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１． 研究のねらい 

 近年、免疫系は単に病原体の認識・排除や感染症の病態に関わるだけでなく、自己抗原や

ストレス応答を察知し、それらを排除・修復することにより自己免疫病などの危険な疾患の回

避に寄与していると考えられている。したがって免疫系は様々な組織・器官において生体の

恒常性維持に関わる重要な生命システムの一つと考えられる。本研究では、生体恒常性維

持機構の破綻モデルとして、「生活習慣病における慢性炎症」と「肥満」に着目し、免疫系と代

謝内分泌系との機能的なクロストークが代謝内分泌系の恒常性を維持し、その破綻が生活

習慣病の発症へと繋がるメカニズムの解明を目指す。 

 近年、申請者は、①TLR4 類似分子 RP105 とその会合分子 MD-1 が内臓脂肪組織の M1 マ

クロファージに高発現し、慢性炎症やインスリン抵抗性を制御すること、②脂肪細胞からの遊

離脂肪酸産生により、好中球を主体とした内臓脂肪組織炎症が惹起されること、③TLR シグ

ナルアダプター分子 TRIF が中枢神経系において摂食応答を調節し肥満の病態に関わること、

を見出した。これらの知見は、TLR などの自然免疫センサーが様々な代謝内分泌器官におい

て機能し、慢性炎症や肥満の発症に関わることを示している。そこで本研究では、1) 内臓脂

肪組織における自然免疫センサーのシグナル伝達経路と内因性リガンドの探索、及び遊離

脂肪酸による炎症発症機構の解明を目指すと共に、2) 中枢神経系における TRIF の発現を

解析し、炎症反応および接触抑制性ホルモンであるレプチンの応答における TRIF シグナル

の機能を解明する、の 2 点を主な研究目標として研究を行った。 

  

２． 研究成果 

（１）概要 

TLR ファミリー分子 RP105/MD-1 が内臓脂肪組織炎症及びインスリン抵抗性を制御するメ

カニズムを探索するために、RP105/MD-1 の内因性リガンド及びシグナル伝達分子をメタボロ

ーム解析及び免疫沈降法で探索した。RP105/MD-1 に結合し、リガンドまたはシグナル伝達

分子候補となり得る酸性リン脂質または内臓脂肪組織中の蛋白質を複数見出した。しかし、

それらの正確な同定と生理的作用・意義については未解決であり、現在解析を継続してい

る。また RP105/MD-1 が内臓脂肪組織マクロファージにおいて炎症の惹起に関わることを証

明するために、マクロファージ特異的 RP105 または MD-1 KO マウスの作製を進めた。flox マ

ウスの樹立に時間を要したが、現在 Lys-M Cre マウスとの掛け合わせを進めており、研究を

継続中である。 

遊離脂肪酸が自然免疫系を活性化し、内臓脂肪組織炎症を惹起する機序を解明する手掛

かりとして、脂肪融解を惹起し多量の脂肪酸を遊離させるβ3 アドレナリン受容体アゴニスト

CL316,243 を用いた解析を行った。その結果、脂肪細胞からの脂肪酸遊離により、好中球を



 

