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略記 

 

AMPK: AMP-Activated Protein Kinase 

ANOVA: Analysis of Variance 

AP: Alkaline Phosphatase 

ATGL: Adipose Triglyceride Lipase 

BAT: Brown Adipose Tissue 

BM: Bone Marrow 

BSA: Bovine Serum Albumin 

BW: Body Weight 

CCK: Cholecystokinin 

CDAHFD: Choline-Deficient, L-Amino Acid-Defined, High-Fat Diet 

cDNA: Complementary DNA 

DAB: 3,3'-Diaminobenzidine 

DAPI: 4',6-Diamidino-2-Phenylindole 

DEGs: Differentially Expressed Genes 

DHA: Docosahexaenoic Acid 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO: Dimethyl Sulfoxide 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid 

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

EPA: Eicosatetraenoic Acid 

Epi: Epididymal Adipose Tissue 

FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting 

FBS: Fetal Bovine Serum 

FCS: Fetal Calf Serum 

FDR: False Discovery Rate 

FFAR: Free Fatty Acid Receptor 

GIP: Glucose-Dependent Insulinotropic Polypeptide 

GLP-1: Glucagon-Like Peptide 1 

GPCR: G-Protein-Coupled Receptor 

HA: Hemagglutinin  

HBSS: Hank's Balanced Salt Solution 

HE: Hematoxylin-Eosin 

HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazineethanesulfonic Acid 

HFD: High-Fat Diet 



 
 

HYA: 10-hydroxy-cis-12-octadecenoic acid 

IBMX: 3-Isobutyl-1-Methylxanthine 

IF: Immunofluorescence 

IHC: Immunohistochemistry 

ITT: Insulin Tolerance Test 

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

LCFA: Long-Chain Fatty Acid 

LKB: Liver Kinase B1 

LPL: Lipoprotein Lipase 

M-MLV: Moloney Murine Leukemia Virus 

MASH: Metabolic dysfunction Associated Steatohepatitis 

MASLD: Metabolic dysfunction Associated Steatotic Liver Disease 

MCFA: Medium-Chain Fatty Acid 

MCT: Medium-Chain Triglyceride 

mTOR: Mechanistic Target of Rapamycin 

NC: Normal Chow 

NEFA: Non-Esterified Fatty Acids 

OGTT: Oral Glucose Tolerance Test 

PBS: Phosphate-Buffered Saline 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PYY: Peptide YY 

Peri: Perirenal Adipose Tissue 

qRT-PCR: Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

SEM: Standard Error of the Mean 

Sub: Subcutaneous Adipose Tissue 

T-Cho: Total Cholesterol 

TG: Triglyceride 

TGFα: Transforming Growth Factor Alpha 

TNFα: Tumor Necrosis Factor Alpha 

WAT: White Adipose Tissue 

WT: Wild Type 

α-SMA: Alpha Smooth Muscle Actin 
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第 1 章：緒言 

第 1 節：脂肪酸とその代謝改善効果 

 脂質は、炭水化物およびタンパク質と並び三大栄養素の一つであり、重要なエネルギー源

として機能する。しかしながら食の欧米化に伴い、肥満や糖尿病など、脂質の過剰摂取によ

り引き起こされる代謝性疾患が増加の一途をたどっている 1。このような背景から、近年で

は摂取する脂質の量だけでなく、脂質の質についても注目が集まっている。脂質を構成する

脂肪酸は鎖長に基づいて、炭素数 12 以上の長鎖脂肪酸、炭素数 6－12 の中鎖脂肪酸、炭素

数 6 未満の短鎖脂肪酸、に分類される。パルミチン酸に代表される長鎖飽和脂肪酸は、その

脂肪毒性の高さから、過剰摂取によって脂肪組織での脂肪蓄積や、異所性脂肪沈着を引き起

こし、肥満や脂肪肝の発症リスク因子となることが知られている 2。一方、多価不飽和脂肪

酸であるリノール酸や α リノレン酸は体内で合成できないため必須脂肪酸に分類されるほ

か、同じく多価不飽和脂肪酸であるドコサヘキサエン酸（DHA）やエイコサペンタエン酸

（EPA）は、心血管疾患や脳疾患の予防に寄与することが報告されており、実際にオメガ 3

脂肪酸製剤は、高脂血症の治療薬として利用されている 3。さらに近年、食事に含まれる脂

肪酸や体内で合成される脂肪酸に加えて、腸内細菌により産生される短鎖脂肪酸について

も、その代謝改善効果が報告されている。オリゴ糖などの食物繊維の摂取は、腸内細菌叢に

おける善玉菌の割合を増加させるだけでなく、腸内での短鎖脂肪酸産生を促進し、肥満抑制

をはじめとする様々な有益性をもたらすことが報告されている 4, 5。このことから、宿主の

健康に有益な微生物を摂取するプロバイオティクスに加えて、短鎖脂肪酸の産生を促進す

る食品成分の摂取、すなわちプレバイオティクスの重要性が指摘されている。 

 長鎖脂肪酸と短鎖脂肪酸の中間の鎖長を持つ中鎖脂肪酸は、ココナッツオイルやパーム

核油に含まれるほか、母乳に多く含まれる脂肪酸であることから、粉ミルクの製造に使用さ

れている。中鎖脂肪酸は鎖長が短く、長鎖脂肪酸と比較して親水性が高いため、腸管内で速

やかに吸収され、門脈を介して肝臓に到達する。細胞内に取り込まれる際にもカルニチンを

必要としないことから速やかに代謝され、β 酸化を介してケトン体を産生する 6。このよう

な特性から、中鎖脂肪酸のエネルギーは 8.4 kcal/g であり 9 kcal/g の長鎖脂肪酸とは大きく

変わらないものの、多くのコホート研究において、中鎖脂肪酸が長鎖脂肪酸と比較して体重

増加リスクを低減することが示されている 7。加えて近年、動物実験およびヒト介入試験か

ら、中鎖脂肪酸油の摂取が摂食の抑制や脂肪燃焼の促進など、様々な効果をもたらすことが

報告されている 8。 

 このように脂肪酸はエネルギー源として利用されるだけでなく、様々な代謝改善効果を

発揮する。近年の研究で、これら脂肪酸による代謝改善効果の作用機序として、細胞膜上に

存在する G タンパク質共役型受容体（GPCR）が示唆され始めた 9, 10 
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第 2 節：脂肪酸をリガンドとする細胞膜受容体 

脂肪酸受容体（FFAR）として、中長鎖脂肪酸受容体である GPR40 (FFAR1) および GPR120 

(FFAR4) が、短鎖脂肪酸受容体である GPR43 (FFAR2)、GPR41 (FFAR3) が同定されている。

GPR40 は Gs 共役型受容体であり細胞内 cAMP を上昇させるほか、Gq 共役型受容体として

細胞内 Ca2+濃度を上昇させる 11。GPR40 は膵臓 β 細胞、腸内分泌細胞、免疫細胞、中枢神

経に発現し、インスリンや腸管ホルモンの分泌、抗炎症反応、神経細胞の発達に寄与するこ

とが報告されている 9, 12, 13。Gq 共役型受容体である GPR120 は、腸管、免疫細胞、脂肪細胞

に発現し、GPR40 と同様に腸管ホルモン分泌や抗炎症作用を担うほか、白色脂肪組織の分

化およびベージュ化に寄与することが報告されている 9, 11,14。 

 短鎖脂肪酸受容体に関しては、Gi/o および Gq 共役型受容体である GPR43 が脂肪細胞、

腸管、膵臓 β細胞、免疫細胞などで発現している 11, 15, 16。当研究室の先行研究により、GPR43

が脂肪組織においてインスリンシグナルを調節することや、LPL 活性制御により脂肪分解

を促進することが示されている 17, 18。また GPR43 は、直接的にインスリン分泌を制御する

ほか、腸管ホルモン分泌や抗炎症作用に寄与することも報告されている 9。Gi/o 共役型受容

体である GPR41 は頸部神経節に高発現し、交感神経活性の調節に寄与することが明らかに

されているほか 11, 19、脂肪細胞でレプチン分泌に関与することや、腸管ホルモンおよびイン

スリン分泌に関与することが報告されている 20, 21。 

このように FFAR として同定された GPCR が多くの代謝調節に寄与する一方、近年新た

に脂肪酸をリガンドとする受容体が同定された。嗅覚受容体 Olfr78 は、Gs 共役型の短鎖脂

肪酸受容体として、嗅上皮以外の末梢組織においても機能することが報告された 22, 23。我々

の先行研究においても、Olfr78 が腸管において短鎖脂肪酸をリガンドとして、食欲抑制ホル

モンである PYY の分泌を促進することが示されている 24。 

 加えて、中鎖脂肪酸についてもその受容体として、Gi/o 共役型受容体である GPR84 が同

定された 11, 25。GPR84 は骨髄や免疫細胞、肺などに発現し、炎症反応の調整やマクロファー

ジの分極といった免疫機能や肺疾患への関与が報告されている 26。一方で GPR84 は、中鎖

脂肪酸をリガンドとする受容体として同定されているものの、生体内に存在する内因性中

鎖脂肪酸の濃度は高くなく、生理的条件下において GPR84 が活性化されないことから、

GPR84 は脂肪酸受容体として FFAR ファミリーとして認識されていない 27。そこで本研究

では、中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルの生理的意義を検証する一環として、内因性中鎖脂肪酸

が GPR84 を活性化し得る条件を検討し、その際の GPR84 を介した代謝改善効果について解

明することとした。 
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第 2 章：GPR84 を介した MASH 進展抑制機構の解明 

第 1 節：序論 

食生活の欧米化に伴う肥満の増加や、高齢化の進行にしたがって、代謝機能障害関連脂肪

性肝疾患（MASLD）の罹患率は増加の一途をたどっている。MASLD のうち、特に肝炎を

併発した病態は代謝機能障害関連脂肪肝炎（MASH）と診断される。肝炎は肝硬変の進行を

著しく促進することから、アルコールを原因としない脂肪肝炎患者のうち、20%以上が生涯

のうちに肝硬変を発症することが報告されている 28。このように、MASH は肝硬変や肝細

胞がんへ進展するリスクを有し、世界的な健康問題として認識されている。しかしながら、

現在まで有効な治療法は確立されておらず、末期の MASH 患者には生体肝移植が適応され

る 29。 

MASH の病態は、脂質の過剰摂取により、肝臓へ異所性脂肪が沈着することから始まる。

その後、脂肪毒性により障害を受けた肝細胞が免疫細胞に貪食されることにより、炎症が引

き起こされる。この過程には、小胞ストレスや腸管由来リポ多糖など、様々な要因が関与し、

病態の悪化を促進する 30。 

このように MASH は脂肪酸の流入を発症の一因とする病態であることから、生体におけ

る脂肪酸の認識・応答機構が MASH の進展抑制に寄与する可能性が考えられる。そこで本

研究では脂肪酸認識受容体として、特に免疫細胞に高発現し、炎症への関与が示唆されてい

る中鎖脂肪酸受容体 GPR84 に着目した。GPR84 が脂肪毒性に対する防御機構を有すると仮

定し、中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルと肝臓炎症の関係を個体・細胞レベルで評価することで、

