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研究成果の概要（和文）：レジスチン様分子β（RELMβ）は血管内皮細胞に対し増殖活性・遊

走能亢進活性を示して血管新生（弱く破れやすい血管が増え、動脈硬化巣が破れすくなり心筋

梗塞や脳梗塞を生じやすい）を生じ、一方で内皮機能障害（血管をリラックスさせる反応が低

下すること）を来した。また実際に生体の中でも RELMβの濃度が上昇すると動脈硬化が進行

することが示された。国民的・世界的な疾病である心筋梗塞・脳梗塞などの動脈硬化性疾患に

レジスチン様分子が関与する可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Resistin like molecule beta (RELMβ) exhibited endothelial growth 
activity, migration activity, and angiogenesis progression, whereas endothelial dysfunction. 
Elevated serum RELMβ resulted atherosclerosis progression in vivo.  It was suggested 
that RELMβ was involved in pathogensis of atherosclerois, cause of global disease, such as 
myocardial infarction and cerebral infarction,   
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,100,000 0 2,100,000 

2008 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,200,000 330,000 3,530,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・循環器内科学 
キーワード：動脈硬化症、血管内皮機能、血管新生、RELMβ 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）インスリン抵抗性は、２型糖尿病、動
脈硬化の主要な原因であり、人類の死因の大
多数を占める脳梗塞や心筋梗塞といった、大
血管障害の発症の原因となる。様々なメカニ
ズムによりインスリン抵抗性が惹起される
ことが知られるが、近年、内臓脂肪より分泌

される分子が全身を循環し、臓器間ネットワ
ークとも呼ぶべき反応がインスリン抵抗性
やそれに起因する動脈硬化に重要であるこ
とが明らかとなり、メタボリック症候群とい
う新概念が規定されたが、インスリン抵抗性
の改善、あるいは大血管障害の予防のため、
これら分泌タンパクとインスリン抵抗性、あ
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るいは動脈硬化との関連に関する研究は世
界的にも、創薬の分野を含めて競争が激しい
研究領域である。その中でレジスチンは、脂
肪細胞より分泌され、肝でのインスリン抵抗
性や糖脂質代謝異常をもたらすことが示唆
されている。またヒトで動脈硬化との関連も
示唆されている。そのレジスチンはマウスで
アイソフォームが3種同定されており、それ
ぞれREsistin-Like Molecule（RELM）α、 β、
 γと命名されている。そのうちRELMβのみが、
ヒトに存在することが確認されている。
RELMsはレジスチンと同様血液中を循環する
ことが知られており、レジスチンとは発現臓
器が異なり、また発現の制御機構も異なって
いる。 
（２）我々のグループでは、RELMβが高脂
肪食負荷や db/db マウスなどで発現量が増加
していることを発表し、さらに私は 2005 年
には RELMβ過剰発現マウスの解析によって、
RELMβによる長期刺激によって糖尿病・高
脂血症・脂肪肝といったメタボリック症候群
様の表現形を呈し、インスリン抵抗性が生じ
ていることを突き止めた。すなわち、RELMβ
は栄養の吸収や、外界との免疫防御にとって
重要な場である腸管でのみ発現し、食事や腸
管の炎症によりその発現が制御されること
が知られているため、食事や腸管の状態（感
染症などの炎症を含む）が RELMβを介して
インスリン抵抗性に影響する、というメカニ
ズムが想定された。 
（３）一方、インスリン抵抗性を惹起する因
子は、動脈硬化をも惹起することが多く、
RELMβも糖尿病・高脂血症などの発症を介
して動脈硬化に影響することが容易に想像
されるが、インスリン抵抗性に関与するアデ
ィポサイトカインであるアディポネクチン
や TNFα、レジスチンはそれ単独でも血管に
対して直接的に動脈硬化に関連することが
知られており、RELMβが動脈硬化性の変化に
対して直接的な影響があるかどうかを検証
していくことは医学的研究として極めて重
要なテーマと考えられる。Preliminary には
RELMβ過剰発現マウスでは若干血圧が高い
ことや、血管の収縮性が強いことを確認して
おり、血管に対して何らかの作用があると考
えられる。 
２．研究の目的 
（１）RELMβが動脈硬化に関連するメカニ
ズムを詳細に解析する。動脈硬化の病態に関
して重要な役割を果たす血管内皮細胞とマ
クロファージを中心に解析を進める。まず、
単離したマウスの血管による Aortic ring 
assay を行い、RELMβによる血管内皮の血管
形成能への影響に関して解析する。さらに、
単離したマウス血管内皮及び HUVEC（ヒト
臍帯静脈上皮細胞）細胞に RELMβを投与し
て、血管内皮機能への影響を解析する。主な

