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研究成果の概要（和文）：生体内アディポネクチン低値を示すことによる易炎症性モデルとして、

炎症環境下を模倣した酸応答性モデルとコラーゲン抗体により惹起した関節リウマチモデルを

解析した。予測したとおり、低アディポネクチン環境下では、マクロファージの細胞膜上にあ

る酸感受性チャネルである acid-sensing ion channels (ASICs)の閾値が低下しており、酸に対

する応答性が亢進していた。それにより、酸刺激によるマクロファージの炎症性サイトカイン

産生が亢進していた。また、関節リウマチモデルでも同様な結果が得られ、現在解析中である。 

 
研究成果の概要（英文）：We analyzed two models for higher susceptibility to inflammatory 

stimuli under low level of adiponectin. One was an acid induced writhing model and the 

other was a rheumatoid arthritis (RA) model caused by the antibody of type 1 collagen. It’s 

to be anticipated that the threshold of acid-sensing ion channels (ASICs) to acid stimuli 

was reduced and the expression of inflammatory cytokines was enhanced in macrophages 

under the condition. Moreover, the similar results go on being observed in RA model. 
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１．研究開始当初の背景 

アディポネクチンは、インスリン抵抗性の改
善、抗動脈硬化作用、抗炎症作用に関わり、
生体の恒常性維持に重要なアディポカイン
である。主生産組織は脂肪細胞であるが、生
体内局所で炎症が生じるとその局所で産生
が増加する(異所発現)。しかし、肥満などの
特殊な環境下では微弱な炎症が慢性化し、脂
肪細胞からのアディポネクチンの分泌が低

下するため末梢循環血流量中濃度は低下す
る。非肥満者の正常脂肪組織には、M2 型の
マクロファージが主に常在しており、IL-10

等の抗炎症性サイトカインを分泌し、免疫の
バランスを正常に維持している。しかし、肥
満者の脂肪組織には、炎症性細胞、特に M1

型のマクロファージが増えており、TNF-, 

IL-6 等の炎症性サイトカインの産生が増加
するため、脂肪細胞によるアディポネクチン
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の転写が抑制され免疫のバランスが崩れ、炎
症が慢性化へとシフトする。当研究室は、ア
ディポネクチンの活性をタンパク質レベル
で様々な側面より生化学的に解析してきた。
現在、C57BL/6 バックボーンの adiponectin 

anti-sense transgenic (AsTg) mouse（全身
で 低 ア デ ィ ポ ネ ク チ ン 値 を 示 す ） と
adiponectin sense transgenic (STg) mouse

（全身で高アディポネクチン値を示す）を保
有している。特に、全身でアディポネクチン
発現量が低いマウス(AsTg)は、易炎症性であ
ると考えられるため、その易炎症性を証明し
メカニズムを解析することによりヒトの疾
患における慢性炎症性病態を解明する一端
を担えると推測した。 

 

２．研究の目的 

上述したように血中アディポネクチン濃度
の低い adiponectin anti-sense Tg mouse の
易炎症性を証明し、そのメカニズムを解析す
ることを目的とした。更に、炎症病態モデル
を作製し全身でアディポネクチン低発現環
境下における炎症病態を解析した。具体的に
は、マクロファージ、T 細胞、B 細胞、顆粒
球等の免疫担当細胞の性質がどの様に変化
しているか解析する。このマウスでは、アデ
ィポネクチンの抗炎症作用として既に報告
があるマクロファージの機能制御だけでは
なく他の免疫担当細胞の機能が定常状態で
亢進し、環境要因などの刺激（食物、ストレ
ス等）により微弱な炎症が全身に生じている
可能性があると推測している。詳細な各免疫
担当細胞の機能を解析した上で、局所におけ
る免疫細胞の関わりが比較的良く解析され
ているリウマチモデル、喘息モデル作製を検
討している。AsTg マウスは、易炎症性であ
るため様々な病態モデルが作製しやすいと
考えている。これらモデルの解析により in 

vivo でのアディポネクチンの抗炎症作用メ
カニズムがより明確に出来ると考えた。 

 

３．研究の方法 

(1)AsTg マウスの易炎症性を解析するため
に炎症病態モデルを作製し検討した。 

図１．Writhing response to acetic acid in 
female AsTg mice was significantly 
enhanced compared with that in WT mice. 

