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はじめに 

 

メタボリックシンドロームは、心血管疾患予防を目的としてハイリスクグループを絞り込むため

に定義された疾患概念である。内臓脂肪の蓄積によりインスリン抵抗性（糖代謝異常）、動脈硬化

惹起性リポ蛋白異常、あるいは血圧高値を合併する病態である。これらのリスクファクターが 3個

以上合併した場合の心血管疾患危険率は健常者の 30 倍以上であることが報告されている（厚生労

働省ホームページ，http://www.mhlw.go.jp/shingi/2005/08/ s0826-9d. html, 2016 年 11月 25日）。 

過食と運動不足によるエネルギー過多を原因として内臓脂肪（腹腔内脂肪）が蓄積すると、脂肪

細胞より生理活性物質である様々なアディポサイトカイン（アディポカイン）の分泌異常をきたし、

糖代謝・脂質代謝異常、高血圧、さらには心血管疾患を惹起する［1］。これらの代謝異常は内臓脂

肪蓄積を共通の基盤として持ち、メタボリックシンドロームは体重の減量、特に、内臓脂肪の減量

により確実に予防効果が期待できる。しかし、アディポカインの分泌異常の詳細な機序は明らかに

なっていない。アディポカインには、炎症や免疫疾患の発症に関与する monocyte chemoattractant 

protein-1（MCP-1）や interleukin-6（IL-6）、動脈硬化を促進する tumor necrosis factor-α（TNF-α）や

plasminogen activator inhibitor-1（PAI-1）、動脈硬化を予防するレプチンやアディポネクチンなどがあ

る。脂肪細胞が肥大化すると、炎症性サイトカインの MCP-1 や IL-6 の分泌が促進され、アディポ

ネクチンの分泌は抑制される。逆にレプチンの分泌は促進されるが、肥満による高レプチン血症で

はレプチン抵抗性のため、本来の摂食を抑制したり、エネルギー消費を増大したりする作用が期待

できない［2］。レプチンの分泌に影響を与える因子として、インスリンやグルココルチコイド、チ

アゾリジン誘導体などが報告されている［3，4］が、その分泌・産生機序の詳細は明らかになって

いない。 

一方、統合失調症などの精神疾患患者は、健常人と比較して有病率や死亡率が高く、平均寿命は

健常人より 20％程度短い［5－7］。統合失調症患者の死因は、心血管疾患のような身体疾患に起因

するものが多く［7］、統合失調症患者は 2型糖尿病、高血圧や脂質異常症などのメタボリックシン

ドロームを発症しやすく、有病率や死亡率を増加させる［8］。 

統合失調症の治療薬である第二世代抗精神病薬（second-generation antipsychotics：SGAs）は第一

世代抗精神病薬と比較して、体重増加や糖代謝・脂質代謝異常などのメタボリックシンドロームに

起因する副作用を発現しやすい［7，9］。SGAsの中でもクロザピンとオランザピンは、特にメタボ

リックシンドロームを惹起しやすい［7，10，11］。SGAs による体重増加は、食欲増進や脂肪の蓄

積、あるいはエネルギー消費の低下によって引き起こされる［12］。近年では、摂食やエネルギー

消費の調節に視床下部のヒスタミン H1受容体およびセロトニン 5-HT2C受容体が関与していること

が示唆されており［13－15］、これらの受容体の阻害作用により食欲増進や体重増加を誘発する［12，

13，16，17］。抗精神病薬におけるヒスタミン H1受容体への親和性と、体重増加には正の相関が認

められ［18］、ヒスタミン H1 受容体とセロトニン 5-HT2C 受容体の両方の受容体を阻害する SGAs

は、より体重増加を誘発しやすい［15］。体重増加を惹起しやすいクロザピンは、ヒスタミン H1受

容体およびセロトニン 5-HT2C受容体に高い親和性を有し［15］、ブロナンセリンやアリピプラゾー

ルのように両受容体への親和性が低い他の SGAs は、体重増加を惹起しにくい［19，20］。 しかし、

中枢のヒスタミン H1受容体およびセロトニン 5-HT2C受容体が、SGAs による食欲増進や脂肪の蓄



薬学研究科 椿井 朋 
 

2 

（名城大学大学院） 

積、エネルギー消費の低下にどのように関与しているか、また、末梢組織に直接的に作用するのか、

その詳細な機序については明らかにされていない。 

 以上のことから、アディポカインの中でもレプチンは、エネルギー摂取や消費に深く関与してい

ることから、体重増加やメタボリックシンドロームに関連した疾患の発症や増悪に密接に関わって

いる。抗精神病薬による体重増加や代謝異常についても、末梢の脂肪細胞への直接的な影響を検討

することは、抗精神病薬による体重増加に対する機序解明の一助となる。そこで、第一章では、分

化脂肪細胞である 3T3-L1 細胞における摂食抑制およびエネルギー消費作用を有するレプチンの分

泌機構について検討した。その結果、インスリンとグルコースはレプチンの分泌を促進するが、そ

の機序にはアデニル酸シクラーゼを介する phosphoinositide 3-kinase（PI3K）－serine/threonine protein 

kinase（Akt）シグナル伝達系が関与していることが見出された。第二章では、3T3-L1 細胞におけ

るアディポカインの分泌や mRNA 発現、および脂肪滴蓄積へのクロザピンによる直接的な影響に

ついて検討した。その結果、クロザピンはアディポカインの中でもレプチンの分泌および mRNA

発現に影響を与えることが見出され、この作用はセロトニン 5-HT2C 受容体を一部介して発現して

いる可能性が示唆された。また、クロザピンは脂肪滴蓄積量を増加させたが、この作用にはセロト

ニン 5-HT2C受容体を介さない脂肪細胞への直接的な作用が関与していることが示唆された。 

以上の知見を踏まえ、体重増加の機序を解明することは、肥満およびそれに続発するメタボリッ

クシンドロームの発症機序を解明する一助にもなり、体重増加に起因する疾患の新たな予防法や治

療薬の開発に繋がることが期待できる。 

以下に本研究で得られた知見を各章に分けて記述する。 
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第一章 3T3-L1細胞におけるレプチン分泌機構 

 

1－1．緒言 

 アディポカインの一つであるレプチンは、成熟脂肪細胞より分泌される生理活性物質であり、視

床下部のレプチン受容体を介して食欲の抑制、エネルギー消費の亢進、およびインスリン感受性を

高める［21－24］。したがって、レプチンの産生および分泌の抑制は、体重増加の誘因となり、肥

満や糖尿病の発症に繋がる。 

 血清レプチン濃度は体脂肪量と相関する［25］が、肥満による高レプチン血症ではレプチン抵抗

性のためレプチン本来の摂食を抑制する、エネルギーを消費する、あるいはインスリン感受性を高

める作用は期待できない。レプチンの分泌に影響を与える栄養素やホルモン［26，27］の中でもイ

ンスリンは、レプチンの分泌促進物質として広く知られている［3，28－36］。一方、レプチンの分

泌はインスリンよりグルコース濃度に依存していること［28，29，32］や、インスリンによるレプ

チンの分泌はグルコースには依存していないこと［30，34，37］、インスリンによるレプチンの分

泌はグルコースの存在に関係なく、phosphoinositide 3-kinase（PI3K）－phosphodiesterase 3B（PDE3B）

シグナル伝達系や cyclic adenosine 3′, 5′-monophosphate（cAMP）を介していること［35，36，38，

39］が報告されている。しかし、レプチンの分泌の機序については諸説あり、未だ不明な点が多い。 

 インスリンや糖代謝は、レプチンの分泌を促進するだけでなく、レプチン合成も促進するかどう

かは明らかにされていない。糖代謝の亢進は、脂肪細胞におけるレプチン mRNA 発現やタンパク

質合成を促進する［28，30，40］が、グルコース非存在下ではレプチン mRNA 発現を低下させる

［28］。また、レプチンの分泌にはピルビン酸や糖原生アミノ酸が関与していることが示唆されて

いる［41］が、その詳細な機序については明らかにされていない。 

本研究では、脂肪細胞におけるレプチン分泌の促進因子による調節機構の解明を目的として、

3T3-L1 細胞を用いてグルコース存在下と非存在下でのレプチンの分泌および mRNA 発現における

インスリンの役割を検討した。
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1－2．実験材料および実験方法 

1－2－1．細胞培養と分化 

3T3-L1前駆脂肪細胞は American Type Culture Collection （ATCC, Manassas, VA）より購入した。

培養培地は 25 mM グルコース含有ダルベッコ改変イーグル培地 （Dulbecco’s Modified Eagle’s 

medium：DMEM, Sigma-Aldrich, St Louis, MO）に 10％ウシ胎児血清 （fetal bovine serum：FBS, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA）と 1％ペニシリン－ストレプトマイシン（Sigma-Aldrich）を混合し、

