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Ⅰ．緒　　言（はじめに）

　Body mass index（BMI）と血中 CRP 濃度が正
の相関を示すことが報告１）され，肥満と炎症反応の
関係が注目されるようになった。肥満者では炎症の
指標である interleukin（IL）-6及び tumor necrosis 

factor（TNF）- αの血中濃度が上昇している。し
かし，胃バイパス術後には，肥満の軽減に伴って血
中 IL-6と TNF- α濃度が低下するため，肥満と炎症
反応の密接な関連性が示唆されている２）。内臓脂肪
細胞より産生される adipokine が肥満者の全身性炎
症反応症候群に関与していることが判明し３），脂肪
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　内臓脂肪型肥満では脂肪組織に炎症細胞や免疫細胞の浸潤に伴う炎症反応が持続しているこ
とが知られている。細胞の走化性にはケモカインが重要な役割を演じている。このケモカイン
にはシステイン残基の違いにより，CXC, CC, CX3C and XC と４種類のケモカインが存在する。
肥満では内臓脂肪細胞から各種のケモカインが分泌され，慢性炎症状態を呈していることが考
えられる。本研究では，ヒト内臓脂肪細胞から得られた凍結前駆内臓脂肪細胞を分化誘導した
成熟脂肪細胞にどのようなケモカインの mRNA が残されているかを検索した。BMI <30 kg/m²
の脂肪細胞では，MCP-1（CCL2），RANTES（CCL5），ENA-78（CXCL5）及び IL-8（CXCL8） 
mRNA の発現が認められた。一方，BMI >30 kg/m²の脂肪細胞では MCP-1，RANTES，ENA-
78, IL-8に加えて， lymphotactin- β（XCL2）と fractalkine（CX3CL1）mRNA の発現が認めら
れた。重度の内臓脂肪型肥満では XC や CX3C ケモカインにより，自然免疫に関与する好中球
や単球に加えて，獲得免疫を担う T 細胞の遊走・浸潤を引き起こし重篤な合併症を発症するこ
とが示唆された。

キーワード：体格指数（Body mass index, BMI），ケモカイン，内臓脂肪細胞，凍結前駆内臓脂
肪細胞
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18 山 口 　 類 他

組織は，もはや中性脂肪を蓄積する臓器ではなく，
内分泌臓器として位置づけられるようになった。高
脂肪食摂取により内臓脂肪組織へ好中球の一過性遊
走・浸潤が起こる４）。また，肥満マウスモデルを用
いた内臓脂肪組織の免疫組織染色では，マクロ
ファージと同様に CD4+T 細胞が遊走・浸潤するこ
とが報告５）された。更に，T 細胞から分泌される免
疫調節サイトカインである interferon（IFN）-γに
より免疫反応が増強される５）。また，脂肪組織の炎
症では，Natural killer T 細胞も重要な役割を演じ
ていることが報告されている６）。
　ケモカインは，細胞表面上の G 蛋白質共役受容
体を介して白血球の遊走と活性化に関わっているサ
イトカインである。システイン配列の違いにより，
ケモカインは CC，CXC，XC，CX3C の4種類に分
類される。それぞれのケモカインは特定の白血球の
遊走・浸潤に関与している（表１）。本研究では，
内臓脂肪細胞における慢性炎症反応機序を解明する
目的で，ヒト凍結内臓前駆脂肪細胞より分化・誘導

した成熟脂肪細胞を用いて，BMI の上昇に伴う内
臓脂肪組織のケモカイン発現の相違について検討し
た。

Ⅱ．方　　法

１. ヒト凍結内臓脂肪前駆細胞
　脂肪細胞は単一ドナー由来のヒト凍結内臓脂肪前
駆細胞（DS Pharm Biomedical, Suita, Japan）を使
用した。また，ドナーはすべて米国 FDA 認可のプ
ログラムに従って管理されており，インフォーム
ド・コンセント取得後に採取された大網脂肪組織よ
り visceral preadipocyte が分離された（Zen-Bio, 
Inc, Research Triangle Park, NC）。使用したヒト
凍結内臓前駆脂肪細胞のドナ－情報を表２に示す。
WHO では25以上を太り過ぎ（overweight），30以
上を肥満（obese）と定義されており，本研究で使
用したドナーを，>30 kg/m² BMI 群と <30 kg/m² 
BMI 群に分けた。また，解凍後の細胞は，生存率，
形態観察，分化能を確認して使用した。

