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研究成果の概要（和文）：本研究では、肥満状態で低下する新規アディポサイトカイン、アディポリンの病的血
管リモデリングに対する役割を検討した。アディポリン欠損マウス(APL-KO)と、野生型(WT)マウスに大腿動脈ワ
イヤー傷害モデルを作製したところ、傷害後の血管壁においてAPL-KOはWTと比較して新生内膜肥厚の増強と、新
生内膜での平滑筋細胞増殖を認めた。また傷害血管壁におけるマクロファージ浸潤と炎症性応答もWTと比較して
増加した。さらに培養細胞における検討では、アディポリンはマクロファージの炎症性応答、平滑筋細胞の増殖
を、TGFβ/TGFβRII/Smad2シグナルを介して抑制することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Dysregulation of adipocytokines are involved in the pathogenesis of vascular
 disease. We previously identified adipolin (APL) as an insulin-sensitizing adipocytokine reduced in
 obesity. Here, we investigated whether APL modulates pathological vascular remodeling. APL-knockout
 (KO) and wild-type (WT) mice were subjected to wire-induced injury of the femoral artery. APL-KO 
mice showed increased neointimal thickening after vascular injury compared with WT mice, which was 
accompanied by an enhanced inflammatory response and vascular cell proliferation in injured 
arteries. Treatment of cultured macrophages with APL reduced inflammatory responses, which were 
reversed by inhibition of TGFβRII/Smad2 signaling. APL also reduced proliferation of vascular 
smooth muscle cells (VSMCs) through TGFβ/TGFβRII/Smad2-dependent pathway. Our data indicate that 
APL protects against the development of pathological vascular remodeling by attenuating macrophage 
inflammatory responses and VSMC proliferation.

研究分野：循環器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、肥満でその発現が低下し、インスリン感受性を促進する新規のアディポサイトカインとして、我々が
同定したアディポリンに着目し、自ら作製した遺伝子改変マウスを用いて、内因性アディポリンの血管病モデル
における役割の解明を行うという非常に新規性に富み独創性が高いものである。今回の結果から、内因性のアデ
ィポリンの欠如は、肥満に伴う動脈硬化、病的血管リモデリングの増悪に繋がることが示唆され、アディポリン
を標的とした研究は、心血管病の病態生理の発見や 新規の治療法の開発に発展する可能性を秘めており、社会
的意義も大きい。 



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
我が国を含めた先進諸国において、心血管病は年々増加しており死亡率も高く、社会問題にな
っている。近年肥満、特に内臓脂肪の蓄積を基盤としたメタボリックシンドロームが心血管病
の重要な発症基盤であることが多く報告されている。我々は長年にわたり脂肪組織から分泌さ
れるアディポサイトカインとメタボリックシンドローム、特に心血管病についての研究に従事
してきており、新規アディポサイトカインの探索の過程で、アディポネクチンパラログである
CTRP12 が脂肪組織に多く発現し、肥満マウスにおいて血中濃度が低下していること、抗糖尿病
作用を有していることを見出し、アディポリンと命名した(Enomoto T, Ohashi K et al. J Biol 
Chem. 2011)。またアディポリンの全身投与は、肥満マウスにおける脂肪組織での炎症を抑制す
ることを報告した。心血管病と慢性炎症は強く関連することより、アディポリンが抗炎症作用
を介して、肥満に伴う心血管病に防御的に作用するという仮説を立て、本研究を開始した。 
 

2. 研究の目的 
本研究では、血管病に対するアディポリンの作用について遺伝子改変マウスを用いて個体レベ
ルで明らかにする。さらに、その分子機序を細胞レベルでも明らかにする。本研究の目的は、
アディポリンの機能解析により、アディポリンを標的とした動脈硬化性疾患の治療応用へと展
開することである。 
 
3. 研究の方法 
(1) 遺伝子改変マウスの作製 
アディポリンは他臓器に比べて圧倒的に脂肪組織で高発現していることより、常法により全身
アディポリン欠損(APL-KO)マウスを作製し、脂肪由来のアディポリンの役割を検討する。 
 