GPR84 の創薬標的としての可能性を検討した。 

 

  



4 
 

第 2 節：方法 

動物試験 

C57BL/6J マウスは日本 SLC から購入し、C57BL/6J 系統の Gpr84 遺伝子欠損マウスは、

CRISPR/Cas9 システムを用いて作製した。C57BL/6J マウスおよび Gpr84 欠損マウスは、室

温 24℃、湿度 40–60%、12 時間の明暗サイクルの条件で飼育した。基本飼料には、CLEA 

Rodent Diet CE-2 (日本クレア) を用いた。短期負荷試験では、7 週齢の雄マウスに通常食ま

たは高脂肪食（60% kcal Fat, D12492, Research Diets）を 5 週間与えた。長期負荷試験では、

4 週齢の雄マウスに高脂肪食を 12 週間与えた。MASH マウスモデルは、超高脂肪コリン欠

乏メチオニン減量食（CDAHFD, A06071302, Research Diets）または中鎖脂肪酸を添加した

CDAHFD を 10 週間与えることで病態モデルを確立した。Embelin 投与試験は、Embelin (50 

mg/kg body weight, Cayman Chemical) の経口投与により実施した。 

マウスの解剖は 5 時間の絶食後に実施した。OneTouch® Ultra® (LifeScan) を用いて尾静

脈から血糖値を測定した後、イソフルランの吸入麻酔を行った。採血は下大静脈から行い、

血液サンプルを 4℃, 7000×g で 5 分間遠心した後、上清の血漿を回収した。 

動物試験は全て、京都大学動物実験委員会（Lif-K21020）の倫理委員会で承認された指針

に従って実施した。 

 

血液生化学解析 

肝臓内のトリグリセリド（triglyceride; TG）濃度はLabAssay TM Triglyceride (FUJIFILM Wako) 

を用いて、TNFα濃度はマウス TNF-alpha Quantikine ELISA Kit (R&D Systems) を用い、それ

ぞれ製造元のプロトコルに従って測定した。 

 

RNA 抽出、逆転写および定量リアルタイム PCR 

組織中の RNA は RNAiso Plus (TAKARA) を用いて抽出した。抽出した RNA に対し、M-

MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) を用い、cDNA への逆転写を行った。逆転写で得られ

た cDNA への qRT-PCR 分析には、SYBR Premix Ex Taq II (TAKARA) および StepOne™ Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) を使用した。サイクル条件と使用プライマーは下記表

の通りで、内部標準には 18S rRNA を用い、遺伝子発現量は 2-DDCt 法を用いて算出した。 
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qRT-PCR サイクル条件 

 
 

qRT-PCR 使用プライマー 

 

 

組織学的解析 

凍結切片に用いる肝臓は、O.C.T.コンパウンド（Sakura Finetek）に包埋し、凍結ミクロト

ーム（Leica）を用いて 8 μm にて切片化した。組織形態を観察する際にはヘマトキシリン－

エオジン（Hematoxylin-Eosin; HE）染色を行い、肝細胞内の脂質含有量はオイルレッド O 染

色で可視化した。免疫組織化学（Immunohistochemistry; IHC）解析として、3,3'Diaminobenzidine 

(DAB) 染色と蛍光免疫（Immunofluorescence; IF）染色を用いた。組織切片の固定には 4％ 

paraformaldehyde を用い、全ての組織切片は BZ-X710 (Keyence) により観察した。 

 HE 染色は、切片固定後、マイヤーヘマトキシリン溶液（FUJIFILM Wako）での染色と 70％

エタノールでの固定を行った。さらにエオシン（FUJIFILM Wako）の染色と 70％エタノー

ルでの固定を行った後、100％エタノールとキシレンで脱水を行った。 

オイルレッド O 染色は、切片固定後、60％イソプロパノールで脱水し、Oil Red O 溶液

（FUJIFILM Wako）で染色した。60％イソプロパノールで再度処理した後、マイヤーヘマト

キシリン溶液での対比染色を行った。 

DAB 染色については、切片固定後、切片に対して 0.2% Triton X-100 (Sigma) および bovine 

serum albumin (BSA, 1% w/v, FUJIFILM Wako) を含む phosphate buffered saline (PBS) で透過

温度 時間 サイクル数
95℃ 30秒 1

95℃ 5秒
58℃ 30秒
72℃ 1分
95℃ 15秒
60℃ 1分
95℃ 15秒

40

1

増幅

解離曲線

forward reverse

Gpr84 5'- AGGTGACCCGTATGTGCTTC -3' 5'- GTTCATGGCTGCATAGAGCA -3'

18s 5'- CTTAGAGGGACAAGTGGCG -3' 5'- ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA -3'

Col1a 5'- CCTCAGGGTATTGCTGGACAAC -3' 5'- ACCACTTGATCCAGAAGGACCTT -3'

Tgfb1 5'- CCTGAGTGGCTGTCTTTTGACG -3' 5'- AGTGAGCGCTGAATCGAAAGC -3'

Acta2 5'- GTTCAGTGGTGCCTCTGTCA -3' 5'- ACTGGGACGACATGGAAAAG -3'

Tnf 5'- GGCAGGTCTACTTTGGAGTC -3' 5'- TCGAGGCTCCAGTGAATTCG -3'

Adgre1 5'- GATGTGGAGGATGGGAGATG -3' 5'- ACAGCAGGAAGGTGGCTATG -3'

Cd68 5'- TCCAAGATCCTCCACTGTTG -3' 5'- ATTTGAATTTGGGCTTGGAG -3'

Cd14 5'- GGCGCTCCGAGTTGTGACT -3' 5'- TACCTGCTTCAGCCCAGTGA -3'

Acsl1 5'- TGCCAGAGCTGATTGACATTC -3' 5'- GGCATACCAGAAGGTGGTGAG -3'

Acsm3 5'- CTTTGGCCCCAGCAGTAGATG -3' 5'- GGCTGTCACTGGCATATTTCAT -3'

Acadl 5'- TTTCCTCGGAGCATGACATTTT -3' 5'- GCCAGCTTTTTCCCAGACCT -3'

Acadm 5'- CCAGAGAGGAGATTATCCCCG -3' 5'- TACACCCATACGCCAACTCTT -3'

Acot11 5'- AGATCATGGCTTGGATGGAG -3' 5'- AAAGGCGTTATTCACGATGG -3'

Acot13 5'- AGCAGCATGACCCAGAACCTA -3' 5'- GGAGCGTGCCCAGTTTATTAGTA -3'
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処理を行った。BSA (5% w/v) を含む PBS でブロッキングし、一次抗体、続いて二次抗体と

反応させた。一次抗体には F4/80 抗体（1:1000, ab6640, Abcam）および α-SMA 抗体（1:300, 

19245, Cell Signaling Technology）を用い、二次抗体にはそれぞれ Goat Anti-Rat IgG Antibody, 

Biotinylated (1:150, BA-9400, Vector Laboratories) および Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, 

Biotinylated (1:150, BA-1000, Vector Laboratories) を用いた。免疫反応シグナルは、Peroxidase 

Stain DAB Kit (Nacalai Tesque) で発色し、切片はヘマトキシリン溶液で対比染色した。 

蛍光免疫染色は、組織切片に対して固定および透過処理を行った後、ブロッキング処理を

実施し、一次抗体、二次抗体、および核染色の順に反応させた。一次抗体は DAB 染色で使

用したものと同一とし、二次抗体には Alexa Fluor™ Plus 488 (1:200, A48262, Thermo Fisher 

Scientific) および Alexa Fluor™ 568 (1:200, A11036, Thermo Fisher Scientific) を用いた。二次

抗体反応後、核染色には 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1:5000, 10236276001, Roche) を

使用した。 

肝臓マクロファージの定量は、F4/80 陽性細胞の細胞数をカウントし、DAPI による核染

色で観察された細胞数における割合で算出した。MASH の病理学的評価は、MASLD activity 

score に基づいて行い、肝脂肪化、実質炎症、バルーニング変性のスコアの 3 項目について

それぞれ 0–3、0–3 の 4 段階で、0–2 の 3 段階で評価した。 

 

RNA-Seq 解析 

通常食および高脂肪食を与えたマウスの肝臓から、RNAiso Plus および RNeasy mini kit 

(QIAGEN) を用いて RNA を抽出した。RNA の品質および濃度は、Agilent 2100 Bioanalyzer

と RNA 6000 Nano kit (Agilent) を使用して測定した。cDNA ライブラリーは TruSeq RNA 

Library Prep Kit (Illumina) で作成した。NovaSeq 6000 を用いたペアエンドシーケンスを実施

し、各サンプルから約 4 Gb の 150bp ペアエンドリードを得た。得られたリードに対し、

Trimmomatic を用いてアダプター配列や低品質のリードを除去した。除去後のシーケンスデ

ータの品質は FastQC で評価した。シーケンスデータについて、HISAT2 および Bowtie2 を

使用してマウスゲノム（mm10）を参照し、StringTie を用いて遺伝子発現量の定量をした。

得られた発現量に対し、DESeq2 による nbinomWaldTest を用いることで、群間の変動倍率

（fold change）を求め、発現変動遺伝子（Differentially Expressed Genes; DEGs）を算出した。

DEGs の算出は以下の 2 つの基準を満たすものとした：FDR 補正済み P 値 < 0.05 (Benjamini-

Hochberg) および | log2 (fold change) | > 0.5。DEGs に対するエンリッチメント解析は、Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) データベース（http://www.genome.jp/kegg/）を用

い て 実 施 し た 。 RNA-Seq デ ー タ は Dryad リ ポ ジ ト リ に 公 開 し て い る

（https://doi.org/10.5061/dryad.m37pvmd36）。  
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細胞培養条件と細胞作製 

細胞は、特に記載のない限り 5％ CO2 存在下、37℃での条件で、fetal bovine serum (10% 

v/v, FBS, Funakoshi) を含有した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma) で培養

した。また全ての実験について、3 回の独立実験によりデータを取得した。 

GPR84 安定発現細胞株を作製するため、 Flp-In T-REx HEK293 細胞に対し、

pcDNA5/FRT/TO-HA-mGPR84 および pOG44 を、Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いてト

ランスフェクションした。48 時間後に、blasticidin S (10 μg/mL, Funakoshi) および hygromycin 

B (100 μg/mL, Invitrogen) を含む培地に交換し、抗生物質によるセレクションを行うことで、

GPR84 を安定発現した細胞を選別した。抗生物質耐性細胞に doxycycline (10 μg/mL) を添加

し GPR84 の発現を誘導した後、24 時間後に定量リアルタイム PCR および HA タグを用い

た免疫染色により膜上の局在を確認することで細胞の樹立を確認した。免疫染色一次抗体

には、抗 HA 抗体（1:1000, 3F10, Roche）を、二次抗体には Alexa FluorTM 488 (1:200, A11006, 

Invitrogen) を使用した。 

 

cAMP assay 

GPR84 安定発現細胞を 24well プレートに 1×10⁵ cells/well で播種し、24 時間培養後、各ウ

ェルを doxycycline (10 μg/mL)または対照の DMSO で処理し、更に 24 時間培養した。細胞を

3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, 500 μM, Sigma）を含む無血清培地で 30 分間処理し、スタ

