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研究成果の概要（和文）：慢性炎症の起点となるインフラマソームの活性化をCaspase1活性をでFRETを用いて評価する
系の確立を試みたが困難を極めた。また他のグループから、当初の計画では低強度の慢性炎症を可視化することが不可
能であることが報告された。そこで、慢性炎症の機序を明らかにすることにした。肥大化によって変性した脂肪細胞か
ら遊離したDNA断片が病原体センサーを活性化することで、無菌的慢性炎症の契機となるという仮説を、遺伝子改変マ
ウスやオリゴヌクレオチドを用いた実験で証明した。変性脂肪細胞から遊離するDNA断片が、TLR9を介してマクロファ
ージを活性化することで脂肪組織の慢性炎症を引き起こすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Chronic inflammation closely associates with insulin resistance. TLR9 recognizes 
bacterial unmethylated DNA, although it can also provoke inflammation in response to fragmented DNA from 
mammalian cells. The role of TLR9 in the development of insulin resistance, however, remains unknown. 
This study tested the hypothesis that TLR9 signal promotes inflammation in metabolic organs and causes 
insulin resistance in high-fat fed mice. GTT and ITT demonstrated that disruption of TLR9 improved 
insulin resistance . TLR9 KO mice had less macrophage infiltration and MCP-1 expression in fat tissue. In 
vitro experiments showed that CpG ODN, synthetic oligonucleotides that contain unmethylated CpG, can 
promote the expression of pro-inflammatory molecules in WT macrophages, but not in TLR9 KO macrophages. 
Our results suggested that genetic ablation of TLR9 improved insulin resistance through the inhibition of 
inflammatory responses in fat tissue caused by accumulation and activation of macrophages.

研究分野： 循環器内科学
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 動脈硬化巣に、マクロファージ、T 細胞、
肥満細胞が浸潤していることが報告され、動
脈硬化は慢性炎症疾患であるという概念が確
立している（N Eng J Med 1999. 340:115-

126）。また、動脈硬化巣内の血管内皮細胞や
血管平滑筋細胞、さらには集積したマクロフ
ァージがアポトーシスやピロトーシス
（pyroptosis）、ネクローシスを起こしており、
動脈硬化の進展に関与することが示唆されて
いる（ATVB. 1998;18:1519.）。しかし、血管
内細胞死の病的・生理的意義や、生活習慣病
によって、どのようにして血管で無菌的慢性
炎症が惹起されるのか不明な点が多い。 

(2) 一方、肥満に伴うインスリン抵抗性が、
脂肪組織における慢性炎症を基盤として引き
起こされることが近年報告され、大きな関心
が もた れて いる （ J Clin Invest. 2003; 

112:1821.  J Clin Invest. 2003; 112:1796.）。
即ち、脂肪細胞の大型化に伴いマクロファー
ジなど各種炎症細胞が浸潤し、脂肪細胞と炎
症細胞が相互に活性化する vicious cycle が
引き起こされることが知られている。近年、
Crown-like structure と呼ばれる細胞死を起
こした脂肪細胞の周りをマクロファージが取
り囲む構造物の存在が報告された。しかし、
肥大化した脂肪細胞がどのようにして炎症細
胞を脂肪組織にリクルートするのかについて
不明な点が多い。 

(3) 最近、アポトーシスやピロトーシス、ネ
クローシスといった細胞死により、自己由来
遊離核酸断片(cell free DNA, cfDNA)が放出
され、炎症を惹起する一因になるのではない
かと推測されている (J Thromb Haemost. 

