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緒緒  言言  

 
現在社会において肥満症は健康を脅かす要因として世界的な問題となっている。肥満の基盤病態として慢性炎症が知

られ、肥満の脂肪組織では組織そのものが炎症性変化を示す。肥満に伴う脂肪組織炎症にはマクロファージなど自然免

疫系の細胞が重要な役割を果たすことが知られる。特にケモカイン受容体 CCR2 を欠損するマウスでは骨髄由来単球

の脂肪組織への移入が抑制され、肥満に伴う炎症指標が減少する［1］。一方、近年、脂肪組織マクロファージ（ATM）

のなかでもTim4を発現する組織常在性マクロファージはPDGF／VEGFファミリー分子PDGFccを産生することで

脂肪細胞のエネルギー蓄積を促進することが報告された［2］。このように脂肪組織には複数のマクロファージ集団が存

在し、個々のマクロファージ集団が肥満の病態に異なる役割を果たしている。近年、ATMのシングルセル解析により、

脂肪組織の単球・マクロファージ集団は少なくとも5つのサブセットに分けられると報告された［3］。この中には、血

管関連ATM（VAM）（VAM1：Tim4＋MHC classⅡ－、VAM2：Tim4－MHC classⅡ＋）、preVAM（VAMの前駆細胞）、

CD11c＋マクロファージ、単球が含まれる。これらの細胞集団のなかでも、高脂肪食の摂取により VAM1 や CD11c＋  

マクロファージが顕著に増加する［3］。 
GPR35 はキヌレン酸等などの代謝分子に結合する G 蛋白質共役型受容体（GPCR）ファミリー分子である。近年、

GPR35を欠損したマウスは肥満を示すことが報告された。脂肪細胞において、GPR35を介したシグナルはβアドレナ

リン受容体シグナルを促進することで、エネルギー消費を増加させると考えられる［4］。一方、GPR35 は白血球上に

高発現するが、脂肪組織のマクロファージにおけるGPR35の生理的役割については不明な点が多い。また、キヌレン

酸はGPR35に結合することが報告されるが、その結合定数は必ずしも高くない。最近、セロトニンの代謝産物5-ヒド

ロキシインドール酢酸（5-HIAA）が GPR35 に結合し、好中球の遊走を促進することが示されたが、肥満時における

GPR35 反応性分子は不明である［5］。そこで、本研究では、ATM における GPR35 シグナルの役割および肥満時の

GPR35結合分子について検討を行った。 
 

方方  法法  

 
11．．ママウウススをを用用いいたた解解析析  

GPR35欠損マウスは、CRISPR/Cas9システムを用いて作製した。具体的には、gpr35に相補的なガイドRNAおよ

びCas9酵素を共発現する発現ベクターをマウス受精卵へ導入し、受精卵を偽妊娠マウスに移植した。産まれた仔マウ

スのゲノムDNAをスクリーニングして、gpr35遺伝子の一部を欠損するマウスを得た。 
高脂肪食としてHFD60（オリエンタル酵母、脂肪分をカロリー比で60％含む）を使用した。生後4もしくは5週で

離乳した後、HFD60を6週間、摂取させて解析に用いた。 
22．．脂脂肪肪組組織織のの白白血血球球調調製製  
体脂肪として雄の精巣上体部の脂肪（epididymal fat）を、皮下脂肪として鼠径部の脂肪（inguinal fat）を用いた。

マウスから摘出した脂肪組織をリベラーゼ TM およびDNase I 中で細切し、37℃で 45 分間処理した。消化しきれな

かった組織片にシリンジの内筒を押し当て優しくホモジェナイズした。Percoll（30％／70％）処理により界面の細胞
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回収し、フローサイトメトリー解析に使用した。 
33．．GGPPRR3355反反応応性性分分子子のの精精製製  
大腸内容物に超純水を加えてホモジェナイズし、フェノール・クロロホルム抽出によって水溶性画分を得た。水溶性

画分を陰イオン交換カラム（HiTrap Q HP）によって中性・塩基性画分と酸性画分に分離した。さらに酸性画分を

Sephadex™ LH-20 カラムを用いたゲルろ過クロマトグラフィーによって分画化し、各画分におけるGPR35 反応性を

評価した。GPR35反応性はβ-arrestinのGPCRへの recruitmentを指標とした。この検出系は、発光タグであるBiT
タンパク質の小サブユニット（SmBiT）をGPR35に付加し、大サブユニット（LgBiT）を付加したβ-arrestinがGPCR
に recruit すると、BIT タンパク質が会合して発色するしくみを利用している。HEK293 細胞にGPR35-SmBiT およ

びβ-arrestin-LgBiTを一過性に発現させた後、試料を添加し、BiTタンパク質の発光レベルよって、GPR35反応性を

評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．GGPPRR3355のの欠欠損損がが高高脂脂肪肪食食投投与与時時のの脂脂肪肪組組織織ママククロロフファァーージジにに与与ええるる影影響響  
末梢血の白血球集団では、gpr35 遺伝子は Ly6C＋単球および Ly6C－単球で選択的に発現が認められる（図 1a）。そ