主体とした内臓脂肪組織炎症が惹起され、それに伴い産生される IL-1βが炎症及びインスリ

ン抵抗性の惹起に中心的な役割を果たすことが分かった。また、定常状態の脂肪組織好中

球は IL-1β前駆体の発現が他の細胞に比べて顕著に高く、IL-1βを産生し易い前炎症状態に

あることが明らかとなった。この前炎症状態には脂肪細胞との直接的な相互作用及びそれに

よる NF-κB 活性化が重要であることが示唆された。また、好中球からの IL-1β産生には

NLRP3 以外のインフラマソーム活性化が重要であることが示された。 

TLR シグナルアダプター分子 TRIF が視床下部において摂食応答を調節し肥満の発症に関

わる機序を解明するために、視床下部における TRIF の発現、視床下部炎症及びレプチン抵

抗性の惹起における TRIF の機能について解析した。視床下部において TRIF mRNA の発現

を確認したが、蛋白レベルでの検出は困難であった。また、野生型マウスに比較しTRIF KOマ

ウスでは高脂肪食摂餌による視床下部炎症及びレプチン抵抗性が軽減していた。以上から

TRIF は視床下部の炎症を惹起し、レプチンシグナルを阻害することで摂食応答を亢進させる

ことが示唆された。 

（２）詳細 

研究テーマ A「RP105/MD-1 の細胞内シグナル伝達経路の解析」 

①これまでの解析から、RP105/MD-1 は主に B 細胞やマクロファージなどの免疫細胞に発

現することが明らかとなっている。免疫細胞に発現する RP105/MD-1 が内臓脂肪組織炎症の

惹起に関わることを確認するために、骨髄キメラマウスを作製した。RP105 KO マウスを用い、

血球系または非血球系において RP105 が欠損するマウスを作製し、高脂肪食を摂餌させた。

予想に反して、どちらの骨髄キメラマウスも野生型マウスに比較して、肥満及び内臓脂肪組

織炎症が同程度に改善した。以上から、非血球系細胞にも RP105/MD-1 が発現し、内臓脂

肪組織炎症の惹起に関わることが示唆された。②内臓脂肪組織において RP105/MD-1は M1

マクロファージに高く発現している。そこで RP105/MD-1 が内臓脂肪組織マクロファージで機

能することを予想し、マクロファージ特異的RP105またはMD-1 KOマウスの作製に着手した。

相同組換え ES 細胞及びキメラマウスの確立に時間を要したが、H28 年度に両マウスの flox

マウスを樹立した。現在、Lys-M Cre マウスとの掛け合わせを進めている。③免疫沈降法及

びプロテオーム解析を用いて、RP105 と会合する内臓脂肪組織中の蛋白質を探索した。複数

の会合分子候補を見出したが、まだ蛋白の同定には至っていない。 

研究テーマ B「RP105/MD-1 の未知の内因性リガンドの探索」 

TLR4/MD-2 がパルミチン酸などの飽和脂肪酸を認識するように、RP105/MD-1 も内因性リ

ガンドとして脂質成分を認識するとの予想のもと、脂質やその代謝物を対象としたメタボロー

ム解析を行った。高脂肪食を摂餌した野生型マウスの血清及び内臓脂肪組織の溶解物を抗

RP105 抗体または抗 MD-1 抗体で免疫沈降し、RP105/MD-1 と結合する脂質などを探索し

た。酸性リン脂質の結合を検出したが、現在その再現性を確認すると共に、その生理的意義

について解析中である。 

研究テーマ C「遊離脂肪酸が内臓脂肪組織炎症を惹起する機構の解析」 

内臓脂肪組織炎症における遊離脂肪酸の機能を解明するために、脂肪融解を惹起し多量

の脂肪酸を遊離させるβ3 アドレナリン受容体のアゴニスト CL316,243 を用いた解析を行った。

①CL316,243 の腹腔内投与により、野生型マウスの内臓脂肪組織において多数の好中球浸



 