２. ヒト凍結内臓脂肪前駆細胞の分化・誘導
　凍結内臓脂肪前駆細胞は培養用培地（図３）を用
いて融解した。1×106 cells/vial を融解し，細胞密
度を４×104　cells/ml に調整した。細胞浮遊液を
15ml 遠 心 管 に 移 し， 更 に 培 地10ml を 添 加 後
1,500rpm，１分間遠心し細胞を洗浄した。上清を
取り除き同培地に浮遊させ６ well plate に１well
あたり2.5×104　cells を播種した。37℃，5% CO2の
条件下で培養を行った。２日に１度，培地交換を行
いコンフルエントになるまで４～７日培養した。分
化培地（表４）を用いて分化誘導後に，内臓脂肪細
胞培養用培地（表５）に交換した。

表１．Chemokines and receptor expressing cells
Motif Chemokine Receptor-expressing cells 
CC MCP-1 monocyte, T cell, basophil

RANTES eosinophil, basophil, monocyte, Th1 cell
CXC ENA-78 neutrophil

IL-8 neutrophil, CD8+ T cell, NK cell
C Lymphotactin-β lymphocyte
CX3C Fractalkine T cell, monocyte, NK cell

表２．Donor information
Age BMI Gender Race Smoker
28 26.6 F AA N
28 47.8 M AA N

AA; African American, N; Non-smoker

表３．培養用培地
DMEM/Ham’s F-12 medium（1:1,v/v）
HEPES pH7.4
Fetal bovine serum
Penicillin
Streptomycin
Amphotericin B
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19内臓脂肪細胞におけるケモカインの発現とその意義

３.RNA の抽出及び RT-PCR 法
　培養上清を取り除き，ISOGEN RNA kit 1ml を
加え脂肪細胞を溶解させた。クロロホルムを0.2ml
加え，12,000g，15min，4℃にて遠心を行った。遠
心後，水層部分を別のエッペンチューブに移し，イ
ソプロパノール 0.5ml を加え12,000g，10min，4℃
で遠心を行った。RNA 沈殿以外を取り除き，70%
エタノール 1ml を加え混和後，7,500g，5min，4℃
にて遠心を行った。70% エタノールを取り除き，
乾燥後 pH8.0 TE Buffer 80μl にて溶解した。RNA
の OD 比（260/280）が1.8以上になることを確認し
た。0.5μg の RNA を PrimeScript™ Reverse 
Transcriptase（タカラバイオ）で逆転写を行った。
逆転写後，ｃ DNA 生成物 ５μL を目的の遺伝子を
増幅する primer 5 nM，TaKaRa Ex Taq HS を用
いて PCR を行った。PCR 産物の解析はアガロース
電気泳動を用いた。アガロースゲルの濃度は2% と
し，100V で約40分電気泳動を行った。電気泳動後
はエチジウム・ブロミド溶液で染色を行い，バンド
を観察した。Forward primer 及び Reverse primer
の情報は表６に記載した。

Ⅲ．結　　果

　BMI（>30 kg/m²） 由来の内臓脂肪細胞では，
RT-PCR 法にて CCL2（MCP-1），CCL5　（RANTES），

表４．分化培地
DMEM/Ham’s F-12 medium（1:1,v/v）
HEPES pH7.4　　　　　 
Fetal bovine serum   
PPAR γ -agonist
Biotin                       
Isobutylmethylxanthine
Pantothenate            
Penicill
Human　insulin         
Streptomycin
Dexamethasone     
Amphotericin B

表５．培養用培地
DMEM/Ham’s F-12 medium（1:1,v/v）
HEPES pH7.4
Fetal bovine serum
Dexamethasone
Biotin
Amphotericin B
Pantothenate
Penicillin
Human insulin
Streptomycin

表６．PCR 用 forward (sense) and reverse (antisense) primer 配列
Primer Sequence

β -actin Sense:5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'
Antisense:5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'

MCP-1 Sense:5'-CAAACTGAAGCTCGCACTC-3'
Antisense:5'-CATTTCCACAATAATATTTTAG-3'

RANTES Sense:5'-CTACTCGGGAGGCTAAGGCAGGAA-3'
Antisense:5'-GAGGGGTTGAGACGGCGGAAGC-3'

