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研究成果の概要（和文）： 
レジスチンはインスリン抵抗性を惹起するアディポサイトカインであり、糖尿病や動脈硬
化において重要な役割を演じていると考えられている。また、その血中濃度は遺伝子に強
く支配されているため、遺伝因子と疾病の関連を探る絶好の研究対象でもある。本研究は、
血中レジスチンを超高感度で測定するために、マウスモノクローナル抗体を樹立した。一
般住民検診2000名の血中レジスチンを測定することで、遺伝因子と環境因子の両面から、
糖尿病と動脈硬化の発症を解析することが可能となる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Resistin is one of the adipocytekines which induces insulin resistance and is thought to 
play an important role in diabetes and atherosclerosis. Human resistin serum 
concentration in the serum is critically determined by genomic polymorphisms, so it is 
an attractive target studying the relationship between gene and disease. To measure 
resistin concentration in higher sensitivity, we established anti human resistin 
monoclonal clones. We can analyze the underlining mechanism of diabetes and 
atherosclerosis from the point of genetic factor and environmental background. 
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病、動脈硬化などの病態においては、
アディポサイトカインの多量体が臨床的に
重要な意味合いを持っている。しかしながら、

現在市販されているレジスチン測定キット
は、単量体,多量体を判別できない。 
 また、現在市販されているヒトレジスチン
ELISA キットの測定限界は 1ng/mL 前後で
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あり、アッセイには血清 20μL 以上を必要と
する。我々は、一般歯科医院受診患者におけ
るインスリン抵抗性とアディポサイトカイ
ンの解析を目指しているが、歯科医院での採
血は事実上不可能である。このため、指尖採
血サンプルからの解析が必要となるが、橋田
らが開発した方法を応用することで、通常の
ELISAよりも 1000倍増感できる点に着目し
た。超高感度 ELISA 系を確立できれば、指
尖血のみならず、歯肉溝浸出液に含まれる微
量レジスチンを測定し、慢性歯周炎が全身の
インスリン抵抗性に与える影響を解析する
ことが可能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、インスリン抵抗性を惹起するアデ
ィポサイトカインとして世界的に注目され
ているレジスチンの臨床診断に必要な、ポリ
クローナル抗体と単量体/多量体特異的モノ
クローナル抗体の作成、およびこれらの抗体
を用いた全自動分析装置用超高感度 ELISA
キットの開発を目的として立案した。 
 
３．研究の方法 
(1) 無細胞蛋白質合成システムによる転
写・翻訳 
小麦胚芽発現用ベクターに His 標識もしく
はGST融合蛋白質としてヒトレジスチンcDNA
をサブクローニングし、愛媛大学総合科学研
究支援センターに設置されている全自動無
細胞蛋白質合成システムを用いて、各種蛋白
質の転写・翻訳を行った。His 標識蛋白質は 
Ni-NTA カラムで精製、GST 融合蛋白質は
glutathione sepharose 4B カラムで吸着の後、
precision protease で目的蛋白質を切断・分
離した。 
(2) 単量体・多量体特異的ポリクローナル抗
体の作成および特異性の評価 
1 で得られた精製レジスチンを用いて、マウ
スを免役し、モノクローナルクローン株を樹
立した。反応性および競合試験による特異性
を市販抗体と比較検討し、優れた抗体クロー
ンを選出する。次に、橋田らの方法(徳島文
理大学研究紀要, 第 77 号, 19, 2009)を用い
て、超高感度ヒトレジスチン ELISA 測定系を
確立する。 
(3) 一般住民健診サンプルの測定およびレ
ジスチンと生理学的パラメータ・環境因子と
の関連の解析 
平成 22 年度から愛媛県東温市において実施
されている、一般地域住民を対象にした東温
スタディのサンプル、約 1500 名の血清を新
規に開発した超高感度ヒトレジスチン ELISA
測定系を用いて測定する。東温スタディでは、
受診者全員に、身体測定、血圧、家庭血圧、
脈波、家庭血圧、睡眠時無呼吸検査、自律神
経検査、加速度計による活動度記録、摂取栄

養記録、75g OGTT を実施しており、超高感度
で測定した血清レジスチン値と各種生理学
検査、環境因子との関連を詳細に解析するこ
とができる。 
(4) 一般歯科医院を受診した慢性歯周炎患
者の血中および歯肉溝浸出液中におけるレ
ジスチンの解析 
平成 23 年度から、愛媛県歯科医師会の協力
により、一般歯科医院 20 施設との臨床共同
研究を行っている。これまでは、簡易血糖測
定器を用いた随時血糖を解析してきた。平成
24 年度からは、指尖穿刺による濾紙採血、お
よびストリップを用いて歯肉溝浸出液を回
収し、超高感度ヒトレジスチン ELISA 測定系
を用いて、血中、歯肉溝浸出液中のレジスチ
ン値を測定する。合わせて、インスリンも測
定することで、世界で初めて一般歯科外来受
診者のインスリン抵抗性とアディポサイト
カインの解析が可能となる。 
 
