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研究成果の概要（和文）：Y2受容体（Y2R）のSNPsと血中HDL-C値が関連することを報告した。本研究でその関連機序を
検討した結果、HDL-C値が低くなるSNPを含む遺伝子を一過性導入すると培養肝細胞のHepG2では転写活性がみられた。
そこでHepG2でY2R拮抗薬の遺伝子発現への影響を検討した。マイクロアレイにより743、492種類のmRNAが各々1.5倍以
上増加、減少した。増加群は脂質代謝に関わる遺伝子、HDL代謝パスウェイを、減少群はコレステロール合成調節転写
因子SREBPシグナルパスウェイを含んでいた。以上よりY2R拮抗薬は特定のY2R SNPsを有する対象の脂質異常症改善薬と
なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We have previously reported the association between Y2R gene SNPs and plasma 
HDL-C levels. The present study was undertaken to clarify the mechanism of this association. Reporter 
with Y2R gene containing these SNPs were transiently transfected to various cell lines. Human liver cell 
HepG2 showed transcriptional activity of Y2R gene with the SNPs associated with lower but not higher 
plasma HDL-C.
 HepG2 contained DNA with these SNPs, so we tested the effect of Y2R antagonist BIIE0246 on gene 
expression. Microarray analysis revealed BIIE0246-induced up- and down-regulation (>1.5) of 743 and 492 
transcripts,respectively. Up-regulated genes were included in chylomicron remodeling and negative 
regulation of cholesterol/sterol transport, and also included in the pathway of HDL metabolism. 
Down-regulated genes were included in the pathway of SREBP signaling. These results suggest that Y2R 
antagonist may be a drug candidate for dyslipidemia in subjects with the specified Y2R SNPs.

研究分野：内分泌代謝学

キーワード： Y2 receptor (Y2R)　SNPs　HDL-cholesterol　HepG2　BIIE0246　マイクロアレイ　バイオインフォ-マ
ティクス
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１．研究開始当初の背景 
ストレスで肥満やメタボリック症候群
（MetS）が起こる分子機序は必ずしも明らか
ではない。ある種のストレスと高糖脂食が重
なると、単独に比し肥満が起こり易いことが
報告された１。ストレスは副腎の糖質コルチ
コイド産生や交感神経末端からのNPY放出を
促す。NPY は視床下部において、その受容体
ファミリーの１つ Y1 受容体を介して摂食促
進的に働くことはよく知られているが、この
報告ではストレス＋過食ではNPYが直接脂肪
組織に Y2 受容体（Y2R）を介して作用し、内
臓脂肪細胞肥大化や、その周囲の血管増生、
慢性炎症をきたすマクロファージ活性化な
どMetSの病態が起こることが示されている。
同様のことがヒトでも起こるかどうかは不
明である。私共は保健所での健診者 317 名に
承諾を得て、Y2R 遺伝子 SNPs のうち、日本で
のマイナーアリル頻度が 5％以上の SNPs と
MetS の関連性を検討した。特に転写調節領域
で認められる 2 箇所の SNPs の遺伝子型が
MetSの構成要素の一つである血中HDL-C値と
有意に関連したが、その機構は不明である２。
Y2R遺伝子転写調節領域の2つのSNPsは転写
開始点の上流 626bp にある rs6857530、上流
598bp にある rs6857715 である。対象でのア
リル頻度は rs6857530 で GG 29.8、GA 45.3、
AA 24.9％、rs6857715 で TT 27.6、TC 44.8、
CC 27.6%であった。血中 HDL-C 値と各 SNPs
の遺伝子型との関連性は多変量解析の結果、
性別、年齢、BMI、ウエスト周囲径、血圧、
血中トリグリセリド値、血中 LDL-C 値,空腹
時血糖値などの変数とは独立していた。興味
深いことに rs6857530 は Aでなく Gであれば
ストレス応答転写因子のSp1の結合配列とよ
り類似し、rs6857715 は T でなく C であれば
メチル化を受ける可能性があるCpGを含む配
列となる。したがって rs6857530 が GG なら
AA より、rs6857715 が TT なら CC より Y2R 発
現が高いと予想される。実際 rs6857530 では
GG が GA や AA より、rs6857715 では TT が TC
や CC より各々血中 HDL-コレステロール
(HDL-C)値がより低かった２。 
HDL は末梢組織から肝臓へのコレステロー
ル逆転送を行うが、それに伴って抗酸化、抗
炎症、抗アポトーシス、抗血栓、抗感染、血
管拡張などの多彩な役割が示唆されており、
動脈硬化のみならず、全身性エリテマトーデ
ス、関節リウマチ、炎症性腸疾患等の自己免
疫疾患でも血中 HDL-C 値が減少する３。血中
HDL-C 値と関連する遺伝子はゲノムワイド関
連解析で多くの SNPs が確認され４，５、コレス
テロールエステル転送蛋白 (CETP)、ATP 結合
カセット輸送体 A1 あるいは G1 (ABCA1、
ABCG1)、リポプロテインリパーゼ（LPL）、肝
リパーゼ（LIPC）、内皮リパーゼ（LIPG）な
どは特に関連性が高い。免疫細胞や血管内皮
細胞膜上のコレステロールは HDL によって
ABCA1 や ABCG1 を通して引き抜かれ、HDL の
レシチン・コレステロールアシルトランスフ