こでATM 細胞集団における gpr35 遺伝子の発現を解析した。そこで、CD45＋Ly6Clow 7AAD－F4/80＋マクロファージ

を CD11c および Tim4 の発現を指標に 3 つの集団をソーティングした。CD11c＋Tim4－マクロファージは単球由来の

マクロファージで CCR2 依存的に脂肪組織に移動する。CD11c－Tim4－マクロファージは組織常在性でこの一部に

VAM1（MHC classⅡ＋）が含まれる。CD11c－Tim4＋マクロファージは組織常在性で、VAM2が含まれる。この細胞集

団はPDGFccを産生することで、脂肪細胞の脂肪蓄積を促進する。定量PCRの結果、これらのマクロファージ集団は

いずれも少なくとも血中の単球と同程度にgpr35を発現していた（図1b）。 
 

図1．ATM集団におけるGPR35の発現  
各細胞集団におけるgpr35遺伝子の発現を定量PCRにより解析した。a）末梢血中の白血

球集団、b）脂肪組織におけるマクロファージ集団。MC：単球、MF：マクロファージ。 
 

次に、野生型マウスおよびGPR35欠損マウスに高脂肪食を6週間与え、これらマクロファージ集団の細胞数を評価

した。高脂肪食を投与した野生型マウスでは、内臓脂肪及び皮下脂肪のいずれにおいてもCD11c＋Tim4－マクロファー

ジの増加が認められたが、この増加はGPR35 欠損マウスで認められなかった（図 2）。VAM1（CD11c－Tim4－ MHC 
classⅡ＋）も同様に高脂肪食投与により野生型マウスで増加し、GPR35 の欠損により減少する傾向があったが、これ

までのところ、有意差は認められなかった（data not shown）。他のマクロファージ集団ではGPR35の欠損による影

響は認められなかった。 
CD11c＋Tim4－マクロファージは炎症性の集団として報告される一方、IL-10 など抗炎症性分子を発現するという一

見相反する知見も報告されている［3］。高脂肪食を投与したマウスの脂肪組織におけるサイトカインの発現を評価した

ところ、GPR35欠損マウスで tnfaおよび il6の発現上昇が認められた。一方、炎症性ケモカイン ccl2遺伝子の発現に
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変化はなかった（図3）。したがって、GPR35シグナルはCD11c＋Tim4－マクロファージの動員もしくは増殖を促進し、

炎症性サイトカインの産生を制御することにより、脂肪組織における炎症反応を抑制する可能性が考えられた。 
既報の遺伝子発現解析では、CD11c＋Tim4－マクロファージは、M1 マクロファージと異なる細胞集団と考えられ、

代謝活性（metabolically activated）マクロファージに近い遺伝子発現を示す［3］。このマクロファージ集団は、    

インスリン、グルコース、パルミチン酸により誘導される集団で、肥満発症初期では炎症の増悪に作用するが、肥満発

症後期ではリソソームを介したエンドサイトーシス経路が活性化することで死んだ脂肪細胞の除去を行う［6］。今後、

CD11c＋Tim4－マクロファージにおける GPR35 シグナルがどのように脂肪組織の代謝および炎症を制御するか、更な

る解析が必要である。 
 

 

図2．GPR35欠損マウスにおける各ATM集団細胞の割合 
野生型マウス（WT）および GPR35 欠損マウス（KO）に 6 週間高脂肪食を投与して、   

脂肪組織におけるマクロファージ集団をフローサイトメトリーで解析した。 
a、c）内臓脂肪、b、d）皮下脂肪。a）およびb）は7AAD－CD45＋Ly6Clow F4/80＋マク

ロファージの各細胞集団、c）およびd）はCD11c＋Tm4－マクロファージの割合（n＝3）。
ND：通常食、HFD：高脂肪食。有意差検定はStudent’s t-testにより行った。 
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図3．脂肪組織における炎症サイトカイン、ケモカインの発現  
野生型マウスおよび GPR35 欠損マウスに高脂肪食を投与し、内臓脂肪における各遺伝子

発現を定量PCRにより解析した（n＝3）。ND：通常食、HFD：高脂肪食。 
 
2．腸腸管管内内容容物物にに含含ままれれるるGGPPRR3355反反応応性性分分子子のの探探索索  
次に、高脂肪食投与時にATMに作用するGPR35反応性分子について検討を行った。食物や腸内細菌由来の成分に

GPR35 反応性分子が含まれることを想定し、大腸内容物をフェノール・クロロホルム処理によって脂溶性画分および

水溶性画分に分離したところ、水溶性画分にGPR35反応性が強く認められた。水溶性画分を陰イオン交換クロマトグ

ラフィーにより、中性・塩基性画分と酸性画分に分離したところ、酸性画分にGPR35反応性が検出され、この酸性画

分をさらにゲルろ過クロマトグラフィーによって分子量で分離したところ、GPR35反応性画分が得られた（図4）。こ

の画分に 5-HIAA は殆ど含まれておらず、一方、キヌレン酸はHPLC の溶媒に殆ど溶解しなかったことから、報告者

が分離を進めているGPR35結合性分子は、これら既知のGPR35リガンドと異なる可能性が考えられる。今後、腸管

内容物に含まれるGPR35結合性分子の同定を行い、ATMにおける生理的役割について検討を行う予定である。 
以上の知見から、ATM における GPR35 を介したシグナルは、肥満病態を抑制する可能性があり、その詳細な分子

機構については今後の更なる解析が求められる。 
 

 
図4．腸管内容物に含まれるGPR35反応性分子の探索  

大腸内容物から抽出した水溶性画分をイオン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過 
クロマトグラフィーにより精製し、各画分のGPR35反応性を評価した（n＝3）。 
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