４．研究成果 
(1) ヒトレジスチン全長 cDNA を発現ベクタ
ーにクローニングし、小麦胚芽を用いて蛋白
発現を行った。蛋白合成にはセルフリーサイ
エンス社の小麦胚芽を用い、医学部コアラボ
研究センターの合成装置により自動合成を
行った。野生型, GST 融合型の２種類で発現
を行い、合成・精製条件を種々検討したが、
可溶性が低く充分な収量が得られず、また一
部蛋白分解も認められた。このため合成方法
を当初の計画から変更し、IRES を有した GFP
とヒトレジスチンの共発現ベクターをレン
チウイルスを用いて、HEK293T 細胞へ遺伝子
導入した（レジスチンは N末端にシグナルペ
プチドを有しているため、細胞外に分泌され
る）。導入細胞株に対して、計 4回の FACS を
連続して施行し、GFP 発現強度の高い細胞集
団を得た。培養液 DMEM/10%FCS 下で拡大培養
した後に、無血清培地へ変更し、3 日間にお
よぶ培養後にその上清を回収した。レジスチ
ンは野生型および C末端ヘキサヒスチジン標
識型の 2種類を発現させ、それぞれイオン交
換クロマトグラフィー・ゲルクロマトグラフ
ィー、His TRAP アフィニティークロマトグ
ラフィーにより精製した。 
(2) 精製レジスチンをマウスに免疫し、腸骨
リンパ節からリンパ球を回収、細胞融合後に
ヒスチジン標識型レジスチンをコーティン
グした 96 穴プレート上で、クローニングを
施行した。 
 平成２２年度に得られたクローンのうち、
ELISA のサンドイッチ法に使用可能な組み合
わせを検討したが、十分な感度が得られなか
った。そこで、再度マウス免疫を実施した。
モノクローナル抗体のスクリーニングには、
前回の GST融合ヒトレジスチンではなく、His
標識ヒトレジスチンを固相化した９６穴プ



 

 

レートを用いることとした。十分な吸光度が
得られた 0.3μg/ml の固相化濃度で、ELISA
スクリーニングを実施したところ、合計１３
種の陽性クローンを得た。次に、抗体の特異
性を確かめるために、競合試験を実施した。
競合因子としては、His 標識ヒトレジスチン
および小麦胚芽にて翻訳した GST融合ヒトレ
ジスチンを使用した。競合因子による十分な
抑制が認められたクローンは、１３クローン
のうち１クローン(3E11)だけであったが、市
販されている抗ヒトレジスチンマウスモノ
クローナル抗体に比較すると吸光度は低く、
3E11 の親和性は優れたものではないことが
予想された。 
 今回の免疫では、マウス３匹に免疫を施行
したが、第５回免疫後にこのうち２匹が死亡
したため、残り１匹はブーストを行うことな
く、脾臓細胞を回収し、細胞融合を行った経
緯がある。2 匹の死亡原因は明らかではない
が、抗レジスチン抗体がマウスに対して何ら
かの糖代謝異常を引き起こした可能性があ
る。親和性の高い良質なモノクローナル抗体
樹立を目指すため、第三回目のマウス免疫を
実施した。今回は、コンプリートアジュバン
トによる初回免疫の後、インコンプリートア
ジュバントによる 2回目の追加免疫、未処理
抗原による３回目の追加免疫を行い、その後
細胞融合を実施するプロトコルに変更して
いる。 
(3) 平成２１年度から、東温市で実施してい
る臨床疫学前向き調査「東温スタディ」では、
平成２３年度までに１５００名のサンプル
回収が終了し、今夏で合計約２０００名の血
清サンプルと各種血液生化学、循環器検査、
睡眠時無呼吸検査、ライフコーダによる活動
度評価、自律神経検査、栄養調査、生活習慣
アンケート結果が揃う予定である。これらの
サンプルを用いて、超高感度 ELISA による血
中レジスチン測定、およびインスリン抵抗性
と環境因子との関連性の解析が可能となる。 
(4) 平成２２年度から実施している、愛媛県
歯科医師会との共同臨床研究では、県内２０
施設の歯科医院の協力により、研究が進んで
おり、これまでに７２０名の外来患者の随時
血糖値測定を実施した。これらの患者を対象
に、指尖部からの濾紙採血、歯肉溝浸出液を
回収し、空腹時血糖、空腹時血中インスリン、
血中レジスチン、歯肉溝浸出液レジスチンを
定量することで、慢性歯周炎進行度とインス
リン抵抗性の関連を解析する。 
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