ェラーゼ（LCAT）でエステル化される。CETP
は HDL からコレステロールエステルを LDLや
VLDL にひき渡す。HDL は肝臓に直接的にはス
カベンジャー受容体タイプ BI(SR-BI)で取り
込まれる。これらの過程で未熟な HDL 粒子は
中間型 HDL3、成熟 HDL２へと変化する。また肥
満者の血中HDL-C値と脂肪細胞の発現遺伝子
群との関連解析においては内臓脂肪組織で
はなく、むしろ皮下脂肪組織で、特定の遺伝
子群で構成される2種類のモジュールが関連
していることが報告された６。 
以上より、ストレスで交感神経から放出さ
れる NPY が肝細胞、マクロファージ、樹状細
胞、T,B リンパ球などの免疫細胞、血管内皮
細胞、脂肪細胞などに作用し、Y2R 発現量に
応じて、血中 HDL-C 値を調節する分子群の発
現を変化させる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
Y2R 遺伝子の転写調節領域の 2SNPs が血中
HDL-C 値と有意に、また他の MetS の変数とは
独立して関連する分子機構は不明である。以
下の研究によりこの点を明らかにする。 
(1) 血中 HDL-C 値に関連する肝、免疫、血管
内皮、脂肪等の培養細胞で Y2R 遺伝子の転写
活性を各 SNP の遺伝子型毎に比較する。 
 
(2) 差異を認めた細胞に NPY 単独または Y2R 
拮抗薬を同時添加し、HDL 代謝に関連する分
子の遺伝子発現解析を行い比較する。 
 
機構解明により、低 HDL-C 血症や動脈硬化症
等の新たな診断・予防・治療法の進展が期待
できる。 
 
３．研究の方法 
(1) Y2R 遺伝子の当該 SNPsの各遺伝子型を含
む転写調節領域を各遺伝子型の血球DNAより
PCR で増幅し、ルシフェラーゼをレポーター
とする発現ベクターに組み込む。肝、マクロ
ファージ、脂肪、血管内皮など、Y2R を介し
て血中HDL-C値に影響を及ぼす可能性のある
分子を発現する細胞株を培養し、作成したベ
クターを一過性に発現させ、ルシフェラーゼ
活性を比較する。 
 
(2) SNPsの遺伝子型間で転写活性に差を認め
た細胞において、各 SNP の遺伝子型を含むオ
リゴ DNA と核抽出蛋白との結合性を electro 
mobility shift assay (EMSA) により比較す
る。DNA-核蛋白結合物が形成され、電気泳動
上シフトするかどうかを検討する。 
 
(3) 転写活性に差がみられた細胞を中心に
培養し、Y2R 拮抗薬 BIIE0246 の血中 HDL-C 値
に影響する可能性のある分子の遺伝子発現
量への影響をリアルタイム PCR で比較する。 
 
