、摂食量にも顕著な差は
認められなかった（図 3）。次に、TMS-ナノ DDS の反復投与による脂肪組織血管新生への影響
を調べるため、蛍光標識レクチン（GSIB4）を用いて脂肪組織小片を蛍光染色し、共焦点レーザ
ー走査型顕微鏡で観察した。その結果、TMS-ナノ DDS 投与群の脂肪組織では、血管新生の場で
ある Adipogenic-angiogenic cell cluster が有意に減少していることが明らかとなった（図 4）。さら
に、蛍光標識 F4/80 抗体を用いて染色した結果、マクロファージの集積も有意に減少することが
判明した（図 5）。以上のことから、CYP1B1 を標的として脂肪組織における異常な血管新生を阻
害することで、肥満に伴う脂肪組織へのマクロファージ等の炎症性細胞の浸潤を抑制できるこ
とが示された。今後、本研究で得られた知見を応用することで、肥満に伴う脂肪組織慢性炎症を
根本的に解消する新たな治療法の開発につながることが期待される。 

 
図 3. TMS-ナノ DDS 投与による 

抗肥満効果の検討 

 
図 4. TMS-ナノ DDS 投与による脂肪組織血管新生の抑制 

 
図 5. TMS-ナノ DDS 投与による脂肪組織マクロファージの減少 
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