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研究成果の概要（和文）： 

我々は、動脈硬化特異的に発現が亢進する Apop-1 遺伝子を同定したが、この遺伝子が
コードするたんぱく質はミトコンドリアに発現する。しかし、Apop-1 遺伝子の病態的意
義は明らかでない。本研究は、ノックアウトマウスや培養細胞による基礎研究やヒトでの
遺伝子多型解析研究により、新規ミトコンドリアタンパク質 Apop-1 を健康科学やインス
リン抵抗性の病態解明に応用しようとしたものである。Apop-1 を欠損したマウスを用い
た検討においては、glucose tolerance test (GTT)における血糖値と血中インスリン濃度の
変化の比較から、Apop-1-KO マウス群が野生型に比し、血中インスリン濃度が高値を示し
た。マウス膵β細胞株である MIN6 細胞を用いた検討においては、高グルコース刺激によ
って Apop-1 mRNA 発現量が有意に低下することが明らかになった。これらの結果から、
Apop-1 が糖尿病の病態に関与する可能性が示された。培養内皮細胞を用いた検討から、
Apop-1 が高グルコース刺激によるミトコンドリアからの活性酸素種（ROS）産生のメカ
ニズムに関与する可能性があることが示された。一方、若い女性におけるヒト Apop-1 遺
伝子多型（rs1288943）の解析から、务性モデルにおいて、T アルルを有する群の血中の
LPL 活性が T アルルを持たない群に比し有意に低値を示すことが明らかになった。また、
食事調査（DHQ）の解析から、若年女性においても、食物繊維の摂取量が多いほどインス
リン抵抗性指標である HOMA-IR や血中中性脂肪の値が低下したが、T アルルを有する群
では、食物繊維によるこのような有用な関係が認められなかった。以上より、Apop-1 遺
伝子多型が食習慣とインスリン抵抗性の病態との関係に影響を与える可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have previously identified the Apop-1 gene, a novel atherosclerosis-specific gene, 
which codes a mitochondrial protein. However, its functions remain to be determined. 
We showed that glucose tolerance was significantly impaired in Apop-1-KO mice 
compared with wild-type controls. Baseline insulin and insulin levels after taking 
glucose during the GTT were significantly higher in these mice. In MIN6 cells high 
glucose treatment induced a significant reduction of Apop-1 mRNA expression. These 
results suggest that Apop-1 might be involved in the genesis of type 2 diabetes mellitus. 
In human umbilical endothelial cells (HUVEC) we suggest that Apop-1 might be 
involved in the mechanism of mitochondrial ROS production induced by high glucose. 
Additionally, genetic analysis of Apop-1 gene polymorphism (rs1288943) in young 
women showed that in recessive model plasma LPL activity was significantly lower in 
T allele group compared with non-T allele group. Assessment of dietary fibers intake 
estimated from a self-administered diet history questionnaire (DHQ) in young women 
showed that levels of HOMA-IR and plasma TG were significantly lower in those with 
the higher intake group compared with the lower intake group. However, this 
beneficial effect of dietary fibers was disappeared in T allele group. These results 
suggest that Apop-1 gene polymorphism might affect the relation between dietary 
habit and the genesis of insulin resistance.  
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１．研究開始当初の背景 

我々は、最近、脂質代謝異常を起こして、ヒ
トの動脈硬化に近い病変を発症するモデル
マウス、Apolipoprotein E 欠損マウスより、
動脈硬化特異的に発現が亢進する新規遺伝
子（Apop-1 遺伝子）を同定し、その後ヒト
の Apop-1 遺伝子のクローニングに成功した。
興味深いことに、この遺伝子を血管平滑筋細
胞に導入して過剰に発現させると、ミトコン
ドリアからのチトクローム C の遊離を介し
てアポトーシスを誘導すること、このチトク
ローム C の遊離には、Bcl-2 ファミリーが関
与する VDAC とは異なる PT pore を介する
こと、また、酸化 LDL の構成要素である
lysophosphatidylcholine (LPC)による血管
平滑筋細胞の細胞死が Apop-1 に対するアン
チセンスの導入で抑制されることを明らか
にした（図１, J Biol Chem. 2006）。その後
の検討から、Apop-1 遺伝子が血管だけでな
く、心臓、筋肉、肝臓、膵臓、脳などほとん
ど全ての臓器に発現すること、また、この遺
伝子がコードするタンパク質がミトコンド
リアに発現することが明らかになっている。
ミトコンドリアは、エネルギー代謝に重要な
細胞内小器官であるが、同時に、酸化ストレ
スの産生部位であり、生活習慣病と関係が深
い。興味深いことに、インスリン抵抗性が関
与する２型糖尿病の病態においてミトコン
ドリア機能障害が重要な役割を果たすこと 

