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【第 1章 序論】 
	 肥満の増加は世界的な問題であり、肥満は糖尿病や高血圧、脂質異常症といった二次疾

患を引き起こすことからも早期の介入が必要である (Pereira et al., 2009; Popkin et al., 

2007)。肥満の誘導には、生活習慣や食事といった環境要因と遺伝的要因が考えられてきた

が、これらに加え近年では腸内細菌叢と宿主の相互作用が重要であることがヒト、ラット、

およびマウスに関する研究から明らかにされている(Ridaura et al., 2013、 Bäckhed et al., 

2007; Turnbaugh et al., 2006、 Ley et al., 2005)。腸内細菌叢は免疫系に様々な影響を与え、

Th17細胞や制御性T細胞 (Treg)の誘導などに関与することが知られている(Furusawa et al., 

2013b; Atarashi et al., 2013; Depaolo et al., 2012; Atarashi et al., 2011; Niess et al., 2010; Ivanov et 

al., 2009)。しかしながら、肥満の誘導における免疫系、特にリンパ球の関与についてはこれ

まで十分な解析がなされていない。 

	 リンパ球は抗原特異的な受容体を介して活性化される獲得免疫系のリンパ球と、抗原特

異的な受容体を有さない自然免疫系のリンパ球に大別される。獲得免疫系のリンパ球に分

類される T 細胞、B 細胞、NKT 細胞における抗原特異的な受容体の再構成は Rag 

(Recombination-activating gene) 酵素を必要とし、Rag1 と Rag2 のうちいずれかを欠損

したマウスでは獲得免疫系のリンパ球の欠損がみられる (Mombaerts et al., 1992; Shinkai et 

al., 1992)。一方、自然免疫系のリンパ球は自然リンパ球 (ILCs; innate lymphoid cells)と総

称され、その分化には転写抑制因子 Id2を必要とする。自然リンパ球はヘルパーT細胞 (Th1、

Th2、Th17 細胞)の分類に対応したサイトカイン産生パターンに準えて 3 種類に分類されお

り、グループ 1自然リンパ球にはナチュラルキラー (NK; natural killer) 細胞と ILC1が含ま

れ Th1 細胞と同様に IFNγを産生し、グループ 2 自然リンパ球は Th2 細胞と同様に IL-5 や

IL-13を産生し、またグループ3自然リンパ球はリンパ組織誘導細胞(LTi cells; lymphoid tissue 

inducer cells)と ILC3が含まれ、Th17細胞と同様に IL-17や IL-22の産生を担う (Moro et al., 

2015; Artis et al., 2015; Spitz et al., 2013)。グループ 1 自然リンパ球に属する NK 細胞は

Granzyme と Perforin といった細胞傷害性タンパク質を介してウイルス感染細胞や細胞内細

菌感染細胞を殺傷して除去することで感染防御に働き、その分化には IL-7 ではなく IL-15

を必要とする (Di Santo、 2006; He et al.、 1996)。一方、ILC1は細胞傷害性を司る Granzyme

や Perforinを発現せず、IL-15ではなく IL-7依存的に分化する (Klose et al., 2014; Fuchs et al., 

2013)。グループ 2自然リンパ球は腸間膜脂肪組織から同定された Natural helper (NH)細胞と

Nuocyte、Ih2細胞などを含むが、現在は総じて ILC2と呼ばれている(Mjösberg et al., 2011、 

Price et al., 2010; Neill et al., 2010; Moro et al., 2010)。ILC2は IL-7と転写因子 Gata3 (GATA 

binding protein 3)を分化と生存に必要とし、IL-2 によって増殖する(Furusawa et al., 2013a; 

Klein et al., 2013; Hoyler et al., 2012; Mjösberg et al., 2012; Moro et al., 2010)とともに、
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IL-2+IL-25や IL-33刺激によって多量の IL-5や IL-13を産生することで寄生虫感染に対する

防御やアレルギーの発症に関与する (Bartemes et al., 2014; Halim et al., 2014; Kabata et al., 

2013; Kim et al., 2013; Roediger et al., 2013; Chang et al., 2011; Monticelli et al., 2011、 Neill et al., 

2010; Moro et al., 2010、 2015)。また最近では、白色脂肪組織において IL-33によって活性

化された ILC2が、褐色脂肪細胞と同じように Uncoupling protein 1 (UCP1)を介して熱産生を

担うBeige細胞の誘導に関与することが報告されている (Brestoff et al., 2015; Lee et al., 2015; 

Hams et al., 2015)。グループ 3 自然リンパ球の分化は転写因子 Rorγt (Retinoic acid-related 

orphan receptor γt) に依存する (Buonocore et al., 2010; Eberl et al., 2004; Sun et al., 2000)。 グ

ループ 3自然リンパ球に属する LTi細胞は 2次リンパ組織の発生に必要であり、Rorγtを欠

損したマウスではリンパ組織やパイエル板の形成不全がみられる (Sun et al., 2000)。一方、

ILC3は腸管の恒常性維持とバリア機能の維持に働き(Sonnenberg et al., 2011; Satoh-Takayama 

et al., 2008)、肥満の誘導にも関与することが報告されている (Upadhyay et al., 2012)。しかし

ながら、肥満の誘導における ILC3以外のリンパ球の関与についてはこれまでに明らかとな

っていない。 

	 本研究では食餌誘導性肥満における自然リンパ球の役割、特に ILC2の役割を明らかにす

ることを目的に研究を行った。
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【第 2章 方法】  
1. マウス  

	 本研究で用いたマウスは全て C57BL/6の backgroundであり、慶應義塾大学または国立研

究開発法人理化学研究所（理研）の動物実験委員会のガイドラインに従い、慶應義塾大学

医学部微生物学・免疫学教室動物飼育施設または理研統合生命医科学研究センターの動物

飼育施設において SPF 条件下で飼育した。 野生型 (WT)マウスは日本チャールスリバー社 

(Cat. No. C57BL/6N, Cat. No. C57BL/6J), 日本クレア社 (Cat. No. C57BL/6JJcl)と Taconic社 

(Cat. No. B6)から購入した。Rag2-/-マウス(Cat. No. RAGN12), γc
-/-Rag2-/- マウス(Cat. No. 

004111)、Il15-/-マウス(Cat. No. 004269)は Taconic社から、Cre-ERT2 トランスジェニックマ

ウス (Cat. No. 004682)は Jackson Laboratoryより購入した。 RorγtGFP/+マウスと RorγtGFP/GFP

マウス(Eberl et al., 2004)は理研統合生命医科学研究センターの Sidonia Fagarasan先生より, 

Il25-/- マウス(Ishii et al., 2010) および Il33GFP/GFP マウス(Oboki et al., 2010)は東京大学医科学

研究所の中江進先生と国立成育医療研究センターの斎藤博久先生より、Gata3flox/flox マウス 

(Zhu et al., 2004) と Il2rb-/-マウスはそれぞれ東京理科大学の久保允人先生と Ontario Cancer 

Centerの T. W. Mak先生よりご供与いただいた。Il2rb-/-Rag2-/-マウス、Il15-/-Rag2-/- マウス、

RorγtGFP/GFPRag2-/-マウスはそれぞれ Il2rb-/-マウス、Il15-/-マウス、RorγtGFP/GFPマウスを Rag2-/-

マウスと交配させて作製した。Cre-Ert2:Gata3flox/flox マウスは Cre-Ert2 トランスフェニック

マウスと Gata3flox/floxマウスを交配させて作製した。Il25+/-マウスと Il25-/-マウスは Il25+/-マウ

スと Il25-/-マウスを交配して作製した。Il33GFP/+マウスと Il33GFP/GFPマウスは Il33GFP/+マウス

と Il33GFP/GFPマウスを交配して作製した。無菌マウス (Cat. No. C57BL/6NCr[GF])は三協ラボ

サービスより購入し、理研統合生命医科学研究センターの動物飼育施設内のビニールアイ

ソレーターで飼育した。 

 

