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研究成果の概要：哺乳類では，血中アディポネクチンレベルの上昇によって脂肪，筋および肝

細胞における脂質代謝が促進されることが明らかになってきた．また，哺乳類脂肪細胞の分化

や代謝調節において核内受容体 PPAR・が重要な働きを担う．一方，魚類におけるこれらの存在

についてはゼブラフィッシュなどの cDNA および EST データベースによって確認しうるが，現時

点では機能性を有した脂質代謝関連タンパク質が存在するかどうかについては全く情報が得ら

れていない．そこで本研究では，魚類においても脂質代謝に関与すると考えられるアディポネ

クチンなどの発現頻度を明らかにし，脂質代謝調節経路を推定することを目的とした． 
ニジマスEST配列より，ニジマスアディポネクチンおよび受容体の全配列をin silicoクローニ

ングし，その演繹アミノ酸配列に従って，ニジマスアディポネクチンペプチドを固相合成した．
本ペプチドを用いてウサギ抗血清を作製し，ニジマス肝臓，血漿等を採取してSDS-PAGEに付し，
ウェスタンブロッティングを行った．ウエスタンブロッティングの結果，認識エピトープの異な
る数種類の抗体で交差性が認められるアディポネクチン様成分がニジマス脂肪組織，RTG-2細胞，
血漿に認められることが明らかとなった．抗ニジマスアディポネクチン抗体が認識するタンパク
質は，哺乳類アディポネクチンに相当する約30k成分以外に高分子成分が認められた．還元条件
下でも同様な傾向を示すことから，ニジマスアディポネクチンはジスルフィド結合以外の相互作
用力によって多量体化するものと考えられた．これは，哺乳類アディポネクチン多量体が還元条
件下によって容易に単量体化することと大きく異なった．これらのことから，ニジマスにおける
アディポネクチンの作用メカニズムは哺乳類の多量体アディポネクチンシステムと類似してい
るものと推定された．ニジマスアディポネクチン受容体には1a, 1bおよび2の3種のアイソフォー
ムが存在するものと推定されたが，1aは膜貫通回数が少なく，生理的に機能しないものと推定さ
れた． 
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１．研究開始当初の背景 
 

魚類では哺乳類と比べてアミノ酸の分解
活性が高く，生体活動のエネルギーとしてア
ミノ酸に強く依存するとされ，その傾向は肉
食性魚種で強くなる．したがって，魚類にお
ける体タンパク質の維持・増大には，タンパ
ク質摂取に加えて脂質からの十分なエネル
ギー供給が必須である．このことから，ブリ
やサケマス類などの経済的に重要な魚類養
殖において，タンパク質の節約効果を期待し
て多量の脂質が添加された養魚飼料が用い
られている．しかしながら，養殖魚への過剰
な脂質の蓄積がその肉質や貯蔵性の低下を
引き起こす例も数多く報告されている．この
ような情報の混乱は，ひとえに魚類における
脂質・糖質代謝制御機構に関する理解の遅れ
が原因であるといえる． 

最近，哺乳類における代謝制御の詳細な情
報が得られ始め，これまで脂質の貯蔵場所と
だけ考えられてきた脂肪細胞が脂質・糖質代
謝制御において非常に重要な働きをしてい
ることが明らかとなってきた．魚類における
脂質・糖質代謝研究では，吸収，分解，生合
成経路などの部分的な情報が得られている
だけであり，これらの総合的な制御機構につ
いての情報は皆無に近い．申請者らは，これ
までの研究でアユにおいて脂肪細胞から分
泌されるレプチンが産卵期および産卵後の
摂食障害を引き起こすことを明らかにした
（J. Exp. Zool., 305A, 507-512, 2006）．
さらにニジマスにおいて，脂肪細胞の分化誘
導を司る転写因子型核受容体 PPARγ，レプチ
ン受容体，脂質トランスポーターCD36 および
脂肪細胞が分泌するアディポネクチンの発
現を確認し，平成 17 年度日本水産学会大会
にて発表した．これらの脂質・糖質代謝制御
因子のうち，特にアディポネクチンは最近哺
乳類における研究においても注目されてお
り，2 型糖尿病におけるインスリン感受性の
向上，脂質β酸化活性化による脂質異化亢進，
ミトコンドリアにおける脱共役タンパク質
発現亢進などの作用を有することが報告さ
れている． 
 
