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要旨 

 

私は、脂肪細胞への脂肪蓄積を阻害する分泌タンパク質 AIM（apoptosis 

inhibitor of macrophage）が肥満治療に役立つと考え、血中 AIM 値を効果的に増

加させる戦略について検討した。血中で AIM は IgM５量体に結合し、腎排泄を

免れている。そこで、IgM との結合部位を探索するため、ヒト IgM の Fc 領域（hFc）

を合成したところ、hFc は J 鎖を含む５量体を形成し、効率よく AIM と結合し

た。次に、合成 hFc を分泌型 IgM 欠損マウスに投与したところ、体内のマウス

AIM と結合して血中半減期を延長し、血中 AIM 値を増加させた。さらに、

hFc-AIM 複合体を野生型マウスに投与したところ、AIM の単独投与に比して、

投与した AIM の血中半減期が６倍以上も延長した。これらは新たな肥満治療戦

略の基礎になると考えている。 
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略語一覧 

 

AIM : apoptosis inhibitor of macrophage 

1-AT: alpha-1 antitrypsin 

BMI: body mass index 

C1q: complement component 1, q subcomponent 

CBB: coomassie brilliant blue R250 

CD36: cluster of differentiation 36 

c-JNK : c-Jun N-terminal kinase 

CH: immunoglobulin heavy chain mu constant domain 

CLS: crown like structure 

EDC: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride 

FAS: fatty acid synthase 

FBS: fetal bovine serum 

Fc: fragment crystallizable region 

Fc1: flow cell 1 

HCC: hepatocellular carcinoma 

HEK293T: human embryonic kidney cell line 293T 
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Fc/R: high affinity immunoglobulin alpha and mu Fc receptor 

FL-hFc: FLAG tag-human IgM-Fc 

GluNAc: -D-N-acetylglucosamine 

hFc-AIM: a complex comprising FL-hFc pentamer and human AIM 

HRP: horseradish peroxidase 

IgG: immunoglobulin G 

IgJ: immunoglobulin J 

IgM: immunoglobulin M 

Ig LS: immunoglobulin kappa light chain leader sequence 

IL-1: interleukin-1 beta 

IL-6: interleukin-6 

IL-10: interleukin-10 

IRS1: insulin receptor substrate 1 

IP: immunoprecipitation 

Ka: association rate constant 

Kd: dissociation rate constant 

KD: equilibrium dissociation constant 

LDL: low-density lipoprotein 
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LPS: lipopolysaccharide 

LTA: lipoteichoic acid 

LXR: liver X receptor 

MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1 

NAFL: non-alcoholic fatty liver 

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease 

NASH: non-alcoholic steatohepatitis 

NDC: N-hydroxysuccinimide 

PBS: phosphate buffered saline 

PFA: paraformaldehyde 

PEG: polyethylene glycol 

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

RAG1: recombinase-activating gene 1 

RU: resonance unit 

RXR: retinoid X receptor 

scFv: single chain Fv 

SCID: severe combined immunodeficiency 

SPF: specific pathogen free 
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SPR: surface plasmon resonance 

SRCR: scavenger receptor cysteine-rich 

TGF: transforming growth factor beta 

TLR4: toll like receptor 4 

TNF: tumor necrosis factor alpha 
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第一章 序文 

 

“現代病”としての肥満 

ライフスタイルや食習慣の急激な変化により、現代社会では肥満の割合が増

加している。厚生労働省の「国民栄養・健康調査（平成 24 年）」によると、男

性総数における肥満（BMI ≧ 25）の割合は、平成元年（21.8 %）、平成 10 年

（26.3 %）、平成 24 年（29.1 %）のように増加傾向にあり、とりわけ 40 代男性

（平成 24 年）の肥満の割合は 36.6 %にのぼる。他方、女性総数における肥満の

割合は、この 30 年間 20 %前後で推移しているが、男女ともに年齢に伴って肥満

の割合は顕著に増加していく。肥満が公衆衛生上の 重要課題の１つとなって

いる理由は、脳卒中や心筋梗塞のような命に関わる病気を招くメタボリックシ

ンドロームや肥満症の土台となるからである。特に、メタボリックシンドロー

ムは内臓脂肪型肥満に高血糖・高血圧・脂質異常症のうち２つ以上を合併した

状態として定義され、循環器系疾患に罹患するリスクが高くなることから、早

期に診断してリスクをコントロールすることが重要視されている[1-3]。また、

コホート研究の結果から、メタボリックシンドロームは肝癌・膵癌・大腸癌・

乳癌・子宮内膜癌の発症と関連することが示唆されている[4,5]（図 1-1）。厚生

労働省の「人口動態統計（平成 25 年）」によると、日本人の死因の第１位は悪
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性新生物（癌）（28.7 %）であり、第２位は心疾患（15.5 %）、第３位は脳血管疾

患（9.3 %）である。このように、第１位～第３位はメタボリックシンドローム

および肥満症の関連疾患であり、合算すると日本人の死因の約 50 %を占める。 

 肥満人口の増加に伴い、非アルコール性脂肪性肝疾患 (non-alcoholic fatty liver 

disease; NAFLD) も増加している[6]。NAFLD は肝臓への脂肪沈着のみが観察さ

れる良性の単純性脂肪肝 (non-alcoholic fatty liver; NAFL) と、脂肪沈着に加えて

進行性の炎症・線維化を伴う非アルコール性脂肪性肝炎  (non-alcoholic 

steatohepatitis; NASH) の２つに大別される。NAFLD の有病率は、欧米諸国で 20

～40 %、アジア諸国で 12～30 %[7-13]、日本の 新の大規模調査では 29.7 %と

報告されている[14]。一方、NASH の有病率は正確には把握されていないが、

近の報告では人口の 3～5 %と推定されている[12,13]。NASH 患者の約 25 %は肝

硬変を経て肝細胞癌 (hepatocellular carcinoma; HCC) へと進展するため[15-17]、

世界的に NASH を基盤とした HCC の増加が懸念されている[18-21]。 

その他にも、肥満と血中の自己抗体の量の間に強い相関があること[22]、肥満

がナチュラルキラー細胞・マクロファージ・多形核白血球を含む様々なタイプ

の免疫機能を減弱し、結果として細菌やウイルスに感染しやすくなることも知

られている[23]。したがって、肥満を制御する戦略が強く求められている。 
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肥満による脂肪組織の慢性炎症 

 近年の研究により、メタボリックシンドロームや肥満症の基盤病態が脂肪組

織の慢性炎症であることが分かってきた。脂肪細胞が肥大化するに伴い、炎症

性マクロファージが脂肪組織中に集積し、局所性または全身性の慢性炎症が惹

起される[24-26]。マクロファージの分化パターンには大きく分けて２種類ある。

一つは TNF、IL-1、IL-6、MCP-1 などの炎症性サイトカインを分泌する M1

マクロファージ、もう一つは IL-10 のような抗炎症性サイトカイン、arginase、

TGFなどを発現する M2 マクロファージである。肥満でない状態の脂肪組織に

散在するマクロファージの多くは抗炎症性の M2 マクロファージであるのに対

し[27-29]、肥満脂肪組織に浸潤しているマクロファージのほとんどが炎症性の

M1 マクロファージである[25]（図 1-2）。M1 マクロファージはネクローシスを

起こした脂肪細胞の周囲を取り囲み、crown like structure (CLS) という特徴的な

形態を見せる[27,30]。脂肪が蓄積するに従い、M1 マクロファージだけでなく、

脂肪細胞自体も炎症性サイトカインを過剰に分泌するようになる[31-37]。代表

的な炎症性サイトカインである TNFは、c-Jun amino-terminal kinase (c-JNK) セ

リン・スレオニンキナーゼを介して insulin receptor substrate 1 (IRS1)をリン酸化

することにより、インスリン抵抗性を引き起こす[38,39]。単球走化性因子 MCP-1

は M1 マクロファージのさらなる浸潤を促進し、炎症性サイトカインがますます
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肥満症治療における薬物療法のニーズ 

 BMI ≧ 25 で肥満と診断され、耐糖能障害・脂質異常症・高血圧・高尿酸血

症・脂肪肝（NAFLD）・冠動脈疾患・脳梗塞・整形外科的疾患・睡眠時無呼吸症

候群・月経異常・肥満関連腎症のいずれかの健康障害があれば、治療による減

量が必要な状態（肥満症）と診断される。メタボリックシンドロームと肥満症

は共通する部分が大きいが、メタボリックシンドロームの診断が内臓脂肪蓄積

による動脈硬化の抑制を目的とするのに対し、肥満症の診断は内臓脂肪だけで

なく皮下脂肪の過剰蓄積も原因となる疾患（整形外科的疾患・睡眠時無呼吸症

候群・月経異常）も対象としている。肥満症に対しては有効な薬剤がほとんど

開発されていないため、現在の肥満症治療は食事療法・運動療法に加えた行動

療法が中心となっている。 

肥満症に対する食事療法については、性別・年齢で異なるが、1200 ～ 1800 kcal

程度に設定し、消費エネルギーが摂取エネルギーを上回るようにする。運動療

法については、ウォーキング・階段の利用・週末のトレーニングなど生活の中

で消費エネルギーを高める工夫を行う。そして、行動療法では、体重グラフや

歩数の記録などを通して、患者の主体性を高めて生活習慣を改善する。これら

の組み合わせで 3%以上の体重減少を達成し、血糖・脂質・血圧・肝機能・尿酸

などの改善を目指す。 
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 代表的な抗肥満薬を表 1-1 に示す。日本で唯一薬価収載されているマジンドー

