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原 著

UncouplingProtein2の新たな遺伝子多型の
検出と肥満との問係について

棟 方 栄 治1,2' 土 田 成 紀 1)

抄録 肥満の候補遺伝子であるアンカップリングプロテイン2の第8エクソンの3'末端側の非翻訳領域に存在する遺伝子多

型を健康な日本人の成人男性について検討したところ,コ-カシア人に報告されている412bpのdeletion型は認めず,457
bpのinsertion型が主要な遺伝子型であった.457bpのinsetion型に45bpがさらに挿入された 502bpの新しい遺伝子

型を兄い出した.検索した 18例中457/457のホモ接合体が 14例,457/502のヘテロ接合体が4例であり,502/502のホ

モ接合体は観察されなかった.

上記の 18例について,このアンカップリングプロテイン2の遺伝子多型と体重,体格指数(BMI),上腕三頭筋と側腹部

での皮下脂肪の厚さ,安静時代謝率 (RMR),脂肪率及び脂肪量との関係を検討した.年齢は27歳から58歳,体重は 58.2

kgから99.2kgに分布した.Mann-WhitneyのU検定により,457/502型の人は457/457型の人より,体重,上腕三頭筋

と側腹部の皮下脂肪の厚さ,脂肪率及び脂肪量が有意に高く,502bpの新規遺伝子型は肥満に関与する可能性が示唆された.
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DEMONSTRATION OFA NEW GENOTYPE ENCODING
UNCOUPLING PROTEIN 2AND ASSOCIATION WITH OBESITY

EijiMunakatal･2) and ShigekiTsuchida2)

Abstract Uncouplingprotein2(UCP2),mappedtochromosomellq13inhumans,playsanimportantrolein

energymetabolism andbodyweightregulation.Somepositiveresultshavebeenreportedforassociationsof

obesityanddiabetesinCaucasianswiththepolymorphismoftheUCP2geneinthe3'-untranslatedregion(3'UTR)

ofe又on8(insertionanddeletiontypes).WeexaminedthegenotypesofadultmeninAomoriPrefecturesituatedin

northernJapan,inordertoinvestigateassociationsbetweenthepolymorphismandobesity.Inthepresentstudy,

inadditiontotheinsertiontypeof457bp,anew genotypecomposedof502bpwasdetected,whilethedeletion

typeof412bpwasnot.Althoughthesequenceofinserted45bpinthe457bptypewasentirelyidenticaltothat

reportedpreviously,thefragmentwasinsertedatthe1llbpfromthe3'endofthee又on8.Inthe502bptype,the

samefragmentwasfurtheraddedtothe457bptype.Thenewgenotypewasobservedin4of18subjectsasthe

457/502heterozygoteandothersubjectswerethe457/457homozygote.

Significantassociationswerefoundbetweenthepolymorphism ofUCP2geneandobesityinadultJapanese

men.Weight,thicknessesofthesubcutaneousadiposetissuesattricepsandlateralabdomen,fatpercentageand

fatmassweresignificantlyhigher(p<0.05)insubjectswiththeheterozygote(457/502)thaninsubjectswiththe
homozygote(457/457).Theseresultssuggestthatanewgenotype(502bp)isinvolvedinobesity.
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緒 昌

ミトコンドリア内膜に存在するアンカップリン

グプロテイ ン (UCP)は熱産生に重要な働きを

しており,褐色脂肪細胞に発現するUCPl,骨格

節,白色脂肪細胞,節,心臓などに広 く発現する

UCP2及び骨格筋に主として発現するUCP3の3

種類の存在が知られている.UCP2及びUCP3遺

伝子はヒト11番染色体 11q13に近接して存在し

ており,コ-カシア人ではUCP2遺伝子の第 8エ

クソンの 3'末端の非翻訳領域 (3'UTR)に45

bpの挿入を持つ遺伝子型 (insertion型,457bp

型)と欠失する遺伝子型 (deletion型,412bp型)

の2種類の多型が存在し,肥満との関連が示唆さ

れているが 1',本邦においては UCP2遺伝子多型

の頻度,肥満との関連は明らかではない.

白色脂肪細胞 と褐色脂肪細胞に発現するβ3-ア

ドレナ リンレセプター (ADRB3)は脂肪代謝 と

熱産生に関与していると考えられており,肥満の

候補遺伝子である.ADRB3には 64番 目のアミ

ノ酸残基が トリプ トファンの遺伝子型 (Trp型)

とアルギニンの遺伝子型 (Arg型)が知 られてお

り,外国人集団においては Arg型の遺伝子型と肥

満及びインシュリン非依存性糖尿病との間に有意

な相関が報告されている2-5'

平成 16年度学校統計調査結果概要によれば,

青森県の児童,生徒の身長,体重などの体格は日

本国内の上位に位置し,特に体重は男子で小学生

から高校生の7学年で,女子でも6学年で 1位を

占めている.青森県成人の体格も上位に位置して

いると考えられる.

