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【 略 語 】 

 

aa：Amino Acid Residues（アミノ酸残基） 

bp：base pair（塩基対） 

AGL：Acquired Generalized Lipodystrophy（後天性全身性脂肪萎縮症） 

BAT：Brown Adipose Tissue（褐色脂肪組織） 

CGL：Congenital Generalized Lipodystrophy（先天性全身性脂肪萎縮症） 

NCBI：National Center for Biotechnology Information（米国立生物工学情報センター） 

ORF：Open Reading Frame（オープンリーディングフレーム） 

RACE：Rapid Amplification of cDNA Ends 

RT-PCR：Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応） 

TG：Triacylglycerol（中性脂肪） 

UTR: Untranslated Region（非翻訳領域） 

WAT：White Adipose Tissue（白色脂肪組織） 
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第 1章  序 論 

 

1-1. 脂肪萎縮症とは 

 脂肪萎縮症は種々の病因により生じる稀な疾患であるが、特徴としては様々な程度での

体脂肪の欠損が認められ、全身性、部分性（身体の特定の領域）または局所性（皮下の狭

い範囲）に体脂肪の減少ないし消失が見られる。体脂肪減少が著しい患者では、重度のイ

ンスリン抵抗性、糖尿病、高トリグリセリド（TG）血症および脂肪肝などの代謝性疾患を

合併しやすい(1,2)。一部の患者ではこれらの合併症のコントロールが難しく、さらに糖尿

病性腎症、網膜症、急性膵炎、肝硬変および心血管疾患なども引き起こす可能性がある(1,2)。

なお脂肪萎縮症に関しては既に多くの総説が出版されているため、詳細はそれらの総説(1–

4)に譲り、ここでは簡潔に要約するに留める。 

体脂肪欠損は遺伝性（常染色体性劣性又は優性の遺伝性脂肪萎縮症）から自己免疫性（全

身性または部分性の後天性脂肪萎縮症）、または薬物性（抗レトロウイルス療法を受けたヒ

ト免疫不全ウイルス（HIV）感染患者またはインスリンなどの注入薬剤による局所性脂肪

萎縮症）に生じる。局所性脂肪萎縮症や HIV感染患者における脂肪萎縮症は最も多くみら

れる病態であるが、遺伝性および後天性脂肪萎縮症は極めて稀な疾患である(2)。局所性脂

肪萎縮症における脂肪組織の欠損は軽微であるため代謝性疾患合併の素因にはならない一

方で、全身性あるいは部分性脂肪萎縮症は様々な代謝性疾患を引き起こす素因となること
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が知られている(2)。しかしながら、脂肪欠損がこれら代謝異常を引き起こす詳細なメカニ

ズムは未だ解明されていない。 

合併症を生じない局所性脂肪萎縮症の患者では血中レプチン濃度が低値から高値まで幅

を持つのに対し、全身性あるいは部分性脂肪萎縮症の患者では血中レプチン濃度が極めて

低いという特徴がみられる(5,6)。加えて顕著な低レプチン血症は食欲を増進させるため、

インスリン抵抗性による合併症を悪化させる可能性も指摘されている(1)。 

 先天性全身性脂肪萎縮症（Congenital generalized lipodystrophy; CGL）あるいは Berardinelli-

Seip症候群として知られる脂肪萎縮症は、出生時または生後 1年以内に脂肪組織の全般的

な欠損が見られる常染色体性劣性遺伝病である。CGL患者は、幼児期の著しいレプチン欠

乏のために過食症を発症する場合がある。高インスリン血症により広範囲のアカントーシ

ス（黒色表皮腫）を生じ、その後、青年期には糖尿病が発症するようになる。一部の患者

では、インスリン抵抗性糖尿病の発症後に著しい高 TG 血症をおこし、急性膵炎を起こし

やすいことが報告されている(7,8)。また一般的に脂肪肝が見られ、肝炎、肝硬変そして肝

不全に進行する可能性があることも問題となる(7)。 

 CGLは原因となる変異遺伝子によって４つのサブタイプ（CGL1～CGL4）に分類されて

いる。CGL1 は 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2（AGPAT2）の変異によるもの

で最も良く見られるタイプである(6–9)。CGL2 は BSCL2 によってコードされる Seipin の

変異であり、CGL1 に次いで多く見られる(7,8,10)。CGL3 は Caveolin１（CAV1）の変異で

あり臨床報告が１例だけ存在する(11)。CGL4 は polymerase I and transcript-release factor 

(PTRF)のコードする Cavin 1の変異であり、20例程度の報告がある(12,13)。 
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 家族性部分性脂肪萎縮症（familial partial lipodystrophy; FPLD）は殆どが常染色体性優性

疾患として遺伝し、四肢の皮下および体幹部の脂肪消失が認められる。FPLD には、発生

が稀な FPLD1のKobberling型（変異遺伝子は不明）(14)、最も報告が多い FPLD2のDunnigan

型（LMNAのミスセンス変異；500例以上の報告）(15,16)、そして FPLD2 に次いで報告の

多い FPLD3（PPARG のヘテロ接合変異）(9,17)など、およそ 6タイプが知られている。こ

れらの患者は、小児期には正常な脂肪組織分布を示すが、その後、幼児期あるいは思春期

頃から皮下脂肪の喪失が四肢から始まる。CGL患者と比較すると、脂肪肝の発生はあまり

顕著ではないが、重度の高トリグリセリド血症が一般的であり、急性膵炎のリスクが高い

という特徴がある。 

 後天性全身性脂肪萎縮症（Acquired generalized lipodystrophy; AGL）または Lawrence 症候

群は、正常な脂肪組織分布で生まれたにも関わらず小児期または青年期から徐々に皮下脂

肪が全身性に消失していく。AGL の 50％が特発性であり、残りの約 25%が皮下脂肪の消

失を伴う脂肪織炎に由来するものと、自己免疫性（約 25%）に分類される(18)。AGL患者

は、糖尿病や高 TG 血症に関わるインスリン抵抗性などの代謝性合併症の素因があり低レ

プチン血症が病態に関与していると考えられている。AGL患者では、これらの合併症が重

篤となることが多いが、脂肪織炎に由来する AGLでは、他の２つのタイプの AGLよりも

合併症は軽いことが多いとされる(18)。 

 このように脂肪萎縮症自体の原因は様々であり、脂肪組織の喪失に対しての根本的な治

療法はないのが現状である。そのため脂肪萎縮症の治療は、合併症のコントロールと美容

的観点からの治療に主眼が置かれている(3)。 
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CGL患者では血中レプチン濃度が著しく低いことから、レプチン補充療法が考え出され、

さらにヒト組換えレプチン製剤（メトレレプチン）の開発へと繫がっていった経緯がある

（Oral 2002）。メトレレプチンは現在、米国および日本で唯一承認されている CGLおよび

AGLの治療薬であり(3)、メトレレプチンの投与により、血清 TG の低下、インスリン感受

性の増加および脂肪肝の改善など、CGL患者の代謝異常が改善されることが示されている

(1)。 

 

1-2. 脂肪萎縮症とレプチンの関連 

 脂肪組織は単なる脂肪の貯蔵臓器ではなく、活発な代謝調節臓器として働くことが現在

では広く一般的に認識されている。レプチン、アディポネクチンに代表される、いわゆる

アディポカインは、脂肪細胞で合成され循環血中に分泌されるホルモンであり、食物摂取

量、インスリン作用およびエネルギー消費を調節することにより、全身のグルコース代謝

および脂質代謝のホメオスタシスを調整する役割を担っている。とりわけレプチンは、体

脂肪量やエネルギー代謝調節のための重要なシグナル分子であり、代謝に関わる主要臓器

に対する直接・間接作用の両方を介して働く(19,20)。 

レプチン受容体は主に視床下部に発現しており、食物摂取量および食欲を調節している

(20)。レプチン受容体はレプチンが結合することでチロシン残基が活性化されると、

JAK/STAT の活性化を介して遺伝子転写を刺激することが知られている(21,22)。一方でレ

プチンは骨格筋や肝臓など末梢組織への作用も持っている(23)。レプチンは、末梢でのグ

ルコース代謝、TG 代謝、インスリン作用の調節に関与するが、これらの作用の詳細なメカ
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ニズムは不明である。おそらくレプチンが視床下部に作用することによって間接的に末梢

にシグナルが伝達されると推測される(23,24)。例えばレプチンは、骨格筋におけるグルコ

ース取り込みの増加、肝臓での糖新生の減少、骨格筋および肝臓における遊離脂肪酸酸化

の促進によって、インスリン作用を改善することが知られている(25–27)。 

 ヒトをはじめとする多くの動物では、血清レプチン濃度が体脂肪量と相関する(28)。その

ため、全身性に脂肪組織を喪失した CGLでは血中レプチンレベルが著しく低くなるが、部

分性脂肪萎縮症では低〜正常レベルであり、脂肪量と相関が見られる(29)。 

 この脂肪萎縮症で見られる低レプチンレベルと代謝異常の関連については、動物モデル

でも詳しく調べられている(30)。脂肪組織において塩基性ジッパー転写因子（bZIP）を不活

性化するタンパク質を発現させた A-ZIP/F-1 マウスは全身性に脂肪組織が喪失するため

CGLモデルマウスとして利用される(31)。この A-ZIP/F-1マウスはヒトの CGLと同様に重

度のインスリン抵抗性、高 TG 血症および肝臓への脂肪蓄積を起こす。一方で野生型のマ

ウスから脂肪組織や脂肪細胞前駆細胞を取り出して、この脂肪萎縮症モデルマウスに移植

すると代謝異常が改善された (31–35)。しかしながら、レプチン遺伝子が変異している ob 

/ ob マウスからの脂肪組織の移植では代謝異常の改善には十分な効果が認められなかった

(36)。また、下村らのグループは(37)、aP2-SREBP-1c トランスジェニックマウスにおいて

レプチン補充により、脂肪萎縮症でみられた代謝パラメーター、インスリン作用、および

脂肪肝が改善したことを報告している。つまりレプチンはグルコース代謝や脂質代謝に直

接作用することで、脂肪萎縮症における代謝異常に関わっていることが明らかになった。 
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 これらの報告が示しているように、ヒトやマウスでの脂肪組織の全身的な喪失は、血中

レプチン濃度を低下させ代謝異常を生じさせることを示唆している。一方で、全身性の脂

肪組織が少ないにも関わらず特に代謝異常を認めない、スンクスという動物も存在してい

る。 

 

1-3. 実験動物としてのスンクス 

 真無盲腸目（食虫目）トガリネズミ科ジネズミ亜科ジャコウネズミ属に属するスンクス

（Asian house musk shrew; Suncus murinus）は日本で実験動物化された小動物である(38,39)。

マウスやラットといった、げっ歯類に外見は似ているが、食虫目の動物で広く実験動物と

して利用されているのはスンクスだけである。なお「スンクス」と表記した場合には、ジ

ャコウネズミのうち実験動物化されたものを示す。野生状態のジャコウネズミは虫食性の

動物とはいえ、人間の出す残飯なども摂食する肉食性（雑食性）の動物として生存し、生

活環境も人間の生活圏が含まれている(39)。 

 現在実験動物化されて維持されている系統は複数存在するが、代表的な系統としてはネ

パールのカトマンズで捕獲された群に由来する系統である KAT(40)、バングラディッシュ

のマイメイシンで捕獲された群に由来する系統である BAN(41)、日本の長崎県で捕獲され

た NAG、スリランカで捕獲された系統の SK などがある(42)。バングラディッシュ産はス

ンクスの中でも大型であり、野性個体では 150g を超すものもいる（雌は雄よりも小さく

100ｇ程度）。この BANに KAT の雌を交配し、戻し交雑を行って毛色や体サイズを戻した

系統として BKが確立された(39,42)。 
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 スンクスは、その形態学的あるいは生理学的な違いからマウスやラットとは異なるモデ

ル動物として利用されてきている。代表的な例としては嘔吐が可能である点が挙げられ、

実験動物中央研究所で維持・生産されている JIC:SUN-Her（嘔吐高感受性スンクス）と

JIC:SUN-Ler（嘔吐低感受性スンクス）が多くの研究者によって利用されている(39)。 

 解剖学的な特徴としてスンクスは皮下の脂肪沈着が少ないという特徴がある(38)。また

腹腔内および胸腔内の脂肪組織量も著しく少ない。これはヒトやマウスモデルの CGL と

同様に全身脂肪組織欠損状態であるが、スンクスが正常状態でインスリン抵抗性や高血糖

などを示すという報告はない。 

 