潤と TNF-α、IL-1β、MCP-1 などのサイトカイン・ケモカインの遺伝子発現増加を認めた。特に

IL-1βの遺伝子発現は顕著であり、内臓脂肪組織の器官培養により、成熟型 IL-1βの産生を

確認した。抗 Gr-1 抗体による好中球の除去により、内臓脂肪組織における IL-1β産生が著減

することから、主要な IL-1β産生細胞は好中球であることが示唆された。また好中球の浸潤に

遅れてマクロファージが浸潤することも見出した。さらに CL316,243 の投与により、内臓脂肪

組織及び肝臓でのインスリンシグナルが阻害され、このシグナル阻害は抗 IL-1βの投与によ

り改善した。以上から、遊離脂肪酸による内臓脂肪組織炎症とそれに伴うインスリン抵抗性の

惹起には、好中球の浸潤とそれから産生される IL-1βが重要な役割を果たすことが示唆され

た。②成熟型 IL-1βの産生にはインフラマソームの活性化が重要である。CL316,243 投与によ

る IL-1β産生にインフラマソームが関与するか、インフラマソームを構成する ASC, 

Caspase-1/11, NLRP3 の各 KO マウスを用いて解析を行った。CL316,243 投与による好中球

浸潤は、ASC 及び Caspase-1/11 KO マウスで完全に抑制されていたが、NLRP3 KO マウスは

野生型と同等であった。以上から、CL316,243 による好中球浸潤は、NLRP3 以外のインフラマ

ソームが関与することが示唆された。③内臓脂肪組織の好中球が多量の IL-1βを産生する機

序を解析するために、内臓脂肪組織より常在性の好中球、マクロファージ及びそれら以外の

細胞を単離し、IL-1βの発現をリアルタイム PCR 及び FACS で検討した。その結果、好中球に

おける IL-1β mRNA 及び蛋白レベルでの発現が、他の細胞群に比べて顕著に高かった。ま

た、内臓脂肪組織の好中球は同組織のマクロファージまたは骨髄の好中球に比べて、NF-κB

コンポーネントである p65 が核内に高く発現していた。以上から、内臓脂肪組織の好中球は、

定常状態で NF-κB の活性化が高く、そのため IL-1βの転写が誘導されることが示唆された。

④内臓脂肪組織の好中球において、NF-κB の活性化及び IL-1βの発現が高い機序を解析す

るために、3T3-L1 脂肪細胞株と骨髄由来好中球との共培養を行った。共培養後 1 時間で Iκ

Bαの発現が上昇し、6 時間後に IL-1βの発現が上昇した。これらの発現誘導は、Trans-well

を用いた共培養では認められなかった。また、IL-1βの発現誘導は、IKK 阻害剤である

BAY11-7082 の添加により、阻害された。以上から、内臓脂肪組織の好中球における IL-1βの

発現誘導には、脂肪細胞との直接的な相互作用とそれに伴う NF-κB の活性化が重要である

ことが示唆された。 

研究テーマ D「視床下部における TRIF の発現解析と TRIF 上流の受容体の同定」 

野生型マウスより、視床下部を採取し、TRIFの発現をリアルタイムPCR法で解析した。視床

下部において TRIF mRNA の発現を認めた。他の脳部位（大脳、小脳、海馬など）との比較で

は、視床下部で特に高い発現を示す傾向はなかった。数種類の抗 TRIF 抗体を購入し、視床

下部における TRIF 蛋白の発現をウェスタンブロット法で検討したが、検出は困難であった。陽

性対照として用いた脾臓でも検出は困難であったため、用いた抗体がワークしない可能性が

示唆された。 

研究テーマ E「視床下部のレプチン応答及び炎症状態における TRIF シグナルの解析」 

摂食調節及び視床下部炎症における TRIF シグナルの機能を解明するために、野生型マウ

ス及び TRIF KO マウスに高脂肪食を摂餌させ、12 週間後にレプチン応答性及び炎症性遺伝

子発現を解析した。野生型マウスでは高脂肪食によりレプチン抵抗性が誘導されるために、

レプチン脳室内投与による STAT3 リン酸化及び摂餌量の減少が抑制され、視床下部での



 

TNF-αの発現が増加していた。一方、TRIF KO マウスでは TNF-αの発現は誘導されず、レプ

チン感受性は保たれていた。以上から視床下部において TRIF シグナルは視床下部の炎症を

惹起し、レプチンシグナルを阻害することが示唆された。 

 