今回,青森県在住の成人男性について,UCP2

第 8エクソンの 3'UTRの遺伝子多型を検索し,

コ-カシア人などで これまでに報告されている

deletion型は検出されず,代わって,これまで報

告のない新たな遺伝子型を兄い出し,コ-カシア

人とは遺伝子型が著しく異なることを明らかにし

た.さらにこれらの遺伝子型と体重,肥満などと

の関係を検討した.

材料と方法

(1)試料及びDNA抽出

インフォーム ドコンセントが得られた,血縁関

係が無い青森県内の自治体に勤務する男性職員 18

名 (平均年齢 44.8±8.5)か ら口腔内細胞の提

供を受けた.この試料からQIAampDNAMicro

Kit(QIAGEN)を用いて DNAを抽出した.

本研究は国立大学法人弘前大学医学部倫理委員

会の承認を得ている.

(2)Ucp2の遺伝子型の判定

Ucp2の第 8エクソンの 3'UTR領域の多型

は Walderら1'の報 告 に従 い, プ ライ マー は

Forward;5'-CAGTGAGGGAAGTGGGAGG-3',

Reverse;5'-GGGGCAGGACGAAGATTC-3'を

用いて PCRを行い検索 した.PCR反応液は終濃

度で,10mMTrLHCl(pH8.3),50mMKCl,

1･5mMMgC12,200pMdNTPs,0･1U/FLITaq

Polymerase(Takara,滋賀),プライマーはそれ

ぞれ 10pmol力止 DNAを5ng添加し,全量 25

plの反応系で行った.サーマルサイクラ-として

PJ480(パーキンエルマー)を用いて,denature

94℃ 1分,annealing66℃ 30秒,extension

72℃ 30秒 を32サイ クル行 い,postextension

として,72℃7分を追加し,目的とする部位を増

幅した.

このPCR産物は 2%アガロースゲルで 100V

で 40分間電気泳動後,エチジウムブロミドで染

色し遺伝子型を判定した.

(3)ADRB3の遺伝子型の判定

ADRB3の 64番 目TrpとArgの遺 伝 子 多 型

は PCR-RFLP 法 (PolymeraseChain

Reaction-Restriction Fragment

Length Polymorphism) で 行 っ た.

プ ライ マ ー は Clementら2)の 報 告 に従 い,

Forward;5'一ccAGTGGGCTGCCAGGGG-3',

Reverse;5'-GCCAGTGGCGCCCAACGG-3'を

用いて,Trp64Argの多型部分を含む 248bpを増

幅した.PCR反応液は終濃度で 10mM Tri-HCl

(pH8.3),50mMKCl,1.5mMMgC12,200〝M

dNTPs,0･lU/ILLTanPolymerase(Takara),

プライ マー はそ れ ぞ れ 10pmol/FLl,DNAを

5ng添加 し,全量 25plの反応 系で行 った.

Denature94℃ 1分,annealingと extension

72℃ 1分 を 1サ イ クル と して 32サ イ クル

行 い,postextensionと して 72℃ 7分 を追加

し,目的とする部位を増幅した.
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3図1 アンカップリングプロテイン(UCP)2遺伝子の第8エクソン3'UTRのPCR産物の2%ア

ガロース電気泳動像.レーン1は457bpのバンドのみを与え,レーン2,3は457bpと502bp
の2本のバンドを与えた.MはDNAマーカーを

示す.得 られた PCR産物 5匹1に制限酵素Msp

Iを5U加え全量を 10IL1とし,37℃で 2時間反

応させた. この反応液を 10%ポリアクリルアミ

ドゲルで 400Vで 1時間電気泳動後,エチジウ

ムブロミドで染色し遺伝子型を判定

した.(4)UCP2遺伝子の塩基配列

の決定457/502型 の ヘ テ ロ 接 合 体 の 457

bpと502bpのバ ン ドの塩 基配 列 を決定 す

るた めに, アガ ロース電気泳動後,バ ン ドを

切 り出し て MinEluteGelExtractionKit(QIAG

EN)で 精 製 し,BigDyeTerminatorsv3.1Cy

cleSequencingKit(AppliedBiosystems)を用

いて,両側からダイレク トシーケンスを実施した

.併せて,457/457型のホモ接合体についても,

ダイレクトシーケンスを行

った.(5)肥満

の評価被験者の身長 (m),体重(kg)及び体格指数 (B

MI)を測定 した.BMIは体重 (kg)を身長 (m)