37 ℃の CO2インキュベータにて培養した。24ウェルプレートに継代し、コンフルエントとなった

2 日後に、最終濃度 10 µg/mL インスリン（Sigma-Aldrich）、2.5 µM デキサメタゾン（Sigma-Aldrich）、

および 0.5 mM 3-イソブチル-1-メチルキサンチン（3-isobutyl-1-methylxanthine：IBMX, Sigma-Aldrich）

により分化・誘導し、その 2 日後に 10 µg/mLインスリンを添加した。2～3日間隔で培養培地を交

換し、分化誘導後 10日目に実験に使用した。なお、用いた 3T3-L1細胞において脂肪滴の蓄積が確

認でき、未熟脂肪細胞では分泌されないレプチンの分泌が認められた場合、成熟脂肪細胞に誘導さ

れたと判断した。 

 

1－2－2．使用薬物と実験条件 

 成熟した 3T3-L1細胞を用いた実験には、新鮮な培地による 2回の洗浄の後、1％ペニシリン－ス

トレプトマイシンおよび FBS を除外し、3％ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin：BSA, Wako, 

Tokyo）を添加した 0、5.5、あるいは 25 mM グルコース濃度の培地を用いた。また、0.5 µMインス

リン、phosphoinositide 3-kinase （PI3K）阻害薬の 0.1、1、あるいは 10 µM BEZ-235（Selleck, Houston, 

TX）と 20 µM ウォルトマンニン（Sigma-Aldrich）、serine/threonine protein kinase（Akt）阻害薬の 0.1、

1、あるいは 10 µM MK-2206 （Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI）、phosphodiesterase 3B （PDE3B）

阻害薬の 0.1、0.5、あるいは 1 µM シロスタゾール（Cayman Chemicals）、膜透過性サイクリック

AMP アナログの 100、200、あるいは 400 µM dibutyryl cAMP （R&D Systems, Minneapolis, MN）、0.1、

1、あるいは 10 µMエピネフリン（アドレナリン）（Sigma-Aldrich）、アドレナリン α1受容体拮抗薬

の 10 µM プラゾシン（Sigma-Aldrich）、非選択性アドレナリン β受容体拮抗薬の 10 µMプロプラノ

ロール（Sigma-Aldrich）、および非競合的アデニル酸シクラーゼ阻害薬の 200 µM SQ 22536

（Sigma-Aldrich）を使用した。 

 BEZ-235、ウォルトマンニン、MK-2206、シロスタゾール、dibutyryl cAMP、およびSQ 22536は少

量のジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide：DMSO, Kanto Chemical, Tokyo）、アドレナリンは少

量の希塩酸、プラゾシンは少量のメタノール、およびプロプラノロールはphosphate buffered saline

（PBS）で溶解した後、培養培地で希釈した。各薬物濃度は既報［42，43，44，45］に従い決定し

た。 

 培養培地中へのレプチンの分泌を経時的に測定したところ、8時間前後で測定可能であったこと、

グルコース非存在下および非血清状態での長時間培養は細胞の機能に傷害を与える可能性がある

ことから、薬物の曝露時間を 8 時間と設定した。薬物を 8 時間曝露後に培養培地と細胞を回収し、

レプチンの濃度と mRNA発現を測定した。 
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1－2－3．レプチン濃度の定量（ELISA法） 

 培養培地のレプチン濃度は、マウスレプチン測定キット（Enzyme-linked Immunosorbent Assay サ

ンドイッチ法：Quantikine ELISA Mouse/Rat Leptin Immunoassay, R&D Systems）を用いて測定した。

すなわち、Assay Diluent 50 µL および薬物への曝露が終了した各ウェル中の培養液 50 µLをキット

の 96 ウェルプレートに添加した。十分に混和し、2 時間静置させた後、各ウェルの溶液を破棄し、

洗浄液にて 5回洗浄した。各ウェルに Conjugate 100 µL を添加し、2時間静置させた後、再度洗浄

液にて 5回洗浄し、Substrate Solution 100 µLを添加した。遮光下で 30分間静置した後、Stop Solution 

100 µLを加えて反応を停止させた。570 nmの吸光度から 450 nmの吸光度の差分より検量線を作成

して定量解析した。本測定ではサンプル量を 2倍とし Intra-assayと Inter-assayの測定精度はそれぞ

れが 4.3 ％ と 7.6 ％、感度は 7.8 pg/mLだった。 

 

1－2－4．レプチン mRNA発現量の解析（リアルタイム PCR法） 

 培養培地を取り除いた細胞から High Pure RNA Isolation Kit（Roche Diagnostics Gmb, Mannheim）

を用いて total RNA抽出を行った。すなわち、PBS 200 µLおよび溶解/結合バッファー 400 µLを加

え細胞を剥離、懸濁した後、High Pure フィルターチューブに加え 10,000 rpm（約 8,000×g、15秒間

遠心）で分離した。DNase インキュベーションバッファー 90 µL、DNase Iを混合して、分離した

溶液に加え 15～25℃で 15分間インキュベートした。洗浄バッファーⅠ 500 µLを加え、10,000 rpm（約

8,000×g、15 秒間遠心）で分離した後、洗浄バッファーⅡ 500 µLを加え、10,000 rpm（約 8,000×g、

15 秒間遠心）で分離した。再度、洗浄バッファーⅡ 200 µLを加え、11,700 rpm（約 13,000×g、2分

間遠心）を分離した。最後に溶出バッファー 50 µLを加え、10,000 rpm（約 8,000×g、1分間遠心）

を分離して、total RNAを抽出した。 

PrimeScript RT master Mix（Perfect Real Time, Takara Bio, Otsu）にて cDNAへの逆転写をプロトコ

ールにしたがって行った。すなわち、氷上で 5 × PrimeScript RT Master Mix（Perfect Real Time）、total 

RNA、および RNase Free dH2Oで逆転写反応液を調製し、撹拌して均一にした。その後、逆転写反

応を 37℃で 15 分間、逆転写酵素を熱失活するために 85℃で 5 秒間、4℃で冷却後－20℃で解析ま

で保管した。 

リアルタイム PCRは SYBR Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus, Takara Bio）を使用し、Step One Plus 

System （Applied Biosystems, Foster City, CA）によりレプチンの mRNA発現を解析した。すなわち、

SYBR Premix Ex Taq II（2×）10 µL、PCR Forward Primer（10 µM） 0.4 µL、PCR Reverse Primer（10 

µM）0.4 µL、ROX Reference Dye（50×）0.4 µL、cDNA 1 µL、および RNase Free dH2O 7.8 µLを加え

て、計 20 µLの反応液でリアルタイム PCRを行った。リアルタイム PCRの条件は、初期変性は 95℃

で 30 秒間、PCR反応は DNAを増幅させるために熱変性を 95℃で 5秒間行い、プライマーを DNA

に結合させるためのアニーリングおよび伸長反応を 60℃で 30 秒間、40サイクル実施した。発現は

⊿⊿ Ct 法により算出した。なお、これらの mRNA 発現は内部標準として用いた

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）との比較によるリアルタイム PCR 法にて解析

した。 

 Leptin：Forward: 5-tgacaccaaaaccctcatca-3，Reverse: 5-tcattggctatctgcagcac-3． 

  GAPDH：Forward: 5-tccactcatggcaaattcaa-3，Reverse: 5-tttgatgttagtggggtctcg-3. 
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1－2－ 5．細胞傷害性の解析［ 3-（ 4,5-dimethylthiazol-2-yl） -5（ 3-carboxymethonyphenol） -2- 

（4-sulfophenyl）-2H-tetrazolium （MTS）assay法］ 

 各薬物の細胞傷害性を評価するため、MTS assay法のプロトコールにしたがって生細胞数を測定

した。すなわち、成熟した 3T3-L1細胞に各薬物を 24 時間曝露させた後、新しい培養培地 200 µL と

交換し、CellTiter 96 Aqueous One Solution ReagentTM （Promega, Madison, WI）を各ウェルに 40 µL

添加して 37 ℃の CO2インキュベータにて 1 時間培養した。マイクロプレートリーダー（Bio-Rad, 

Richmond, CA）にて 490 nmの吸光度を測定した。生細胞数を比較し、各ウェルの細胞活性が同等

であることを確認した。 

 

1－2－6．統計処理 

 データは平均値±標準誤差で示した。データの統計解析は、一元あるいは二元配置分散分析

（one-way or two-way analysis of variance：ANOVA）を用いて行った。Post hoc テストは Tukey-Kramer

の多重比較検定を用い、危険率 5 ％未満（p < 0.05）の場合に、統計的に有意差ありとした。 
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1－3．実験結果 

1－3－1． 3T3-L1 細胞におけるインスリンとグルコースによるレプチンの分泌および mRNA 発現

への影響 

 インスリンとグルコースによるレプチンの分泌および mRNA 発現への影響を検討するために、

インスリンを 3T3-L1細胞に曝露し、レプチンの分泌および mRNA発現を培養培地のグルコースの

濃度で比較した。 

インスリン（0.5 µM）をグルコース非添加培養培地（0 mM）に曝露すると、レプチンの分泌お

よびmRNA発現を有意に促進した［Fig. 1a: two-way ANOVA, FInsulin (1, 18) = 87.82, p < 0.01, F Glucose (2, 

18) = 5.52, p < 0.05, FInsulin×Glucose (2, 18) = 3.00, p = 0.075, b: two-way ANOVA, FInsulin (1, 18) = 42.98, p < 

0.01, F Glucose (2, 18) = 85.75, p < 0.01, FInsulin×Glucose (2, 18) = 27.77 p < 0.01］。インスリン（0.5 µM）をグ

ルコース添加培養培地（5.5 または 25 mM）に暴露すると、レプチンの分泌を有意に促進したが、

mRNA 発現は促進しなかった。グルコース非添加培養培地におけるインスリンによるレプチンの

mRNA発現の促進は、グルコースを存在させると消失した。 

 

Fig. 1 Effects of glucose concentration and insulin on the secretion (a) and mRNA levels (b) of leptin in 3T3-L1 adipocytes. 