2015;13 Suppl 1:S82.)。Toll-like receptor 9 

(TLR9)は、細菌、ウイルス由来の非メチル化
CpG DNA を認識し、細菌、ウイルスからの
防御反応に重要な、自然免疫系病原体センサ
ーの一つとして知られている。TLR9 は自己
由来 cfDNA も認識し炎症を惹起することが
報告され  (Immunol Rev. 2008;223:271)、
cfDNA が自己免疫性疾患の病態に重要な役
割を担うことが示唆されている（Eur J Clin 

Invest. 2011;41:579）。また、冠動脈疾患患者
で血中 cfDNA が高値であり、血栓形成の促進
に関与している可能性が報告されている
（ATVB. 2013;33:2032.）。 

(4) 申請者らは、冠動脈疾患患者の手術標本、
血清を解析して、動脈硬化病変ならびに心臓
周囲脂肪組織に、活性化マクロファージが浸
潤し、各種 TLR などの自然免疫系病原体セン
サーを発現していることを見出した (J Am 

Coll Cardiol.2011; 58:248-255)。また、心臓
周囲脂肪組織の炎症が、Vasa Vasorum と呼
ばれる病的新生血管を介して、動脈硬化の病
態に関与していることを示した (Circ J. 79: 

1211, 2015)。血管周囲脂肪組織における炎症
が、動脈壁における炎症に直結するという概
念を提唱して、世界的に高い評価を得て、多
くの review articles を執筆している。 

 

２．研究の目的 

(1)まず、動物モデルを用いて、血管壁におけ
る慢性炎症の病態を形態学的ならびに分子生
物学的に解析する。次に、生活習慣病で血管
や血管周囲に蓄積される遊離脂肪酸、コレス
テロール結晶によってインフラマソームが活
性化され、炎症が惹起される過程を可視化す
る試みを行う。Caspase 1 活性を可視化する
コンストラクトを作製し、in vitro ならびに
in vivo でイメージングを行う。さらに、動物
実験で得られた成果の臨床的意義を、臨床材
料を用いて検討する。以上の基礎的、臨床的
検討から、動脈硬化進展を検出する画像診断、
バイオマーカーの確立を目指し、診断法、治
療法の開発に役立てる。 

(2) 生活習慣病によって慢性炎症が惹起され
る機序の解明を目指す。特に、生活習慣病に
よって誘導される細胞死と慢性炎症の関連を
検討する。過食、脂質異常症や高血糖により、
血管細胞や脂肪細胞に細胞死が誘導される現
象を観察し、そこから放出される核酸や脂肪
酸などの物質に注目する。細胞実験や遺伝子
改変マウスを用いた実験により、死細胞が炎
症細胞を活性化する分子機序を明らかにする。
特に、cfDNA に注目して、どのようにして、
血管や脂肪組織に誘発される慢性炎症の原因
になっているかを明らかにする。また、慢性
炎症を可視化するマウスを作製して、細胞死
と慢性炎症の関連を詳細に検討する。そして、
実験で得られた結果の臨床的意義を臨床サン
プルを用いて検討する。さらには、細胞死を
抑制したり、鍵となる分子を阻害することで
生活習慣病による脂肪組織や動脈壁における
慢性炎症を制御する新規治療法の開発を図る。 

 

３．研究の方法 

(1)生活習慣病によって慢性炎症がおこる過
程の可視化 
インフラマソームは尿酸や ATP などで活性

化される。そこで、FRET(蛍光共鳴エネルギー
移動)を用いてインフラマソーム活性を可視
化するトランスジェニックマウスの作製を目
指す。このマウスを用いて、死細胞から放出
される物質で慢性炎症が惹起される過程を検
討する。このマウスでは、インフラマソーム
活性化を ICE (Interleukin-1β変換酵素) 活
性で可視化する。すなわち、青色蛍光タンパ
ク CFPと黄色蛍光タンパク YFP を ICE認識配
列である Y E V D G W というアミノ酸配列を
含んだリンカーによって結合したコンストラ
クトを発現し、440nm光で励起すると CFP か
ら YFP に FRET が生じ黄色蛍光を発する。一
方、ICE 活性が亢進するとリンカーが切断さ
れ FRETが生じず青色蛍光を発する。この FRET
コンストラクトの作製に成功して、ICE 特異
的に活性化して、蛍光変化を検出することが
可能であることを確認する。In vitro で有効
性が確認されたコンストラクトを受精卵にマ
イクロインジェクションして、トランスジェ