の 2乗で割 り算して算出した.皮下脂肪の厚さ(m

m)は上腕三頭筋 と側腹部の部位でデジマチ ッ

クマイクロメーター (Mitutoyo,東京) を用い

て計測し,1/2の数値 を用いた.脂肪量は体重

に脂肪率を掛けて算出し,脂肪率は脂肪計 (TAN

ITATBF-305,東京)で測定 した.また,安静

時代謝率 (RMR)は以下 に示す HarrisとBenedic

tの式に基づいて算出した.RMR(kcal/day)-66+

37(13.7×W)+(5×H)-(6.8×A)W:体重(k

g),H:身長 (cm),A:年齢

(歳)(6)統計学

的解析ADRB3の多型あるいは UCP2の多型 と

被験者の身長,体重,BMI,皮下脂肪の厚 さ,R

MR,脂肪率及び脂肪量 との相関性 について,Ma

nn-WhitneyのU検定 (両側検定)を行い,p<0

.05の場合を有意差ありと判定し

た.結

果(1)UCP2の新しい遺

伝子型UCP2における第 8エクソンの 3'UTR

に存在す る 45bpの insertion/deletionの遺伝

子 多型を検討したところ, これまで報告されている

412bp (deletion型)と457bp(insertion型

)の2本ではなく457bpと約 500bpの 2本の

バン ドを認め,412bpのバンドは検出されなかっ

た (図1).これらのバンドとこれまで報告されて

いる遺伝子型との異同を明らかにするために,ダ

イレクトシーケンシングにより塩基配列を調べた.

457bpのバ ン ドにはス トップコ ドンの 3'末

端か ら111bp下流の部位に,CCCACCTCTTCCT

TCCGCTCCTTTACCTACCACCTTCCCTCT

TTCの45bpのinsertionが確認され, これま

で報告されているinsertion型の457bpのバン

ドと同じであった.約 500bpのバンドは,insertio
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A