ベーションを実施した。続いて、forskolin (2 μM, Sigma) を添加し細胞内 cAMP 濃度を上昇

させた後、各種中鎖脂肪酸（C6:0–C14:0, Nu-Chek Prep）または Embelin で 10 分間刺激した。

cAMP 濃度は、Cyclic AMP ELISA Kit (Cayman Chemical) を使用して、製造元のプロトコル

に従って測定した。 

 

TGFα shedding assay 

GPR84 強制発現細胞を 6well プレートに 2×10⁵ cells/well で播種し、24 時間培養後、各ウ

ェルを doxycycline (10 μg/mL)または対象として DMSO で処理し、更に 24 時間培養した。そ

の後、AP-TGFαプラスミド（500 ng/well）との Gαi3 プラスミド（100 ng/well）を用いたト

ランスフェクションを実施し、さらに 24 時間培養した。細胞をトリプシン処理により回収

し、25℃, 200×g, 3 分間遠心した後上清を捨て、HEPES (5 mM, pH 7.4) を含む HBSS を加え

ることで細胞を洗浄した。再度同条件で遠心後、HEPES を含む HBSS で細胞を再懸濁した。

細胞懸濁液を 96 ウェルプレートに播種し 30 分間インキュベートした。HEPES および BSA 

(0.01% w/v, 脂肪酸およびプロテアーゼ非含有) を含む HBSS に希釈した Embelin で細胞を

1 時間処理した。続いて AP 反応液（10 mM p-ニトロフェニルリン酸, 120 mM Tris-HCl [pH 

9.5], 40 mM NaCl, および 10 mM MgCl2）を細胞プレートに添加した。プレートの吸光度（405 

nm）をマイクロプレートリーダー（Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific）にて測定した後、
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室温で 1 時間インキュベートし、再度吸光度を測定した。リガンド添加により誘導された

AP-TGFαの放出量を、吸光度（培養液側）/吸光度（細胞側）の値を用いて算出した。 

 

Gpr84 遺伝子欠損 RAW264.7 細胞作成および炎症誘導実験 

RAW264.7 細胞（ATCC）は、Penicillin-Streptomycin (1% v/v, Gibco) を含む培地で培養した。

Gpr84 遺伝子欠損 RAW264.7 細胞（RAW-KO 細胞）は、CRISPR/Cas9 システムを用いて作製

した。具体的には Gpr84 を標的とする sgRNA (5′-ttcgtcccaagctccgaacc-3′) を設計し、

peSpCas9(1.1)-2xsgRNA (80768, Addgene) に対するクローニングを実施した。RAW264.7 細胞

を 60 mm dish に 2.5 × 10⁵細胞/dish で播種し、リポフェクタミン 2000 を用いて、組換え

peSpCas9(1.1)-2xsgRNA および pDonor-tBFP-NLS-Neo (80766, Addgene) を用いたトランスフ

ェクションを実施した。48 時間培養後、G418 (250 μg/mL, FUJIFILM Wako) を含む培地で培

養することで、組換え細胞を選別した。10 日間の培養後、単一細胞から成長したコロニー

を分離した。 

RAW264.7 および RAW-KO 細胞は、パルミチン酸（C16:0）の存在下で、カプリン酸（C10:0）

または Embelin (100 μM) で 12 時間刺激後、細胞を回収し、RNA を抽出した。 

 

中鎖脂肪酸測定 

血漿および組織中の中鎖脂肪酸含有量は、下記の方法で測定した。内部標準として C19:0 

(Nu-Chek Prep9) を添加したサンプルをメタノールでホモジナイズし、クロロホルムおよび

水を加えて脂質を抽出した。これを 17℃, 2000×g で 10 分間遠心し、中鎖脂肪酸を含む上清

を回収して乾燥させた。サンプルをクロロホルム/メタノール（1:3, v/v）で再懸濁し、超高

速液体クロマトグラフィー（ACQUITY UPLC, Waters）および質量分析計（Xevo TQD MS, 

Waters）を備えた LC-MS/MS にて解析した。移動相にはギ酸アンモニウム水溶液（10 mM）

およびメタノールを使用し、ACQUITY UPLC BEH C18 カラム（2.1 × 150 mm, 1.7 μm, Waters）

で分離した。 

 

フローサイトメトリー 

 肝臓を小片に刻み、消化液（3 mM CaCl2, 1 mg/mL コラゲナーゼⅠ [FUJIFILM Wako], 1.5% 

BSA を含む HBSS）で 2 時間酵素処理を行った。細胞懸濁液を 70 μm ナイロンメッシュセ

ルストレーナー（Corning）に通した後、25℃, 50×g, 3 分間低速遠心し、上清画分を回収後、

残渣の沈殿を肝実質細胞とした。上清画分に対し、25℃, 500×g, 8 分間遠心し、得られた細

胞沈殿を非肝実質細胞とした。得られた非肝実質細胞を、パーコール密度勾配遠心分離によ

り濃縮した。具体的には非肝実質細胞を 25％ Percoll で懸濁し、70% Percoll の上層に注ぎ

25℃, 800×g, 15 分間遠心し、中間層を回収した。この中間層を 25℃, 500×g, 8 分間遠心し、

細胞沈殿を回収後、2％ Fetal Calf Serum (FCS) を含む PBS にて再懸濁した。これを再度 25℃, 

500×g, 8 分間遠心し、得られた非実質肝細胞を FACS バッファー（2%  FBS および 2 mM 
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EDTA を含む PBS）で懸濁した。細胞懸濁液に対し、CD16/CD32 抗体（BioLegend）で 4℃, 

10 分間ブロッキングした。その後フローサイトメトリーによる細胞分離のため、BV510 標

識抗 CD45 (BioLegend)、BV711 標識抗 Ly6C (BioLegend)、Alexa Fluor 488 標識抗 F4/80 

(BioLegend)、PE 標識抗 CX3CR1 (BioLegend) および APC 標識抗 CD11b (BioLegend) を用

い、4℃で 30 分間染色した。染色後、細胞を FACS バッファーで洗浄し、FACSAria III セル

ソーター（BD Biosciences）と FACSMelody (BD Biosciences) を用いて細胞をソーティング

した。ソート後の細胞純度 95％以上であった。フローサイトメトリーデータは FlowJo v10 

software (BD Biosciences) を用いて解析した。 

 

統計解析 

結果は全て平均±標準誤差（SEM）で表し、バイオリンプロットは中央値、四分位数、お

よびデータ範囲を示すのに用いた。統計解析には GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.) を

使用した。データの正規性は Shapiro-Wilk 検定により評価し、2 群間の有意差は Student’s t-

test または Mann-Whitney U 検定を用いて解析した。3 群間以上の有意差は、1 元配置分散分

析（ANOVA）後に Dunnett 検定を行うか、Kruskal-Wallis 検定後に Dunn 検定を行うことで

比較した。P 値< 0.05 の場合、統計学的に有意とした。RNA-Seq データの FDR は Benjamini-

Hochberg 法を用いて算出した。 
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第 3 節：結果 

第 1 項：高脂肪食負荷条件における GPR84 の炎症抑制効果 

GPR84 が代謝表現型に関与する可能性を検討するため、野生型マウスおよび Gpr84 遺伝

子欠損マウスに高脂肪食を負荷し、脂質代謝および炎症応答について確認した。初めに、炎

症マーカーである TNFα の血中濃度を測定したところ、通常食負荷条件下では野生型マウ

スと Gpr84 遺伝子欠損マウスの間に血中 TNFα濃度の有意な差は認められなかったものの、

高脂肪食負荷条件下では、Gpr84 遺伝子欠損マウスは野生型マウスと比較して、有意に高い

血中 TNFα濃度を示した（Fig. 1A）。そこで、これらのマウスの代謝関連臓器における Tnf

遺伝子の発現解析を実施した。その結果、Gpr84 遺伝子欠損マウスは肝臓において有意に高

い Tnf の発現量を示したが、脂肪組織、筋肉、腸管においては両群間で差は認められなかっ

た（Fig. 1B）。このことから、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおける炎症性サイトカインの高値

が肝臓に起因することが示唆された。そこで肝臓の RNA-Seq 解析を実施したところ、Gpr84

遺伝子欠損マウスでは炎症関連遺伝子の多くが野生型マウスと比較して有意に高値を示し

た（Fig. 1C）。炎症の進展は線維化を引き起こすことが知られているため、肝臓における線

維化マーカーの発現についても評価したところ、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは Col1a、Tgfb1、

Acta2 の発現が有意に高値を示した（Fig. 1D）。一方で、肝臓中の中性脂肪量については両

群間で有意な差は認められなかった（Fig. 1E）。これらの結果から、高脂肪食条件において

Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、脂質貯蓄の増加を伴わずに、肝臓での炎症および線維化が引

き起こされることが示唆された。 
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Fig. 1 GPR84 deficiency accelerates HFD-induced chronic inflammation.  

(A) Plasma TNFα levels in wild‐type (WT) and Gpr84 −/− mice (n = 5–7). NC, normal chow; HFD, 

high fat diet (B) Expression of Tnf in mouse tissues (n = 4). Data are represented as relative to the 

gene expression in WT mice. Epi, epididymal white adipose tissue. (C) RNA-Seq transcriptome 

profiling in liver in WT and Gpr84–/– mice fed the HFD for 5 weeks. Heatmap shows results of 2-

dimensional hierarchical clustering of 59 genes related to inflammation (n = 5 per group). (D) 

Expression of fibrosis-related genes in the liver (n = 8–9). (E) Oil Red O staining (left) and hepatic 

TG levels (right, n = 8). Scale bars: 25 µm. *P < 0.05; **P < 0.01 (Mann-Whitney U test). All data 

are presented as the mean ± SEM. 
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第 2 項：GPR84 による MASH 進展抑制効果 

第 1 項において、Gpr84 遺伝子の欠損が肝臓の炎症および線維化を引き起こすことが示唆

されたため、野生型マウスおよび Gpr84 遺伝子欠損マウスを用い、長期間の高脂肪食負荷

による MASH 病態の進展を検討した。その結果、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、肝重量が

野生型マウスと比較して有意に低値を示したものの（Fig. 2A）、肝臓中の中性脂肪蓄積には

両群間で差は認められなかった（Fig. 2B）。一方、炎症および線維化のマーカー遺伝子を評

価したところ、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは野生型マウスと比較して、炎症マーカーTnf お

よび線維化マーカーである Col1a、Tgfb1、Acta2 の発現が有意に高値を示した（Fig. 2C）。

組織学的解析においても、Gpr84 遺伝子欠損マウスは、F4/80 陽性マクロファージの数が有

意に高値を示し、α-SMA 陽性細胞の蓄積が観察された（Fig. 2D）。そこでマクロファージ

関連マーカーAdgre1、Cd68、Cd14 の発現量を評価したところ、Gpr84 遺伝子欠損マウスは

野生型マウスと比較して有意な高値を示し（Fig. 2E）、肝臓へのマクロファージ浸潤の亢進

が確認された。MASLD activity score の評価においても、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは野生

型マウスと比較して有意な高値を示し（Fig. 2F）、典型的な MASH 様病態の進展が認めら

れた。これらの結果から、Gpr84 遺伝子の欠損は、脂肪毒性による MASH の進行を促進さ

せることが示唆された。 
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Fig. 2 HFD-fed Gpr84–/– mice exhibit MASH.  