ル（サノレックス®）は、適応が BMI ≧ 35 の高度肥満のみで、投与期間が 3

ヵ月以内であることから使用しにくい薬剤となっている[44]。薬理作用としては

覚醒剤に類似しており、中枢でノルアドレナリンとセロトニンの再吸収を阻害

することにより、満腹感を増強させて摂食量を抑制し、またエネルギー消費（脂

肪燃焼）を促進する。セチリスタット（オブリーン®）は 2013 年に厚生労働省

に承認されたものの、2%の体重減少効果しかなく、心血管イベントのリスク低

減のデータも示されていないことから、いまだに中央社会保険医療協議会で薬

価収載されていない。この他にも、欧米で承認された実績がある薬剤としてフ

ェンテルミン・フェンフルラミン・シブトラミンがあるが、いずれも心機能や

精神神経系への副作用があり、ベネフィットよりリスクの方が大きいとの判断

で多くが販売中止になった。リモバナンは、大麻の主成分の受容体として知ら

れるカンナビノイド受容体の拮抗薬で[45]、不安感・抑うつ・自殺企図の副作用

のために開発・販売中止になった。オルリスタットは、セチリスタットと同じ

く、小腸からの中性脂肪の吸収を阻害して体重減少させる抗肥満薬である[46]。

肥満症の治療対象者は、脂肪を減らした食事指導を受けているため、このタイ

プの薬剤は作用機序の点から大きな薬効は見込めない。以上のように、抗肥満

薬には 3%以上の体重減少効果があり、かつ、心機能や精神神経系への副作用の
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ない肥満症治療薬に対する医療上のニーズが存在する。 

 

 

 

表 1-1 代表的な抗肥満薬 

 

 

 

 

 

  

化合物名 作用機序 副作用 日本 アメリカ/EU

フェンテルミン ノルアドレナリン作動 不安感、口渇など ―
米：承認
欧：販売中止

マジンドール
モノアミン
再取り込み阻害

依存性、口渇、
便秘など

承認
米：販売中止
欧：販売中止

フェンフルラミン セロトニン刺激 不安感、不眠など ―
米：販売中止
欧：販売中止

オルリスタット リパーゼ阻害 下痢など 開発中止
米：承認
欧：承認

シブトラミン
モノアミン
再取り込み阻害

不整脈、高血圧など 申請取り下げ
米：承認
欧：販売中止

リモバナン
カンナビノイド
受容体拮抗

不安感、抑うつ、
自殺企図など

開発中止
米：申請取り下げ
欧：販売中止

セチリスタット リパーゼ阻害 下痢など
承認
薬価未収載

米：開発中
欧：開発中
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初に解明された AIM の機能は、その名のとおり、マクロファージ自身に取

り込まれ、アポトーシスを抑制する作用である。動脈硬化巣には、酸化 LDL、

その分解物であるオキシステロール、一酸化窒素、TNFなど、アポトーシスの

引き金となる因子が多い。進行した動脈硬化巣において病巣マクロファージの

アポトーシスを阻害することは、他のアポトーシス細胞の除去を促進し、プラ

ークの不安定化を防ぐ「良い面」がある。一方で、初期の動脈硬化巣において

マクロファージのアポトーシスを阻害することは、泡沫化マクロファージ数の

増加と炎症性サイトカインの増加を招き、プラーク形成を促進する「悪い面」

もある。AIM を欠損させた動脈硬化モデルマウス（AIM-/- LDL-/-マウス）を用い

た研究から、動脈硬化の予防・治療のためには、AIM の機能を抑制することが

有益だと考えられている[47]。 

マクロファージにおける AIM の遺伝子発現は、核内受容体 LXR/RXR の制御

下にある。初代マクロファージ細胞では AIM の mRNA 発現は検出されないが、

酸化 LDL や、LXR および RXR のアゴニストを添加することにより、AIM の遺

伝子発現が誘導される（図 1-4）。動脈硬化モデルマウスにおいても、泡沫化マ

クロファージが AIM を強く発現することが確認されている[47]。 

近年、AIM はマクロファージの生存を助けるだけでなく、次項に述べる脂肪

細胞に取り込まれて脂肪酸合成を阻害する作用、癌化した肝細胞を除去する働
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AIM による肥満抑制効果 

 近年、当研究室により AIM に肥満の進行を抑制する役割があることが発見さ

れた[53]。分泌因子である AIM は個体によって様々な血中濃度を示し[49,53-60]、

高脂肪食を与えたマウスでは、肥満の進行に伴って血中AIM値が増加する[53]。

血中の AIM は脂肪細胞の表面に発現している CD36 を介したエンドサイトーシ

スにより細胞質中に取り込まれ、脂肪酸合成酵素 (fatty acid synthase: FAS) に直

接結合して抑制する[53]。FAS によって合成されるパルミチン酸は、中性脂肪の

主要な構成要素であるとともに、脂肪細胞の機能において中心的な役割を担っ

ている核内受容体 PPARの内因性リガンドでもある。PPARは油滴構成タンパク

質関連遺伝子 (fat-specific protein 27, perilipin, adipophilin) を含む様々な遺伝子

を発現誘導するため、AIM が脂肪細胞に取り込まれて FAS 活性が抑制されると、

脂肪滴のサイズ減少と脂肪分解が促進される[53,58,61]（図 1-5）。したがって、

高脂肪食給餌下においては、AIM ノックアウトマウス (AIM -/- ) は野生型マウス 

(AIM +/+ ) に比して、脂肪細胞の肥大がより進行し、内臓脂肪や皮下脂肪の重量

が増大する。AIM -/- マウスに高脂肪食を与えることにより誘導される高度肥満

の表現型は、組換え AIM を投与することにより抑制できる[53,58,61]。これらの

知見は、AIM が肥満の進行を制御する効果的な治療手段となりうることを示唆

している。 
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血中 AIM 値のバイオマーカーとしての可能性 

 健常人の血中 AIM 値と健康診断の各種検査値との関連が調べられ、男性に比

して女性の血中 AIM 値が高いこと（男性：4.99±1.8 g/mL、女性：6.06±2.1 

g/mL）、年齢が高くなるにつれて AIM 値が漸減することが明らかになった[62]。

血清のゲル濾過クロマトグラフィーや非還元条件下のウェスタンブロッティン

グにより、血中でAIMは IgMに結合した状態で存在することが示されている[22]。

AIM は IgM と結合することにより腎排泄を免れており、血中 AIM 値と IgM 値

との間には強い相関がある。血中 IgM 値は男性より女性の方が高いことが知ら

れており、このことが女性の血中 AIM 値が高い原因だと考えられる。 

AIM には抗肥満作用があるため、肥満関連の検査値との相関も調べられてお

り、BMI、腹囲、LDL コレステロール、空腹時血糖、HbA1c、血圧とは負の相

関を示す。また、AST や ALT 等の肝機能マーカーとは正の相関が認められてい

る[62]。四塩化炭素肝障害モデルにおいて、マウスに四塩化炭素を投与すると血

中 AIM 値が増加したこと、AIM-/- マウスと AIM+/+ マウスで肝障害や肝線維化が

同程度であったことから、高 AIM 値は肝障害の原因ではなく結果であると考え

られている。さらに、AIM と他の肝機能マーカーの組み合わせは、肝障害患者

における肝細胞癌の有無の診断に役立つ可能性がある[62]。 
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IgM との結合による血中 AIM の半減期延長 

IgM に結合するタンパク質としては、C1q を含む補体因子や1-antitrypsin が知

られており、AIM もそのうちの１つである[63-65]。AIM の分子量は約 50 kDa

であり、腎糸球体で濾過される分子量（約 60 kDa）よりも小さいため、遊離の

AIM は容易に腎排泄されてしまう[66]。ほとんどの AIM は、血中で IgM５量体

に結合した状態で存在しており、この結合が AIM を腎排泄から保護することに

より、比較的高い血中 AIM 濃度（約 2.5－10 g / mL）が維持されている[22,65]。

このことは、ヒトやマウスにおいて血中 AIM 値と IgM 値が強い相関を示し、IgG

値とは相関しないことと合致している[22,62]。 

分泌型 IgM には、J 鎖を含む５量体と J 鎖を含まない６量体があり、血中 IgM

の 90%以上は５量体が占めている。J 鎖欠損マウスの血液の解析から、AIM は

IgM５量体のみに結合し、IgM６量体には結合しないことが分かっている。とこ

ろが興味深いことに、免疫沈降実験から AIM の結合部位は J 鎖ではないことが

示唆されている[22]。現在のところ IgM の X 線構造解析の報告はないが、今後

IgM５量体と６量体の立体構造の違いが明らかになれば、AIM が IgM６量体に結

合できない理由も明らかになると思われる。 

recombinase-activating gene 1 欠損マウス (RAG1-/-) や分泌型 IgM 欠損マウス

（Δs）といった血中 IgMが存在しないマウス[67]の血中AIM値は非常に低く、
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研究目的 