(N Eng J Med. 2004;350:664-71)や、アポト
ーシスに関連するミトコンドリアタンパク
質 AIF (apoptosis-inducing factor)を骨格筋
や肝臓で臓器特異的に欠損させたマウス（コ
ンディショナルノックアウトマウス）では、
高脂肪食による肥満や糖尿病の発症が抑制
されることが報告されている（Cell 2007; 

131: 476-491）。また、運動によって 2 型糖尿
病患者の骨格筋におけるミトコンドリア機
能を改善できることが報告されている

（Diabetes 2007;56:2142-2147）。これらの
結果は、ミトコンドリアがインスリン抵抗性
の病態や糖尿病の発症機序と密接に関係す
ることを示唆する。一方、我々は、最近、本
学学生における Apop-1 遺伝子の一塩基多型
（SNP）解析から、あるApop-1遺伝子のSNP

がインスリン抵抗性に関連することを明ら
かにしている。 

２．研究の目的 

本研究は、Apop-1 欠損マウスを用いた基礎
的研究やヒトにおける Apop-1 遺伝子多型解
析によって、新規ミトコンドリアタンパク質
Apop-1が、インスリン抵抗性の病態や肥満、
糖尿病の発症機構に関与する可能性を検討
することによって、Apop-1 を健康科学へ応
用しようとするものである。 

３．研究の方法 

1. コンディショナルノックアウトマウスお
よび培養細胞での検討（福尾、蓬田、山本） 
1) 膵臓のβ細胞において Apop-1を欠損した
マウスを用いたインスリン分泌機能と
Apop-1の関係の検討 
a) ip-GTTによるインスリン分泌能をコント
ロールマウスと比較検討した。 
b) MIN6 細胞（β細胞）を用いて、Apop-1siRNA
の処置により、インスリン分泌と Apop-1の
関係を検討した。 
2)心血管系細胞を用いた Apop-1と血管傷害
に関する検討 
a)培養内皮細胞や血管平滑筋細胞を用いて、
FFAや高血糖などが Apop-1の発現に影響を与
えるか、あるいは、siRNA を用いて、FFAや
高血糖による内皮機能障害に Apop-1が関与
するかを検討した。 
2. ヒト Apop-1遺伝子における新しい疾患感
受性遺伝子多型の同定（福尾、安田、吉田） 
大阪大学老年・腎臓内科との共同研究で、イ
ンフォームドコンセントを得たインスリン
抵抗性や動脈硬化性疾患を有する患者と対



照群の DNAを用いて、Apop-1 遺伝子の SNPと
の関係を統計学的に解析することによって、
疾患感受性を有する多型を同定した。 
3. 若い女性における Apop-1遺伝子 SNPと動
脈硬化初期病変に関する解析（福尾、鹿住、
吉田、田中） 
1) 調査研究 
本学の学生とその両親を対象として、生活調
査（生下時体重、喫煙、アルコール、薬剤、
サプリメント、就寝時間など）、食事調査（欠
食の有無、食物摂取頻度など）、身体活動状
況の調査を実施した。 
2) 臨床的指標の測定 
対象学生とその両親において、以下の項目の
臨床的指標を測定した。 
（1） 身体計測（身長、体重、血圧、腹囲、
上腕周囲長、皮下脂肪厚など） 
（2） DXA法を用いた体脂肪や骨格筋などの
体組成量や骨密度量の測定を行った。 
（3） 血中臨床的指標の測定 
a)一般検血、一般生化学検査（腎機能、肝機
能、アルブミンなど）、検尿検査を行った。 
b)血中アディポサイトカイン濃度（レプチン、
アディポネクチン、TNF-α、PAI-1など）を
測定した。 
（4） 超音波エコーを用いた頚動脈内膜肥厚
の測定を行った。 
超音波診断装置（島津メディカルシステムズ
製）SDU-1100を用いて測定した。 
（5） 血管内皮機能の測定 
血流依存性血管拡張反応（FMD）を UNEXEF（株
式会社ユネクス）で測定することにより、動
脈硬化の初期に起こる内皮機能障害の有無
を検討した。 
４．研究成果 
1. コンディショナルノックアウトマウスお
よび培養細胞での検討 
1) 膵臓のβ細胞において Apop-1を欠損した
マウスを用いたインスリン分泌機能と
Apop-1の関係の検討：本遺伝子改変マウスの
特性によるものか、ヘテロマウスからの仔マ
ウスの成育が予定通り進まず、マウスの準備
に遅延が生じたため、平成 21年 10月からの
研究の開始に 6 ヶ月の遅延が生じた。本学の
動物飼育施設においても、やはり仔マウスの
成育が悪いため、実験に必要な数が得られて
いなかった。その後、マウスの生育が回復し、
実験可能となり、glucose tolerance test 
(GTT)を実施し、血糖値と血中インスリン濃
度の変化を野生型マウスと比較検討した。そ
の結果、血糖値は両群間で有意な差を認めな
かったが、血中インスリン濃度において、
Apop-1-KO マウス群が野生型に比し、高値を
示すことが明らかになった。この結果から、
Apop-1 がインスリン分泌やインスリン抵抗
性のメカニズムに関与する可能性が示され
た。今後、膵β細胞特異的に Apop-1 を欠損