3T3-L1 adipocytes were incubated for 8 h in DMEM containing 0, 5.5, or 25 mM glucose in the presence or absence of 0.5 µM 

insulin.  Values indicate the mean ± SEM (n = 4).  *p < 0.05, **p < 0.01 compared to the corresponding insulin 0 µM. n.s., not 

significant. 

 

1－3－2．グルコース非添加培養培地でのインスリンによるレプチンの分泌および mRNA発現にお

ける PI3K－Akt シグナル伝達系の関与 

 グルコース非添加培養培地において、インスリンはレプチンの分泌および mRNA 発現を促進さ

せた。インスリン受容体には PI3K－Akt 系が存在していることから、インスリンによるこれらの作

用がインスリン受容体－PI3K－Akt シグナル伝達系を介しているかどうか検討した。 

PI3K 阻害薬の BEZ-235 は、用量依存的にインスリンによるレプチンの分泌を抑制した[Fig. 2a: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 70.37, p < 0.01]が、mRNA発現の促進を抑制しなかった[Fig. 2b: 

one-way ANOVA, Fgroup (3, 10) = 13.38, p < 0.01]。別の PI3K 阻害薬のウォルトマンニンは、インスリ

ンによるレプチンの分泌を抑制した[Fig. 2c: one-way ANOVA, Fgroup (3, 20) = 22.91, p < 0.01]。Akt 阻
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害薬の MK-2206 は、BEZ-235 と同様にインスリンによるレプチンの分泌を抑制した［Fig. 2d: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 26.69, p < 0.01］が、mRNA発現の促進を抑制しなかった[Fig. 2e: 

one-way ANOVA, Fgroup (3, 11) = 13.78, p < 0.01］。抑制作用を示した BEZ- 235 あるいは MK-2206 の濃

度では、非曝露の生細胞数と比較し 10 ％程度の減少であったため（Fig. 2f）、顕著な細胞傷害は惹

起しないものと思われる。 

 

Fig. 2 Regulation of leptin secretion and mRNA levels by the insulin signaling pathway in 3T3-L1 adipocytes under glucose 

depletion. 3T3-L1 adipocytes were incubated for 8 h in glucose-free DMEM containing insulin (0.5 µM) with or without the PI3K 

inhibitor BEZ-235 (0.1, 1, or 10 µM), wortmannin (10 µM) and the Akt inhibitor MK-2206 (0.1, 1, or 10 µM). (a and b) Effects of 

BEZ-235, (c) wortmannin, and (d and e) MK-2206 on leptin secretion and mRNA expression. (f) MTS assay after 24 h-incubation.  

Values indicate the mean ± SEM (n = 4 or 6).  *p < 0.05, **p < 0.01 compared to the corresponding insulin 0.5 µM alone. n.s., not 

significant. 

 

1－3－3．グルコース非添加培養培地での PDE3B 阻害薬と cAMP によるレプチンの分泌および

mRNA発現への影響 

 インスリン受容体を介する PI3K－Akt シグナル伝達系において、cAMP から AMP へ変換する触

媒酵素のPDE3Bは、Aktの下流に位置する。そこでレプチンの分泌およびmRNA発現におけるcAMP

の関与を調べるため、レプチンの分泌および mRNA発現への PDE3B阻害薬と cAMP の影響を検討

した。 

PDE3B 阻害薬のシロスタゾールは、インスリンによるレプチンの分泌を抑制した［Fig. 3a: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 5.435, p < 0.01］が、mRNA発現の促進を抑制しなかった[Fig. 3b: 

one-way ANOVA, Fgroup (3, 5) = 8.133, p < 0.05］。cAMPアナログは、インスリンによるレプチンの分
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泌および mRNA発現促進を抑制した［Fig. 3c: one-way ANOVA, Fdose (3, 10) = 26.45, p < 0.01, d: 

one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 7.864, p < 0.01］。 

 

Fig. 3. Effects of the PDE3B inhibitor cilostazol (a and b) or a cyclic AMP analog (c and d) on insulin-induced leptin secretion 

and mRNA levels in 3T3-L1 adipocytes under glucose-free conditions. 3T3-L1 adipocytes were incubated for 8 h in glucose-free 

DMEM with each substance at the indicated concentrations.  Values indicate the mean ± SEM (n = 4 or 6).  *p < 0.05, **p < 0.01 

compared to the corresponding insulin 0.5 µM alone. n.s., not significant. 

 

1－3－4．グルコース非添加培養培地でのアドレナリンによるレプチンの分泌および mRNA発現へ

の影響 

 cAMPアナログは、インスリンによるレプチンの分泌および mRNA発現の促進作用を抑制するこ

とが見出された。アドレナリンは、cAMP をセカンドメッセンジャーとして細胞内シグナル伝達を

促すため、アドレナリンもレプチンの分泌および mRNA 発現に影響を与える可能性がある。そこ

で、レプチンの分泌および mRNA発現へのアドレナリンの影響について検討した。 

アドレナリンは、グルコース非添加培養培地においてレプチンの分泌および mRNA 発現を用量

依存的に抑制した［Fig. 4a: one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 21.67, p < 0.01, b: one-way ANOVA, Fdose (3, 

12) = 4.822, p < 0.05］。アドレナリンによるレプチンの分泌の抑制は、非選択的アドレナリン β 受容

体拮抗薬のプロプラノロールによって緩解されたが、アドレナリン α1受容体拮抗薬のプラゾシンで

は緩解されなかった［Fig. 4c: one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 8.283, p < 0.01］。アデニル酸シクラー

ゼ阻害薬の SQ 22536も分泌抑制を緩解しなかった［Fig. 4f: one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 33.77, p < 
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0.01］。 

アドレナリンによるレプチンの mRNA 発現の抑制作用は、プロプラノロールによって緩解され

なかった［Fig. 4d: one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 4.997, p < 0.05］。アドレナリンはインスリンによ

るレプチンの分泌促進を有意に抑制した［Fig. 4e: one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 99.28, p < 0.01］。 

 

Fig. 4. Effect of epinephrine on leptin secretion and mRNA levels under glucose depletion. 3T3-L1 adipocytes were incubated 

for 8 h in glucose-free DMEM with epinephrine, an alpha1-adrenergic receptor antagonist (prazosin), and a nonselective 

beta-adrenergic receptor antagonist (propranolol). (a and b) Effects of epinephrine on leptin secretion and mRNA levels. (c and d) 

Effects of prazosin and propranolol on epinephrine-induced suppression of leptin secretion and mRNA levels. (e) Epinephrine 

suppresses insulin effects on leptin secretion. (f) Effect of an adenylate cyclase inhibitor, SQ22536, on the epinephrine suppression of 

leptin. Values indicate the mean ± SEM (n = 6).  *p < 0.05, **p < 0.01 compared to the corresponding the vehicle control (0 µM), 

epinephrine 1 µM alone, or insulin 0.5 µM alone. n.s., not significant. 
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1－3－5．グルコース添加培養培地でのレプチンの分泌および mRNA発現におけるインスリン受容

体を介するシグナル伝達系とアドレナリンの関与 

 グルコース非添加培養培地において、インスリンによるレプチンの分泌促進は、インスリン受容

体から PI3K－Akt シグナル伝達系を介して発現することが見出された。また、アドレナリンがレプ

チンの分泌および mRNA 発現を用量依存的に抑制する結果が見出された。グルコース添加培養培

地においても、インスリンによってレプチンの分泌および mRNA 発現が促進されるかどうか検討

した。 

グルコース添加培養培地におけるレプチンの分泌は、インスリンにより促進され、その促進作用は

BEZ-235あるいはMK-2206 によって抑制された［Fig. 5a: one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 42.06, p < 

0.01］。インスリンはレプチンの mRNA発現に影響を与えなかったが、BEZ-235 あるいはMK-2206

はその発現を抑制した［Fig. 5b: one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 25.38, p < 0.01］。シロスタゾールは、

インスリンによるレプチンの分泌促進を抑制しなかったが［Fig. 5c: one-way ANOVA, Fdose (3, 10) = 

0.292 p = 0.83］、cAMP アナログの単独処置は、レプチンの分泌および mRNA発現を抑制し［Fig. 5d: 

one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 24.66, p < 0.01, e: one-way ANOVA, Fgroup (3, 12) = 29.65, p < 0.01］、か

つインスリンによるレプチンの分泌促進を抑制した。アドレナリンの単独処置も同様に、レプチン

の分泌および mRNA発現を抑制した［Fig. 5f: one-way ANOVA, Fgroup (2, 9) = 93.16, p < 0.01, g: 

one-way ANOVA, Fgroup (2, 7) = 36.53, p < 0.01, g: one-way ANOVA, Fgroup (2, 7) = 36.53, p < 0.01］。 

 
Fig. 5. Effects of the PI3K inhibitor BEZ-235 and the Akt inhibitor MK-2206 (a and b), cilostazol (c), cAMP (d and e), and 

epinephrine (f and g) on leptin secretion and mRNA levels in 3T3-L1 adipocytes in the presence of 5.5 mM glucose with insulin. 

