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研究成果の概要（和文）：SOCS3ノックアウトマウスへ高脂肪食負荷を行うと、脂肪肝の形成なしに顆粒球増多
による全身炎症が誘発される。このメカニズムとして肝臓の脂肪酸代謝は飽和脂肪酸/不飽和脂肪酸バランスは
わずかに変化しているのみであり、16S rRNAシーケンスで腸内細菌叢の変化を認めた。4種抗生剤投与（ABPC+
FRM+VCM+MNZ）により顆粒球増多はキャンセルされた。さらに骨髄ではLSK、CD34-LSK、CMPおよびGMPの増加を認
めたが、これらの所見は腸管滅菌により消失した。以上から炎症の原因はSOCS3ノックアウトおよび高脂肪食負
荷による腸内細菌叢の異常が顆粒球増多に最も影響しているものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Systemic inflammation due to granulocytosis is induced without the formation
 of fatty liver, when SOCS3 knockout mice are fed a high-fat diet. As a mechanism, the saturated 
fatty acid/unsaturated fatty acid balance in liver fatty acid metabolism was only slightly changed, 
and changes in the intestinal microbiota were observed by 16S rRNA sequencing. Granulocytosis was 
canceled by administration of four types of antibiotics (ABPC+FRM+VCM+MNZ). Furthermore, increases 
in LSK, CD34 negative LSK, CMP, and GMP were observed in the bone marrow by fat diet, but these 
findings disappeared after intestinal sterilization. Based on the above, it was considered that 
abnormalities in the intestinal flora due to SOCS3 knockout and high-fat diet loading, which had the
 most influence on granulocytosis.

研究分野：血液学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性炎症は肥満、糖尿病、高血圧、高脂血症などのメタボリックシンドロームに関与しており、それらの疾患に
伴う合併症の発症に関与している。このため、メタボリックシンドロームに伴う慢性炎症の発症メカニズムを明
らかとすることは合併症予防において大きな社会的意義を有する。また慢性炎症は自己免疫疾患、がん、神経疾
患の進展にも大きく関与している現象であり、これらの制圧するためのストラテジー構築においても本研究成果
は大いに参考になるものであり、学術的意義を有するものである。

※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。



１．研究開始当初の背景 
過度な高脂肪摂取は局所的な慢性炎症を介して、2型糖尿病、心血管疾患、炎症性腸疾患、アレ
ルギー、悪性腫瘍等の全身的な慢性疾患を誘発し増悪させる。また、造血においても近年、高脂
肪食が腸内細菌叢異常を介してニッチ環境を変化させ、造血幹細胞からの造血システムを、顆粒
球造血を促進させる方向にシフトさせ造血の恒常性に影響を与えることも明らかになっている
(Luo et al., 2015)。腸内細菌叢異常を介したこれらの変化は、高脂肪食による慢性炎症を制御す
るために重要な因子である可能性が高いが、その詳細なメカニズムの解明にはさらなる検討が
求められている。 

The Suppressors of Cytokine Signaling (以下 SOCS) ファミリーは CISと SOCS1-7の 8個のファ
ミリー分子からなり、サイトカインシグナル伝達の負の調節因子であり、過剰な細胞応答を防い
でいる。中でも SOCS3 による IL-6 及び G-CSF によるシグナル伝達調節は炎症の抑制に重要
であると共に、SOCS3はレプチンシグナルやインスリンシグナルも制御していることから SOCS
ファミリーの中でも特にメタボリックシンドロームと関連していると考えられる。実際に肥満
マウスにおける SOCS3 の阻害は、インスリン感受性と脂肪肝を改善し、肝臓での脂肪酸合成の
重要な調節因子であるステロール調節エレメント結合タンパク質(SREBP)-1c の発現増加を正常
化することが報告されており（Ueki et al. 2004）、SOCS3が肥満やインスリン抵抗性と強く関連
していること、SOCS3 が耐糖能及び高脂肪食誘発性炎症を改善するための有望な治療標的であ
ることを示唆している。 
以上から SOCS3 阻害は高脂肪食を介したメタボリックシンドロームの改善において有用な治
療ターゲットになり得るが、その一方で SOCS3阻害は炎症誘発の副作用を有する可能性がある
がこれまで炎症誘発の可能性については長期的な観察は示されていない。また、全身的な
heterozygous SOCSS3 ノックアウト（KO）マウスでの解析は行われてきたが、胎盤の形成不全に
より胎生致死であったことから全身的な homozygous SOCSS3 KO マウス解析が行われてこなか
った。今回、さらに新規に後天的に homozygous に SOCSS3を KO可能なマウスを作成し解析し
た。 
 