(A) Liver weight (n = 8). (B) Oil Red O staining (left) and hepatic TG levels (right, n = 8). Scale bars: 

25 μm. (C) Expression of Tnf and fibrosis marker genes in liver (n = 8). (D) IHC of F4/80 and α-SMA 

stained with DAB or fluorescence staining in sections of liver (left, F4/80, green; α-SMA, red; DAPI, 

blue). F4/80-positive cell numbers (right, n = 4). Scale bars: 25 μm (DAB staining) or 100 μm 

(fluorescence staining). (E) Expression of macrophage marker genes (n = 8). (F) MASLD activity 

score. *P < 0.05; **P < 0.01 (Mann-Whitney U test: A–D; Student’s t test: E and F). All data are 

presented as the mean ± SEM.  
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第 3 項：高脂肪食摂取による内因的中鎖脂肪酸産生の確認 

これまでの結果から、GPR84 は高脂肪食摂取時特異的に、肝臓の炎症及び線維化を抑制

することが示唆された。そこで、高脂肪食負荷条件における GPR84 活性化の機序を解明す

るため、GPR84 のリガンドである中鎖脂肪酸の量を肝臓内にて測定した。その結果、高脂

肪食負荷群では通常食負荷群と比較して、C10:0 および C12:0 の存在量が著しく高値を示す

ことが確認された（Fig. 3A）。またこの時、肝臓における中鎖脂肪酸合成酵素の発現も高脂

肪食負荷条件で有意に高値を示すことが示された（Fig. 3B）。先行研究において中鎖脂肪酸

の EC50 が– 8μM であると報告されていたため 25、次に GPR84 安定発現細胞株を用いてリガ

ンド親和性を評価した。その結果、中鎖脂肪酸添加時に濃度依存的な cAMP 濃度の低下が

観察され、中鎖脂肪酸が GPR84 のリガンドとして機能することが確認された（Fig. 3C）。

C10:0 および C12:0 の GPR84 に対する EC50 は、それぞれ 3.5 μM および 4.4 μM であった。

これらの結果から、通常食負荷条件下ではなく、高脂肪食負荷条件下において、肝臓におけ

る内因的な中鎖脂肪酸合成が亢進し、GPR84 が活性化されることが示された。 
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Fig3. Affinity of MCFAs for GPR84.  

(A) Measurement of MCFA concentration (n = 6–9). (B) Fatty acid synthesis- and β-oxidation-related 

genes were determined by real-time quantitative PCR (n = 5). (C) cAMP inhibition assay for C8:0, 

C9:0, C10:0, C11:0, and C12:0 using mouse-GPR84-expressing HEK293 cells. Cells were cultured 

with or without 10 μg/mL of doxycycline (Dox, n = 6). All data are presented as relative to forskolin-

induced (Fsk-induced) cAMP levels. *P < 0.05; **P < 0.01 (Mann-Whitney U test). All data are 

presented as the mean ± SEM. 
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第 4 項：GPR84 による MASH 進展抑制機構の検討 

第 3 項までの結果から、高脂肪食負荷条件において内因的に産生される中鎖脂肪酸が

GPR84 を活性化し、MASH の進展を抑制することが示唆された。次により詳細な機序解明

を目指し、肝臓内で GPR84 が機能する細胞種を同定した。肝臓より分離したマクロファー

ジ、クッパー細胞、肝単核細胞、肝星細胞、および肝実質細胞における Gpr84 の発現を評価

した。その結果、Gpr84 がマクロファージに主として発現することが明らかとなった（Fig. 

4A）。さらに、高脂肪食負荷条件下では通常食負荷条件下と比較して、マクロファージにお

ける Gpr84 の発現が著しく上昇することが示され（Fig. 4A）、中鎖脂肪酸–GPR84 シグナル

が肝臓マクロファージの機能制御に寄与する可能性が示唆された。そこで、肝臓マクロファ

ージの活性化を、炎症マーカーの発現を指標に評価した。その結果、高脂肪食負荷条件下で

のみ、Gpr84 遺伝子欠損マウス由来肝臓マクロファージにおける Tnf 発現が野生型マウスと

比較して有意に高値を示した（Fig. 4B）。一方、組織常在性クッパー細胞においては、両群

間の Tnf 発現に差は認められなかった（Fig. 4B）。この結果より、Gpr84 遺伝子欠損マウス

では、骨髄由来の肝臓マクロファージが活性化した結果、肝臓での炎症反応が惹起されるこ

とが示唆された。 

次に、マウスマクロファージ様細胞株である RAW264.7 細胞を用い、中鎖脂肪酸の炎症抑

制効果と GPR84 を介した分子機序について検証した。野生型 RAW 細胞および Gpr84 ノッ

クアウト細胞にパルミチン酸添加による刺激を与えた後、GPR84 に高い親和性を持つリガ

ンドである C10:0 を添加した。その結果、野生型 RAW 細胞では C10:0 の濃度依存的に炎症

マーカーTnf の発現抑制が観察された一方、Gpr84 ノックアウト細胞ではこの抑制効果が消

失した（Fig. 4C）。これらの結果から、骨髄由来マクロファージが肝臓において、GPR84 を

介した抗炎症作用を発揮することで、MASH の進展を抑制するという分子機序が明らかと

なった。 
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Fig. 4 GPR84 suppresses BM-derived hepatic macrophages.  

（A）Gpr84 expression in BM-derived monocytes, hepatic macrophages, Kupffer cells, hepatic 

stellate cells, and hepatocytes isolated from WT mice fed NC for 12 weeks (left, n = 5–6). Change 

of Gpr84 expression after HFD feeding (right; NC- vs. HFD-fed group, n = 5–6). (B) Tnf expression 

in BM-derived hepatic macrophage (left) and Kupffer cells (right) from WT and Gpr84–/– mice fed the 

HFD and NC for 12 weeks (n = 4). BM-derived hepatic macrophages, 

CD45+Ly6C+F4/80+CD11bhiCX3CR1+. (C) Antiinflammatory effect of MCFA-stimulated 

RAW264.7 and RAW-KO pretreated with palmitic acid (C16:0; 200 μM) and followed by stimulation 

of capric acid (C10:0, n = 8). *P < 0.05; **P < 0.01 (Mann-Whitney U test: A, B; Kruskal-Wallis with 

Dunn’s post hoc test: C). All data are presented as the mean ± SEM. 
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第 5 項：MASH マウスモデルにおける中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルの意義解明 

第 4 項までの結果から、GPR84 が MASH 進展を抑制する分子機序が明らかとなった。そ

こで本研究では次に、超高脂肪コリン欠乏メチオニン減量食（CDAHFD 食）を用いて MASH

モデルを作成し、GPR84 による MASH 進展抑制効果について検証した。CDAHFD 食を負荷

した野生型マウスでは顕著な肝硬変が確認されたが、CDAHFD 食に中鎖脂肪酸（C10:0 お

よび C12:0）を添加した群では肝硬変の改善が観察された（Fig. 5A）。また、組織学的解析

として F4/80 および α-SMA の免疫染色を実施したところ、野生型マウスの C10:0 および

C12:0 添加群では、CDAHFD 食単独群と比較して、炎症および線維化の抑制が確認された

（Fig. 5B）。一方、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、C10:0 および C12:0 の添加による炎症お

よび線維化抑制効果は認められなかった（Fig. 5B）。さらに、肝臓における炎症および線維

化マーカーの発現を解析したところ、野生型マウスでは C10:0 および C12:0 の添加により発

現が有意に低値を示した一方、Gpr84 遺伝子欠損マウスではその抑制効果が確認されなかっ

た（Fig. 5C）。肝臓の中性脂肪量は、野生型マウスおよび Gpr84 遺伝子欠損マウスのいずれ

においても、中鎖脂肪酸添加の有無に関わらず有意差は認められなかった（Fig. 5D）。最後

に肝臓の MASLD activity score を評価した結果、野生型マウスの C10:0 および C12:0 添加群

ではスコアの有意な低値が認められ、MASH 病態の改善が示された一方、Gpr84 遺伝子欠損

マウスではこの改善効果は認められなかった（Fig. 5E）。これらの結果から、CDAHFD 食

誘導性 MASH モデルにおいても、中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルが MASH の進展を抑制する

ことが示された。 
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Fig. 5 MCFA intake improves MASH progression via GPR84.  

(A) Anatomy of the liver in WT after CDAHFD and MCFA-supplemented (C8:0, C10:0, and C12:0) 

CDAHFD feeding for 10 weeks (n = 8). (B) Representative H&E staining images, and IHC of F4/80 

(green), α-SMA (red), and DAPI (blue) performed in sections of the liver (left; WT, right; Gpr84–/–). 

Scale bars: 50 μm. (C)Expression of inflammation- and fibrosis-related genes in the liver (n = 4–6). 

(D) Oil Red O staining (left) and hepatic TG levels (right, n = 4–6). Scale bars: 50 μm. (E) MASLD 

activity score after MCFA-supplemented (C8:0, C10:0, and C12:0) CDAHFD feeding for 10 weeks. 

*P < 0.05; **P < 0.01 (Kruskal-Wallis with Dunn’s post hoc test: C; ANOVA with Dunnett’s test: E). 

