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慶應 医 学 ・82(2):T39～T54,2005

学 位 論 文

若年非糖尿病肥満患者における肥満 ・糖尿病関連遺伝子

resistinの 血 中濃 度 と遺 伝 子 多 型 の検 討

慶應義塾大学医学部内科学教室

  (指導:猿 田享男教授)

  東   宏一郎

(平成16年5月13日 受付)
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背  景

 イ ンス リ ンは血 糖 降 下 に働 く唯 一 の ホ ル モ ンで あ る.

血 糖 に応 じた膵 臓 か らの イ ンス リ ン分 泌 と,イ ンス リ ン

作 用臓 器 で あ る筋 肉 ・肝 臓 な どで の イ ンス リ ン感 受 性 が

バ ラ ンス され る こ と に よ って ,血 糖 値 は正 常 に維 持 され

る.イ ンス リ ン分 泌 ま た は イ ンス リ ン感 受 性 の 低 下 に よ

り両 者 の バ ラ ンスが くず れ る と,高 血 糖 と な り糖 尿 病 を

発症 す る.最 近 の 急 激 な糖 尿 病 患 者 の 増 加 の 原 因 の 一 部

は,肥 満 人 口 の 増 加 で説 明 され る1).肥 満 に よ りイ ン ス

リン抵 抗 性 が増 大 し,相 対 的 な イ ンス リン作 用 不 足 を生

ず るた あ と考 え られ て い るの で あ る.

 肥 満 とイ ンス リン抵 抗 性 が 関連 す る機 序 と して,脂 肪

組 織 か ら分 泌 され るサ イ トカ イ ンが注 目 され て い る.従

来,脂 肪 組 織 は単 な るエ ネ ル ギ ー貯 蔵 庫 と考 え られ て い

た.し か し,遺 伝 子 解 析 か ら実 際 に はそ の 発現 蛋 白の約

20-30%が 分 泌 蛋 白 で あ り2),摂 食 抑 制 に働 くleptin,

イ ンス リ ン抵抗 性 改 善,抗 動 脈硬 化 に働 くadiponectin,

逆 に イ ン ス リ ン抵 抗 性 を 惹 起 す るtumor necrosis

factor一α(以 下TNF一 αと 略 す), interleukin-6(以 下

IL-6と 略 す),血 栓 形 成 に 関 係 す るplasminogen acti-

vator inhibitor・1(PAI-1)な ど を分 泌 す る生 体 最 大 の ホ

ル モ ン臓 器 で あ る こ とが 明 らか に な っ た.こ れ ら脂肪 組

織 由 来 の サ イ トカ イ ンは 総 称 してadipocytokineと 呼

ば れ,肥 満 に よ り 脂 肪 組 織 が 増 大 し た 結 果,

adipocytokineの 発 現 が 変 化 す る こ とが,イ ンス リ ン

抵 抗 性 に っ な が る と考 え られ て い る3),

 Resistinは マ ウ ス に お い て,イ ン ス リ ン抵 抗 性 改 善

薬 の チ ア ゾ リジ ン系薬 剤 で 発 現 が 抑制 され る遺 伝 子 の ク

ロー ニ ング に よ り発 見 され たadipocytokineで あ る4).

脂 肪 細 胞 の成 熟 や,マ ウス の 肥 満化 で 発現 が増 大 し,リ

コ ン ビナ ン ト投 与 で イ ンス リ ン抵抗 性 を惹 起 し,抗 体 投

与 で イ ンス リン抵 抗 性 を改 善 す る こと も同時 に示 され4),

肥 満 と イ ンス リン抵 抗 性 を結 び付 け る ホ ル モ ン と考 え ら

れ て い る.当 初 は,肥 満 モ デ ル マ ウ ス でresistin mes-

senger RNA(以 下mRNAと 略 す)発 現 が低 下 す る こ

と や5),マ ウ ス 白 色 脂 肪 細 胞 株 で あ る3T3-L1細 胞 で み

た イ ンス リ ン,糖,ス テ ロ イ ドの投 与 に対 す るresistin

発 現 の変 化 は報 告 に よ り異 な る こ とか ら,そ の意 義 に は

不 明 の 部 分 が 多 か った6).し か し最 近 に な り,resistin

が イ ンス リ ンに よ る肝 臓 の糖 新 生 の 抑 制 を 阻 害 す る7),

骨 格 筋 に お け るglucose transporter-4(GLUT-4)非 依

存 性 の糖 と り こみ を 阻 害 す る8)など,イ ンス リン抵 抗 性

改 善 の機 序 に関 す る報 告 が な さ れ,ま た生 理 的 な血 糖 調

 本 論 文 はAzuma K, Katsukawa F, Oguchi S, Murata M, Yamazaki H, Shimada A, Saruta T:Correlation between serum

resistin level and adiposity in obese individuals. Obes Res l l:997-1001,2003の 一 部, Azuma K, Oguchi S, Matsubara

Y,Mamizuka T, Murata M, Kikuchi H, Watanabe K, Katsukawa F, Yamazaki H, Shimada A,5aruta T:Novel resistin

promoter polymorphisms:association with serum resistin level in Japanese obese individuals. Horm Metab Res 36

564-570,2004の 一 部,東 宏 一 郎,勝 川 史 憲,小 口 修 司,佐 々 木 誠 一,小 熊 祐 子,成 田 和 穂,木 下 訓 光,石 田 浩 之,大 西 祥 平,

山 崎 元,島 田 朗,猿 田 享 男:肥 満 者 に お け る レ ジ ス チ ン と運 動 耐 容 能 の 検 討.日 本 臨 床 ス ポ ー ツ 医 学 会 誌12:260-265,2004

の 一 部 お よ びNCBI SNP database rs3219175-3219178(ss4480589-4480592)を 含 む .
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節 へ の 関与 も示 され9),Steppanら の報 告4)の 裏 付 け が

な され っっ あ る.

 一 方,ヒ トで のresistinの 意 義 に は不 明 な点 が多 い.

ヒ トで も,脂 肪 組 織 中 のresistin mRNAが イ ンス リ ン

抵 抗 性 指 数 と 関 連 す る報 告 や10),resistin mRNAが 大

腿 脂 肪 に比 べ 腹 部 脂 肪 に多 く含 まれ,resistinと 中心 型

肥 満 や イ ンス リン抵 抗 性 と の 関 連 を 示 唆 す る報 告ii>, iz)

が あ る.し か し,遺 伝 子 お よ び 蛋 白 レ ベ ル で ヒ ト

resistinと マ ウ スresistinの 相 同 性 は60%に す ぎず13),

そ の機 能,発 現 部 位 が 大 き く異 な る可 能 性 も指 摘 さ れ て

い る'4).ま た ヒ トで のresistinの イ ンス リ ン抵 抗 性 改 善

メ カ ニ ズ ムの 報 告 は な く,resistinと 肥 満,イ ンス リン

抵 抗 性 と の 関 連 を 否 定 す る 報 告 や'5)・16),ヒ トで は

resistinは 脂 肪 細 胞 よ り単 球 系 細 胞 で 主 に発 現 して い る

とす る報 告 もあ る15)'16)'17)'18)'19).
/

 Resistin遺 伝 子 多 型 に っ い て は,糖 尿 病 患 者 と非 糖

尿 病 者 の間 で の多 型 頻 度 の比 較 が行 わ れ て お り,差 が あ

る とす る報 告20)21),な い とす る報 告22)・23)・24)があ る.ま

た遺 伝 子 多 型 と,空 腹 時 血 糖 ・イ ンス リンよ り求 め られ

る イ ン ス リ ン抵 抗 性 指 標 と の 関 連22)・25),body mass

index(以 下BMIと 略す)と の 関連26)も報 告 され て い る.