412bp 160:TATGAGCAGC TGAAACGAGC CCTCATGGCT GCCTGCACTT CCCGAGAGGC TCCCTTCTGA

457bp -60:TATGAGCAGC TGAAACGAGC CCTCATGGCT GCCTGCACTT CCCGAGAGGC TCCCTTCTGA

502bp -60:TATGAGCAGC TGAAACGAGC CCTCATGGCT GCCTGCACTT CCCGAGAGGC TCCCTTCTGA

412bp 1:GCCTCTCCTG CTGCTGACCT GATCACCTCT GGCTTTGTCT CTAGCCGGGC CATGCTTTCC

457bp 1:GCCTCTCCTG CTGCTGACCT GATCACCTCT GGCTTTGTCT CTAGCCGGGC CATGCTTTCC

502bp 1:GCCTCTCCTG CTGCTGACCT GATCACCTCT GGCTTTGTCT CTAGCCGGGC CATGCTTTCC

412bp 61:TTTTCTTCCT TCTTTCTCTT CCCTCCTTCC CTTCTCTCCT TCCCTCTTTC 一一一1-----I

457bp 61:TTTTCTTCCT TCTTTCTCTT CCCTCCTTCC CTTCTCTCCT TCCCTCTTTC CCCACCTCTT

502bp 61:TTTTCTTCCT TCTTTCTCTT CCCTCCTTCC CTTCTCTCCT TCCCTCTTTC CCCACCTCTT

412bp 121:一一一---一一-I --- -- --- --I------ -I-- --I-- - -- -- -I ------ --

457bp 121:CdCTTCCGCTCUCTTLACCTAC CACCTTCCCT CTTTC-一一一一 ---- -一一一- --I-----1-

502bp 121･.CCTTCCGCTC CTTTACCTAC CACCTTCCCT CTTTCCCCAC CTCTTCCTTC CGCTCCTTTA

412bp 1811.I---I----- --I------- TACATTCTCA TCTACTCATT GTCTCAGTGC TGGTGGAGTT

457bp 181:一一一----I-- ---I--I--- TACATTCTCA TCTACTCATT GTCTCAGTGC TGGTGGAGTT

502bp 181:CCTACCACCT TCCCTCTTTC TACATTCTCA TCTACTCATT GTCTCAGTGC TGGTGGAGTT

412bp 241:GACATTTGAC AGTGTGGGAG GCCTCGTACC AGCCAGGATC CCAAGCGT■CC CGTCCCTTGG

457bp 241:GACATTTGAC AGTGでGGGAG GCCTCGTACC AGCCAGGATC CCAAGCGTCC CGTCCCm GG

502bp 241:GACATTTGAC AGTGでGGGAG GCCTCGTACC AGCCAGGATC CCAAGCGTCC CGTCCCTTGG

301:AAAGTTCAGC CAGAATCTTC GTCCTGCCCC

301:AAAGTTCAGC CAGAATCTTC GTCCTGCCCC

301:AAAGTTCAGC CAGAATCTTC GTCCTGCCCC

5'-CCCACCTCTTCCTTCCGCTCCTTTACCTACCACCTTCCCTCTTTC-3'

:< - Fl F2 >;

図2 UCP2遺伝子型の塩基配列.パネルAはUCP2遺伝子のストップコドン(太字のTGA)から第8エクソンの3'
UTRの塩基配列を示した.412bpアレルの配列はWalderetal.(Hum MoIGenet1998;7:143ト5)か

ら引用した.457bpアレルと502bpアレルの塩基配列は今回のダイレクトシーケンシングの結果による.

イタリック文字はdeletion型(412bp)に挿入された塩基配列を示 し,波線部分はPCRに用いたprimer
に相補的な配列を示す. 1本線の下線部分と2本線の下線部分は挿入された45bpを構成するFlとF2と

名付けた部位の塩基配列を示した.パネルBは挿入された45bpとFl,F2の関係を示した.

の457bpに,さらにもう1個の45bpが挿入さ さらに,この周辺の塩基配列を詳細に検討した

れたものと判明した (図2).よって,500bp付 ところ,挿入されている45bpは,CCCACCTC

近のバンドは正確には 502bpであり,これまで TTCCTTCCGCTCCTTTACCTACCAの 32bp

に報告のない新規の遺伝子型と考えられた. からなるFlと,CCTTCCCTCTTTCの 13bp
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↓Arg型 41bp 69bp 89bp 49bp

M 1 2 3図3 β3-アドレナリンレセプターのTrp型とArg型の遺伝子型.パネルAの矢印は制限酵

素MspIによる切断部位を示す.248bpのPCR産物はMspI消化によりTrp型では 158bp,49bp及び4
1bpのDNA断片に,Arg型では89bp,69bp,49bp及び41bpのDNA断片となる.パネルBはTrp

型とArg型の 10%ポリアクリルアミドゲル泳動像で,レーン1,2はTrp/Trp型,レーン3はTrp/Arg型,M

はDNAマーカーを示す.からなるF2から構成され

ており,457bpのアレルは挿入された45b

pの塩基配列の上流側にF2の配列を持ち,F2-F

l-F2,502bpのアレルはF2-Fl-

F2-Fl-F2の構造をと

ることが明らかになった.Ucp2第 8エクソン

の 3'UTRの遺伝子型は457/457型のホモ接合体と

457/502型のヘテロ接合体の 2つのタイプが存在

し,457/457型が14例,457/502型が4例

で,457bpアレル,502bpアレルの遺伝子頻度はそれぞれ 0.89,0.ll 39で,502bpアレルは

青森県在住の成人男性に広く存在すると考えられた.

しかし,412bpアレル (deletion

型)は観察されなかった.(2)

ADRB3遺伝子型の頻度ADRB3のPCR産物はMs

pI消化によりTrp型では 158bp,49bpと4

1bpのDNA断片に,Arg型 で は 89bp,69bp

,49bpと41bpの4つの断片 となった (図 3

).ADRB3におけるTrp64Argの遺伝子多型は

Trp/Trp型のホモ接合体が 16名で,Trp/Ar
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名であった.Trp型とArg型の遺伝子頻度はそれ

ぞれ 0.94,0.06で,今までに報告されている日

本人データに比べ,Arg型の遺伝子頻度が低い値

であった6- 8'.Trp/Arg型が2例しか検出されな

かったので,ADRB3の遺伝子多型と体重,肥満と

の統計学的評価は行わなかった.

(3)UCP2遺伝子型と体格,肥満の関係

457/502型のヘテロ接合体と457/457型のホ

モ接合体の成人男性の身長,体重,BMI,上腕三

頭筋と側腹部での皮下脂肪の厚さ,RMR,脂肪率

及び脂肪量の値を表 1にまとめた.