All data are presented as the mean ± SEM. 
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第 6 項：GPR84 アゴニストによる MASH 改善効果 

第 5 項までの結果から、中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルが肝臓におけるマクロファージの過

活性化を抑制し、その結果として MASH の進展を抑制することが明らかになった。そこで

本研究では最後に、GPR84 が MASH 治療の創薬標的として機能し得るかを検討した。まず、

GPR84 のアゴニストとして報告されている Embelin31 を用い、GPR84 安定発現細胞株および

GPR84 一過性発現細胞株を用いてリガンド親和性を評価した。その結果、Embelin が GPR84

を活性化することが確認された（Fig. 6A）。そこで第 4 項と同様の手法を用い、RAW264.7

細胞を用いた炎症誘導実験を実施した。野生型 RAW 細胞および Gpr84 ノックアウト細胞に

パルミチン酸添加による刺激を与えた後、Embelin を添加した結果、野生型 RAW 細胞では

Embelin 濃度依存的に炎症マーカーTnf の発現抑制が観察された。一方、Gpr84 ノックアウ

ト細胞ではこの炎症抑制効果が消失し、Embelin が GPR84 を介した抗炎症作用を持つこと

が in vitro で示唆された（Fig. 6B）。 

次に、CDAHFD 食誘導 MASH マウスモデルにおける Embelin の効果を検討した。CDAHFD

食の負荷に加えて Embelin を投与した野生型マウスでは、CDAHFD 食単独負荷群と比較し

て、肝臓における炎症および線維化マーカーが有意に低値を示した。一方、Gpr84 遺伝子欠

損マウスではこの効果が完全に消失した（Fig. 6C）。MASLD activity score おいても、野生

型マウスの Embelin 投与群ではスコアの有意な低値が認められ、MASH 病態の改善が示さ

れた一方、Gpr84 遺伝子欠損マウスではこの改善効果は認められなかった（Fig. 6D）。これ

らの結果から、CDAHFD 食誘導性 MASH モデルにおいても、Embelin が GPR84 のアゴニス

トとして、MASH の進展を抑制することが示された。 
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Fig. 6 GPR84 activation improves MASH.  

(A) Ligand affinity of embelin for GPR84 using Tet-On/Off and TGFα shedding assay (n= 6). AP-

TGFα, alkaline phosphatase-tagged TGFα. (B) Antiinflammatory effect of embelin-stimulated 

RAW264.7 and RAW-KO cells pretreated with C16:0 (200 μM) and followed by stimulation of 

embelin (n = 6). (C) Expression of inflammation- and fibrosis-related genes in the liver (n = 4–8). (D) 

MASLD activity score after administration of the GPR84 agonist embelin. *P < 0.05; **P < 0.01 

(Kruskal-Wallis with Dunn’s post hoc test: B; Mann-Whitney U test: C, D). All data are presented as 

the mean ± SEM. 
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第 4 節：考察 

 従来、中鎖脂肪酸の抗炎症効果が報告されていたが、その詳細な作用機序については不明

な点が多い。本研究では、中鎖脂肪酸の細胞膜受容体である GPR84 に着目し、その代謝改

善効果および炎症応答における役割を明らかにするため、食事誘導性肥満モデルを用いた

Gpr84 遺伝子欠損マウスの表現型解析を実施した。Gpr84 欠損マウスでは、高脂肪食負荷条

件において肝臓の炎症が亢進し、MASH の進展が確認された。この結果は、GPR84 が高脂

肪食摂取に伴う肝臓への脂肪酸流入を感知し、抗炎症作用を介して MASH 進展を抑制する

可能性を示唆する。そこで本研究では、GPR84 による脂肪酸認識機構を確認するとともに、

抗炎症作用の詳細な作用機序を検討した。 

GPR84 による脂肪酸認識機構として、高脂肪食負荷条件下において肝臓内で長鎖脂肪酸

とともに中鎖脂肪酸の産生が亢進し、GPR84 が生理的に活性化されることを明らかにした。

また、肝臓マクロファージにおける Tnf 発現が高脂肪食負荷条件下の Gpr84 遺伝子欠損マ

ウスで高値を示し、RAW264.7 細胞において中鎖脂肪酸が GPR84 を介して抗炎症効果を示

したことから、抗炎症作用の詳細な作用機序として、中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルが肝臓マ

クロファージの過活性化を抑制することが確認された。超高脂肪コリン欠乏メチオニン減

量食による MASH モデルでの実験では、C8:0 が MASH 改善効果を示さなかった一方で、

GPR84 のリガンドである C10:0、C12:0、および Embelin が MASH を改善し、その効果は

Gpr84 遺伝子欠損マウスで消失した。このことから、病態モデルにおいても GPR84 が MASH

の進展を抑制することが明らかとなった。以上の結果から、GPR84 は高脂肪食摂取時の脂

肪毒性を感知する炎症メディエーターとして機能し、脂肪毒性による肝臓の炎症および線

維化を抑制すると考えられる。 

本研究において示されたマクロファージにおける GPR84 の機能は、GPR84 を介した抗炎

症作用機序の重要な基盤を提供する。一方、当研究室の先行研究では、中鎖脂肪酸の単回投

与が GPR84 を介して GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1) 分泌を促進することを報告している

31。GLP-1 はマクロファージによる炎症反応および線維化を抑制し、MASH の進展を防ぐ機

能を持つ 33-35。このことから、高脂肪食負荷条件においても GPR84 を介した GLP-1 分泌亢

進が、MASH の進展抑制に寄与する可能性が考えられる。GPR84 を介した MASH 進展抑制

効果について更なる知見を得るためには、組織特異的 Gpr84 遺伝子欠損マウスを用いた研

究が不可欠であると考える。 

 これまでの研究において、中鎖脂肪酸および中鎖脂肪酸トリグリセリド（MCT; Medium 

Chain Triglyceride）が抗炎症作用を持つことが報告されており 36-38、本研究では中鎖脂肪酸

–GPR84 シグナルがこの作用機序の一端を担う可能性を示した。一方で、GPR84 は一部の研

究において炎症促進受容体としても報告されており 39-41、炎症における GPR84 の機能には

相反する知見が存在する。しかしながらこれらの研究では、中鎖脂肪酸ではなく合成アゴニ

ストを用いた検討が中心であり、GPR84 の生理的機能については不明であった。さらに合

成アゴニストを用いた検討では、異なるアゴニストが誘導する下流シグナルの違いが、炎症
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応答への影響に寄与する可能性がある。例えば GPR84 阻害剤である PBI-4050 は特発性肺線

維症の第Ⅱ相臨床試験において有用性が報告されたものの 42、この化合物は GPR84 だけで

なく GPR40 も活性化する他、LKB1/AMPK/mTOR 経路にも関与している。また、GPR84 阻

害剤 GLPG1205 は潰瘍性大腸炎および突発性肺線維症という二つの炎症性疾患に対する効

果が報告されたものの 43、第 II 相臨床試験では有効性が示されず、炎症性疾患の治療標的

としての利用は進展していない 39, 44。そこで本研究では GPR84 の炎症応答への寄与を、中

鎖脂肪酸という生理的リガンドに着目して検討し、最後に Embelin による MASH 抑制効果

を報告した。これらの知見を基に、GPR84 を単なる炎症促進受容体ではなく、生体環境を

認識して応答する免疫調節受容体として再評価したいと考える。 

最後に、創薬標的としての GPR84 の可能性について考察する。本研究では、高脂肪食負

荷により肝臓内の中鎖脂肪酸濃度が上昇する一方で、超高脂肪コリン欠乏メチオニン減量

食誘導 MASH モデルでは中鎖脂肪酸濃度が上昇しないことを見出した。この結果に一致し

て、高脂肪食を摂取した Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、肝臓の炎症と線維化が野生型マウ

スと比較して増加し、MASH の進展が見られた一方で、超高脂肪コリン欠乏メチオニン減

量食では両群間で炎症や線維化マーカー、MASLD activity score に有意差は認められなかっ

た。これらの結果から、中鎖脂肪酸が上昇する生体環境においてのみ、中鎖脂肪酸–GPR84

経路の抗炎症作用が発揮されることが示唆された。今後、MCT 摂取や GPR84 アゴニストの

投与が、MASH および肝硬変進行を抑制する可能性について、更なる研究が期待される。 
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第 3 章：GPR84 を介した糖・脂質代謝制御機構の解明 

第 1 節：序論 

近年、肥満および糖尿病が世界的な課題として注目されている。肥満の有病率は急激に増

加しており、1975 年から 2016 年にかけて肥満を呈する成人の数は 6 倍に増加し、2030 年

には 15 億人に達すると予測されている 45。加えて肥満は脂肪蓄積および慢性炎症を介して

インスリン抵抗性を引き起こすことから、2 型糖尿病の主要な要因となる 46。これらの代謝

性疾患は、心血管疾患や代謝機能障害関連脂肪性肝疾患（MASLD）を含む多くの合併症を

誘発することから、肥満や糖尿病に対する新たな予防法および治療法の開発が急務とされ

る。 

このような背景のなか、食事中の油脂の質への関心が高まっており、なかでも多価不飽和

脂肪酸や中鎖脂肪酸が注目を集めている。オメガ 3 多価不飽和脂肪酸の代表成分であるエ

イコサペンタエン酸（EPA）およびドコサヘキサエン酸（DHA）は、脂肪酸酸化を促進し、

慢性炎症を抑制することで、代謝性疾患のリスクを低減することが報告されている 47, 48。ま

た、当研究室の先行研究では、オメガ 6 多価不飽和脂肪酸であるリノール酸由来の腸内細菌

代謝物 HYA が GPR40 および GPR120 を介して糖・脂質代謝や炎症を改善する作用を持つ

ことが示されている 49。 

中鎖脂肪酸もまた、様々な介入試験および動物試験において、抗肥満効果や糖および脂質

代謝の改善に寄与することが報告されており 50、中鎖脂肪酸受容体である GPR84 がこれら

代謝改善効果を媒介する可能性が示唆される。さらに本研究の第 2 章では、高脂肪食条件に

おいて肝臓での中鎖脂肪酸合成が増加し、内因性の中鎖脂肪酸が GPR84 を介して MASH 進

展を抑制することが示された。そこで第 3 章では、肝臓で作られた中鎖脂肪酸が血流を通じ

て末梢組織に到達し、GPR84 を介して機能を発揮する可能性に着目した。特に当究室の先

行研究では、GPR84 が即時的な GLP-1 分泌の制御に関与することが示されており 31、高脂

肪食条件下において GPR84 が糖および脂質代謝を制御する可能性が示唆される。従って本

研究では、特に糖・脂質代謝における GPR84 の役割を明らかにすることを目的とした。 

 

 

 

  



26 
 

第 2 節：方法 

動物試験 

動物飼育条件、遺伝子欠損マウスの作出および高脂肪食負荷試験は、第 2 章に記載の方法

で実施した。中鎖脂肪酸食負荷試験では、4 週齢の雄マウスに以下に示される MCT (MCT; 

Medium Chain Triglyceride ) 食を12週間与えた。本食餌はラードまたは中鎖脂肪酸油（TriC10; 

decanoic acid triglyceride; tricaprin, TCI）を用いて調製した。試験期間中は毎週、体重および

摂食量を測定し、摂餌量は 1 日平均摂取量として示した。筋肉サンプルについては大腿骨の

ヒラメ筋を採取した。 

MCT 食組成 

 

 

経口糖負荷試験（OGTT; oral glucose tolerance test）およびインスリン負荷試験（ITT; insulin 

tolerance test） 

耐糖能を評価するため、マウスに対し 16 時間絶食を実施した後、グルコース（2 g/kg body 

weight）を胃内投与した。血糖値は投与前および投与後 15 分、30 分、60 分、90 分、120 分

に測定した。インスリン負荷試験では、マウスに対し 3 時間絶食を実施した後、インスリン

（0.75 mU/g body weight , Sigma-Aldrich）を腹腔内投与した。血糖値は投与前および投与後

15 分、30 分、60 分、90 分、120 分に測定した。 

 

