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緒　言

　1998 年，当時オーファン受容体であった APJ 受容体
の内因性リガンドとして，アペリン（Apelin；APJ en-
dogenous ligand）が同定された（Tatemoto ら，1998）。
アペリンは 77 アミノ酸残基の前駆体タンパク質からな
る生理活性ペプチドで，C 末端側に生理活性部位が存在
することが知られおり，これらのアミノ酸配列は多くの

種でよく保存されている。また，複数のプロセッシン
グ部位を持つため，C 末端側の 36 のアミノ酸から構成
される Apelin-36 や，17 のアミノ酸からなる Apelin-17，
-15，-13，-12 など様々なアイソフォームが確認されて
いるが，多くは Apelin-36 と Apelin-17，Apelin-13 の形
で存在している。アペリンはその受容体の構造がアンジ
オテンシン受容体と類似している（40 ～ 50％程度の相
同性を持つ）ことから，水の代謝との関連が注目されて
きた。これまでにラットでの研究がいくつか報告されて
おり，多くはアペリンが飲水量を増加させる（Lee ら，
2000；Taheri ら，2002）という報告であるが，アペリ
ン投与によって飲水量が減少するといった報告（Clarke
ら，2009）や，飲水量は変化しないという報告（Mitra
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ら，2006），あるいは絶水刺激によって血中のアペリン
濃度が低下するという報告（De Mota ら，2004）など，
様々な研究結果が報告されており明確な結論には至って
いない。また，反芻動物を対象とした研究では，ヤギに
おける絶水下での採食によって血漿中アペリン濃度が上
昇することや（Sato ら，2012），ヒツジへの頸静脈内ア
ペリン投与によってアルギニンバソプレッシン（AVP；
抗利尿ホルモン）や副腎皮質刺激ホルモン（ACTH），
コルチゾールといったストレス応答に関連するホルモン
の分泌が促進されることが報告されており（Charles ら，
2006），反芻動物においてもアペリンが水分代謝やスト
レス応答において重要な役割を担っている可能性が示唆
されている。
　筆者らはこれまでの研究からヒツジへの頸静脈内ア
ペリン投与によって成長ホルモン（GH）やインスリン
の分泌が促進されることを明らかにしており（Sato ら，
2012），アペリンによる内分泌ホルモン分泌調節作用に
着目して研究を行なってきた。これらの内分泌ホルモ
ンのうち，ヤギへの頸静脈内 AVP 投与によって ACTH
や GH 分泌が促進されることや（Katoh ら，2005），ヒ
ツジへの AVP 投与によってインスリン分泌が促進され
ることが報告されている（Mineo ら，1997）。これらの
ことから，反芻動物における内分泌ホルモン調節にお
いて AVP が重要な因子として働くことが明らかになっ
ており，アペリンによるインスリン分泌促進作用は，
AVP 分泌が増加することによって誘導される可能性が
考えられる。
　AVP の受容体には V1a，V1b および V2 受容体の存
在が確認されている。V1a 受容体は血管平滑筋や肝臓，
副腎，腎臓などに，V1b 受容体は下垂体前葉や膵臓な
どに発現し，V2 受容体は主に腎臓に発現していること
から，内分泌調節には V1a および V1b 受容体の関与が
考えられる。そこで本研究では，アペリンによるインス
リン分泌促進作用が AVP 分泌の増加に起因した反応で
ある可能性を検討するため，ヒツジへのアペリン投与試
験および AVP 受容体（V1a および V1b）遮断薬の事前
投与試験を行なった。

材料および方法
　
　本研究における動物実験は，東北大学動物実験委員会
の承認を得て実施した。

１．供試動物
　供試動物として雑種ヒツジ（去勢雄，7 ヵ月齢，28.3±
2.7kg）を６頭用いた。木製スタンチョンを取り付けた

ケージで飼育し，飼料は維持要求量のヘイキューブを１
日１回（16：00）給餌，水と鉱塩は自由摂取とした。
　
２．試験区の設定と血液サンプリング
　本試験では，①生理的食塩水（生食）＋生食投与区，
②生食＋アペリン投与区，③ AVP 受容体遮断薬＋生
食投与区，④ AVP 受容体遮断薬＋アペリン投与区の 4
つの試験区を設けた。投与試薬は，アペリン（[Pyr1]- 
apelin-13，ペプチド研究所，大阪，日本）と AVP 受容体
遮断薬（V1a 受容体遮断薬：（d（CH2）51,Tyr（Me）2,Arg8）
-Vasopressin，V1b 受容体遮断薬：（Deamino-Pen1,Tyr