1-4. 本研究の目的 

 本研究ではスンクスが新たな脂肪萎縮症病態解析モデルとして利用可能であるかを検討

するために、その基礎的研究としてスンクスレプチンの解析を行った。全身性に脂肪の少

ないスンクスが、ヒトの CGL のような病態を示さない理由を解明することは、ヒト CGL

の病態解明、新たな治療基点の開発に重要であると考えられる。ある意味では、脂肪萎縮

症の合併症非発症モデル動物としてスンクスが利用できる可能性がある。そこで、ヒト

CGLの代謝異常に重要な役割を果たしているレプチンに着目し、まずスンクスのレプチン

を同定し、その構造比較を行うことにした。つまりスンクスのレプチンに構造的な違いが

あれば、その差が病態形成に重要であると考えられる。本研究では、スンクスレプチンの

遺伝子クローニングを行い、１次構造を決定するとともに、その組織発現分布を検討し（第

2 章）、1 次構造・2 次構造の比較および進化系統的な検討（第 3 章）そして立体構造予測
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による検討（第 4章）から、スンクスレプチンと代謝異常との関連について総合的に検討

を行った。 

 

第 2章 スンクスレプチンの cDNAクローニング 

および組織分布の解析 

 

2-1. 緒 論 

 レプチンは遺伝性肥満マウス（ob/obマウス）の原因遺伝子として 1994年に同定された

ob 遺伝子の産物であり、脂肪細胞で合成・分泌されるホルモンである(43)。脂肪細胞から

分泌されたレプチンは血中を循環し、主に視床下部に作用して摂食抑制と交感神経活性化

によるエネルギー消費の亢進をおこなう(19,20)。血中レプチン濃度は脂肪組織量と正の相

関があり、脂肪組織が増えると血中濃度が増加し、脂肪組織の消失にともない血中濃度が

減少する(28)。 

 ヒトの脂肪萎縮症の患者では、全身性あるいは部分性に脂肪組織が消失するため、血中

のレプチン量が低下しインスリン抵抗性などの病態が形成されると考えられている。遺伝

子改変マウスにおいても脂肪組織の喪失によって血中レプチン濃度が低下し、糖・脂質代

謝異常を示すことが確認されている。 

 一方でスンクスは成獣でも全身の脂肪組織が少ないが、一般的な飼育環境下では糖代謝

異常は示さない。人の CGLと同様な脂肪分布を示しながら、なぜ正常なスンクスがインス

リン抵抗性や脂肪肝を生じないのかという点は比較病態生理学的に大変興味深い。そこで
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本研究では、スンクスのレプチンに構造的な特徴があるのではないかと仮定し、その構造

の違いがレプチン受容体との結合や作用に違いを与えている可能性を確認するため、スン

クスレプチン（Lep）遺伝子を cDNA クローニングにより同定し、レプチンの 1 次配列を

決定した。 

 さらに、スンクスでも脂肪組織においてレプチンが発現していることは予測されるが、

全身の脂肪組織が少ないため、循環レプチン量を補う目的で異所性に他の組織でレプチン

の発現が見られる可能性も考えられる。そこで、スンクスの全身諸臓器における Lep遺伝

子の組織発現分布についても検討を行った。 

 

2-2. 材料および方法 

1) 動物 

 BK 系スンクスは、バングラディッシュで捕獲され実験動物化された BAN 系(41)とネパ

ールのカトマンズで捕獲され実験動物化されたKAT系(40)との交配により作出されたライ

ンである。岡山理科大学理学部動物学科で繁殖・維持されていた ous:BK 系を織田銑一博

士（岡山理科大学元教授）より譲り受け、日本獣医生命科学大学生命科学研究棟で独自に

繁殖・維持した個体を本実験で使用した（このラインを nvlu:BK とした。以下、単に BK

と記載した場合はこの nvlu:BKを表す）。 

 スンクスはアルマイト製のラット用ケージで個別に飼育し、床敷としてはコーンコブ

（Shepherd's Cob； EPS 益新、東京）とホワイトフレーク（日本チャールス・リバー、横浜

市、神奈川）を混合して使用し、ケージ内にはエンリッチメント（巣材）として飲料の空
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缶を加工したものをいれた。スンクスの標準的な飼育環境で飼育・繁殖を行い、室温は 23

～26℃、12時間の明暗期（7 時点灯、19時消灯）とし、餌と水は自由採取とした。虫食性

であるスンクスは高タンパク質食で飼育するため、マス類育成用配合飼料 5pペレット（フ

ィード・ワン、横浜）を給餌した（餌の栄養組成は表 2-1を参照）。 

 なお本研究の動物実験は日本獣医生命科学大学の実験動物委員会の承認を得ており

（30S-15）、日本獣医生命科学大学における動物実験等の実施に関する基本指針に従って実

施した。 

 雄の成スンクス（１歳齢以上、n=1）を過剰量（300mg/kg）のペントバルビタールナトリ

ウム（ソムノペンチル®；共立製薬、東京）の腹腔内投与により安楽殺を行った。直ちに全

身各組織を採材し、液体窒素で凍結した。RNA の分解を防ぐために組織の採材は 30 分以

内に終了させた。凍結した試料は RNA抽出を行うまで、-80℃の冷凍庫内で保存した。 

2） RNA抽出 

 組織からの total RNAの抽出は NucleoSpin® RNA（タカラバイオ、大津、滋賀）を用い

て行った。RNA抽出を行った組織は、脳、肝臓、大腿四頭筋、食道、胃、小腸、大腸、膵

臓、胆嚢、心臓、腎臓、肺、脾臓、精巣、鼠径部皮下および精巣周囲白色脂肪組織（WAT）

そして肩甲間褐色脂肪組織（BAT）である。 

 RNA 抽出は添付のマニュアルに従って実施したが、以下に簡潔に述べる。液体窒素で凍

結した組織片をハンマーで破砕し、その破片（約 30mg）を 350μL の β メルカプトメタノ

ール添加 RA1 試薬を入れたエッペンドルフチューブに加えた。直ちにポリトロンホモジナ

イザー（セントラル科学貿易、文京区、東京）でホモジナイズを行った。ホモジネートを
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NucleoSpin Filterに移し、高速微量冷却遠心機（KUBOTA1720；久保田商事、文京区、東京）

で 12,000rpm、1 分間、４℃で遠心を行った。フィルターを通った濾液に 350μL の 70%エ

タノールを加え、ピペットで混和した。混和した溶液を NucleoSpin RNA カラムに移し、

12,000rpm で 30 秒間、4℃で遠心を行い、RNA をカラムに吸着させた。350μL の膜脱塩用

緩衝液（MDB）をカラムに加え、12,000rpm、1分間、４℃で遠心を行った。RNA 溶液に混

在するゲノム DNA を除くため、rDNaseI（RNase-free）をカラムに 95μL加え、室温で 15分

間反応させた。その後、200μL の RA2 洗浄バッファーを加え、12,000rpm、30 秒間、４℃

で遠心し、さらに 600μL の RA3 洗浄バッファーで同様に遠心洗浄を行った。最後にもう

一度、250μLの RA3 洗浄バッファーで 12,000rpm、2分間、4℃で遠心を行い、カラムを洗

浄、乾燥した。60μL の RNase-free 水をカラムに加え、8,000rpm、2 分間、4℃で遠心を行

い、カラムに結合している RNA を溶出した。 

 回収した RNA 溶液中の RNA 濃度を測定するために、Qubit RNA BR Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific, 港区、東京)を用いて Qubitフルオロメーター（Thermo Fisher Scientific）で

計測した。 

3) スンクスレプチン遺伝子（部分配列）の RT－PCRによるクローニング 

 スンクスレプチン遺伝子（Lep）の cDNA をクローニングするために通常の RT-PCR と

rapid amplification of cDNA ends （RACE）法を組み合わせて実施した。最初にスンクス Lep

遺伝子の部分配列を増幅するために、PCR プライマーを設計した。このプライマー設計に

は KAT のゲノムリソースデータベース（論文公表前のため非公開）をスンクスゲノムプロ

ジェクトの協力のもとで利用した。KAT ゲノムデータベースを“Leptin“でキーワード検索
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したところ、既にスンクスゲノム上にアノテーションが行われている 3’末端の異なる 3種

類の推定 Lep遺伝子配列が得られた。この 3つの cDNA 配列に共通する領域を使って、web

プ ラ イ マ ー 設 計 プ ロ グ ラ ム で あ る Primer3Plus （ https://primer3plus.com/cgi-

bin/dev/primer3plus.cgi）により PCR プライマー、SunLepF（5-gaa gcc caa ccc agg aag aa-3）,

および SunLepR（5’-gct gct tct cct gga gac tc-3’）を設計した。 

3)-a RT-PCRによるスンクス Lep遺伝子の部分クローニング 

 次にこのプライマーセットを用いて、スンクス Lep 遺伝子の部分配列を増幅した。まず

先に抽出した鼠径部皮下WATの RNAを鋳型に用いて cDNA を合成した。cDNA の合成は

PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit（タカラバイオ）を用いて実施した。5μg の鋳型

RNAに 50μMオリゴ dTプライマー（1μL）と 10ｍM dNTP mix（1μL）を加え、RNase-free

水で全量を 10μLとした。65℃、5分間の加熱により RNAの高次構造を変性させ、その後、

直ちに氷上で急冷した。この変性 RNA溶液（10μL）に 4μLの 5×PrimeScript Buffer、0.5μL

の RNase阻害剤（40U/μL）、1μLの PrimeScript RTase (200U/μL)を加え、RNase-free 水で全

量を 20μL とした。42℃、60 分間の逆転写反応により cDNA 合成を行い、その後、95℃、

5 分間のインキュベートにより逆転写酵素を失活させた。合成した cDNA溶液 20μLは TE

緩衝液（pH8.0）20μLを加えて希釈した後、4℃で保存した。 

 PCRのエラーを防ぎながら、TAクローニングを実施するために、3’→5’exonuclease活性

（proof reading活性）を有する TaKaRa LA Taq® Hot Start Version（タカラバイオ）を用いて

PCR を行い、スンクス Lep 部分配列のクローニングを行った。PCR 用チューブの中に、5μL

の 10×LA PCR Buffer II (Mg2+ plus)、8μLの 2.5mM dNTP mix、それぞれ 2.5μLずつの SunLepF
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および SunLepR プライマー（最終濃度 0.5μM）、１μL の希釈済み cDNA 溶液そして 0.5μL

の TaKaRa LA Taq Ⓡ HS（5units/μL）加え、NanoPure水で総量を 50μLに調整した。PCR は

サーマルサイクラーPTC-200（MJ Research、Reno，NV，USA）を用いて実施した。PCR条

件は 94℃、1分間の熱変性により抗 Taq抗体を失活させ、その後 98℃、10秒間および 68℃、

5 分間の２ステップを 30 サイクル繰り返した。最後に 72℃、10 分間の追加伸長反応を行

った。 

3)-b PCR産物のアガロースゲルからの精製 

 PCR による増幅産物は、Mupid-2plus サブマリン型電気泳動装置（株式会社ミューピッ

ド、中央区、東京）を用い TAE 緩衝液中で 2.0％アガロースゲルにより 100V、30分間の電

気泳動を行い分離した。DNA の染色はMidori Green Direct（日本ジェネティクス、文京区、

東京）により行い、泳動用試料に予め混ぜることで染色を行った。DNA の可視化は Blue 

LED の照射により行い、ゲル撮影装置（Fas-Digi；日本ジェネティクス）を用いてデジタル

撮影を行った。 

 アガロースゲル電気泳動で確認された増幅産物は FastGene Gel/PCR Extraction Kit（日本

ジェネティクス）を用いて精製を行った。まず PCR 増幅産物をゲルから切り出し、微量遠

心チューブに移した。500μLの結合バッファーGP1を加え、55℃で 10分間加温しゲルを完

全に溶解させた。溶解サンプルを FastGene GP カラムに移し、12,000rpm、30秒間の遠心を

行った。カラムに 600μL の洗浄バッファーGP2 を加え、12,000rpm で 30 秒間の遠心を行

い、カラムを洗浄した。さらに 12,000rpm、2分間の遠心を行うことでカラムを完全に乾燥

させた。カラムに 50μLの 10mM Tris-HCl (pH8.5)を加え、12,000rpm、2分間の遠心により
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PCR 産物を回収した。 