 

 

ニックマウスを樹立する。 
死細胞から放出され、臨床サンプルの解析

から免疫惹起物質の候補としてあげられた
cfDNA, 脂肪酸、ATP、尿酸、コレステロール
結晶などを、このトランスジェニクマウスの
静脈内や局所に投与して、インフラマソーム
の活性化を二光子顕微鏡下に、生体内でリア
ルタイムに観察する。 

 
(2)肥満によって脂肪組織で慢性炎症が生じ
る機序の解析 
野生型マウスと TLR9 欠損マウスに、生後 8

週から高脂肪高スクロース食を 12 週間投与
する。12, 16, 20週齢において、経口ブドウ
糖負荷ならびに腹腔内インスリン負荷を行い、
インスリン抵抗性の推移を検討する。20 週齢
において、皮下ならびに内臓脂肪組織、血液
を採取する。免疫組織学的手法を用いて、脂
肪細胞死、マクロファージ浸潤の多寡や活性
化の程度を比較する。また、抗ペリリン染色
や TUNEL 染色を行い、脂肪細胞ならびに浸潤
した炎症細胞の傷害度とアポトーシスを評価
する。さらには、二重鎖 DNA や一重鎖 DNA に
対する抗体を用いた免疫電子顕微鏡や行い、
脂肪細胞の死、マクロファージの浸潤、cfDNA 
の局在を観察する。さらに、炎症惹起物質と
しての cfDNAの血中濃度を測定する。 
次に、cfDNA が慢性炎症を惹起する標的と

なる細胞を明らかにするために、野生型マウ
ス(WT)と TLR9欠損マウス(TLR9KO) 間で骨髄
移植を行う。４週齢において 9Gy の X 線照射
を行い、①WT→WT, ②TLR9KO→WT, ③WT→
TLR9KO, ④TLR9KO→TLR9KOの骨髄移植を行う。
８週齢から高脂肪高スクロース食を開始して、
インスリン抵抗性、脂肪細胞での慢性炎症に
おける、骨髄細胞の TLR9 の役割を明らかにす
る。骨髄置換率は、異性間の骨髄移植で、末梢
白血球の X、Y 染色体への FISH を行い決定す
る。 
さらに、cfDNA によるマクロファージ活性

化の作用機序の解明を図る。刺激を受けたり
細胞死に至った脂肪細胞から放出された
cfDNA がマクロファージを活性化する機序を
検討する。3T3L1脂肪細胞を低酸素、過酸化水
素、TNFα、Angiotensin II などを用いて細胞
死を誘導して、培養上清を採取する。また、培
養上清を野生型もしくは TLR9 欠損マウス由
来マクロファージに添加して、活性化状態を
NFκB やサイトカインの発現で検討する。ま
た、TLR9 に対する inhibitory オリゴヌクレ
オチドを投与して、cfDNA/TLR9 系の役割を検
討する。 
同様に、培養血管内皮細胞や平滑筋細胞を

刺激して培養上清の炎症惹起性を検討する。
濃度が薄い場合はカラムを用いて cfDNA を濃
縮する。上清中のアポトーシス小体や cell 
free DNA (cfDNA)などの炎症惹起因子の候補
となる分子を定量化する。cfDNAの配列やメチ
ル化の程度など性状を検討する。 
 