２．研究の目的 

一般に，魚類は正常時でも末梢細胞への糖
の取り込み活性が低く，哺乳類の糖尿病と同
様に糖負荷時に持続的高血糖を示す耐糖能
異常状態に陥っていると言われる．そのため，
末梢細胞は血糖を利用しにくく，これが生体
活動エネルギーをアミノ酸異化にかなり依
存することにもつながっている．したがって，

魚類のインスリン感受性を向上させること
によって末梢細胞の糖の取り込み能を高め
（哺乳類のレベルを基準とした耐糖能改善），
脂質・糖質代謝を活性化し，多量の脂質に頼
らずとも，タンパク質の節約効果を高めるこ
とができるものと予想される．また，魚類に
おいてもアディポネクチンが脂質異化を正
に制御するならば，比較的少量の脂質の投与
によってタンパク質節約が可能となること
も容易に予想できる．そこで本研究では，魚
類におけるエネルギー代謝制御機構の全容
解明のための基盤的研究として，アディポネ
クチンを中心とした脂質・糖質代謝制御機構
の解明を目指すこととした． 
 
３．研究の方法 

ニジマスから急性摘出し，酵素分散によ

って分離したニジマス筋細胞，肝細胞およ

びRTG-2に哺乳類でアディポネクチン上昇

作用を確認しているγオリザノールを投

与し，リン酸化 AMPK に対する特異的抗体

を用いた近赤外蛍光ウェスタンブロッテ

ィング（WB）によって確認した．マウスや

ゼブラフィッシュのアディポネクチンと

の相同性を元にニジマスEST配列からニジ

マスアディポネクチンの in silico クロー

ニングを行った．さらにその配列を元に，

アミノ酸13残基のペプチドを固相合成し，

KLH コンジュゲーション後ウサギに免疫し，

抗ニジマスアディポネクチン抗血清を得

た．抗ニジマスアディポネクチン抗血清を

用いて哺乳類でアディポネクチン上昇作

用を確認しているγオリザノールを経口

投与したニジマスのアディポネクチン血

中レベルを近赤外蛍光ウェスタンブロッ

ティングにて測定した．  

また，ニジマス EST 配列を元に同様にし

てニジマスアディポネクチン受容体を in 

silico クローニングした．受容体について

の特異的抗体を現在作成中である． 

 
４．研究成果 
 

抗ニジマスアディポネクチン抗血清を用
いて哺乳類でアディポネクチン上昇作用を
確認しているγオリザノールを経口投与し
たニジマスのアディポネクチン血中レベル
を測定したところ，γオリザノールの投与に
よって有意にアディポネクチンレベルが上
昇した． 
 in silico クローニングによってニジマス



アディポネクチンの解析を行ったところ，ニ
ジマスにはゼブラフィッシュにおいて報告
されているｂタイプと相同性が高いことが
明らかとなった．その mRNA の塩基配列から
演繹したアミノ酸配列を図１に示す． 
 
RTadn           PCAMWMGGVPGTPGHSGHLGRDGRDGHDGPRGEKGDTGEPGEKGEPGEKGGNGAPGPRGF 60 
Zebraadnb       PCAMWMGGVPGTPGHSGKPGRDGRDGRDGQRGEKGDQGEAGEKGDPGEKGDIGNAGPRGF 60 
Zebraadna       PCARWMRGVSGTPGFGGIPGRDGRDGREGEKGDNGEPGPKGPTGEPGKPGDEGFPGKRGF 60 
Mouseadn        TCAGWMAGIPGHPGHNGTPGRDGRDGTPGEKGEKGDAGLLGPKGETGDVGMTGAEGPRGF 60 
                .** ** *:.* **..*  *******  * :*::*: *  * .*:.*. *  *  * *** 
 
RTadn           PGNPGLKGAQGESALLYHSSFSVGLTDPVP-ATNVPIRFNKFFHNEQHHYDDVSGKFHCL 119 
Zebraadnb       PGNPGLKGARGESASSYHSAFSVGLSEIVS-ATNVPIRFNKFFYNDQHHYDDVSGKFRCV 119 
Zebraadna       PGNPGLKGESGEASFPYHSAFSMGLTDKVSPASGSPIRFTKTFYNEQHHYDDISGKFRCA 120 
Mouseadn        PGTPGRKGEPGEAAYMYRSAFSVGLETRVT-VPNVPIRFTKIFYNQQNHYDGSTGKFYCN 119 
                **.** **  **::  *:*:**:**   *. ... ****.* *:*:*:***. :*** *  
 