 これまでの研究から、血中 IgM を遺伝的に欠損したマウスや、ほとんどの血

中 IgM に内因性 AIM が結合している野生型マウスに AIM を投与しても、速や

かに尿中に排出されてしまうことが分かっていた。本研究では、投与した AIM

が効果的に作用できるよう、AIM の血中半減期を延長するための新たな戦略を

確立することを目的とした。そのために、抗原結合領域がない合成 IgM-Fc５量

体、または、IgM-Fc と AIM の複合体を精製し、これらを投与することより血中

AIM 値を増加させられるかを検討した。本研究ではマウスモデルを用いたが、

将来的にヒトの治療に応用する観点から、ヒト IgM-Fc とヒト AIM を使用した。 
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第二章 材料と方法 

 

動物 

AIM-/-マウス[49]は、15 世代以上 C57BL/6J と戻し交配したものを用いた。な

お、AIM 遺伝子の周辺では肥満原因と関連のある遺伝子座は報告されていない。

Δsマウスは Jackson 研究所から購入した。Fc/R-/-マウスは渋谷彰教授（筑波

大学 医学医療系）に供与して頂いた。全ての動物は、12 時間の明暗周期、特定

病原体不在（specific pathogen free）環境下で飼育した。全ての動物実験プロトコ

ールは、東京大学医学系研究科動物実験委員会の承認を受け（承認番号： 

P10-143）、アメリカ国立衛生研究所（NIH）の実験動物の管理と使用に関する指

針を遵守して行った。全ての外科的実験はペントバルビタールの麻酔下で行い、

苦痛を 小限に抑えるよう配慮した。 

 

試薬および抗体 

一次抗体： 

抗 AIM 抗体（Rab2, ウサギポリクローナル抗血清, 当研究室にて作製） 

抗 FLAG 抗体（M2; Sigma, St. Louis, MO） 

抗 c-Myc 抗体（ポリクローナル抗体, QED Bioscience, San Diego, CA） 
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抗 HA 抗体（clone 3E10, Roche, Basel, Switzerland） 

抗 F4/80 抗体（clone BM8, Invitrogen, Carlsbad, CA） 

抗 mouse IL-6 抗体（clone MP5-20F3, R&D Systems, Minneapolis, MN） 

抗 mouse C1q 抗体（ウサギ ポリクローナル抗体, Abcam） 

抗1-antitrypsin 抗体（ニワトリ ポリクローナル抗体, Abcam） 

 

二次抗体： 

HRP 標識抗 rabbit IgG 抗体（ヤギ ポリクローナル抗体, Millipore, Billerica, MA） 

Cy3 標識抗 rat IgG 抗体（ヤギ ポリクローナル抗体, Chemicon, Billerica, MA） 

Alexa Fluo 488 標識抗 rabbit IgG 抗体（ニワトリ ポリクローナル抗体, Molecular 

Probes, Eugene, OR） 

 

対比染色： 

Hoechst 33342（Invitrogen） 

 

ELISA 用抗体： 

ELISA 法でヒト IgM、マウス IgM、マウス IgG を測定するための抗体は、BETHYL 

Laboratories（Montgomery, TX）から購入した。 
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PCR 

サーマルサイクラーは GenAmp PCR System 9700（Applied Biosystems）、DNA

ポリメラーゼは KOD plus（TOYOBO）を用いた。ポリメラーゼに付属のプロト

コールに従い、反応溶液を調製した。アニーリングは 60℃（30 秒）、伸長反応

は 68 ℃、時間は 1kb / min で計算し、35～40 サイクルの間で反応を実施した。 

 

制限酵素反応 

制限酵素は TaKaRa 社および Roche 社から購入した。DNA 1 g あたり 1 U の

制限酵素を使用した。 

 

アガロースゲルからの DNA 抽出 

GENE CLEAN II kit （MP Biomedicals）を用い、付属のプロトコールに従って

DNA 抽出を行った。 

 

ライゲーション 

Rapid DNA Ligation Kit（Roche）を使用した。16℃で 30 分間、ライゲーショ

ン反応を行った。 
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大腸菌からの Plasmid DNA の回収 

大腸菌の培養液が 2～3 ml の場合には、GENE CLEAN II kit （MP Biomedicals）

を使用した。培養液が 50～100 ml の場合には、QIAGEN Plasmid Purification Midi 

Kit （QIAGEN）を使用した。 

 

大腸菌の形質転換 

大腸菌 DH5のコンピテントセルを使用した。10 l のライゲーション溶液に

対して 100 l のコンピテントセルを混合し、氷上で 30 分間静置した。42 ℃、

40 秒加熱後、氷上で 5 分間冷却した。LB プレート（50 g / ml アンピシリン含

有）に播種し、37 ℃で一晩インキュベートした。 

 

Biacore 解析 

 表面プラズモン共鳴分析装置 Biacore 3000 (GE Healthcare) を用い、センサー

チップに固定化したヒト AIM とヒト IgM-Fc 単量体との相互作用を 25℃で測定

した。ヒト組換え AIM（rAIM）は pH 4.0 でプラスに帯電させて静電的に濃縮し、

CM5 センサーチップのフローセル（Fc2）に 2800 resonance units (RU) 共有結合

させた。リファレンスのフローセル（Fc1）は、1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
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-carbodiimide hydrochloride (EDC) と N-hydroxysuccinimide (NDC) によるデキス

トランのカルボキシル基の活性化と、エタノールアミンによるブロッキングの

みを行った。共有結合しなかった rAIM を除去するために、センサーチップを高

塩濃度のバッファー（100 mM borate pH 8.5, 500 mM NaCl）で洗浄した。IgM-Fc

単量体はランニングバッファー（10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM 

EDTA, 0.05 % Tween-20）で希釈し、40, 80, 160, 320, 640 nM の希釈系列を作成し

た。リファレンスセル (Fc1) と rAIM を固定化したフローセル (Fc2) に、IgM-Fc

単量体を薄い希釈液から順番に流速 20 L / min で 2 分 30 秒間注入し、IgM-Fc

と AIM の相互作用を解析した（図 2-1）。注入後はランニングバッファーのみを

3分間流して解離過程を解析した。次の IgM-Fc単量体の希釈液を注入する前に、

センサーチップに再生バッファー (20 mM Glycine-HCl pH 2.5, 1M NaCl, 0.1 % 

Tween-20) を１分間流し、AIM に結合した IgM-Fc を除去した。Biacore システム

はセンサーチップの裏側から光を当てて金薄膜とガラスの境界面で全反射させ、

反射光が強度低下した角度（SPR シグナル）を検出する。センサーチップに固

定化された AIM に IgM-Fc が結合すると、質量増加によりセンサーチップ表面

の溶媒の屈折率が変化し、SPRシグナルの位置がXからYにシフトする（図2-2）。

このシフト量から、センサーチップ表面での質量変化（結合量）をリアルタイ

ムにモニターすることができる。測定結果を BIAevaluation software (version 4.1) 
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細胞培養 

DMEM+GlutaMAX-I (Invitrogen) に 10 % FBS (Invitrogen) と 0.2 % Gentamicin 

reagent solution (Invitrogen) を添加した培地を用い、37℃、5 % CO2 の条件下で

HEK293T 細胞を培養した。細胞の継代は、0.25 % トリプシン–EDTA （Invitrogen）

を用いて細胞を剥離し、3×104 cells/cm2 の密度で新しい培養フラスコに播種した。 

 

細胞へのトランスフェクション 

HEK293T細胞へのトランスフェクションは、Bio-Rad Gene Pulser Xcellを用い、

エレクトロポーレーション法で実施した。ここでは代表的な条件を説明する。

T-150フラスコにコンフルエントなHEK293T細胞を 0.25 % トリプシン – EDTA

処理により剥離し、10 mL の D-MEM / 10 % FBS 培地に懸濁した。細胞を 500×

g で 4℃、3 分間遠心した後、上清を除去し、細胞を 5 mL の PBS で洗浄した。

再度遠心して上清を除去し、細胞を 1mL の Opti-MEM (Gibco) に懸濁した。２

個の 4 mm の Gene Pulser Electroporation Cuvettes (Bio-Rad) を用意し、細胞懸濁

液を 0.5 mL ずつ入れ、それぞれに 25 g のプラスミド DNA を加えて混和した。

エレクトロポーレーションは、次の条件で実施した（モード：減衰波、電圧：

400 V、静電容量：125 F、抵抗：∞Ω）。２つのキュベットの細胞をまとめて、

100 mL の D-MEM / 10 % FBS を満たした T-300 フラスコに入れ、３日間、37℃、
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5 % CO2 の条件下で培養した。その後、分泌されたヒト AIM またはヒト IgM-Fc

が含まれる培養上清を回収した。 

 

変異ヒト IgM-Fc の作製 

 変異ヒト IgM-Fc の DNA は、KOD -Plus- Mutagenesis Kit (TOYOBO) を用いて

作製した。その原理を図 2-3 で簡単に説明する。 初に、5’末端に変異を導入し

たプライマーを用いて Inverse PCR を行った。次に、メチル化 DNA を特異的に

分解する制限酵素 Dpn I により、鋳型プラスミド DNA を分解した。大腸菌から

精製したプラスミド DNA はメチル化されているが、PCR 産物はメチル化されて

いないため分解されない。T4 ポリヌクレオチドキナーゼによる PCR 産物の 5’