3T3-L1 adipocytes were incubated for 8 h in DMEM containing 5.5 mM glucose with a combination of the substances at the 

indicated concentrations.  Values indicate the mean ± SEM (n = 4 or 6).  *p < 0.05, **p < 0.01 compared to the corresponding the 

insulin 0.5 µM alone. n.s., not significant. 
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Fig. 6. Hypothetical explanation for insulin-glucose interaction in leptin regulation in adipocytes. 

GLUT4: glucose transporter 4, AMPK: AMP-activated protein kinase, mTORC1: mammalian target of rapamycin complex 1, IRS: 

insulin receptor substrate, PI3K: phosphoinositide 3-kinase, PKC: protein kinase C, Akt: serine/threonine protein kinase, PDE3B: 

phosphodiesterase 3B, PKA: protein kinase A.
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1－4．考察 

 本研究では、3T3-L1細胞においてグルコース非存在下（グルコース非依存）でインスリンがレプ

チンの分泌を促進し、この作用は PI3K および Akt 阻害薬によって抑制されることを見出し、以前

の報告と矛盾していなかった［30，34，37］。一般的に、インスリンによるレプチンの分泌には、

血糖上昇に伴うインスリンの分泌によって惹起されることから、グルコースの取り込みの亢進や異

化が関与していると示唆されている。しかし、本結果から、グルコースの取り込みの亢進や異化は、

インスリンによるレプチンの分泌において必須因子ではないことが示唆された。Cammisotto らは、

初代培養脂肪細胞においてグルコース非存在下ではインスリンはレプチンの分泌に影響をおよぼ

さないと報告している［41］。彼らはグルコースだけでなく、アミノ酸や他の栄養素も除外した

Krebs-Ringer buffer を使用していることから、本結果においてはアミノ酸の存在がインスリンによ

るレプチンの分泌抑制に影響した可能性がある。これらについてはさらに検討する必要がある。 

 PI3K 阻害薬、Akt 阻害薬、PDE3B 阻害薬、および cAMP アナログは、グルコース非存在下にお

いてインスリンによるレプチンの分泌を抑制した。同様の作用はアドレナリンにも認められ、この

抑制作用はアドレナリン β 受容体を介していることが示唆された。一般的にグルコース存在下では

インスリンやアドレナリン β 受容体作動薬は、cAMP 依存的にレプチンを分泌することが示されて

いる［35，38］。これらの報告から、本結果におけるインスリンによるレプチンの分泌促進には、

主に cAMP濃度の低下に関わるインスリン受容体を介するPI3K－Aktシグナル伝達系が関与してお

り、それは糖代謝に非依存的な機序であることが示唆される。 

本研究では、インスリンに依存しないレプチンの基礎分泌はグルコース濃度に関係していること

が示された。解糖系を阻害する 2-デオキシ-D-グルコース（2-doxy-D-glucose：2-DG）は、グルコー

スによるレプチンの分泌を抑制すること［46］や、ピルビン酸や糖原生アミノ酸は、インスリンや

グルコース非存在下でレプチンの分泌を強力に促進する［41］ことから、糖代謝にはレプチンの分

泌が関与していることが示唆される。インスリンによるレプチンの分泌は、グルコースの濃度依存

的に促進されなかったため、インスリンによるレプチンの分泌にはグルコースの場合と異なる機序

が関与していると示唆される。すなわち、グルコースはアデニル酸シクラーゼを阻害するため細胞

内 cAMP 濃度を低下させ、レプチンの分泌を促進する［47，48］。一方、インスリンはインスリン

受容体のシグナル伝達系を亢進することにより、cAMP濃度を低下させる。この機序の相違がレプ

チンの分泌に対するグルコースとインスリンの相加作用を示さなかった理由かもしれない。PDE3B

阻害薬がグルコース存在下においてインスリンによるレプチンの分を抑制しなかったのもグルコ

ースの影響によるものと推測される。これらについてはさらに詳細に検討する必要がある。 

 グルコース非存在下による本研究では、インスリンやグルコースによるレプチンの分泌および

mRNA発現は矛盾する結果が得られている。すなわち、レプチンの分泌とは対照的に、mRNA発現

はグルコース添加により抑制され、インスリンによるレプチン mRNA 発現は認められなかった。

グルコース非存在下において、PI3K－Akt シグナル伝達系を阻害するとインスリンによるレプチン

の分泌は抑制されるが、レプチン mRNA 発現には影響しなかった。興味深いことに、グルコース

存在下では、インスリンがレプチン mRNA 発現を促進しなかったが、PI3K や Akt 阻害薬はインス

リンによるレプチン mRNA 発現を抑制した。レプチンは主に脂肪細胞の膜に結合した形で貯蔵さ

れ、インスリンにより分泌が促進される。レプチン産生は脂肪細胞のエネルギー貯蔵状態（脂肪細
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胞の大きさ）に依存して、レプチンの mRNA発現により制御されている［49］。したがって、イン

スリンによるレプチンの分泌には、レプチンの mRNA 発現機構とは異なり、インスリンを含むホ

ルモンや栄養などが関与した機序で制御されているものと示唆される。 

 レプチンの分泌とその合成における詳細な機序は解明されていないが、AMP activated protein 

kinase（AMPK）－mammalian target of rapamycin（mTOR）システム（細胞内エネルギー状態に関連

した機序）がインスリンによるレプチン合成に影響を及ぼしている可能性がある（Fig. 6）。インス

リンは mammalian target of rapamycin complex 1（mTORC1）を刺激し、レプチン mRNAの翻訳を促

進する［50］ことによって、レプチン遺伝子のプロモーター活性を制御している［51］。加えて、

mTORC1 は AMPK によって制御されており［52］、cAMP は脂肪細胞において AMPK を活性化す

る［53］。したがって、本研究においてグルコース存在下においてインスリンがレプチン mRNA発

現に影響を与えなかったことは、これらの報告と考え合わせると、グルコースの存在により cAMP

濃度が低下している場合は、AMPK を不活化する可能性が考えられる。また、cAMPアナログはグ

ルコースの存在・非存在に関わらずインスリンによるレプチン mRNA 発現を抑制した。しかし、

インスリンではレプチン mRNA 発現が促進されず、むしろグルコースの存在によって抑制された

ため、AMPK－mTORの関与は少ないものと示唆される。 

 本研究において、グルコース存在下ではインスリンはレプチン mRNA 発現を促進せず、PI3K や

Akt 阻害薬がインスリンによるレプチン mRNA発現を抑制した。この一見矛盾する結果を導いた詳

細な機序は不明であるが、インスリン以外にも複数の受容体が PI3K－Akt シグナル伝達系に関与し

ており、インスリン非依存的にレプチン mRNA発現に影響を与えているかもしれない。 

 本研究では、糖代謝よりも cAMPがインスリンによるレプチンの分泌に重要な役割を果たしてい

ること、アデニル酸シクラーゼを活性化するホルモンがインスリンによるレプチンの分泌を直接抑

制していることを見出した。グルコースの存在・非存在に関わらず、アドレナリンはインスリンに

よるレプチンの分泌を抑制したが、この作用はアデニル酸シクラーゼ阻害薬によって緩解されなか

った。したがって、アドレナリンはグルココルチコイドやグルカゴンと同様に、肥満やメタボリッ

クシンドロームを悪化させ［54－56］、アデニル酸シクラーゼを活性化し、肥満によるレプチン濃

度上昇や疾患の病態を悪化させる可能性があることが示唆された。 
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1－5．小括 

 本研究では、3T3-L1細胞においてエネルギー摂取や消費に深く関与しているレプチンの分泌およ

び mRNA 発現機構について検討した。その結果、脂肪細胞において、糖代謝よりも cAMP がイン

スリンによるレプチンの分泌に重要な役割を果たしていること、アデニル酸シクラーゼを活性化す

るホルモンがインスリンによるレプチンの分泌を直接抑制していることが見出された。インスリン

によるレプチンの分泌の促進は cAMP を介して制御され、その発現機序としてインスリン受容体－

PI3K－Akt シグナル伝達系が関与していることが示唆された。一方、インスリンによるレプチンの

mRNA発現機序は、インスリン受容体－PI3K－Akt シグナル伝達系において、グルコース存在・非

存在下で異なるかもしれない。 
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第二章   第二世代抗精神病薬が脂肪細胞に与える影響 

 