RTadn           LPGVYFFTYHLTVYTKDARVSLFKNDKPVMFTYDQYHEGNVDQASGALILRLQSGDEVWL 179 
Zebraadnb       LPGVYFFTYHLTVYTKDAKVSLYKNDKAIMFTYDQYQETNVDQASGSVILRLEAGDEVWL 179 
Zebraadna       IPGIYYFTYHLTINGKETKVAMFRNGRTVAFTLDQFHSGNLDQASGGVILNLSSGDEVWL 180 
Mouseadn        IPGLYYFSYHITVYMKDVKVSLFKKDKAVLFTYDQYQEKNVDQASGSVLLHLEVGDQVWL 179 
                :**:*:*:**:*:  *:.:*:::::.:.: ** **::. *:*****.::*.*. **:*** 
 
RTadn           QIYGDEDXWGGVC------------------- 192 
Zebraadnb       QVYGDET-VGGVYADNTNDSTF---------- 200 
Zebraadna       QLY-DDIFDEGIYVDYNNDSTFS--------- 202 
Mouseadn        QVYGDGD-HNGLYADNVNDSTFTGFLLYHDTN 210 
                *:* *     *:                     
図１．ニジマスアディポネクチンの演繹アミ
ノ酸配列． 
 
それぞれの配列の相同性を表 1に示す． 
 
表１．ニジマス，ゼブラフィッシュおよびマ
ウスアディポネクチン相同性 
 RTadn Zebraadnb Zebraadna Mouseadn 
RTadn     
Zebraadnb 79    
Zebraadna 59 60   
Mouseadn 61 66 55  

 
さらに，ニジマスアディポネクチン受容体に
ついても解析を行ったところ，アディポネク
チン受容体には少なくとも 2つのアイソフォ
ームが発現していることが明らかとなった．
図２にニジマスアディポネクチン受容体の
演繹アミノ酸配列を示す． 
 
RTadnR1a         ----MSGRNGSASDADCRISEDCR-SPDVELMELGPLLEEAGRQAGGKGMMSEGASVLPD 55 
RTadnR1b         ----MSGRNGSASDADCRISEDCR-SPDVELMELGPLLEEAGRQAGGKGMMSEGASVLPD 55 
RTadnR2          EQQEEEDDVISDGHTHNGVTLRRPNALELQKVTDGE----------EEERDGGMDSTSAG 50 
ZebraadnR1a      ---------------------------------------------GAKGLQSEGAGALAD 15 
ZebraadnR1b      MTTCHHGDCGSNSDAERRTTDDEANMEDAELSELGPLLTSP-----ANSEESRGASASPD 55 
ZebraadnR2       --MRSCTDHRSDSPGQNCLHARR-VMHEKEETTVRE----------EED-----EEEEEE 42 
MouseadnR1       ----MSSHKGSAGAQGNGAPSGNREADTVELAELGPLLEEKGKRAASSPAKAEEDQACPV 56 
MouseadnR2       MNEPAKHRLGCTRTPEPDIRLRKGHQLDDTRGSNNDNYQGDLEPSLETPVCSSYYENSPE 60 
                                                                              