 本 研 究 で は,イ ン ス リ ン抵 抗 性 に関 して75g糖 負 荷

試 験 に よ る食 後 血 糖 ・イ ンス リンの評 価,体 組 成 に 関 し

て水 中体 重 秤 量 法 を用 い た体 脂 肪 率 ・体 脂 肪 量 の評 価,

お よ び腹 部CTス キ ャ ンを用 いた 体脂 肪 分 布 の 評価 な ど,

対 象 の 表 現 型 を よ り詳 細 に 検 討 した うえ で,resistin遺

伝 子 多 型 の 探 索,resistin血 中 濃度 の 測 定 を行 い,表 現

型 との 関 連 を検 討 す る こ とを 目的 と した.上 記resistin

遺伝 子 多型 と表 現 型 の 関連 は,非 糖 尿 病者 で 関連 が 強 い

こ と22)・26),肥満 者 で 関 連 が 強 い こ と20)・22)が示 唆 さ れ て

お り,本 研 究 で は非 糖 尿 病 肥 満 患 者 を対 象 と した.さ ら

に,一 部 の症 例 で は,1.5年 の食 事 と運 動 に よ る介 入 前

後 の 長軸 的検 討 や運 動 耐 容 能 の検 討 もあ わ せ て 行 った.

対  象

 対象 は当院肥満外来通院中の日本人男女70名(男

36/女34)で ある.全 例,無 投薬の症例で,75g糖 負

荷試験を施行 して糖尿病でないことを確認 した.ま た,

事前に十分な説明と同意によるインフォーム ドコンセン

トを得た.

1.Resistin血 中濃度の臨床的検討 は,再 診患者を除

  いた64名(男31/女33)を 対象 とし,非 肥満者

  15名 とも比較 した.64名 中35名(男17/女18)

  で,食 事 と運動による介入前後の長軸的検討を行い,

 64名 中38名(男13/女25)で,運 動耐容能 との

 関連を検討 した.

2.Resistin遺 伝子の解析を,70名 中60名(男30/

 女30)で 行 い,対 象をインスリン抵抗性指数をも

  とにイ ンス リン感受性群 とインスリン抵抗性群各

 30名 にわけて比較 した.遺 伝子解析研究は慶慮義

 塾大学医学部倫理審査委員会で承認を得た.

方  法

1.Resistin血 中 濃度 の 臨 床 的検 討

体 組 成 お よ び体 脂 肪 分 布

 体 組 成 は,水 中体 重 秤 量 法(AD-6204;A&D社,東

京)を 用 いて 評 価 した.す なわ ち,水 中 体 重 よ り体 密 度

を 求 め,下 記 に示 すBrozekの 式 よ り体 脂 肪 を算 出 した.

  体 脂 肪 率(%)=(4.570/体 密 度 一4.142)×100

 腹 部 体 脂 肪 分 布 は,月 齊部 レベ ル で の腹 部CTス キ ャ ン、

を 用 いて 評 価 した.す なわ ち,騰 高 部 レベル の 断 面 の 脂

肪 面 積(-150～-50Hounsfield units)を 内 臓 脂 肪 と

皮 下 脂 肪 にわ けて 求 め た.

イ ンス リ ン感 受 性 の評 価 お よ び各 種 血 液 指 標

 180分 の75g糖 負 荷 試 験 を全 例 に行 い,血 糖,血 中

イ ンス リン(IRI)を そ れ ぞ れ0,30,60,90,120,

180分,0,30,60,120,180分 に測 定 し,イ ンス

リ ン感 受 性 を評 価 した.平 均 血 糖 と平 均IRIは,そ れ ぞ

れ180分 間 の糖 負 荷 試験 中 の 血 糖,IRI曲 線 面 積 を180

(分)で 割 って 算 出 した も の で,負 荷 試 験 中 の そ れ ぞ れ

の平 均 を表 し,平 均IRIは イ ンス リ ン抵 抗 性 の 指 標 の 一

つ で あ る27).Homeostasis model assessmentを 用 い た

イ ンス リ ン抵 抗 性 指 標(以 下HOMA-IRと 略 す)28)も 下

記 の式 よ り算 出 した.

 HOMA-IR=空 腹 時 血糖(mg/dl)×

             空腹 時IRI(ｵU/ml)/405

 各 種 血 液 サ ンプ ル は 空 腹 時 に採 血 を行 っ た.血 糖 は

glucose oxidase法 を, IRIはenzyme immunoassay

(EIA)kit(東 ソ ー社,東 京)を 用 い て測 定 した.

 Resistin血 中 濃 度 ば, enzyme-linked immuno-

sorbent assay(以 下ELISAと 略 す)kit(Biovendor

社,Czech Republic)を 用 い て測 定 した. TNF-a, IL-6

血 中 濃 度 もELISA kit(Golden Bridge社, USA)を

用 い て測 定 した.

運動負荷試験

 症候限界性運動負荷試験は独 自に作成 したプロ トコー

一T40一
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ル で 行 った29)・30).す な わ ち3.2km/hr,0%の 傾 斜 よ

り 開 始 し,2分 間 毎 に 傾 斜 を3%ず っ 増 加 さ せ,

Stage5に て12%の 傾 斜 と な った 後, Stage6以 降 は 速

度 を0.8km/hrず っ 増 加 さ せ た.本 プ ロ トコ ー ル は,

初 期 負荷 量 お よ び 負荷 量 の増 加 を 最 初小 さ く設 定 して あ

り,生 活 習慣 病 の 予 防 ・治療 の対 象 とな る幅 広 い フ ィ ッ

トネ ス レベ ル の 患 者 で評 価 が可 能 な プ ロ トコ ー ル で あ

る31).

 運 動 後60分 以 上 休 憩 し,安 静 時心 拍 数 に戻 った の を

確認 した の ち,1.5%の 傾 斜 で ト レ ッ ドミルで 歩 行 さ せ,

50%心 拍 予 備 能 の 速 度 を 確 認 した.50%心 拍 予 備 能 は

1998年 の ア メ リカ ス ポ ー ッ医 学 会 の ガ イ ドラ イ ン32)に

照 ら して 肥 満者 に お け る運 動処 方 と して 適 した強 度 と考

え られ,以 下 の式 で 計算 され る.

 50%心 拍 予 備 能 二安 静 時 心 拍 数+

          (最 大 心 拍 数 一安 静 時 心 拍 数)×0.5

 運動 耐 容 能 の 指 標 と して,最 大 負 荷 時 まで の 走 行 時 間

は身体 的 フ ィ ッ トネ ス の最 も一 般 的 な 指 標 で あ る最 大 酸

素摂 取 量 と強 い正 の相 関 が あ る こ とが 報告 さ れ て お り33),

この プ ロ トコ ー ル で の 運 動 継 続 時 間 お よ び50%心 拍 予

備 能 で の 歩 行 速 度 を,運 動 耐 容 能 の 指 標 と した34).

1.5年 後の再評価

 35名 で,1.5年 間の食事 と運動 による介入後に上記

指 標 を再 評 価 した.介 入 方 法 は,食 事 は摂 取 エ ネ ル ギ ー

量 を 現 在 よ り500-1000kcal減 らす こ と,脂 肪 の エ ネ

ル ギ ー 比 率 を20%に す る こ とを 指 導 した.運 動 は週 に

2-3回,30分 間,50%心 拍 予 備 能 の 強 度 で ウ オ ー キ

ング す る こ と と,ほ ぼ毎 日,合 計 で30分 以 上 身 体 活 動

を増 や す こと を指 導 した.1ヶ 月毎 の診 察 時 に食 事 日記,

運 動 日記 も用 いて 評 価 した.

2.Resistin遺 伝 子 の 解 析

Resistin一 塩 基 遺 伝 子 多 型(single nucleotide polymo

rphism,以 下SNPと 略 す)の 同 定

 第1図,第1表 に 示 す よ う に5対 のpolymerase

chain reaction(以 下PCRと 略 す)用 の プ ラ イ マ ー と

13個 の シ ー ク エ ン ス プ ラ イ マ ー を 用 い てresistin遺 伝

子 全 体 を シ ー ク エ ン ス し,resistin SNPsの 探 索 を 行 っ

た.resistinエ ク ソ ン1,2,3お よ び イ ン ト ロ ン1,

2は,GenBank#AF325730の デ ー タ よ りPCRプ ラ

イ マ ー2,3,4(第1表 参 照)を 作 成 しPCR産 物 を

得 た.反 応 組 成 は0.5μ4の 全 血,25pmolのforward/

reverseプ ラ イ マ ー,10 nmol/4のdeoxynucleotide

triphosphate(dNTP),10μ4の5×Ampdirect(島

津 製 作 所,大 阪),10μ4の5×Ampaddition-1,1.25

UのTaq polymerase(東 洋 紡,大 阪)で,蒸 留 水 を 加

え て 全 量 を50μ と し た.PCRはGene Amp PCR sys一

一1093A>G

 1
一G38G>A -420C>G  -IG7C>T* +157C>T*+299G>A

↓53 Cよ35 A↓ エクソン4↓

一1
        レ2F                 2R,

  シークエンスプライマー  3F

ATG

2

3R< 3

+739C>G*

↓+877G>Cエ ク ソン4

TGA/Stop

レ4F 4R, 4

レ5F 5R< 5

レ6F レ7F GR<

第1図Resistin遺 伝 子 の構 造 と遺 伝子 多型 の部 位.