３． 今後の展開 

本研究では内臓脂肪組織炎症と視床下部炎症がインスリン抵抗性やレプチン抵抗性を誘導

する機構における免疫シグナルの重要性を複数の自然免疫センサー・シグナル分子に焦点を

当て解析した。今後は自然免疫系が上記炎症を惹起する詳細な機序、主に内因性リガンドの

同定とその作用、シグナル伝達経路の解析、免疫細胞と非免疫細胞との相互作用について

解析する。高脂肪食摂餌マウスの解析より、RP105/MD-1 は TLR4 よりも 2 型糖尿病、肥満の

発症に深く関与することは明らかである。候補の内因性リガンド、シグナル伝達分子を同定し、

それらの生理作用を明らかにする。またコンディショナル KO マウスの解析により、

RP105/MD-1が機能し炎症惹起に重要な細胞を同定する。以上から2型糖尿病、肥満の発症

における RP105/MD-1 の全体像を明らかにする。 

今回、これまでに報告のない、内臓脂肪組織に常在する好中球のユニークな特徴を見出し

た。好中球の前炎症状態が誘導されるには、脂肪細胞との接触性相互作用が重要であること

が示されている。相互作用による好中球の変化をマイクロアレイや RNA seq を用いて網羅的

に解析し、前炎症状態となる機序を解明する。 

今回見出した TRIF シグナルは視床下部炎症の惹起に関わる新しいシグナル経路と考えら

れる。KO マウスの解析から、TRIF シグナルがレプチン抵抗性を誘導するのは明らかであり、

今後は TRIF シグナルの誘導に関わる内因性リガンドとその産生機序、TRIF 発現細胞の同定

を進める。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究では、免疫系、特に原始的な免疫系である自然免疫系と代謝内分泌系、特に内臓

脂肪組織と視床下部とのクロストークが慢性炎症を誘導する機構について解析を進めた。研

究者が独自に見出した RP105/MD-1 の内臓脂肪組織炎症の誘導機構については、内因性リ

ガンドの同定には至っておらず、コンディショナル KO マウスの作製にも遅延が生じた。本来の

期待した成果を出すことは出来なかったが、今後も研究を継続し、RP105/MD-1 の機能解明

に取り組みたい。一方、内臓脂肪組織に常在する好中球のユニークな機能を発見し、IL-1βを

介する内臓脂肪組織炎症に、好中球が中心的な役割を果たすことを見出した。これは、これま

でに報告のない興味深い成果と考えており、現在論文執筆中である。摂食調節における TRIF

シグナルの解析については、内因性リガンド候補として stathmin を見出し、TRIF シグナルを介

して視床下部炎症・レプチン抵抗性を誘導するという機序の解明に繋がる成果が出ている。今

後、詳細な解析を行い、H29年度中に論文を投稿する予定である。また、自然免疫センサーの

活性化を阻害し、内臓脂肪組織炎症・線維化を抑制する甘草由来の天然物 isoliquiritigenin を

見出しており、原薬製造メーカーと共同で本薬物を多く含む甘草エキスの抽出に取り組んでい

る。今後、抽出エキスの抗炎症作用を解析し、産学連携による機能性食品の開発に取り組む



 

と共に、本薬物が今回見出した内臓脂肪組織炎症・視床下部炎症の機構を抑制するかどうか

についても解析を行いたい。 

研究実施体制については、実験の補助に必要な補佐員を雇用し、研究の進捗に大いに役

立った。また研究費については、フリーザーが故障したため新規に購入した以外は、ほぼ計画

通りに執行した。 

 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

 本研究課題では、「生活習慣病における慢性炎症」と「肥満」に着目し、免疫系と代謝内分

泌系との機能的なクロストークが生体の恒常性を維持し、その破綻が生活習慣病の発症へと

繋がるメカニズムの解明を目指した。その結果、TLR ファミリー分子 RP105/MD-1 のリガンド

候補分子や TRIF シグナルの内因性リガンドを複数発見するとともに、内臓脂肪炎症での好中

球の役割を見出しており、詳細な解析の後に論文化する予定である。また、内臓脂肪炎症を

抑制する天然物について企業との共同研究も進んでいる。論文発表などの外部発表や特許

出願も多く、今後の活躍が十分に期待される。 
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