2. 抗体と試薬  

	 フローサイトメトリーで用いた c-Kit (2B8、#558163)、KLRG1 (2F1、#563595、＃561620、

#561621)、Sca-1 (E13-161.7、#553335、#562729)、CD45.2 (104、#552950)、Thy-1.2 (53-2.1、

#551616)、IL-7Rα (SB/199、#552543)、NKp46 (29A1.4、#560756)、CD3ε (145-2C11、#553060)、

CD4 (GK1.5、#553728)、CD8α (53-6.7、#553029)、CD5 (53-7.3、#553019)、B220 (RA3-6B2、

#553086)、NK1.1 (PK136、#553163、#562921、#553165)、CD11c (HL3、#553800)、Gr-1 (RB6-8C5、

#553125)、Siglec-F (E50-2440、#562681)、IL-2 (JES6-5H4、#554428)に対するモノクローナル

抗体と rat IgG2b,κ isotype control抗体(A95-1、#553989)は BD Pharmingenから、NKp46 (29A1.4、

#137618)、CD11b (M1/70、#101204)、F4/80 (BM8、#123118)、CD206 (C068C2、#141708)に

対するモノクローナル抗体は BioLegendから、FcεRI (Mar-1、#13-5898-85)、IL-7Rα (A7R34、
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#17-1271-82)に対するモノクローナル抗体と Bleferdin A (#00-4506-51)は eBiosciencesより購

入した。CD16/CD32 に対するモノクローナル抗体(2.4G2)、Ter119に対するモノクローナル

抗体(Ter119)と、パイエル板欠損マウスの作製に使用した IL-7Rαに対するモノクローナル抗

体(A7R34)は CELLine CL 1000 (Integra Biosceneces)で培養したハイブリドーマの培養上清か

ら抗体を硫安沈殿し、HiTrap Protein G HP Columns (GEヘルスケア) を用いて精製した。APC

化 (#554067)もしくは APC-Cy7化 streptavidin は BD Pharmingenより購入し、ビオチン化モ

ノクローナル抗体に蛍光色素を付加するために用いた。4-Hydroxytamoxyfen (4-OHT、#7904)、

トウモロコシ油 (#C8267)、propidium iodide (PI、#81845)、PMA (#P8139)、BSA (#A3192)、

Trisma base (#T1503)、NaN3 (#S2002)、RPMI-1640 medium(#R8758)、DMEM medium (#D5796) 

は Sigma-Aldrichから、FCS (#10437-028)、Dispase (#17105-041)と 10×HBSS (#14185-052) は

GIBCOから、イオノマイシン (#407950) は Calbiochemから、Liberase DH (#05401089001)

と DNaseI (#10104159001) は Rocheから、Streptavidin MicroBeads (#130-048-101) は Miltenyi 

Biotec から、Percoll PLUS (#1744501) は GE Healthcare から、リコンビナントマウス IL-2 

(#402-ML-100/CF)、IL-7 (#407-ML-200/CF)、IL-25 (#1399-IL-025/CF)、IL-33 (3626-ML-010/CF) 

は R&D Systems から購入した。生理食塩水  (#3311401A2026) と大塚蒸留水 

(#7131400A2129)、大塚糖液 50% (#3231401H6027) は大塚製薬工場から、ヒューマリン R注 

(#24922493A4951) は日本イーライリリーから、EDTA-2Na (#345-01865)、フェノールレッド 

(#163-01122)、エタノール (#057-00451)、キシレン (#244-00081)は和光純薬工業から、NaCl 

(#31320-05) と Triton X-100 (#35501-15) はナカライテスクから購入した。ACK lysis buffer 

は、0.15M NH4Cl (Sigma-Aldrich、#A9434)、0.01 M KHCO3 (和光純薬工業、#166-03275)、0.1 

mM EDTA-2Na (和光純薬工業、#345-01865) 溶液を蒸留水で調製し、オートクレーブ (121℃、

200kPa、20分) にかけて作製した。FACS Bufferは 0.02% (w/v) フェノールレッド含有 HBSS

をオートクレーブにかけたのち、FCSと NaN3を、それぞれ 2%(v/v)、0.02% (w/v) となるよ

う添加して作製した。 

 

3.食餌誘導性肥満の誘導  

	 すべての実験において雄マウスを用い、高脂肪食として HFD32（日本クレア）を摂食さ

せた。コントロール群のマウスは通常食として CE-2（日本クレア社)で飼育した。高脂肪食

は 1週間に 2回交換し、体重測定は 2週間毎に行った。 

 

4. インスリン感受性試験  (ITT; Insulin tolerance test) 

	 マウスを 4時間絶食させたのち、ヒューマリン R注 (100 U/ml) 15 µlを 7.2 mlの生理食塩

水で希釈し、3.6 µl/g体重 (0.75 mU/g体重)にて腹腔に投与し、血糖値を試験直前 (0分)と
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投与後 20、40、60、80、100、120分後に尾静脈から採血し、ACCU-CHEK ST Meter (Roche)

を用いて測定した。 

	 

5. 耐糖能試験  (OGTT; Oral glucose tolerance test) 

	 大塚糖液 50%を注射用水で希釈して 20%ブドウ糖溶液を作製した。マウスを 16時間絶食

させたのち、20%ブドウ糖溶液を 10 µl/g体重 (2 mg/g体重)で経口投与し、血糖値を試験直

前 (0分)と投与後 15、30、60、120分後に尾静脈から採血し、ACCU-CHEK ST Meter (Roche)

を用いて測定した。試験中、同時に 0、15、30分の時点でおよそ 30 µlの血液を回収し、30

分常温で置いた後、15,000rpm、4℃にて	 4分遠心し、血漿を回収し、Mercodia Mouse Insulin 

ELISA (Mercodia、#10-1247-01)にて血漿インスリン値を測定した。	 

 

6. 摂食量の測定  

	 マウスを 1 匹／ケージで飼育し、測定開始時と 24 時間後の測定終了時に重量計 HL-400 

(A&D)を用いて餌の量を測定し、差し引いた値を摂食量とした。 

 

7. 細胞の調製  

	 小腸の粘膜固有層と脂肪組織の細胞の調製は既報 (Moro et al., 2015) に少し修正を加え

て行った。 

	 小腸粘膜固有層の細胞を採取するにあたり、まず腸管から腸間膜、パイエル板、糞便を

取り除き、1 cmの小片に刻んだ後、1 mM EDTA-2Na PBSが 40 ml入った 100 ml三角フラス

コに磁気回転子と共に入れ、37℃、500xg で 20 分間攪拌することによって上皮を取り除い

た。小腸の小片を茶漉しで回収し、PBS 20 mlのはいった 50 mlチューブで 1分間手で強く

振盪した(これを 2回繰り返した)。次に回収した小腸の小片をハサミで 1-2 mmに細断し、

0.56 ng/ml Dispase、2 µg/ml Liberase DH、50 mg/ml DNaseI を溶解した 2% (v/v) FCS 含有

RPMI-1640 medium (溶液 A)が 30 ml入った 100 ml三角フラスコで磁気回転子と共に 37℃、

500xg にて攪拌した。攪拌開始後 30 分にて一度フラスコを静置して組織片を沈殿させて上

清を 25 ml回収し、残った 5 mlの組織片懸濁駅を 18Gの針と 10 mlのシリンジに 10回通し

て癒着した組織片を離した後、もう一度新しい溶液 Aを 25 ml添加してさらに 30分攪拌を

行った。攪拌開始後 30分の時点で回収した 25 mlの上清は 500xg、4℃にて 10分間遠心し

ておき、得られた沈殿を、さらに続けて 30 分攪拌を行った細胞懸濁液と合わせて 70 mm 

EAST strainer (Greiner Bio-One)に通し、50 ml チューブに回収した。この溶液を 500ｘg、4℃

にて 10 分遠心して得られた細胞分画を 15 ml チューブにて 30% Percoll PLUS 入りの

10%FCS含有 HBSS 10 mlに懸濁した。このチューブを、500xg、4℃にて 20分間、遠心機の
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ブレーキを解除して遠心し、細胞分画を次の解析に用いた。	 

	 脂肪組織からの細胞を調製するにあたっては、脂肪組織を 15ml チューブに入った 4% 

(w/v) BSA含有 DMEM 7 mlの中でハサミを用いて細断し、20 µg/mlになるよう Liberase DH

を添加して 37℃ 150 rpmにて 60分間振盪した。途中、30分において手動で強くチューブを

振盪した。このチューブを、500xg、4℃にて 5分間遠心し、細胞分画を次の解析に用いた。 

	 脂肪組織の ILC2 をソーティングするにあたっては、マウスの脂肪組織を gentleMACS 

C-tubes (Miltenyi Biotec, #130-096-334) に集めてからハサミで細断し、4%BSA含有 DMEM

で 10 mlにメスアップ後、20 µg/mlになるよう Liberase DHを添加して 37℃ 150 rpmにて 30

分間振盪した。その後、gentleMACS (Miltenyl Biotec)の program m_brain_01_02を用いて攪

拌させ、再度 37℃ 150 rpmにて 30分振盪し、改めて gentleMACSの program B.01を用いて

攪拌した。このチューブを、500xg、4℃にて 5分間遠心して分離された細胞分画を 10%FCS

含有 HBSSで洗いながら 100-µm Nylon cell strainer (BD Falcon、#352360)に通して 50 ml チュ

ーブに回収し、さらに 40-µm Nylon cell strainer (BD Falcon、#352340)に通して 15 ml チュー

ブに回収した。これを 500ｘg、4℃にて 5分間遠心後、細胞分画に抗 CD16/32抗体と Lineage

マーカー (CD3ε、CD4、CD8α、CD5、NK1.1、B220、CD11b、CD11c、Gr-1、FcεR1、Ter119) 

