
Title CD36のヒト早期血清脂肪酸クリアランスにおける必要性

Author(s) 森本, 美恵; 柳内, 秀勝; 藤原, 広臨 他

Citation 北海道大学医療技術短期大学部紀要, 14, 1-6

Issue Date 2001-12

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/37658

Type departmental bulletin paper

File Information 14_1-6.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



原　　　著

　　　CD36のヒト早期血清脂肪酸クリアランスにおける必要性

森本　美恵’）・柳内　秀勝2）・藤原　丁丁2）

　　　　　千葉　仁志2）・松野　一彦D

CD36　is　Required　for　Fast　Plasma　Fatty　Acid
　　　　　　　　　　　　　　　Clearance　in　Humans

Mie　Morimoto’），　Hidekatsu　Yanai2），　Hironobu　Fujiwara2）

　　　　　　　　Hitoshi　Chiba2）Kazuhiko　Matsuno　l）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　Previous　in　vitro　studies　have　shown　that　CD36　participates　in　the　cellular　fatty　acid

（FA）uptake　that　fuels　heart　and　skeletal　muscles．　In　vivo　evidence　for　a　physiologic　role

of　human　CD36　in　this　process　remains　obscure，　We　exalnined　the　role　of　this　protein　in

human　plasma　FA　clearance．　Apparently　healthy　young　females　were　divided　into　three

groups　on　the　basis　of　CD36　phenotypes　and　genotypes　as　follows：normals（n＝10），　type

II　deficiency（n＝5），　andもype　I　deficiency　（n＝5）．　Glucose　was　orally　loaded　to　suppress

lipolysis，　and　serum　FA　disappearance　was　observed　at　various　time　points　up　to　180　min．

FA　levels　fell　to　below　30％in　30　min　in　normals，　while　they　remained　higher　than　those

in　normals　aも30　min　in　type　II　deficiency（P＜0．05）．　In　type　I　deficiency，　FA　levels　de－

creased　gradually　and　were　significantly　higher　than　those　in　type　H　deficiency　over　the

range　60－120　min（P〈0．01　to〈0．001），　Two　kinetically　distinct　mechanisms　underlie　human

plasma　FA　cl臼arance：the　faster　is　predominant　and　mediated　by　CD36，　while　the　slower　is

CD36－independent　and　normally　concealed　by　the　former．　These　results　indicate　the　impor－

tant　role　of　CD36　in　the　energy　supply　to　heart　and　skeletal　muscles．

Key　Words：CD36，　glucose，　insulin，　triglyceride，　deficiency

　　　　　　　　　　　要　　　旨

　以前のin　vitroの研究で、　CD36が細胞の脂

肪酸取り込みに関与していることが示された。

しかしin　vivoでのヒトCD36の脂肪酸取り込み

における生理学的役割は、いまだ明らかになっ

ていない。今回、ヒトCD36の脂肪酸クリアラ

ンスにおける役割を検討した。健常な若年女性
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をCD36の表現型により、正常者（n；10）、