 5'末 端部 位 は翻訳 開 始 部 位 を+1と して 定 義 した.Resistin遺 伝 子 は19番 染 色 体 に位 置 し,3っ の翻 訳 領 域 の

 エ ク ソ ン と5'末 端 川 の非 翻 訳 領 域 の1っ の エ ク ソ ンよ りな る(GenBank accession no. AF 325730).黒 線 は

 PCR産 物1-5を,黒 三 角 は シー ク エ ンス プ ライ マ ー1F-7F,1R-6F(第1表 参 照)の 位 置 を,そ れ ぞ れ表 し

 て い る.黒 丸 同 定 した遺 伝 子 多 型 の 部 位 を 示 し,そ の うち*印 の つ い た 多 型 はNCBI SNP databaseに 以 前 報 告

 し て い る (Reference SNP ID:rs3219175-3219178, NCBI Assay ID;ss4480589-448059s).(Azuma K,

 et al:Horm Metab Res(in press)のFigure 1を 許 可 を得 て転 載)
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第1表 PCRプ ラ イ マ ー と シー ク エ ンス プ ライ マ ー塩 基 配 列3

PCRプ ライ マ ー 塩基数

プ ラ イマ ー1

(プ ロ モ ー タ ー)

プ ライ マ ー2

(エ ク ソ ン1, 2)

プ ライ マ ー3

(イ ン トロ ン2)

プ ライ マ ー4

(エ ク ソ ン3)

プ ライ マ ー5

(エ ク ソ ン2, 3,

   Forward 5'GGCAGTGGTGGCTACATAACA 3'(-2134/-2114)

   Reverse 5'CGCAGGAGCAGCTGTCACTTAC 3'(-184/-205)

   Forward 5'ACTCTGCTTGTCTACCTGTT 3'(-507/-488)

   Reverse 5'TGTCTTGAGTTGGGTGTTTT 3'(365/346)

   Forward 5'GAGAGGATCCAGGAGGTCG 3'(88/106)

   Reverse 5'GTGAGACCAAACGGTCCCT 3'(460/442)

   Forward 5'CCCGCTCTCACTCCAAACCT 3'(315/334}

   Reverse 5'GAGGCTCCAACCACTGAATG 3'(774/755)

   Forward 5'GGAATTCGTGTGCCGGATTTT 3'(-24$/-229)
4) Reverse 5'CCATAGGAGGAAGGGCGATG 3'(1259/1278)

1951

872

373

460

1526

シー ク エ ンス プ ライ マ ー

プ ラ イ マ ー1F

プ ラ イ マ ー1R

プ ラ イ マ ー2F

プ ラ イ マ ー2R

プ ラ イ マ ー3F

プ ラ イ マ ー3R

プ ラ イ マ ー4F

プ ラ イ マ ー4R

プ ラ イ マ ー5F

プ ライ マ ー5R

プ ラ イマ ー6F

プ ライ マー7F

プ ライ マ ー6R

Forward 5'AAAGGCCCGTTGTACTGGAA 3'(-1271/-1252)

Reverse 5'TTGCTAGGCATGGTGCGGAC 3'(-555/-574)

Forward 5'GCTCATGGGCATTTGGGTAT 3'(-776/-757)

Reverse 5'CCTCTCGGTGGGCTCAGCTA 3'(-206/-225)

Forward 5'GGGCACCACCTCCTGACCAG 3'(-456/-437)

Reverse 5'TTGGGTTTGGAGCCGTGGAT 3'(312/293)

Forward 5'GAGAGGATCCAGGAGGTCG 3'(88/106)

Reverse 5'GTGAGACCAAACGGTCCCT 3'(460/442)

Forward 5'CCCGCTCTCACTCCAAACCT 3'(315/334)

Reverse 5'GAGGCTCCAACCACTGAATG 3'(774/755)

Forward 5'CGCCCATTTCTGTTCCAAGT 3'(599/618)

Forward 5'TGTGTTCCGGGCTGCAGGCT 3'(876/894)

Reverse 5'GTAGAAAGTCGCGGTGTCCC 3'(1253/1234)

プ ロ モ ー タ ー

プ ロ モ ー タ ー

エ ク ソ ン1, 2

イ ン トロ ン2

エ ク ソ ン3

エ ク ソ ン4

SNuPeプ ライ マ ー

一1093

-638

-420

-358

-167

 157

 739

 877

Reverse 5'GCACCATAGCAAGACTCCA 3'(-1074/-1092)

Forward 5'TGTGATCATAAGTCACTGTAGCTTC 3'(-663/-639)

Forward 5'CCTGACCAGTCTCTGGACATGAAGA 3'(-445/-421)

Reverse 5'CCCACATCCGGGGCCAAGAGGAAGC 3'(-333/-357)

Forward 5'GCGCTTGCCATGGCACCAG 3'(-186/-168)

Forward 5'GGCAAGCTCCCCAAGGGTCT 3'(137/156)

Forward 5'CTGGACACTGGTGTCCACCCTCACT 3'(714/738)

Forward 5'CCCAGCTCAGAGTCCACGCTCCT 3'(854/876)

プ ロ モ ー タ ー

プ ロ モ ー タ ー

プ ロ モ ー タ ー

プ ロ モ ー タ ー

イ ン ト ロ ン1

イ ン ト ロ ン2

イ ン ト ロ ン3

イ ン ト ロ ン3

(Azuma K, et al:Horm Metab Res(in press)のTable 2を 許 可 を 得 て 転 載)

tem 2400(Perkin Elmer社, USA)を 用 いて,80℃

15分1サ イ ク ル,94℃4.5分1サ イ ク ル,94。CO.5分/

56。C1分(プ ラ イ マ ー2,3)も しく は60℃1分(プ

ライ マ ー1)/72℃1分 を40サ イ クル,72℃7分 を1

サ イ ク ル で行 った.プ ロモ ー ター領 域 お よ び エ クソ ン4

は上 述 の 方 法 でPCR増 幅 で き な か っ た た あ,ゲ ノ ム

DNAを 末 梢 血 よ り抽 出 ・精 製 の 上,前 者 はEx Taq

polymerase(タ カ ラ 酒 造,東 京),後 者 はKOD plus

(東 洋 紡)十5%dimethyl sulphoxide(DMSO)を

polymeraseと して 用 い た.前 者 の反 応 プ ロ トコ ー ル は

94。C4.5分1サ イ ク ル,940CO.5分/65℃1分/72℃1分

を35サ イ クル,72℃4分1サ イ ク ル で,後 者 は94℃

2分1サ イ ク ル,940CO.25分/600CO.5分/68℃2分 を

35サ イ ク ル と した.PCR産 物 を 精 製 後, DYEnamic

ET dye terminator kit(Amersham Pharmacia Bio-

tech社, USA)を 用 い てMegaBACE1000(Amersham

Pharmacia Biotech社)で ダ イ レク トシー ク エ ンス を行

い,塩 基 の 決 定 を 行 った.見 出 され たSNPs候 補 に っ

き,MegaBACE SNuPe Genotyping kit(Amersham

Pharmacia Biotech社)を 用 い て 第1表 に 示 すSnuPe

プ ラ イ マ ー でSNPsタ イ ピ ン グ を 行 っ た.な お,

-537A>C ,+299G>A多 型 に関 して は こ の方 法 で タ

イ ピ ン グは行 って お らず,ダ イ レ ク トシー クエ ンス に よ

る確 認 の み で あ る.
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Resistinプ ロ モ ー タ ー 領 域 のSNPsに よ る 転 写 調 節

 900塩 基 対 のDNA断 片(-1094/-194塩 基)をPCR

で 増 幅 し た 後,TA cloning kit(Invitrogen社, USA)

を 用 い て プ ラ ス ミ ド を 作 成 し,Quick Change Site-

Directed Mutagenesis kit(STRATAGENE社,

USA)を 用 い て 一638G塩 基 か ら一638A塩 基,-420C塩

基 か ら 一420G塩 基 へ の 点 突 然、変 異 を 有 す る プ ラ ス ミ ド

を 作 成 し た.-638G>A,-420C>G塩 基 の み 異 な る4

種 類 の プ ラ ス ミ ドを そ れ ぞ れ,ホ タ ル 由 来 の 発 光 物 質

(firefly luciferase)を 発 現 す る レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド

で プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー を も た な いpGL3-Basic

(Promega社, USA)と,制 限 酵 素 断 端(Mlu1お よ び

Xho1,東 洋 紡)を 用 い て ラ イ ゲ ー シ ョ ン し,4種 類 の

レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド,す な わ ちpGL3(-638G/-420C),

pGL3(-638A/-420C), pGL3(-638G/-420G), pGL3

(-638A/-420G)を 作 成 し た.ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス

で 一638G>Aお よ び 一420C>G以 外 に 変 異 の な い こ と も

確 認 し た.