に対するビオチン化抗体を溶解した 0.5% (w/v) BSA含有 PBS 500 µlを添加して 15分 4℃に

てインキュベートし、0.5% (w/v) BSA含有 PBS 500 µlで洗って 500xg、4℃にて 5分間遠心

した。細胞分画を 100 µlの streptavidin MicroBeadsを混濁した 0.5% BSA含有 PBS 1 mlで懸

濁し、15分 4℃にてインキュベートした。懸濁液を 37 µmナイロンメッシュ (東京スクリ

ーン、# N-No.355T) に通して 15 mlチューブに回収後、0.5% BSA含有 PBSを用いて 5 ml

に調製し、autoMACS Pro Separater (Miltenyl Biotec)のプログラム DEPLETESを用いて細胞を

分離した。Streptavidin MicroBeadsが結合していない細胞として ILC2が回収されるので、こ

の分画を 500xg、4℃にて 5 分間遠心し、得られた細胞分画に KLRG1、Sca-1 に対する蛍光

標識化抗体と APC 化 Streptavidine を添加し、15 分、4℃にてインキュベートした。最後に

FACS Bufferで洗って 500xg、4℃にて 5分間遠心後、セルソーター（FACSAriaIIuあるいは

FACSAriaIII、BD Biosciences）を用いてソーティングを行った。 

	 ソーティングに用いる細胞を除き、上記で調製した細胞は赤血球を ACK lysis bufferを用

いて溶血し、細胞数を数えた後、蛍光標識化抗体で染色してフローサイトメトリーで解析

した。また、サイトカインの細胞内染色を行うにあたっては、6 well平底プレートに 3×105 

cells/3ml 10% FCS含有 RPMI-1640 medium/wellで細胞を入れ、PMA (30 ng/ml) +イオノマイ

シン (1 µg/ml)と Bleferdin A (1000 倍希釈)を添加し, 37℃ 3 時間インキュベートした後、

IntraPrep Permeabilization Reagent (Beckman Coulter #A07803)を用いて固定と膜透過処理を行

ってサイトカインの細胞内染色を行った。 
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8. フローサイトメトリーによる解析とソーティング  

	 調製した細胞は FACS Buffer 100 µlに懸濁し、細胞内染色を行う場合を除いて解析直前に

0.5 µg/ml PI/PBS 20 µl を死細胞除去のために添加した。フローサイトメーターとして、

FACSAriaII もしくは AriaIII を用いて解析を行った。ILC1 は NK1.1+NKp46+、ILC2 は

Linage-KLRG1+Sca-1+、ILC3は Linage-KLRG1-Sca-1lowIL-7Rα+Thy1+NKp46+の細胞群としてそ

れぞれ検出した。ILC2と ILC3の解析を行うときは Linageマーカーとして CD3ε、CD4、CD8α、

CD5、NK1.1、B220、CD11b、CD11c、Gr-1、FcεR1、Ter119を用い、 ILC1と ILC2、ILC3

を同時に解析する場合には Lineage マーカーから NK1.1 を除いた。マクロファージの解析

を行う際は、CD11b+F4/80+Siglec-F-CD206lowCD11chigh の細胞群をM1マクロファージ (M1M

φ)として、CD11b+F4/80+Siglec-F-CD206high 

CD11clow の細胞群を M2マクロファージ (M2Mφ)として検出した。 

	 ソーティングを行う際には、調製した細胞を FACS Buffer 1~2 ml に懸濁し、0.5 µg/ml 

PI/PBS を 100 µl~200 µl添加して Linage-KLRG1+Sca-1+ ILC2を FACS AriaIIもしくは AriaIII

によって単離した。 

	 データの解析は FlowJo Software (Tree Star)によって行った。 

 

9. 無菌マウスに対する糞便の移植と高脂肪食負荷	 

 3 ヶ月間高脂肪食で飼育した Rag2-/-マウスもしくは γc
-/-Rag2-/- マウスから糞便を回収し、

1 mlの PBSに BioMasher II (Nippi、#320103)を用いて懸濁した。これらの糞便の懸濁液、も

しくは PBSを 8週齢の野生型無菌マウスに経口投与 (150 µl/mouse) すると同時に高脂肪食

の摂食を開始した。異なる糞便を移植したマウスは異なるビニールアイソレーターで飼育

した。 

 

10. 骨髄キメラマウスに対する高脂肪食負荷  

	 骨髄細胞は 7-13週齢の Rag2-/-マウスとγc
-/-Rag2-/-マウスから採取した。四肢の骨の両端を

ハサミで切り落とし、RPMI-1640 mediumを充填した 10 mlシリンジ(テルモ、#SS-10ESZ) と

26G の注射針 (NIPRO、#01-518) を用いて骨の中から骨髄細胞を押し出すようにして出し

た。骨髄細胞は ACK で赤血球を溶血させ、細胞数を数えた後、1×107 cells/mouse にて 6-7

週齢のγc
-/-Rag2-/- miceに尾静脈から移植し、2週間後に高脂肪食負荷を開始した。移植の際

には放射線照射を行わなかった。 

 

11. ILC2の欠損の誘導	 

 Cre-Ert2:Gata3+/+マウスと ERT2-Cre:Gata3flox/floxマウスに対し、10%エタノールを含むトウ
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モロコシ油に溶解した 4-OHTを 1 mg/25g体重にて 1日に 1回、3日間腹連続で腹腔に投与

した。対照群には 10% エタノールを含むコーン油を投与した。投与最終日から 1週間後に

高脂肪食負荷を誘導した。 

 

12. ILC2の移植	 

 日本チャールズルバー社から購入した野生型マウス  (Retired breeder)の小腸から

Linage-KLRG1+Sca-1+ ILC2をソーティングした。 ソーティングした細胞は 1 mlの生理食塩

水で懸濁し、200 µl/mouseにて 5匹のγc
-/-Rag2-/-マウスに尾静脈から移植した。1回に 14~20

匹の野生型マウスからソーティングを行い、1回目の移植から 2週間以内に 1回目の移植も

含めて 4回移植を行った。ILC2を初回に移植した日より高脂肪食負荷を行った。 

	 

13. パイエル板欠損マウスの作製とパイエル板のホールマウント染色  

 パイエル板欠損マウスは以前報告されていた方法を用いて作製した(Yoshida et al., 1999)。

具体的には、日本クレアより購入した野生型の妊娠マウス (E14.5) に対して抗 IL-7Rα抗体 

(A7R34) を 2 mg/mouseにて尾静脈から注入し、生まれた仔をパイエル板欠損マウスとして

用いた。対照群としては無処置の妊娠マウスから生まれたマウスを用いた。 

	 パイエル板の欠損を確認するためにホールマウント染色を行った。マウスの小腸に対し

腸間膜が付着していた側面をハサミで開き、糞便を TBS で洗いながした後、上皮を取り除

くために 1% フェノールレッド、5 mM EDTA、10% FCS を含む HBSS にて 37°C、170 rpm 

で 30分間振盪した。組織をろ紙に挟んで 10% フォルマリン/TBSで 1時間固定し、TBSで

5分間 3回洗浄したら、0.3% H2O2 で 15分間処理することにより内因性ペルオキシダーゼ

を不活性化したのち、TBSで 5分間 3回洗浄した。膜透過処理は 50 mM Tris (pH7.2)、150 mM 

NaCl、0.6% Triton-X 100、0.1% BSA溶液 (溶液 B) を用いて 4°C で 1時間行い、Block Ace 

(DS Pharma Biomedical, #UKB40)で 1時間常温でブロッキングを行った。その後、溶液 Bで

希釈したビオチン化抗 B220 抗体 (RA3-6B2) で一晩 4℃にてインキュベートし、TBSで 30

分間 3回洗浄した後、Elite ABC Standard Kit (Vector、#PK6100)と DAB substrate kit (Vector、

#SK4100) による DAB 染色によってパイエル板を発色させた。組織片をろ紙で挟んで 70%

エタノールで 1回、100%エタノールで 2回脱水後、組織片をキシレンに浸し、エンテラン

ニュー (Merck、#1.07961.0100) を用いて封入した。 

 