3)-c PCR産物の TAクローニング 

 回収した PCR 産物は T ベクターに TA クローニング法で挿入を行った。1μL の PCR 産

物に、1μL（50ng）の pMD20 T ベクター（タカラバイオ）を加え、さらに滅菌蒸留水で総

量を 5μLにした。この溶液に、DNA リガーゼを含む DNA Ligation Kit ＜Mighty Mix＞（タ

カラバイオ）を 5μL 加え、16℃で 30 分間のライゲーション反応を行った。ライゲーショ

ン後に反応液全量（10μL）を用いて 100μL のコンピテント細胞 NovaBlue（メルク、目黒

区、東京）を形質転換した。コンピテント細胞にライゲーション産物を加えて氷上で 30分

間静置した後、42℃のウォーターバスで 60秒間のヒートショックを行った。直ちに氷上に

戻して 3分間静置してから、400μLの LB 液体培地を加え、37℃で 30分間の振盪培養を行

った。アンピシリン（最終濃度 100μg/ｍL）添加 LB 寒天培地に 0.1M Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside（IPTG）と 2% 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactoside (X-Gal)を予

め塗布しておき、その寒天培地に 5μL あるいは 50μL の培養菌液を塗布した後、37℃で一

晩培養を行った。 

3)-d 組換えプラスミド精製 

 生育したコロニーのうち、白いコロニーを選抜しアンピシリン添加 LB液体培地で 37℃、

一晩の振盪培養を行った。プラスミドは FastGene Plasmid Mini Kit（日本ジェネティクス）

を用いて精製した。大腸菌液を微量遠心チューブに移し、12,000rpmで 30秒間遠心し菌体

を沈殿させた。上清を除いた菌体ペレットに RNase 添加した再懸濁バッファーmP1 を

200μL 加え、ピペッティングで再懸濁させた。次に 200μL の溶解バッファーmP2 を加え、
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転倒混和により菌体を溶解させ、室温に 2分間静置した。さらに 300μLの中和バッファー

mP3 を加え、転倒混和を行い、12,000rpmで 2分間の遠心を行った。上清を FastGene mP カ

ラムに移し、12,000rpm で 30 秒間遠心を行った。次に 150μL の第一洗浄バッファーmP4、

更に 300μL の第二洗浄バッファーmP5 を続けて加え、12,000rpm で 3 分間遠心を行った。

カラムに 50μLの 10ｍM Tris-HCl (pH8.5)を加え、2分間静置した後、12,000rpmで 2 分間遠

心を行い、精製プラスミドを回収した。精製したプラスミドは 0.8％アガロース電気泳動に

より精製具合を確認し、その濃度を既知濃度のプラスミドのバンド陰影と比較することで

測定した。 

3)-e 塩基配列の決定 

 精製したプラスミドを鋳型としてダイターミネーター法で塩基配列を解析した。DNAシ

ークエンスに用いるプライマーはプラスミド上のユニバーサル配列を利用し、M13 primer 

RV (5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’)およびM13 primer M4 (5’-GTT TTC CCA GTC ACG 

AC-3’)を用いた。シークエンス解析は FASMAC（厚木市、神奈川）に委託した。シークエ

ンス反応は BigDye Terminator v3.1（Thermo Fisher Scientific、品川区、東京）を用いて行い、

泳動および解析は Applied Biosystems 3130xl ジェネティックアナライザーおよび 3730xl 

DNA アナライザー (Thermo Fisher Scientific)により行った。 

 得られた DNA 塩基配列は相同性を持つ核酸配列を検索するため、核酸ホモロジー検索

プログラムである blastn（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch）を

用いて検索を行った。検索結果より、他の動物種のレプチン配列と相同性の高かったクロ

ーンに含まれる挿入断片をスンクス Lep遺伝子の部分配列と判定した。なお PCRによるエ
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ラーを防ぐため、３回の独立した PCR から得られた、それぞれ３コロニーを鋳型にしたシ

ークエンスを行い、その配列のアラインメントを行うことでスンクス Lep遺伝子コンセン

サス塩基配列を決定した。 

 

4) 3’RACE法によるスンクス Lep cDNA 3’末端のクローニング 

 スンクス Lep cDNA の 3’末端をクローニングするために、SMARTer® RACE 5'/3' Kit （タ

カラバイオ）を用いて 3’RACEを行った。前述の鼠径部皮下 WAT由来 total RNA を鋳型と

して 1st-strand cDNA の合成を行った。1μg/μL に希釈した鼠径部皮下 WAT 由来 total RNA 

1μLと 1μLの 3’-CDS Primer A（キット付属；配列は非公開）を合わせ、NanoPure水で総量

を 12μL にした。72℃で 3 分間の熱変性を行った後、42℃で 2 分間の冷却を行った。熱変

性した RNA-プライマー混液に、4μL 5×First-Strandバッファー、0.5μLの 100ｍM DTT、1μL

の 20ｍM dNTP mix、0.5μL （40U/μL）RNase阻害剤、2μL SMARTScribe Reverse Transcriptase 

(100U)を加え、総量を 12μLとした後、42℃で 90分間インキュベートし逆転写反応を行っ

た。70℃、10 分間の加熱により逆転写酵素を失活させてから、90μL の Tricine-EDTA バッ

ファーを加えて希釈を行った。 

 先に決定したスンクス Lep cDNA部分配列を用いて、Primer3Plusプログラムによりプラ

イマーを設計した。PCR産物のクローニングには In-Fusionクローニングを利用するため、

設計したプライマーの 5’末端に（5’-GATTACGCCAAGCTT-3’）の 15 塩基を付加した。作

成したプライマーは SuncusLep3RACE1（5’-GAT TAC GCC AAG CTT AAG CCT CAC TCT 

TCT CCA CAG AGG T-3’）および SuncusLep3RACE2（5’-GAT TAC GCC AAG CTT 
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GTC CTG GAA GCC TCA CTC TTC TCC AC-3’）である（下線部は In-Fusion

のために付加した配列を示す）。 

 3’RACEは、25μL 2×SeqAmp バッファー、5μLの 10×Universal Primer (UPM；RACEキッ

トに付属。配列は非公開)、1μLの SuncusLep3RACE1 プライマー、2.5μLの 1st-Strand cDNA

そして 1μL の SeqAmp DNA polymerase を加え、NanoPure 水で総量を 50μL に調整した。

PCR はサーマルサイクラーPTC-200（MJ Research）を使用して、94℃、30 秒間の熱変性、

68℃、30秒間のアニーリング、72℃、3分間の伸長反応の 3ステップを１サイクルとし、

25 サイクル行った。 

 PCR 産物は 2％アガロースゲル電気泳動で確認し、前述のように FastGene Gel/PCR 

Extraction Kit（日本ジェネティクス）によりゲルからの精製を行った。ゲルから精製した

PCR 産物 7μLに、1μLの Linearized pRACE ベクター（RACE キットに付属）と 2μLの In-

Fusion HD Master Mix を加え、50℃で 15 分間インキュベートを行った。50μL の StellarTM 

コンピテント細胞に 5μL のライゲーション産物を添加し、氷上に 30 分間静置した。42℃

で 45 秒間のヒートショックを行った後、ただちに氷上に移し、2 分間静置して冷却した。

450μL の SOC 培地を加え、37℃で１時間振盪培養を行った。10μL および 100μL の培養菌

液をアンピシリン添加 LB 寒天培地に塗布し、37℃で一晩培養を行った。 

 生育したコロニーは M13 RV プライマーおよび M13 M4 プライマーを用いてコロニー

PCR を行い、挿入した断片と同じ程度の長さをもつ PCR 産物が得られたクローンのみを

シークエンス解析に利用した。なお挿入断片の長さが１kbp 以上になるため、シークエン

スはプライマーウォーキング法により行った。DNA シークエンス解析は前述と同様に
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FASMAC に委託し、BigDye Terminator v3.1（Thermo Fisher Scientific）を用いて Applied 

Biosystems 3130xl ジェネティックアナライザーおよび3730xl DNAアナライザー (Thermo 

Fisher Scientific)で解析を行った。解析が終了した配列内に新たなシークエンスプライマー

を作成し、解析済み配列とオーバーラップさせながら解析を進めていった。クローンの両

鎖について解析を行い、得られたシークエンスのアラインメント結果からコンセンサス配

列を決定し、スンクス Lep cDNA 3’末端配列とした。 

5) RT-PCRによるスンクス Lep cDNA 5’-UTRのクローニング 

 解析済みスンクス Lep cDNA 配列内の推定開始コドン（ATG）が、真の開始コドンであ

ることを確認するために、さらに上流側の 5‘-UTRの解析を行った。5’-UTRのクローニン

グは RT-PCR 法で行った。ここまでの解析で得られた部分スンクス Lep cDNA 配列をクエ

リーとして、KAT 系統のゲノムデータベース上で blast 検索を行ったところ、アノテーシ

ョンが行われている Lep遺伝子との相同性が確認された。さらに上流の配列を確定するた

めに、KAT 系スンクスの Lep 遺伝子配列を参考に 5’側に２つの新たなプライマー、

SunLep5’-F1（5‘- TAA GAG AGA CCG GCC GGC -3’）および SunLep5’-F2（5‘- CCC CGG 

AGG ACT TCA GCA GC-3’） を設計した。2-2-3a)で作成した鼠径部皮下 RNA 由来 cDNA

を鋳型とし、SunLep5’-F1 と SunLepRあるいは SunLep5’-F2と SunLepR の間で PCRを行っ

た。クローニングおよびシークエンスの方法は前述の 1-2-3a)から e)と同様に行った。 

6) スンクス Lep cDNAの相同性検索およびモチーフ検索 

 クローニングにより得られたコンセンサス塩基配列からスンクス Lep cDNA のほぼ全長

となる配列を構築した。このスンクス Lep cDNA 配列を用いて相同性核酸配列検索プログ
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ラム（Nucleotide BLAST; BLASTn，https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）により相同性の高

い遺伝子を検索した。また、スンクス Lep cDNA のオープンリーディングフレームの予測

には ORF finder（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）を利用した。検索条件としては 75

塩基対以上の長さで、かつ入れ子構造にならない ORF を予測した。ORF 予測で候補とな

った領域のコードしているアミノ酸配列は、相同性および遠縁性を検索するために

BLASTp プログラムの中の Position-Specific Iterated BLAST（PSI-BLAST）アルゴリズムを

用いて検索を行った。 

 一般的にレプチンは分泌タンパク質であるためシグナルペプチド配列を有している。今

回、スンクスレプチンにおいてもシグナルペプチド切断部位の予測を SignalP 4.1 server

（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）で行った。ペプチドの分子量および等電点（pI）

の計算は、ExPASyの Compute pI/Mw tool（https://web.expasy.org/compute_pi/）で行った。 

7) スンクス Lep mRNA組織分布の解析 

 スンクスの全身各組織における Lep mRNA の分布および発現を確認するために、様々な

組織から抽出しDNaseIで消化した total RNAを使用して、RT-PCRにより発現を確認した。 

7)-a 逆転写反応（1st-strand cDNAの作成） 

 今回の実験では定性的に Lep mRNAの発現の有無を確認するため、リアルタイム PCRで

はなく、一般的な RT-PCR を利用して行った。1st-strand cDNAは、PrimeScript® RT試薬キ

ット（タカラバイオ）を用いて添付の説明書に従って合成した。 

7)-b PCRと解析方法 

 Lep 遺伝子は、クローニングセクションに記載されたものと同じスンクス Lep 遺伝子特



- 20 - 

 

異的プライマー対（SunLepFおよび SunLepR；2-2-3）で作成したもの）を利用し、607bpの

PCR 断片を増幅した。逆転写反応の成否を確認する目的および各組織における cDNA 量が

揃っていることを確認する目的で、ハウスキーピング遺伝子のグリセルアルデヒド-3-リン

酸デヒドロゲナーゼ（Gapdh）を内部標準として使用した。Gapdh遺伝子の増幅には遺伝子

特異的プライマー対 GapdhF（5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’）および GapdhR（5’-

TCC ACC ACC CTG TGG CTG TA-3’）を用い 452bpの PCR断片を得た。 PCR は、KAPA2G 

Fast HS ReadyMix with dye（Kapa Biosystems、Woburn、MA、USA）を利用し添付の説明書

に従って実施した。  

得られた PCR 産物は、2.0％（w / v）アガロースゲルで電気泳動を行い、Midori Green Advance

（日本ジェネティクス、東京）で染色し、100bp DNA サイズマーカーと比較することで断

片長を推定した。 

 

