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〈要 約〉

　肥満症によりさまざまな感染症の頻度および重症度の上がることが知られているが，その分子機序には不明な点が多い．今回，筆者らは，肥満モデルマウスの骨髄において，脂肪細胞の産生する“善玉”ホルモンであるアディポネクチンの濃度が低下し，それにともない炎症性サイトカインであるTNFの骨髄マクロファージからの分泌が慢性的に亢進することを示した．炎症性サイトカインに慢性的に曝露されることにより，骨髄の造血前駆細胞においてサイトカインシグナル抑制タンパク質であるSOCS3の発現が上昇し，細菌に感染した際のSTAT3シグナル伝達系の活性化が阻害される結果，感染からの防御に必須な顆粒球が骨髄において十分に産生されず細菌の駆逐が抑制された．肥満マウスにアディポネクチンあるいはアディポネクチン受容体のアゴニストであるAdipoRonを投与することにより，細菌に感染した際の顆粒球の産生は回復し重症化が抑制された．この結果から，アディポネクチンは肥満に関連した感染症の治療において標的になりうると考えられた．
はじめに

　肥満症は心血管疾患，悪性腫瘍，感染症などさまざまな合併症と関連することが知られ，肥満症においてはさまざまな感染症の頻度および重症度が上がることが臨床的な研究により示唆されているが1)，その分子機序には不明な点が多い．肥満症における中心的な病態は，脂肪細胞から分泌されるサイトカインであるアディポカインの，脂肪細胞の機能の異常にともなう産生の異常であると考えられている．肥満症においては脂肪細胞が肥大化しTNFやインターロイキン6などの炎症性サイトカインの産生が亢進する一方，アディポネクチンなど抗炎症作用をもつアディポカインの産生は逆説的に低下し，肥満症および合併症の病態を形成する．造血の主座である骨髄には脂肪細胞が豊富に存在し，肥満症における脂肪細胞の機能の異常は造血にもなんらかの影響をおよぼすと考えられるが，そのような検討はこれまでほとんどなされていない．今回，筆者らは，肥満症と感染症とのかかわりに注目し，肥満症における造血の異常が感染の重症化につながるという仮説をたてこれをマウスにおいて検証するとともに，肥満症における感染の重症化に対する治療的なアプローチについて検討した．
1．肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスにおいて細菌に感染した際の顆粒球の産生が障害される

　細菌の感染に対する適切な応答には，細菌を貪食する主体となる好中球が十分に産生されることが必要である．感染にともない内因性に産生されるサイトカインである顆粒球コロニー刺激因子は，骨髄における顆粒球前駆細胞の増殖および骨髄からの遊走を強く促進し，細菌の感染に対する応答にもっとも重要な役割をはたしており，顆粒球コロニー刺激因子を投与すると細菌に感染したときと類似した応答をひき起こすことが知られている2)．汎用される肥満モデルマウスのひとつである高脂肪食を負荷したマウスに顆粒球コロニー刺激因子を投与すると，対照となるマウスにおいてみられた骨髄における顆粒球前駆細胞の十分な増殖がみられず，好中球の産生が低下した．
　肥満モデルマウスの骨髄においてさまざまなサイトカインの発現を調べた研究において多くのサイトカインの発現量は変化しないことが報告されていたため3)，多彩な生理的な機能をもつにもかかわらず，これまで，in vivoにおいて造血に対する作用が調べられていなかったアディポネクチンに注目した．肥満マウスにてアディポネクチンの血清における濃度は保たれていたが，骨髄における濃度は低下しており，骨髄においてアディポネクチンは血清とは異なる機構により制御されることが示唆された．
　アディポネクチンノックアウトマウスは耐糖能の異常，動脈硬化への感受性の上昇などメタボリック症候群に類似した表現型を示すが，それらはいずれも軽微であることが知られている4)．アディポネクチンノックアウトマウスの造血系には，細胞の数，分化，アポトーシス，細胞周期，造血幹細胞あるいは前駆細胞の活性を示す細胞の頻度など，さまざまな指標において明らかな異常はみられなかった．しかし，アディポネクチンノックアウトマウスに顆粒球コロニー刺激因子を投与したところ，肥満マウスと同様に，顆粒球前駆細胞の増殖の低下および好中球の産生の低下が認められた．
2．アディポネクチンが欠乏した状態において細菌の感染に対する応答が低下する