解析対象は、細胞の遊走能、eNOS など血管
内皮の機能に関連する。また、マクロファー
ジを単離し、RELMβを投与した際の、マク
ロファージの血管内皮への遊走・接着能の変
化や、遺伝子発現変化に関しても探索してい
く。これら細胞レベル(in vitro)、あるいは単
離血管(ex vivo)でのデータを集積するのに加
え、in vivo での RELMβの作用を検討するた
め、RELMβ過剰発現マウスと、RELMβ発現
アデノウイルスを用いて、RELMβの血管カフ
障害モデルにおける血管内膜肥厚に対する
影響を検討する。 
（２）上述のようにマウスでの RELMβの作
用が糖尿病・動脈硬化に重要であることは明
らかとなりつつあるので、ヒトで RELMβが
糖尿病や動脈硬化症にとって重要であるか
を検討する。ここでは RELMβの生理的な範
囲の変動でどの程度インスリン抵抗性や動
脈硬化に影響するか、という点が重要である。
したがって RELMβの血中濃度に関してはこ
れまでウエスタンブロットにより検討して
いるが、より定量性の確かな RIA や ELISA
の 系 が 確 立 さ れ る 必 要 が あ り 、
humanRELMβのモノクローナル抗体を作成
して血清 ELISA の系を確立していく予定で
ある。完成後、ヒトで RELMβの血中濃度の
変動と、インスリン抵抗性状態、また動脈硬
化による疾病の発症率を調査し、RELMβが
病態を反映し、予後予測につながるかどうか
を検討する。また、頚動脈の内膜肥厚の程度
と血中 RELMβの濃度の相関についても検討
する。 
３．研究の方法 
（１）①in vitro(細胞レベル)実験 

HUVEC(ヒト臍帯静脈血管内皮細胞)及び
EOMA cell(マウス血管内皮由来細胞系列)、
また RAW264（マウス単球様細胞系列）、マ
ウスより単離したマクロファージを用いた
MTT アッセイ、BrdU 取り込みアッセイ、
scratch migration assay 、 membrane 
invasion assay により、RELMβ投与による
細胞の増殖能、遊走能の変化を見る。またこ
れらの細胞に RELMβを投与した際の細胞内
シグナル伝達をウエスタンブロットなどの
手法で解析する。mRNA を抽出し、血管内皮
の機能に関与する遺伝子の転写調節に関し
ても検討する。 

②ex vivo(単離血管)実験 
単離した大動脈を用いての Aortic ring 

assay。Aortic ring assay は血管をリング状
に単離しコラーゲンマトリクス内で三次元
培養を行うもので、新生血管の本数、長さな
どが血管形成能の指標として有用である。 
③in vivo(動物)実験 
カフ障害モデルを用い、RELMβ過剰発現

マウスとその同胞マウスにおいて、カフ障害
による内膜肥厚の程度が増加するか検討す



 

 

る。内膜肥厚の比較のための染色には Elastica 
van Gieson 染色、染 CD31 抗体、抗平滑筋抗
体、抗マクロファージ抗体などを用い、血管
の構成細胞の染め分け、マクロファージの浸
潤に関しても検出していく。 
（２）ヒト RELMβの血清 ELISA システムの
作成 
すでにヒト RELMβに対するウサギポリク

ロナル抗体は作成し、マウスモノクロナル抗
体は一次スクリーニングですでにヒト
RELMβに反応する抗体を分泌するハイブリ
ドーマを得ており、現在クローニング中であ
る。このハイブリドーマをヌードマウス腹腔
に注射して腹水よりモノクロナル抗体を回
収・精製する。モノクロナル抗体完成の後、
血清 ELISA システムの開発を行う。NUNC
社の蛋白高結合性プレートに、作成した
RELMβモノクロナル抗体を結合させ、ブロッ
キングの後、血清を加え、RELMβモノクロナ
ル抗体と反応させた後にさらにウサギポリ
クロナル抗体を結合させるサンドイッチ
ELISA の方法を用いる。なお、検出には化学
発色では感度不十分となる可能性が考えら
れ、蛍光発光を利用したシステムも検討する。
きる。 