2－1．緒言 

第一章では、脂肪細胞においてインスリンは、インスリン受容体－PI3K－Akt シグナル伝達系を

介してレプチンの分泌および mRNA発現を制御していることが見出された。 

一方、脂肪細胞より分泌される生理活性タンパク質のアディポカインには、レプチン、アディポ

ネクチン、monocyte chemoattractant protein-1（MCP-1）、interleukin-1（IL-1）、および interleukin-6（IL-6）

などがある。レプチンは成熟脂肪細胞より分泌され、視床下部のレプチン受容体を介して食欲の抑

制やエネルギー消費を誘導する［23］。レプチンの産生および分泌の抑制は、食欲抑制作用を低下

させるため、過食による体重増加を誘発する要因となる。血中のアディポネクチンは体重増加によ

り減少し、メタボリックシンドロームの発症や増悪と関連している［57］。アディポネクチンはま

た MCP-1 や IL-6 などの炎症性サイトカインの産生を抑制し［58］、MCP-1 は肥大化した脂肪細胞

より分泌され、IL-1 や IL-6 の産生を誘導する［59］。このようにアディポカインは、エネルギー

消費や身体組成あるいは末梢の脂質代謝を調節する重要な役割を担っている［60，61］。 

統合失調症患者における血清レプチン値やトリグリセリド値、および総コレステロール値は、健

常人のそれらと比較して高く［62，63］、クロザピンで治療中の統合失調症患者における血清アデ

ィポネクチンは健常人のそれと比較して有意に低い［64］。さらに、サイトカインの産生、サイト

カイン量、およびサイトカイン受容体の異常も、統合失調症患者の血液や脳脊髄液において認めら

れている［65］。体脂肪の増加を含めた体重増加により、レプチン、アディポネクチン、MCP-1、

あるいは IL-6 などのアディポカインの分泌異常が惹起されるが［57－59，66］、クロザピンがどの

ようにアディポカインの分泌や産生に影響をおよぼすか明確にされていない。 

本研究では 3T3-L1 細胞においてクロザピンとブロナンセリンによるアディポカインの分泌や産

生および脂肪滴の蓄積への影響を確認し、それらへの影響におけるヒスタミン H1 あるいはセロト

ニン 5-HT2C 受容体の関与について検討した。 
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2－2．実験材料および実験方法 

2－2－1．細胞培養と分化 

3T3-L1前駆脂肪細胞は 1－2－1．に準じ、播種および継代した。2～3日間隔で培養培地を交換し、

分化誘導後 8日目に実験に使用した。 

 

2－2－2．使用薬物 

 実験には、SGAsのクロザピン（clozapine：CLZ, Sigma-Aldrich）とブロナンセリン（blonanserin：

BNS, 大日本住友製薬株式会社より提供）、ヒスタミンH1受容体拮抗薬のジフェンヒドラミン

（diphenhydramine：DPHM, Tocris Cookson, Bristol）、選択的セロトニン5-HT2C受容体拮抗薬のSB 

242084（Sigma-Aldrich）、ヒスタミン受容体作動薬のヒスタミン（histamine：HIS, Sigma-Aldrich）、

およびセロトニン受容体作動薬のセロトニン（5-hydroxytryptamine：5-HT, Sigma-Aldrich）を使用し

た。 

 クロザピンおよびブロナンセリンは少量のポリエチレングリコール（polyethylene glycol ：PEG, 

Wako）で溶解し、ジフェンヒドラミン、SB 242084、ヒスタミン、およびセロトニンは少量のPBS

で溶解した後、培養培地で希釈した。 

   

2－2－3．薬物の曝露 

分化誘導10日目の成熟脂肪細胞の培養培地中にクロザピン（10、20、30、あるいは50 µM）ある

いはブロナンセリン（0.01、0.05、あるいは0.1 µM）を添加し、2日間培養した（短期間曝露）。同

様にヒスタミン受容体作動薬としてヒスタミン10 µMあるいはセロトニン受容体作動薬としてセロ

トニン10 µMによるレプチンの分泌量を測定した。なお、受容体拮抗薬は、ヒスタミンH1受容体拮

抗薬のジフェンヒドラミン 10 µMあるいはセロトニン5-HT2C受容体拮抗薬のSB 242084 10 µMはク

ロザピンと同時に添加した。一方、分化誘導時からクロザピン（10、20、あるいは30 µM）あるい

はブロナンセリン（0.01、0.05、あるいは0.1 µM）を培養液中に添加し、培養培地の交換時（2日お

き）に薬物も同時に交換することで成熟脂肪細胞になるまで10日間連続で曝露させた（長期間曝露）。

2日間あるいは10日間の薬物曝露後、アディポカイン（レプチン、アディポネクチン、MCP-1、お

よびIL-6）の培養液中の濃度とmRNA発現、および細胞内の脂肪滴量を測定した。 

クロザピンおよびブロナンセリンの濃度は、当該薬物のインタビューフォームに掲載されている

臨 床 血 中 濃 度 を 参 考 に し て 用 い た （ CLOZARIL Tablets 

http://www.info.pmda.go.jp/go/pack/1179049F1021_1_13/ [accessed 16.09.30], for LONASEN 

http://www.info.pmda.go.jp/go/pack/1179048B1025_1_13/ [accessed 16.09.30]）。 

 

2－2－4．細胞傷害性の解析［3-（4,5-Dimethylthiazol-2-yl） -5（3-carboxymethonyphenol） -2- 

（4-sulfophenyl）-2H-tetrazolium （MTS） assay法］ 

 各薬物の細胞傷害性を評価するために、成熟した3T3-L1細胞に各薬物を2日あるいは10日間曝露

させた後、新しい培養培地200 µL と交換し、CellTiter 96 Aqueous One Solution ReagentTM （Promega）

を各ウェルに40 µL添加して37 ℃のCO2インキュベータにて1時間培養した。マイクロプレートリー

ダー（Bio-Rad）にて490 nmの吸光度を測定した。生細胞数を比較し、各ウェルの細胞活性が同等
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であることを確認した。 

 

2－2－5．脂肪滴蓄積量の測定（Oil Red-O 染色法） 

 短期間あるいは長期間曝露した 3T3-L1 細胞は、10 ％ホルマリンで固定した後、Oil Red-O 

（Sigma-Aldrich）で染色した。脂肪滴はイソプロパノール（Wako）にて溶解し、マイクロプレー

トリーダー（Bio-Rad）にて 490 nmの吸光度を測定した。なお、細胞は位相差顕微鏡（200 倍, Olympus 

CKX41, Tokyo）にて写真撮影した。 

 

2－2－6．アディポカイン濃度の定量（ELISA法） 

 レプチンの分泌量は、レプチン（Enzyme-linked Immunosorbent Assay サンドイッチ法：Quantikine 

ELISA Mouse/Rat Leptin Immunoassay, R&D Systems）、アディポネクチン（Quantikine ELISA 

Mouse/Rat Adiponectin Immunoassay, R&D Systems ）、 MCP-1 （ Quantikine ELISA Mouse/Rat 

CCL2/JE/MCP-1 Immunoassay, R&D Systems）、あるいは IL-6（Quantikine ELISA Mouse/Rat IL-6 

Immunoassay, R&D Systems）の ELISAキットを用いて測定した。すなわち、Assay Diluent 50 µLお

よび薬物への曝露が終了した各ウェル中の培養液 50 µL をキットの 96 ウェルプレートに添加した。

十分に混和し、2 時間静置させた後、各ウェルの溶液を破棄し、洗浄液にて 5 回洗浄した。各ウェ

ルに Conjugate 100 µLを添加し、2時間静置させた後、再度洗浄液にて 5回洗浄し、Substrate Solution 

100 µLを添加した。遮光下で 30分間静置した後、Stop Solution 100 µL を加えて反応を停止させた。

マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）にて 450 nmと 570 nmの吸光度を測定した。測定した吸光

度より、検量線を作成し定量解析した。 

 

2－2－7．アディポカイン mRNA発現量の解析（リアルタイム PCR法） 

 培養培地を取り除いた細胞から High Pure RNA Isolation Kit （Roche Diagnostics Gmb）を用いて

total RNA抽出を行った。すなわち、PBS 200 µM および溶解／結合バッファー 400 µLを加え細胞

を剥離、懸濁した後、High Pure フィルターチューブに加え 10,000 rpm（約 8,000×g、15秒間遠心）

で分離した。DNase インキュベーションバッファー 90 µL、DNase Iを混合して、分離した溶液に

加え 15～25℃で 15分間インキュベートした。洗浄バッファーⅠ 500 µLを加え、10,000 rpm（約 8,000×g、

15 秒間遠心）で分離した後、洗浄バッファーⅡ 500 µLを加え、10,000 rpm（約 8,000×g、15 秒間遠

心）で分離した。再度、洗浄バッファーⅡ 200 µLを加え、11,700 rpm（約 13,000×g、2分間遠心）

を分離した。最後に溶出バッファー 50 µLを加え、10,000 rpm（約 8,000×g、1分間遠心）を分離し

て、total RNAを抽出した。 

PrimeScript RT master Mix （Perfect Real Time, Takara Bio）にて cDNAへの逆転写をプロトコール

にしたがって行った。すなわち、氷上で 5×PrimeScript RT Master Mix（Perfect Real Time）、total RNA、

および RNase Free dH2Oで逆転写反応液を調製し、撹拌して均一にした。その後、逆転写反応を 37℃

で 15 分間、逆転写酵素を熱失活するために 85℃で 5 秒間、4℃で冷却後－20℃で解析まで保管し

た。 

リアルタイム PCRは SYBR Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus, Takara Bio）を使用し、Step One Plus 