Type　H（n＝5）、およびType　I（n＝5）に分類し

た。脂肪分解を抑制するため、経口的にグルコー

スを投与し、180分まで血清脂肪酸のクリアラ

ンスを観察した。脂肪酸は、30分後には正常者

で30％未満に減少したのに対し、Type　Hでは

依然高値を示した（P〈0．05）。Type　Iでは脂

肪酸が緩やかな減少を示したのみで、60－120分

の闇、Type　Hより有意な高値を示した
（P＜0．01～0．001）o

　ヒトの脂肪酸クリアランスには2っの機序が

あり、急速相においては主にCD36が関与し、

遅延相はCD36非依存性で通常前者により隠さ

れていると考えられる。このような結果は、心

臓や骨格筋へのエネルギーの供給におけるCD

36の重要な役割を示唆している。

緒 言

　血清遊離脂肪酸は受動輸送や転送蛋白などに

よる促進輸送により組織に取り込まれる1）。転

送蛋白として、これまでにfatty　acid　binding

protein（FABP）、　fatty　acid　transporter　pro－

tein（FATP）、　CD36などが知られている2－4）。

特にCD36は、最近のin　vitroの実験により

脂肪酸の取り込みにおける生理学的機能が明ら

かになりっっあるが、ヒトの脂肪酸代謝に及ぼ

す影響に関する検討は殆どなされていない。

　CD36は血小板、単球などに発現する88kDの

仙界蛋白であり、その欠損例が報告されている
5）

BCD36欠損は、血小板、単球の両方に欠損し

ているType　Iと、血小板においてのみ欠損し

ているType且とに分類される6）。この欠損の日

本における頻度は約6．8％であり、東南アジア

に多く、欧米諸国で少ないことが知られている

7－9）。現在までに3つの遺伝子変異が報告され

ており、プロリンからセリンへのアミノ酸置換

を生じるnt478でのCT置換、フレームシフトに

よりストップコドンを生じるnt539での2塩基

欠失、nt1159での1塩基挿入である箆卜12）。最近、

Type　I欠損が既知変異のホモ接合体で、　Type

H欠損がヘテロ接合体であることが明らかになっ

ている7）。

　CD36は心臓、骨格筋、脂肪細胞など脂肪酸

代謝を活発に行なっている組織にも多く発現し

ているが3）・13）、これらの組織におけるType　Iお

よびType　H欠損による発現量の差異および脂

肪酸代謝に及ぼす影響は明らかになっていない。

今回、糖負荷により脂肪酸代謝を高めることに

より、Type　IおよびType　H欠損の血清脂肪酸

代謝に及ぼす影響を検討した。

対象と方法

1．CD36欠損の表現型決定

　表現型は、EDTA鮮血を採取し、　fluorescein－

isothiocyanate（FITC）標識抗CD36モノクロー

ナル抗体（FA6－152；lmmunotech，Miami，F1）を

用いたフローサイトメトリー法にて決定した7）。

血小板、単球のゲーテイングに、それぞれ、

phycoerythrin標識抗CD42bモノクローナル抗

体（AN51；Dako，　Copenhagen，　Denmark）、．

FITC標識抗CD14モノクローナル抗体（MY4FI

TC；Coulter，　Miami，　F1）を用いた。血小板

CD36は、多血小板血漿をEPICS　Profile　H

（coulter）にて、単球cD36は、　Mu1七i－Q－PREP

（Coulter）にて溶血処理後XL－MCL（Couユter）

にて解析した。

2．CD36欠損の遺伝子型決定

以前報告した方法によりDNAをEDTA加筆よ

り抽出し、restriction　fragment　length　poly－

morphism（RFLP）一poユymerase　chain　reac－

tion（PCR）法にて、　nt478でのCT置換（nt47

8T）、　nt539での2塩基欠失（nt539delAC）、　nt

1159での1塩基挿入（nt1159insA）を解析し
た7）。
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表1各CD36表現型の遺伝子型と臨床所見

表現型 正常者 type　i　deficiency type　II　deficiency

遺伝子型

年齢

Body　Mass　Index（kg／m2）

収縮期血圧（mmHg）

拡張期血圧（皿mHg）

空腹時グルコース（lng／dl）

空腹時インスリン（μU／ml）

空腹時遊離脂肪酸（mEq／1）

空腹時トリグリセライド（mg／dD

総コレステロール（mg／dD

HDL一コレステロール（mg／d1）

LDL一コレステロール（mg／d蓋）

wt／wt（n＝10）

21．8±0．42

21．3±1．7

119±3

72士2

93士5

7．8圭3．4

652±250

70士27

160土21

68±10

78±20

nt478T置／nt478T（n＝4）

nt478T／nt1159insAb（n＝1）

22．8±1．9

20．9：ヒ1．9

120訟3

71士2

88±6

5．6±1．8

700±337

60士25

171±45

74土30

85±18

nt478T／wt（n＝2）

nt1159insA／w毛（n＝3）

215士1．9

20．9士1．3

116±7

73士6

88ま4

5．6圭2，1

428±198

59±19

159±15

71±8

76圭9

提示したデータは、mean±SDである。どのデータも3群間で有意な差を認あなかった。
wt：wild　type，　nt478T：nt478でのCT置換、　nt1159insA：nt1159での1塩基挿入。

3．実験プロトコール

対象は上記の方法にてCD36表現型を決定した

正常者10例、Type　I　5例、およびType　H　5例の

女子学生ボランティアである。3群民の年齢、

Body　Mass　Index、血圧、空腹時の血清脂質、

グルコース、インスリン等に有意な差を認めな

かった（表1）。15時間絶食後、75gのブドウ

糖液を経口負荷し、30分頃とに180分間採血し

て血漿グルコース、血清インスリン、遊離脂肪

酸を含あた脂質を測定した。　血漿グルコース

および血清インスリンはClinilog（A＆TCo。，

Tokyo，　Japan）と　自動化EI．ISA（TOSO，

Tokyo，　Japan）　にて測定した。　血清脂質は

酵素法にて自動測定した。総コレステロールは

Determiner　TC（Kyowa　Medex　Co．，　Tokyo，

Japan）、トリグリセライドはAutoSera　S　TG－

N（Daiichi　Pure　Chemicals，　Tokyo，　Japan）、

HDLコレステロールはDeterminer　HDL－C

（Kyowa　Medex）、　LDLコレステロールはChol

estest　LDL　（Daiichi　Pure　Chemicals）、　そ

して血清遊離脂肪酸はLabosat　NEFA
（Shinotest　Co．，　Tokyo，　Japan）にて測定した。

4．統計学的解析

　各種測定した検体の解析の際に、3群間の有

意差の検定はone－factor　ANOVAを用い、さ

らにScheffe’s　F　testで2晶晶の差違を解析し

た。P＜0．05をもって有意差ありと判定した。

図工糖負荷による影響

血液は、正常者（n＝10，▲）、Type　I（n＝5，
○）、Type　II（n；5，□）より採取した。

A
　100
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雲

超60
§・・

承　20

　0　　　　　　0　　30　　60　　90　　120　　　　180

血清遊離脂肪酸の空腹時濃度に対する相対値

B

　120

　り　

遷8。
§，。

喜、。

触
　　　　　　　0　　30　　60　　90　　120　　　　 180

血清トリグリセライドの空腹時濃度に対する相対値
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C
time（πjn）