14. 統計処理  

データは平均±標準誤差にて表示した。2群間の有意差検定にはマンホイットニーの U検定、

3群以上の多重比較には Tukey-Kramer法を用いた（*p<0.05, **p<0.01）。
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【第 3章 結果】 
1. 肥満の誘導におけるサイトカイン共通受容体γ c鎖の関与  

	 肥満の誘導におけるリンパ球の関与を調べることを目的として、野生型 (WT)マウス、獲

得免疫系のリンパ球を欠損する Rag2-/-マウス、獲得免疫系と自然免疫系の両方のリンパ球

を欠損するγc-/-Rag2-/-マウスに高脂肪食負荷を行った。その結果、通常食を摂食させたこれ

らのマウスでは体重増加に差がなかったのに対し (図 1A)、高脂肪食条件下では Rag2-/-マウ

スはWTマウスと同様に体重が増加したのに対し、γc-/-Rag2-/-マウスでは体重増加が著明に

少なかった (図 1B)。また、γc-/-Rag2-/-マウスでは腸間膜、精巣上体周囲、鼠径部の脂肪組

織と肝臓の組織重量増加も少なかった (図 1C、D)。以上の結果から、自然リンパ球が食餌

誘導性肥満に関与している可能性が示唆された。 

	 摂食量を測定したところ、通常食で飼育したγc-/-Rag2-/-マウスではWTマウス、Rag2-/-マ

ウスと変わらなかったのに対し (図 1E)、高脂肪食で飼育したγc-/-Rag2-/-マウスでも WT マ

ウス、Rag2-/-マウスと比較して同じであるか増加していたことから(図 1F)、摂食量は

γc-/-Rag2-/-マウスで見られた肥満に対する抵抗性とは無関係であることが分かった。 

	 肥満は炎症性マクロファージとして知られる M1 マクロファージ (M1Mφ)の脂肪組織へ

の浸潤を誘導することでインスリン抵抗性を引き起こすことが知られている。そこで、フ

ローサイトメトリーを用いて精巣上体周囲の脂肪組織における F4/80 陽性のマクロファー

ジ群を、抗炎症性マクロファージとして知られるM2マクロファージ (M2Mφ) のマーカー

の CD206とM1Mφのマーカーである CD11cを用いて解析した。その結果、高脂肪食負荷

を行った Rag2-/-マウスの脂肪組織では WT マウスと同様に CD206lowCD11chighの M1Mφ

が増加していたが、γc-/-Rag2-/-マウスではその浸潤が減少することが明らかになった (図 2A、

図 3A)。このことから、γc-/-Rag2-/-マウスでは肥満に伴うインスリン抵抗性にも関与するこ

とが予想された。 

	 そこでインスリン抵抗性をインスリン感受性試験(ITT; insulin torelance test)と耐糖能

試験(OGTT; oral glucose tolerance test)を用いて評価した。その結果、ITTでは Rag2-/-マ

ウスの血糖値は高脂肪食負荷によって WT マウスと同様に血糖値の上昇が認められたが、

γc-/-Rag2-/-マウスでは血糖値が有意に低かったことからインスリン感受性が高いことが明ら

かとなった (図 2B)。また、OGTT においては高脂肪食負荷によって WT マウス、Rag2-/-

マウス、γc-/-Rag2-/-マウス全てにおいて血糖値が上昇し、有意差は認められなかった (図 2C)。

一方で、OGTT開始 30分における血漿インスリン値を測定した結果、Rag2-/-マウスでは野

生型マウスと比較して血漿インスリン値が有意に上昇していたことから、Rag2-/-マウスで

は WT マウスと同等の血糖値を保つためにより多くのインスリンを必要とする、すなわち

耐糖能が悪化していることを意味し (図 2C、D)、獲得免疫系のリンパ球が耐糖能の改善に
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働くことが示唆された。一方、γc-/-Rag2-/-マウスでは血漿インスリン値が有意に低く、耐糖

能が良いことがわかった (図 2D)。通常食で飼育したγc-/-Rag2-/-マウスではM1Mφの細胞数

が WT マウスを比較して有意に少なく、ITT、OGTT における血糖値、血漿インスリン値

はWTマウスと差はなかった (図 3A-D)。 

	 以上の結果から、自然リンパ球が肥満の誘導と肥満に伴うインスリン抵抗性の発症に関

与する可能性が示唆された。 

 

2. 肥満の誘導における自然リンパ球の関与  

	 成体のマウスにおいて自然リンパ球は骨髄の造血幹細胞から分化することから、自然リ

ンパ球が肥満の誘導に関与する可能性を検証するために Rag2-/-マウスまたはγc-/-Rag2-/-マウ

スの骨髄細胞をγc-/-Rag2-/-マウスに移植したキメラマウスを作製した。その結果、Rag2-/-マ

ウスの骨髄を移植したマウスの小腸では NK1.1+NKp46+のグループ 1 自然リンパ球 (NK

細胞と ILC1)、 Lineage-KLRG1+Sca-1+ のグループ 2 自然リンパ球  (ILC2)、

Lineage-KLRG1- IL-7Rα+Thy-1+NKp46+のグループ 3自然リンパ球 (ILC3)の再構成が認

められた (図 4A)。骨髄を移植して 2 週間後よりこのマウスを高脂肪食で飼育したところ、

γc-/-Rag2-/-マウスの骨髄を移植したマウスと比較してRag2-/-マウスの骨髄を移植したマウス

では体重増加が有意に回復し、脂肪組織と肝臓の重量に関しても有意な増加が見られた (図

4B、C)。このとき摂食量には差がなかったことからこれらの回復は摂食量とは無関係であ

ることがわかった (図 4D)。 

	 脂肪組織へのマクロファージの浸潤についても検討した結果、Rag2-/-マウスの骨髄を移

植したマウスにおいて有意にM1Mφの浸潤が回復していた(図 5A)。さらにインスリン抵抗

性についても評価を行った結果、ITT において Rag2-/-マウスの骨髄を移植したマウスでは

γc-/-Rag2-/-マウスの骨髄を移植したマウスと比較して有意に血糖値が上昇し、また OGTTに

おいてもこのマウスでは血糖値に有意差がなかったが血漿インスリン値が有意に上昇して

いた(図 5B-D)。これらの結果から、自然リンパ球が肥満の誘導に関与し、さらに肥満に伴

うインスリン抵抗性の発症にも関与すると結論した。 

 

3. 肥満におけるγc
-/-Rag2-/-マウスの腸内細菌についての解析 

	 無菌マウスが肥満に抵抗性を示すことから、肥満の誘導には腸内細菌が関与すると報告

されている(Ridaura et al., 2013, Bäckhed et al., 2007; Turnbaugh et al., 2006, Ley et al., 2005)。そ

こで自然リンパ球が腸内細菌の肥満誘導能に影響を与えている可能性を検討した。高脂肪

食条件下で飼育した Rag2-/-マウスもしくはγc
-/-Rag2-/-マウスの糞便を肥満に抵抗性を示す無

菌マウスに移植した後、高脂肪食負荷を行った。その結果、無菌マウスと比べて Rag2-/-マ
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ウスの糞便を移植したマウスでは体重が有意に増加した (図 6A)。さらに、γc
-/-Rag2-/-マウス

の糞便を移植したマウスにおいても Rag2-/-マウスの糞便を移植したマウスと同等の体重増

加を示した(図 6A)。γc
-/-Rag2-/-マウスの糞便を移植したマウスにおける脂肪組織、肝臓の肥

大化はRag2-/-マウスの糞便を移植したマウスと同程度であった(図6B)。これらの結果から、

自然リンパ球は腸内細菌の肥満誘導能には影響を与えないと結論した。 

 

4. 肥満に関与する自然リンパ球の探索  

	 次に我々は、どのグループの自然リンパ球が肥満の誘導に関与するかについて検討した。

まず、グループ 1自然リンパ球に属する NK細胞の関与を調べるため、NK細胞を欠損する

Il15-/-Rag2-/- マウスに高脂肪食負荷を行った。その結果、このマウスは Rag2-/- マウスと同

様に体重が増加し、脂肪組織重量についても変化がなかったことから、NK細胞は肥満の誘

導に関与しないと結論した (図 7A、B)。一方、グループ 1自然リンパ球に属するもう 1つ

の自然リンパ球である ILC1 は転写因子 T-bet を介して分化する点において NK 細胞とは異

なる(Klose et al., 2014, Fuchs et al., 2013)が、T-bet-/-Rag2-/-マウスは Rag2-/- マウスと同様に肥

満になることが既に報告されていること(Stolarczyk et al., 2013)から、ILC1も肥満の誘導に

関与しないと考えられた。 

	 次に、肥満の誘導における ILC2の関与を調べた。ILC2の維持には転写因子 Gata3が必要

であること(Furusawa et al., 2013a; Klein et al., 2013; Hoyler et al., 2012; Mjösberg et al., 2012)か