RTadnR1a         D----DEDDDDEEVEEVLTLPLQAHHAMEKMEEFVHKVWKGSWRVIPFHVLPEWLKDNDY 111 
RTadnR1b         D----DEDDDDEEVEEVLTLPLQAHHAMEKMEEFVHKVWKGSWRVIPFHVLPEWLKDNDY 111 
RTadnR2          E----EDLKTSDEGFMGMTPLLQAHHAMEKMEEFVHKVWEGRWRVIPHDVLPEWLKDNEY 106 
ZebraadnR1a      D----EEE--DEEVGEVLTLPLQAHHAMEKMEEFVHKVWEGRWRVIPFHVLPEWLKDNDY 69 
ZebraadnR1b      E----NEDEKEEGGLRVVTLPMQAHHAMEKMEEFVHKIWEGHWRVIPYHLLPDWLKDNDY 111 
ZebraadnR2       E----EEDKSSDEGLL-----LQAHHAMERMEEFVHKMWEGRWRVIPHDVLPDWLKDNDF 93 
MouseadnR1       P----QEE---EEEVRVLTLPLQAHHAMEKMEEFVYKVWEGRWRVIPYDVLPDWLKDNDY 109 
MouseadnR2       EPECHDDNSQEDEGFMGMSPLLQAHHAMERMEEFVCKVWEGRWRVIPHDVLPDWLKDNDF 120 
                      ::    :         :*******:***** *:*:* *****..:**:*****:: 
RTadnR1a         LLHGHRPPMPSFRACFGSIFRIHTETGNIWTHLLGLILFICLGTYTILRPNMYFMAPLQE 171 
RTadnR1b         LLHGHRPPMPSFRACFGSIFRIHTETGNIWTHLLGLILFICLGTYTILRPNMYFMAPLQE 171 
RTadnR2          LRHGHRPPMPSFRACFKSIFRIHTETGNIWTHLLGCLFFLCLGIMYMFRSNMYFAAPFQE 166 
ZebraadnR1a      LLHGHRPPMPSFRACFGSIFRIHTETGNIWTHLLGLILFLCLGTLTMLRPNMYFMAPLQE 129 
ZebraadnR1b      LLHGHRPPMPSFRACFGSIFRIHTETGNIWTHLLGLILFLCLGTLTMLRPNVSFMAPVQE 171 
ZebraadnR2       LLHGHRPPMPSFRACFKSIFRIHTETGNIWTHLLGCLFFLCLGIVYMFRPNMSFVAPFQE 153 
MouseadnR1       LLHGHRPPMPSFRACFKSIFRIHTETGNIWTHLLGFVLFLFLGILTMLRPNMYFMAPLQE 169 
MouseadnR2       LLHGHRPPMPSFRACFKSIFRIHTETGNIWTHLLGCVFFLCLGIFYMFRPNISFVAPLQE 180 
                 * ************** ****************** ::*: **   ::*.*: * **.** 
RTadnR1a         KVVFGMFFLGAVLCLSFSWLFHIVYCHSEKVSRTFSKLDYSGIALLIMGSFVAWLHYSFY 231 
RTadnR1b         KVVFGMFFLGAVLCLSFSWLFHTVYCHSEKVSRTFSKLDYSGIALLIMGSFVPWLYYSFY 231 
RTadnR2          KIVIGIFFIGAILCLSFSWLFHTVYCHSEGVSRVFSKLDYSGIAFLIMGSFVPWLYYSFY 226 
ZebraadnR1a      KVVFGMFFLGAVLCLSFSWLFHTVYC---------------------------------- 155 
ZebraadnR1b      KVVFGVFFLGAVLCLCFSWLFHTVYCHSEKVSRTFSKLDYSGIALLIMGSFVPWLYYSFY 231 
ZebraadnR2       KIVIGMFFLGAILCLSFSWLFHTVYCHSEGVSRVFSKLDYSGIAFLIMGSFVPWLYYSFY 213 
MouseadnR1       KVVFGMFFLGAVLCLSFSWLFHTVYCHSEKVSRTFSKLDYSGIALLIMGSFVPWLYYSFY 229 
MouseadnR2       KVVFGLFFLGAILCLSFSWLFHTVYCHSEGVSRLFSKLDYSGIALLIMGSFVPWLYYSFY 240 
                 *:*:*:**:**:***.****** ***                                   
RTadnR1a         CFPQPPLHLLHHPSVCSAIAFSYMTKWEPLFNARPPGPPKQGVFRGLGTR---------- 281 
RTadnR1b         CSPQPRLIYLTIVCVLG-IAAIVVAQWER-FSTPAHRPTRAGVFMGLGLSGIVPTVHFTI 289 
RTadnR2          CSPNPRLIYLVVVCILG-VSAIIVSQCDF-FAKPQYRGVRAGVFVGLGLSGVVPTLHFVI 284 
ZebraadnR1a      ------------------------------------------------------------ 
ZebraadnR1b      CSPQPRLIYLSVVCVLG-VAAIIVAQWDR-FATPRHRSTRAGVFLGLGLSGLVPTMHFTI 289 
ZebraadnR2       CSPQPCFIYLIVVCILG-IAAITVSQCDF-FATPQYRGVRAGVFVGLGLSGVVPTLHFMI 271 
MouseadnR1       CSPQPRLIYLSIVCVLG-ISAIIVAQWDR-FATPKHRQTRAGVFLGLGLSGVVPTMHFTI 287 
MouseadnR2       CNPQPCFIYLIVICVLG-IAAIIVSQWDM-FATPQYRGVRAGVFVGLGLSGIIPTLHYVI 298 
                                                                              