 ヒ トで は,resistinは マ ウ ス と ち が い,脂 肪 細 胞 よ り

む し ろ 単 球 系 細 胞 か ら発 現 さ れ て い る と 報 告 さ れ て い

る14)'17)・'8)・19).そ こ で3T3-L1細 胞(American Type

Culture Collection CCL92.1;ATCC, USA)だ け で な

く,ヒ ト単 球 系 細 胞 由 来 のTHP-1細 胞(American

Type Culture Collection TIB202;ATCC)お よ び ヒ

ト脂 肪 細 胞(F-SP・F;Zen-Bio社, USA)へFuGENE

6Transfection Reagent(Roche Diagnostics社,

USA)を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン法 に よ り遺 伝 子

導 入 を 行 っ た.Luciferase活 性 の 測 定 はDual-

Luciferase Reporter Assay System(Promega社)を

用 い て マ ニ ュ ア ル に そ っ て 行 っ た.4種 類 のpGL3プ

ラ ス ミ ドの ほ か に,pGL3-Basicと,エ ンハ ン サ ー お よ

び プ ロ モ ー タ ー を も つpGL3-Controlをluciferase活

性 比 を み る た め に 用 い,さ ら に,ウ ミ シ イ タ ケ 由 来 の 発

光 物 質(renilla luciferase)を 発 現 す る レ ポ ー タ プ ラ ス

ミ ド をpGL3プ ラ ス ミ ド と 共 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

さ せ る こ と で,ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 補 正 を 行 っ

た.ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン48時 間 後 に ホ タ ル お よ び ウ

ミ シ イ タ ケ の 発 光 度(luciferase活 性)を 測 定 し,4種

類 のpGL3プ ラ ス ミ ド に 対 応 し たresistinプ ロ モ ー タ ー

の 転 写 活 性 を 下 記 の よ う に 計 算 し た;luciferase活 性

(relative luciferase activity, %)={(pGL3プ ラ ス ミ

ド)一(pGL3Basic)}×100/{(pGL3-Control)一(pGL3-

Basic)}. THP-1細 胞,3T3-L1細 胞 の 両 者 で,予 備 実

験 に お い て,pGL3(-638A/-420G)のluciferase活

性 は そ の 他3種 類 のpGL3プ ラ ス ミ ドの 活 性 よ り 高 い

こと を確 認 した上 で,pGL3( ../-420G)とpGL3

(-638G/-420C)のluciferase活 性 を く り返 し測 定 し

た.PGL3(-638A/-420G)は 変 異P, pGL3(-638G/

-420C)は 正常Pと 定 義 した.

統 計

 統 計 解 析 はMacintosh用 のStat Viewプ ロ グ ラ ム

(version 5.0-J;SAS Insutitute社, USA)で 行 っ た.

す べ て の デ ー タ は 平 均 値 ± 標 準 偏 差 と し て 表 し,

p<0.05を 統 計 学 的 に有 意 と解 釈 した.

 (対 応 の な い)2群 間 の比 較 に はMann-Whitney U

検 定 を,対 応 の あ る2群 間 の 比 較(介 入 前 後 で の比 較)

に はWilcoxon検 定 を,(対 応 の な い)3群 間 の 比 較 に

はKruska1-Wallis検 定 を 用 い た.2変 量 の相 関 の 検 討

はSpearman's correlation coefficientを 用 い た.年 齢

や性 で の 補 正 な ど,Stepwise回 帰 分 析 を 行 う際 に は,

デ ー タを 対 数 化 して,Shapiro・Wilk's W検 定 で正 規 性

を 確 認 した の ち,解 析 を行 っ た.比 率 の比 較 に はx2検

定 を用 い た.連 鎖 不 平 衡(δ)は 文 献35)・36)に従 い求 あ た.

Luciferase活 性 は正 常Pと 変 異Pの 間 で,ト ラ ンス フ ェ

ク シ ョン した 日時 に よ る変 動 を 除 くたあ これ を共 変 量 と

して共 変量 分 散 分 析 で 比 較 した.

Resistin Cng/ml)

80

60

40

20

0

 p<0.01
一

O

爵

O

◎

◎

_二

∵
非肥満者 肥満症例

第2図 Resistin血 中 濃度 の比 較.

 Resistin血 中 濃 度(平 均 ± 標 準 偏 差)は 肥 満 症 例 で

 24.6±12.9ng/m1(5.6～72.4)と,非 肥 満 者12.8±8.3

 ng/ml(3.7～34.6)と 比 較 して 有 意 に 高 値 で あ っ た.

 (Azuma K, et al:Obes res 11:997-1001,2003の

 Figure 1を 許可 を得 て転 載)
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第2表 患者背景ならびに血中濃度との相関

平均±標準偏差 範囲 P P

性 別(男/女)

年 齢(歳)

BMI

体 脂 肪 率(%)

体 脂 肪 量(kg)

除 脂 肪 体 重(kg)

内 蔵 脂 肪 面 積(cm2)

皮 下 脂 肪 面 積(cm2)

空 腹 時 血 糖(mg/dl)

空 腹 時IRI(μU/ml)

HOMA-IR

平 均 血 糖(mg/dl)

平 均IRI(ｵU/ml)

TNFa(pg/ml)

IL-6(pg/ml)

Resistin(ng/ml)

  (非 肥 満者)

性 別(男/女)

年 齢(歳)

BMI

Resistin(ng/ml)

 31/33

 32±10

32.9±5.6

36.6±8.1

33.6±11.6

57.2±11.9

145±54

365±135

 93±9

 14±7

3.2±1.8

127±19

 75±39

2.23±2.57

0.81±1.37

24.6±12.9

 10/5

 36±10

21.1±1.3

12.8±8.3

 20^-53

 24.9^-56.2

 17.8^55.3

 13.9^-79.8

 34.5^89.3

 65^-272

 151^655

 62^-113

  3^33

 0.6^7.8

 88～172

 27^176

 0.76^21.2

GO.15^-7.54

 5.6^72.4

24^-52

18.8^-23.7

3.7～34.6

一〇
.14

0.14

0.24

0.17

-0 .11

11:

0.19

-o
.oi

O.12

0.12

0.11

0.14

0.04

0.17

7

6

6

8

1

5

4

5

6

6

9

6

7

8

2

2

0

1

4

5

1

9

3

3

3

2

7

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

(Azuma K, et al:Obes res l 1997-1001,2003のTable 1の 一 部 を 許 可 を 得 て 転 載)

第3表 介入前後の臨床 的特徴 の変化(35名,男17/女18)

前値 介入後 変化率(%)

平均±標準偏差 範囲

BMI

体 脂 肪 率(%)

体 脂 肪 量(kg)

除 脂 肪 体 重(kg)

内蔵 脂 肪 面 積(cm2)

皮 下 脂 肪 面 積(cm2)

空 腹 時 血 糖(mg/d1)

空 腹 時IRI(ｵU/ml)

HOMA-IR

平 均 血 糖(mg/dl)

平 均IRI(ｵU/ml)

TNFa(pg/ml)

IL-6(pg/ml)

Resistin(ng/ml)

33.1±6.2

36.3±9.1

33.4±13.7

57.0±11.7

 144±55

 353±137

 97±g

 15±8

3.40±1.94

 135±21

 86±44

 2.6±3.4

 1.1±1.7

24.06±15.64

31.6±5.8*

34.4±7.7*

30.0±10.9*

56.3±11.7

 130±60

 327±131*

 92±12*

 12±7*

2.24±1.19*

 126±22

 68±41*

 2.1±2.9*

 1.5±2.5

22.74±15.00

一4
.0±9.8

-5
.4±13.8

-6
.5±21.2

-1
.2±5.5

-4
.3±39.7

-4
.5±22.2

-4
.0±11.8

-10
.4±42.1

-11
.1±50.5

-9
.2±18.6

-16
.8±30.4

-16
.3±35.2

91.0±372.7

-1
.4±40.5

一22 .7^-16.8

-34
.5^24.5

-35 .2^-40.8

-17
.5～6.6

-65 .6^-90.7

-46
.5^49.5

-26 .7^48.4

 -70^100

 -75～129.3

 -67～15.4

 -65^42.6

-77
.4. 78.0

-100^2000

-49
.5^162.6

*印 は介 入 前 後 の 値 をWilcoxon検 定 を 用 いて 比 較 し有 意 差 を認 め た もの を示 した(p<0 .05).