するマウスや骨格筋特異的に Apop-1 を欠損
するマウスなどのコンディショナルノック
アウトマウスを用いて、これらの点を集中的
に検討し、Apop-1がインスリン抵抗性の病態
にどのような役割を果たすか明らかにする。 
1-b) MIN6 細胞（β細胞）における、
Apop-1siRNA を用いたインスリン分泌と
Apop-1の関係を検討： MIN6 細胞（β細胞）
を用いた検討においては、ミトコンドリアか
らの活性酸素種（ROS）の産生量を MitoSox
の蛍光指標を用いて測定し、ミトコンドリア
機能障害を誘導する Antimycin A によりミト
コンドリアからの ROS産生が増加することを
確認した。また、高グルコース刺激によるミ
ト コ ン ド リ ア か ら の ROS の 増 加 が
Apop-1siRNA で抑制されたことから、Apop-1
が高グルコースによるミトコンドリアから
の ROS産生に関与することが示唆された。さ
らに、高グルコース刺激によって Apop-1 mRNA 
発現量が有意に低下することを明らかにし
た。これらの結果から、Apop-1が糖代謝やミ
トコンドリアからの ROS産生の制御機構に関
与する可能性が示された。 
2)心血管系細胞を用いた Apop-1 と血管傷害
に関する検討：ヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVEC）を用い、高グルコースが Apop-1の
発現量を増加させ、ミトコンドリアからの
ROS の産生を増加させること、高グルコース
による ROS 産生が、Apop-1siRNA により
Apop-1の発現を抑制した HUVECでは消失する
ことを明らかにした（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．内皮細胞における Apop-1 siRNA によ
るミトコンドリアからの ROS 産生抑制 
 
また、HUVEC において、高グルコースによる



ミトコンドリアからの ROS産生がエイコサペ
ンタエン酸（EPA）を前処理すると抑制され
たが、この EPA の作用は、抗老化因子 SIRT1
の siRNA を処置した HUVEC では消失した。こ
のことから、EPA の作用に SIRT1 が関与する
ことが示唆された。さらに、 EPA は、
phospho-eNOSの発現量を増加すること、この
作用が、SIRT1 の siRNA を処置した HUVEC で
は消失した。しかし、SIRT1 を活性化するレ
スベラトロールは、Apop-1 mRNA の発現に影
響を与えなかった。これらお結果は、Apop-1
と脱アセチル化酵素である SIRT1との間に関
連がある可能性を示し、今後これらのてんに
ついて検討を加え、Apop-1の血管における病
態的意義を明らかにする。 
2. ヒト Apop-1遺伝子における新しい疾患感
受性遺伝子多型の同定： Apop-1 遺伝子
SNP(rs12889403)がインスリン抵抗性と関連
する結果が得られたが、有意でなく現在、n
数を増やして検証中である。 
3. 若い女性における Apop-1遺伝子 SNPと動
脈硬化初期病変に関する解析：本学女子学生
とその母親を対象として、Apop-1 遺伝子多型
(rs12889403)と身体計測値や血液検査との
関係を解析した。rs12889403 のジェノタイプ
頻度は、CC 型 52.7%、CT型 42.7%、TT型 4.6%
であった。しかし、ジェノタイプ３群館では、
身体計測や血圧、体組成や血液検査との間に
有意な関連性を認めなかった。一方、务性モ
デルである Tアリルを有する群と有さない群
の 2 群間で比較したところ、T アルルを有す
る群の血中の LPL活性が有意に低値を示した。
また、血中 LPL活性と臨床指標との相関では、
血中アディポネクチン値や血中 HDLコレステ
ロール値の間に正の相関が見られた。これに
対して、母親では、さらに HOMA-IR値との間
に負の相関が出現した。以上、Apop-1 遺伝子
多型は女性において血中の LPL活性やインス
リン抵抗性指標と関連すること示唆された。
さらに、食事調査（DHQ）の解析から、若年
女性においても、食物繊維の摂取量が多いほ
どインスリン抵抗性指標である HOMA-IRや血
中中性脂肪の値が低値を示した。しかし、T
アルルを有する群では、食物繊維によるこの
ような有用な関係が認められなかった。この
結果から、Apop-1遺伝子多型が食習慣とイン
スリン抵抗性の病態との関係に影響を与え
る可能性が示された。 
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