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研究成果の概要（和文）：分化した脂肪細胞が分泌するアディポクチン(AN)は, 主に前駆脂肪細胞を含む分画か
ら産生される神経成長因子NGFと血管内皮細胞増殖因子VEGF165に結合した。ANはNGFの機能を抑制したが、
VEGF165による血管内皮細胞の形態変化を阻害しなかった。その後、NGF, VEGFとは異なる二つの因子を前駆脂肪
細胞増殖因子として同定した。ANとこの二つの因子の結合は確認したが、機能への影響は現在解析中である。
CTRP11の組み換え体も準備できたので、今後、二つの因子との結合および機能への影響を解析する。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to examine physical interaction between adiponectin 
(AN) and stroma-vascular fraction-derived factor and physiological importance of the interaction. I 
showed that AN bound to NGF, VEGF165, factor A, factor B, but not to VEGF 120, and that AN prevented
 NGF-induced neurite outgrowth in PC12 cells, but failed to influence VEGF165-induced tubulogenesis 
in endothelium. I also found that antibody against either factor A or factor B, but not to NGF, 
suppresses proliferation of adipogenic progenitors. Addition of recombinant factor A or factor B to 
the culture medium reverse the inhibition by corresponding antibody. As mRNA and protein were 
detected in the isolated preadipocytes, it is the most likely that factor A and factor B are 
endogenous preadipocyte growth factor. As two factors interacted with AN, further works are 
necessary to reveal physiological relevance of the interaction, and  also interaction with CTRP11, 
an AN homologue.  

研究分野： 獣医生化学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アディポクチン(AN)の新規特性としてNGF、VEGF165、匿名の因子A, Bとの結合能とNGFの機能阻害能を示した。
また因子A、Bが前駆脂肪細胞増殖因子であることを明らかにした。これらは学術的知見の蓄積に貢献するだけで
なく、後者は前駆脂肪細胞を増やしてインスリン抵抗性になった組織等にインスリン感受性細胞を供給する系を
活性化し、抗糖尿病効果を示すと考えられる。



1. 研究開始当初の背景 
(1) ⼼疾患と脳⾎管疾患は我が国の死因別死亡割合の 25％を占め、これら⽣活習慣病にかかる

医療費は総医療費の約 12％にも昇る。肥満は⽣活習慣病の主要な危険因⼦であり、⽇本で
は主に⾷事と運動療法が対策として取⼊れられているが解消のみならず改善も容易ではな
い。肥満とは⽩⾊脂肪細胞への⾼度の中性脂肪の蓄積とそれに伴う組織の慢性炎症状態をい
い、炎症性サイトカインである腫瘍壊死因⼦ TNF-αやインターロキン (IL)-1 などの分泌
が⾼まり、それらによって脂肪組織以外の⾻格筋や肝臓においてもインスリン感受性などが
変化する。また全⾝および局所のエネルギー代謝も変化し、それには脂肪細胞特有の分泌因
⼦（アディポサイトカイン）が⼤きく寄与する。 

(2) アディポサイトカインであるアディポネクチン(AN)は抗炎症作⽤とインスリン感受性増強
作⽤もつが、肥満度が⾼まることでその分泌が低下する(Trends Cardiovasc Med 24,319-
24,2014; Cardiovasc Diabetol 13,103,2014)。ま
たその作⽤は主に標的細胞に発現する⼆つの
受容体 adipoR1 と adipoR2 を介する。しかし、
機能ドメインである球状ドメインと⾎⼩板由来
増殖因⼦ PDGF-BB や FGF-2 が直接、AN に結
合 し て そ の 機 能 を 修 飾 す る 場 合 も あ る
(Circulation 105, 2893-98, 2002; J Biol Chem 
280, 18341-7, 2005)。 