ENA-78 Sense:5'-ATCTCCGCTCCTCCACCCAGT-3'
Antisense:5'-TTCTTGTCTTCCCTGGGTTCAGA-3''

IL-8 Sense:5'-GCTTTCTGATGGAAGAGAGC-3'
Antisense:5'-GGCACAGTGGAACAAGGACT-3'

Lymphotactin- β Sense:5'-AGGAGAATGCTCCGTCTGAA-3'
Antisense:5'-CAGCTGTATTGGTCGATTGC-3'

fractalkine Sense:5'-AGGAGAATGCTCCGTCTGAA-3'
Antisense:5'-AGAAGAGGAGGCCAAGGAAG-3'
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CXCL5（ENA-78），CXCL8（IL-8），XCL2
（Lymphotactinβ），CX3CL1（Fractalkine） 
mRNA の発現が認められた（図１）。一方，BMI

（<30 kg/m²） 由来の内臓脂肪細胞では，CCL2
（MCP-1），CCL5（RANTES），CXCL5（ENA-78），
CXCL8（IL - 8）　mRNAの発現が認められたが，
XCL2（Lymphotactinβ）及びCX3CL1（Fractalkine） 
mRNA の発現は認められなかった。

Ⅳ． 考　　察

　脂肪組織は主に，中性脂肪を貯蔵し，飢餓時に遊
離脂肪酸を遊離する組織であると考えられていた。
しかし，1990年代に肥満ラットの脂肪細胞に TNF-
α mRNA が発現していることが報告７）されて以来，
脂肪組織は内分泌臓器であると位置付けられた８）。
肥満では，脂肪組織内にマクロファージの遊走・浸
潤が認められる９）。また，中性脂肪の蓄積して肥大
化した内臓脂肪細胞を伴う肥満では，リンパ球やマ
クロファージなどの脂肪組織在住の免疫細胞による

図１．>30 kg/m² BMI 由来の脂肪細胞 mRNA の PCR 産物解析
a.　PCR 産物のアガロース電気泳動を示す。
b.　ケモカイン遺伝子の発現をβ-Actinの発現量で補正したRelativedensityを示す。
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炎症性サイトカインの上昇に伴う低グレードの慢性
炎症状態を呈する。つまり，肥満では脂肪組織内へ
の種々の免疫細胞の遊走・浸潤を特徴とする。特に，
慢性炎症反応は炎症性マクロファージの浸潤と炎症
関連遺伝子の発現が先行することが知られている９）。
脂肪組織では，走化性サイトカインであるケモカイ
ンが炎症局所への白血球の遊走・浸潤に重要な役割
を演じている。肥大化した内臓脂肪細胞から
MCP-1や IL-8が産生され，肥満に由来する慢性炎
症反応を惹起する。また，ケモカインレベルと肥満
のパラメーターである BMI が密接に関連している

ことが報告された10）。
　ケモカインは CC，CXC，C，CX3C の４種類に
分類される。本研究ではヒト凍結内臓前駆脂肪細胞
を分化・誘導した成熟脂肪細胞のケモカイン 
mRNA の発現を検索した。CC ケモカインである
MCP-1及び RANTES mRNA は BMI>30 kg/m²群
及び BMI<30 kg/m²群の内臓脂肪細胞で認められ
た。regulated on activation，normal T cell 
expressed and secrete（RANTES） は， 単 球，
CD4陽性 T 細胞及び好酸球の遊走因子である11）。メ
タボリック症候群を伴う肥満者では，皮下脂肪組織

図２．<30 kg/m² BMI 由来の脂肪細胞　mRNA の PCR 産物解析
a.　PCR 産物のアガロース電気泳動を示す。
b.　ケモカイン遺伝子の発現をβ-Actinの発現量で補正したRelativedensityを示す。

 
a. 