2-3. 結 果 

スンクスレプチンの cDNAクローニング 

 まず初めに、KATスンクスのゲノム解析により構築されたスンクスゲノムデータベース

（非公開）を利用し、すでにアノテーションされているスンクス Lep遺伝子をキーワード

で検索することで推定スンクス Lep遺伝子の配列を取得した。ゲノム配列から推定された

Lep 遺伝子はスンクスゲノムデータベース上に 3 個登録されているが、これは同じ遺伝子

がスプライシング予測部位の違いによりエクソンの長さが異なって登録されているもので

あった。この 3 つの推定 Lep 遺伝子配列のうち保存されているコード領域内に PCR プラ
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イマー（SunLepFおよび SunLepR）を設計し、予備的な RT-PCR を行った。 

 哺乳動物ではレプチン発現が最も多い組織は脂肪組織であるため、鋳型となる RNA を

白色脂肪細胞から得た。スンクスは成獣になっても腹腔内にあまり脂肪組織が発達しない

ため、目視で確認できる明瞭な白色脂肪組織は鼠径部皮下組織、背部皮下組織そして腹腔

内では生殖腺周囲脂肪組織に限定される（図 2-1）。今回は鼠径部皮下脂肪組織から抽出し

た total RNAを用いて cDNA 合成を行った。この cDNA を鋳型として PCRを行ったところ

目的の 600bp付近に増幅産物が得られたため、これをサブクローニングし塩基配列の決定

を行った。この塩基配列で NCBIの BLASTnを実行したところ、他の動物種のレプチン遺

伝子と非常に高い相同性が確認された。よってこの PCRプライマーの増幅産物は BKスン

クス Lep 遺伝子の一部であることが確認できたので、3 回の独立した PCR を実施し、各

PCRから得られた 3つのクローンの塩基配列を多重配列整列（マルチプルアラインメント）

することでコンセンサス配列を決定した。 

 Lep mRNAの 3’末端は 3’RACE 法によりクローニングを行い、塩基配列を決定した。一

方で、最初にクローニングを行った PCR 断片の塩基配列が KAT のレプチン配列と相同性

が高かったことから、5’末端はデータベース上の KAT スンクス Lep遺伝子配列をもとにプ

ライマーを設計し PCR を行ったところ、予想された大きさで増幅産物が得られた。そこ

で、5’末端は RACE法を行わずに RT-PCRでクローニングを実施した。最終的には RT-PCR

および 3’RACEで得られた全ての塩基配列をマルチプルアラインメントにより比較し、コ

ンセンサス配列を決定することで完全なコード領域を含む BK スンクス Lep cDNA のヌク

レオチド配列を決定した（図 2-2）。 
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 確定したBKスンクス Lep cDNAの全塩基配列を使って、web解析プログラムであるORF 

finderにより ORFを検索した結果、15ヶ所に ORFが予測された。この中で、cDNA の（＋）

鎖側に ORFを持つ領域は 3ヶ所であり、最も長いものが 143番目から 655番目までの 513 

bp がコードする領域で 170aaからなるポリペプチドをコードしていると予測された。この

配列を PSI-BLASTで検索したところ、相同性の指標となる Scoreおよび E-valueの上位 100

位までの遺伝子はすべて他の動物種のレプチンであった。他の 2 つの ORF は 939 番目か

ら 1106番目の 168 bp（55aa）と 2839番目から 2955番目の 117 bp（38aa）であったが、ど

ちらの配列も PSI-BLAST の検索では相同性の高いオーソログやモチーフは検出されなか

ったため、これらが主要な ORFとなる可能性は低いと判断した。 

以上より、今回得られた BK スンクス Lep cDNA は全長 3026 bp であり、142bp の部分

的 5’側非翻訳領域（UTR）と 2371 bp の 3’-UTR そして 513 bp の ORF から構成されてい

た。この 513bp の推定 ORF は、170aa のポリペプチドをコードしていると予測された。

mRNAのポリ A 鎖付加に関わるポリアデニル化シグナル（aataaa）はポリ A尾部の 15-20bp

上流に確認された（図 2-2）。  

 レプチンは分泌タンパク質であるため、SignalPプログラムによるシグナルペプチド切断

部位の予測を行ったところ、他の動物種と同じようにスンクスレプチンにもシグナルペプ

チドが存在することが予測され、その切断部位は 21番目のアラニンと 22番目のバリンの

間と推定された。 

 これらの結果より、BKスンクスレプチンは 170aaのレプチン前駆体として翻訳され、N

末端側に存在する 21aaのシグナルペプチドが切断された後、149aaが成熟レプチンとして
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血中に分泌されると予想された。計算されたレプチン前駆体の分子質量は 18.9kDa であり、

理論等電点（pI）は 5.17であった。また成熟レプチン（149aa）の分子質量は 16.4kDa と計

算され、理論 pIは 4.98であった。 

 本研究で決定した BK系スンクス Lep cDNA 配列は、日本 DNA データバンク（DNA Data 

Bank of Japan; DDBJ）にアクセッション No.LC432494 として登録した。 

 

スンクス Lep遺伝子の組織分布 

 今回の実験では、スンクス Lep遺伝子の発現の有無を確認することを主眼としたため定

量的な解析ではなく、定性的な解析となる通常の RT-PCR を用いて検討した。内部標準と

して利用した Gapdh 遺伝子は、すべての組織で 450bp 付近に増幅が確認された。一方で、

Lep遺伝子は鼠径部皮下、精巣周囲の白色脂肪組織および肩甲間褐色脂肪組織でのみ 600bp

付近に増幅産物が認められ、他の組織では増幅が見られなかった（図 2-3）。 

 

2-4. 考 察 

現在、研究での利用が多いスンクスのラインは主に KAT とその変異体、または嘔吐感受

性系（JIC:SUN-Herおよび JIC:SUN-Ler）であるが、これらのスンクスは体重も 30～50g程

度と小型である。本研究ではスンクスの代謝解析モデル動物としての利用可能性を考える

上で、分析に利用する血液および組織の採材可能量が少しでも多い方が利点となると考え、

織田銑一博士の助言に従いスンクスの中でも大型の BAN 由来である BK を実験動物とし

て選択した。 
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また、現在進められているスンクスゲノム計画では KAT がゲノムの供与動物として利

用されており、すでに蓄積されているゲノムデータも KAT由来である。そのため、データ

ベースに登録されている遺伝子情報が BK にどの程度適用できるかは不明であり、その点

を確認する上でも本研究の遺伝子データは重要である。 

 今回、BKスンクスのレプチン構造を明らかにするために、BKスンクス Lep cDNA のク

ローニングを 3’ RACE 法と通常の RT-PCRとを組み合わせることにより行った。 

 今回確定した BKスンクスの Lep cDNAは 3026 bp であり、コード領域と比較すると短

い（142 bp）5’-UTR と非常に長い 3’-UTR（2371 bp）を持つ構造であったが、これは他の

哺乳動物のレプチン mRNA と比較しても同様な構造であることが確認された。 

 KAT スンクスゲノムが公表前のためデータは示さないが、データベース上の KAT スン

クスゲノムに対して BKスンクス Lep cDNA を BLAST 検索した結果では、BKスンクスの

Lep cDNA の 1番目の塩基から 286番目までの塩基で 97%の相同性（1塩基のギャップ）、

286番目から 1827番目までの塩基で 96%の相同性（9 塩基のギャップ）、そして 1848番目

から 2959番目までの塩基で 98%の相同性（1塩基のギャップ）が得られ、塩基配列の保存

という点では KAT と BK の間で極めて高い相同性が確認された。BK スンクス Lep cDNA

で決定した 3’末端の配列（2960 番目から 3026 番目の塩基配列）に関しては、スンクスゲ

ノムデータベース上ではスンクス Lep遺伝子配列として認識されていなかったが、この配

列をクエリーとして KAT スンクスのゲノムに Blat 検索を行ったところ、推定 Lep 遺伝子

の 3’末端下流に 95%の相同性（5 塩基のギャップを含む）を持つゲノム配列の存在が確認

された。よって、今回クローニングを行った BK スンクスの Lep cDNA 塩基配列は、KAT



- 25 - 

 

スンクスのゲノム上にも相同な配列が存在していることが確認でき、その相同性は 95～

98%程度であることが明らかとなった。つまり、KAT の Lep遺伝子と BKの Lep遺伝子の

間でも塩基の置換は起きているが、概ね保存されていることが確認できた。 

 レプチンのアミノ酸 1 次配列に着目すると、BK スンクスおよびデータベース上の KAT

推定レプチン１次配列も、どちらも前駆体は 170aaから構成されていることが確認された。

しかし、NCBIの GenBANKおよび PDBに登録されている哺乳動物のレプチン 1次配列は

ほぼ全てが 167aaで構成されており、スンクスのレプチンでは 3aa多いことが判明した。 

 

 哺乳動物では、レプチンは主に脂肪細胞によって産生され、血中に分泌されるペプチド

ホルモンである。レプチンは主として全身のエネルギー状態を調節し、食物摂取量を調節

する役割を担っている。しかしながら、脂肪組織以外にも胃や肝臓（肝星状細胞）での発

現(19,44,45)や、心臓、胎盤および胎児組織においても低レベルでの発現が報告されている

(46)。レプチンはまた、哺乳動物の肺の構造および機能的な発達のために重要であること

も報告されている(47)。さらに哺乳動物以外では、より広範な組織に Lep mRNA の発現が

見られる動物種もいる。例えば、両生類のカエルでは脳、下垂体および心臓において発現

が最大であり、フグ科魚類であるトラフグでは、肝臓でのレプチン発現が認められている。 

 スンクスは全身の脂肪組織が少ないため、皮下の白色脂肪組織が主要な脂肪蓄積部位と

なっている。今回も組織発現の検討に用いた白色脂肪は、比較的量が多い鼠径部白色脂肪

組織を利用した。マウスおよびラットは体サイズがスンクスと同程度であるが、大網、腸

間膜、後腹膜、腹膜および心膜の白色脂肪組織は加齢とともに蓄積する。しかしスンクス
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では、これらの腹腔内領域における脂肪蓄積はほとんど認められず、唯一、精巣周囲の白

色脂肪組織が肉眼ではっきりと確認できる量であった。また、BK スンクスは温暖なバン

グラディッシュが原産地であるため非冬眠性の動物であるが、げっ歯類のように肩甲間に

褐色脂肪組織（Brown adipose tissue; BAT）を有している。 スンクスの BAT も脱共役タン

パク質（uncoupling protein 1; UCP-1）を発現し、余剰なエネルギーを熱として散逸させるこ

とが報告されている(48,49)。 

 このようにスンクスは他の哺乳動物よりも体脂肪が少ないので、循環レプチン濃度およ

びレプチンの生理的機能を維持するためにも、代替的に脂肪外組織での Lep 遺伝子発現が

異所性に起こっている可能性も考えられたが、少なくとも BK スンクスでは他の哺乳動物

と同様に白色脂肪組織および褐色脂肪組織の両脂肪組織でのみ発現が確認され、他の臓器

における代償的発現は行われていないと考えられた。 

 

2-5. 小 括 

 スンクス Lep cDNA のクローニングを行い、塩基配列を決定した。スンクス Lep cDNA

は 170 aaのレプチン前駆体をコードしており、21 aaのシグナルペプチドが除去されて 149 

aaの成熟レプチンとして血中に分泌されることが予測された。しかし、これまでに報告の

ある哺乳動物の成熟レプチンは 146 aaであり、スンクスでは 3 aa多いことが判明した。 

 スンクスにおいても Lep 遺伝子の発現は、脂肪組織のみに限局しており、他の臓器での

発現は確認できなかった。 

 以上より、スンクスの 1次配列および組織分布は、これまでに報告のある他の哺乳動物
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に類似しており、大きな違いとしてはスンクス成熟レプチンの長さが 3aa 長いことであっ

た。 

 

 

 

 

 

 

表 2-1 スンクス飼料（ます類育成用配合飼料 5p）の成分含量 

成 分 含 量 

粗タンパク質量 45.0%以上 

粗脂肪 3.5%以上 

粗繊維 3.0%以下 

粗灰分 16.0%以下 

カルシウム 1.60%以上 

リン 1.20%以上 
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図 2-1  スンクスの背部皮下脂肪組織および腹腔内脂肪 

 背部皮下（左側）では散在的に皮下脂肪組織が確認できた。肩甲間の脂肪組織には褐色脂肪組織が含ま

れていた。腹部皮下および腹腔内（右側）では、鼠径部皮下の脂肪組織が比較的見られたが、腹腔内には

内臓脂肪がほとんど認められず、唯一目視可能なのは生殖腺周囲脂肪組織のみであった。臓器を取り除い

ても、後腹膜脂肪組織は確認できなかった。 
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図 2-2  BK 系スンクス（Suncus murinus）の Lep cDNA の塩基配列および推定アミノ酸