末端のリン酸化とライゲーション反応を同時に行い、PCR 産物を環状化させた。

後に、環状化した PCR 産物を用いて、DH5コンピテントセルを形質転換し

た。大腸菌のシングルコロニーをピックアップして小スケールの培養を行い、

プラスミド DNA の抽出を行った。インサート部分の DNA 配列が正しいことを

シーケンス反応で確認した後、インサート部分を制限酵素で切り出して、新し

いベクター（pSecTag2-B vector または pCAGGS vector）に移し替えた。 
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合成および組換えタンパク質の産生と精製 

 FL-hFc については、pCAGGS-FL-hFc プラスミドと pCAGGS-hIgJ-Myc プラス

ミド（図 2-4）を HEK 293T 細胞に共トランスフェクションし、DMEM+GlutaMax-I

（Gibco, Carlsbad, CA）に 10 % FBS を添加した培地で３日間培養した。抗 FLAG

抗体（M1; clone 4E11, Sigma）を結合させたカラムを用い、培養上清から FL-hFc

を精製した。精製カラムは HiTrap NHS-activated HP column（GE-Healthcare）の

アガロース担体 1 mL に対し 10 mg の抗体を結合させて作製した。Ca2+イオン濃

度を調整するため、培養上清に 1/9 量の 10x TBS / Ca バッファーを添加した。カ

ラムを 10 ベッドボリュームの TBS / Ca バッファー（50 mM Tris pH 7.4, 150 mM 

NaCl, 10 mM CaCl2）で平衡化した後、サンプルをカラムに注入した。次に、30

ベッドボリュームの 0.05 % Tween-20を含むTBS / Caバッファーでカラムを洗浄

し、さらに 10 ベッドボリュームの TBS / Ca バッファーで洗浄した。結合タンパ

ク質の溶出は、0.1 M Glycine-HCl, pH 3.0 で行い、溶出液回収用チューブに予め

1/10 量の 1 M Tris-HCl, pH 8.5 を入れておくことにより中和した。精製タンパク

質の濃縮と、緩衝液を PBS に置換するために、Amicon Ultra 100k（Millipore, 

Billerica, MA）を用いて限外濾過を行った。 

 hFc-AIM 複合体については、pCAGGS-hAIM-HA プラスミド（図 2-4）、または、

pCAGGS-FL-hFc プラスミドおよび pCAGGS-hIgJ-Myc プラスミドを別々の HEK 



 

- 35 - 
 

293T 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクション後、それぞれの

細胞を混合して３日間共培養した。FL-hFc と AIM を別々にトランスフェクショ

ンするのは、細胞内ではなく、培養上清中で複合体を形成させるためである。

hFc-AIM 複合体は、２種類のカラムを順次使用して精製した（図 2-5）。 初に、

遊離 FL-hFc を除くため、抗 human AIM モノクローナル抗体（clone #7, Transgenic 

Inc., Tokyo）を結合させた HiTrap NHS-activated HP column で精製した。カラムを

10 ベッドボリュームの 20 mM Tris pH 7.5, 0.1 M NaCl, 0.1 mM EDTA バッファー

で平衡化した後、培養上清をカラムに注入した。30 ベッドボリュームの 20 mM 

Tris pH 7.5, 0.1 M NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.05 % Tween-20 バッファーでカラムを洗

浄した。結合タンパク質の溶出は、0.1 M Glycine-HCl, pH 3.0 で行い、溶出液回

収用チューブに予め 1/10 量の 1 M Tris-HCl, pH 8.5 を入れておくことにより中和

した。続いて、溶出液から遊離 hAIM を除くため、抗 FLAG 抗体（M1）カラム

を用い、前述の方法で精製した。 

 ヒト IgM-Fc 単量体については、pSecTag2-hFc-Myc プラスミド（図 2-4）を HEK 

293T 細胞にトランスフェクションした。このコンストラクトは、ヒト IgM-Fc

（CH2-CH3-CH4 ドメイン）の C 末端に Myc タグを付加するよう設計している。

抗 c-Myc 抗体を結合したカラム（Sigma）を用い、培養上清から IgM-Fc 単量体

を精製した。カラムを 10 ベッドボリュームの PBS で平衡化した後、培養上清を
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量加え、室温で 30 分間程度かけて、ゆっくりとタンパク質を変性させた。

e-PAGEL ゲル（アトー株式会社）に 20 ～ 50 g / レーンのサンプルをのせ、

SDS-PAGE 法を実施した。なお、非還元状態の FL-hFc５量体は分子量が約 600 

kDa もあり、通常の電圧および時間では電気泳動を行うことができない。そこで、

FL-hFc５量体の SDS-PAGE には、3～10 %のグラディエントゲルを用い、定電圧

150 V で 30 分間電気泳動した後、電圧を 300 V に上げて 150 分間電気泳動した。

なお、発熱が激しいため、電気泳動槽全体を氷水で冷やしながら SDS-PAGE を

実施した。電気泳動終了後、PVDF 膜（Immobilon, Millipore）に分離したタンパ

ク質を転写し、5 % スキムミルク / TBST (20mM Tris-HCl pH 7.6, 136mM NaCl, 

0.1 % Tween-20) を用いて、30 分間、室温でブロッキングを行った。一次抗体を

ブロッキング溶液で希釈し、終夜、4 ℃でインキュベーションした。一次抗体

の種類と希釈率は、抗 AIM 抗体（1:2000）、HRP 標識抗 HA 抗体（1:1500）、HRP

標識抗 FLAG 抗体（1:1500）、HRP 標識抗 Myc 抗体（1:3000）である（括弧内は

抗体希釈率）。一次抗体のインキュベーション後、TBST で 3 回洗浄した。二次

抗体をブロッキング溶液で希釈し、2 時間、室温でインキュベーションした。二

次抗体の種類と希釈率は、HRP 標識抗 rabbit IgG 抗体（1:3000）である（括弧内

は抗体希釈率）。二次抗体のインキュベーション後、TBST にて 3 回洗浄した。

Luminata Forte Western HRP Substrate（Millipore）を基質として、HRP 酵素反応に
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よる発光を検出した。 

 FL-hFc を静脈内投与したマウスの血中 FL-hFc 値およびマウス AIM 値の測定

については、段階希釈した精製 FL-hFc または精製マウス AIM で検量線を作成

し、同一ゲル上の血清サンプル（1 L / レーン）のウェスタンブロッティングの

シグナル強度を、ImageQuant LAS4000（GE Healthcare）により定量した。 

 

免疫沈降 

 30 L マウス血清、10 L anti-FLAG antibody conjugated affinity gel（Sigma）、

160 L PBS を加えて合計 200 L にし、4℃で終夜インキュベーションした。沈

殿物を洗浄バッファー（1 % NP-40 / PBS、プロテインインヒビターカクテル添

加）で５回洗浄し、20 L の 2×サンプルバッファーに溶解した。サンプルを 95℃

で 5 分間加熱後、SDS-PAGE とウェスタンブロッティングを実施した。 

 

ELISA 

マウス血清中の IgM、IgG 濃度は ELISA により測定した。どちらも BETHYL

社の ELISA 用抗体を用いた。ELISA プレートは NUNC Immuno plate MaxiSorp 

(Thermo Fisher Scientific) を用いた。実験操作は付属のプロトコールに従った。 
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凍結切片の作製 

 ペントバルビタールをマウスに腹腔内投与し、麻酔による意識消失を確認後、

胸部を開いた。心臓の右心耳を切開して潅流液の排出口とし、注射針を左心室

に刺して 1 U / ml ヘパリン / PBS を 5 分間潅流させることにより脱血した。次

に、潅流液を 4 % Paraformaldehyde (PFA) / PBS に変えて、１時間潅流固定した。

採取した精巣上体脂肪組織は 4 % PFA / PBS 中で、4℃で一晩固定した。次に、

30 % スクロースに置換し、4℃で一晩脱水した。組織標本を Tissue-TEK O.C.T. 

compound（Sakura, Torrance, CA）に包埋し、ドライアイスで冷やしたヘキサンを

冷媒に用いて凍結した。凍結ブロックは、クリオスタット  ミクロトーム

（CM3050S; LEICA, Wetzlar, Germany）で 14 m に薄切した。 

 

ヘマトキシリン – エオジン染色 

Tissue-Tek O.C.T. compound を除去するため、MilliQ 水で凍結切片を 2 回洗浄し

た。 初に、ヘマトキシリン液（武藤化学）に、室温、5 分間浸した後、流水で

10 分間洗浄した。次に、エオジン液（Sigma）に、室温、1 分間浸した。染色後、

70 % エタノール、80 % エタノール、90 % エタノール、100 % エタノール、キ

シレンの順に置換し、組織を脱水した。封入剤にはマリノール（武藤化学）を

用いた。 
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免疫組織染色 

ドライヤーの冷風で凍結切片を 30 分間乾燥した後、PBS で 2 回洗浄し、

Tissue-Tek O.C.T. compound を除いた。G block (Genostaff) を切片上に滴下し、室

温で 15 分間ブロッキングを行った。G block を TBST で 1/50 希釈した溶液を用

いて一次抗体を希釈し、湿潤箱に入れて、4 ℃で終夜インキュベーションした。

一次抗体の種類と希釈率は、抗 AIM 抗体（1:50）、抗 F4/80 抗体（1:100）、抗 IL-6

抗体（1:300）である（括弧内は抗体希釈率）。一次抗体のインキュベーション後、

TBST で 3 回洗浄した。G block を TBST で 1/50 希釈した溶液を用いて二次抗体

を希釈し、湿潤箱に入れて、室温、遮光条件下で、1 時間インキュベーションし

た。二次抗体の種類と希釈率は、Alexa Fluor 488 標識抗 rat IgG 抗体（1:500）、

Cy3 標識抗 rat IgG 抗体（1:500）である（括弧内は抗体希釈率）。二次抗体でイ

ンキュベーション後、TBSTで3回洗浄した。1 g / mlのHoechst 33342 （Invitrogen）

を切片上に滴下し、室温、遮光条件下で、1 分間インキュベートし、核染色を行

った。 後に TBST で 3 回洗浄し、退色防止剤含有封入剤 ProLong Gold 

（Molecular Probes）で封入した。数時間から一晩おいて封入剤が硬化した後、

共焦点顕微鏡（FV10i; Olympus, Tokyo）による観察を実施した。 
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統計解析 