　リステリア菌は細胞内寄生性のグラム陽性桿菌であり，おもに免疫不全者に対し重篤な全身感染症を起こす．リステリア菌の排除には顆粒球コロニー刺激因子によるシグナルの機能することが必要であることが示されており，リステリア菌の腹腔への感染はマウスにおける細菌感染モデルとして汎用される．この細菌感染モデルを用いて，肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスの細菌の感染に対する応答を観察した．これらのマウスにおいては感染ののち骨髄および末梢血における好中球の増加，および，感染した部位への好中球の遊走が障害され，感染ののち7日目の肝臓および脾臓には有意に多数の細菌が残存しており感染は重症化していると考えられた．組換え型アディポネクチンの静脈内投与，あるいは，アディポネクチン受容体の小分子アゴニストであるAdipoRonの経口投与により，これらの感染に対する応答はいずれも回復し，細菌の数は低下した．
3．アディポネクチンの欠乏した状態の造血細胞において顆粒球コロニー刺激因子に依存したSTAT3シグナル伝達系の活性が低下する

　顆粒球コロニー刺激因子による顆粒球前駆細胞の増殖においては，STAT3シグナル伝達系の活性化が中心的な役割をはたすことが知られている．肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスの造血細胞をin vitroにおいて顆粒球コロニー刺激因子により刺激したところ，対照となるマウスと比較して，STAT3のリン酸化が低下していた．そこで，これらのマウスにin vivoにおいて顆粒球コロニー刺激因子を投与したのち造血細胞を回収すると，STAT3のリン酸化が低下し，STAT3の下流の主要なエフェクターとして知られるC/EBPβの発現5) が低下していた．同様に，肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスにおいて細菌の感染によりSTAT3シグナル伝達系の活性の低下がみられた．いずれのマウスにおいても，in vivoにおいてアディポネクチンを投与することによりSTAT3シグナル伝達系の活性化は回復した．
4．アディポネクチンの欠乏した状態では造血前駆細胞においてSOCS3が高発現し細菌に感染した際の顆粒球の産生が障害される

　肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスの造血細胞における顆粒球コロニー刺激因子に対する応答の低下の機序を明らかにするため，顆粒球コロニー刺激因子に応答した増殖の主体になると考えられる造血前駆細胞について詳細に解析した6)．その結果，顆粒球コロニー刺激因子に依存したSTAT3シグナル伝達系の活性化は，多能性前駆細胞，骨髄系共通前駆細胞，顆粒球マクロファージ前駆細胞といった前駆細胞の画分において顕著に低下していた．肥満モデルマウスの肝臓および筋肉においてSTAT3シグナル伝達系の主要な抑制タンパク質であるSOCS3の発現が上昇しインスリンのシグナルを抑制することが知られていたことから7)，造血系においてSOCS3の発現を比較したところ，肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスの造血前駆細胞においてSOCS3の発現が上昇し，in vivoにおけるアディポネクチンの投与によりこの発現は低下した．肥満マウスにおいて造血細胞の全体にてSOCS3の発現を低下させると，顆粒球コロニー刺激因子に依存したSTAT3シグナル伝達系の活性化および細菌の感染に対する応答が回復した．一方で，肥満マウスにおいて成熟した顆粒球およびマクロファージにてSOCS3の発現を低下させても，これらの表現型に変化はみられなかった．以上のことから，アディポネクチンの欠乏した状態では造血前駆細胞におけるSOCS3の発現が上昇し，それによりSTAT3シグナル伝達系の活性化が抑制されると考えられた．
5．アディポネクチンの欠乏した状態では骨髄においてTNFの産生が亢進しSOCS3の高発現を誘導する

　造血前駆細胞をin vitroにおいてアディポネクチンにより処理してもSOCS3の発現量に変化はみられなかった．そこで，生体においては，アディポネクチンにより発現が抑制されSOCS3の発現を誘導するタンパク質が作用するのではないかと考え，候補として，炎症性サイトカインであるTNFに注目した8-10)．実際に，in vitroにおいてTNFは造血前駆細胞におけるSOCS3の発現を誘導し，また，肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスの骨髄においてTNFの濃度が上昇しており，アディポネクチンの投与によりTNFの濃度は低下した．TNFノックアウトマウスにおいては肥満により造血前駆細胞におけるSOCS3の発現は上昇せず，顆粒球コロニー刺激因子に依存したSTAT3シグナル伝達系の活性化が回復したことから，TNFが重要なはたらきをすることが示唆された．
　骨髄は血清と比較してTNFの濃度が高いことから，骨髄においては局所的にTNFが産生されると考えられた．骨髄のさまざまな細胞において比較したところ，多くの造血細胞の画分においてTNFの産生がみられたが，アディポネクチンによるTNFの産生の抑制はF4/80陽性のマクロファージでのみ観察された．そこで，薬理学的にマクロファージを消失させin vivoにおいて顆粒球コロニー刺激因子に対する応答を比較したところ，アディポネクチンノックアウトマウスにおいて細菌に感染した際の顆粒球の産生の低下はみられなくなり，アディポネクチンの作用はマクロファージを介することが示唆された．
6．アディポネクチンは骨髄においてTNFを産生するマクロファージの分化を抑制する

