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研究の背景と経緯

　近年，内臓脂肪組織は内分泌臓器の一つとして認識
され，脂肪細胞から分泌される生理活性を有するアデ
ィポカインが他臓器に作用することで全身の糖脂質代
謝，さらには慢性炎症にも関与していることが明らか
になってきた．これまでに leptin，tumor necrotic factor-α 
（TNFα），acylation-stimulating protein（ASP），
adiponectin，resistin，retinol binding protein-4（RBP-
4），chemerin，Secreted frizzled-related protein 5
（Sfrp5）などの分泌蛋白がアディポカインとして同定
されており，脂肪細胞肥大化や脂肪組織の蓄積，イン
スリン抵抗性や動脈硬化に深く関与すると考えられて
いる．そこで我々は，メタボリックシンドロームの病
態に深く関与する新規アディポカインである vaspin
（visceral adipose tissue-derived serine proteinase 
inhibitor）を同定し1)，vaspin が肥満やインスリン抵抗
性，脂肪肝を改善させることを見出し，作用機序を解
明して報告してきた2)．本論文では，vaspin の動脈硬

化抑制作用およびその機序を明らかにした．
１. Vaspin の同定
　メタボリックシンドロームの病態に深く関与する新
規アディポカインを同定するために，２型糖尿病・肥
満を発症するOtsuka Long-Evans Tokushima Fatty
（OLETF）ラットを用いた cDNA遺伝子サブトラク
ションを行うことにより，内臓脂肪特異的に発現が亢
進する遺伝子をスクリーニングした1)．その結果，肥
満や糖尿病で内臓脂肪特異的に発現が亢進する遺伝子
vaspin を発見した．Vaspin はα1-antitrypsin と40.5%
のホモロジーを有し，ヒト・マウス・ラットで保存さ
れ，その構造から serpin（serine protease inhibitor）
遺伝子ファミリーに属することが判明した3)．
２. Vaspin 遺伝子改変動物の作成と表現型の検討
　メタボリックシンドロームにおける vaspin の機能
を明らかにするために，aP2プロモーターを用いて
vaspin トランスジェニック（Tg）マウスを作製した．
高脂肪高蔗糖食で飼育時のTgマウスの体重増加は，
野生型（WT）マウスに比べて約８%抑制され，脂肪
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細胞サイズの縮小および脂肪組織重量，肝重量の抑制
を認めた．糖負荷試験・インスリン負荷試験では，Tg
マウスにおいてインスリン抵抗性が改善していた．ま
た高脂肪高蔗糖食で誘導される脂肪肝はTgマウスで
改善を認めた．さらにvaspin ノックアウト（Vaspin-/-）
マウスを作製して，同様に高脂肪高蔗糖食で飼育した
ところ，Vaspin-/-マウスは，WTマウスに比べて体重
や肝重量が野生型より重く，脂肪細胞サイズの増大や
脂肪肝の増悪，インスリン抵抗性の増強も認めた．
Vaspin-/-マウスはTgマウスとは鏡面的な表現型を
呈したことから，vaspin は肥満や糖尿病，脂肪肝を改
善させる因子であることが確認できた2)．
３. Vaspin と相互作用する分子の探索
　Vaspin と相互作用する分子について，培養細胞
（HepG2およびHAEC）を用いてTAP（tandem affinity 
tag purification）法で vaspin と結合する蛋白を精製
し，さらに質量解析を行った結果，78kDa glucose-
regulated protein（GRP78）を同定した．両者の結合
は pull-down アッセイや 125I-vaspin を用いた結合実験
でも確認した．GRP78は小胞体に局在するシャペロン
蛋白であることが知られている．しかし近年，癌細胞
や，虚血などのストレスにさらされた状態ではGRP78
が細胞表面にも局在することが報告されている2)．我
々は，肥満やインスリン抵抗性，糖尿病においても
GRP78が細胞表面に発現し，vaspin がこれに結合する
ことで細胞内にシグナルを伝達するという仮説に達し
た．GRP78には膜結合ドメインがないため，細胞表面
すなわち形質膜に局在するためには，アンカー蛋白と
複合体を形成することが必要である．これまでに，肝
臓におけるGRP78のアンカー蛋白としてmurine tumor 
cell DnaJ-like protein 1（MTJ-1）が報告され4)，また
血管内皮細胞では，細胞膜表面で voltage-dependent 
anion channel（VDAC）とGRP78が複合体を形成する
ことが報告されている5)．
　高脂肪高蔗糖食で飼育したTgや KOマウスは，イ
ンスリン抵抗性脂肪肝など肝臓における糖脂質代謝に
変化が大きく認められたことから，まず肝臓に注目し，
肝臓の形質膜分画を Iodixanol-NaCl/Tricine Density 
Gradient Method によって分離した．得られた形質膜
分画蛋白を用いた免疫沈降およびウエスタンブロット
を行い，肝臓形質膜で vaspin，GRP78，MTJ-1が複合
体を形成していることを明らかにした．