(Azuma K, et al:Obes res l l:997-1001,2003のTable 2の 一 部 を許 可 を得 て転 載)
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結  果

1.Resistin血 中 濃 度 の 臨床 的検 討

 肥 満 症 例 のresistin血 中 濃 度 は非 肥 満 者 に比 し高 値 で

あ っ た(24.58±12.93ng/m4;n=64 vs.12.83±8.30

ng/m乏;n=15;pく0.01,第2図).非 肥 満 者 と肥 満

症 例 を合 わ せ た検 討 で もresistin血 中 濃 度 はBMIと 正

相 関 し,年 齢 と性 で補 正 して もな お有 意 で あ った(p<

o.oi).

 しか し,肥 満 症 例 に限 っ た断 面 的 検 討 で はresistin血

中 濃 度 は年 齢,性,BMI,体 組 成,体 脂 肪 分 布, HOM

A-IR,7590GTT中 の 平 均 血 糖 ・平 均IRI, TNF一 α,

IL-6の い ず れ と も相 関 しな か った(第2表).た だ し,

resistin血 中 濃 度 は体 脂 肪 率 と は弱 い正 の相 関 が 示 唆 さ

れ た(p=0.06).

 この うち35名 で1.5年 の 食 事 と運 動 に よ る減 量 介 入

を 行 った.平 均4%の 体 重 減 少 が あ り,全 体 と して 体 組

成 や イ ンス リ ン抵 抗 性 の 著 明 な改 善 を 認 め た(第3表).

減 量 プ ロ グ ラ ム後 に体 重 増 加 を認 め る もの も あ り,体 脂

肪 量 が1kg以 上 減 少 した もの を改 善 群(21名),減 少

しな か った も し く は増 加 した もの を非 改 善 群(14名)

と して2群 に わ け る と,改 善 群 で は 体 重 は平 均10%減

少 して お り,非 改 善 群 で は平 均5%体 重 増 加 を 認 め た.

Resistin血 中 濃 度 は 介 入 の 前 後 で,全 体 と して 変 化 し

な か った が,改 善 群 で は有 意 に 低 下 し(-17±19%,p

<0.01),非 改 善 群 で は増 加 した(23±52%,第3図).

そ して,resistin血 中 濃 度 の 変 化 率 はBMI,体 脂 肪 率,

体 脂 肪 量,内 臓 脂 肪 面 積,平 均 血 糖,平 均IRIの そ れ ぞ

れ の 変 化 率 と正 相 関 し,年 齢,性 お よ び介 入 前 の体 重 で

補 正 して も な お有 意 で あ っ た(第4表).Stepwise回 帰

分 析 を行 う とresistin血 中 濃 度 の 変 化 率 は体 脂 肪 量 の変

化 率 との み 有 意 に相 関 した(R2=0.286).

 第5表 に 示 した38名 で,前 述 の プ ロ トコ ー ルで の運

動 継 続 時 間 は平 均16.4分 で,50%心 拍 予 備 能 で の 歩 行

速 度 は4.9km/hrで あ り,両 者 に は有 意 な 正 相 関 が あ っ

た(r=0.65,p<0.01).運 動 継 続 時 間,歩 行 速 度 と も

に,体 組 成 の 指 標 で あ るBMI,体 脂 肪 率,体 脂 肪 量,

お よ び 皮 下 脂 肪 面 積 と負 の相 関 が あ っ た(第6表).ま

た,歩 行速 度 は身 長 お よ び 除脂 肪 体 重 と正 相 関 し,一 方

運動 継 続 時 間 は体重 と弱 い負 の相 関 が あ った(第6表).

イ ンス リン抵 抗 性 の 指 標 で あ る空 腹 時IRI, HOMA-IR,

平 均IRIと,運 動 耐 容 能 と の関 連 を み る と,歩 行 速 度 が

空 腹 時IRIと 弱 い負 の相 関 を示 した ほか は,相 関 が なか っ

た(第6表).Resistin血 中 濃 度 も運 動 継 続 時 間,歩 行

速 度 と相 関 しな か った(第6表).

2.Resistin遺 伝 子 の解 析

Resistin SNPsの 同定

 対 象 は若 年(平 均 年 齢32±10才),非 糖 尿 病 か つ肥

満(平 均BMI 33±5)の60名 で あ った(第7表 参 照).

全 例 で のresistin遺 伝 子 全 体 の シー ク エ ンス ス ク リー ニ

ン グお よ びSNPタ イ ピ ン グ の結 果,プ ロモ ー タ ー領 域

に5個,イ ン ト ロ ン 領 域 に5個,計10個 のnon・

coding resistin SNPsを 同 定 した(第1図).こ の う ち,

Resistin変 化 率(%)

175

125
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」

【
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  p<0.01
        0一
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O
Q
u
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㊥

○
◎

ー

改善 群

n=21

非 改善群

 n=14

第3図 改善群 と非改善群

 1.5年 の食 事 と運動 による介入後,体 脂肪量がlkg以 上

 減少 した場合 を改 善,減 少 しなか った もしくは増加 した

 場合 を非改善 とす ると,改 善群 ではresistin血 中濃度 は

 有意 に低下 し(-17±19%,p<0.01),非 改善群 では増

 加 した(23±52%).

第4表 Resistinの 変化率 と各種 パ ラメー タの変化率 との相

 関

p P P*

BMI

体脂肪率

体脂肪量

除脂肪体重

内蔵脂肪面積

皮下脂肪面積

空腹時血糖

空腹時IRI

HOMA-IR

平均血糖

平均IRI

TNFa

IL-6

0.39

0.4

'II

O.2

0.5

0.32

0.29

0.26

0.27

0.4

0.5

0.25

0.13

0.02

0.03

0.02

0.26

 0.01

11・

11:

0.12

0.ユ1

0.02

<o.ol

O.14

0.45

<o.oi

<0.01

<0.01

0.01

Q
u
1

0

0

0

0

p*はstepwise回 帰 分 析 を 用 い て性,年 齢, BMIで 補 正 した値

を 示 した.(AzumaK,eta1:0besresll:997-1001,2003

のTable 3の 一部 を許 可 を得 て転 載)
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第5表 運動耐容能検討症例 第6表 運動耐容能 と各種パ ラメータとの相関

平均±標準偏差 継続時間 歩行速度

性別(男/女)

年齢(歳)

BMI

体脂肪率(%)

体脂肪量(kg)

除脂肪体重(kg)

内蔵脂肪面 積(cm2)

皮 下脂肪面 積(cm2)

運動継続 時間(分)

歩行速度(km/hr)

空腹 時血糖(mg/dD

空 腹時IRI(ｵU/m1)

HOMA-IR

平均血糖(mg/dl)

平均IRI(ｵU/ml)

Resistin(ng/ml)

 13/25

 33±9

33.1±4.8

38.2±6.9

33.5±8.9

53.7±9.9

147±48

375±139

16.4±3.1

4.9±0.6

 94±10

 15±7

3.5±1.6

132±21

 80±41

24.3±14.4

P P P P

年齢

身長

体 重

BMI

体脂肪率

体脂肪量

除脂肪体重

内蔵脂肪面積

皮下脂肪面積

空腹 時血糖

空腹 時IRI

HOMA-IR

平均血糖

平均IRI

Resistin

 0.03     0.85

 0.27     0.11

-0 .35    0.04

-0 .57   <0.01

-0 .56   <0.01

 -0.61   <0.01

 0.02     0.92

 -0.10     0.54

 -0.56   <0.01

 0.06     0.71

 -0.22   0.20

 -0.19    0.26

 0.11     0.72

 -0.24    0.73

<-0.01     0.99

0.16

0.62

-0 .22

-0 .67

-0 .79

-0 .70

0.35

-0 .05

-0 .71

0.14

!