System （Applied Biosystems）によりレプチンの mRNA発現を解析した。すなわち、SYBR Premix Ex 
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Taq II（2x）10 µL、PCR Forward Primer（10 µM） 0.4 µL、PCR Reverse Primer（10 µM）0.4 µL、ROX 

Reference Dye（50 x）0.4 µL、cDNA 1 µL、および RNase Free dH2O 7.8 µLを加えて、計 20 µLの反

応液でリアルタイム PCRを行った。リアルタイム PCRの条件は、初期変性は 95℃で 30秒間、PCR

反応は DNA を増幅させるために熱変性を 95℃で 5 秒間行い、プライマーを DNA に結合させるた

めのアニーリングおよび伸長反応を 60℃で 30 秒間、40 サイクル実施した。発現量は⊿⊿Ct 法によ

り算出した。なおこれらの mRNA 発現は内部標準として用いた glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase（GAPDH）との比較による RT-PCR法にて解析した。 

Leptin：Forward: 5- attgtcagcaatgcatcctg -3，Reverse: 5- atggactgtggtcatgagcc -3． 

Adiponectin：Forward: 5- gttgcaagctctcctgttcc -3，Reverse: 5- tctccaggagtgccatctct -3． 

MCP-1：Forward: 5- agagagctgcagcaaaaagg -3，Reverse: 5- ggaaagaggcagttgcaaag -3． 

IL-6：Forward: 5- tgacaccaaaaccctcatca -3，Reverse: 5- gaccttggtggatcgacagt -3． 

Histamine H1 receptor：Forward: 5- gaccttggtggatcgacagt -3，Reverse: 5- tgtctggaatgtgagcgaagt -3． 

Serotonin 5-HT2C receptor：Forward: 5- gccacgtcgaaagaagaaag -3，Reverse: 5- gttacaggccttcccacaaa -3． 

 GAPDH：Forward: 5- tccactcatggcaaattcaa -3，Reverse: 5- tttgatgttagtggggtctcg -3. 

 

2－2－8．統計処理 

 データは平均値±標準誤差で示した。データの統計解析は、一元あるいは二元配置分散分析

（one-way or two-way analysis of variance：ANOVA）を用いて行った。Post hoc テストは Tukey-Kramer

の多重比較検定を用い、危険率 5 ％未満（p < 0.05）の場合に、統計的に有意差ありとした。 
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2－3．実験結果 

2－3－1．細胞傷害性の解析 

 クロザピンとブロナンセリンによるアディポカインの分泌および mRNA 発現、脂肪滴蓄積量へ

の影響を確認するため、各薬物の 3T3-L1細胞に対する細胞傷害性について検討した。 

クロザピン（10、20、30、あるいは 50 µM）あるいはブロナンセリン（10 あるいは 20 µM）を短

期間あるいは長期間曝露した時、クロザピン 50 µM の長期間曝露を除いていずれの濃度においても

薬物非曝露と比較して細胞活性に差はなかった（結果示さず）。したがって、本実験スケジュール

において、いずれの薬物も細胞傷害性は認められなかった。 

 

2－3－2．3T3-L1細胞におけるクロザピンおよびブロナンセリンによるアディポカインの分泌への

影響 

 SGAs によるアディポカイン（レプチン、アディポネクチン、MCP-1、および IL-6）の分泌への

影響を確認するために、3T3-L1細胞にクロザピンあるいはブロナンセリンを直接的に曝露し、アデ

ィポカインの分泌を薬物非曝露と比較した。 

クロザピン（10、20、あるいは 30 µM）の短期間暴露は、レプチン、アディポネクチン、および

MCP-1 の分泌を薬物非曝露と比較して有意に抑制したが、IL-6 には影響を与えなかった［Fig. 1a: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 13.63, p < 0.01, b: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 28.11, p < 0.01, c: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 4.53, p < 0.05, d: one-way ANOVA, Fdose (3, 19) = 2.08, p = 0.14］。長期間

曝露すると、レプチンおよびアディポネクチンの分泌が有意に抑制されたが［Fig. 1i: one-way 

ANOVA, Fdose (3, 20) = 78.33, p < 0.01, j: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 58.62, p < 0.01］、IL-6には影響

を与えなかった［Fig. 1l: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 3.34, p < 0.05］。逆に、クロザピンの長期間

曝露は薬物非曝露と比較して有意に MCP-1の分泌を促進させた［Fig. 1k: one-way ANOVA, Fdose (3, 

18) = 4.60, p < 0.05］。 

ブロナンセリン（0.01、0.05、あるいは 0.1 µM）の短期間あるいは長期間曝露は、レプチン、ア

ディポネクチン、MCP-1、および IL-6の分泌に影響は与えなかった［Fig. 1e: one-way ANOVA, Fdose 

(3, 20) = 0.21, p = 0.89, f: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 0.41, p = 0.75, g: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) 

= 1.69, p = 0.20, h: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 0.60, p = 0.62, Fig. 1m: one-way ANOVA, Fdose (3, 12) 

= 1.91, p = 0.18, n: one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 0.41, p = 0.75, o: one-way ANOVA, Fdose (3, 10) = 3.34, 

p = 0.06, p: one-way ANOVA, Fdose (3, 11) = 1.26, p = 0.33。］ 
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Fig. 1. Effects of clozapine and blonanserin on adipokine secretion.  

The effects of clozapine (CLZ: 10, 20, or 30 µM) and blonanserin (BNS: 0.01, 0.05, or 0.1 µM) on secretion of adipokines after 

short-term exposure: leptin (a and e), adiponectin (b and f), MCP-1 (c and g) and IL-6 (d and h), and long-term exposure: leptin (i 

and m), adiponectin (j and n), MCP-1 (k and o) and IL-6 (l and p). Values indicate the mean ± SEM (n = 6).  *p < 0.05, **p < 0.01 

compared to the vehicle control (0 µM). 

 



薬学研究科 椿井 朋 
 

22 

（名城大学大学院） 

2－3－3．3T3-L1細胞におけるクロザピンおよびブロナンセリンによるアディポカインの mRNA発

現への影響 

次に、SGAs によるアディポカインの mRNA 発現への影響を確認するために、3T3-L1 細胞にク

ロザピンあるいはブロナンセリンを直接的に曝露し、アディポカインの mRNA 発現を薬物非曝露

と比較した。 

クロザピン（10、20、あるいは 30 µM）の短期間暴露は、薬物非曝露と比較してレプチンの mRNA

発現を有意に抑制したが、アディポネクチン、MCP-1および IL-6には影響を与えなかった［Fig. 2a: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 18) = 8.95, p < 0.01, b: one-way ANOVA, Fdose (3, 17) = 3.01, p = 0.06, c: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 18) = 1.53, p = 0.24, d: one-way ANOVA, Fdose (3, 18) = 0.30, p = 0.82］。長期間

曝露すると、レプチンの mRNA 発現を有意に抑制したが、アディポネクチンには影響を与えなか

った［Fig. 2i: one-way ANOVA, Fdose (3, 19) = 24.25, p < 0.01, j: one-way ANOVA, Fdose (3, 19) = 2.21, p = 

0.12］。逆に、MCP-1と IL-6は mRNA発現が促進された［Fig. 2k: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 14.09, 

p < 0.01, 1l: one-way ANOVA, Fdose (3, 16) = 8.57, p < 0.01］。 

ブロナンセリン（0.01、0.05、あるいは 0.1 µM）の短期間暴露は、レプチン、アディポネクチン、

MCP-1もしくは IL-6の mRNA発現に影響を与えなかった［Fig. 2e: one-way ANOVA, Fdose (3, 19) = 

0.38, p = 0.77, f: one-way ANOVA, Fdose (3, 19) = 1.81, p = 0.18, g: one-way ANOVA, Fdose (3, 19) = 0.39, p 

= 0.76, h: one-way ANOVA, Fdose (3, 19) = 1.54, p = 0.24］。長期間曝露すると、レプチン、アディポネ

クチンの mRNA発現は有意に抑制され、MCP-1、IL-6の mRNA発現が有意に促進された［Fig. 2m: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 11) = 6.60, p < 0.01, n: one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 10.44, p < 0.01, o: 

one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 20.32, p < 0.01, p: one-way ANOVA, Fdose (3, 12) = 13.51, p < 0.01］。 
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Fig. 2. Effects of clozapine and blonanserin on mRNA expression of adipokines. 