平均値の差の検定には、Welch’s t-test を用いた。p 値が 0.05 未満のときを有意

差ありとした。 
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第三章 結果 

 

Biacore システムを用いた AIM と IgM-Fc の相互作用解析 

はじめに、AIM が IgM のどの領域に結合しているか探索を行った。これまで

の研究から、AIM が IgM の可変領域（V）の型に関わらず異なるモノクローナ

ル IgM に結合することが分かっていた。そこで、AIM は IgM の Fc 領域に結合

する可能性が高いと考え、分子間相互作用解析システム BiacoreⓇを用いて、AIM

と IgM-Fc が結合するかを調べた。 

図 3-1 のように、IgM 重鎖の Fc 領域は４つの保存されたドメイン（CH1～CH4）

のうちの３つから成る。CH1 ドメインは IgM 軽鎖と S-S 結合を通して繋がって

おり、CH2～CH4 ドメインは軽鎖と結合していない。他の型のイムノグロブリ

ンと同様に、２セットの重鎖と軽鎖が CH2 ドメイン内のシステイン残基で結合

してダイマーを形成している。生理的条件下では、CH3 と CH4 ドメイン内の２

つの S-S 結合により、IgM は５量体を形成している（図 3-1）。複数の結合部位

があると結合モデルが複雑になるため、Biacore 解析で結合速度定数や親和定数

を算出するには単量体の IgM-Fc を用いる必要がある。私は、ヒト IgM-Fc への

タグの付加位置を検討する過程で、C 末端に Myc タグを付加した IgM-Fc

（hFc-Myc）を作製したところ、産生される IgM-Fc のほとんどが単量体（約 100 
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kDa）になることを発見した（図 3-2）。IgM 重鎖の C 末端領域は動物種を超えて

よく保存されており、５量体形成の機能があることが知られている[68-71]。特

に、C 末端から２残基目のシステイン残基が重要であることから、Myc タグの

付加により５量体形成が阻害された可能性が考えられる。 

精製ヒト AIM を Biacore のセンサーチップ表面に固定化し、様々な濃度（0, 40, 

80, 160, 320, 640 nM）の精製 hFc-Myc を流路に注入し、両者の相互作用を測定し

た。相互作用が起こるとセンサーチップ表面での屈折率が変化し、Resonance Unit

（RU）として検知される。図 3-3 のように、AIM と合成 IgM-Fc は明らかに特

異的な結合をしており、結合－解離曲線は 1：1 結合モデルでうまくフィッティ

ングすることが出来た。フィッティングの結果、結合速度定数（Ka）は 2.05×

104（/molar second: Ms）、解離速度定数（Kd）は 3.15×10-3（/s）、解離定数（KD）

は 1.53×10-7（M）と算出された。 
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IgM-Fc における AIM 結合ドメインの解析 

 図 3-1 に示したように、IgM の Fc 領域はよく似た３つのイムノグロブリンド

メイン（CH2、CH3、CH4）から成っている。そこで、AIM の結合領域をさらに

絞り込むため、短い合成 IgM-Fc を作製し（図 3-4）、AIM に対する結合ドメイン

を詳細に解析した。 

 初に、IgM-Fc の N 末端側を短縮した合成 IgM-Fc を作製し、hAIM と合成

IgM-Fc を HEK293T 細胞に共発現させ、その培養上清を用いて共免疫沈降を行

った。その結果、抗 AIM 抗体と抗 Myc 抗体のどちらを用いても、全ての合成

IgM-Fc (CH2-4-Myc、CH3-4-Myc、CH4-Myc) が AIM に結合した（図 3-5）。そこ

で、AIM は CH4 ドメインに結合する可能性が高いと考えて CH2-3-Myc を作製

し、同様に共免疫沈降を行った。ところが、予想に反し、AIM は CH2-3-Myc と

CH4-Mycの両方に結合した（図 3-6）。さらに、CH2-3-MycをCH2-MycとCH3-Myc

に分割し、共免疫沈降を行った。hAIM と合成 IgM-Fc（CH2-Myc、CH3-Myc、

CH4-Myc）を HEK293T 細胞に共発現させた培養上清を還元条件のウェスタンブ

ロッティングで確認したところ、CH2-Myc と CH3-Myc には糖鎖修飾の違いによ

ると推測される分子量の異なるバンドが観察された（図 3-7A）。抗 AIM 抗体を

用いた共免疫沈降を行ったところ、CH2-Myc も CH3-Myc 両方とも AIM への結

合が見られなかった。一方、CH4-Myc は、AIM との結合を示す明瞭なシグナル
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 初に、hFc-Myc（野生型）、N209Q、N272Q、N209Q/N272Q/N279Q、そして、

糖鎖を全て欠失させたN209Q/N272Q/N279Q/N439QをHEK293T細胞に発現させ、

培養上清と細胞ライセートのウェスタンブロッティングを行った。その結果、

細胞ライセート中では全ての変異 IgM-Fc の発現が認められたのに対し、培養上

清中では N209Q/N272Q/N279Q/N439Q の分泌が認められなかった（図 3-9A）。次

に、N279Q および糖鎖を２つずつ欠失させた変異 IgM-Fc（N209Q/N272Q、

N209Q/N279Q、N272Q/N279Q）を作製し、同様の解析を行ったところ、細胞ラ

イセート中では全ての変異 IgM-Fc の発現が認められたのに対し、培養上清中で

は N209Q/N272Q と N209Q/N279Q の分泌が認められなかった（図 3-9B）。これ

らの結果から、IgM-Fc の糖鎖修飾は細胞外への分泌に重要な役割を果たしてい

る可能性が示唆された。 

糖鎖修飾を全て欠失した N209Q/N272Q/N279Q/N439Q は培養上清中に分泌さ

れなかったが、3 ヵ所欠失した N209Q/N272Q/N279Q は分泌された。そこで、こ

の変異 IgM-Fc が５量体として分泌されるのかを検討した。そのために、C 末端

の Myc タグを除去した N209Q/N272Q/N279Q と N209Q/N272Q/N279Q/N439Q（ネ

ガティブコントロール）を作製した。前に述べたように、IgM-Fc の C 末端に付

加された Myc タグが５量体化を阻害しており、Myc タグを除去することにより

５量体を形成できるようになる。非還元条件下で培養上清のウェスタンブロッ
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ティングを実施したところ、野生型の IgM-Fc は５量体のシグナル（約 600 kDa）

のみが観察されたのに対し、N209Q/N272Q/N279Q は２量体のシグナル（約 220 

kDa）のみが観察された（図 3-10）。一方、N209Q/N272Q/N279Q/N439Q は培養

上清中への分泌が確認されず、hFc-Myc に同じ変異を導入した結果（図 3-9A）

と一致した。 

以上の検討から、糖鎖修飾部位のアスパラギンをグルタミンに置換すること

により糖鎖修飾を欠失させると、合成ヒト IgM-Fc５量体の分泌に問題が生じる

ことが明らかになった。 
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ヒト IgM-Fc５量体の作製および AIM との結合 

 AIMと IgM-Fc単量体が十分な親和性で結合することが分かったため（図3-3）、

続いて AIM と IgM-Fc５量体の結合について調べた。ヒト IgM-Fc５量体の作製

には、FLAG タグを CH2 ドメインの N 末端に融合した FL-hFc と、Myc タグを

IgJ の C 末端に融合した hIgJ-Myc を用いた（図 3-11）。このようにタグを付加す

れば、IgM の５量体形成だけでなく、J 鎖の効率的な結合も阻害しない。興味深

いことに、これまでの研究から、IgJ を欠いた IgM５量体は AIM と結合しないこ

とが分かっている[22]。FL-hFc 発現ベクターと hIgJ-Myc 発現ベクターを

HEK293T 細胞に共トランスフェクションし、培養上清のウェスタンブロッティ

ングを実施した。非還元条件下で抗 FLAG 抗体を用いて検出を行ったところ、

FL-hFc の５量体形成を示す高分子量（約 600 kDa）のシグナルが検出された（図

3-12A）。抗 Myc 抗体を用いたウェスタンブロッティングにおいて同一の位置に

シグナルが検出されたことから、この５量体が IgJ を含んでいることが示された。

IgJ がない条件で FL-hFc を発現させると５量体と６量体の両方が形成されるに

も関わらず、IgJ を共発現させることにより５量体の形成が優勢になった（図

3-12B）。還元条件のウェスタンブロッティングを行ったところ、一本鎖の FL-hFc

と IgJ-Myc に相当するサイズのシグナルが、それぞれ抗 FLAG 抗体と抗 Myc 抗

体を用いて検出された（図 3-12C）。以上の結果は、IgJ を結合したヒト IgM-Fc
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５量体の作製に成功したことを示している。 

