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論文内容の要旨

【背景と目的】

近年、わが国において糖尿病、高脂血症、高血圧などの生活習慣病の発症は著明に増加しており、その発症基盤と

して脂肪組織の過剰蓄積状態、すなわち肥満が重要な役割を果たしている。当教室ではこれまで脂肪組織が

Plasminogen activator inhibitor - 1 等の様々な生理活性物質を直接血中に分泌し、その血中濃度上昇が様々な病

態発症に関与することを明らかにしてきた。アディポネクチンは脂肪組織特異的に高発現する遺伝子 apM 1 (Adiｭ

pose Most Abundant Gene Transcript 1 )の転写産物であり、一次構造からは三量体を形成する G-X-Y繰り返

し構造と補体 Clq やコラーゲン四、 X と相向性のある球状構造を有する水溶性コラーゲン様蛋白と考えられた。ア

ディポネクチンは分泌蛋白であり、本研究の目的はこの脂肪組織特異的発現蛋白の血中濃度測定系を確立し、病態特

に肥満症及びその関連疾患における意義を明らかにすることである o

【方法ならびに成績】

1 )リコンビナントアディポネクチンの発現

シグナルペプチドを除いたアディポネクチン cDNA を組み込んだ発現ベクターを用い、アディポネクチン蛋白を

大腸菌に発現させた。アディポネクチン蛋白は大腸菌封入体に発現しており、これを塩酸グアニジンにより可溶化し、

リフォールディング後、陰イオン交換樹脂 HPLC にて分離、精製した。

2 )抗アディポネクチン抗体の作製

抗アディポネクチンモノクローナル抗体および抗アディポネクチンポリクローナル抗体はそれぞれマウスおよびウ

サギをリコンビナントアディポネクチンで免疫することにより作製した。

3) ヒト血祭におけるアディポネクチンの検出

ヒト血紫サンプルを 2 ーメルカプトエタノール処理後、 SDS-PAGE を用い、抗アディポネクチンモノクローナ

ル抗体 ANOC9108で Western blot を行い、アディポネクチンは約30kD の位置にシング、ルバンドで検出された。

4) ヒト血中アディポネクチン濃度測定系の確立

抗アディポネクチンモノクローナル抗体 ANOC9108を国相化した96穴プレートにサンプルを添加後、抗アディポ

ネクチンポリクローナル抗体 OCT9104処理し、 OPD-HRP 法にて発色させ吸光度を測定する ELISA 法の確立を試

みた。この ELISA を用いて無処理のヒト血祭を用いてアディポネクチン濃度を測定したところ、 Western blot の結
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果から考えられる濃度が得られなかった。そこでヒト血媛のゲル鴻過を行い、 ANOC9108で Western blot を行った

ところ、アディポネクチンは290kD 以上のフラクションにも検出され、アディポネクチンが血柴中で多量体を形成

し、抗体認識部位がマスクされている可能性が考えられた。そこで血紫サンプルを SDS 処理し、 5 分間の100
0

C処理

を行ったところ、アディポネクチンが測定可能となった。アディポネクチン測定値の intra -assay、 inter-assay の

CV 値は、それぞれ3.3%、 7.4%であった。

5 )正常人における血中アディポネクチン濃度の測定

人間ドック受診者40人において血中アディポネクチン濃度を測定したところ、 3.2-27.6μg/ml の範囲で検出さ

れ、平均値は7.6μg/ml であった。

6 )血中アディポネクチン濃度と体脂肪率との相関

肥満度26.4以下の非肥満症例87例(男性51例、女性36例)および肥満度26.4以上の肥満症例57例(男性32例、女性

25例)を対象に血中アディポネクチン濃度の検討を行った。アディポネクチンは脂肪組織特異的発現蛋白であるにも

関わらず、血中アディポネクチン濃度は肥満症例群で3.7 :t 3.2μg/ml で、非肥満症例群で8.9 :t 5.4 μg/ml と、非

肥満症例と比較し、肥満症例において有意に低値を示した (p<O.OOOl)。血中アディポネクチン濃度と肥満度とは有

意な負の相関を示し、相関係数は男性-0.66、女性-0.48であった (p<O.OOOl)。また血中アディポネクチン濃度は

非肥満症例においては男性7.7 :t 3.1μg/ml、女性10.6 :t 7.3μg/ml、また肥満症例においては男性2.8 ::t 2.1μg/ml、

女性4.8 ::t 4.0μg/ml で、女性と比較し男性において有意に低値を示した (p<O.OOOl) 。

【総括】

新規脂肪組織特異的蛋白アディポネクチンは、培養系において大動脈由来内皮細胞の接着分子発現を抑制すること

が明らかとなっている ζ とから、肥満症における血中アディポネクチン濃度の低下が動脈硬化発症に関与する可能性

が示唆された。血中アディポネクチン濃度測定 ELISA はアディポネクチンの生理的あるいは病態発症における意義

を検討するために有用であると考えられた。

論文審査の結果の要旨

本論文は新規脂肪組織特異的発現蛋白アディポネクチンの血中濃度測定系を確立し、肥満症において血中アディポ

ネクチン濃度が低下することを報告したものである。糖尿病、高血圧、高脂血症等の生活習慣病の発症基盤として脂

肪組織の過剰蓄積状態、すなわち肥満症が重要な役割を果たしている。脂肪組織は様々な生理活性物質を直接血中に

分泌しており、これらの分子が動脈硬化発症に関与することが報告されているが、肥満症における動脈硬化の発症機

構は未だ十分に解明されていな t ，。ヒト脂肪組織発現遺伝子の解析過程で新たに発見された脂肪組織特異的発現蛋白

アディポネクチンはこれまでに、大動脈由来内皮細胞の接着分子発現抑制作用を有することが明らかとなっているo

本申請者はヒトにおける血中アディポネクチン濃度測定法を確立し、アディポネクチンの病態における意義を明らか

にした。まず、血疑ゲル鴻過サンプルを用いた検討により、アディポネクチンは血築中で約400kD の多量体を形成

していることを示し、抗アディポネクチン抗体を用いたヒト血中濃度測定法を ELISA にて確立した。さらにアディ

ポネクチンは脂肪組織特異的発現蛋白であるにも関わらず、血中アディポネクチン濃度は肥満度と有意な負の相関を

示し、体脂肪蓄積に伴ない血中濃度が低下することを明らかにした。また血中アディポネクチン濃度が糖尿病あるい

は冠動脈疾患患者において低下していることも確認している。

本研究は脂肪組織特異的発現蛋白アディポネクチンの肥満症における血中濃度低下を明らかにしており、本分子が

多彩な生理活性を持つことが明らかにされつつあることから、肥満症及びその関連疾患における病態発症機構を解明

する上で、極めて意義深く学位に値するものであるo
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