-0 .26

-0 .11

-0 .12

-0 .11

 0.34

 0.01

 1

<0.01

<o.oi

く0.01

 0.04

 0.76

 0.01

 0.40

 0.03

 0.12

 0.35

 0.33

 0.52

(東宏一 郎,他:日 本 臨床 ス ポーツ医学会 誌12

2004の 表2の 一部 を許可 を得 て転載)

260-265,
(東宏 一郎,他:日 本 臨床 スポ ーッ医学会 誌12

2004の 表3の 一部 を許可 を得 て転載)

260-265,

第7表 Resistin遺 伝子検討症例

イ ンス リン感受 性群  イ ンス リン抵抗 性群 P

年 齢(歳)

性 別(男/女)

BMI

体 脂 肪 率(%)

体 脂 肪 量(kg)

除 脂 肪 体 重(kg)

内蔵 脂 肪 面 積(cm2)

皮 下 脂 肪 面 積(cm2)

空 腹 時 血 糖(mg/dl)

空 腹 時IRI(ｵU/ml)

HOMA-IR

平 均 血 糖(mg/dl)

平 均IRI(ｵU/ml)

総 コ レス テ ロ ー ル(mg/dl)

中性 脂 肪(mg/dl)

HDLコ レス テ ロ ー ル(mg/dl)

LDLコ レ ステ ロ ー ル(mg/dl)

TNFa(pg/ml)

IL-6(pg/ml)

Resistin(ng/ml)

31.9±9.7

 15/15

32.6±4.9

36.2±7.8

32.9±9.2

58.0±12.9

156.5±51.9

353.4±130.2

89.7±7.5

10.1±4.3

2.22±0.98

119.5±15.4

56.6±24.5

202.4±41.8

116.1±53.4

47.2±2.1

130.2±27.9

1.80±0.79

1.00±1.94

23.8±9.1

32.3±9.6

 15/15

32.8±4.6

36.7=ヒ6.9

33.0±9.1

56.5±10.6

138.3±50.2

363.8±131.9

96.6±7.9

17.8±6.0

4.22±1.40

132.4±18.2

90.1±38.8

203.8±34.2

127.1±62.0

47.6±2.2

132.0±37.0

1.88±0.83

0.56±0.55

24.0±15.1

NS

 NS

 NS

 NS

 NS

 NS

 NS

pく0.001

pく0.001

p<0.001

pく0.001

p<0.001

 NS

 NS

 NS

 NS

 NS

 NS

 NS
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第8表 SNPと イ ンス リン感受性

Genotypes, n P値 Alleles, n P値

一1093A>G

R

S

I

I

AA

27

22

超

3

8

G 

O

O

G

0.18

A

57

52

G

3

8

0.2

一638G>A

R

S

I

I

GG

18

20

GA

11

9

A

1

1

A

1:・

G

47

49

A

13

11

1'

一537A>C

R

S

I

I

AA

28

28

κ

2

2

C 

O

O

C

 0.99

A

58

58

C

2

2

>0.99

一420C>G

R

S

I

I

CC

11

12

G

8

6

C

l

l

G 

1

9
臼

G

/

C

40

40

G

20

20

>0.99

一358G>A

R

S

I

I

GG

18

20

GA

11

9

A

1

1

A

1:.

G

47

49

A

13

11

1:

一167C>T

R

S

I

I

C

O

9

C

3

2

T 

O

-
↓

C T

O

O

T

0.49

C

60

59

T

O

-

0.49

157C>T

R

S

I

I

C

7

4

C

2

2

T 

6
0

ρO

C T 

O

O

T

0.3

C

57

54

T

3

6

0.32

299G>A

R

S

I

I

GG

9

15

GA

18

13

A

3

9
臼

A

0.29

G

36

43

A

24

17

0.25

739C>G

R

S

I

I

CC

10

11

CG

9

11

GG

11

8

0.7

C

29

33

G

31

27

1

877C>G

R

S

I

I

C

O

5

C

2

1

CG

8

11

G 

2

4

G

0.39

C

48

41

G

12

19

0.21

IR:イ ンス リ ン抵 抗 性 群

IS:イ ンス リ ン感 受 性 群

一358G>A多 型 ,-167C>T多 型,+157C>T多 型,

+739C>G多 型 の4っ のSNPsは, National Center

for Biotechnology Information(以 下NCBIと 略 す)

SNP databaseへ 新 し いSNPsと して 登 録 を 行 っ た

(Reference SNP ID  rs3219175-3219178, NCBI

Assay ID:ss4480589-4480592).

 な お,本 症 例 で の一638G>A多 型,-358G>A多 型

のallele頻 度(0.20)は,白 人 で の 報 告 に 比 べ(0.01

以 下)極 め て高 か ったが,白 人 で の報 告 同 様 に両 多 型 は

100%連 鎖 不 平 衡 した.299G>A,877G>Cのallele

頻 度 も白人 で の報 告 に比 して高 か った(0.34,0.74).

Resistin SNPsと イ ンス リ ン抵 抗 性,体 組 成 との関 連

 イ ンス リン感 受 性群 とイ ンス リン抵 抗 性 群 の比 較 で は,

イ ンス リン抵 抗 性 指 標 を の ぞ き年 齢,性 別,体 組 成,体

脂 肪 分 布 に ほ とん ど差 を認 め な か っ た(第7表).両 群

間 で これ ら10個 のSNPsの 頻 度 の違 い を 検 討 した が,

い ず れ のSNPsもgenotype/allele頻 度 に 両 群 間 で 差 が

な か った(第8表).さ ら に,そ れ ぞ れ のSNPでgeno-

type毎 に 各種 指標 の群 間 比 較 を 行 った が,各SNPと 各

種 指 標 の間 に明 らか な関 連 は認 め られ なか った.

Resistin SNPsとresistin血 中 濃 度 の 関 連

 プ ロ モ ー タ ー領 域 の多 型 で あ る一638G>A/-358G>
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第4図 Resistin遺 伝 子 多 型 と血 中濃 度 の 関連.

 各 々 の 遺 伝 子 型 の下 の数 字 はそ れ ぞ れ の人 数 を 表 す.Mann Whitney U検 定 も し く

 はKruskal-Wallis検 定 を 行 い, p値 を 求 め た.-638G>A多 型,-420C>G多 型,

 お よ び一358G>A多 型 とresistin血 中濃 度 の 間 に 有 意 な 相 関 が あ った.-638G>A

 多 型 と一358G>A多 型 は100%連 鎖 して い た.(Azuma K, et al:Horm Metab Res

 36:564-570,2004のFigure 2を 許 可 を得 て転 載)

A多 型 お よ び一420C>G多 型 とresistin血 中 濃 度 との 間

に有 意 な 関連 が 認 め られ た(第4図).こ れ を さ らに 詳

し く み る と,-638G>A/-358G>A多 型 は 一420C>G

多 型 と強 い連 鎖 不 平 衡 が あ り(δ=0.71),-420C>G多

型 単 独 で はresistin血 中 濃 度 と相 関 せ ず,-638G>A/

-358G>A多 型 と の組 み 合 わ せ で 血 中 濃 度 と相 関 した

(第5図).

一638G>A多 型 と 一420C>G多 型 の 組 み 合 わ せ が

resistin転 写 活 性 に お よ ぼす 影 響:in vitroで の検 討

 ま ず,100%連 鎖 不 平 衡 して い る一638G>A多 型 と

一358G>A多 型 に つ い て
,転 写 因 子 結 合 部 位 予 測 ソ フ

トのTF search(http://www.cbrc.jp/research/db/

TFSEARCHJ.html)を 用 い て検 討 す る と,-638Gか ら

.:'へ の変 異 は2箇 所 のheat shock transcription

factor(HSF)の 認 識 部 位 の消 失 を もた らす の に対 して,

-358Gか ら一358Aへ の 変異 は転 写 因子 結 合 部 位 の増 加
,
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第5図Haplotype(-420C>G/-638G>A)とresistin血

 中 濃 度.