RTadnR1a         ------------------------TG---------------------------------- 283 
RTadnR1b         EEGFVKATTVGQMGWFYLMGAMYITGAGLYAARIPERYFPGKCDIWFHSHQIFHVLVVAA 349 
RTadnR2          TEGLLRATTMGQMGWLLLMATLYISGACIYAARIPERFFPGKCDIWFHSHQLFHVLVVAG 344 
ZebraadnR1a      ------------------------------------------------------------ 
ZebraadnR1b      AEGFVKATTVGQMGWFYLMGAMYISGAALYAARIPERYFPGRCDIWFQSHQIFHVLVVGA 349 
ZebraadnR2       AEGFLKATTMGQMGWLFLMAVLYITGACLYAARIPERFFPGKCDIWFHSHQLFHILVVAG 331 
MouseadnR1       AEGFVKATTVGQMGWFFLMAVMYITGAGLYAARIPERFFPGKFDIWFQSHQIFHVLVVAA 347 
MouseadnR2       SEGFLKAATIGQIGWLMLMASLYITGAALYAARIPERFFPGKCDIWFHSHQLFHIFVVAG 358 
                                                                              
RTadnR1a         ---------------------------- 
RTadnR1b         AFIHFYGVSNLQEFRYGLEGGCTDDTLL 377 
RTadnR2          AFVHFHGVSNLQAFRYAAGAGCEEEMPC 372 
ZebraadnR1a      ---------------------------- 
ZebraadnR1b      AFVHFYGISNLQEFRYGLEGGCTDDTLL 377 
ZebraadnR2       AFVHFHGVSNLQEFRYEAGGGCAENAV- 358 
MouseadnR1       AFVHFYGVSNLQEFRYGLEGGCTDDSLL 375 
MouseadnR2       AFVHFHGVSNLQEFRFMIGGGCTEEDAL 386 

図２．ニジマスアディポネクチン受容体の演
繹アミノ酸配列． 
 

図２に示したようにニジマスアディポネク
チン受容体には 1a，1b および 2の３タイプ
が発現しているようであるが，1a は C末が短
く，この点でゼブラフィッシュアディポネク
チン受容体 1a と類似していた．また，これ
らの相同性を比較すると表２のようになる． 
 
表２．ニジマス，ゼブラフィッシュおよびマ
ウスのアディポネクチン受容体の相同性 
 RTadnR1

a 

RTadnR1

b 

Zebraad

nR1a 

Zebraad

nR1b 

Mousead

nR1 

RTadnR2 Zebraad

nR2 

Mousead

nR2 

RTadnR1

a 

        

RTadnR1

b 

85        

Zebraad

nR1a 

90 90       

Zebraad

nR1b 

79 79 81      

Mousead

nR1 

63 78 80 78     

RTadnR2 52 62 70 63 66    

Zebraad

nR2 

51 77 70 67 70 77   

Mousead

nR2 

51 70 70 64 66 70 75  

 
タイプ1とタイプ2との間の相同性は50-60%
程度と比較的低かった．この点はゼブラフィ
ッシュやマウスの場合と類似していた． 
マウスアディポネクチン受容体が 7回膜貫通
型 GPCR であることが明らかになっているこ
とから，膜貫通予測を行ったところ，図 3に
示すようにニジマスアディポネクチン受容
体 1a は膜を 4回しか貫通しないものである
ことが明らかとなった．このことから，おそ
らくこの mRNA はタンパク質に翻訳されても
GPCR として機能しない可能性が推定された． 
 

図３．ニジマスアディポネクチン受容体 1a
の膜貫通予測． 
 
 
次いで，同様にニジマスアディポネクチン受
容体 1b について膜貫通予測を行った． 
 



 
図４．ニジマスアディポネクチン受容体 1b
の膜貫通予測． 
 
図 4に示すように，ニジマスアディポネクチ
ン受容体 1b は 7 回膜貫通型の典型的な GPCR
の特徴を示し，哺乳類アディポネクチン受容
体 1と同様に生理的な機能を果たしうると推
定された． 
さらに，ニジマスアディポネクチン受容体 2
についても膜貫通予測を行ったところ，図 5
に示すように 1b と同様な 7回膜貫通型の典
型的パターンが得られた． 
 

 
図５．ニジマスアディポネクチン受容体 2 の
膜貫通予測． 
 
これらのことから，ニジマスでも，哺乳類で
報告されているように，アディポネクチン受
容体が少なくとも 2つ存在していることが明
らかとなった．これらの体内分布については
現在検討中である． 
 
 以上のことから，ニジマスにおいても哺乳
類と同様にアディポネクチンによる代謝制
御システムが存在することが世界で初めて
明らかとなり，その機能を人為的に制御する
ことによってエネルギー代謝を調節する手
法の開発が可能であることが明らかとなっ
た（特許出願済：特願 2007-178082）． 
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