合成 IgM-Fc５量体への AIM の結合を確認するため、FL-hFc と hIgJ-Myc を共

発現させた HEK293T 細胞の培養上清に、精製ヒトおよびマウス AIM を添加し、

抗 FLAG 抗体を用いて FL-hFc の免疫沈降を行った。抗 AIM ポリクローナル抗

体（Rab2）を用いたウェスタンブロッティングにより、ヒトおよびマウス AIM

はどちらも IgM-Fc５量体と一緒に共免疫沈降されることが分かった。したがっ

て、全長の IgM５量体と同様に、合成 IgM-Fc５量体は AIM と複合体を形成する

ことが示された。なお、ネガコンとして用意したヒト IgG1-Fc は AIM に結合し

なかった（図 3-13）。この結果は、血中 AIM 値と IgG 値との間に明確な相関関

係が見られないことと一致する[22]。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

図 3-

(A) 

融合

共ト

 

 

-11 ヒト Ig

FLAG タグ

合した。(B) 

ランスフェ

gM-Fc５量体

グを CH2 ド

FL-hFc 発

ェクション

体の作製 

ドメインの

現ベクター

ンし、抗原結

- 59 - 

N 末端に融

ーと IgJ-My

結合領域が

融合し、M

yc 発現ベク

がない IgM-

yc タグを

クターを HE

Fc５量体を

IgJ の C 末

HEK293T 細

を作製した

 

末端に

細胞に

た。 



 

 

 

 

図 3-

(A) F

非還

より

の FL

 

-12 FL-hF

FL-hFc が５

還元条件のウ

、FL-hFc５

L-hFc（約

Fc の５量体

５量体を形

ウェスタン

５量体の形

50 kDa）と

体形成および

形成すること

ンブロッティ

形成が優勢に

と IgJ-Myc

- 60 - 

び IgJ 鎖の

と、その５

ィング（W

になる。(C

（約 20 kD

の結合 

量体が IgJ

WB）で確認

C) 還元条件

a）のシグ

鎖を結合し

認した。(B) 

件の WB に

ナルを確認

 

しているこ

IgJ の共発

により、一

認した。 

ことを

発現に

一本鎖



 

 

 

 

 

 

図 3-

抗 F

AIM

 

 

 

 

-13 ヒト Ig

FLAG 抗体

M 両方に結合

gM-Fc５量体

体を用いた共

合すること

体は、ヒトお

共免疫沈降

とを確認した

 

- 61 - 

およびマウス

降法により、

た。 

ス AIM 両方

FL-hFc５

方に結合する

量体がヒ

る 

トおよびマ

 

マウス



 

- 62 - 
 

合成 IgM-Fc の投与による 分泌型 IgM 欠損マウスの血中 AIM 値の回復 

 血中で AIM は IgM と複合体を形成することにより、尿中への排泄から保護さ

れている。したがって、分泌型 IgM 欠損（Δs）マウスのように生来的に IgM

を持たないマウスでは、組織マクロファージによる AIM の産生量は野生型マウ

スと同等であるにもかかわらず、血中 AIM 値が著しく低い。そこで、Δsマウ

スに合成 IgM-Fc を投与することにより、AIM 値を回復させることが可能かを調

べた。100 g の精製 FL-hFc５量体を静脈内投与したΔsマウスの血液を経時的

に採取し、血中 AIM 値をウェスタンブロッティングで定量した。なお、検量線

は精製マウス AIM を用いて作成した。図 3-13 で示したように、FL-hFc はマウ

ス AIM にも結合する。図 3-14A のように、投与した FL-hFc の半減期は 12～16

時間であり、マウス IgM の本来の半減期とほぼ同じであった。FL-hFc の投与に

伴って、投与 24 時間後までマウス AIM 値は高値を示した（図 3-14B）。したが

って、合成 IgM-Fc が血中 AIM の半減期を延長した結果、血中 AIM 値が増加し

たと結論できる。FL-hFc の投与により、脾細胞数や血清イムノグロブリン値（IgM、

IgG）のような免疫学的パラメーターに有意な変化（Welch’s t-test: p < 0.05）は認

められなかった（図 3-15）。 
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IgM-Fc の血中半減期に影響を与える因子の検討 

 AIM と IgM の結合は、AIM の血中半減期を延長するだけでなく、IgM-Fc の血

中半減期にも影響を与えるか、分泌型 IgM と AIM のダブルノックアウトマウス

（Δs AIM-/-）を用いて検討した。Δs AIM-/- マウスとΔsマウスに 1 mg の精

製 FL-hFc５量体を静脈内投与し、経時的に採血したところ、両者の FL-hFc の血

中半減期は同等であった（図 3-17）。この結果は、AIM との結合は IgM-Fc の血

中安定性に影響を与えないことを示唆している。 

 Fc/受容体は、B 細胞、マクロファージ、樹状細胞のような抗原提示細胞上

に発現し、抗原を結合した IgM を細胞内に取り込む。そこで、同様にして、Fc/

受容体が IgM-Fc の血中半減期に影響を与えるかを調べた。Fc/受容体ノック

アウトマウス（Fc/R）と野生型マウス（C57BL/6）に 200 g の精製 FL-hFc

５量体を静脈内投与し、血中半減期を比較したところ、両者は同等であった（図

3-18）。したがって、Fc/受容体も IgM-Fc の血中半減期に影響を与えないこと

が分かった。 

 

 

 

 



 

 

図 3-

Δs
与し

 

図 3-

Fc/

を投

 

-17 AIM と

 AIM-/- マウ

した。投与し

-18 Fc/
/R-/- マウ

投与した。投

との結合は

ウス（赤三

した FL-hF

受容体は

ス（赤四角

投与した F

IgM-Fc の

三角）とΔs

c の血清中

IgM-Fc の

角）と C57B

L-hFc の血

- 67 - 

の血中半減期

sマウス（

中濃度の代表

血中半減期

BL/6 マウス

血清中濃度の

期に影響を

黒丸）に、

表的な経時

期に影響を与

ス（黒丸）

の代表的な

を与えない 

1 mg の精

時的変化を示

与えない 

に、200 g

な経時的変化

 

精製 FL-hFc

示す。 

 

g の精製 FL

化を示す。

を投

L-hFc

 



 

 

IgM

 IgM

FL-h

たΔ

スタ

調べ

も1

 

 

図 3-

100 

抗 F

1-a

いな

照（

抗体

 

結合タンパ

M は、AIM

hFc がそれ

sマウスの

ンブロッテ

べたところ、

1-antitrypsin

-19 IgM 結

g の精製

FLAG 抗体

antitrypsin (

ないΔsマウ

PC）として

体）、野生型

パク質の FL

M 以外に C

らの分子と

の血清から

ティングに

投与した

n も結合し

結合タンパク

FL-hFc を

体を用いて

(1-AT) が

ウスの血清

て標準試料

型マウス血清

L-hFc への結

C1q や1-a

とも複合体形

、抗 FLAG

により沈降物

FL-hFc と

していなかっ

ク質の FL-h

静脈内投与

て FL-hFc

が含まれるか

清 (Δs) と

料； 精製 FL

清（抗 C1q

- 68 - 

結合 

antitrypsin と

形成するか

G 抗体を用

物に AIM、

マウス生体

った（図 3

hFc への結

与したΔs
の免疫沈

かを調べた

と野生型マ

L-hFc（抗

q 抗体および

とも結合す

かを検討す

用いて FL-h

C1q、1-a

体内由来 A

-19）。 

結合 

マウスの血

沈降を行い

た。対照と

ウス (WT)

FLAG 抗体

び抗1-AT

することが知

るため、FL

Fc を免疫沈

antitrypsin が

AIM との複

血清 (Δs+

い、沈降物

して、FL-h

 の血清を

体）、組換え

T 抗体）を使

知られてい

L-hFc を投

沈降した。

が含まれる

複合体には、

 

+FL-hFc) か

物に AIM, 

hFc を投与

用いた。陽

え AIM（抗

使用した。

いる。

投与し

ウェ

るかを

C1q

から、

C1q, 

与して

陽性対

AIM

 



 

- 69 - 
 

Fc-AIM 複合体の投与による 血中 AIM 値の効果的な増加 

 Δsマウスに合成 IgM-Fc５量体を投与することにより血中AIMの半減期を延

長できたため、次に、正常量の IgM が存在する条件下で AIM 値を増加させる方

法について考えた。野生型マウスの血中 IgM は内因性 AIM で占められており、

投与したAIMが結合する余地はほとんど残っていない。このため、高用量のAIM

を投与しても速やかに尿中に排泄されてしまい、血中 AIM を安定な状態で保持

し、増加させることはできない。 

 そこで、私は FL-hFc５量体とヒト AIM の複合体（hFc-AIM）を作製した。具

体的には、FL-hFc と IgJ-Myc を発現させた HEK293T 細胞と、HA タグ付きヒト

AIM を発現させた HEK293T 細胞を共培養し、その培養上清を２種類のアフィニ

ティーカラム（抗 AIM 抗体および抗 FLAG 抗体を結合したカラム）に順次通し

て、hFc-AIM 複合体のみを精製した。精製過程の各ステップで複合体を形成し

ていない FL-hFc や hAIM が除去されていることを、抗 HA 抗体（AIM 検出）と

抗 FLAG 抗体（FL-hFc 検出）を用いたウェスタンブロッティングで確認した（図

3-20）。 

 精製 hFc-AIM（100 g）を野生型マウス（C57BL/6）に静脈内投与し、マウス

とヒト AIM の両方に結合する抗 AIM ポリクローナル抗体（Rab2）を用いたウ

ェスタンブロッティングを行い、血中ヒト AIM 値の経時的変化を解析した。マ
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ウスとヒトの AIM は糖鎖の付き方が異なるため、分子量で区別することが出来

