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研究成果の概要（和文）：メタボリック症候群においては、脂肪細胞由来の未知因子が副腎に直接作用しアルド
ステロン産生を促進し、肥満高血圧症の原因となっている可能性が考えられる。そこで我々は、マウス3T3-L1細
胞を脂肪細胞に分化させ、その培養上清をイオン交換クロマトグラフィーに供した後にLC-MS/MSを用いた質量分
析を行い、複数の候補因子を得た。現在shRNAを用いたノックダウンにて機能解析中である。本研究の遂行によ
り、これまで不明であった肥満高血圧の発症機序の分子的な理解に結びつくとともに、新たな創薬標的の提案や
診断に用いる新規バイオマーカー開発へと発展することが期待される。

研究成果の概要（英文）：Hypertension is a frequently observed complication among obese patients with
 metabolic syndrome. In this study, we aim to identify the undetermined adipocyte-derived factor(s) 
that stimulate aldosterone synthase gene (CYP11B2) expression and aldosterone secretion that may 
induce obesity-related hypertension. We first differentiated mouse fibroblast 3T3-L1 cells into 
adipocytes, and collected their supernatants. The supernatants were incubated with human 
adrenocortical carcinoma H295R cells, and their CYP11B2 mRNA expression was measured by quantitative
 PCR with reverse transcription. The supernatants were then purified by anion-exchange 
chromatography and were further fractionated by LC-MS/MS. We then identified several candidate 
proteins and are investigating their function by shRNA. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の遂行により、脂肪細胞由来の未知の液性昇圧因子の本態が初めて明らかとなるとともに新規創薬のター
ゲットが明確化されることから、本邦で2,700万人と推定されるメタボリック症候群・予備軍患者中に数多く存
在する肥満高血圧患者の診断・治療に大きな福音をもたらす事が可能となる。特に、肥満高血圧患者において顕
著な治療抵抗性高血圧に対しては、新規創薬・治療法の開発に向けて大きく貢献できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
メタボリック症候群は内臓脂肪型肥満を基盤として高血圧・高血糖・脂質異常が招来される疾
患である。本邦における同症候群の患者数は予備軍を含めて約 2,700万人と推定されており、患
者は健常人に比べて心血管病の死亡リスクが約 2 倍に増加することが報告されている。特に高
血圧発症率に関しては、肥満者は非肥満者に比べ約 3 倍であることに加え、肥満高血圧患者中
には 3 種類以上の降圧薬を服用しても目標血圧に達しない治療抵抗性高血圧が多く含まれる。
したがって、その治療法の開発は本邦のみならず世界全体の健康寿命の延伸にとって非常に重
要であると考えられる。高血圧の発症は主としてレニン-アンジオテンシン-アルドステロン系の
破綻が原因であるとされる。アルドステロンは強い昇圧因子であり、アンジオテンシンⅡが副腎
に働きかけ、アルドステロン産生を促進させることにより高血圧が惹起される。これに加えて、
脂肪細胞由来の未知因子が副腎に直接作用しアルドステロン産生を促進することも報告されて
いる。しかしながら、この肥満と高血圧を結びつける脂肪細胞由来液性因子は未だ同定されてお
らず、肥満高血圧の詳細な分子機序も不明のままである。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、生化学的な手法とゲノム編集技術を組み合わせた新たなアプローチによりこの
脂肪細胞由来昇圧因子を同定し、肥満高血圧の発症メカニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
研究は大きく下記の 2方向で進める。 
１） 生化学的アプローチ：マウス 3T3-L1細胞を脂肪細胞に分化させ、その培養上清をイオン交
換クロマトグラフィーに供し生化学的に分画する。アルドステロン合成酵素（CYP11B2）
誘導活性を評価することで活性画分を取得する。取得された画分を LC-MS/MSを用いた質
量分析を行い含まれるタンパク質群を網羅的に同定する。これらの中から分泌シグナル配
列を有するタンパク質を抽出し昇圧因子候補群とする。  

２） ゲノム編集を用いたアプローチ：新たに開発されたゲノム編集技術である VIKING 法
（Versatile non-homologous end joining-based knock-in module for genome editing）を
用いて、①で取得した候補因子群のそれぞれの遺伝子をノックアウトしたノックアウト細
胞ライブラリーを作製する。このノックアウト細胞ライブラリーのそれぞれの細胞の培養
上清の活性を評価することで昇圧責任因子を特定する。 

 
４．研究成果 
まず、マウス 3T3-L1細胞を脂肪細胞に分化させ、その培養上清の硫安沈殿を施行した後に
60％画分の透析を行った。透析後の画分を陰イオン交換クロマトグラフィーに供じ、グラ
ディエント溶出・限外濾過を施行した。得られた画分をヒト副腎由来 H295R細胞に添加し、
CYP11B2 mRNA発現を誘導しうる画分（B2、B3）をピックアップした。分化脂肪細胞の
培養上清画分 B2、B3と対照の未分化脂肪細胞の培養上清画分 N2、N3を採集し（下図）、
それぞれ LC-MS/MSに供じ、発現の差異の検討から得られた因子の中から、我々は複数の



候補因子を同定した。現在各因子のノックダウンを shRNAを用いて行い、その機能解析を
行っている。本研究の遂行により、これまで不明であった肥満高血圧の発症機序の分子的な
理解に結びつくとともに、新たな創薬標的の提案や診断に用いる新規バイオマーカー開発
へと発展することが期待される。 
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