30 60 90 120　　　180
％汁ee　fa敏y　acids　　ANO＞A，　F－test

　　　　　　　　mu田ple　compa而son

％trig》cerlde ANOVA，　Ftest
㎜田ple　compa貢son

P－value
type　l　vs　no㎜l

typelvstypell
type　ll　vs　normal

P－value
type　l　vs　noπnal

typelvstypell
type闘vs　nor㎜1

0．0009　く0，0001　＜0，0001　0，0014　　0．0833

＜0．01　　＜0．001　＜0．001　＜0、01　　　NS

NS　　　＜0．01　　＜0．001　＜0．01　　　NS

く0．05　　　NS　　　　NS　　　NS　　　　NS

0．1744　　0．0281　　0．0068　　0．0059　　0．0563

NS　　＜0．05

NS　　　NS
NS　　　NS

く0．01

NS
NS

＜0．01　　NS

NS　　　NS
＜0．05　　NS

3群間の統計学的比較

結 果

　遺伝子解析の結果、Type　Iはnt478Tのホモ

接合体と、nt478Tとn七1159insAの複合ヘテロ

接合体であった。またType　Hでは4名がnt478T

のヘテロ接合体、1名がnt1159insAのヘテロ接

合体であった（表1）。

　血清遊離脂肪酸は、正常者において糖負荷に

より急速な減少を示した（図1A，C）。Type　H

でほ、糖負荷後30分においてのみ、空腹時濃度

を100％とした時の相対値が陽性者に比べ有意

な高値を示した（図1A，C）。一方、　Type　Iに

おいては、糖負荷後120分間、陽性者に比べ有

意な高値を示し、60－120分の間、Type　Hより

も有意な高値を示した（図1A，C）。

　脂肪酸を除く血清脂質で唯一有意な変化を示

したのがトリグリセライドであり、陽性者で持

続的な減少を示したのに対し、Type　Iではむ

しろ60分までの奇異的上昇および減少の遅延が

みられた（図1B，C）。この減少の遅延はType　H

においても認められ、120分の値が陽性者に比

べ有意な高値を示した（図1B，C）。

　血漿グルコースおよびインスリン濃度は、ど

の時点においても3群間で有意な差を認めなかっ

た（データ提示せず）。

考 察

筋肉にCD36を過剰発現させたラットの空腹

時脂肪酸濃度が有意な低値を示し、また収縮に

よりコントロールの約3倍の脂肪酸を燃焼させ

るなどの報告があり、in　vitroや実験動物を用

いた研究において、CD36の脂肪酸トランスポー

ターとしての機能が示唆されていた1％ヒトCD

36欠損においては、長鎖脂肪酸のアナログであ

る1231　beta－methyl－iodophenyl－pentadecanoic

acidの心筋での取り込みが低下していることが

報告されている15）・16）。しかし、Type　I、Type丑

欠損での脂肪、筋肉組織での発現の差違および

両欠損の代謝への影響は現在のところ明らかに

なっていない。本研究の結果で、CD36陽性者

で糖負荷後の速やかな脂肪酸レベルの低下を示

したのに対し、Type　I欠損で早期脂肪酸クリ

アランスの著明な低下を認め、血清脂肪酸のク

リアランスには、少なくとも2っ以上の機序が

あり、そのうちの1っは急速でかっCD36依存性

であることが示唆された。

　血清トリグリセライドは、陽性者において糖

負荷により持続的な減少を示し、インスリンに

よるリボ蛋白リパーゼの活性化が示唆された

が17）、Type　I欠損において一時的な奇異的増加

および減少の遅延を認めた。この結果は、

CD36－null　mouseで血清トリグリセライドが高

値で、CD36のトランスフェクションにより低

下した以前報告された研究結果に合致する珈8）。

このトリグリセライドの高値の機序としては、

代謝の遅延した遊離脂肪酸がCD36非依存性に

肝臓に取り込まれ19）、肝臓でのトリグリセライ

ド合成を促進させたためと考えられる。
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　以前、CD36欠損がインスリン抵抗性の原因

であると報告されたが20）、今回の検討では、各

時点のグルコースおよびインスリン濃度にCD

36欠損者と正常者の間で有意な差を認めず、ヒ

トにおけるCD36欠損のインスリン抵抗性への

関与は否定的であった。しかし、今回検討した

対象者は20歳前後の若．年者であり、インスリン

抵抗性が問題になるのは中年以降であることを

考慮すると、加齢による影響の検討も必要であ

ると考えられた。

　我々は、以前CD36欠損者においてLDLコレ

ステロールが高値を示すことを報告したが2D、

今回の対象者の空腹時血清脂質においては有意

な差を認めず、加齢などによる影響の検討も必

要であると考えられた。また、CD36欠損と動

脈硬化との関連に関してはいまだ結論が出てお

らず、日本において欠損者が6．8％と高頻度で

あることを鑑み、今後さらなる検討が必要であ

る。
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