 -42㏄>G多 型 と一638G>A多 型 は連 鎖 して お り(δ=

 0.71),両 者 を組 み合 わ せ て血 中 濃 度 との 関 連 を み る と,

 両 多 型 と も に変 異 の あ る一420CG/-638GA群 は一638G>

 A多 型 に 変 異 の な い 一420CC/-638GG群 も し く は

 一420CG/-638GA群 と比較 して血 中濃 度 が 高 値 で あ った.

 この 違 い は*印 で示 した 血 中 濃 度 高 値 の2例 を除 い て検 討

 して も優 位 で あ った.一 方 で,-420C>G多 型 に の み 変

 異 を 認 め る一420CG/-638GG群 は両 多 型 に 変 異 の な い

 一420CC/-638GG群 と血 中 濃 度 に差 を 認 め な か った.

a.THP-1細 胞

RLA(

40

30

20

10

0

正常P 変異P

b.3T3 L1細 胞

RLA(%

  8

6

4

2

0

正常P 変異P

第6図 一420C>G多 型 と一638G>A多 型 の プ ロ モ ー ター

解 析

THP-1細 胞(a)と3T3 L1細 胞(b)に お い て

luciferaseア ッセ イ を 用 い て 転 写 活 性 を測 定 した. PGL3

(-638G/-420C)は 正 常P, pGL3(-638A/-420G)は 変 異

Pと 定 義 し た.Luciferase活 性 は, RLA(relative

luciferase activity)={(正 常Pも し くは変 異P)一(pGL3-

Basic)}×100/{(pGL3-Control)一(pGL3-Basic)}と して

求 あ た.統 計 は,ト ラ ンス フ ェ ク シ ョ ンを行 った 日時 を

共 変 量 と して共 変 量 分 散 分 析 を 用 い た.P値 はFisher's

PLSDよ り求 め た.(Azuma K, et a1:Horm Metab Res

36:564-570,2004のFigure 3を 許 可 を 得 て 転 載)

消 失 を引 き起 こ さ なか っ た.ゆ え に,プ ロ モ ー タ ー解 析

は一638G>Aに 限 って行 った.

 そ し て,luciferaseア ッ セ イ の 結 果,変 異Pの

1uciferase活 性 は, THP-1細 胞,3T3-L1細 胞 の いず れ

にお い て も正 常Pの 活 性 に比 べ て高 く(第6図a,b),

in vitroで も一638G>A多 型 と一420C>G多 型 の組 み 合

わ せ がresistin転 写活 性 に影 響 を お よ ぼす と考 え られ た.

ヒ ト白色 脂 肪 細 胞 を 用 い た場 合 に は,pGL3-Controlの

活 性 も低 く,両 プ ラ ス ミ ド間 で1uciferase活 性 の 差 は

な か っ た.

考 察

 本研究では,肥 満およびインスリン抵抗性との関連が

示唆されている肥満 ・糖尿病関連遺伝子resistinに っい

て,若 年非糖尿病肥満者を対象 としてその表現型を詳細

に検討 した上で,resistin血 中濃度, resistin SNPsと

の関連を検討 した.

 非肥満者をふ くめた断面的検討でresistin血 中濃度は

BMIと 正相関 し,肥 満症例の長軸的検討で, resistin血

中濃度の変化率はBMIの 変化率だけでなく,体 脂肪量

の変化率ともっともよく正相関する結果が得 られた.肥

満症例に限 った断面的検討で,resistin血 中濃度 と体組

成,体 脂肪分布 との間に相関がなかったのは,症 例がす

べて肥満で,体 組成がかなり均一な集団であったためと

考え られた.

 長軸的検討で,resistin血 中濃度の変化率 と平均IRI

の変化率も正相関 した.イ ンスリン抵抗性の指標 として

HOMA-IRが より一般的であるが,食 後高インス リン血

症 も反映する平均IRIは 本症例のように正常耐糖能ない

し軽度耐糖能異常の症例ではインス リン抵抗性を表す指

数 と して最 も優れた指標の1っ であると考え られてい

る27).本症例では空腹時血糖が正常にもかかわらず食後

高血糖を示す症例が30%に も達 してお り,空 腹時IRI

に比べ,平 均IRIが きわめて高値で,食 後高血糖による

食後高インス リン血症がみられた.さ らに,1.5年 間の

食事と運動による減量介入の前後で,平 均IRIの 変化率

(改善率)はHOMA-IRの 変化率より大きく(17%,11

%),減 量 にともなうインスリン感受性の変化をより敏

感に反映 していた.な お断面的検討でresistin血 中濃度

と平均IRIが 相関 しなか った理由として考えられるのは,

インス リン抵抗性にはさまざまな要因が関係 し個人差が

大きいことである.実 際に肥満とインス リン抵抗性の関

連にっいて個人の長軸的な体重変化にともなって認めら

れるインス リン抵抗性の変化は,集 団の断面的検討で認
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め られ る両 者 の 関 連 の2.4～4.5倍 大 き い こ とが 報 告 さ

れ て い る37)・38).

 Resistin血 中 濃 度 につ いて は,我 々 の報 告39)と同 様 に

体 組 成 や イ ン ス リ ン抵 抗 性 と 関 連 が あ る と す る 報

告40)・4')・42)・43)・44)・45)'46)があ る 一 方,な い と す る 報

告47)・48)・49)・50)'51)'52)もあ り,一 定 の 見 解 を得 て い な い.

少 数 例 の検 討 が 多 い こ と,断 面 的 検 討 が 多 い こ と な どが

そ の原 因 と して考 え られ る.

 運 動 耐 容 能 とresistinの 関 連 は これ まで 検 討 され て お

らず,本 研 究 で は,運 動 耐 容能 の 指 標 と して 運 動 継 続 時

間,歩 行 速 度 を用 いて 行 っ た.運 動継 続 時 間,歩 行 速 度

は,全 身 的 な体 脂 肪 蓄 積 の 指標(BMI,体 脂 肪 率,体 脂

肪 量,皮 下 脂 肪 面 積)と 負 の相 関 が あ った が,イ ンス リ

ン感 受 性 と は関 連 を 認 め な か った.対 象 者 数 が 少 な く体

組 成 や イ ンス リ ン感 受 性 に関 して比 較 的均 一 な 集 団 で あ

る こ と,男 女 別 の 検 討 を行 って い な い こ とな どが そ の 理

由 と して あ げ られ る.Resistin血 中 濃 度 も,運 動 継 続

時 間,歩 行 速 度 と相 関 せ ず,体 組 成,体 脂 肪 分布,イ ン

ス リ ン抵 抗 性 の指 標 と も相 関 しな か った.Adiponectin

にっ いて も運 動 に よ る イ ンス リン抵 抗 性 改善 機 序 との 関

連 は 明 らか で な く53)・54),運動 と イ ンス リ ン抵 抗 性 との

関 連 はadipocytokine以 外 の 因 子 を 介 した も の と推 察

され た.今 後,正 常 体重 者 を含 め症 例 数 を増 や し,か っ

縦 断 的 な検 討 を 行 う こ とが必 要 と考 え た.

 ResistinSNPsと 表 現 型 との 関 連 で は,同 一 のSNPs

(-420C>G,+299G>A)の 解 析 で も,体 組 成 や 糖 尿

病 の リス ク と関 連 す る報 告26)・20),し な い 報 告'0)・23)があ

り,一 定 の 見 解 を得 て い な い.我 々 の 検 討 で は,10個

のresistin SNPsを 同定 した が,い ず れ も,表 現 型 との

間 に 明 らか な 関 連 が な か っ た.同 定 したSNPsは い ず

れ もnon-coding regionのSNPsで,蛋 白 の 機 能 に 直

接 影 響 を与 え る変 異 で は な か った こ と,対 象 が 体 組 成 な

ど に関 して 比 較 的 均 一 で,60名 とい う少 数 例 で の 検 討

で あ り,検 出力 が十 分 で なか った こ とが 影 響 して い る可

能 性 が考 え られ た.