血液生化学解析 

マウスの血中遊離脂肪酸濃度（NEFA; Non-esterified Fatty Acid）および総コレステロール

濃度は LabAssay™ NEFA (FUJIFILM Wako) および LabAssay™ Cholesterol (FUJIFILM Wako) 

を用い、製造元のプロトコルに従って測定した。血糖値は OneTouch® Ultra®を用いて測定

した。血中インスリンは LBIS™ Mouse Insulin ELISA Kit (FUJIFILM Wako) を用いて、血中

コレシストキニン（CCK; cholecystokinin）は Cholecystokinin EIA Kit (Merck Millipore) を用

いて、血中グルコース依存性インスリン分泌刺激ポリペプチド（GIP; glucose dependent 
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insulinotropic polypeptide）は Rat/Mouse GIP (total) ELISA (Merck Millipore) を用いて、また血

中グルカゴン様ペプチド-1 (GLP-1; glucagon-like peptide-1) は Glucagon Like Peptide-1 (Active) 

ELISA (Merck Millipore) を用いて測定した。血中 GLP-1 の分解を防ぐため、解剖時には血

液サンプルに DPP IV Inhibitor (Merck Millipore) を添加した。 

 

脂肪酸測定 

血漿中の脂肪酸含有量は、下記の方法で測定した。内部標準として C17:1 (Nu-Chek Prep)

を添加したサンプルをメタノールでホモジナイズし、クロロホルムおよび 0.5 M 塩化カリ

ウムを加えて脂質を抽出した。これを 17℃, 500×g で 10 分間遠心し、脂肪酸を含む下清を

回収して乾燥させた。サンプルをクロロホルム/メタノール（1:3, v/v）で再懸濁し、超高速

液体クロマトグラフィー（ACQUITY UPLC, Waters）および質量分析計（Xevo TQD MS, 

Waters）を備えた LC-MS/MS にて解析した。LC-MS/MS 条件は第 2 章と同一とした。 

 

RNA 抽出、逆転写および定量リアルタイム PCR 

組織からの RNA 抽出、逆転写、定量リアルタイム PCR は、第 2 章に記載の方法で実施し

た。使用プライマーを以下に示す。 

 

qRT-PCR プライマー条件 

 

 

RNA-Seq 解析 

高脂肪食を与えたマウスの脂肪組織から、RNAiso Plus および RNeasy mini kit を用いて

RNA を抽出した。RNA の品質および濃度は、Agilent 2100 Bioanalyzer と RNA 6000 Nano kit

を使用して測定した。cDNA ライブラリーは NEBNext® Ultra™ II Directional RNA Library Prep 

Kit (Illumina) および NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Dual Index Primers Set 1) で作成

し、NovaSeq 6000 を用いたペアエンドシーケンスを実施し、各サンプルから約 4 Gb の 150 

bp ペアエンドリードを得た。得られたリードに対し、Trimmomatic を用いてアダプター配列

や低品質のリードを除去した。除去後のシーケンスデータの品質は FastQC で評価した。シ

ーケンスデータについて、STAR を使用してマウスゲノム（NCBI GRCm39）を参照し、遺伝

子発現量の定量をした。得られた発現量に対し、RSEM (バージョン 1.3.3) および edgeR を

用いることで、群間の変動倍率（fold change）を求め、発現変動遺伝子（DEGs）を算出した。

forward reverse

18s 5'- CTTAGAGGGACAAGTGGCG -3' 5'- ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA -3'

Tnf 5'- GGCAGGTCTACTTTGGAGTC -3' 5'- TCGAGGCTCCAGTGAATTCG -3'

Adgre1 5'- GATGTGGAGGATGGGAGATG -3' 5'- ACAGCAGGAAGGTGGCTATG -3'

Pnpla2 5'- CGCAATCTCTACCGCCTCTC -3' 5'- ATCCTCCTCTCCAGCCCTCT -3'

Adrb3 5'- GGCCCTCTCTAGTTCCCAG -3' 5'- TAGCCATCAAACCTGTTGAGC -3'

Acaca 5'- CTTCCTGACAAACGAGTCTGG -3' 5'- CTGCCGAAACATCTCTGGGA -3'

Srebf1 5'- GGAGCCATGGATTGCACATT -3' 5'- GGCCCGGGAAGTCACTGT -3'

Pparg 5'- TCAGCTCTGTGGACCTCTCC -3' 5'- ACCCTTGCATCCTTCACAAG -3'
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DEGs の算出は以下の 2 つの基準を満たすものとした：FDR 補正済み P 値 < 0.05 (Benjamini-

Hochberg) および | log2 (fold change) | > 0.5。DEGs に対するエンリッチメント解析は、Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) データベース（http://www.genome.jp/kegg/）を用

い て 実 施 し た 。 RNA-Seq デ ー タ は Dryad リ ポ ジ ト リ に 公 開 し て い る

（https://doi.org/10.5061/dryad.c866t1gg4）。 

 

組織学的解析 

凍結切片に用いる精巣上体脂肪組織は、凍結ミクロトームを用いて 12 μm にて切片化し

た。組織形態を観察する際には HE 染色を行い、免疫細胞の可視化には蛍光免疫染色を用い

た。一次抗体には F4/80 抗体（1:1000）および α-SMA 抗体（1:300）を用い、二次抗体には

それぞれ Alexa Fluor™ Plus 488 (1:200) および Alexa Fluor™ 568 (1:200) を用いた。核は DAPI

で染色し、組織観察には BZ-X710 を用いた。各染色は、第 2 章に記載の方法で実施した。 

 

統計解析 

結果は全て平均±標準誤差（SEM）で表した。統計解析には GraphPad Prism を使用した。

データの正規性は Shapiro-Wilk 検定により評価し、2 群間の有意差は Student’s t-test または

Mann-Whitney U 検定を用いて解析した。3 群間以上の有意差は、Tukey-Kramer 検定を用い

た。多重比較検定には Bonferroni 補正を用いた 2 元配置分散分析（ANOVA）を用いた。P 値

< 0.05 の場合、統計学的に有意とした。RNA-Seq データの FDR は Benjamini-Hochberg 法を

用いて算出した。 
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第 3 節：結果 

第 1 項：GPR84 がエネルギー代謝に及ぼす影響の検討 

 先行研究により、中鎖脂肪酸が GPR84 を介して糖代謝を改善することが報告された 31。

そこで本研究では初めに、野生型マウスおよび Gpr84 遺伝子欠損マウスに対し、5 週間の高

脂肪食負荷試験を実施し、内因性中鎖脂肪酸の濃度上昇を誘導した。その結果、高脂肪食負

荷群では通常食負荷群と比較して、血中中鎖脂肪酸濃度が有意に上昇した（Fig. 1A）。野生

型マウスと Gpr84 遺伝子欠損マウスの間には、血中中鎖脂肪酸濃度に差は認められなかっ

た（Fig. 1A）。一方、長鎖脂肪酸の測定では、C16:0、C18:1、C18:2 について、Gpr84 遺伝子

欠損マウスで高値を示す傾向が認められた（Fig. 1A）。次に、高脂肪食負荷に伴う野生型マ

ウスと Gpr84 遺伝子欠損マウスの体重変化を評価したところ、通常食負荷条件においては

両群間で体重差は認められなかったが、高脂肪食負荷条件においては、Gpr84 遺伝子欠損マ

ウスの体重が野生型マウスと比較して有意に低値を示した（Fig. 1B）。この体重差がどの臓

器に起因するかを確認した結果、高脂肪食負荷条件において Gpr84 遺伝子欠損マウスは、

脂肪組織重量が有意に低値を示すことが明らかとなった（Fig. 1C）。一方、肝重量、脾臓重

量、盲腸重量、筋重量に関しては、両群間で有意差は認められなかった（Fig. 1D）。摂餌量

についても野生型マウスと Gpr84 遺伝子欠損マウス間で有意差は見られなかった（Fig. 1E）。

これらの結果から、Gpr84 遺伝子欠損マウスは野生型マウスと同等の摂取カロリーにもかか

わらず、顕著な肥満抵抗性を示し、その主因として脂肪組織重量の減少が示唆された。 
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Fig. 1 Gpr84−/− mice show reduced weight gain under HFD feeding.  

(A) Plasma MCFA and LCFA concentration in WT and Gpr84−/− mice fed with NC or HFD for 

5 weeks (n = 7–8). (B) Body weight changes and (C) adipose tissue weight in WT and Gpr84−/− mice 

after 5 weeks fed with NC or HFD (n = 5–8). Epi, epididymal adipose tissues; Peri, perirenal adipose 

tissues; Sub, subcutaneous adipose tissues; WAT, white adipose tissue; BAT, brown adipose tissue. (D) 

Tissue weight (n = 5–8). (E) Food intake (n = 4–9). ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 (Tukey–

Kramer test: A; Mann-Whitney U test: C, D, E; two-way ANOVA with the Bonferroni: B.) All data 

are presented as the mean ± SEM. 
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第 2 項：糖・脂質代謝関連ホルモンの測定と耐糖能試験 

第 1 項の結果より、Gpr84 遺伝子欠損マウスは高脂肪食負荷条件において肥満抵抗性を示

し、血中長鎖脂肪酸濃度が高値を示す傾向が認められた。そこで糖および脂質代謝に関する

詳細なパラメータを測定し、体内の代謝変動を解析した。その結果、Gpr84 遺伝子欠損マウ

スでは高脂肪食負荷条件において、血糖値、総コレステロール、遊離脂肪酸が有意に高値を

示した（Fig. 2A, B, D）。一方で、血中中性脂肪値に有意差は認められなかった（Fig. 2C）。

また、Gpr84 遺伝子欠損マウスが糖および脂質代謝異常を示すことから、血中インスリン濃

度を測定した結果、高脂肪食負荷条件下で有意に低値を示した（Fig. 2E）。さらに、インス

リン分泌を促進する腸管ホルモンである GLP-1 についても、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは

有意に低値を示した（Fig. 2F）。一方、CCK および GIP の血中濃度には、野生型マウスとの

間で有意差は認められなかった（Fig. 2G, H）。 

高脂肪食負荷条件下での、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおける血中インスリン濃度の低値を

受け、耐糖能試験として経口糖負荷試験（OGTT）およびインスリン負荷試験（ITT）を実施

した。その結果 OGTT において、Gpr84 遺伝子欠損マウスは野生型マウスと比較して、グル

コース負荷後の血糖値が有意な高値を示した（Fig. 2I）。ITT においても、Gpr84 遺伝子欠損

マウスはインスリン投与後に、血糖値が有意な高値を示した（Fig. 2J）。これらの結果から、

高脂肪食負荷条件における Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、インスリン分泌の低下およびイ

ンスリン抵抗性の増大により、耐糖能が著しく悪化することが示された。 
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Fig. 2 Gpr84−/− mice show dysfunction of glucose homeostasis under HFD feeding.  