（Me）2,Arg8）-Vasopressin，ともに Bachem，スイス）
を用いた。アペリンの投与量は Charles ら（2006）およ
び Sato ら（2012）の報告に従い 1 頭あたり 500μg と
し，AVP 受容体遮断薬は V1a と V1b の受容体遮断薬
をそれぞれ体重 1kg あたり 10μg ずつ混合した。試験
前日に頸静脈カテーテルを留置し，試験当日の 10:00 か
ら 13:15 までの 195 分間，15 分間隔で合計 14 回の血液
サンプリングを行った。この時，11：00（サンプリング
開始から 60 分後）の採血直後に生食または AVP 受容
体遮断薬を投与し，11:15（サンプリング開始から 75 分
後）の採血直後に生食またはアペリンを投与した。採取
した血液はヘパリン（10unit/ml 血液）の入ったチュー
ブに移し，遠心分離（10,000×g，4℃，15 分間）して血
漿を採取した。血漿サンプルは測定まで -20℃で保存し
た。試験計画は 6 頭のヒツジを 3 頭ずつの 2 グループに
分け，2 群 ×4 期のクロスオーバー試験法を用い，1 週
間以上のウォッシュアウト期間を設けてサンプリング
を行った。全てのサンプリング終了後，血漿中の AVP，
インスリンおよびグルコース濃度を測定した。AVP お
よびインスリン濃度はラジオイムノアッセイ法（Sato
ら，2012）を用いて測定し，グルコース濃度の測定には，
グルコース C Ⅱ - テストワコー（和光純薬工業，大阪，
日本）を用いた。

３．データ解析
　全ての測定値は平均値 ± 標準誤差で示した。統計処
理は重複測定二元配置分散分析法を用いて，試験区と投
与後時間の間の交互作用の有無を解析した。試験区間の
有意差検定には Tukey の多重比較検定を用いた。危険
率 0.05 未満を有意差有りとし，危険率 0.1 未満を傾向有
りとした。統計解析は Mac 統計解析 Ver.2.0（株式会社
エスミ，東京，日本）を用いて行なった。
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アペリンによるインスリン調節

結　果

１．AVP濃度の変動
　生食＋生食投与区の AVP 濃度において，投与前後で
有意な変動は見られなかった（基礎値（サンプリング
開始 60 分後の値）：4.29±1.79 pg/ml，投与 15 分後：
1.63±0.44 pg/ml，P=0.179）。生食＋アペリン投与区の
AVP 濃度は，アペリン投与 15 分後の値（28.85±12.81 
pg/ml）が基礎値（2.63±1.01 pg/ml）に対して上昇す
る傾向が見られた（P=0.091）。なお，AVP 濃度測定
に用いた抗体が AVP 受容体遮断薬と反応してしまい，
AVP 受容体遮断薬投与区の AVP 濃度は測定できなかっ
た。

２．インスリン濃度の変動
　図 1 に血漿中インスリン濃度の変動（a）とアペリン
または生食投与後 60 分間の分泌増加量（Incremental 

area）（b）を示す。インスリン濃度の変動では，重複測
定二元配置分散分析の結果，試験区 × 時間の間に交互
作用は認められず，試験区間に有意差が認められた（試
験区：P<0.001，時間：P=0.247，試験区 × 時間：P ＝ 0.189）。
分泌増加量では，生食＋アペリン投与区の値が他の試験
区の値と比べて有意に高い値となった（P<0.001）。

３．グルコース濃度の変動
　図 2 に血漿中グルコース濃度の変動（a）とアペリン
または生食投与後 60 分間の分泌増加量（Incremental 
area）（b）を示す。グルコース濃度の変動では，重複測
定二元配置分散分析の結果，試験区 × 投与後時間の間
に交互作用は認められず，投与後時間に有意差が認めら
れた（試験区：P=0.438，時間：P=0.002，試験区 × 時間：
P=0.999）。また，分泌増加量には試験区間に有意な差は
見られなかった（P=0.556）。

図 1　AVP 受容体受容体遮断薬（antagonist）およびアペリン
投与による血漿中インスリン濃度変動（a）とアペリンまたは生
理的食塩水投与後 60 分間の分泌増加量 (Incremental area)（b）
　サンプリング開始 60 分後に生食あるいは AVP 受容体遮断
薬（antagonist）を投与し，その 15 分後に生食あるいはアペ
リンを投与した。全ての値は平均値 ± 標準誤差を示している。
異なるアルファベット（a，b）は試験区間に有意差があること
を示す（Tukey の多重比較検定）。

図 2　AVP 受容体遮断薬（antagonist）およびアペリン投与に
よる血漿中グルコース濃度変動（a）とアペリンまたは生理的
食塩水投与後 60 分間の分泌増加量 (Incremental area)（b）
　サンプリング開始 60 分後に生食あるいは AVP 受容体遮断
薬（antagonist）を投与し，その 15 分後に生食あるいはアペ
リンを投与した。全ての値は平均値 ± 標準誤差を示している。