配列  上段に Lep cDNAの塩基配列を、下段には予測されるアミノ酸配列を 1文字コードで示した。左

側の数字は塩基数、右側の数字はアミノ酸残基数を表す。開始コドンおよび終止コドンは赤字で示し、終

始コドンのアミノ酸は（*）で表記した。推定シグナル配列（21塩基対）は下線で示した。予想されるポ

リ（A）シグナル（aataaa）は二重下線と黄色で表示した。 
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図 2-3 スンクスにおける Lep mRNAの組織分布 

 鼠径部皮下および精巣周囲白色脂肪組織、肩甲間褐色脂肪組織、肝臓、大腿四頭筋、食道、胃、小腸、

大腸、膵臓、胆嚢、胆嚢、心臓、腎臓、肺、脾臓、膀胱、精巣および脳の各組織から抽出した RNA を鋳

型として RT-PCRを行った。増幅産物は 2.0％アガロースゲル電気泳動を行い、Midori Green で染色した。 

上段は Lep遺伝子（607 bp）の結果を示す。下段は内部標準としての Gapdh遺伝子（452 bp）であり、全

ての組織において増幅を確認した。 遺伝子名は右側、PCR産物のサイズはそれぞれ左側に示した。 M：

100bp DNAサイズマーカー 
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第 3章 スンクスレプチンの分子系統解析 

 

3-1 緒 論 

 cDNA クローニングにより BK スンクスレプチン前駆体のアミノ酸 1 次配列は 170aa で

構成されていることが明らかとなった。しかしこれまでに報告のある哺乳動物のレプチン

前駆体および GenBANK、DDBJ、PDBなどの公開データベースに登録されている哺乳動物

のレプチン前駆体は、ほぼ全てが 167aaで構成されている。 

 そこで BK スンクスのレプチン前駆体 1 次配列が他の哺乳動物のレプチンとどの程度の

相同性があり、また挿入されている３aaがどの部位に、どのように挿入されているのかを

明らかにすることを試みた。また、そのアミノ酸の挿入が、なぜ生じたのかを明らかにす

るために、挿入アミノ酸残基に相当する部位の塩基配列を確認し、他の哺乳動物との相違

点を検索することにした。 

 スンクスの属する真無盲腸目（食虫目）は系統分類学的には哺乳類（有胎盤類）の基部

に位置し、哺乳動物の系統進化の上では大変重要な動物群であると言える。レプチンに見

られる 3aa の挿入が、分岐後に獲得されたものなのか、あるいは他の哺乳動物がこれらの

アミノ酸を欠損したことで進化を遂げたものなのかを明らかにする手がかりにもなる可能

性がある。 

 スンクスの体脂肪が少ないにも関わらず、脂肪萎縮症のような代謝異常を生じない理由

として、この 3アミノ酸の挿入がレプチン 2次構造および高次構造にどのような影響を与

える可能性があるのかについても検討することにした。 
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3-2 材料および方法 

1) レプチン 1次配列の多重比較 

 分子系統解析を行うためにデータベース上のレプチン一次配列の多重配列整列（マルチ

プルアラインメント）を行った。アラインメントにはMolecular Evolutionary Genetics Analysis 

(MEGA) ソフトウェア（MEGA X）に搭載されている塩基配列あるいはアミノ酸配列の汎

用多重配列整列プログラム ClustalW を用いて行った(50)。比較する配列対象は前駆体レプ

チンとし、マルチプルアラインメントに用いた動物種、アクセッション番号、アミノ酸残

基数（aa）はそれぞれ、ウマ  Equus caballus (NP_001157452; 167 aa)、ブタ  Sus scrofa 

(NP_999005; 167 aa)、ウシ Bos taurus (NP_776353; 167 aa)、ヒト Homo sapiens (NP_000221; 

167 aa)、マウス Mus musculus (NP_032519; 167 aa)、ラット Rattus norvegicus (NP_037208; 

167 aa)、ヨーロッパトガリネズミ Sorex araneus (XP_004608342; 165 aa)、イヌ Canis lupus 

familiaris (AB020986; 167 aa; (51)）、ネコ  Felis catus (AB041360; 167 aa; (52)）であった。 

2) 挿入塩基配列の検索 

 スンクスレプチンの 1 次配列比較において見出された挿入 3aa を明確にするために、そ

の領域を含む前後の塩基配列をマルチプルアラインメントで比較を行った。比較に用いた

塩基配列は、ヨーロッパトガリネズミ（XM_004608285）、ヒト（NM_000230）、ウマ

（NM_001163980）とした。アラインメントにはMEGA X の ClustalWを用いた。塩基配列

のアラインメントを実施後、3 アミノ酸領域付近のデータを目視で確認しながら gap の妥

当性を検討・修正するとともに、前後の不要な塩基配列の除去を行った。 

3) 系統樹の作成 
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 より詳細な系統樹解析を行うために、3-2-1)のマルチプルアラインメントで使用した動

物種の他に、チンパンジー Pan troglodytes (NP_001180601; 167 aa)、アカゲザル Macaca 

mulatta (NP_001036220; 167 aa)、ハイイロジネズミオポッサム  Monodelphis domestica 

(XP_001366398; 167 aa)を追加してマルチプルアラインメントを再度解析し直した。アライ

ンメントには MEGA X の ClustalW を用い、得られたアラインメントデータを目視で確認

しながら gapの妥当性を検討し修正を行った。 

 系統樹の作成は距離行列法である近隣結合法（Neibor-joinig method; NJ 法）で実施した。

系統樹の信頼性評価はブートストラップ法を用い、繰り返し回数は 1000回とした。進化距

離とは座位当たりのアミノ酸置換数であり、ここではポアソン補正法を用いて計算した。

NJ 法で作成した系統樹は無根系統樹となるため、外群としては有袋類であるハイイロジネ

ズミオポッサムのレプチン配列を置いた。 

 

3-3 結 果 

レプチン 1次配列の多重比較 

まず、スンクスレプチン前駆体のアミノ酸 1次配列（170 aa）を、代表的な哺乳動物であ

るラット、マウス、ヒト、ウマ、ウシ、ブタ、ネコ、イヌの各レプチン前駆体と比較した。

この比較にはスンクスと同じトガリネズミ目トガリネズミ科（Soricidae科）トガリネズミ

亜科に属しているヨーロッパトガリネズミ（Sorex araneus）のレプチン 1次配列も加えた。

ただしヨーロッパトガリネズミはトガリネズミ属（Sorex）であり、スンクスはジャコウネ

ズミ属（Suncus）に属している。 
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図 3-1 に示すようにアミノ酸 1 次配列のマルチプルアラインメントでは、これらの動物

種間でレプチン前駆体は高度に保存されており、スンクスとの間の相同性はラット（77％）、

マウス（77％）、ヒト（75％）、ウマ（82％）、ウシ（80％）、ブタ（80％）、ネコ（78％）、

イヌ（76％）およびヨーロッパトガリネズミ（81％）となっていることが確認された。図

3-1 から判るように、スンクスレプチン前駆体は 170 aa で構成されているのに対し、他の

哺乳動物では 167 aaで構成されている。一方、ヨーロッパトガリネズミでは他の哺乳動物

よりもさらに 2 aa少なく、スンクスと比べると 5 aaも少ないことになる。しかし、ヨーロ

ッパトガリネズミでのみ見られる 2 aaの欠失は、シグナルペプチド内に存在するため、成

熟レプチンとしては他の哺乳動物と同じ 146aaになることが予想される。 

スンクスレプチンに見られる 3アミノ酸の挿入配列は、アミノ酸配列のアラインメント

結果からは PQV または PQA のどちらかであると推定された。しかしどちらの挿入配列が

より妥当性があるかを確認するために、この領域の塩基配列アラインメントを再検討した。

この塩基配列アラインメントには、ヒト、相同性が最も高かったウマ、そしてスンクスの

近縁種であるヨーロッパトガリネズミの Lep遺伝子の塩基配列を使用した（図 3-2）。  

塩基配列アラインメントの結果からスンクス Lep遺伝子の塩基配列に着目すると、挿入

された 3aaに対応する塩基配列領域に隣接して、全く同じ 9塩基対が 5’側上流領域に存在

することが確認された。図 3-2に示すように、119番目のロイシン（L119）をコードするコ

ドンの第 2塩基（T）から、122番目のバリン（V122）をコードするコドンの第 1塩基（G）

までの 9塩基配列“TGCCCCAGC”が、その直後に再び現れることが判明した。 

つまり本来のアミノ酸 1次配列は L119-P120-Q121-A122であり、この 1次配列をコードする
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塩基配列は 5’- TTG CCC CAG GCT -3’であったものと推定されるが、スンクスでは 122番

目のアラニン（Ala122）コドンの第 1 塩基と第 2 塩基の間に 9 塩基配列“TGCCCCAGG”

が挿入され、結果として部分的なフレームシフトが生じたものと思われる。よって、 5’- 

TTG CCC CAG GCT -3’の配列が 5’-TTG CCC CAG G (TG CCC CAG G) CT-3’へと変化し、

その結果、アミノ酸配列も L119-P120-Q121- (V122-P123-Q124) -A125 に変化したと考えられる。す

なわち、スンクスレプチンに見られた 3aaの挿入は、VPQであると判断された。 

 次にレプチンアミノ酸 1次配列を比較することで、既知のレプチン立体構造保持に必要

なモチーフが保存されているかを確認した。図 3-1 において最上段にヒトレプチンの 2 次

構造を示した。このアラインメントにあるように全てのレプチンが 21aaからなるシグナル

ペプチド配列をアミノ末端に保持していることがわかる（ただしヨーロッパトガリネズミ

は 19aa）。 

 レプチンはクラス Iヘリカルサイトカインに属し、その三次構造はヘリックス A から D

と命名された 4つのαヘリックスの存在によって特徴付けられる。ただし他のサイトカイ

ンと異なるのは、CD ループの間に小さなヘリックス E を有する点である。ほとんどのク

ラス I ヘリカルサイトカインでは、この 4-αヘリックスバンドルはジスルフィド架橋によ

って安定化されている。ヒトレプチンで見出されているジスルフィド架橋形成に必要な 2

つのシステイン残基（図 3-1 中の矢頭で示してある）は、今回アラインメントに用いた全

ての動物種で保存されていた。以前の報告にある、レプチン受容体との結合に重要な部位

も保存されていることが確認された。 

 前述のように、スンクスおよび同じトガリネズミ亜科に属するヨーロッパトガリネズミ
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ではレプチン前駆体の 1次配列に他の哺乳動物とは異なる挿入や欠失が認められる。これ

らの違いが進化的にどのような関わりを有しているのかを推測するために、レプチン前駆

体の 1次配列を用いて進化系統解析を行った。 

 この解析では哺乳動物の有胎盤類を解析の対象とし、哺乳動物ではあるが有袋類のハイ

イロジネズミオポッサムのレプチンを外群に設定した。また、霊長類での進化を詳しく見

るために、ヒトだけでなくチンパンジーおよびアカゲザルのレプチンも解析に加えた。 

 図 3-3 のように、トガリネズミ亜科（食虫目）と他の哺乳動物は初期に分岐しているこ

とが示された。また、食虫目と分岐した後に、霊長類とげっ歯類、そして奇蹄類、偶蹄類、

食肉目の２つのクレードに分岐したことが確認された。 

 一方、トガリネズミ亜科の中でもスンクスとヨーロッパトガリネズミは進化の初期に分

岐したと推定された。 

 

3-4 考 察 

BK スンクスレプチンのアミノ酸 1 次配列と、他の動物種、特にヒトを含む哺乳動物の

レプチンを比較するために、アミノ酸 1次配列のマルチプルアラインメントを行った。シ

グナルペプチドも含むレプチン前駆体のアミノ酸配列比較において、スンクスレプチン前

駆体との相同性は霊長類（ヒト）が 75％と最も低く、次いで食肉目（ネコ、イヌ）の 76～

78％、げっ歯類（マウス、ラット）の 77％、と、偶蹄類（ウシ、ブタ）の 80％、そして最

も高い相同性を示したのは奇蹄類（ウマ）の 82％であった。一方、スンクスの近縁種であ

るヨーロッパトガリネズミは 81％と高い相同性を示したが、ウマよりも低い値となった。 
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しかし、この相同性の比較ではギャップも含んだ配列での比較を行ったため、その部分