４．研究成果 
(1)生活習慣病によって慢性炎症がおこる過
程の可視化の試み 
慢性炎症の起点となるインフラマソームの

活性化を Caspase1 活性 で評価する系の確立
を目指した。具体的には、青色蛍光タンパク
CFP と黄色蛍光タンパク YFP を Caspase1 の
認識配列であるアミノ酸配列 YEVDGW を含ん
だリンカーによって結合した FRET コンスト
ラクトを作成し、大腸菌に発現させた遺伝子
組み換えタンパクを用いて、in vitro 実験を
繰り返した。YEVDGW 配列を三個含むコンスト
ラクトの感度が最良だったが、特異度に問題
があった。そこでリンカーを YVADGPに変更し、
Caspase1 特異性を確認できた。このコンスト
ラクトを発現する Stable cell line を
PMA,LPS, Nigericin で刺激すると IL-1βは
培地中に大量分泌されたが、コンストラクト
タンパクは切断されていないことが判明した。
そこで方針を一大転換し、proIL-1βをセンサ
ー に し て 、 切 断 を う け る と 蛍 光 物 質
cp173Venusが核に移行するようなコンストラ
クトを作製した。しかし、このコントラスト
を強制発現させるだけで、無刺激下において
も細胞毒性があることが判明した。そのため、
pro-IL1βの生理活性を欠損させて、インフラ
マソーム結合能だけあるコンストラクトを各
種作製したところ、N27-N116 までに毒性部位
があることが判明した。切断部位は N27 と
N116であるため、毒性を欠如したコンストラ
クトでは、pro-IL1βをセンサーに使用できな
いことが判明した。そこで、doxycycline によ
り発現を誘導することが可能な pTetOne 
Vectorにコンストラクトをサブクローニング
し、マクロファージ系 Cell line RAW264.7 細
胞にトランスフェクションして、stable cell 
line を樹立しようとした。しかしその時、東
京大学薬学部のグループから、Caspase-1 が
活性化した細胞はアポトーシスを生じて死亡
するという論文が出版された（Liu et al. 
Cell Rep. 2014;8:974-982.）。当初、予定し
て低強度の Caspase1 の活性化を可視化する
ことが不可能であることが判明したため、本
プロジェクトは中断せざるを得なかった。 
 
(2)肥満によって脂肪組織で無菌的慢性炎症
が生じる機序の解析 
そこで、方向転換して、肥満によって脂肪

組織で慢性炎症が惹起されるメカニズムの解
明に取り組むことにした。 
 脂肪組織におけるマクロファージを中心と
した慢性炎症が、インスリン抵抗性の発症要
因であるが、その機序は十分に明らかになっ
ていない。近年、肥大化した脂肪細胞の細胞
死が、脂肪組織の炎症に関与する事が明らか
になってきた。細胞死により、脂肪細胞から
は核酸が遊離する。Toll 様受容体－9 (TLR9) 
は外因性 DNA だけでなく、自己 DNA 断片をも
認識し、炎症性疾患に関与する。そこで障害
を受けた脂肪細胞から遊離した DNA がマクロ



 

 

ファージ TLR9を活性化し、脂肪組織の炎症に
関与するという仮説をたて、検証した。 
 高脂肪食負荷(HFD)下の肥満野生型（WT）マ
ウスは、非肥満マウスに比べて、血漿中の
ssDNAなどの遊離核酸量が有意に多かった。障
害脂肪細胞とマクロファージの相互作用に
TLR9が関与するかどうかを検討するため、WT
と TLR9欠損マウス（TLR9KO）から単離したマ
クロファージを、TNF- の存在下で培養した
脂肪細胞の培養上清で刺激したところ、WTマ
クロファージにおいて、MCP-1の発現が有意に
増加した。培養上清から抽出した遊離核酸も、
WTマクロファージからの MCP-1の発現を増加
させた。生体内における TLR9 の役割を検討す
るため、TLR9KO マウスと WT マウスに HFD を
行ったところ、内臓脂肪重量には差を認めな
かったが、TLR9KO マウスでは、脂肪組織にお
けるインスリン感受性遺伝子の発現が高く、
逆に炎症の程度は低かった。また、TLR9KOマ
ウスは WTマウスに比べて、インスリン感受性
が高かった。さらに TLR9 特異的阻害オリゴヌ
クレオチドの投与は、HFD下の WTマウスのイ
ンスリン感受性を改善させた。以上より、肥
大化した脂肪細胞の細胞死は、遊離核酸を増
加させ、マクロファージ TLR9 を活性化させる
ことで、脂肪組織の慢性炎症を惹起し、イン
スリン抵抗性の発症に関与することが明らか
となった。 
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