ら、Gata3の欠損を薬剤依存的に誘導できる Cre-ERT2:Gata3flox/flox マウスを用いて解析を行

った。Cre-ERT2:Gata3flox/floxマウスと Cre-ERT2:Gata3+/+マウスに 4-hydroxytamoxifen (4-OHT)

の腹腔内投与を行うと、前者では ILC2の数が劇的に減少した (図 8A)。この ILC2の減少は、

4-OHT投与後 11週間後においても存続していた (データ省略)。一方で近年、Gata3は ILC2

以外にも IL-7Rαを発現する自然リンパ球一般の分化にも必要であると報告されているが

(Yagi et al., 2014; Serafini et al., 2014)、Cre-ERT2:Gata3flox/floxマウスに 4-OHT投与を行っても

ILC1, ILC3は消失しなかったことから、分化後の細胞の維持においては Gata3は ILC2のみ

に重要であることが示唆された (データ省略)。ILC2を欠損したマウスに高脂肪食負荷を行

った結果、ILC2が存在する Cre-ERT2:Gata3+/+マウスや Cre-ERT2:Gata3flox/flox マウスにコー

ン油を投与した対照群と比べ、摂食量に変化がないにもかかわらず有意に体重増加が抑制

された(図 8B、C)。また、脂肪組織重量についても減少傾向が見られた(図 8D、E)。これら

の結果から、ILC2が肥満の誘導に関与していることが示唆された。 

	 過去に Upadhyay らによって ILC3 と lymphotoxin-IL-23-IL-22 経路が肥満の誘導に関与す

ることが報告された(Upadhyay et al., 2012)。そこで ILC3を欠損した Rorγt-/-Rag2-/-マウスに高

脂肪食負荷を行って再現性を検討したところ、γc-/-Rag2-/-マウスが Rag2-/-マウスと比較して
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8週間で 10グラム以上の肥満抵抗性を示したのに対し、Rorγt-/-Rag2-/-マウスでは 5グラム程

度の抵抗性を見せた．この結果から、ILC3 も報告通り肥満の誘導に関与することが確認で

きたが(図 1B、図 9A-C)、一方で他の自然リンパ球が関与する可能性も考えられた。 

	 また、Rorγtgfp/gfpRag2-/-マウスでは脂肪組織への M1Mφの浸潤が減少していたことからイ

ンスリン抵抗性についても評価した(図 10A)。その結果、ITTにおいて Rorγtgfp/gfpRag2-/-マウ

スは Rag2-/-マウスと比較して低血糖値を示したとともに、OGTTにおいては血糖値に差がな

かったにもかかわらず低い血漿インスリン値を示したことから、インスリン抵抗性にもな

りにくいマウスであることが分かった (図 10B-D)。以上から、ILC3は肥満に伴うインスリ

ン抵抗性の発症にも関与することが明らかとなった。 

	 グループ 3自然リンパ球のうち、LTi細胞は胎児におけるリンパ節やパイエル板の発生に

重要である。特にパイエル板は M細胞 (Microfold cells) を介した腸内細菌に由来する抗原

の取り込みに関与しており、ここで取り込まれた細菌が肥満の誘導に関与する可能性も考

えられた (Mabbott et al., 2013, Qiao et al., 2015)。妊娠 14.5日目の野生型マウスに抗 IL-7Rα

抗体を投与して胎仔の LTi 細胞を除去すると仔マウスがパイエル板欠損マウスとなること

から(Yoshida et al., 1999)、このマウスに高脂肪食を負荷することによってパイエル板の肥満

への関与を検証した。その結果、パイエル板欠損マウスは正常マウスと同様に体重が増加

したことから、パイエル板の有無は肥満の誘導に関与しないことが明らかとなった (図

11A)。このことは、リンパ節やパイエル板を欠損しているγc
-/-Rag2-/-マウスに Rag2-/-マウス

の骨髄を移植することによって自然リンパ球の再構成を行うとパイエル板がないにもかか

わらず肥満が回復するという結果と一致している (図 4A-C)。 

	 以上の結果から、小腸の粘膜固有層に存在している ILC3が肥満の誘導に関与しているこ

と、ILC3 に加えて ILC2 が肥満の誘導に関与していることが示唆された。Rorγtgfp/gfpRag2-/-

マウスと比べて 4-OHT を投与した Cre-ERT2:Gata3flox/floxマウスやγc-/-Rag2-/-マウス方がより

肥満への抵抗性が強かったことも上記の考え方を支持するものである。肥満の誘導に ILC2

が関与することについてはこれまで報告がないことから、ILC2 の関与についてさらに解析

を進めることにした。 

 

5. 肥満における ILC2の関与  

	 ILC2 が肥満の誘導に関与するかについて直接調べるために、野生型マウスの腸間膜脂肪

組織もしくは小腸粘膜固有層からソーティングによって単離した ILC2 を 2.1×105 

cells/mouse の細胞数にてγc
-/-Rag2-/-マウスに移植した後に高脂肪食を負荷した。その結果、

脂肪組織の ILC2を移植したマウスでは移植を行っていないマウスと同様に肥満に抵抗性を

示したのに対し、小腸の ILC2 を移植したマウスでは有意に体重が増加した (図 12A、B)。
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脂肪組織重量についても検討した結果、脂肪組織の ILC2を移植したマウスでは脂肪組織重

量が増加しなかったのに対し、小腸の ILC2を移植したマウスでは脂肪組織重量が有意に増

加していた(図 12C、D)。摂食量はどちらの ILC2 を移植しても変わらなかったことから、

小腸の ILC2 が摂食量とは無関係に肥満の誘導に関与していることが明らかとなった (図

12E、F)。肝臓の重量については小腸の ILC2を移植しても肥大化の回復見られなかったの

に対し、γc
-/-Rag2-/-マウスに Rag2-/-マウスの骨髄を移植したマウスでは肥大化が回復してい

たことから、肝臓の肥大化には他の ILCが関与している可能性が考えられた(図 4C、12D)。 

	 フローサイトメトリーを用いて移植した細胞を追跡した結果、脂肪組織の ILC2を移植し

たγc
-/-Rag2-/-マウスでは小腸粘膜固有層と腸間膜脂肪組織、精巣上体周囲の脂肪組織の全て

において ILC2 が検出された。これに対し、小腸の ILC2 を移植したマウスでは小腸におい

て ILC2 が検出されたが、腸間膜脂肪組織と精巣上体脂肪組織では ILC2 がほとんど検出さ

れなかった (図 13A、B)。脂肪組織の ILC2 と小腸の ILC2 は共に小腸への局在が認められ

たのにもかかわらず、小腸の ILC2のみが肥満の誘導に関与していたことから、脂肪組織の

ILC2と小腸の ILC2では肥満の誘導において異なった機能を有していることが示唆された。 

	 小腸の ILC2 を移植したγc
-/-Rag2-/-マウスでは M1Mφ の増加が見られたことからインスリ

ン抵抗性についても評価した(図 14A)。その結果、ITT において小腸 ILC2 を移植したマウ

スでは移植を行っていないマウスと比べて血糖値が有意に上昇しており、OGTTにおいても

血糖値の有意な上昇が認められ、血漿インスリン値についても増加の傾向が認められた(図

14A)。これらの結果から、小腸の ILC2は肥満に伴うインスリン抵抗性の発症にも関与して

いることが明らかになった。一方で、腸間膜脂肪組織の ILC2を移植したγc
-/-Rag2-/-マウスで

は脂肪組織への M1Mφの浸潤、ITT における血糖値、OGTT における血糖値と血漿インス

リン値は ILC2の移植を行っていないマウスと比べて変わらなかった(図 15A-D)。 

	 以上から、脂肪組織の ILC2 ではなく小腸の ILC2 が肥満の誘導とそれに伴うインスリン

抵抗性の発症に関与していると結論した。 

 