(A) Blood glucose, (B) plasma total cholesterol (T-Cho), (C) plasma triglycerides (TGs), and (D) 

plasma non-esterified fatty acids (NEFAs) (n = 5–9). (E) Plasma insulin levels, and (F) Plasma GLP-

1 levels in WT and Gpr84−/− mice following NC or HFD feeding for 5 weeks (n = 5–9). (G) Plasma 

CCK levels and (H) Plasma GIP levels in WT and Gpr84−/− mice following NC or HFD feeding for 

5 weeks (n = 4–5). (I) Oral glucose tolerance test (OGTT) and (J) insulin tolerance test (ITT) (n = 5–

6). **p < 0.01; *p < 0.05 (Mann-Whitney U test: A, E, H; Student's t test: B–D, F, G; two-way 

ANOVA with the Bonferroni: I, J.) All data are presented as the means ± SEM. 
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第 3 項：糖尿病モデルを用いた GPR84 欠損時の糖・脂質代謝表現型の検討 

高脂肪食の長期摂取により、肥満および 2 型糖尿病の症状が誘導されることが報告され

ている 19。そこで本研究では、12 週間にわたる長期高脂肪食負荷試験を実施し、野生型マ

ウスと Gpr84 遺伝子欠損マウスの表現型を比較した。初めに、血中中鎖脂肪酸濃度を測定

した結果、5 週間負荷条件下と同様に、高脂肪食摂取により血中中鎖脂肪酸濃度が有意に上

昇することが確認された（Fig. 3A）。また、Gpr84 遺伝子欠損マウスは野生型マウスと比較

して、血中の飽和および不飽和長鎖脂肪酸濃度が有意に高値を示し、5 週間負荷条件にて認

められた傾向が長期負荷において顕著となった（Fig. 1A, 3A）。さらに Gpr84 遺伝子欠損マ

ウスは、長期高脂肪食負荷条件において体重増加が抑制され、脂肪組織重量が有意に低値を

示した（Fig. 3B, C）。また、長期高脂肪食負荷条件下では肝臓重量についても、Gpr84 遺伝

子欠損マウスで有意な低値が確認された（Fig. 3D）。一方、脾臓、盲腸、筋重量に関しては、

両群間に有意差は認められず（Fig. 3D）、摂餌量も同等であった（Fig. 3E）。加えて、Gpr84

遺伝子欠損マウスは野生型マウスと比較して有意に高い血糖値および有意に低いインスリ

ン値を示した（Fig. 3F, G）。腸管ホルモンである GLP-1 についても、Gpr84 遺伝子欠損マウ

スは有意に低値を示した（Fig. 3H）。以上の結果から、長期高脂肪食負荷による 2 型糖尿病

モデルにおいても、Gpr84 遺伝子欠損マウスは顕著な肥満抵抗性および脂肪組織重量の低下

を示す一方で、糖および脂質代謝に異常をきたすことが示された。 
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Fig. 3 Gpr84−/− mice show severe dysfunction of glucose homeostasis under long-term HFD 

feeding. 

(A) Plasma MCFA and LCFA concentration in WT mice fed HFD for 12 weeks (n = 3–8). (B) Body 

weight changes and (C) adipose tissue weight in WT and Gpr84−/− mice during HFD feeding (n = 7–

8). Epi, epididymal; Peri, perirenal; Sub, subcutaneous; BAT, brown adipose tissue; WAT, white 

adipose tissue. (D) Tissue weight (n = 6–8), (E) Food intake (n = 8), and (F) Blood glucose level (n 

= 8). (G) Plasma insulin and (H) plasma GLP-1 levels (n = 8). ***p < 0.001; **p < 0.01; *p < 0.05 

(Tukey-Kramer test: A; two-way ANOVA with the Bonferroni: B; Student's t test: C–H.) All data are 

presented as the mean ± SEM. 
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第 4 項：GPR84 と脂肪組織炎症の関連についての検討 

第 3 項までの結果から、Gpr84 遺伝子欠損マウスは高脂肪食負荷条件下で糖および脂質代

謝異常を呈し、その原因として GLP-1 分泌低下によるインスリン分泌不全および、全身的

なインスリン抵抗性が関与していることが明らかとなった。次に本研究では、Gpr84 遺伝子

欠損によるインスリン抵抗性の分子機序を検討した。GPR84 は炎症反応に関与することが

報告されており、本論文の第 2 章においても、GPR84 が肝臓におけるマクロファージの過

活性を抑制することが報告されている。そこで本研究では、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおけ

る脂肪組織の炎症反応が糖および脂質代謝異常に寄与している可能性を検討した。その結

果、予想に反して、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、脂肪組織における Tnf および Adgre1 の

発現が野生型マウスと比較して有意に低値を示した（Fig. 4A）。さらに、脂肪組織の組織学

的解析においても、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、F4/80 および α-SMA 陽性細胞が野生型マ

ウスと比較して減少していることが確認された（Fig. 4B）。加えて、RNA-Seq 解析の結果、

脂肪組織における多数の炎症関連遺伝子の発現が Gpr84 遺伝子欠損マウスで低値を示すこ

とが明らかとなった（Fig. 4C, D）。これらの結果から、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは脂肪組

織における炎症が抑制されることが示された。 
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Fig.4 Gpr84−/− mice show improvement in inflammatory response under long-term HFD feeding.  

(A) Tnf and Adgre1 mRNA expression in WAT (n = 8). (B) IHC of F4/80 and α-SMA stained with 

fluorescence staining in sections of WAT (F4/80, green; α-SMA, red; DAPI, blue). Scale bar: 100 μm. 

(C) RNA-Seq transcriptome profiling in WAT of WT and Gpr84−/− mice fed HFD for 12 weeks. 

Heatmap shows the results of two-dimensional hierarchical clustering of 75 genes associated with 

inflammation (n = 4 per group). (D) Top 20 enriched Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG) pathways of differentially expressed genes (DEGs). p-values were adjusted for multiple 

testing using Bonferroni correction. *p < 0.05 (Student's t-test: A). All data are presented as the 

mean ± SEM. 
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第 5 項：GPR84 と脂肪分解の関連についての検討 

第 4 項の結果より、Gpr84 遺伝子欠損による糖および脂質代謝異常の表現型には、炎症応

答が関与しないことが示唆された。そこで次に、過剰な脂肪分解により産生された遊離脂肪

酸が、Gpr84 遺伝子欠損マウスのインスリン抵抗性に関与する可能性を検討した。野生型マ

ウスおよび Gpr84 遺伝子欠損マウスの脂肪組織を対象に RNA-Seq 解析を行った結果、脂肪

分解関連遺伝子および脂肪酸合成関連遺伝子の多くが、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおいて有

意に高発現していることが明らかとなった（Fig. 5A, B）。さらにリアルタイム PCR による

詳細な遺伝子発現解析の結果、脂肪分解酵素 ATGL をコードする Pnpla2 および、脂肪分解

を促進するアドレナリン受容体をコードする Adrb3 の発現が、Gpr84 遺伝子欠損マウスで有

意に高値を示した（Fig. 5C）。加えて、脂肪酸合成を制御するアセチル CoA カルボキシラー

ゼ（Acaca）、脂質合成の主要転写因子である Srebf1、および脂肪分化マーカーの Pparg の発

現についても、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおいて有意に高値を示した（Fig. 5C）。一方、Gpr84

遺伝子欠損マウスにおける、これら脂質代謝関連遺伝子の発現上昇は、肝臓および筋肉では

認められなかった（Fig. 5D, E）。以上の結果から、Gpr84 遺伝子欠損マウスの脂肪組織では、

脂肪分解と脂肪酸合成の両方が亢進しており、これが糖および脂質代謝異常に関与してい

る可能性が示唆された。 
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Fig. 5 Gpr84−/− mice show dysfunctions of lipid metabolism under long-term HFD feeding. 

 (A) RNA-Seq transcriptome profiling in WAT of WT and Gpr84−/− mice fed HFD for 12 weeks. 

Heatmap shows the results of two-dimensional hierarchical clustering of 72 genes associated with 

lipid metabolism (n = 4 per group). (B) KEGG pathway analysis related to lipid metabolism. (C–E) 

mRNA expression levels of lipid metabolism-related genes in WAT (C), liver (D), and muscle (E) 

measured in WT and Gpr84−/− mice during HFD feeding (n = 6–8). **p < 0.01, *p < 0.05 

(Student's t test: C–E.) All data are presented as the mean ± SEM. 
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第 6 項：中鎖脂肪酸食摂取条件における GPR84 の意義解明 

第 3 項までの結果から、高脂肪食負荷条件下で産生される中鎖脂肪酸が GPR84 を介して

GLP-1 およびインスリン分泌を促進し、糖および脂質代謝を改善することが示された。ま

た、第 4 項および第 5 項では、Gpr84 遺伝子欠損によるインスリン抵抗性は、脂肪組織の炎

症ではなく、脂肪分解亢進を含む脂肪組織のターンオーバー異常に起因することが示唆さ

れた。そこで本項では、20％ Lard 食および構成脂肪酸をカプリン酸（C10:0）に置換した中

鎖脂肪酸食を用い、中鎖脂肪酸による代謝改善効果が GPR84 に依存するかを確認した。12

週間の負荷後、血中中鎖脂肪酸濃度を測定した結果、中鎖脂肪酸食負荷群において血中

C10:0 濃度が有意に上昇した（Fig. 6A）。野生型マウスでは、中鎖脂肪酸食負荷により摂餌

量の変化を伴わずに体重増加が抑制されたが、Gpr84 遺伝子欠損マウスではこの効果は認め

られなかった（Fig. 6B, C）。さらに、野生型マウスでは中鎖脂肪酸食負荷により血糖値が有

意に低下したが、Gpr84 遺伝子欠損マウスではこの効果が消失していた（Fig. 6D）。血中脂

質に関しても、野生型マウスでは中鎖脂肪酸食負荷により、血中遊離脂肪酸および総コレス

テロールが有意に低値を示したが、Gpr84 遺伝子欠損マウスではこれらの効果は確認されな

かった（Fig. 6E, F）。さらに血中インスリン濃度および GLP-1 濃度を測定した結果、野生型

マウスでは中鎖脂肪酸食負荷によりインスリン抵抗性が改善され、インスリン分泌の抑制

と GLP-1 分泌の増加が確認された。一方、Gpr84 遺伝子欠損マウスではこれら表現型がい

ずれも消失した（Fig. 6G, H）。これらの結果から、中鎖脂肪酸食による代謝改善効果の多く

は GPR84 を介した機序に起因することが示された。 
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Fig.6 Metabolic benefits of MCT intake are partially mediated by GPR84 activation.  