457/502型のヘテロ接合体と457/457型のホ

モ接合体の間で,これらの値に有意差があるか,

Mann-WhitneyのU検定により評価した.身長,

BMI及びRMRには有意差を認めなかったが,体

重,上腕三頭筋と側腹部での皮下脂肪の厚さ,脂

肪率及び脂肪量はヘテロ接合体群で有意に高値を

示した.

考 察̀

青森県在住の成人男性 18名について,UCP2第

8エクソンの3'UTRに存在する45bpinsertion

型の遺伝子多型あるいはADRB3のTrp型とArg

型の遺伝子多型と体重,肥満との関連を検討した.

UCP2の45bpinsertion/deletion多型はコ-カ

シア人などにおいて多数の報告 1･9-13)が見られ,

BMI,皮下脂肪の厚さ及びRMRに有意な相関

が報告されている.本邦においては,UCP2の

第 4エ クソンの Ala55Val,第 7エ クソンの

Ala232Thrの遺伝子多型が報告 14･15)されている

が,この45bpinsertion/deletion多型について

は報告がない.今回の研究では,Walderら1)が

指摘した457bpのinsertion型にさらに同一塩

基配列の45bpが挿入された 502bpからなる新

規の遺伝子型が,18名のうち4名に457/502型

のヘテロ接合体として検出された.また,412bp

からなるdeletion型は観察されず,この部位にお

ける日本人の遺伝子多型は,コ-カシア人とは異

なると考えられ さらに,45bpの挿入箇所は,

Walderらは第8エクソンの3'末端から158番目

としている1)が,ダイレクトシーケンシングの結

果か らは457bp,502bpアレルとも111番 目

であった.また,挿入された45bpは32bpか

らなるFlと,13bpからなるF2から構成され,

457bpと502bpアレルとも挿入部の上流にF2

配列をもっことも判明した.

UCP2の457/502型のヘテ ロ接合体 4例 と

457/457型のホモ接合体 14例の 2群間におい

て,体格と肥満に関係するパラメータを比較した.

457/502型のヘテロ接合体では体重,上腕三頭筋

と側腹部の皮下脂肪の厚さ,脂肪率及び脂肪量が

有意に高値を示した.この結果は UCP2の新規の

表 1 UcP2の第8エクソンの 3'UTRにおける遺伝子多型と体重,皮下脂肪の厚さの関係

ホモ接合体

457/457(n=14)
ヘテロ接合体

457/502(n=4)
Total(n=18)

年齢 (歳)

身長 (m)

体重 (kg)

BMI(kg/m2)

皮下脂肪の厚さ

側腹部 (mm)

三頭筋 (mm)

RMR(kcal/day)

脂肪率

脂肪量 (kg)

45.3±9.1

1,69±0.05

69.7±9.3

24.4±3.0

9.4±1.7

6.3±1.5

1,550±150

0.216±0.037

15.2±4.2

43.0±7.0

1.68±0,02

82.9±12.7*

29.2±4.1

ll.7±1.4*

8.0±1.7*

1,730±210

44.8±8.5

1.69±0.05

72.6±11,1

25,5±3.7

9.9±1.9

6.7±3,7

1,590±180

0.275±0.024* 0.229±0.042

23.0±5,3* 16.9±5.4

*はMann-WhitneyのUテス トで危険率 5%で有意差を認めた項目を示す.



UCP2遺伝子の新しい多型と肥満

遺伝子型が,日本人成人男子の体重,皮下脂肪量

と相関する可能性を示唆している.ポリAの直前

に位置する 3'UTRの多型について,SEC14LJ遺

伝子ではmRNAの安定性または翻訳効率に影響

を与えることが示唆されている16).Ucp2の場合

も502bpアレルではUCP2mRNA の安定性が

低下し,UCP2の低下をもたらす可能性が考えら

れるが,この点については検討が必要である.育

森県の児童,生徒の体格が優れているが,これに

UCP2の遺伝子型が関与しているか,今後検討す

る必要がある.Walderら1',Bouchardら10)の

報告によれば Ucp2とUCP3は連鎖不平衡状態に

あるとしている.今回,UCP2の新規遺伝子型が

発見されたことから,日本人においてこの領域の

詳細なハプロタイプ解析が必要と考えられる.

ADRB3については, 日本人ではArg型の遺伝

子頻度が 0.23- 0.16 6-8)とされているが,我々

の検討では遺伝子頻度が 0.06と少ない値を示し

た.しかし,この数値が青森県人の遺伝子型頻度

を正確に示しているかどうかは試料数を増やして

検討する必要がある.
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