 ResistinSNPsとresistin血 中濃 度 の 関連 で は,発 現

量 に 影 響 を 与 え う る プ ロ モ ー タ ー 領 域 で 同 定 さ れ た

一638G>A多 型 お よび 一420C>G多 型 とresistin血 中濃

度 との 間 に有 意 な 関連 が あ った.-420C>G多 型 が 脂 肪

組 織 中 のmRNA発 現 量 と関連 す る との報 告 が あ るが'。),

我 々 の検 討 で は一420C>G多 型 単 独 で は な く,-420C>

G多 型 と一638G>A多 型 の 組 み 合 せ が 重 要 で あ る こ と

が,luciferaseア ッセ イ を 用 い たin vitroの 検 討 で も示

さ れ た55).-638G>A多 型 が 白人 で は きわ めて ま れ で あ

る こ とが相 違 の原 因 と して 考 え られ た.

 Resistinは マ ウス で イ ンス リ ン抵 抗 性 を ひ き お こす

adipocytokineと して 同 定 さ れ た も の の,マ ウ ス と ヒ

トで は相 同 性 が 低 く13),ヒトresistinは,19番 染 色 体 の

炎 症 関連 遺 伝 子 座 に あ る こ と'3),マ ウス と異 な り脂 肪 細

胞 で な く単 球 か らの発 現 が 多 い こ と17)・王8)・'9),などか ら

イ ンス リン抵 抗 性 よ りむ しろ炎 症 との 関 連 が 指 摘 され て

い る.し か し,最 近 に な り炎 症 と イ ンス リ ン抵 抗 性 や 肥

満 は相互 に非常 に強 く結 びっ いて い る こ と も明 らか にな っ

て きて い る.た とえ ば脂 肪 組 織 中 の 単 球 は,BMIや 脂

肪 細 胞 の 大 き さ に比 例 して 増 加 し56),TNF一 α, IL-6と

い っ た イ ンス リ ン抵 抗 性 を 惹 起 す るadipocytokineを

分 泌 す る こ とが 報 告 され て い る17)・56).脂肪 前 駆 細 胞 が

一 定 の条 件 下 で単 球 に な る とす る報 告 もあ る57)
.さ らに,

チ ア ゾ リジ ン系 薬 剤 に よ る イ ンス リ ン抵 抗 性 改 善 作 用 の

一 部 は単 球 由 来 のTNF・ α
, IL-6の 発 現 が 抑 制 され る こ

とに よ る可 能 性 も報 告 され て い る58).ま た 肥 満 に伴 う炎

症 が,イ ンス リ ン抵 抗 性 に先 だ って 生 じる こ とや59),ヒ

トresistinは 炎 症 に関 連 した イ ンス リ ン抵 抗 性 と関 連 が

あ る とす る報 告 もな さ れて い る60).本 研 究 で は,TNF-a,

1レ6血 中 濃 度 の 検 討 を あ わ せ て行 っ た が,後 者 の血 中

濃 度 は測 定 感 度 以 下 と い う症 例 も多 く,resistin血 中 濃

度,遺 伝 子 多 型 との関 連 は明 らか で な か った.今 後 脂 肪

組 織 局 所 で の発 現 の評 価 も行 う必 要 が あ る と思 わ れ た.

最 近 で は,resistinは 血 管 内 皮 細 胞 に作 用 して血 管 の 炎

症 に 関 連 す る との 報 告 も あ り6')'62),ヒ トresistinが,

TNF一 αやIL-6と 同 様,炎 症 を 介 して 体 組 成,イ ンス リ

ン抵 抗 性 ひ いて は糖 尿 病 ・動 脈 硬 化 と関 連 す る可 能 性 が

示 唆 さ れ て い る.今 後,正 常 者 を 含 め た 症 例 数 を 増 や す

と と もに,長 軸 的検 討 を行 い,炎 症,酸 化 ス トレス 関連,

動 脈 硬 化 関 連 の指 標 との 関 連 も明 らか に して い く必要 が

あ る と考 え られ た.

総  括

 肥満 ・糖尿病関連遺伝子resistinに 注目し,若 年非糖

尿病肥満患者70名 を対象として,水 中体重秤量法を用

いた体脂肪率 ・体脂肪量,腹 部CTス キャンを用いた体

脂肪分布,75g糖 負荷試験による血糖 ・インスリンな

どの測定を行い,表 現型と,resistin血 中濃度との関連

を70名 中64名 で検討 した.一 部の症例では,1.5年 の

食事 と運動 による介入前後の長軸的検討(35名)や 運

動耐容能の検討(38名)も あわせて行 った.ま た70

名中60名 でresistin遺 伝子多型の探索を行 い,表 現型

およびresistin血 中濃度との関連を検討 し,以 下の結果

を得た.
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東:肥 満者 におけるresistin血 中濃度 と遺伝子多型 の検討

1.肥 満 症 例 のresistin血 中濃 度 は非 肥 満 者 に比 し高 値

で あ り,非 肥 満 者 を 含 め る とresistin血 中 濃 度 はBMI

と正 相 関 した.

2.断 面 的 検 討 で は,resistin血 中 濃 度 は体 組 成 や イ ン

ス リン抵 抗 性 の 指標 と相 関 しな か った が,長 軸 的検 討 で

は,resistin血 中 濃度 の変 化 率 はBMI,体 脂 肪 率,体 脂

肪量,内 臓 脂 肪 面 積,平 均 血 糖,平 均IRIの そ れ ぞ れ の

変 化 率 と正 相 関 し,stepwise回 帰 分 析 を 行 う と体 脂 肪

量 の 変 化 率 との み 相 関 が み られ た.

3.Resistin血 中 濃 度 は,運 動 耐 容 能 の 指 標 で あ る運

動 継 続 時 間,歩 行 速 度 と相 関 しな か った.

4.Resistin遺 伝 子 全 体 の シ ー ク エ ンス ス ク リー ニ ン

グ お よ びSNPタ イ ピ ン グを 行 い,プ ロ モ ー ター 領域 に

5個,イ ン トロ ン領 域 に5個,計10個 のnon-coding

resistin SNPsを 同 定 した.

5.Resistin SNPsと 体 組 成,イ ンス リ ン抵 抗 性 と の関

連 は明 らか で な か った が,プ ロ モ ー タ ー領 域 の多 型 で あ

る一638G>A/-358G>A多 型 お よ び 一420C>G多 型 と

resistin血 中濃 度 との 間 に有 意 な関 連 が認 め られ,い ず

れ も変 異 型 でresistin血 中 濃度 が有 意 に高 値 で あ った.

た だ し,-420C>G多 型 の変 異 の み で は,血 中濃 度 に変

化 は な か った.

6.Luciferaseア ッセ イ に お い て も,-638G>A多 型

と一420C>G多 型 の変 異 型 同 士 の組 み 合 わ せ(-638A/

-420G)でluciferase活 性 が 高 く,-638G>A多 型 と

一420C>G多 型 の組 み 合 わ せ がresistin転 写 活 性 に 影 響

をお よ ぼす と考 え られ た.

 以 上 の ことか ら,ヒ トresistinは 体 組 成,特 に体 脂 肪

量 と関 連 が あ り,イ ンス リン抵 抗 性 と も関 連 し うる こと

が 示 唆 され た.ま た,プ ロ モ ー タ ー領 域 のSNPsで あ

る一638G>A多 型 と一420C>G多 型 の組 み 合 わせ が,転

写 活 性 に影 響 を お よ ぼ し,resistin発 現 を 規 定 す る遺 伝

的 因子 の1っ と考 え られ た.

 本稿を終えるにあたり,御 懇篤なる御指導,御 高閲を

賜 りま した慶鷹義塾大学医学部内科学教室猿田享男教授

に深謝いたします.ま た,直 接御指導 くださり,論 文の

御高閲をいただきました慶鷹義塾大学スポーッ医学研究

センター山崎元教授,勝 川史憲講師,研 究を御指導いた

だきました慶鷹義塾大学医学部内科学教室村田満講師,

松原由美子先生,慶 慮義塾大学医学部中央臨床検査部小

口修司先生,多 くの御助言をいただきました慶1/_=塾 大

学医学部内科学教室島田朗講師,研 究に御協力いただい

た教室,中 央臨床検査部,ス ポーツ医学研究セ ンターの

諸先生に感謝いたします.

 本研究の一部 は,第23,24回 日本肥満学会,第13

回日本臨床スポーッ医学会学術集会において報告 した.
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