(A) Plasma MCFA concentration of mice fed with TriC10-supplemented HFD (n = 8). (B) Body 

weight gain for 12 weeks in Lard- or MCT diet-fed mice (n = 8). (C) Food intake (n = 4–5). (D) Blood 

glucose levels in Lard- or MCT diet-fed mice at 16 weeks of age (n = 8). (E) Non-esterified fatty acids 

(NEFAs), and (F) total cholesterol (T-cho) levels in Lard- or MCT diet-fed mice. (G) Plasma insulin 

and (H) plasma GLP-1 levels (n = 8). **p < 0.01; *p < 0.05 (Mann-Whitney U test: A, F–H; 

Student's t test: B–E.) All data are presented as the means ± SEM.  
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第 4 節：考察 

第 2 章の研究により、高脂肪食負荷条件下では内因性中鎖脂肪酸の産生が亢進し、これが

肝臓マクロファージにおける GPR84 を介して MASH の進展を抑制することが示された。ま

た先行研究では、中鎖脂肪酸の単回投与による GPR84 依存的な GLP-1 分泌が報告されてい

る 31。これらを踏まえ、第 3 章では食事誘導性肥満条件下における中鎖脂肪酸–GPR84 シグ

ナルの代謝改善効果について検討した。 

短期および長期の高脂肪食負荷条件において、血中 C10:0 および C12:0 が GPR84 の活性

化に十分な濃度まで上昇することが確認された。この時、Gpr84 遺伝子欠損マウスは野生型

マウスに比べ肥満抵抗性を示したものの、糖代謝および脂質代謝の顕著な悪化が確認され

た。そこで、Gpr84 遺伝子欠損マウスがインスリン作用不全を呈する可能性を考え、血中イ

ンスリン測定と耐糖能試験を実施した。その結果、Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、高脂肪食

負荷にも関わらず、通常食負荷時と同程度のインスリンしか分泌せず、さらに全身のインス

リン抵抗性が顕著に悪化しており、重度の糖尿病に類似した表現型を示すことが判明した。

さらに Gpr84 遺伝子欠損マウスは、腸管ホルモン GLP-1 の顕著な低値を示したことから、

Gpr84 遺伝子欠損マウスで確認されたインスリン分泌不全と、それに伴う糖および脂質代謝

異常の一因として、GLP-1 分泌低下が示唆された。 

 一方、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおけるインスリン分泌不全は重篤なものであり、その全

てが GLP-1 分泌に起因するかについては検討の余地が残る。GPR84 は膵臓には高発現を示

さず、先行研究における ex vivo の検討からも、野生型マウスおよび Gpr84 遺伝子欠損マウ

ス由来膵島への中鎖脂肪酸刺激で、インスリン分泌に有意な差は見られなかった 51。このこ

とから、GPR84 は膵臓以外の組織において間接的にインスリン分泌を制御する可能性が考

えられる。この仮説を検証するためには、腸管や他の組織における、組織特異的 Gpr84 遺伝

子欠損マウスを用いた研究が必要である。また、長期高脂肪食負荷条件下で、Gpr84 遺伝子

欠損マウスの肝重量が低値を示した点は、第 2 章で確認された結果とも一致しており、肝臓

の線維化が進むにつれて顕れる表現型と考えられる。 

さらに OGTT および ITT の結果より、Gpr84 遺伝子欠損マウスは、インスリン分泌だけ

でなく、インスリン抵抗性についても悪化していることが明らかとなった。GPR84 は腸管

に留まらず、種々の免疫細胞や脂肪組織にも発現しており、これらの臓器は、炎症関連ホル

モンやアディポカインの産生を通じて、末梢組織でのインスリン抵抗性に深く関与する。そ

こで Gpr84 遺伝子欠損によるインスリン抵抗性の原因臓器についても検討を行った。第 2

章で示された GPR84 の炎症抑制効果を踏まえ、第一の仮説として、GPR84 が脂肪組織での

炎症を抑制することで、糖および脂質代謝異常を抑制している可能性を検討した。しかしな

がら予想に反して、Gpr84 遺伝子欠損マウスの脂肪組織ではむしろ炎症が抑制される結果と

なった。本結果は、Gpr84 遺伝子欠損マウスの肥満抵抗性により、脂肪組織での脂肪蓄積が

抑制され、脂肪毒性による炎症が軽減されたためと考えられる。 

そこで次に、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおける血中遊離脂肪酸の濃度上昇が、末梢組織で
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のインスリン抵抗性を惹起する可能性を検討した。実際に高脂肪食条件下、Gpr84 遺伝子欠

損マウスは野生型マウスと比較して、血中遊離脂肪酸および、各種長鎖脂肪酸が有意な高値

を示していた。そこで、Gpr84 遺伝子欠損マウスは、脂肪組織において過剰に脂肪分解が起

きていると考え、脂肪分解および脂肪酸合成遺伝子発現量を評価した。その結果、Gpr84 遺

伝子欠損マウスでは、脂肪分解および脂肪酸合成の両方が顕著に促進していることが判明

した。このことから Gpr84 遺伝子欠損マウスでは、脂肪組織のターンオーバー異常により、

血中の遊離脂肪酸が上昇し、末梢でのインスリン抵抗性が引き起こされる可能性が示唆さ

れた。 

 最後に本研究では、中鎖脂肪酸食を用いて GPR84 による代謝改善効果を直接検討した。

Lard 食負荷条件下と比較して中鎖脂肪酸食負荷条件下では、野生型マウスにおいて糖およ

び脂質代謝が改善したものの、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおいては、その効果が消失した。

一方、Gpr84 遺伝子欠損マウスにおいても、体重などの一部表現型については、代謝改善傾

向が見られている。この理由として、本試験で飼料に添加しているカプリン酸が GPR84 の

みならず、GPR40 を含めた他の中鎖脂肪酸受容体を活性化することが考えられる。しかし

ながら多くの代謝改善効果が Gpr84 遺伝子欠損マウスで消失したことから、カプリン酸の

糖および脂質代謝改善効果については、主に GPR84 を介していると考えられる。 

 一部の先行研究において、本研究と同様に中鎖脂肪酸食負荷条件下で、Gpr84 遺伝子欠損

マウスが糖および脂質代謝異常を示すことが報告されているものの、これら研究では Gpr84

遺伝子欠損マウスと野生型マウスとの間に体重および脂肪組織重量の差は認められないと

されている 51, 52。しかしながら、これらの研究では飼料の中鎖脂肪酸源としてココナッツオ

イルが用いられており、本研究で使用した餌と比較すると、中鎖脂肪酸の中でも特に C10:0

の含有量が少ない可能性がある。加えてこれらの研究では、血中および組織中の中鎖脂肪酸

濃度が測定されておらず、GPR84 リガンド量の違いが、結果の相違を生む可能性が高いと

考えられる。 

以上の結果から、本研究は中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルが糖および脂質代謝の恒常性維持

に重要であることを示しており、GPR84 を標的とした代謝性疾患に対する新規治療法の開

発が期待される。 
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第 4 章：総括および結語 

 本研究において著者は、エネルギー代謝における中鎖脂肪酸受容体 GPR84 の役割につい

て検討し、以下の知見を得た。 

 

1． 高脂肪食負荷条件下、肝臓における中鎖脂肪酸合成酵素の発現増加に伴い、肝臓中の中

鎖脂肪酸濃度が上昇し、GPR84 の活性化を引き起こす。 

2． 高脂肪食条件下、肝臓のマクロファージにおいて GPR84 の発現が増加し、中鎖脂肪酸–

GPR84 シグナルが MASH の進展を抑制する。 

3． 高脂肪食条件下、肝臓に加えて血中の中鎖脂肪酸濃度も上昇する。 

4． 中鎖脂肪酸–GPR84 シグナルは腸管ホルモン GLP-1 の分泌促進を介して、インスリン分

泌を調節することで、糖・脂質代謝改善に寄与する。 

5． 高脂肪食条件下、GPR84 は脂肪組織のターンオーバーを正常に保つことで、インスリン

抵抗性の増悪を抑制する。 

 

 G タンパク質共役型受容体（GPCR）は医薬品の標的分子として最大の受容体群であり、

既存の医薬品のうち 30％以上が GPCR を標的としている 53。このように GPCR は多様な機

能を有する重要な受容体群である一方、ヒトゲノムにコードされる約 800 種の GPCR のう

ち、100–150 の受容体がオーファン受容体として分類されており、これらのリガンドや生理

機能は不明である。GPCR が生体内環境を認識する機序の解明は、GPCR を介した生体恒常

性維持機構の理解と、新規創薬標的の探索に重要な意義を持つ。 

GPR84 は 2006 年に中鎖脂肪酸をリガンドとする受容体として同定されたものの、生理的

条件における中鎖脂肪酸濃度では、GPR84 の活性化に至らないことから、GPR84 は未だ脂

肪酸受容体として認識されていない。そこで本研究において、中鎖脂肪酸–GPR84 シグナル

の生理的意義を検討した結果、高脂肪食摂取時などの特定の栄養環境に応じて、内因性の中

鎖脂肪酸産生が亢進し、これが GPR84 を介した MASH 進展抑制や、糖および脂質代謝の正

常化に寄与することを見出した。本研究結果は、GPR84 が生理的条件においても脂肪酸を

認識し、脂肪酸受容体として機能することを示している。 

ヒトにおいては通常、中鎖脂肪酸濃度は低く維持されており、この濃度上昇は肝臓での異

所性脂肪沈着や、過剰な脂肪分解などの異常状態を示す。そのため、GPR84 は中鎖脂肪酸

濃度上昇の感知を通じて、脂質代謝異常を早期に認識し、マクロファージの過活性や、過剰

な脂質分解を抑制することで、生体恒常性を維持していると考えられる。脂肪酸受容体には、

中鎖脂肪酸受容体に加えて長鎖脂肪酸受容体も存在するが、C16:0 や C18:0 といった長鎖脂

肪酸は、通常血中で高濃度に維持されており、本研究の第 3 章においても、高脂肪食による

濃度増加は中鎖脂肪酸と比較して小さいことが示された。一方、中鎖脂肪酸は高脂肪食負荷

時にその濃度が倍増しており、脂肪酸の濃度増加を代謝異常のシグナルとしてとらえる際

には、中鎖脂肪酸受容体が適していると考えられる。 
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さらに GPR84 の発現部位については、従来、免疫細胞および肺での高発現が確認されて

おり、肝臓における発現については明確な報告が存在していなかった。本研究の第 2 章で

は、GPR84 が肝臓においてマクロファージ特異的に高発現することを初めて明らかにし、

GPR84 の MASH 進展抑制機能を報告するに至った。加えて近年、骨格筋や褐色および白色

脂肪組織においても GPR84 が豊富に発現することが報告され 51、本研究の第 3 章では、

GPR84 が脂肪組織のリモデリングに寄与することが示唆された。これらの研究成果は、

GPR84 が MASH などの炎症性疾患、さらには肥満および糖尿病などの全身的な代謝性疾患

の発症機序において重要な役割を果たすことを示しており、GPR84 が創薬標的として有用

である可能性を支持している。今後、GPR84 の組織特異的な機能解析や GPR84 アゴニスト

を用いた臨床研究の進展により、代謝性疾患の新規治療戦略の開発に繋がることが期待さ

れる。 
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