Acetic acid solution (0.7%) was injected 
into peritoneal cavities of WT (dotted 
line, n = 9) and 8–24-week-old AsTg (thin 
line, n = 6) female mice, and WT (n = 4) 
and 10–12-week-old AsTg male mice (n = 4). 
After 10 min after placement, writhing 
response was counted every 5 min for 30 min. 
The data were represented as mean ± SD 
and p values were calculated by ANOVA. 
 

最初に簡便な炎症モデルである酢酸苦悶試
験を利用した。具体的には、0.7%酢酸を腹腔
内に投与し、10 分後から 30 分まで 5 分間隔
で苦悶反応を測定した。また、直接腹腔に酢
酸を投与し即時反応を測定するため、腹腔マ
クロファージの定常状態での活性化の閾値
が影響すると考えられた。図１に WT, AsTg
マウスにおける酢酸苦悶反応の結果を示し
た。 
 
(2) C57BL/6 マウスは、通常、コラーゲン誘
発性リウマチモデルを作製することは困難
である。しかし、C57BL/6 バックボーンの
anti-sense Tg mouse は、易炎症性であるた
め、上記モデルを作製可能であると推測して
いる。具体的には、市販の抗Ⅱ型コラーゲン
抗体(0.5 mg/500 L)を腹腔に投与後、４日後
に尾静脈へ抗コラーゲン抗体を投与し、その
３日後に腹腔へ LPS(50 g/0.1 mL)を投与す
る。関節炎は抗体を投与後 24-48 時間以内に
発症し、6-8 日目にピークに達し、14 日目ま
で持続する。途中、７日目に LPS(50 g/0.1 

mL)を投与する。関節炎の推移は四肢それぞ
れの腫脹の程度を関節炎スコアーにより評
価する。骨破壊の程度は 21 日目、28 日目に
CT（eXplore Locus）を用いて評価する。 

 

(3)mRNA の発現量の定量は、TaqMan 法に
よる Real-time PCR により行った。TNF-, 

IL-6 等のサイトカインに対する TaqMan 

Primer and Probe sets は、Life Technology
社より購入した。 
 
(4)Ca2+応答性は、以下の手順により測定し
た。調製したマクロファージを 1,200 rpm で
7 min 遠心。上清を除去し、Ca2+蛍光指示薬
である 1mMFura-2AM 2.5 μL を含有する培
地(10％FBS, 100 U/mL Penicillin, 100 

μg/mL Streptomycin を含有した D-MEM 培
地) 500 μL でサンプルを再懸濁した。24 well 

cell culture plate の 1 well に、あらかじめ 2 

mm×10 mm のガラスプレートを 2 枚ずつセ
ットしておき、細胞懸濁液を加え、37℃で 40

分間インキュベーションした（Fura-2 の細胞
内ロード）。インキュベーション後、細胞内
Ca2+測定用緩衝液 (2 mM Ca2+ HANKS 

buffer) 中ガラスプレートを 2 分以上静置し



 

 

た。顕微鏡上の灌流チャンバーにセットし、
緩衝液をフローすることによりガラスプレ
ート上の細胞を洗浄 (この操作で、ガラスプ
レート非吸着細胞は除去され、ガラス吸着性
の強いマクロファージが残る)した。細胞内
Ca2+濃度の変化は、340nm と 380nm の励起
光を交互に照射し、生じた蛍光 (510 nm) の
強度を、蛍光画像解析システム Meta Flour 
(日本ローパー社) によって測定し、380 nm

の励起光による蛍光強度に対する 340 nm の
励起光による蛍光強度の比 (340 nm/380 

nm) で示した。 
 
４．研究成果 
図 1 で示すように、AsTg マウスは酢酸苦悶
試験においてWTマウスに比べ酸応答性が亢
進していた。同様に、白色脂肪細胞からの炎
症性サイトカインの産生も亢進していた。
AsTg マウス由来マクロファージでは、
Acid-sensing ion channels (ASICs)の発現が
亢進しており（図 2）、それに伴い酸による
Ca2+応答性（delta ratio; 340/380 nm of 