(3) 近年、補体 C1q や A と同様な構造を持つ C1q/TNF related proteins (CTRPs)が報告された。
ヒトにおいては 15 種存在し、多くは脂肪組織で発現する分泌タンパク質である(Rev Endocr 
Metab Disord 15,111-23, 2014; Trends Endocr Metab 23,194-204,2012)。CTRPs の病態⽣
理学的機能は少しずつ解明され始めており、脂肪組織由来 CTRP9 はマウス急性⼼筋梗塞モ
デルにおいて梗塞巣の縮⼩をもたらす(J Biol Chem 287,18965-73, 2012)。 

(4) 申請者はそれまでアディポカインの発現分泌調節（Domest Anim Endocrinol 33,400-9, 2007
など）、あるいは脂肪細胞と上⽪細胞（Dev Dyn 238,1092-99, 2009 など）、⾎管内⽪細胞
(Biochem J 374,63-9,2004 など)や交感神経系(Peptide 34,336-42,2012 など)との相互作⽤へ
の関与と役割を明らかにしてきた。さらに AN は細菌内毒素 LPS によるマクロファージか
らの後期炎症メディエターHMGB1 放出を抗炎症性酵素 heme oxygenase-1 活性依存性に抑
制することなどを明らかにした（Mediat Inflamm Vol. 2016, Article ID 5701959, 2016）。ま
たビアコアによる解析により AN はケモカイン以外にもいくつかの細胞増殖因⼦の構造特
異的に結合することを明らかにした（解析 23 分⼦中 11 分⼦:⼀部のみ発表）。 

 
2. 研究の⽬的 
(1) 肥満は⽣活習慣病の危険因⼦であり対策が求められている。⼀⽅、肥満の進展には前駆脂肪

細胞の増殖と⾎管新⽣が必須であるが、その調節機構の全容は明らかではない。肥満の進展
には前駆脂肪細胞の増殖・分化と⾎管新⽣が必須である。アディポネクチン(AN)は成熟脂
肪細胞から分泌され、肥満度上昇と逆⽐例して発現が減少する。⼀⽅、申請者は AN と神経
成⻑因⼦ NGF（予備検討から内因性前駆脂肪細胞増殖因⼦の⼀つと推定）あるいは⾎管内
⽪細胞増殖因⼦ VEGF165（⾎管新⽣因⼦）が直接結合することを⾒出した。そこで『成熟
脂肪細胞と間質脂肪細胞との相互作⽤が存在し、定常状態では AN により前駆脂肪細胞や
⾎管内⽪細胞の増殖が抑制されているが、成熟脂肪細胞が肥⼤化すると AN 分泌が減少し
前駆脂肪細胞や⾎管内⽪細胞の増殖が開始される』と考えた。本研究では AN の NGF およ
び VEGF の機能への影響を調べ、仮説を証明することを第⼀の⽬的とする。 

(2) 上記仮説では AN KO マウスは肥満感受性となるはずだが、そのような報告は無い。脂肪組
織には AN と同様の構造を持つ CTRP−1,2,3,5,7,9,11,12,13 が発現している。このうち



CTRP11（別名 C1QL4）は脂肪組織の SVC 画分に多く発現し、3T3-L1 細胞の脂肪細胞分
化を抑制する(J Biol Chem 288,10214-29,2013)。つまり⽣体内では幾つかの CTRP が AN
の機能を部分的にでも代償している可能性がある。そこで CTRP11 に焦点を絞り、リガン
ド結合特性や発現細胞の同定、前駆脂肪細胞と⾎管内⽪細胞の機能に対する作⽤を明らかに
することを第⼆の⽬的とする。 
 

3. 研究の⽅法 
(1) 神経成⻑因⼦ NGF に関連した実験：NGF は脳の他、末梢の⽩⾊および褐⾊脂肪組織

（WAT/BAT）にもその受容体と共に⾼発現しており、その発現は肥満と共に増加する。ま
た AN との結合解離定数は約 100nM である。NGF は PC12 細胞の神経突起伸張作⽤を⽰
すことが知られており(Neuropathology 19,288-93, 1999)、本研究ではまずこの系を⽤いて
NGF と AN との結合の役割を探る。また脂肪細胞に発現する NGF の役割は報告されてい
ない。そこでまずは NGF の間質⾎管細胞（SVC）画分に含まれる前駆脂肪細胞の増殖能お
よび成熟脂肪細胞への分化能への影響について評価する。NGF の脂肪細胞に対する機能が
明らかになった場合、その系における AN の作⽤について調べる。 