6. 肥満における ILC2の増殖、活性化を促すサイトカインの関与  

	 ILC2 は IL-2 によって穏やかに増殖し、IL-25 や IL-33 によって活性化された場合には急

激に増殖すると共に多量の IL-5, IL-13を産生すること (Moro et al., 2010) から、肥満の誘導

におけるこれらのサイトカインの関与について検証した。過去の報告では、IL-25の受容体

サブユニットである IL-17Rb、あるいは IL-33を欠損したマウスでは野生型マウスと比較し

て肥満になり易く、IL-25 や IL-33 は肥満の誘導に対して抑制性に働くサイトカインである

と報告されていた(Miller et al., 2010; Hams et al., 2013, Brestoff et al., 2015)。しかしながら本研

究では、高脂肪食を負荷した Il25-/- マウスと Il33GFP/GFP マウスではそれぞれ同腹仔である
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Il25+/-マウス、Il33GFP/+マウスと同等の体重増加と脂肪組織重量増加が認められ、既報とは異

なる結果となった (図 16A, B)。一方、IL-2と IL-15の受容体を構成するサブユニットであ

る IL-2Rβを欠損した Il2rb-/-Rag2-/-マウスは Rag2-/-マウスと比較して肥満に抵抗性であり、こ

の表現型は摂食量とは無関係であった (図 17A-C)。先述のように、Il15-/-Rag2-/-マウスは

Rag2-/-マウスと同様の体重増加を示したことから、獲得免疫系のリンパ球以外の細胞から供

給される IL-2が肥満の誘導に必要であることが示唆された。 

	 また、M1Mφの浸潤についても Il2rb-/-Rag2-/-マウスでは Rag2-/-マウスと比較して減少して

いたことからインスリン抵抗性について評価した(図 18A)。その結果、ITTでは Il2rb-/-Rag2-/-

マウスの血糖値は Rag2-/-マウスと比較して有意に低く、OGTTにおいても血糖値に有意差は

なかったが血漿インスリン値が低かったことからこのマウスではインスリン抵抗性になり

にくいことが分かった(図 18B-D)。すなわち、獲得免疫系以外の細胞から供給される IL-2

は肥満の誘導とともにそれに伴うインスリン抵抗性の発症に関与することが示唆された。 

	 高脂肪食で飼育した Il2rb-/-Rag2-/-マウスにおける精巣上体周囲の脂肪組織では Rag2-/-マウ

スと比較して ILC2 の細胞数に変化はなかったが、Il2rb-/-Rag2-/-マウスの小腸では ILC2 と

ILC3が有意に減少していたことから、IL-2は小腸の ILC2、 ILC3の維持に必要であること

が示唆された (図 19A-C)。さらに、IL-2 の供給源となりうる細胞を調べる為に野生型マウ

スより採取した小腸粘膜固有層の白血球を採取して PMAとイオノマイシンによる共刺激を

行った結果、ILC1は IL-2 の産生能を持たなかったのに対し ILC2と ILC3が IL-2 の産生能

を有していた(図 19D)。これらの結果から、ILC2 と ILC3 から産生される IL-2 がオートク

リンによって自らに働きかけ、これらの細胞の維持に働くことが肥満の誘導に必要である

可能性が示唆された。 
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【第 4章 考察】 
	 本研究において我々は新規に小腸の自然リンパ球が肥満の発症に関与することを見出し

た。獲得免疫系のリンパ球については、Rag2-/-マウスにおける高脂肪食による体重増加が野

生型マウスと差がなかったのに対し、耐糖能については Rag2-/-マウスで悪化が見られたこ

とについては、過去の報告において CD4陽性 T細胞がインスリン抵抗性の発症に対し抑制

的に働くことが報告されていることと一致している (Winer et al., 2009)。一方で、γc
-/-Rag2-/- 

マウスでは肥満に抵抗性であると共にインスリン抵抗性が改善していた。 

	 自然リンパ球のなかでも ILC3 については肥満の誘導に対する関与が示唆されていたが

(Upadhyay et al., 2012)、今回新たに ILC2が肥満の誘導に関与していることが明らかになっ

た。脂肪組織の ILC2は Beige細胞の誘導を促進し、肥満に対して抑制効果を有することが

報告されていたが (Brestoff et al., 2015; Lee et al., 2015)、本研究の結果から、脂肪組織の ILC2

ではなく小腸の ILC2が肥満の誘導に関与していることが明らかになった。未だどのような

メカニズムで小腸の ILC2 が肥満の誘導に関与するかは不明であるが、ILC2 が小腸におけ

る脂肪の吸収を制御している可能性が考えられるため、今後調べる必要がある。これまで

に知られている ILC2の機能のうち、好酸球を誘導する IL-5を欠損したマウスや好酸球を欠

損したΔdblGata1 マウスが野生型マウスよりも肥満になりやすいことが報告されている

(Molofsky et al., 2013; Wu et al., 2011)。しかし、我々の結果からは ILC2の欠損は好酸球誘導

にも障害があるにもかかわらず肥満に抵抗性を誘導することから、我々の系における IL-5-

好酸球の関与は考えにくい。これに対し、IL-13については IL-4/IL-13の下流で働くシグナ

ル分子である Stat6を欠損したマウスが肥満に抵抗性を有することが報告されていることか

ら、その関与が疑われる (Ricardo-Gonzalez et al., 2010)。特に腸において IL-13は上皮細胞に

働きムチンの産生を担う杯細胞の過形成を誘導する一方で、食餌に含まれる脂肪の量を増

加させるとマウスの杯細胞が増えることも報告されていることから、肥満の誘導における

IL-13を介した杯細胞過形成の誘導の関与についても今後検討する必要がある (Benoit et al., 

2015)。 

	 小腸の ILC2 と脂肪組織の ILC2 の違いとしては、小腸や脂肪組織へのリンパ球のホーミ

ングに関与するケモカインに対する感受性の違いがあると考えられる。小腸のリンパ球の

ホーミングにはα4β7インテグリンや CCL25の受容体である CCR9が関与しており(Iwata et 

al., 2009)、これらの分子の発現や反応性が小腸への ILC2のホーミングを制御している可能

性が考えられる。一方、脂肪組織へのリンパ球の誘導を制御する受容体については我々が

調べた限り過去の報告はなかったが、脂肪組織に発現するケモカインやアディポカインに

対する反応性の違いが小腸の ILC2 と脂肪組織の ILC2 の組織局在に違いを与えているかも

しれない。また、γc
-/-Rag2-/-マウスに脂肪組織の ILC2 を移植すると ILC2 が小腸に誘導され
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たにもかかわらず肥満の誘導が回復しなかった理由として、小腸 の ILC2 は肥満を誘導す

るのに対し、脂肪組織の ILC2が肥満の抑制に関与することが知られていること (Brestoff et 

al., 2015) から、この実験条件下では前者の肥満誘導能を脂肪組織に誘導された ILC2の肥満

抑制能が上回った可能性が考えられる。 

	 肝臓の肥大化については ILC2以外の自然リンパ球が必要であることが示唆された。肝臓

における脂肪の蓄積には炎症性マクロファージ由来の TNFαが関与することが報告されて

いること (De Taeye et al., 2007)とから、炎症性マクロファージの誘導に必要な IFNγを産生す

る ILC1が肝臓の肥大化に関与している可能性が考えられる。 

	 ILC2の増殖および活性化に関与するサイトカインのうち、IL-25と IL-33は肥満の誘導と

は無関係であった。過去の報告では、Il25-/-マウスや Il33-/-マウスが野生型マウスと比べて肥

満になりやすいという報告されているが (Miller et al., 2010; Hams et al., 2013, Brestoff et al., 

2015) 、我々の手では再現性が取れなかった。他のグループがどのようなコントロールを用

いたか定かではないが、肥満の研究はマウスのバックグラウンドに左右されることが多い

ため (Ussar et al., 2015)、littermateを用いた我々の実験は信憑性が高いと思われる。 

	 一方、本研究では獲得免疫系の細胞以外から供給される IL-2が in vivoで自然リンパ球の

機能に関与していることが示唆された。過去の報告においても IL-2が in vivoにおいて肺と

皮膚の ILCの機能に関与することが明らかになっている(Roediger et al., 2013; Roediger et al., 

2015)が、腸におけるその機能についての報告はない。IL-2の産生源として ILC2と ILC3が

可能性として考えられるが、どのように IL-2が ILC2と ILC3から産生されるかについては

不明である。これらの結果に加え、樹状細胞も IL-2 を産生することが知られていること 

(Zelante et al., 2012) から、樹状細胞も肥満の誘導における IL-2の供給源として働く可能性

がある。さらに、獲得免疫系の細胞の中では T細胞が IL-2を産生することから、野生型マ

ウスにおいては T 細胞が関与している可能性もあり、IL-2 の産生に関連した免疫細胞の関

与について今後の研究が待たれる。 

	 腸内細菌の関与という点については、γc
-/-Rag2-/-マウスの糞便に含まれる腸内細菌の肥満

誘導能と Rag2-/-マウスの腸内細菌の肥満誘導能が変わらなかったことから、自然リンパ球

は腸内細菌の肥満誘導能には影響を与えないことが示唆された。ILC3 と腸内細菌との相互

作用についてはこれまでに報告があるが、腸内細菌との関係性における ILC2の機能につい

ては全く知られておらず、今後の課題である。 

	 本研究の結果から、今後 IL-2 と自然リンパ球を基軸とした肥満の病態解明が進むことが

期待される。 
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図 1. γ c鎖は食餌誘導性肥満の誘導に必要である。(A) 8週齢より通常食で飼育したWT、

Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスの体重を測定し、測定開始時を 0として体重増加を求めた。 (B) 7~10

週齢より高脂肪食で飼育した WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスの体重増加を示した。(C) 通常

食で飼育した 24 週齢の WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスの組織重量を測定した。(D) 高脂肪

食で 13週間飼育した WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスの組織重量を測定した。 (E) 通常食で

飼育した 20 週齢の WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスの摂食量を測定した。(F) 高脂肪食で 12

週間飼育したWT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスの摂食量を測定した。 (A、C、E)は N=4~5、(B、

D、F)は N=7~10。データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05、**p<0.01。 
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図 2. γ c鎖は肥満に伴うインスリン抵抗性の発症に必要である。 (A) 7~10週齢より高脂

肪食で 13 週間飼育した WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウス (20~22 週齢)の精巣上体周囲の脂肪

組織における F4/80+CD206lowCD11chigh M1Mφをフローサイトメトリーで解析し、細胞数を

計算した。(B) 高脂肪食で 11 週間飼育した WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスにおける ITT の

結果。4時間絶食したマウスにインスリンを腹腔投与(0.75 mU/g体重)し、0、20、40、60、

80、100、120分後の血糖値を測定した。(C、D) 高脂肪食で 11週間飼育した WT、Rag2-/-、

γc
-/-Rag2-/-マウスにおける OGTTの結果。16時間絶食したマウスにブドウ糖水溶液を経口投

与 (2 mg/g体重)し、0、15、30、60、120分後の血糖値を測定した (C)。これと同時に、0、

30、60分において血液を回収し、血漿インスリン値を ELISA で測定した (D)。(D) 高脂肪

食で 13週間飼育したWT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスの組織重量を測定した。N=7~10。デー

タは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05、**p<0.01。 
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図 3. γ c鎖は通常食で飼育したマウスにおけるインスリン感受性と耐糖能に影響を与

えない。 (A) 7~8 週齢より高脂肪食で 12 週間飼育し続けた WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウス

(19~20週齢)の精巣上体周囲の脂肪組織における F4/80+CD206lowCD11chigh M1Mφの細胞数を

測定した。(B) 通常食で飼育した 16~17 週齢の WT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスにおける ITT

の結果。(C、D) 通常食で飼育した 17~18週齢のWT、Rag2-/-、γc
-/-Rag2-/-マウスで行った OGTT

における血糖値 (C) と血漿インスリン値 (D)を測定した。N=5~6。データは平均±標準誤差

で表示した。*p<0.05、**p<0.01。 
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図 4. 自然リンパ球は肥満の誘導に必要である。(A) Rag2-/-マウスもしくはγc

-/-Rag2-/-マウ

スの骨髄細胞を 6週齢のγc
-/-Rag2-/-マウスに尾静脈から移植し（1×107 cells /mouse）、13週間

後 に 小 腸 粘 膜 固 有 層 の NK1.1+NKp46+ ILC1 、 Lineage-KLRG1+Sca-1+ ILC2 、

Lineage-KLRG1-IL-7rα+Thy-1+NKp46+ ILC3 をフローサイトメトリーを用いて解析した。

(B-D) Rag2-/-マウスもしくはγc
-/-Rag2-/-マウスの骨髄細胞を 6週齢のγc

-/-Rag2-/-マウスに尾静脈

から移植し（1×107 cells /mouse）、8週齢より高脂肪食で飼育したときの体重増加 (B), 11週

間高脂肪食で飼育したときの組織重量 (C), 10週間高脂肪食で飼育したときの摂食量 (D)を

測定した。N=5。データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05。
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図 5. 自然リンパ球は肥満に伴うインスリン抵抗性の発症に必要である。(A) Rag2-/-マ

ウスもしくはγc
-/-Rag2-/-マウスの骨髄細胞を 6 週齢のγc

-/-Rag2-/-マウスに尾静脈から移植し

（1×107 cells /mouse）、11 週間高脂肪食を与えた時の精巣上体周囲の脂肪組織における

F4/80+CD206lowCD11chigh M1Mφの細胞数を測定した。(B) (A)のマウスにおいて、高脂肪食で

8週間飼育した後、ITTを行い、血糖値を測定した。(C、D) (A)のマウスにおいて、高脂肪

食で 9 週間飼育した後、OGTT において血糖値 (C) と血漿インスリン値 (D)を測定した。

N=5。データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05, **p<0.01。 
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図 6. 自然リンパ球は腸内細菌の肥満誘導に影響しない。(A) 2ヶ月間高脂肪食で飼育し

た Rag2-/-マウスもしくはγc
-/-Rag2-/-マウスの糞便を回収して 8 週齢の野生型無菌マウスに経

口から移植すると同時に高脂肪食負荷を行い体重増加をグラフ化した。(B) (A)のマウスを

高脂肪食で 9 週間飼育した後、組織重量を測定した。N=5。データは平均±標準誤差で表示

した。**p<0.01。nsは not significantの意。 
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図 7. NK 細胞は肥満の誘導に無関係である。 (A) 8週齢より高脂肪食で飼育した Rag2-/-

マウスと Il15-/-Rag2-/-マウスの体重増加を測定した。(B) (A)のマウスを高脂肪食で 11週間飼

育した後、組織重量を測定した。N=4-5。データは平均±標準誤差で表示した。 
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図 8. ILC2 は肥満の誘導に関与する。 (A) Cre-ERT2:Gata3flox/flox マウスもしくは

Cre-ERT2:Gata3+/+マウスに 4-hydroxy-tamoxifen (4-OHT)を 3日連続で腹腔投与 (1 mg/25g体

重/day) し、最後の投与から 2 週間後にフローサイトメトリーを用いて小腸粘膜固有層の

ILC2を解析した。(B) (A)のマウスについて、最後の投与から 1週間後に高脂肪食負荷を行

った時の体重増加を測定した。(C) (B)と同じマウスに高脂肪食を 9週間負荷した後、摂食量

を測定した。(D、E) (B)と同じマウスに高脂肪食を負荷して 11 週間後、腸間膜 (D)と精巣

上体周囲の脂肪組織 (E) の組織重量を測定した。N=3-4。データは平均±標準誤差で表示し

た。*p<0.05, **p<0.01。 

CreCErt2:Gata3flox/flox�CreCErt2:Gata3wt/wt

corn"oil corn"oil4COHT 4COHT
22 1.120 27

0"

5"

10"

15"

20"

25"

0" 2" 4" 6" 8"
( )

	
"(g
)

CreCErt2:Gata3flox/flox(+corn"oil"

CreCErt2:Gata3wt/wt"+corn"oil
CreCErt2:Gata3wt/wt"+4COHT

CreCErt2:Gata3flox/flox"+4COHT"

** **

KL
RG

1
ScaC1

0"

1"

2"

+/+"corn" +/+"4C
OHT"

flox/flox"
corn"

flox/flox"
4COHT"

(g
)

0"

1"

2"

3"

+/+"corn" +/+"4C
OHT"

flox/flox"
corn"

flox/flox"
4COHT"

	
"

(g
)

0"

1"

2"

3"

4"

+/+"corn" +/+"4COHT" flox/flox"
corn"

flox/flox"4C
OHT"

(g
)

**
*

p=0.05

**
*

p=0.10

4COHT C + C +
CreCErt2:Gata3flox/flox"CreCErt2:Gata3+/+"

4COHT C + C +
CreCErt2:Gata3flox/flox"CreCErt2:Gata3+/+"

4COHT C + C +
CreCErt2:Gata3flox/flox"CreCErt2:Gata3+/+"