The effects of clozapine (CLZ: 10, 20, or 30 µM) and blonanserin (BNS: 0.01, 0.05, or 0.1 µM) on mRNA expressions of adipokines 

after short-term exposure: leptin (a and e), adiponectin (b and f), MCP-1 (c and g), and IL-6 (d and h), and long-term exposure: leptin 

(i and m), adiponectin (j and n), MCP-1 (k and o), and IL-6 (l and p).  Values indicate the mean ± SEM (n = 6).  *p < 0.05, **p < 

0.01 compared to the vehicle control (0 µM). 

 

2－3－4．3T3-L1細胞におけるクロザピンおよびブロナンセリンによる脂肪滴蓄積への影響 

SGAs により内臓脂肪（腹腔内脂肪）が蓄積すると、様々なアディポサイトカイン（アディポカ

イン）の分泌異常をきたすことから、クロザピンあるいはブロナンセリンが 3T3-L1 細胞に直接的

に作用し、脂肪細胞内の脂肪滴量に影響を与えるかどうか検討した。 

クロザピン（10、20、あるいは 30 µM）の短期間暴露は、薬物非曝露と比較して脂肪滴蓄積量に

影響を与えなかったが［Fig. 3a: one-way ANOVA, Fdose (3, 8) = 1.83, p = 0.22］、長期間曝露では、脂肪

滴蓄積量を有意に増加させた［Fig. 3c: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 18.65, p < 0.01］。ブロナンセリ

ン（0.01、0.05、あるいは 0.1 µM）の短期間あるいは長期間曝露は、脂肪滴蓄積量に影響を与えな

かった［Fig. 3b: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 2.01, p = 0.14, 3d: one-way ANOVA, Fdose (3, 20) = 6.91, 

p < 0.01］。 
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Fig. 3. Effects of clozapine and blonanserin on lipid droplets in adipocytes.  

The effects of clozapine (CLZ: 10, 20, or 30 µM) and blonanserin (BNS: 0.01, 0.05, or 0.1 µM) on lipid droplets in adipocytes after 

short-term exposure (a and b) and long-term exposure (c and d).  Photomicrograph (200× magnification) of Oil Red O stained 

3T3-L1 adipocytes and the vehicle control (0 µM) (e), CLZ 30 µM (f) after long-term exposure.  Values indicate the mean ± SEM 

(n = 3 or 6).  **p < 0.01 compared to the vehicle control (0 µM). 
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2－3－5．3T3-L1細胞でのクロザピンによるレプチンの分泌抑制におけるヒスタミン H1受容体およ

びセロトニン 5-HT2C受容体の関与 

 クロザピンによる体重増加には、中枢のヒスタミン H1およびセロトニン 5-HT2C受容体の関与が

知られているため、末梢の脂肪細胞でのクロザピンによるレプチンの分泌抑制におけるヒスタミン

H1およびセロトニン 5-HT2C受容体の関与について検討した。 

最初に、両受容体の mRNA が発現しているかどうかを確認するために、3T3-L1 細胞の分化誘導

前（day0：前駆細胞）、分化誘導 7日目（day 7）および 14 日目（day 14：成熟細胞）におけるヒ

スタミン H1受容体あるいはセロトニン 5-HT2C受容体の mRNA 発現をリアルタイム PCR にて測定

した。3T3-L1細胞の day 0、day 7、あるいは day 14のいずれの時期においても両受容体の mRNA

発現が認められた。前駆細胞あるいは成熟細胞におけるヒスタミン H1受容体 mRNAおよびセロト

ニン 5-HT2C受容体 mRNA 発現は同程度であり、アドレナリン α1D受容体の約 1／200 倍、α2A受容

体の約 1／4 倍、α1A受容体の約 1／3 倍、セロトニン 5-HT2Aの約 1／2 倍、ドパミン D4の約 1／2

倍、ムスカリンM1受容体の約 1／2倍であった（結果示さず）。セロトニン 5-HT2C受容体の mRNA

は、前駆細胞および成熟細胞いずれにおいてもmRNA発現に差は認められなかった[Fig. 4d: one-way 

ANOVA,Fday (2, 15) = 2.26, p = 0.14]。成熟細胞のヒスタミン H1受容体の mRNA発現は、前駆細胞と

比較して有意に少なかった[Fig. 4a: one-way ANOVA,Fday (2, 14) = 31.94, p < 0.01]。 

 次に、クロザピンによるレプチンの分泌抑制における両受容体の関与について、ヒスタミン H1

あるいはセロトニン 5-HT2C受容体の作動薬や拮抗薬を用いて検討した。成熟細胞にクロザピン（30 

µM）を短期間曝露すると、レプチンの分泌が有意に抑制された。ヒスタミン受容体作動薬のヒス

タミン（10 µM）やヒスタミン H1受容体拮抗薬のジフェンヒドラミン（10 µM）を単独で短期間曝

露してもレプチンの分泌には影響を与えず［Fig. 4b: two-way ANOVA, FCLZ (1, 12) = 40.22, p < 0.01, 

FHIS (1, 12) = 7.18, p < 0.05, FCLZ×HIS (1, 12) = 1.46, p = 0.25, c: two-way ANOVA, FCLZ (1, 12) = 18.51, p < 

0.01, FDFH (1, 12) = 0.73, p = 0.41, FCLZ×DFH (1, 12) = 0.07, p = 0.80］、クロザピンによるレプチンの分泌

抑制にも影響を与えなかった。 

セロトニン受容体作動薬のセロトニン（10 µM）やセロトニン 5-HT2C受容体拮抗薬の SB 242084

（10 µM）は、単独で短期間曝露すると、レプチンの分泌を有意に抑制させた［Fig. 4e: two-way 

ANOVA, FCLZ (1, 12) = 40.71, p < 0.01, F5-HT (1, 12) = 10.37, p < 0.01, FCLZ×5-HT (1, 12) = 5.86, p < 0.05, f: 

two-way ANOVA, FCLZ 30 (1, 12) = 56.1, p < 0.01, FSB 242084 (1, 12) = 65.74, p < 0.01, FCLZ 30×SB 242084 (1, 12) = 

4.75, p < 0.05, FCLZ 50 (1, 18) =318.45, p < 0.01, FSB 242084 (1, 18) =99.42, p < 0.01, FCLZ 50×SB 242084 (1,18) 

=11.84, p < 0.01］。SB 242084 はクロザピンによるレプチンの分泌抑制作用を増強し、クロザピン

の用量に依存してレプチンの分泌抑制作用が増強した。 
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Fig. 4. Involvement of histamine H1 and serotonin 5-HT2C receptors in clozapine-induced decreased leptin secretion.  

We examined mRNA expression of the histamine H1 receptor (H1R, a) and the serotonin 5-HT2C receptor (5-HT2CR, d) in 3T3-L1 

preadipocytes (day 0) and differentiated 3T3-L1 adipocytes after 7 and 14 days.  Effects of histamine (HIS, b), diphenhydramine 

(DPHM, c), serotonin (5-HT, e), and SB 242084 (f) on decreased leptin secretion by clozapine (CLZ) were evaluated.  Values 

indicate the mean ± SEM (n = 6).  *p < 0.05, **p < 0.01 compared to day 0 or the vehicle control (0 µM). ##p < 0.01 compared to 

CLZ at 30 µM alone. $$p < 0.01 compared to CLZ at 50 µM alone. 
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2－4．考察 