が低く計算されたものと思われる。全体的に判断すると、スンクスを含む哺乳動物種では

70%以上の相同性で保存されており、レプチンの持つ生理的機能の重要性が予想される。 

 一方で、データは示さないが KAT スンクスのレプチン 1 次配列（170 アミノ酸配列）

と BKスンクスのレプチン 1次配列（170アミノ酸配列）を比較したところ、相同性は 96%

であり、BK スンクスの 4 ヶ所のアミノ酸に置換が確認された。そのうちの 3 ヶ所は同じ

性質のアミノ酸同士の置換であったが（V24I、H 25R、V39I）、残る１ヶ所は KAT でスレ

オニン（T）であるところが BKではイソロイシン（I）に置換されていた（T43I）。 

 

今回の解析により注目される点は、アラインメントの結果（図 3-1および 3-2）で示した

ように、スンクスではレプチン配列内に他の動物では見られない、連続する 3aa が挿入さ

れていることが判明したことである。データは示さないが、同様な挿入は他の哺乳動物の

みならず、GenBank等のデータベースに登録されている脊椎動物のレプチン配列にも認め

られず、スンクスレプチンに特有のものであることがわかった。加えて近縁種であるヨー

ロッパトガリネズミのレプチンにも、この挿入は認められないことから、少なくともジャ

コウネズミ属のスンクスのみが持つ特徴であると予想された。 

この 3aa の挿入を詳しく調べるために、塩基配列レベルでのアラインメント比較を行っ

たところ、アミノ酸挿入部位に相当するヌクレオチド配列のすぐ上流に全く同じ 9 塩基配

列が存在することが判明した。恐らくこの 9 塩基の配列が DNA 複製の際などに何らかの

理由で挿入され、繰り返し配列になったものと思われる。 
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Taylor らは、ヒト、マウスおよびラットのゲノムに見られる挿入の大部分（52％）が、

挿入または欠失配列に直接隣接する配列と同一の配列を有することを報告している(53)。

このようなゲノムDNA中に認められる塩基配列の挿入や欠失は、まとめてインデル（indels）

と呼ばれている(54)。その中で特に 1〜50 塩基対の変化を生じるインデルのことはマイク

ロインデル（microindels）と定義されている(55)。今回、BKスンクスおよび KATスンクス

で見られた 9塩基（3aa）の挿入は、このマイクロインデルに該当するものと思われる。隣

接する配列が挿入された配列と同一である場合、このインデルはスリップ（slippage）と考

えられる(53)。つまり、BKスンクスで見られた 9塩基対の挿入配列は、その直前の 5’側に

全く同じ配列が存在することから考えて、スリップにより上流の 9塩基対が挿入されたも

のと考えられた。 

非コード領域で生じるマイクロインデルとは対照的に、タンパク質コード領域内のマイ

クロインデルは重要であり、挿入塩基の数や長さによっては致命的となる場合がある。つ

まり、挿入されたインデル長が 3の倍数にならない場合は、それ以降のアミノ酸配列でフ

レームシフトが生じ、タンパク質の機能が失われる可能性が高い。また、仮に 3の倍数の

インデルであったとしても、その中に終止コドンが含まれる、あるいは新たに終止コドン

を生じさせる場合には、やはりタンパク質の構造に大きな影響を与える。 

今回の BK スンクスで見られたマイクロインデルでは、9 塩基対の挿入（つまり 3 の倍

数）となるため、フレームシフトは起こらず挿入配列以降のアミノ酸配列に変化は認めら

れない。また、挿入配列が新たな終止コドンを生じなかったのでナンセンス突然変異にな

ることもなかった。 
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 レプチンは、成長ホルモン、プロラクチン、エリスロポエチンなどと同じクラス I ヘリ

カルサイトカインに分類される。ヒトレプチンでの X 線結晶構造解析の結果から、レプチ

ンは 4つのαへリックスが密に存在する 4-へリックスバンドル構造を取ることが報告され

ている(5)。クラス Iヘリカルサイトカインの構造では 4つのαへリックスのトポロジーが

up-up-down-down という配置になっていることが特徴として挙げられる。このようなヘリ

ックスのトポロジーとなるため、αへリックス A と B を繋ぐ A-B ループ、そして C と D

を繋ぐ C-D ループが長くなり、逆にヘリックス B と C は逆平行となるため B-C ループが

短くなる。レプチンでは長い C-D ループの途中に短いヘリックス Eが存在する。 

脊椎動物のレプチンは、1 次構造の相同性にはかなりの幅があるが、その予測される 2

次および 3 次構造はヒトレプチンと非常に類似していることが知られている。クラス I ヘ

リカルサイトカインの例で説明されているように(5)、突然変異により 1次構造が変化して

もタンパク質の 2 次、3 次構造が維持されている限り、基本的な生理機能が維持されてい

くものと考えられている。 

 図 3-1に見られるように、スンクスレプチンも 2次構造として A、B、C、D の 4 つのα

ヘリックス構造を有し、3 次構造の維持および生理活性に必要な 2 つのシステイン残基が

保存されていた(56)。 

 レプチンの受容体との結合部位は、突然変異を導入した組換えレプチンを用いた実験に

より解析されている。受容体との相互作用に重要な部位は 3 ヶ所あり、部位 I はヘリック

ス D 上に、部位 II はヘリックス A および C 上に、部位 III はヘリックス D の N 末端上に

存在する。今回の解析の結果からは、ヘリックス A および C に存在する部位 II の構成に



- 40 - 

 

必要なアミノ酸はスンクスレプチンでも保存されていることが確認された（図 3-1 中の赤

色背景のアミノ酸）。これ以外にも、受容体との結合に重要なアミノ酸は高度に保存されて

おり、例えば AB ループ上にある 6aa の配列 GLDFIP は哺乳動物間で高度に保存されてい

る。この LDFまたは LDFI配列は受容体結合部位の一部ではないが、すべてをアラニンに

置換した変異体レプチンでの実験により受容体に結合しても活性を示さないアンタゴニス

トとして作用することが報告されている。 

 合成ペプチドを用いた実験では、スンクスで VPQ の挿入が見られた部位に相当する CD

ループ上の配列を合成し ob/ob マウスに投与したところ著しい摂食量の低下と体重減少が

認められている(57)。つまり、この CD ループは受容体の結合部位ではないが、レプチンの

生理作用に重要な働きを持っていることが判る。このことから推測しても、スンクスの持

つ VPQの挿入変異が何らかの生理活性を示す可能性が伺える。 

 

 トガリネズミ科（以前の食虫目）に属するスンクスは、系統学的にはラットなどのげっ

歯目あるいはウサギなどの重歯目とは異なり、哺乳動物の初期に分岐したと考えられてお

り、霊長類およびげっ歯目の共通の祖先としての特徴を保存していると思われる(58)。今

回はスンクスレプチンが進化系統的にどのような位置付けになるのかを確認するために、

レプチン前駆体のアミノ酸 1次配列を用いて進化系統解析を行った。比較に用いた動物種

としては、霊長類としてヒト、チンパンジーおよびアカゲザル、げっ歯類としてラットお

よびマウス、奇蹄類としてウマ、偶蹄類としてウシおよびブタ、ネコ科（食肉目）として

ネコおよびイヌ、そしてトガリネズミ科（食虫目）のスンクスおよびヨーロッパトガリネ
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ズミである。今回用いた NJ 法は無根系統樹なのでアウトグループ（外群）として有袋類で

あるオポッサムのレプチン配列を使用した。 

 哺乳動物でみられるレプチン進化系統解析の結果は、構成されるクレードや分岐点、進

化距離などは概ね以前の報告(59,60)と同じであった。従来の解析ではトガリネズミ科（食

虫目）のデータが不十分であったが、今回用いたスンクスおよびヨーロッパトガリネズミ

の結果からも、霊長類やげっ歯類が進化の初期に食虫目から分岐して進化したことが裏付

けられた。 

 アミノ酸配列に見られた VPQ の挿入は、近縁種であるヨーロッパトガリネズミには

見られなかった。つまりトガリネズミ亜科以下でトガリネズミ属とジャコウネズミ属への

分岐以降にジャコウネズミ属が獲得した変異であると考えられる。このことからもトガリ

ネズミ属とジャコウネズミ属が進化系統樹的にはトガリネズミ亜科に分岐後、早い時期に

さらに分岐したことを裏付けている。データには示さないが KAT スンクスの推定レプチ

ン配列にもこの 3アミノ酸の挿入が認められることから、ジャコウネズミ属の中で、少な

くとも KAT が獲得した挿入変異であると考えられる。今回の実験では純粋な BAN の遺伝

子が入手できなかったので、BAN がこの変異を有しているのかを確認することはできなか

った。よって BKスンクスで見られる挿入変異が KAT に由来するものであるのか、あるい

は BAN もこの変異を保持しているものであるのかは現時点では不明である。今後、この

スンクスレプチンの変異を調べることで東南アジア地域のスンクスがどのように分布して

いったのかを知る手がかりにすることも可能と思われる。 

 



- 42 - 

 

3-5 小 括 

 アミノ酸配列のマルチプルアラインメントより、BK スンクスレプチンは他の哺乳動物

とも 75～82％と高い相同性が維持されていることが確認された。しかしスンクスレプチン

には他の哺乳動物には見られない 3 aaの挿入が認められた。この挿入は Lep 遺伝子上で 9

塩基対の配列が、slippageによるマイクロインデルのために挿入されたと推定され、その結

果として VPQ のアミノ酸が CD ループ内に挿入されることとなった。進化系統樹解析で

は、これまでの報告と同様にスンクスは進化の初期に霊長類とは分岐し、別のクレードを

形成したことが確認された。今回見つかったアミノ酸の挿入はトガリネズミ科のクレード

を形成してから、ジャコウネズミ属のスンクスのみが獲得した変異と考えられる。 
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図 3-1 スンクスおよび代表的な哺乳類の間でのレプチンアミノ酸配列のマルチプルアラ

インメント 

 ClustalW を用いてアミノ酸配列のマルチプルアライメントを行った。 すべての配列に見られる同一の

アミノ酸残基はドット（ . ）で表し、gapはダッシュ（ - ）で示した。推定シグナル配列は黒枠で示した。 

全ての動物種で保存されている残基は黄色背景で示している。 レプチン受容体への結合に重要とされる

アミノ酸残基は赤色背景で示される。 立体構造の形成に必要とされる 2 つのシステイン残基は矢頭で示

した。 スンクスのみに見られる 3つのアミノ酸残基“VPQ”は、緑色背景で示した。 ヒト成熟レプチン

の 2次構造を配列アラインメントの上に示した。 

  

スンクス M H C G V L C R F L V L W P Y L S S I E A V P I R N V Q D D T K T L I R T I I T R I I D I S H T H S V S S K Q R V T G L D F I P G L H P D L S
ヨーロッパトガリネズミ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ L ・ ・ ・ C ・ - - ・ D ・ A ・ V H D ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ V ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

ラット ・ C W R P ・ ・ ・ ・ ・ W ・ ・ S ・ ・ ・ Y V Q ・ ・ ・ ・ H K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V ・ ・ ・ N ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ A R ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ I ・ ・
マウス ・ C W R P ・ ・ ・ ・ ・ W ・ ・ S ・ ・ ・ Y V Q ・ ・ ・ ・ Q K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V ・ ・ ・ N ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ I ・ ・

ヒト ・ ・ W ・ T ・ ・ G ・ ・ W ・ ・ ・ ・ ・ F Y V Q ・ ・ ・ ・ Q K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V ・ ・ ・ N ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ I ・ T
ウマ ・ ・ ・ ・ P ・ ・ Q ・ ・ W ・ ・ ・ ・ ・ F F ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V ・ ・ ・ N ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ V ・ ・
ウシ ・ R ・ ・ P ・ Y ・ ・ ・ W ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y V ・ ・ ・ ・ ・ C K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V ・ ・ ・ N ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ L ・ ・
ブタ ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ ・ W ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y V ・ ・ ・ ・ ・ W R ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V ・ ・ ・ S ・ ・ ・ ・ M Q ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ V ・ ・
ネコ ・ L ・ ・ P ・ ・ ・ ・ ・ W ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y V ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V ・ ・ ・ N ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ V ・ ・
イヌ ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ ・ W ・ ・ ・ ・ ・ ・ C V ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ K ・ ・ V A ・ ・ N ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q ・ V ・ ・

スンクス L S T M D H T L A T Y Q Q I L A S L P S K N L V Q I T N D L E N L R D L L H L L A T S R S C P L P Q V P Q A Q E L Q
ヨーロッパトガリネズミ ・ ・ E ・ ・ Q A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ R ・ V ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ R ・ ・ ・ ・ ・ K N ・ ・ ・ ・ R - - - ・ R ・ ・ ・