２．研究の目的 
全身的な homozygous SOCSS3 ノックアウトマウスに高脂肪食を与えることで、全身的な SOCS3
欠損が①肥満及び②高脂肪食による慢性炎症に与える影響を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）動物と倫理  
C57BL/6 バックグラウンドの SOCS3 floxed (Socs3fl)を Rosa26-CreERT2、LysM-Creおよび Vav-
Cre マウスのいずれかのマウスと交配し用いた。タモキシフェン（TAM）(4.2 mg, day1, 5) は 8 
週齢で経口投与した。本研究は、新潟大学動物倫理委員会または WEHI 研究所（オーストラリ
ア）動物実験倫理委員会の承認を得て実施された。 
 
（2）高脂肪食  
すべての遺伝子型のマウスに、生後 4週目から HFD (D12492; 60 kcal % fat、Research Diet Inc.) 
または対照飼料 (D12450J; 10 kcal % fat、Research Diet, Inc.) を観察期間の終了まで与えた。  
 
（3）腸管滅菌 
生後 4 週齢より以下の 4 種類の抗生物質 (4Abx) を飲料水に混ぜ経口投与した。アンピシリン 
(Sigma-Aldrich) 1 g/L、ネオマイシン (Sigma- Aldrich）1 g/L、メトロニダゾール（Sigma-Aldrich）
1 g/L、およびバンコマイシン（ナカライテスク）500 mg/Lで用いた。4Abx治療は観察期間中、
継続した。  
 
（4）血糖測定  
血清血糖は、Bio Majesty 6500 (JEOL Ltd.) を用いて測定した。インスリン負荷試験では、10 週
齢マウスに 5.5 時間絶食させた後、腹腔内インスリン注射（0.375 U/kg 体重）を投与しグルコ
ースレベルを測定した。  
 
（5）血液学およびフローサイトメトリー  
血算値は EDTA を含む Microtainer® チューブ (BD biosciences) に採取した血液中の細胞を、
Sysmex pocH-100iVDiff (シスメックス) を使用して計数した。フローサイトメトリーは CytoFLEX 
(Beckman coulter) を使用した。抗体は CD3 (17A2)、CD4 (GK1.5)、CD8 (53-6.7)、Gr-1 (RB6-8C5)、
CD11b (M1/70)、CD34 (RAM34)、c-Kit (ACK2)、Ly6G (1A8)、CD19 (6D5)、B220 (RA3-6B2)、お
よび TER119 (TER-119)（Biolegend）を用いた。 LSK、CMP、GMP、および巨核球赤血球前駆細
胞（MEP）細胞を、以前の報告に基づいて計数した（Katagiri et al.、2021）。顆粒球の成熟は、
以前の報告に基づいて c-kitおよび Ly6Gの発現に基づいて評価した（Satake et al., 2012）。  
 
（6）コロニーアッセイ  
BM 細胞 (2.0 × 104) を 8～10週齢のマウスから採取し、MethoCult M3534 (Stem Cell Technologies) 



で培養した。 コロニーの総数、コロニー形成単位顆粒球/マクロファージ (CFU-GM、CFU-G、
および CFU-M) を 7日間の培養後に計測した。  
 
（7）RT-PCR分析  
RNeasy Mini キット(Qiagen)を用いて、RNA を単離した。RNA から cDNA への逆転写は、
SuperScript Reverse Transcriptase IIIキット（Thermo Fisher Scientific）をランダムヘキサマープラ
イマーとともに使用して行なった。各 cDNAサンプルは、StepOnePlus™ リアルタイム PCRシ
ステム (Thermo Fisher Scientific) による定量的 PCRを行った。遺伝子 mRNAレベルは、TaqMan
プローブ (Thermo Fisher Scientific) を使用した。  
 
（8）サイトカイン ルミネックス アッセイ  
20種類のサイトカインの血清濃度（GM-CSF、CXCL1、TNFα、CCL2、IL-1β、S100A8、S100A9、
IL-6、IL-10、IL-13、IL-17A、IFNγ、IL-3、レプチン、CCL5）、G-CSF、IL-33、M-CSF、CCL3、
および CCL4）は、Luminex100/200（Luminex Corporation）を使用して測定した。データは、
MILLIPLEX Analyst 5.1 (EMD Millipore Corporation) を使用して分析された。  
 