(2) ⾎管内⽪細胞増殖因⼦ VEGF に関連した実験：⾎管新⽣時に誘導される因⼦で、申請者ら
は寒冷暴露による BAT の増⽣において誘導されることを⾒出した(J Vet Med Sci 61,403-9, 
1999)。VEGF にはいくつかの分⼦種が存在し、AN は VEGF165 とは結合したが VEGF120
とは結合しなかった。この違いは VEGF165 のみが持つヘパリン結合ドメインのためである
と考えられ、事実へパリン存在下では結合は⾒られなかった（未発表）。そこで主な VEGF
受容体(VEGFR-2)を発現するウシ動脈由来⾎管内⽪細胞 BAEC を⽤いて、受容体や ERK な
どのシグナル分⼦のリン酸化を指標に AN の VEGF165 および VEGF120 の機能に対する影
響を評価する。 

(3) CTRP11 に関連した実験：正常および肥満動物の各組織における CTRP11mRNA の発現
量を定量し、その発現調節機構を明らかにする。組換え体をつくり、ケモカインや増殖因
⼦との結合能を明らかにする。さらには CTRP11shRNA の SVC（および精製前駆脂肪細
胞）への導⼊による細胞増殖と成熟脂肪細胞への分化への影響について調べる。 

 
4. 研究成果 
(1) 神経成⻑因⼦ NGF に関連した実験： 

① 神経成⻑因⼦ NGF によるラット PC12 細胞の神経突起の伸張と AN の影響について調
べた。NGF は PC12 細胞の神経突起を伸張させたが、AN の同時処置は突起伸張を抑制し
た。AN 受容体のノックダウンは抑制に影響せず、AN と NGF の結合が認められたので、抑
制は AN と NGF の結合に因る NGF シグナルの減弱であることが明らかとなった。主な発
表論⽂①ではこの反応と細胞外マトリックスタンパク質 SPARC と NGF との相互作⽤を⽐
較してまとめた。 
②ラットの⽩⾊脂肪組織(WAT)由来 SVC を分離・培養して NGF の役割を調べた。ラット
SVC の増殖に抗 NGF 抗体は影響しなかった。つまり、予備検討から内因性前駆脂肪細胞増
殖因⼦の⼀つと推定していた NGF にはそのような効果は無いことが⽰された。 
③上記②の系で、２つ因⼦に対する抗体が独⽴して（相加的に）増殖を抑制し、因⼦反応系
に添加すると抗体は中和され増殖抑制を解除した。また２つの因⼦は SVC に発現し、分泌
されており、AN 結合性を⽰した。ここでは匿名因⼦ A 及び B とするがそれらは内因性前駆
脂肪細胞増殖因⼦として機能すると考えられた。 

(2) ⾎管内⽪細胞増殖因⼦ VEGF に関連した実験： 
⾎管内⽪細胞増殖因⼦ VEGF-A のバリアント VEGF165 は濃度依存性に AN への結合が増
加し、その結合解離定数は 217 nM だった。しかし、ヘパリンの共存下では結合は消失した。