ラット ・ ・ K ・ ・ Q ・ ・ ・ V ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ Q ・ V L ・ ・ A H ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ F ・ K ・ ・ S ・ ・ ・ - - - T R G ・ ・
マウス ・ ・ K ・ ・ Q ・ ・ ・ V ・ ・ ・ V ・ T ・ ・ ・ ・ Q ・ V L ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ F ・ K ・ ・ S ・ ・ ・ - - - T S G ・ ・

ヒト ・ ・ K ・ ・ Q ・ ・ ・ V ・ ・ ・ ・ ・ T ・ M ・ ・ R ・ V I ・ ・ S ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ V ・ ・ F ・ K ・ ・ H ・ ・ W - - - ・ S G ・ E
ウマ ・ ・ K ・ ・ Q ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ R ・ V I ・ ・ S ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ - - - ・ R G ・ E
ウシ ・ ・ K ・ ・ Q ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ R ・ V ・ ・ ・ S ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ - - - V R A ・ E
ブタ ・ ・ K ・ ・ Q ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ R ・ V I ・ ・ S ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ K ・ ・ ・ ・ ・ ・ - - - ・ R A ・ E
ネコ ・ ・ K ・ ・ Q ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・ T G ・ ・ ・ R ・ V ・ ・ ・ S ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ K N ・ ・ ・ ・ R - - - ・ R G ・ E
イヌ ・ ・ R ・ ・ Q ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・ N ・ ・ H ・ R ・ V ・ ・ ・ S ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ K ・ ・ ・ ・ ・ R - - - ・ R G ・ E

▲

スンクス T L E S L D G V L E A S L F S T E V V A L S R L Q G S L Q D M L Q Q L D L D P G C
ヨーロッパトガリネズミ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ L ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ R ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・

ラット K P ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ E ・
マウス K P ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・ V S ・ E ・

ヒト ・ ・ D ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ G Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ W ・ ・ ・ ・ S ・ ・ ・
ウマ ・ ・ A ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ ・ ・
ウシ S ・ ・ ・ ・ G V ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ R ・ ・ ・ ・ S ・ ・ ・
ブタ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ R ・ ・ ・ ・ S ・ ・ ・
ネコ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ A ・ ・ ・ ・ ・ Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ W R ・ ・ ・ S ・ ・ ・
イヌ ・ F ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Y ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ N ・ ・ ・ A A ・ ・ ・ ・ ・ R R ・ ・ ・ S ・ ・ ・

▲

COOH

Helix A AB　Loop

CD LoopHelix B Helix CBC Loop

Signal peptide

Helix E Helix D
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図 3-2 VPQ挿入部分に相当する塩基配列のマルチプルアラインメント 

 レプチンの部分的な塩基配列を整列させた。 ほとんどの動物で保存された 9個のヌクレオチド配列は、

黄色の陰影で示されている。 直後に現れる同じ 9個のヌクレオチドは赤いボックスで囲んだ。 
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図 3-3 近隣結合法（NJ法）に基づくレプチンアミノ酸配列の進化系統樹解析（前ページ） 

 系統樹の作成は距離行列法である近隣結合法（Neibor-joinig method; NJ 法）で実施した。

系統樹の信頼性評価はブートストラップ法を用い、繰り返し回数は 1000回とした。進化距

離とは座位当たりのアミノ酸置換数であり、ここではポアソン補正法を用いて計算した。

外群としては有袋類であるハイイロジネズミオポッサムのレプチン配列を置いた。解析は

MEGA X(50)を用いて行った。 
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第 4章 スンクスレプチンの構造解析 

 

4-1 緒 論 

 第 3 章で考察したようにスンクスレプチンには他の動物には見られない 3aa “VPQ”の挿

入が認められる。2 次構造予測では挿入断片は CD ループ領域に存在するが、この CD ル

ープは以前の報告からレプチンの作用に影響を与える部位であることが明らかとなってい

る。1 次構造および 2 次構造から推測すると、スンクスレプチンの 3 次構造はヒトレプチ

ンと同じクラス 1ヘリカルサイトカン、すなわち 4-αヘリックスバンドルを持つ立体構造

を形成すると予測される。そこで既に X線結晶構造解析により詳細な解析が行われている

ヒトレプチンをモデルにし、スンクスレプチンの 1次配列から立体構造予測を行い、スン

クスレプチンの構造上の特徴を検索することにした。 

 特にスンクスレプチンは CD ループに 3 つのアミノ酸残基が余計に付加されていること

から、これらのアミノ酸が立体構造にどのような影響を与えるのか興味が持たれる。合成

ペプチドを用いた in vivo実験により、この CDループ部のペプチドはレプチンのアンタゴ

ニストとして働き、ob/ob マウスの体重増加を抑制する働きをすることが報告されている

(57) 。 

 立体構造予測によりスンクスレプチンに特異的な構造が見つかれば、それがスンクスに

おけるレプチン作用の特徴となる可能性がある。 
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4-2 材料および方法 

1) BKスンクスレプチンの立体構造モデルの作成 

 スンクスレプチンの立体構造予測は、SWISS-MODEL（https://swissmodel.expasy.org 

/interactive）のホモロジーモデリングにより行った。成熟 BK スンクスレプチン（149aa）

をクエリーとして、自動モードで BLAST および HHblitsにより適切なテンプレートの同定

を行った。今回の結果では、BLAST、HHblits ともに Human obesity protein, leptin (PDB：

1AX8)が１番目の候補となった。このヒト obタンパク質をモデルに、スンクスレプチンの

立体モデルを表示した。得られた立体モデルは PDB フォーマットで保存した。 

2) ヒトレプチン（1AX8）立体構造モデルとの重ね合わせ 

 ヒト obタンパク質とBKスンクスレプチンの重ね合わせ図はPyMOL（https://pymol.org/2/）

を用いて行った。先に作成したスンクスレプチンの PDB ファイルとヒトレプチン（1AX8）

の PDB ファイルを同時に開くことで重ね合わせ図を作成した。表示は cartoon モードとし

た。 

 

4-3 結 果 

 BKスンクスレプチンのアミノ酸 1次配列を元に BLAST および HHblits検索を行った結

果、前述の結果と同様にヒト肥満（ob）タンパク質であるレプチンの PDB形式の立体構造

データ（1AX8）が推奨された。このヒトレプチンの立体構造をモデルにして、BKスンク

スレプチンの立体構造モデルを作成したところ、ヒトレプチンとほぼ同様の立体モデルが
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作成された。よって、BK スンクスレプチンもヒトと同様に 4-αヘリックスバンドルを形

成するクラス Iヘリカルサイトカインの構造を有することが確認できた。 

 より詳細に構造上の差異を検索するために、ヒトレプチンとスンクスレプチンの立体モ

デルを重ね合わせて表示した（図 4-1）。重ね合わせモデルはヒトレプチンを緑色、スンク

スレプチンを赤色で表示しているが、ほぼ同じような割合で重ねあわされており、基本的

な構造上の違いは見られない。ただし、図中の矢印で示したようにスンクスレプチンでは、

ごく短いヘリックス状の鎖が CD ループ間、特にヘリックス Cとヘリックス Eの途中に存

在していることがわかる。この突出部分が、まさにスンクスレプチンにのみ見られる VPQ

の挿入部分に該当する。 

 ヒトレプチンとスンクスレプチンの構造上の大きな違いは、この VPQ に由来する突出

部分だけと考えられる。 

 

4-4 考 察 

 スンクスレプチンの 1次配列は他の動物種のレプチンとも 70%以上の相同性を示してい

たため、2 次構造の予測からも概ねヒトレプチンと同様な立体構造を取ることが予測でき

た。実際にヒトレプチンをモデルとした立体予測の結果では、レプチンに特徴的な 4-αヘ

リックスバンドルを示し、ヒトレプチンの構造とも良く一致していた。特に、受容体との

結合に重要とされる部位 I、部位 IIおよび部位 IIIはほぼ保存されていることから、スンク

スレプチンが他の動物種のレプチンと同様に生理的活性を持っていることは間違いないで

あろう。 



- 50 - 

 

 唯一大きく異なるのが、CDループ上の VPQ 挿入部位である。重ね合わせモデルからも

明瞭に判るとおり、スンクスレプチンではこの 3つのアミノ酸がヘリックス様に突出して

いることが確認できる（図中の矢印で示されている）。しかし、CD ループはレプチン受容

体の直接の結合部位ではないため、この突出がどの程度、活性に影響を及ぼすかについて

は不明なままである。 

 したがって、BK スンクスレプチンは他の哺乳動物のレプチンと同じ生理活性を有する

ことが予想されるが、詳細な分析のためには組換えタンパク質によるレプチン受容体との

結合実験や in vivoでの投与実験が必要であると思われる。 

 

4-5 小 括 

 全体的な 1次配列の相同性からも予測されるように、スンクスレプチンの立体構造もク

ラス 1ヘリカルサイトカインに特徴的な 4つのαへリックスが作るタンパク質構造を保持

していることが明らかとなった。スンクスでのみ見つかった VPQの部分は CD ループの途

中に位置するが、立体構造予測でも VPQ部分がやや突出した形状を示した。この突出が受

容体の結合やレプチンの機能にどのような影響を与えるかは不明であり、今後詳細な解析

を行う必要があると思われる。 
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図 4-1 スンクスレプチンの立体構造とヒトレプチンとの重ね合わせモデル 

 スンクスレプチンの立体構造は、詳細に解析されているヒトレプチン（PDB ID：1AX8）

に基づいて SWISS-MODELにより予測した。ヒトおよびスンクスレプチン立体構造の重ね

合わせは、PyMOLを用いて描画した。ヒトレプチンは緑色で、スンクスレプチンは赤色で

それぞれ示してある。図中の矢印は、スンクスレプチンにのみ見られる追加のアミノ酸残

基 VPQを示す。 
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第 5章  総 括 

 

 脂肪萎縮症は部分性または全体性の体脂肪欠損を特徴とし、インスリン抵抗性、糖尿病、

および脂肪肝を含む脂質代謝異常を合併する症候群である。脂肪組織はエネルギー貯蔵だ

けでなく代謝調節にとっても重要な臓器であり、脂肪細胞から分泌される最も重要なアデ

ィポカインであるレプチンは食物摂取量と全身のエネルギー消費調節に関与している。し

たがって脂肪組織の欠損は循環レプチン濃度の低下を引き起こし、それに伴って糖、脂質

代謝の異常をもたらす。 

 脂肪萎縮症で見られるこれらの代謝障害はレプチン投与によって改善されるので、レプ

チン補充療法は脂肪異栄養症の治療として承認されている。トランスジェニック脂肪萎縮

症マウスを用いた動物実験でも、レプチン欠乏症がインスリン抵抗性を引き起こし、レプ

チン補充がインスリン感受性を顕著に改善することを実証している。 

 ヒト組換えレプチン（メトレレプチン）は、脂肪萎縮症に伴う代謝性合併症のためのレ

プチン補充療法に有効であることが報告されており、米国および日本で承認されている薬

剤である。メトレレプチンは、脂肪萎縮症患者における糖および脂質代謝異常を顕著に改

善し、それによって脂肪萎縮症の症状が軽減される。 

 スンクス（Suncus murinus）は日本で実験動物として樹立されたトガリネズミ科の食虫性

動物であり、生理学的および形態学的実験に広く使用されてきた。その特徴の 1つに体脂

肪、特に内臓脂肪の顕著な欠乏がある。しかしながら、スンクスは体脂肪が欠乏している

にもかかわらず、ヒトおよびげっ歯類と同程度の血糖レベルおよび通常のグルコース代謝
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を示す。このことからスンクスがインスリン抵抗性や脂肪萎縮症で見られる他の特徴を示

さない理由に興味が持たれる。そのため、血中レプチン量やレプチンの機能がヒトや他の

動物とは異なるかもしれないという仮説を立てた。 

 本研究の目的は、スンクスレプチンの構造およびその生理学的役割、特にインスリン感

受性およびグルコース代謝への関与を解明することである。この目的のために、スンクス

Lep cDNA をクローニングしてその配列およびタンパク質構造を明らかにし、続いてスン

クスでの Lep mRNAの組織分布を決定した。 

 