(4) 同様の培養細胞において、Y2R 拮抗薬
BIIE0246 の網羅的な遺伝子発現への影響を



マイクロアレイによって解析を行い、HDL 代
謝に関わる全体的な分子経路を解析し比較
する。 
 
４．研究成果 
(1) Y2R 遺伝子 SNPsの遺伝子型間での転写活
性の比較 
Y2R の発現が最も高くなると予想される
rs6857530GG/ rs6857715TTと最も低くなると
予想される rs6857530AA/ rs6857715 CC を
含む Y2R遺伝子上流をルシフェラーゼ発現ベ
クターに組み込み、培養ヒト肝細胞HepG2と、
ヒト単球細胞THP-1をホルボールエステルで
分化させたマクロファージ、脂肪前駆細胞
3T3-L1 をインスリン等含有カクテルで分化
させた脂肪細胞、ヒト血管内皮細胞 
（HUEhT-1）に各々一過性発現させて転写活
性を比較した。HepG2 では GG/TT が AA/CC に
比し有意に転写活性が高かった(ベクターの
みの対照との比率で GG/TT 4.90 vs. AA/CC 
1.48,P<0.05)。逆にマクロファージでは
GG/TT が AA/CC に比し有意に転写活性が低か
った(GG/TT 1.50 vs.AA/CC 2.72, P<0.05)７。
3T3-L1 から分化させた脂肪細胞および
HUEhT-1 細胞では差を認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1 Y2R 遺伝子上流 SNP rs6857530G＋rs685 
7715T(G+T) または rs6857530A+rs6857715C 
(A+C)を pGL3-Basicベクターに挿入し各細胞
に一過性導入の後、ルシフェラーゼ活性を比
較した。pGL3-Basic のみを導入した対照との
比率で表した。上段より HepG2,THP-1 よりホ
ルボールエステルで分化させたマクロファ
ージ、3T3-L1 よりインスリンを含むカクテル
で分化させた脂肪細胞の結果を示す。＊
P<0.05 vs.対照(文献７)  
 
(2) 転写活性に差がある場合の機序の検討 
GG または AA を含むオリゴ DNA をビオチンで
標識し、HepG2 核抽出蛋白と結合させたのち、
EMSA を行った結果、特異的なシフトバンドが
共通してみられた。さらに GG ではもう一つ
特異的なシフトバンドを認めた。ストレスで
上昇する転写因子 SP1 の結合予測配列に SNP 
GG は AA より近いため、この差が生じた可能
性も考えられた７。 
 
(3) Y2R 拮抗薬 BIIE0246 の遺伝子発現への影

響（リアルタイム PCR での比較） 
肝細胞 HepG2 の DNA を直接シーケンスしたと
ころ、血中 HDL-C 値が低くなる Y2R SNP をヘ
テロに含むことを確認した。そこで、血中
HDL-C 値に関与する肝細胞の蛋白を中心に、
Y2R拮抗薬であるBIIE0246を培養HepG2細胞
に添加し、遺伝子発現への影響をリアルタイ
ムPCRで検討した。アポリポ蛋白A1（ApoA1）、
ApoA1結合蛋白mRNA量は有意に変化しなかっ
た。また CETP、SR-B1、LIPC mRNA 量は BIIE0246
で減少傾向を示したが、非添加、NPY、BIIE、
NPY+BIIE 4 群間の差は有意でなかった８ 。 
 
(4) Y2R 拮抗薬 BIIE0246 の遺伝子発現への影
響（マイクロアレイでの比較）  
NPYを添加したHepG2細胞にBIIE0246添加の
影響を、マイクロアレイにより非添加と比較
したところ、54,675 プローブセットで各々
743、429 が 1.5 倍以上増加ないし減少した８。 
増加遺伝子群が有意に含まれたジーンオン
トロジー（GO）カテゴリーは３つの生物学的
過程、７つの細胞構成要素、１つの分子機能
であった（P<0.001）。この中で３つの生物学
的過程はキロミクロンリモデリング、コレス
テロール輸送の陰性調節、ステロール輸送の
陰性調節であった。また減少遺伝子群が有意
に含まれた GOカテゴリーは 44の生物学的過
程、11 の細胞構成要素、１つの分子機能であ
った（P<0.001）。さらに BIIE0246 によって
抑制された遺伝子群は 44 のパスウェイに含
まれ(P<0.01)、その中にはコレステロール合
成調節に重要な転写因子であるSREBPのシグ
ナルが認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ SREBP シグナルパスウェイ（WikiPath- 
way data base; WP1982）。BIIE0246 によって
減少した SAR1B, PI3K, PPARG, LSS 遺伝子発
現がこのパスウェイに含まれていた
（P<0.01）(赤丸)(文献 8)。 
 
一方増加した遺伝子群は 22 のパスウェイに
含まれ、その中にはビタミン B12/HDL 代謝パ
スウェイが認められた。 
 
以上の結果よりY2R阻害がコレステロール合
成の抑制や血中HDL-Cの上昇につながる可能
性がある。特定の Y2R SNP（rs6857530 GG ま
たは rs6857715 TT）を持つ対象の脂質異常症
や心血管病予防・治療に向けて、Y2R 拮抗薬



が有効な個別化医療につながる可能性が示
唆された。 
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