る（mAIM；45 kDa、hAIM；37 kDa）[60]。投与した hAIM の血中半減期を比較

するため、対照として、hAIM（20 g）のみを別の野生型マウスに静脈内投与し

た。20 g の hAIM は、100 g の hFc-AIM に含まれる hAIM 量に相当する（図

3-21A）。以前の研究と同様に、hAIM のみを投与した場合は、マウスにおける

hAIM の血中半減期は 2 時間以下であった。それとは対照的に、hFc-AIM を投与

した場合の hAIM の血中半減期は約 12 時間であり、AIM 単独の投与に比して６

倍以上も半減期が長くなった（図 3-21B）。hFc-AIM に含まれる hAIM の半減期

は FL-hFc の半減期に近いため、血中における hFc-AIM 複合体による hAIM の維

持は Fc の安定性に依存していることが分かる。以上より、血中 IgM 値が正常レ

ベルの個体においては、Fc-AIM 複合体を投与することにより血中 AIM 値を効

果的に増加させられることが分かった。 
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Fc-AIM 複合体として投与した AIM は脂肪細胞に取り込まれる 

 後に、hFc-AIM 複合体として投与した AIM が機能的であるかを確認するた

め、ヒト AIM の脂肪細胞への取り込みを調べた。500 g の精製 hFc-AIM を AIM-/- 

肥満マウスに静脈内投与し、投与 3 時間後の精巣上体周囲脂肪組織の免疫組織

学的解析を実施した（図 3-22）。その結果、脂肪細胞は AIM 陽性に染色され、

ヒト AIM を取り込んでいることが示された。また、AIM はマクロファージ（F4/80

陽性細胞）にも取り込まれるため、脂肪組織中のマクロファージも AIM 陽性に

染色された。AIM を取り込んだマクロファージは、炎症性の M1 マクロファー

ジのマーカーである IL-6 を発現していた。これらの結果から、Fc-AIM 複合体と

して投与された AIM が、体内において機能することが期待できる。 
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第四章 考察 

 

 生活習慣の変化による急激な肥満人口の増加は、欧米各国や日本にとどまら

ず中国・インド・ブラジルなどの新興国においても社会問題になっている。現

在開発または承認されている抗肥満薬は、中枢神経に作用することにより食欲

を抑制するメカニズムの薬剤が中心で、心機能や精神神経系の副作用の懸念が

あることから、新たな機序の肥満症治療薬の登場が期待されている。本研究の

成果は、新たな肥満治療法として、血中 AIM 値を増加させる戦略の基礎になる

と考えている。AIM は脂肪細胞に直接作用するため、副作用の少ない優れた治

療薬になる可能性がある。 

本章では、合成 IgM-Fc の AIM に対する結合様式、IgM-Fc における糖鎖の役

割、合成 IgM-FcおよびFc-AIM複合体のヒト治療への適用、IgM-FcおよびFc-AIM

投与による負の効果の可能性、IgM-Fc および AIM の血中半減期をさらに延長す

る方法、の観点から考察したい。 

 

合成 IgM-Fc の AIM に対する結合様式 

これまでの研究において、AIM が可変領域の異なるモノクローナル IgM に結

合できることから、AIMは IgMのFc領域に結合すると考えられていた。そこで、
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私は J 鎖を含むヒト IgM-Fc５量体を合成し、AIM と結合することを示した（図

3-11、3-12、3-13）。Biacore 解析により、IgM-Fc 単量体の AIM に対する結合速

度定数（Ka）は 2.05×104（/Ms）、解離速度定数（Kd）は 3.15×10-3（/s）、解離

定数（KD）は 1.53×10-7（M）であった。なお、抗原－抗体結合の Ka は約 105

～106、Kd は約 10-3～10-2 であると報告されている[72]。すなわち、AIM と IgM-Fc

単量体の結合は、抗原－抗体結合に比して、結合速度がやや遅く、解離速度は

同程度であると言える。したがって、AIM と IgM-Fc 単量体の結合は、低親和性

の抗原－抗体相互作用に相当する。Biacore システムでは一価と二価の結合モデ

ルの解析が可能であり、三価以上の結合モデルは解析できない。そのため、AIM

と IgM-Fc５量体の正確な KD値は決定できなかった。しかし、多くの場合、一価

よりも多価の結合の方が結合親和性は高くなる。例えば、抗体の可変領域（Ｖ）

のみから構成された一価の抗体 scFv（single chain Fv）と通常の抗体（二価）の

抗原に対する親和性を比較すると、後者の方が KD値は 10 倍以上小さい[73,74]。

したがって、AIM と IgM-Fc５量体の実質的な KD値は 10-7（M）よりも小さい可

能性がある。 

IgM-Fc の AIM に対する結合ドメインを解析したところ、AIM は CH2-3 およ

び CH4 ドメインの２ヵ所と相互作用することが示唆された（図 3-6）。CH2-3 ド

メインを分割すると、CH2 と CH3 どちらのドメインも AIM に結合しなくなっ
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たため（図 3-7）、この２つのドメインが形成する３次元構造が AIM との結合面

を形成している可能性がある。今後、アミノ酸残基単位で詳細な結合部位の同

定に成功すれば、IgM-Fc の AIM に対する結合部位にアミノ酸変異を導入し、

AIM との親和性を高めることが出来るかもしれない。そうすれば、AIM の血中

半減期の延長に役立つと思われる。 

分泌型 IgM 欠損マウスに投与した合成 IgM-Fc５量体は、内因性の AIM には

結合したが、他の IgM 結合タンパク質である C1q や1-antitrypsin には結合しな

かった（図 3-19）。C1q と結合しなかった理由は、IgM５量体または６量体は、

抗原に結合することにより構造変化が起こり、C1q との結合ドメインが露出する

からだと考えられる[64]。よって、合成 IgM-Fc５量体が補体カスケードを活性

化する可能性は低い。1-antitrypsin は炎症時に血中で増加し、セリンプロテア

ーゼを阻害することにより、炎症から組織を保護する作用を持つ。1-antitrypsin

とイムノグロブリンが結合する生理的意義は不明であるが、その結合には軽鎖

が関与しているとの知見がある[63]。合成 IgM-Fc５量体は軽鎖を欠くために

1-antitrypsin と結合しなかった可能性が考えられる。 

 

IgM-Fc における糖鎖の役割 

IgM-Fc には 4 ヵ所の N 型糖鎖結合部位が存在する（図 3-8）。ヒト血清中の IgM
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の研究から、Asn279 には全 IgM 分子にオリゴマンノース型 N-グリカンが結合し

ているが、一方で Asn439 には約 17 %しかオリゴマンノース型 N-グリカンが結

合していないことが分かっている[75,76]。Asn209 と Asn272 には複合型 N-グリ

カンが結合しており、一部の IgM 分子では複合型 N-グリカンの末端に GluNAc

（N-アセチル-D-グルコサミン）が結合したハイブリッド型糖鎖になっている

[75]。このように N 型糖鎖は IgM-Fc の不均一性の原因になっているが、糖鎖の

生理的意義は未だによく分かっていない。そこで、糖鎖修飾部位のアスパラギ

ンをグルタミンに置換し、IgM-Fc における糖鎖修飾の重要性について検討した。

初に細胞外への分泌能を調べたところ、糖鎖修飾を欠失した IgM-Fc のいくつ

かは、正常に分泌されずに細胞内に留まっていた（図 3-9）。IgM 重鎖のＣ末端

の 18 アミノ酸残基は“tailpiece”と呼ばれ、決まった２次構造や３次元構造をと

らず、５量体形成に重要な役割を担うことが報告されている[68-71]。Asn439 は

tailpiece に位置することから、糖鎖修飾とは関係なしに、グルタミンへの置換自

体が IgM-Fc の５量体形成を阻害する可能性も考えられた。そこで、Asn439 以外

の 3 ヵ所の糖鎖修飾を欠失させた変異体（N209Q/N272Q/N279Q）と 4 ヵ所全て

の糖鎖修飾を欠失させた変異体（N209Q/N272Q/N279Q/N439Q）を作製したとこ

ろ、N209Q/N272Q/N279Q/N439Q は細胞外に分泌されず、N209Q/N272Q/N279Q

は細胞外に分泌されたものの、分泌された IgM-Fc は５量体を形成していなかっ
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た（図 3-10）。糖鎖修飾が IgM-Fc５量体の分泌に影響を与えるメカニズムついて

は、今後の研究で解明していく必要がある。 

 