健常者・糖尿病患者・冠動脈疾患などの
動脈硬化を有する患者血清でのRELMβレベ
ルの比較 

作成したヒトRELMβの血清ELISAシステ
ムを用いて当研究所附属病院患者を対象に
血清RELMβを測定する。入院患者においては、
協力の得られた場合には診療上必要な頻回
採血時に合わせて血清を採取し、食事による
血清RELMβの変動を測定していく。また、外
来患者に関しては、血清サンプリングに関し
ては当研究所附属病院通院中の患者（4000人
程度）の中からランダムに対象を絞り、健常
人と糖尿病患者・冠動脈疾患患者との比較を
行う。統計的手法としては重回帰分析を行う。
回帰因子としては、年齢、性別、体重、糖尿
病の有無、冠動脈疾患の有無、血清脂質コン
トロール、血圧、血清hsCRPの値、血清アデ
ィポネクチンの値、血清レジスチンの値、血
清IL-6の値、使用中の薬剤といった既知のイ
ンスリン抵抗性及び動脈硬化関連因子とさ
れている因子と比較してRELMβが独立した
（あるいは薬剤などと連動した）インスリン
抵抗性あるいは動脈硬化増悪因子であるか
どうかを検討する。さらに、平成19年度～平
成20年度の間に当研究所附属病院では動脈
硬化の指標を調べるための検査の一つとし
て比較的さかんに行われている頚動脈超音
波検査を施行した患者について、血清RELMβ
と頚動脈の内膜肥厚やecho lucency(脳血管障
害のリスクファクターとされる)の有無との
相関を調査する。 
４．研究成果 

（１）①in vitro(細胞レベル)実験 
HUVEC 及び EOMA cell、RAW264 につ

いて検討したところ、MTT アッセイ、BrdU
取り込みアッセイでは HUVEC 以外で
RELMβによる増殖活性が認められた。
scratch migration assay 、 membrane 
invasion assay ではすべての細胞系列で
RELMβ投与による遊走能の亢進を認めた。
またこれらの細胞に RELMβを投与した際の
細胞内シグナル伝達をウエスタンブロット
した場合に、ERK-1/2、p38、JNK のリン酸化
を 生 じ 、ま た 血管 内皮 細 胞の 系 では
eNOSSer1177 はリン酸化は低下、eNOSThr475
のリン酸化は亢進していた。さらに、NO 産
生は RELMβ投与で抑制されていた。すなわ
ちRELMβによって血管弛緩反応が抑制され
ることが示唆された。マクロファージ細胞系
列に対しては逆に NO 産生は亢進しており、
また炎症性サイトカインの分泌（TNFα、
IL-6）亢進を認めた。 

②ex vivo(単離血管)実験 
単離した大動脈を用いての Aortic ring 

assay では、新生血管の本数、長さともに
RELMβを投与すると増加していた。RELM
βの持つ細胞遊走能の亢進と炎症惹起の影
響と考えられた。 
③in vivo(動物)実験 
カフ障害モデルを用い、RELMβ過剰発現

マウスとその同胞マウスにおいて、カフ障害
による内膜肥厚の程度が増加するか検討し
たところ、RELMβ過剰発現マウスでは内膜の
肥厚を生じ、血管平滑筋細胞の明らかな増生
と炎症細胞浸潤を認めた（下図）。また、マ
イクロアレイを用いた検討によれば、RELM
β過剰発現マウスでは動脈壁で粥状動脈硬
化を誘導する遺伝子プロファイルを示した
（下表）。 
（２）ヒト RELMβの血清 ELISA システムの
作成 

マウスモノクロナル抗体はヒト RELMβに
反応する抗体を得られたが、ELISA 開発を行
った。RELMβ自体の検出はサンドイッチ
ELISA により行うことができたが、バックグ
ラウンドが高値となってしまう問題がある
ために、様々な方法（交代濃度の検討、ブロ
ッキング剤の選択やゲル濾過による抗体の
再精製）により解決を図ったが難しく、商業
化には至っておらず、開発を続行中である。
そのため、当研究所附属病院患者を対象にし
た血清 RELMβの測定に関しては当研究所附
属病院の倫理委員会は通過し、血清保存とデ
ータの収集にとどまっているが、データ収集
を含めて続行中である。一部のプロジェクト
については、現在投稿中である。 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

これら全体の結果の公表については、さらに
ヒトでの検討を加えるなどしており、
2009-2010 に公表できる予定である。
本プロジェクトが完遂されることで動脈硬
化の発症メカニズムの一端を明らかに出来、
ひいては抗動脈硬化薬の創薬にもつながる
と考えられる。
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