(2) アディポリンの心血管病モデルにおける保護作用の検討。 
① 病的血管リモデリングの評価: 8〜10 週齢の APL-KO と野生型(WT)マウスの左側大腿動脈に、
側枝から直径 0.38 mm のスプリングワイヤーを挿入することで大腿動脈の内皮を剥奪し血管傷
害モデルを作製する。ワイヤー抜去時に挿入部位の側枝は結紮する。術後 3週目に解剖し、傷
害血管を取り出し、4%パラホルムアルデヒドにて固定後、パラフィン切片を作成する。ヘマト
キシリン、エオジン染色後、傷害血管壁の新生内膜面積と中膜の面積を測定し、内膜/中膜面積
比にて血管リモデリングを評価する。また WTマウスにアディポリンを過剰発現するアデノウイ
ルスを右頸静脈から静注し、全身のアディポリン血中濃度を２倍程度に増加させ、血管リモデ
リングに対するアディポリンの作用を解析する。 
② アディポリンの病的血管リモデリングに対する作用のメカニズム解析：傷害血管の新生内膜
での平滑筋細胞増殖を BrdU/αSMA の二重染色にて評価する。また脱落した血管内皮の再生部位
は Evans blue dye で染色されないことより、Evans blue dye を静注することにより、青く染
まる内皮再生障害部位を評価する。 
 
(3) 血管構成細胞に対するアディポリンの作用の解明 
① リコンビナント蛋白作製：HEK293F細胞にアディポリンのcDNAを高発現した安定細胞株を、
無血清培地で培養し、培養液中に分泌されたアディポリン蛋白をアフィニティーカラムを用い
て精製する。 
② マクロファージへの影響：マウス腹腔内マクロファージと、RAW 264.7 細胞を用い、アディ
ポリン蛋白添加による、TNF-αや LPS 添加後の炎症性サイトカイン（TNF-α,IL-6 など）の発
現を評価する。 
③ 血管内皮細胞への影響：ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC)を用いる。アディポリン蛋白添加に
より、8.0mm pore の Trans-well を用いて、血管内皮細胞の遊走能を評価する。またアディポ
リン蛋白添加後に、Serum deprivation を 48 時間施行することでアディポリンのアポトーシス
に対する作用を解析する。アポトーシスは TUNEL 染色を用いて評価する。 
④ 血管平滑筋細胞への影響：ヒト大動脈平滑筋細胞(HASMC)を用い、増殖因子（PDGF-BB）添加
による細胞増殖能を細胞数と BrdU 染色で評価する。 
 
(4) 血管構成細胞に対する APL のシグナル伝達機構の解明 
血管構成細胞を用いて、細胞の APL による表現型制御に関与しているシグナル伝達経路を明ら
かにする。シグナル伝達物質(Smad2/3、AMPK,Akt,P38,ERK,JNK,NF-B など)への作用をリン酸
化抗体を用いたウエスタンブロッティング法により評価する。細胞の表現型に関与するシグナ
ル経路の解明には、そのシグナル伝達物質に対する siRNA や阻害剤を用いて検討する。 
 
(5) TGF-β1 蛋白量の測定 
培養血管構成細胞(腹腔マクロファージ、HASMC)にアディポリン蛋白を添加した後の培養上清中
の TGF-β1濃度を、ELISA システム(R&D)を用いて測定する。またワイヤー傷害後の血管壁にお
ける TGF-β1蛋白量についても ELISA システム(R&D)を用いて測定する。 
 