合成 IgM-Fc および Fc-AIM 複合体のヒト治療への適用 

合成 IgM-Fc を分泌型 IgM 欠損マウス（sマウス）に投与することにより、

IgM-Fc が内因性 AIM の半減期を延長し、血中 AIM 値を増加させることが出来

た（図 3-14、3-16）。さらに、Fc-AIM 複合体の野生型マウスへの投与により、

野生型マウスの血中 AIM 値をさらに増加させることにも成功した（図 3-21）。

これらの結果は、IgM が低値または正常値の条件下で AIM 値を増加させる治療

に、合成 IgM-Fc または Fc-AIM 複合体が適用可能であることを示している。な

お、IgM と結合していない AIM は速やかに尿中に排泄されるため[22]、AIM 単

独の投与では、効果的に血中 AIM 値を増加させることは出来ない（図 3-21）。 

 血中 AIM 値と IgM 値には強い相関があるため[22,62]、遺伝的にイムノグロブ

リンが欠損している患者（X 染色体および常染色体連鎖の小児性無ガンマグロ

ブリン血症）や重症複合免疫不全症（severe combined immunodeficiency; SCID）

のような内因性の IgM 値がゼロまたは非常に低い疾患では、血中 AIM 値も低い

と予想される。低グロブリン血症と肥満の間に有意な相関関係があるとの報告

はないが、将来的にこれらの患者の血中 AIM 値と肥満しやすさについても研究
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を行い、肥満制御に合成 IgM-Fc が有用であるか検討したい。 

通常の肥満治療には、合成 IgM-Fc よりも Fc-AIM 複合体の方が効果的である

と思われる。その理由は、合成 IgM-Fc を投与した場合は、血中 AIM 値はマク

ロファージの AIM 産生速度に依存して緩やかに増加するため、AIM 値がピーク

に達する時には合成 IgM-Fc の血中濃度もかなり低下しているためである（図

3-16）。一方で、Fc-AIM 複合体を投与した場合は、投与直後から高い血中 AIM

値が得られる上に、AIM の単独投与に比して、AIM の血中半減期が大幅に延長

する（図 3-21）。 

AIM が抗肥満作用を発揮するためには、脂肪組織に取り込まれる必要がある。

以前の研究において、脂肪細胞に取り込まれた AIM が FAS を阻害し、脂肪滴の

サイズ減少や脂肪分解を誘導することが分かっている[53]。脂肪組織の免疫組織

学的解析を行ったところ、Fc-AIM 複合体の形で投与した AIM も、内因性 AIM

と同様に、脂肪細胞に取り込まれることが分かった（図 3-22）。Fc-AIM の反復

投与による肥満抑制効果については、今後の研究で検証する予定である。序論

で述べたように、現在のところ、十分な抗肥満作用があり、なおかつ、心機能

や精神神経系の副作用のない肥満症治療薬は存在しない。AIM は神経細胞に作

用しないため、心機能や精神神経系へのリスクがない画期的な肥満症治療薬に

なる可能性がある。 
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AIM の細胞内取り込みに関与する CD36 は、マクロファージや脂肪細胞だけ

でなく、血小板や単球などにも発現している。CD36 発現の欠如には、血小板の

みで欠如する Type II と、血小板以外の単球やマクロファージでも欠如する Type 

I があり、日本人の約 3%が Type II だとの報告がある[77]。これまでに血小板へ

の AIM の取り込みを検討した報告はないが、無視できない量の AIM が血小板に

取り込まれるならば、ヒトに Fc-AIM 複合体を投与する際には、薬効の個体差と

血小板の CD36 欠如との関係についても解析する必要があると考えられる。 

 

IgM-Fc および Fc-AIM 投与による負の効果の可能性 

 血中 AIM 値の増加は脂肪組織において慢性炎症を誘導する危険性を高め、

終的にはインスリン抵抗性につながる可能性も考えられる。当研究室では、以

前に、肥満の進行に伴って増加した血中 AIM 値（正常値の 5～7 倍）が脂肪分

解と脂肪細胞からの脂肪酸の大量流出を誘導し、流出した脂肪酸が脂肪細胞に

発現する TLR4 を活性化することを報告した[61]。この反応は単球走化性因子

MCP-1 を含む炎症性アディポカインを誘導し、炎症性マクロファージの脂肪組

織への浸潤につながる[58,61]。それに加え、Fc-AIM 複合体として投与した AIM

は、脂肪組織に浸潤した M1 マクロファージにも取り込まれていた（図 3-22）。

脂肪組織中の M1 マクロファージに対する AIM の効果は未検討であるが、序論
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で述べたように、動脈硬化巣のマクロファージに対しては、AIM はアポトーシ

スを阻害することにより炎症反応を促進する。したがって、脂肪組織中の M1

マクロファージに取り込まれた AIM は、マクロファージの生存を助けることに

より、脂肪組織の慢性炎症を促進する可能性も考えられる。このように、過剰

な血中 AIM の増加は炎症誘発過程の引き金となる可能性もあるため、合成

IgM-Fc および Fc-AIM の投与期間中は血中 AIM 値をモニターし、正常範囲（2.5

－10 g / mL）を大幅に超えないよう制御すべきだと考えている。 

 高 IgM 血症を呈するワンデンストレームマクログロブリン血症では、IgM５

量体が高分子量（約 900 kDa）であるために過粘稠症候群になる。具体的には、

血中 IgM値が 3 g/dLを超えると 10～30%の患者が過粘稠症候群になり（血中 IgM

値の正常範囲は 33～190 mg/dL）、組織の虚血と循環血液量の増加により、視力

障害・脳血管障害・疲労などの症状が表れる。本研究では、平均体重が約 33g

のマウスに 1 mg の合成 IgM-Fc５量体（約 600 kDa）を投与した（図 3-16）。血

液量を体重の 7%として計算すると、投与直後の合成 IgM-Fc の血中濃度は 43 

mg/dL と計算されるため、これぐらいの投与量であれば過粘稠性のリスクは低い

と考えられる。ヒトに合成 IgM-Fc を投与する場合は、血中 IgM 値の正常範囲の

上限を超えないことが望ましい。それ以上の投与量が必要な場合には、より粘

稠性のリスクが低い合成 IgM-Fc 単量体を投与することも選択肢のひとつかもし
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れない。本研究では、IgM５量体と AIM の結合様式をより正確に再現するだろ

うとの期待から、J 鎖を含む合成 IgM-Fc５量体を用いた。今後、もし必要性が

あれば、合成 IgM-Fc５量体と単量体について、AIM の血中半減期・細胞内取り

込み・脂肪融解作用・血液粘稠性の観点から比較検討を行いたい。 

 

IgM-Fc および AIM の血中半減期をさらに延長する方法 

  合成 IgM-Fc や Fc-AIM 複合体の投与により増加した AIM の半減期は約 12 時

間であり、治療に応用可能な長さだと考えている。しかし、生物学的製剤は高

コストであることや頻回投与による患者負担を考慮すると、半減期はより長い

方が望ましい。AIM の保持時間は IgM-Fc の血中安定性に依存しているので、

IgM-Fc の代謝を制御する戦略を見出せば AIM の半減期延長に役立つ。IgM は肝

臓の内皮細胞で異化されるため[78]、IgM-Fc の血中半減期は投与された個体の

肝臓の代謝回転率に依存していると考えられる。マウスとヒトの IgM の血中半

減期はそれぞれ、約 0.5 日と 5 日である[79,80]。すなわち、ヒトにおける IgM の

血中半減期はマウスよりもはるかに長いため、合成 IgM-Fc をヒトに投与した場

合には IgM-FcおよびAIMの血中半減期も 12時間よりも長くなる可能性が高い。

また、グリコシル化や PEG（polyethylene glycol）化といったタンパク質修飾に

より、タンパク質の分解速度を緩やかにし、半減期を延長する方法も考えられ
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る。PEG 化の代表例は、ウイルス性肝炎に使用される PEG 化インターフェロン

で、血中半減期が 5 時間から 30 時間に延長された。他にも、血中に豊富に存在

し、半減期も長いアルブミンに結合させて安定化する方法が考えられる。アル

ブミンの血中半減期は、マウスで２日、ヒトで 15 日であり、抗アルブミン抗体

の一本鎖抗体 scFv を IgM-Fc の N 末端に融合させることにより、IgM-Fc の半減

期を延長できるかもしれない。このような手法は、低分子抗体（一本鎖抗体 scFv、

ドメイン抗体 VH、Nanobody®抗体）の半減期を延長する手段としてよく用いら

れている[81]。今後、これらの手法を検討することにより、投与した IgM-Fc お

よび AIM の血中半減期はさらに延長できると考えている。 
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結語 

 

本研究では、肥満症およびメタボリックシンドロームの新たな治療法として、

血中 AIM 値を増加させる戦略について検討した。その結果、第一に、合成ヒト

IgM-Fc が J 鎖を含む５量体を形成し、ヒトおよびマウス AIM と結合することを

示した。第二に、精製 IgM-Fc を投与することにより分泌型 IgM 欠損マウスの内

因性 AIM の半減期を延長し、血中 AIM 値を増加させることが出来た。第三に、

Fc-AIM 複合体の投与により、AIM 単独の投与に比して、野生型マウスの AIM

値を効果的に増加させることが出来た。また、複合体として投与した AIM が、

内因性 AIM と同様に、脂肪細胞に取り込まれていることを示した。 

今後は、合成 IgM-Fc の半減期延長による低コスト化や、長期投与による肥満

抑制効果と安全性の確認を行い、合成 IgM-Fc や Fc-AIM 複合体を用いた新たな

肥満治療戦略の確立を目指したい。 
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