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研究成果の概要（和文）： アディポネクチン(ADPN)は脂肪細胞より分泌され、肥満、糖尿病と

関連する。血中 ADPN濃度が著しく低下した症例の DNA 配列を検討し、新規の一塩基多型(SNP)

を検出した。この新規 SNP は著明な ADPNレベル低下と関連するものの、疾患との関連は認めな

った。この新規 SNP は野生型と異なる単量体 ADPN を発現しており、組成解析の結果、ADPN の

病態生理的役割の解明には修飾部位解析やアミノ酸配列の検討が重要であることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： Adiponectin is an adipose tissue-specific collagen-like factor, 
and was previously reported to be associated with obesity and diabetes. A genetic 
investigation revealed one new polymorphism which more frequently showed lower 
concentrations of adiponectin, but not associated with hypoadiponectinemia-related 
diseases. This mutant protein showed a different oligomerization state of its monomer 
to the wild-type as determined by SDS page. The results of composition analysis suggested 
the importance of post-translational modifications analysis as well as amino acid 
sequences to clarification of pathophysiological role of adiponectin. 
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１．研究開始当初の背景 

脂肪組織由来生理活性物質（アディポサイ
トカイン）の一つであるアディポネクチン
(Acrp 30)は、脂肪組織に特異的に発現する
遺伝子 apM1（adipose most abundant gene 
transcript）の産物として 244 個のアミノ酸
より成る分泌蛋白である。その血中レベルと

肥満、糖尿病、インスリン抵抗性、動脈硬化
との関連が様々な研究により報告されてい
る。血中では三量体を基本構造として、これ
がさらに会合した多量体(高分子量・中分子
量・低分子量)を形成している。 
血中 Acrp 30 レベルが極度に低い症例を対象
に、Acrp30 の DNAをダイレクトシーケンスを
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行い新規 SNPを数個検出した。これらのうち、
transcription factorに影響を与えると考え
うる部位に共通して検出された新規 SNPに注
目し、検討したところ、mutation 群の血中
Acrp 30レベルは著明に低下していた。また、
この新規 SNPの mutation を有する者に、肥
満、糖尿病、冠動脈疾患の合併を認めなかっ
た。次に、Acrp 30の 3つのドメイン(Variable 
region、Collagen like domain、Globular 
domain)に特異的な抗 Acrp 30 モノクローナ
ル抗体を用いて SDS page を行ったところ、
mutationでは低分子量 Acrp 30 の形成を認め
ず、還元条件下での単量体(monomer)は野生
型や他の mutation とも異なっていた。これ
までに、高分子量 Acrp 30 の抗動脈硬化作用
についての検討は多いが、最小構成単位であ
る単量体 Acrp 30 については少ない。著明な
Acrp 30 レベル低下をもたらすが関連疾患を
発症させない新規 SNP を発見し、その単量体
に相違を見出した。すなわち、野生型と
mutation と一致して発現する単量体 Acrp 30
がその重要な生理的役割を有する可能性が
あることから、本研究を企画した。 
 
２．研究の目的 

(1)遺伝子解析研究を行い、血中 Acrp 30 レ
ベル・関連疾患を規定する SNPを同定する。 

 
(2)タンパクの組成解析として、非還元・還
元条件下での 2D Page により変異群と野
生・健常群を比較する。 

 
(3) MS/MS イオンサーチ法などを用いたプロ
テオーム解析により、多量体および単量体
Acrp 30 のタンパク同定とともに生理学的
結合を検討する。 

 
３．研究の方法 

(1)遺伝子解析研究:  
① DNAシークエンス： Acrp 30 レベルが

極度に低い症例の DNA について、ダイタ
ーミネーター法を用いて Acrp 30 遺伝子
の全長直接シーケンスを行った。 

② 関連解析(SNP解析)： SNP 検出のため
TaqMan PCR 法を用いて SNP タイピング
を行った。他施設の保有する一般住民集
団約 2000名を対象に、SNPと疾患との関
連を検討した。TaqMan でのタイピング
が不能な SNP については制限酵素断片
長多型(RFLP)に基づく PCR-RFLP を用い
た。 