1. スンクス Lep cDNAのクローニングと組織分布 

 スンクス Lep cDNA のクローニングは、3'RACE 法と 5'-UTR のための RT-PCR を組み合

わせることによって実施した。得られた PCR断片からコンセンサス配列を決定することに

より、完全なコード領域を含むスンクス Lep cDNA の塩基配列を決定した。 

今回クローニングしたスンクス Lep cDNA は 3026 bpであり、170 アミノ酸残基（aa）のポ

リペプチドをコードする 513 bpの推定オープンリーディングフレームを含んでいた。計算

上のレプチン前駆体の分子量（MW）は 18.9kDa であった。推定されたスンクスレプチン

前駆体は、そのアミノ末端に 21個の疎水性残基からなる予測シグナルペプチドを有し、成

熟レプチンは 149 aaであり、計算上の MWは 16.4kDaであった。 

 スンクスは他の哺乳動物よりも体脂肪が少ないので、Lep遺伝子発現の組織分布を調べる

ことにより、レプチンが脂肪組織以外にも発現され得るかどうかを確認した。Lep mRNA

の組織分布を RT-PCR によって確認したところ、Lep 遺伝子発現は他の哺乳動物で見られ
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る分布と同様に、白色脂肪組織（皮下および精巣上体）および褐色脂肪組織においてのみ

観察された。 

 

2. スンクスレプチンの多重配列解析と進化系統解析 

  続いて、スンクスレプチン前駆体のアミノ酸配列をラット、マウス、ヒト、ウマ、ウシ、

ブタ、ネコおよびイヌを含むいくつかの代表的な哺乳動物種と比較した。配列のマルチプ

ルアラインメント（多重配列比較）には、スンクスと同じトガリネズミ科（食虫目）に属

しているヨーロッパトガリネズミ（Surx araneus）のレプチン配列も用いた。レプチンはこ

れらの哺乳動物の間で高度に保存されており、スンクスレプチン前駆体は、ラット（77％）、

マウス（77％）、ヒト（75％）、ウマ（82％）、ウシ（80％）、ブタ（80％）、ネコ（78％）、

イヌ（76％）およびヨーロッパトガリネズミ（81％）と相同性が高いことが示された。 

アライメントの結果からは、スンクスレプチンに 3aa の挿入があることが示されたが、こ

れは他の哺乳動物には認められなかった。塩基配列の比較からは 9塩基対の挿入がスンク

スの Lep遺伝子配列に見られたが、挿入塩基対数が 3 の倍数となるためフレームシフト変

異は起こさずに 3aa が挿入されたことを示している。この挿入は、スンクス Lep 遺伝子内

に生じた 9塩基対のマイクロインデルに起因すると考えられた。 

 代表的ないくつかの哺乳動物、特に有胎盤類のレプチンアミノ酸配列を用いて進化系統

樹を作製し、比較を行った。 参照レプチン配列としては、霊長類としてヒト、チンパンジ

ーおよびアカゲザル、げっ歯類としてラットおよびマウス、奇蹄類としてウマ、偶蹄類と

してウシおよびブタ、食肉目としてネコおよびイヌ、そして食虫目としてスンクス（Suncus 
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murinus）とヨーロッパトガリネズミ（Sorex arenius）を用いた。系統樹分析の結果は以前に

報告されたものと非常に類似していた。 

 

３．スンクスレプチンの立体構造解析 

 ヒトレプチン（PDBコード：1AX8）の構造に基づいてスンクスレプチンの立体構造モデ

ルを作成したところ、典型的な 4つの α-ヘリックス構造を示した。このことから、今回ク

ローンニングした Lep cDNA は、他の哺乳動物由来のレプチンタンパク質と類似の構造を

有するスンクスレプチン前駆体タンパク質をコードしていることを示している。 CDルー

プに挿入された VPQ 配列がヒトレプチンと比較すると突出部を形成している。しかしな

がらこの部分はレプチン受容体への結合部位には影響を与えない。 

 そのためスンクスレプチンは他の哺乳動物由来のレプチンと同様な生理活性を有すると

推測されたが、より詳細な分析のためには、組換えタンパク質によるレプチン受容体との

結合実験が必要である。 

 

 本研究では、ヒト脂肪萎縮症の動物モデルとしてのスンクスの有用性を探った。他の哺

乳動物よりも体脂肪が少ないスンクスが通常の条件下でインスリン抵抗性を示さない理由

を明らかにするために、スンクスレプチンの構造を明らかにし、ヒトレプチンとの違いを

同定した。 

 本研究により以下の結果が得られた。cDNA クローニングにより、スンクスは他の哺乳

動物と相同性の高いレプチンタンパク質を有することが確認された。スンクスレプチンに
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は他の哺乳動物のレプチンには見られない 3つのアミノ酸 VPQが、slippageのようなマイ

クロインデルの結果として生じたものと推測された。 

 予測した立体構造はヒトレプチンのものと類似しているが、CD ループの VPQ領域はわ

ずかに外側に突出していた。Lep遺伝子の発現は、他の哺乳動物と同様に、WATおよび BAT

に限られていた。 

 これらの結果を総合的に判断すると、脂肪萎縮症の病態形成におけるスンクスレプチン

の役割に決定的な証拠を得ることはできなかった。しかし今回発見した 3アミノ酸の挿入

によりレプチンの機能やスンクスの代謝がどのような影響を受けているかについての興味

がもたれる。今後、組換えタンパク質を用いたレプチンの機能の詳細な分析を行うことで、

スンクスレプチンの生理学的役割および正常なスンクスがインスリン抵抗性を示さない理

由を明らかにするために必要であろう。今後の研究の進展により、スンクスが脂肪萎縮症

の合併症非発症モデルとして利用できる可能性が期待され、脂肪萎縮症のさらなる病態解

明や新たな治療起点の開発につながると考えられる。 

加えて獣医学領域では、これまで産業動物、伴侶動物ともに脂肪萎縮症についての報告

がない。今後、獣医学領域においても脂肪萎縮症に注目することで、これまでは糖尿病や

糖・脂質代謝異常と診断されていた動物に脂肪萎縮症が発見される可能性がある。スンク

スのように、げっ歯類とは異なる脂肪萎縮症モデル動物は、獣医学領域で多く見られる肉

食性動物のモデル動物としても重要な役割を果たすことが期待される。 
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Summary 

 

Lipodystrophy syndromes, characterized by the partial or total loss of body fat, 

are associated with insulin resistance, diabetes, and lipid metabolism abnormalities, 

including fatty liver. 

Adipose tissue is an important organ, not only for energy storage, but also for 

metabolic regulation, and leptin, the most important adipokine secreted by adipocytes, 

is involved in the regulation of food intake and whole-body energy expenditure. Thus, a 

lack of adipose tissue is associated with low levels of circulating leptin, which result in 

disordered glucose and lipid metabolism. 

Because the metabolic disorders that accompany lipodystrophy are ameliorated 

by leptin administration, leptin replacement has been approved as a treatment for 

lipodystrophy. Animal experiments using transgenic lipodystrophic mice have also 

demonstrated that leptin deficiency causes insulin resistance and that leptin replacement 

substantially improves insulin sensitivity. 

Human recombinant leptin (metreleptin) has been reported to be effective as a 

leptin replacement therapy for the metabolic complications associated with 

lipodystrophy, and is the drug approved in the United States and Japan. Metreleptin 

significantly ameliorates glucose and lipid metabolic disorders in lipodystrophic patients 
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and thereby alleviates the symptoms of lipodystrophy. 

House musk shrew (Suncus murinus), also called suncus, is an insectivore of 

the Soricidae family that has become established as a laboratory animal in Japan, and 

has been widely used for physiologic and morphologic experiments. One of its features 

is its remarkable deficiency of body fat, especially visceral fat. However, despite this, 

these shrews demonstrate similar blood glucose levels to humans and rodents, and 

unremarkable glucose metabolism. Therefore, we were interested in the reason why 

suncus do not show insulin resistance or other features of lipodystrophy. We 

hypothesized that the amount of circulating leptin and the function of this hormone might 

differ from that in humans and other animals. 

The objectives of this study were to determine the structure of suncus leptin and 

its physiologic role, especially with regard to its regulation of insulin sensitivity and 

glucose metabolism. To this end, we cloned suncus Lep cDNA to determine both its and 

the encoded polypeptide sequence, and subsequently evaluated the tissue distribution of 

Lep mRNA in suncus. 

 

1. Cloning of suncus Lep cDNA and its tissue distribution 

Cloning of suncus Lep cDNA was carried out by combining 3’ rapid 

amplification of cDNA ends with conventional RT-PCR of the partial 5’-untranslated 

region. By assembling the obtained sequences and determining a consensus sequence, 
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the nucleotide sequence of the entire coding region of suncus Lep cDNA was determined. 

The cloned suncus Lep cDNA is 3,026 bp long and contains a 513 bp putative 

open reading frame that encodes a 170 amino acid (aa) polypeptide. The calculated 

molecular weight (MW) of the leptin precursor is 18.9 kDa. The putative suncus leptin 

precursor possesses a predicted signal peptide comprising 21 hydrophobic residues at its 

amino-terminal, suggesting that the mature leptin polypeptide is 149 aa long, with a 

calculated MW of 16.4 kDa. 

Because suncus have less body fat than other mammals, the tissue distribution 

of Lep gene expression was evaluated to establish whether leptin might be expressed in 

tissues other than adipose tissue. In fact, when its tissue distribution was confirmed by 

RT-PCR, Lep gene expression was detectable only in white adipose tissue (WAT; 

subcutaneous and epididymal) and brown adipose tissue (BAT), which is similar to its 

distribution in other mammals 

 

2. Sequence analyses and phylogenetic analysis 

Next, the peptide sequence of the suncus leptin precursor was compared with 

its counterparts in representative mammalian species, including rat, mouse, human, 

horse, cow, pig, cat, and dog. The leptin sequence of the common shrew (Sorex araneus), 

also known as the Eurasian shrew, which belongs to the same family as suncus, was also 

compared. 
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The leptin precursor was found to be highly conserved among these species, 

with suncus leptin being homologous to the rat (77%), mouse (77%), human (75%), 

horse (82%), cow (80%), pig (80%), cat (78%), dog (76%), and common shrew (Sorex) 

(81%) precursors. These results suggest that leptin is highly conserved in a range of 

mammals. 

The sequence alignment revealed an insertion of 3 aa in suncus leptin that is not 

present in the polypeptides from the other mammals. This corresponded to a 9-base pair 

insertion in the Lep sequence of suncus, and therefore no frameshift mutation. This 

insertion is thought to be attributable to a 9-base microindel within the suncus Lep gene. 

A phylogenetic tree was also constructed using mammalian leptin amino acid 

sequences, which included selected mammalian species, especially Placentalia. The 

reference leptin sequences comprised human, chimpanzee, and macaque monkey 

sequences to represent primates, rat and mouse sequences to represent rodents, the horse 

sequence to represent odd-toed ungulates, cow and pig sequences to represent even-toed 

ungulates, cat and dog sequences to represent carnivores, and house musk shrew and 

common shrew sequences to represent insectivores. The results of the phylogenetic tree 

analysis were very similar to those previously published. 

 

3. 3D structure analysis 

A 3D model of the suncus leptin structure was created using the established 



- 70 - 

 

structure of the human obesity protein (leptin; PDB code: 1AX8), and this exhibited a 

typical four α-helix structure. These results indicate that our cloned Lep cDNA encodes 

a suncus leptin precursor protein with a structure similar to leptin proteins in other 

mammals. Because the VPQ aa sequence is inserted into the CD loop, which connects 

helices C and D, it creates a protrusion; however, this region of the molecule is not 

predicted to affect binding to the leptin receptor. 

Therefore, we speculated that suncus leptin has the same physiologic activity 

as leptin from other mammals, but for a more definitive answer, binding experiments 

using a recombinant protein and the leptin receptor are necessary. 

 

In this study, we have explored the usefulness of suncus as an animal model of 

human lipodystrophy. To establish why suncus, which has less body fat than other 

mammals, does not show insulin resistance under normal conditions, we determined and 

analyzed the structure of suncus leptin, and identified differences from human leptin. 

In the present study, the following results were obtained. cDNA cloning 

confirmed that suncus produces a leptin polypeptide that is highly homologous to that 

of other mammals. We speculate that the three-amino-acid-insertion (VPQ), which is not 

found in other mammalian leptins, is the result of a slippage-like event creating a 

microindel. The predicted 3D structure is similar to that of human leptin, but the VPQ 

region protrudes slightly outwards. The expression of the Lep gene is restricted to WAT 
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and BAT, similar to other mammals. Detailed analysis of the function of suncus leptin 

using recombinant proteins is required to reveal the physiologic role of suncus leptin and 

the reasons why suncus do not show insulin resistance. 

In addition, in the field of veterinary medicine, there have been few reports of 

lipodystrophy in domestic animals. However, it is possible that in the future 

lipodystrophy may be identified in companion animals that are presently diagnosed with 

diabetes or other metabolic abnormalities. We predict that suncus will play an important 

role as a model for disease in dogs and cats, the commonest species seen in veterinary 

companion animal practice. 

 

 

 

 