(peak value – average basement value)）が
亢進していた（図 3）。酸応答性 ASICs チャ
ネルは Na+チャネルであるが、連動する
Na+/Ca2+交換体により細胞内に Ca2+流入が
認められた。結果より、AsTg マウス由来マ
クロファージのチャネル活性の閾値が低下
しているものと考えられた。本研究は、炎症
環境下（酸性下）では低 pH により免疫担当
細胞であるマクロファージを活性化するこ
とを示した。また、活性化機序として酸感受
性チャネルである ASICs を介すること、活性
化により炎症性サイトカイン TNF-, IL-6

の産生を誘導することを証明した（図 4）。 

 
図 2．Enhanced mRNA expression of ASICs and 
NCXs in resident peritoneal M from AsTg 
mice compared with WT mice. Resident 
peritoneal M was recovered from 
peritoneal cavities of mice, and total RNA 
was harvested. The total RNA was converted 
to cDNA by reverse transcription and used 
as a template for real-time PCR. The genes 
TRPV1, ASIC2, ASIC5, NCX2, and NCX3 were 

either not detected or only slightly 
detected. Filled bars show mRNA expression 
of WT mice (n = 4) and empty bars show that 
of AsTg mice (n = 6). The data are 
represented as the expression of target 
genes relative to β-actin (mean ± SD); 
p values were calculated by ANOVA.  

 

この結果は、現在論文投稿中(revised)であり
国内外において低 pH によるマクロファージ
活性化機構としては初めて報告したもので
ある。 
詳細なメカニズムはまだ解析中であるが、全
身での低アディポネクチン状態が、生体内に
微弱な炎症を惹起し ASICs チャネル発現の亢
進に関与していると推測している。 
AsTg マウスを用いることにより、WT マウス
では検出しにくかったマクロファージの低
pH による活性化とその機序を明確にできた
と考える。従って、炎症モデルを構築する際、
AsTg マウスを利用することにより、より明確
なメカニズムを解析できることが示唆され
た。現在、AsTg マウスにおいてコラーゲン誘
発リウマチモデルを解析中である。 

 
図 3．Differences in acid sensitivity of 
resident peritoneal M between WT and AsTg 
mice. Resident peritoneal M adhered to a 
glass coverslip were placed into a 
perfusion chamber and acid stimulation was 
performed by perfusing each with varying 
concentrations of acetic acid in HBSS for 
10 min: 0.01%, 0.05%, 0.1%. All line graphs 
represent average data of 2–5 independent 



 

 

experiments. Bar graphs indicate the delta 
ratio of each line graph (mean ± SD). p 
values were calculated by ANOVA. 

 

図 4 ． Changes in mRNA expression of 
cytokines in peritoneal M from WT and AsTg 
mice after in vivo acid treatment. Acetic 
acid solution (0.7%) was injected into 
peritoneal cavities of WT or AsTg female 
mice. Two to three hours later the 
peritoneal M were removed from the 
untreated and treated mice and solubilized 
in RNAiso Plus reagents. After reverse 
transcription, cDNAs of M were used as 
templates for real-time PCR. The data are 
represented by the expression of target 
genes relative to β-actin (mean ± SD); 
the number of mice was as follows: WT: no 
treatment (n = 4), acid treatment (n = 4); 
AsTg: no treatment (n = 5), acid treatment 
(n = 4). p values were calculated by ANOVA. 
また、低アディポネクチン環境下での T, B 細
胞の分化への影響も現在検討中である。上述
したように、肥満などの特殊な環境下では微
弱な炎症が慢性化し、全身で低アディポネク
チン値を呈している。ヒトの慢性炎症性疾患
である喘息患児の研究では、肥満を有する患
児がより重症化しやすいという報告もある。
そこで、喘息患児末梢血中の T 細胞の動態を
解析し論文として報告した。継続して、血中
アディポネクチン濃度との関係を検討中で
ある。 
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