 
(2) タンパク質の組成解析: 

二次元電気泳動(2D page):   MARS カ
ラム(Human-14)を用いて血清サンプル

をアルブミン・IgG 除去処理し、限外ろ
過にて濃縮した。その後、還元・加熱処
理を行い、脱塩、再溶解、タンパク定量
した。タンパク定量には、Bradford 法
を用いた。2D page でのスポット検出の
方法として、SYPRO Ruby 染色・銀染色と
ウェスタンブロットを行った。ウェスタ
ンブロットでの一次抗体には、市販のポ
リクローナル抗体と Acrp 30  Globular 
domainに特異的な抗 Acrp 30モノクロー
ナル抗体を用いた。Progenesis SameSpot
（nonlinear dynamics ）で比較解析し
た。 

 
(3) プロテオーム解析:  

銀染色した SDS-PAGE ゲルから、目的の
バンド(5 バンド分)を切り出した後、ゲ
ル片を脱色し、Trypsin 消化した。その
後、消化液のほぼ全量を LC-MS/MS 分析
に供した。分析により得られた MS/MS イ
オンから Mascot を用いてデータベース
検索を行った。 

 
４．研究成果 
(1)遺伝子解析研究:  
① DNA シークエンス： Acrp 30 レベルが

極度に低い症例の DNA について、イント
ロンを含む全長直接シーケンスを行っ
たが、Acrp 30 遺伝子の大きな Deletion/ 
Insertion(欠失/挿入)多型は検出しな
かった。 

② 関連解析： 今回検出した新規 SNP と疾
患との関連について、これまで見出され
た結果が他集団でも同様か検討した。他
施設との共同研究の体制を構築し、約
2000人の一般住民集団を対象に、SNPと
疾患との関連を検証して、同様の結果を
得た。すなわち、今回検出した新規 SNP
は著明な Acrp 30 レベル低下をもたらす
ものの、関連疾患を発症させないことを
再確認した。 

 
(2) タンパク質の組成解析: 
SYPRO Ruby 染色・銀染色を行い、変異群と野
生・健常群を比較したが、2 倍以上の発現差
異のあるスポットは検出できなかった(図 1、
2)。 
次に、2D page したのち、ポリクローナル抗
体を用いてウェスタンブロットを行ったと
ころ、両群に発現差異は認めなかった。 
さらに、2D page したのち、Acrp 30  Globular 
domain 特異的なモノクローナル抗体を用い
てウェスタンブロットを行っている(進行
中)。 
 



 

 

 
図 1: 野生・健常群の SYPRO Ruby 染色 

 

図 2: 変異群の SYPRO Ruby 染色 
 
(3) プロテオーム解析: 
LC-MS/MS 分析で、ヒットしたタンパク質を
抽出したが、目的とするタンパク質は検出で
きなかった。そこで、Acrp 30 のアミノ酸配
列と消化に用いたトリプシンを 1 つのプラ
イベートデータベースとし、分析により得ら
れた MS/MS イオンから Mascot を用いてプラ
イベートデータベース検索を行った。1 バン
ドが一致したものの、Ions score は極めて
低く、MS/MS スペクトルを確認したところ、
非常に小さいピークでの一致であった。 
サンプルの抽出方法が問題であると考え、次
に、アッセイ方法を変更してゲルろ過分析を
用いて再抽出している(進行中)。 
 
以上により、今回検出した新規 SNP と疾患と
の関連について再確認した。ポリクローナル
抗体を用いた 2D pageのウェスタンブロット
の結果から、Acrp 30 の病態性的役割の解明
には修飾部位解析やアミノ酸配列の検討が
重要であることを示唆する結果が得られた。
今後も命題の解明に向けた検討を進めてい
く。 
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