（9）生理学的分析  
マウスを個別に飼育して、体重と食物摂取量をモニタリングした。酸素消費量は、タモキシフェ
ン投与後 30 日目に、O2/CO2 代謝測定システム (Columbus Instruments) を用いて測定した。 自
発的活動レベルはタモキシフェン投与後 30 日目に、回し車システムとオープンフィールド テ
ストを使用して測定した。 Igloo Fast-Tracs ランニングホイールシステムMK-713 (室町機械) を
使用して、このシステムを含むケージにマウスを個別に収容し、CompACT AMSデータ収集ソフ
トウェア バージョン 3.84 (室町機械)を使用してデータを 24時間、収集した。オープンフィール
ド試験では、各マウスを密閉されたプラットフォーム (40 cm × 40 cm × 30 cm) の隅に置き、中
央エリア (20 cm × 20 cm) の総移動距離、移動時間、および滞在時間を測定した。 
 
４．研究成果 
全身的な SOCS3KOマウス（以下、SOCS3KOマウス）では高脂肪食による肥満や脂肪肝を認め
ず、食餌量や活動量、エネルギー代謝を増加させることなく血糖値を改善した。また、インスリ
ン抵抗性改善、血漿レプチンレベル軽減も認めた。しかし、一方で高脂肪食負荷 SOCS3KOマウ
スでは TAM投与後 30日目で顕著な好中球増多や明らかな脾腫を認めた。 
コントロール食負荷 SOCS3KO マウスでも TAM 投与後 65 日目で脾腫を認めたが高脂肪食負
荷群より軽度であり、好中球増多は認めなかった。SOCS3KO マウスでは脾臓における 
CD11b+Gr-1+顆粒球増加を認め、顆粒球割合はコントロール食群より高脂肪食群で有意に高かっ
た。脾臓における顆粒球成熟を c-Kit及び Ly-6Gマーカーを使用した FACS分析によって評価し
たところ、SOCS3KO マウスではコントロール食・高脂肪食ともに成熟顆粒球が増加していた。
骨髄では SOCS3KO マウスの高脂肪食負荷群で CMP や GMP などの顆粒球前駆細胞の増加を認
めており、コロニーアッセイにおいても SOCS3KO マウスの脾臓における骨髄前駆細胞の増加
を認め、高脂肪食負荷で顕著であった。 
さらに SOCS3KO マウスでは TAM 投与後 30 日目に肝静脈領域・門脈域・肝実質を含む肝臓
全体で骨髄細胞浸潤を認めた。SOCS3KOマウス高脂肪食群では肝臓での Ly6G 、CD11b、CD14、
CD68 RNA発現上昇を認め、好中球・単球・マクロファージ浸潤を示した。しかし、LysM-Creマ
ウス及び Vav-Cre マウスと交配した単球/マクロファージ特異的 SOCS3KO または汎白血球特異
的 SOCS3KOでは、コントロール群・高脂肪食群共に全身的 SOCS3KOマウスで認めたような末
梢血での好中球増多や脾腫、肝炎症を伴う全身性の致死性炎症は認めなかった。以上から肝臓の
炎症の発症には白血球の SOCS3以外の因子が関与していることが示唆された。 
そこで腸内細菌叢に着目し 16S rRNA 遺伝子シーケンスを行ったところ遺伝子型によらず高脂
肪食負荷群では Bifidobacterialesの著減を認め異常を認めた。抗生剤による腸内細菌叢除菌は乳
酸菌優位に復し、SOCS3KOマウスの生存率を有意に改善、末梢血での好中球増多や脾腫も大幅
に改善し、全身性炎症の進行を止めた。 
これらの所見から SOCS3 の全身欠損は肥満への保護作用を有するが、高脂肪食負荷による腸
内細菌叢変化に伴う重度な全身性炎症を引き起こし、抗生剤による腸内細菌叢除菌によって炎
症は大幅に改善した。これは SOCS3が高脂肪食による腸内毒素症に関連する過剰な骨髄造血と
重度の全身性炎症を抑制するために重要であることを示唆している。SOCS3 を発現低下させる
ことは肥満の治療標的となる可能性があるが、同時に強力な炎症性副作用を考慮に入れる必要
がある。 
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