　アディポネクチンが骨髄マクロファージにおいてTNFの産生を抑制する機構について検討した．さまざまな細胞種を用いた実験においてアディポネクチンはリポ多糖により刺激したときのTNFの発現を転写レベルにおいて直接的に抑制することが知られているが11)，生体のように，リポ多糖のようなTNFを産生させる強力な刺激が存在せず，長時間にわたりアディポネクチンに曝露される状態において，アディポネクチンがTNFの産生にどのように影響するかは不明であった．そこで，アディポネクチンノックアウトマウスの骨髄からマクロファージを単離し，リポ多糖の添加あるいは非添加の条件においてアディポネクチンを処理したところ，アディポネクチンはリポ多糖により刺激したときのTNFの発現を転写レベルで強力に抑制したものの，リポ多糖の刺激のないときのTNFの発現に対する抑制の効果は比較的小さかった．そのため，アディポネクチンが骨髄マクロファージに直接的に作用してTNFの産生を抑制する以外にも，なんらかの機序の存在が示唆された．
　おもにin vitroにおける実験において，マクロファージは周囲のサイトカインに応答して炎症性のM1マクロファージあるいは抗炎症性のM2マクロファージに分化することが知られている．そこで，肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスから骨髄マクロファージを単離して遺伝子の発現を比較したところ，TNF遺伝子を含むM1マクロファージと関連する複数の遺伝子の発現の上昇がみられ，また，M1マクロファージの形質と関連することの知られているMHCクラスII分子を発現するマクロファージが増加した．肥満マウス，アディポネクチンノックアウトマウス，対照となるマウスのいずれにおいても，MHCクラスII分子を発現する骨髄マクロファージはTNFを多く産生しており，MHCクラスII分子を発現する骨髄マクロファージのあいだ，あるいは，発現しない骨髄マクロファージのあいだでの比較では，肥満あるいはアディポネクチンの有無はTNFの産生に影響しなかったことから，肥満マウスおよびアディポネクチンノックアウトマウスの骨髄においてはMHCクラスII分子を発現するM1様マクロファージの増加によりTNFの濃度が上昇すると考えられた．核内受容体型の転写因子であるNR4A1はM1様マクロファージの分化を抑制することが知られているが12)，アディポネクチンはin vivoおよびin vitroにおいて単球におけるNR4A1の発現を誘導した．さらに，NR4A1のアゴニストの全身への投与により，骨髄マクロファージにおけるTNFの産生および造血前駆細胞におけるSOCS3の高発現が抑制された．
おわりに

　筆者らは，肥満モデルマウスにおける造血系の解析により，感染が重症化すること，それがアディポネクチンの欠乏による骨髄における炎症性サイトカインの亢進につづく顆粒球の産生の低下によること，アディポネクチンあるいはアディポネクチン受容体のアゴニストの投与によりこれらの異常が改善することを示した（図1）．今回の研究は，肥満症に関連した感染症において，アディポネクチンが治療の標的となりうる可能性を示唆した．
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〈図説明〉
図1　アディポネクチンの欠乏により感染が重症化する機構
健常な状態においては，骨髄，とくに脂肪細胞からアディポネクチンが分泌され，骨髄におけるM1様マクロファージの分化およびTNFの産生を抑制する．肥満にともなうアディポネクチンの分泌の減少にともない骨髄においてM1様マクロファージが増加しTNFの濃度が慢性的に上昇すると，TNFに曝露された造血前駆細胞においてサイトカインシグナル抑制タンパク質であるSOCS3の発現が上昇し，細菌の感染あるいは顆粒球コロニー刺激因子などの外的な刺激に応答した好中球の増殖が抑制されて，その結果，感染が重症化する．