4. 研究成果 
APL-KO マウスは従来法を用いて、全身の APL 欠損マウスを作製した。APL の欠損は脂肪組織で
の mRNA 発現、血中濃度の測定で確認した。作製した APL-KO マウスは WT マウスと比較して、12
週齢で体重、血圧、血糖、臓器重量に差を認めなかった。また脂肪組織で他の CTRP ファミリー
(アディポネクチン、CTRP1、CTRP9)の発現が代償的に変化しないことを定量的 PCR 法にて確認
した。 
APL-KO マウスと WT マウスに 8〜10 週齢の時点で、左大腿動脈ワイヤー傷害手術を施行したと
ころ、APL-KO マウスは WTマウスと比較して、新生内膜/中膜面積比が有意に大きく、新生内膜
の肥厚が増強していた。この時新生内膜内のマクロファージの浸潤(CD68 染色で評価)も KO で
有意に多く、TNFα、IL6、MCP1 等の炎症性メディエーターの発現も有意に高値を示した。一方、
APL を発現するアデノウイルスを静注することにより、APL 血中濃度を２倍程度に増加させると、
対照群と比較して、新生内膜/中膜面積比は低く、炎症性メディエーターの発現も低下していた。 
ワイヤー傷害後の再内皮化障害は、病的血管リモデリングを促進することが知られており、今
回の検討でもエバンスブルーを解剖 24 時間前に静脈注射し、青く染まらない再内皮化部位の面
積を測定したところ、APL-KO では WTと比較して、再内皮化面積が有意に低値を示した。HUVEC
に APL 蛋白を添加すると、 内皮細胞の遊走が促進し、Serum deprivation 48 時間で誘導した
アポトーシスも抑制し、APL は直接内皮保護作用を発揮することが示唆された。 
炎症性応答は病的血管リモデリングを促進することが報告されている。今回マウス腹腔内マク
ロファージを用いた in vitro の検討では、LPS 誘導性の炎症性メディエーター(TNFα、IL6、
MCP1)の発現上昇を、APL は濃度依存性に抑制した。メカニズムとしては、APL 蛋白は Smad2 の
リン酸化を増強することが明らかとなり、TGFβ/Smad2 シグナルの阻害剤である、SB431542 に
より、APL の抗炎症作用がリバースされることより、APL の抗炎症作用には TGFβ/Smad2 シグナ
ルを介することが示された。 
ワイヤー傷害後の新生内膜において、増殖の主たる細胞は平滑筋細胞であることが多く報告さ
れている。新生内膜での増殖平滑筋細胞を、BrdU/αSMA 二重染色にて同定し、数を計測したと
ころ、APL-KO の新生内膜内の増殖平滑筋細胞は WT と比較して有意に高頻度であった。HASMC
を用いた検討では、APL 蛋白は濃度依存性に、PDGF-BB 誘導性の細胞増殖を抑制することが示さ
れた。HASMC においても APL 蛋白の添加は、Smad2 のリン酸化を亢進し、TGFβ/Smad2 シグナル
の阻害剤である、SB431542 により、APL の平滑筋細胞増殖抑制作用がリバースされることより、
この作用に関しても TGFβ/Smad2 シグナルを介することが示された。 
APL が Smad2 を活性化するメカニズムに関しては、TGFβRII を siRNA で 80%程度低下させるこ
とにより、APL による Smad2 リン酸化が完全にキャンセルされ、可溶性 TGFβRII の添加によっ
てもキャンセルされることより、APL による Smad2 リン酸化は TGFβRII を介していることが示
された。さらに、HASMC とマウス腹腔マクロファージに APL 蛋白を添加すると、培養上清中の
TGFβ1濃度が有意に増加した。In vivoにおいても、傷害血管ではTGFβ1蛋白量が増加したが、
APL-KO の傷害血管では WT と比較して有意に低値であった。一方アデノウイルスにより、APL
の血中濃度を上昇させた時の傷害血管での TGFβ1蛋白量は、対照群の傷害血管より有意に高値
を示した。 
以上の結果より、APL は傷害血管における、平滑筋細胞、マクロファージの TGFβを増加させ
ることで、TGFβRII、Smad2 シグナルを介して、平滑筋細胞増殖抑制作用、抗炎症作用を発揮
することにより、病的血管リモデリングを抑制することが示唆された。 
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