また、VEGF-A のバリアント VEGF120 と AN
との相互作⽤はヘパリンの有無に関わらず⾒
られなかった。次いで培養⾎管内⽪細胞を⽤い
た実験を⾏った。VEGF165 及び VEGF120 は、
それぞれ単独で BAEC の細胞内シグナルの⼀
つ ERK リン酸化率を濃度依存性に増加させた
が、AN やヘパリンの添加は VEGF-A による
ERK リン酸化作⽤に有意な影響を与えなかっ
た。さらに、VEGF-A と AN の相互作⽤とその
役割を BAEC の三次元培養で調べた。BAEC は
三次元培養で⾃発的に微⼩管腔を形成し、
VEGF165 を添加すると管腔形成率の増加傾
向が⾒られた。また、VEGF165 とヘパリンを
同時に加えると管腔形成率はより増加した。
⼀⽅、VEGF165 と AN を同時に加えたとき
の管腔形成率は VEGF165 単独添加のときと
同じであった。以上の結果から、VEGF-A に
おけるアディポネクチンの結合部位が、
VEGF165 のヘパリン結合部位にあること、そ
の結合が受容体との会合に影響しないことが
明らかになった。 
 

(3) CTRP11 に関連した実験： 
マウス組織中に発現する CTRP11（C1QL4）mRNA を
通常の RT-PCR 法によって検出した。⽩⾊脂肪組織
(WAT)や褐⾊脂肪組織のみならず、これまでの報告に
なかった肝臓においても発現していた。⽣体のエネル
ギー状態と関連してその発現が調節されているか、エ
ネルギー過多モデル（⾷餌性肥満マウス）とエネルギ
ー不⾜モデル（24 時間絶⾷マウス）の各臓器における
mRNA 発現量を調べた。肥満マウスの WAT で有意に
低下し、肝臓で減少傾向を⽰した。絶⾷マウスでも WAT
で低下傾向にあり肝臓で有意な減少を⽰した。薬物によ
るⅠ型糖尿病モデルマウスにおいてもグルカゴンの相
対活性を⾼めると、予想通り肝 CTRP11 発現は有意に
低下し, 糖新⽣の鍵酵素 PEPCK 発現を促進した。
CTRP11 の発現は核内受容体（転写因⼦）PPARgと co-
repressor による調節が⽰唆された。   
②組替え CTRP11 がようやく発現する系を確⽴できたが、 
予定された解析は終わっていない。 
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PPARγ-cprepressor 複合体に
よる発現調節 
 PPARγ はリガンド⾮存在下
で corepressor(CoR)と複合体
を形成し、⾮活性状態にある
(a)。リガンドとの結合により
coactivator(CoA) と複合体を
形成し、標的遺伝⼦の転写を
活性化する(b) 。また、CoR と
複合体を形成したまま、他の
転写調節因⼦(TF)と結合し、
その活性を抑制する機能も
ある(c)。C1QL4 発現は後者に
より抑制される。 



(4) この研究成果の意義と展望： 
本研究により、① 抗炎症作⽤やインスリン感受性を⾼めるアディポクチン(AN)の新規機能
として神経成⻑因⼦ NGF との結合による NGF 活性阻害を追加した。NGF はコリン作動性
神経の増殖⽣存に必要な他、痛みのコントロールに関わっており、AN の痛みの感知等にお
ける役割の解明が期待される。②では⼀体何が前駆脂肪細胞の増殖因⼦として働いているの
だろうか？前駆脂肪細胞の起源や特性などを明らかにする⼀⽅、その発現パターンから因⼦
A および B を絞り込んだ。これらは前駆脂肪細胞の増殖を強めるためインスリン抵抗性の
改善等に役⽴つと考えられた。AN との結合は確認したが、結合による制御があるかは今後
の課題である（図参照）。③ ⾎管内⽪細胞増殖因⼦ VEGF-A のバリアント VEGF165 と AN
は結合するものの、 VEGF120 には結合しなかった。さらに VEGF の機能（ERK の活性化
と管腔形成能）に対しても影響を及ぼさ
なかった。つまり、当初の仮説にあるよ
うな AN による VEGF 機能の制御はない
と考えられた。④ CTRP11 については組
替えタンパク質の取得が⼤幅に遅れたた
め AN の代償作⽤を⽰すか明らかにでき
なかった。Biacore を⽤いた相互作⽤の解
析を進め、因⼦ A および B と結合を⽰す
のであれば、前駆脂肪細胞の増殖分化に
与える影響を解析する。 
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