A

B
C

D E



 35 

 
図 9. ILC3は肥満の誘導に関与する。(A) 7~10週齢の Rag2-/-マウスと Rorγt-/-Rag2-/-マウス

に高脂肪食を負荷したときの体重増加を測定した。(B) 高脂肪食で 13 週間飼育した Rag2-/

マウスと Rorγt-/-Rag2-/-マウスの組織重量を測定した。(C) 高脂肪食で 12週間飼育した Rag2-/

マウスと Rorγt-/-Rag2-/-マウスの摂食量を測定した。N=7-8。データは平均±標準誤差で表示

した。*p<0.05。
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図 10. ILC3は肥満に伴うインスリン抵抗性の発症に関与する。 (A) 7~10週齢の Rag2-/-

マウスと Rorγt-/-Rag2-/-マウスに高脂肪食を 13 週間負荷した後、精巣上体周囲の脂肪組織の

M1Mφ の細胞数を測定した。(B) 高脂肪食で 11 週間飼育した Rag2-/マウスと Rorγt-/-Rag2-/-

マウスを用いて ITTを行い、血糖値を測定した。(C、D) 高脂肪食で 11週間飼育した Rag2-/

マウスと Rorγt-/-Rag2-/-マウスを用いた OGTT において、マウスの血糖値 (C) と血漿インス

リン値 (D)を測定した。N=7-8。データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05。
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図 11. パイエル板は肥満の誘導に関与しない。(A) 野生型の妊娠マウス (E14.5) の尾静

脈に抗 IL-7Rα抗体を投与 (2mg/mouse)して生まれた仔をパイエル板欠損マウスとして用い

た。また同時に、抗体を投与していない妊娠マウスから生まれた仔をコントロールの野生

型マウスとして用いた。これらのマウスに 8 週齢から高脂肪食を負荷して体重増加を測定

した。
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図 12. 脂肪組織の ILC2 ではなく小腸の ILC2 が肥満の誘導に関与する。 (A) 脂肪組織

の ILC2 (2.1×105 cells/mouse) を移植し、高脂肪食負荷を負荷したγc
-/-Rag2-/-マウスと移植し

ていないγc
-/-Rag2-/-マウスの体重増加を測定した。 (B) 小腸の ILC2 (2.1×105 cells/mouse) を

移植し、高脂肪食負荷を負荷したγc
-/-Rag2-/-マウスと移植していないγc

-/-Rag2-/-マウスの体重

増加を測定した。(C) (A)のマウスにおいて高脂肪食で 11週間飼育したマウスの組織重量を

測定した。(D) (B)のマウスにおいて高脂肪食で 11週間飼育したマウスの組織重量を測定し

た。(E) (A)のマウスにおいて高脂肪食で 10週間飼育したマウスの摂食量を測定した。(F) (B)

のマウスにおいて高脂肪食で 10週間飼育したマウスの摂食量を測定した。(A、C、E)はN=5、

(B、D、F)は N=5~6。データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05。 
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図 13. γ c
-/-Rag2-/-マウスに移植した脂肪組織の ILC2と小腸の ILC2は異なる臓器局在を

示す。 (A) 脂肪組織の ILC2 (2.1×105 cells/mouse) を移植したγc
-/-Rag2-/-マウスと移植してい

ないγc
-/-Rag2-/-マウス、Rag2-/-マウスを高脂肪食で 11 週間飼育した後、小腸、腸間膜脂肪組

織、精巣上体周囲脂肪組織の ILC2をフローサイトメトリーを用いて解析した。 (B) 小腸の

ILC2 (2.1×105 cells/mouse) を移植し、高脂肪食で 11週間飼育したγc
-/-Rag2-/-マウスを用いて

(A)と同じ解析を行った。(A)と(B)いずれにおいてもすべてのサンプルにおいて、100000 個

の細胞をフローサイトメトリーで取り込み、このうちの ILC2の細胞数を数値として表示し

た。 
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図 14. 小腸の ILC2が肥満に伴うインスリン抵抗性の発症に関与する。(A) 小腸の ILC2 

(2.1×105 cells/mouse) を移植したγc-/-Rag2-/-マウスと移植していないγc-/-Rag2-/-マウスを高脂

肪食で 11週間飼育したのち、精巣上体周囲の脂肪組織におけるM1Mφの細胞数を測定した。 

(B) (A)のマウスについて、高脂肪食を 8週間負荷した後、ITTを行い、血糖値を測定した。

(C、D) (A)のマウスについて、高脂肪食を 9週間負荷した後、OGTTを行い血糖値 (C) と血

漿インスリン値  (D) を測定した。N=5。データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05, 

**p<0.01。
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図 15. 脂肪組織の ILC2はインスリン抵抗性の発症に関与しない。(A) 脂肪組織の ILC2 

(2.1×105 cells/mouse) を移植し、高脂肪食を 11 週間負荷したγc-/-Rag2-/-マウスと移植してい

ないγc-/-Rag2-/-マウスの精巣上体周囲の脂肪組織における M1Mφの細胞数を測定した。 (B) 

(A)のマウスについて、高脂肪食を 8 週間負荷したのち、ITT を行い、血糖値を測定した。

(C、D) (A)のマウスについて、高脂肪食を 9週間負荷した後、OGTTにおける血糖値 (C) と

血漿インスリン値 (D)を測定した。N=5~6。データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05。 

  

A� B�

0"

2"

4"

6"

8"

10"

saline" FALC"
NH"

(�
+�

����ILC2�

C� D�

����ILC2� (� +�

M
1M

φ
"(×

10
4 "c
el
ls)
�

0"

50"

100"

150"

200"

250"

0" 20" 40" 60" 80" 100"120"

�
�
�
'(m

g/
dl
)�

�$"(�)�

0"

100"

200"

300"

400"

500"

0" 30" 60" 90" 120"

�
�
�
"(m

g/
dl
)�

�$"(�)�

(�
+�

����ILC2�

0"

2"

4"

6"

8"

0" 10" 20" 30"

�
�
*
2
-
0
2
"(n

g/
m
l)�

�$"(�)"

(�
+�

����ILC2�



 42 

 

図 16. IL-25, IL-33は肥満の誘導に関与しない。 (A) 8~9週齢の Il25+/-マウスと Il25-/-マウ

スに高脂肪食を負荷した時の体重増加を測定した。(B) 8週齢の Il33+/-マウスと Il33-/-マウス

に高脂肪食を負荷した時の体重増加を測定した。(A)は N=4~5、(B)は N=5~6。データは平均

±標準誤差で表示した。
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図 17. IL-2が肥満の誘導に関与する。 (A) 7~8週齢の Rag2-/-マウスと Il2rb-/-Rag2-/-マウス

に高脂肪食を負荷したときの体重増加を測定した。(B) 高脂肪食で 11 週間飼育した Rag2-/

マウスと Il2rb-/-Rag2-/-マウスの組織重量を測定した。(C) 高脂肪食で 10週間飼育した Rag2-/

マウスと Il2rb-/-Rag2-/-マウスの摂食量を測定した。N=4-5。データは平均±標準誤差で表示し

た。*p<0.05。
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図 18. IL-2は肥満に伴うインスリン抵抗性の発症に関与する。 (A) 7~8週齢の Rag2-/-マ

ウスと Il2rb-/-Rag2-/-マウスに高脂肪食を負荷して 11 週間目における精巣上体周囲の脂肪組

織中の M1Mφ の細胞数を測定した。(B) 高脂肪食で 8 週間飼育した Rag2-/マウスと

Il2rb-/-Rag2-/-マウスを用いて ITT を行い、血糖値を測定した。(C、D) 高脂肪食で 9 週間飼

育したRag2-/マウスと Il2rb-/-Rag2-/-マウスを用いたOGTTにおいてマウスの血糖値 (C) と血

漿インスリン値 (D)を測定した。N=4-5。 データは平均±標準誤差で表示した。*p<0.05。
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図 19. IL-2は小腸の ILC2と ILC3の維持に働く。(A-C) 7~8週齢より高脂肪食で 11週間

飼育した Rag2-/-マウスと Il2rb-/-Rag2-/-マウスの小腸粘膜固有層における ILC2と ILC3の細胞

数 (A, B) 及び、精巣上体脂肪組織における ILC2細胞数 (C)を測定した。(D) 野生型マウス

の小腸粘膜固有層の白血球 (3×105 cells)を Brefeldin A存在下で PMA (30 ng/ml)とイオノマ

イシン (1 µg/ml)で 3時間刺激し、ILC1、ILC2、ILC3における IL-2タンパク質の産生をフ

ローサイトメトリーを用いて解析した。 
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