 
b. 
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より内臓脂肪組織に RANTES mRNA の発現が有
意 に 増 強 し て い る12）。BMI>30 kg/m²群 及 び
BMI<30 kg/m²群の両群で，CXC ケモカインであ
る ENA-78や IL-8 mRNA の発現が認められた。
Epithelial neutrophil activating peptide-78（ENA-
78）は，強力な好中球遊走因子の一つである13）。マ
ウスを用いた研究では，高脂肪食摂取に伴い好中球
の内臓脂肪組織内への一過性浸潤が起こることが報
告された４）。肥満に伴う内臓脂肪組織の慢性炎症反
応の炎症カスケードの初期段階では，マクロファー
ジの浸潤に先行して起こる好中球の遊走・浸潤が重
要である。また，肥満者では，IL-8が脂肪細胞から
産生される。その結果，血中 IL-8濃度が著増するこ
とが報告された14）。本研究でも同様に BMI>30 kg/
m²群の内臓脂肪細胞では，MCP-1，RANTES，
ENA-78，IL-8 mRNA の発現が認められた。しかし，
BMI>30群と BMI<30群の内臓脂肪細胞では，C と
CX3C ケモカインの発現に相違が認められた。C と
CX3C ケモカインは immune modulators として作
用する15）。C ケモカインである Lymphotactin は，
単球や好中球ではなくリンパ球に対する遊走因子と
して報告された16）。更に，CM-1/lymphotactin は活
性化 CD8+ T 細胞から産生されるケモカインである
17）。このように lymphotactin は T 細胞，B 細胞，
好中球の遊走・浸潤に重要な役割を演じている18）。
　C ケモカインには，XCL1/lymphotactin- αと
XCL2/lymphotactin- βの２種類がある。一方，
CX3C ケモカインには， CX3CL1/ fractalkine の１
種類しか存在しない。白血球の炎症局所への遊走・
浸潤には主にセクレチンやインテグリンなどの接着
因子と走化性因子であるケモカインを必要とする。
Fractalkine  は，白血球の血管内皮細胞への接着を
惹 起 す る こ と が 報 告 さ れ て い る19）。 ま た，
Fractalkine は活性化した血管内皮細胞表面に結合
した分子で，T 細胞，単球，NK 細胞との強固な接
着を誘導する。また，樹状細胞の成熟に伴って細胞
表面上で発現が増強することが判明している20）。ま
た，Fractalkine は２型糖尿病の発症と深く関与し
ているアディポケモカインであることが知られてい
る21）。
　肥満では，内臓脂肪組織の low-grade の炎症反応
が起こっており，脂肪細胞と T 細胞の相互作用が
報告された。CD4+ ヘルパー T 細胞と CD8+　細胞
障害性 T 細胞の細胞数が BMI と正の相関を示し，

また，T 細胞は，皮下脂肪組織より内臓脂肪組織に
多数浸潤する。脂肪細胞で産生されるケモカインに
より，T 細胞が脂肪組織へ遊走・浸潤し脂肪生成に
深く関与している。このように脂肪細胞と T 細胞
のクロストークの存在が示唆された22）。高度肥満に
伴う種々の病態形成には，脂肪細胞から産生される
ケモカイン，特に，C と CX3C ケモカインが重要
な役割を演じていることが示唆された。

Ⅴ．結　　語（おわりに）

　ヒト内臓脂肪細胞由来の凍結内臓前駆脂肪細胞を
分化誘導して得られた成熟脂肪細胞には，ケモカイ
ンの遺伝メッセージが残されており，肥満に伴う脂
肪組織における炎症反応に進行過程が想定できるこ
とが示唆された。
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Chemokine profile of visceral adipocytes derived from severe 
obesity

　

Rui YAMAGUCHI

　Obesity is recognized as a low-grade chronic inflammatory state which involves a chemokine 
network contributing to a variety of diseases.   Chemokines have been classified into four main 
subfamilies including CXC, CC, CX3C and XC.  Obesity is associated with inflammatory cell 
accumulation in adipose tissue.   This study investigated chemokine expression in human visceral 
adipocytes determined by real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR).   Human 
adipocytes were derived from cryopreserved omental preadipocytes.  These fibroblast-like 
precursor cells are cryopreserved at the end of primary culture and can be propagated two 
passages prior to differentiating into human adipocytes.   Body mass index (BMI) correlates with 
the amount of body fat.   Visceral adipocytes obtained from <30 BMI subject showed that MCP-
1(CCL2), RANTES (CCL5), ENA-78 (CXCL5), and IL-8 (CXCL8) mRNA.    Contrarily, adipocytes 
from >30 BMI demonstrated that MCP-1, RANTES, ENA-78, IL-8, lymphotactin- β (XCL2), and 
fractalkine (CX3CL1) mRNA.　XC and CX3C chemokines play an important role for obesity-related 
inflammation as immune modulators. This suggests that interplay between human adipocytes and 
T lymphocytes is important in obesity.
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