４. 肝臓における vaspin のシグナル伝達
　Vaspin が肝臓表面のGRP78/MTJ-1に結合した後，
細胞内にシグナルを伝達することが想定される．そこ
でTg，Vaspin-/-，WTマウスの肝臓蛋白を抽出して
ウエスタンブロットを行うと，高脂肪高蔗糖食飼育
Tgマウス肝臓ではAkt や AMP-activated protein 
kinase（AMPK）リン酸化が増強しており，逆にKO
マウスでは減弱していた．また，小胞体ストレスシグ
ナルであるeukaryotic initiation factor 2 alpha（eIF2α）
や inositol requiring enzyme 1 alpha（IRE1α）のリン
酸化はWTマウスと比べてTgマウスで抑制され，
Vaspin-/-マウスでは増強していた．以上のことから，
vaspin は肝細胞表面のGRP78/MTJ-1複合体に結合
し，Akt や AMPKリン酸化を亢進させ，その結果，
糖脂質代謝を改善させることが明らかとなった（図）．

研究成果の内容

１. Vapsin による動脈硬化抑制と作用機序について
　Vaspin は脂肪細胞から血中へ分泌されることから，
血管への作用も想定される．そこで動脈硬化に対する
vapsin の作用についても検討を行った．まずストレプ
トゾトシンで糖尿病を誘発したWKYラットの頸動
脈にバルーン擦過実験を施行して，アデノウイルスで
vaspin を発現させたところ，LacZ 発現頸動脈と比べ
て vaspin を発現させたラット頸動脈では内膜肥厚が
抑制された．また，Tg およびWTマウスの大腿動脈
にカフ傷害実験を施行して内膜肥厚度を比較すると，
Tg マウスで抑制されていた．これらから vaspin は動
脈硬化を改善させると考えられた．
　次に培養ヒト大動脈内皮細胞にアデノウイルスで
vaspin を発現させ，増殖・アポトーシスについて検討
したところ，vaspin は，細胞数・5-bromo-2’-deoxyuridine
（BrdU）アッセイ・3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide（MTT）アッセイいずれ
においても内皮細胞を増殖させ，アポトーシスを抑制
した．内皮細胞にリコンビナントヒト vaspin 蛋白を添
加した場合にも同様に細胞を増殖させた．これらのこ
とから vaspin は内皮細胞のアポトーシスを抑制する
作用を有し，血管内膜肥厚を抑制していることが示唆
された．
　その作用機序を明らかにするために，まず血管内皮
細胞におけるGRP78のアンカー蛋白の同定をおこな
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った．Tg マウス大動脈を用いて Iodixanol-NaCl/
Tricine Density Gradient Method により形質膜分画を
分離した．また培養ヒト大動脈血管内皮細胞を用いて，
ビオチン化ラベルした形質膜蛋白を分離回収した．既
報では，血管内皮細胞におけるGRP78のアンカー蛋白
としてVDAC（voltage-dependent anion channel）が
知られているが5)，血管形質膜蛋白および培養血管内
皮細胞形質膜蛋白を用いた免疫沈降を行い，vaspin が
GRP78/VDACと複合体を形成することを明らかにし
た．既報では plasminogen kringle 5がGRP78/VDAC
を介して細胞内Ca2＋濃度を上昇させアポトーシスを
起こすことが報告されている6)．我々はvaspin が GRP78
との結合において kringle 5と競合することにより，
kringle 5によるアポトーシス経路を阻害することを明
らかにした．また肝細胞と同様に血管内皮細胞におい
ても，リコンビナントヒト vaspin 添加によりAkt リ
ン酸化が亢進していた．以上のような機序で vaspin は
血管内皮細胞のアポトーシスを抑制することが明らか
となった（図）．

研究成果の意義

　Vaspin の発見から現在までの，Tgマウス，Vaspin-/-
マウスの解析の結果から，vaspin はメタボリックシン
ドロームにおける肥満，インスリン抵抗性，脂肪肝や
動脈硬化を改善させる代償因子であることが明らかと
なった．Vaspin の相互作用分子であるGRP78は，従
来小胞体に局在することが知られているが，種々の細
胞ストレスにより細胞表面に移動することが近年報告
されている．メタボリックシンドロームに代表される
病態でも細胞表面にGRP78が局在し，vaspin が結合す
ることにより細胞内にシグナルが伝達される，という
新しい分子機構を明らかにした．さらにGRP78と細胞
表面で複合体を形成するアンカー蛋白は臓器・細胞に
より異なると考えられる．各標的細胞のアンカープロ
テインを明らかにすることで，vaspin の臓器・細胞ご
とに異なる作用機序を明確にし，vaspin の多面的な作
用の解明に繋がるものと思われる．
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図　肝細胞・血管内皮細胞におけるGRP78を介した vaspin の作用機序
（掲載許可を得て文献２，受賞論文より一部改編して引用）
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今後の展開や展望

　近年メタボリックシンドロームが慢性腎臓病のリス
クであり，逆に慢性腎臓病における腎性インスリン抵
抗性や腎性脂質異常症などがメタボリックシンドロー
ムを増悪させ，悪循環に至ることが注目されている．
そこで今後，vaspin によるメタボリックシンドローム
や糖尿病における腎障害への作用に関する研究へと展
開し，この悪循環を断ち切る新たな治療戦略へと発展
させたい．
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