 本研究において、3T3-L1細胞を用いて、クロザピンが脂肪細胞の肥大化やレプチン産生・分泌に

影響を与えるかどうか、ブロナンセリンと比較検討した。その結果、クロザピンの短期間あるいは

長期間暴露は、脂肪滴蓄積量の増加、および摂食抑制ホルモンのレプチンの分泌および mRNA 発

現を抑制させた。しかし、ブロナンセリンには、長期間曝露による mRNA 発現を除いて、そのよ

うな作用は認められなかった。本結果は、クロザピンは、他の SGAs に比べてメタボリックシンド

ロームに関連した有害事象の発現や増悪のリスクが高いが［9，10］、ブロナンセリンはこうした

有害事象を発現しにくいという臨床報告と一致していた［67］。脂肪細胞の肥大化や脂肪滴蓄積は、

レプチンの分泌を促進すること［68］、レプチンは食欲抑制作用とともに、エネルギー消費増大に

よる体脂肪の減少作用やインスリン感受性改善による抗肥満作用を有している［69］。したがって、

脂肪滴蓄積量の増加やレプチンの分泌抑制は食欲抑制作用の低下を誘導することから、クロザピン

によるメタボリックシンドロームに関連した有害事象の発現には、脂肪細胞に直接作用することに

よる脂肪滴蓄積量の増加作用やレプチンの分泌抑制作用が関与しているものと示唆される。 

クロザピンの短期間曝露は、脂肪滴蓄積に影響を与えなかったが、レプチンの分泌および mRNA

発現を抑制した。これらの結果から、クロザピンの短期間や長期間曝露によるレプチンの分泌抑制

作用には、脂肪細胞の肥大化や脂肪滴蓄積によるレプチンの分泌抑制とは異なる機序が関与してい

るものと思われる。一方で、ヒスタミン H1およびセロトニン 5-HT2C受容体拮抗作用には、脂質代

謝異常に先行する摂食行動異常に関与していることが示唆されている［12－17］。そこで、クロザ

ピンの短期間曝露におけるレプチンの分泌抑制作用の機序を調べるため、ヒスタミン H1 およびセ

ロトニン 5-HT2C 受容体がレプチンの分泌に関与しているかどうか検討した。最初に両受容体の

mRNAが発現しているかどうかを確認したところ、両受容体のmRNA発現が認められたことから、

両受容体が存在することが確認できた。次にレプチンの分泌やクロザピンによる分泌抑制に両受容

体の関与について検討したところ、ヒスタミンおよびその H1 受容体拮抗薬はこれらに影響を与え

なかった。しかし、セロトニンおよびその 5-HT2C 受容体拮抗薬はレプチンの分泌を抑制し、セロ

トニン 5-HT2C 受容体拮抗薬はクロザピンの用量に依存して分泌抑制を増強した。クロザピンはセ

ロトニン 5-HT2C 受容体に高い親和性を有することから、クロザピンによるレプチンの分泌抑作用

には、脂肪細胞のヒスタミン受容体ではなく、セロトニン 5-HT2C 受容体が一部関与していること

が示唆される。一方で、セロトニン 5-HT2C 受容体作動薬と拮抗薬のいずれもレプチンの分泌に影

響を与えた。作動薬としてセロトニンを曝露すると、2～48 時間にレプチンの分泌が一時的に抑制

されたことから、セロトニン自体はレプチンの分泌に影響を与えるが、セロトニン 5-HT2C 受容体

以外の受容体を介している可能性がある［70］。今後、選択的なセロトニン 5-HT2C受容体作動薬を

使用してレプチンの分泌について検討していく必要がある。 

 クロザピンはレプチンだけでなくアディポネクチンやMCP-1、IL-6など、他のアディポカインの

分泌にも影響をおよぼす［71］。以前の報告と同様に、クロザピンの長期間曝露は、アディポネク

チンの分泌を抑制し、MCP-1 の分泌と MCP-1と IL-6の mRNA発現を促進した。アディポネクチン

の分泌抑制やMCP-1 と IL-6 の mRNA発現の促進は動脈硬化およびインスリン抵抗性を惹起し、メ

タボリックシンドロームの発症や悪化を誘導する［59，63］。したがって、クロザピンのメタボリ

ックシンドロームに関連した有害事象の発現や増悪には、脂肪細胞に直接作用するレプチンだけで
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なく、これらのサイトカインの分泌および mRNA 発現が関与している可能性が示唆される。一方

で、ブロナンセリンは、クロザピンとは異なり、長期間曝露においてレプチンとアディポネクチン

のmRNA発現を抑制、MCP-1と IL-6のmRNA発現を促進させたが、分泌には影響を与えなかった。

これはブロナンセリンの長期間曝露がメタボリックシンドローム発症要因になり得る可能性があ

るが、クロザピンと比較してそのリスクは低いものと示唆される。しかし、抗精神病薬による脂質

代謝異常やサイトカインの変化を正確に捉え、メタボリックシンドロームの発症に関わる潜在的な

分子機序を明らかにするためには、細胞外の分泌だけでなく、細胞内の mRNA やタンパク質の発

現を詳細に解析する必要がある［72］。 

 クロザピンの長期間曝露により脂肪滴蓄積量が有意に増加し、ブロナンセリンは脂肪滴蓄積量に

影響を与えなかった。肥満は脂肪細胞の肥大化（脂肪滴の蓄積）と細胞数の増加に関係しているこ

とから、クロザピンはブロナンセリンよりも容易に体脂肪の増加、体重増加、およびメタボリック

シンドロームを惹起しやすいことが示唆される。しかし、クロザピンによる脂肪細胞の肥大化およ

び脂肪滴蓄積量の増加の機序と、レプチンの分泌抑制の機序は異なるものと思われる［64］。ヒス

タミンとセロトニンは脂肪滴蓄積量を増加させ［73，74］、ヒスタミン H1 受容体拮抗薬のクロル

フェニラミンやセロトニン 5-HT2C受容体拮抗薬の SB 242084は脂肪滴蓄積量を減少させる［73，75］。

これらの報告から、クロザピンによる脂肪滴蓄積量の増加は、ヒスタミン H1やセロトニン 5-HT2C

受容体を介しておらず、他の受容体を介して発現している可能性が示唆される。今後、選択的セロ

トニン 5-HT2C 受容体作動薬や他のセロトニン受容体サブタイプリガンドを使用して、レプチンの

分泌だけでなく脂肪滴蓄積機序を検討する必要がある。 

本研究においてクロザピンによるメタボリックシンドロームに関連する有害事象の発現には、中

枢神経系を介する摂食調節機構だけでなく、末梢組織の脂肪細胞にも直接作用し、レプチンの分泌

およびmRNA発現を抑制し、脂肪細胞を肥大化することを見出した。クロザピンによるレプチンの

分泌およびmRNA発現の抑制作用は、セロトニン5-HT2C受容体を介して発現しているが、脂肪細胞

の肥大化には両受容体の関与は少ないことが示唆された。 
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2－5．小括 

 本研究では、脂肪細胞より産生・分泌されるアディポカインの分泌および mRNA 発現、脂肪滴

蓄積に対するクロザピンの影響を検討した。クロザピンはアディポカインの中でもレプチンの分泌

および mRNA 発現を低下させることを見出した。この作用にはセロトニン 5-HT2C受容体を一部介

して発現している可能性が示唆された。また、クロザピンは脂肪滴蓄積量を増加させたが、この作

用にはセロトニン 5-HT2C 受容体を介さない脂肪細胞への直接的な機序が関与していることが示唆

された。 

 



薬学研究科 椿井 朋 
 

30 

（名城大学大学院） 

総括 

2型糖尿病や心血管疾患などを含むメタボリックシンドロームに起因する疾患により、QOLが低

下している患者は少なくない。昨今、代謝異常症に対する治療薬の開発は進んでいるが、その発症

の基盤の一つである肥満、特に内臓脂肪の蓄積に対する予防・治療薬は少ない。肥満は、エネルギ

ー摂取過多やエネルギー消費の低下により、エネルギーバランスが崩れた場合に発現する。脂肪細

胞は生理活性物質を産生・分泌する重要な末梢組織の一つであり、脂肪細胞への直接的な薬物の作

用について検討した研究は少ない。脂肪細胞は、成熟すると善玉アディポカインと呼ばれるレプチ

ンやアディポネクチンを産生・分泌する。一方で、脂肪細胞が肥大化するとアディポカインの分泌

は抑制され、悪玉アディポカインと言われる炎症性サイトカインの MCP-1 や IL-6 が産生・分泌さ

れる。これらの産生・分泌によってインスリン抵抗性が惹起され、肥満への悪循環サイクルが誘導

される。本研究では、末梢組織である脂肪細胞における摂食調節因子であるアディポカイン、特に

レプチンに焦点を当て、その分泌・産生の機序を探索するとともに、代謝異常を発現しやすい薬物

を脂肪細胞に直接的に曝露することによる影響を検討した。 

第一章では、レプチンの分泌および mRNA 発現におけるグルコースとインスリンの影響につい

て検討した。その結果、3T3-L1 細胞においてインスリンは cAMP を介してレプチンの分泌および

mRNA発現を制御していることを見出した。アドレナリンはインスリンによるレプチンの分泌を抑

制し、レプチンの分泌にはアデニル酸シクラーゼの活性化が関与していることを見出した。したが

って、グルコースはアデニル酸シクラーゼを阻害するため、細胞内の cAMP濃度を低下させること

によりレプチンを分泌させること、レプチンの分泌は、種々の機序により相互に関連しあって調節

されていることが示唆された。 

第二章では、アディポカインの分泌および mRNA 発現における SGAs の影響について検討した。

その結果、体重増加を惹起しやすいクロザピンは、アディポカインの分泌および mRNA 発現を抑

制し、特にレプチンの分泌抑制が顕著に認められた。この作用がヒスタミン H1やセロトニン 5-HT2C

受容体を介するかどうか検討した。選択的セロトニン 5-HT2C 受容体拮抗薬はレプチンの分泌を抑

制し、クロザピンと併用するとその分泌抑制は増強された。クロザピンは脂肪滴蓄積を増加させた

が、その増加作用はいずれの受容体の作動薬や拮抗薬にも影響されなかった。したがって、クロザ

ピンによるレプチンの分泌抑制はセロトニン 5-HT2C 受容体を一部介して発現している可能性があ

るが、脂肪滴蓄積には関与していないことが示唆された。しかし、ヒスタミン H1 やセロトニン

5-HT2C受容体は、アデニル酸シクラーゼを介さないことから、レプチンの分泌および mRNA 発現

には、多様な制御機序が存在することが推測される。 

本研究では様々な疾患の基盤となる肥満に直接的に関連するアディポカインのうち、レプチンに

注目した。本研究で得られた結果は、代謝系の副作用を有する医薬品に対する新しい予防や治療薬

の開発ばかりでなく、肥満に関連した疾患、特に糖尿病や心血管疾患の発症および進展を予防する

治療薬の開発に繋がるものと思われる。 
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