（a）

（b） （b）

（a）
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考　察

　アペリンとインスリンに関する研究では，2 型糖尿病
患者やインスリン抵抗性を示す動物において血中アペリ
ン濃度が高いことや（Li ら，2006），マウスにおいてア
ペリンの静脈内投与がインスリン分泌を阻害する作用が
明らかになっている（Maria ら，2005）。これらの報告
に対して，ヒツジでは頸静脈内アペリン投与によって
インスリン分泌が促進されることが明らかになってお
り（Sato ら，2012），アペリンによるインスリン分泌調
節作用には種差がある可能性が考えられる。本研究にお
いても，生食＋アペリン投与区のインスリン分泌増加量

（Incremental area）が他の試験区に比べて有意に高い
値を示した（図 1（b））ことから，ヒツジへのアペリン
投与がインスリン分泌を促進する可能性が改めて示唆さ
れた。
　また，マウスにおけるアペリンによる血糖値への影響
について，Dray ら（2008）は静脈内投与によって，ま
た Duparc ら（2011）は低濃度の中枢投与によって，血
糖値が減少することを報告している。これらに対し，
Sato ら（2012）が行った研究では，ヒツジへの頸静脈
内アペリン投与によって血中のグルコース濃度がわず
かに上昇する傾向が報告されているが，これは投与か
ら 45 分後の値であり，直接的な作用ではないと考えら
れている。本研究では，アペリンの投与によって血中グ
ルコース濃度に有意な変動は見られなかった（図 2（a）
および（b））。この結果は，マウスにおけるこれまでの
報告とは異なり，アペリンによるグルコース調節作用に
は種差があることが示唆された。また，本試験ではアペ
リン投与によってインスリン分泌が促進される結果が得
られているが，グルコース濃度を低下させるほどの上
昇ではなかった可能性が考えられる。Suzuki ら（2012）
が行ったヒツジへの頸静脈内ケメリン投与試験では，高
濃度のケメリン投与によって血漿中インスリン濃度が
3.24 ng/ml 程度まで上昇し，血漿中のグルコース濃度
が有意に減少することが報告されている。一方で，低濃
度のケメリン投与では血漿中インスリン濃度が 2.69 ng/
ml 程度まで上昇したが，グルコース濃度に有意な減少
は見られていない （Suzuki ら，2012）。本試験において，
アペリンの投与によって上昇したインスリン濃度の最高
値は 1.25 ng/ml であり，グルコース濃度を減少させる
ほどの上昇ではなかった可能性が考えられる。
　インスリン分泌は様々なホルモンによって調節されて
いるが，下垂体後葉から分泌される AVP による調節作
用が明らかになっている。AVP は抗利尿ホルモンとし

て体内の水分代謝を調節する作用が知られているが，反
芻動物では GH 分泌を促進する作用が報告されているな
ど（Katoh ら，2005），内分泌ホルモンの調節作用も明
らかになっている。マウスにおける研究では AVP によ
るインスリン分泌促進作用が確認されており，この作用
が特にランゲルハンス島に発現する V1b 受容体を介す
る作用であることが明らかになっている（Oshikawa ら，
2004）。また，反芻動物における AVP によるインスリ
ン分泌調節作用についても，いくつかの研究結果が報
告されている。Wallin ら（1989）が行なった研究では，
胎児ヒツジでは AVP はインスリン分泌に影響を与えな
いが，新生児ヒツジでは微量ながらインスリン分泌を増
加させる効果が確認されている。また，Mineo ら（1997）
は，1 ～ 2 歳のヒツジでは頸静脈内 AVP 投与によって
インスリン分泌が顕著に促進される効果を明らかにして
いる。一方で，Roh ら（2014）の報告ではヤギへの頸静
脈内 AVP 投与はインスリン分泌を刺激しないことが明
らかになっており，反芻動物の中でも種や月齢の違いに
よって反応が異なる可能性が考えられる。
　反芻動物におけるアペリンによる内分泌ホルモン調節
作用として，ヒツジへのアペリン投与による，ACTH
および GH 分泌促進作用は，AVP 受容体遮断薬の事前
投与によってアペリンによる分泌促進作用が抑制される
効果が報告されているが（佐藤ら，2011），下垂体の組
織培養あるいは下垂体前葉細胞を用いた研究では，アペ
リンが直接下垂体に作用してこれらのホルモン分泌を
促進することが明らかになっており（佐藤ら，2011），
AVP の分泌増加を介した作用と下垂体への直接作用の
2 つの作用機構の可能性が示唆されている。
　本研究結果では，ヒツジへの頸静脈内アペリン投与に
よって AVP とインスリンの分泌が促進されることが確
認され，AVP 受容体受容体遮断薬の事前投与によって
アペリンによるインスリン分泌促進作用が抑制されるこ
とが明らかになった。これまでの報告と本研究成果か
ら，ヒツジにおけるアペリンのインスリン分泌促進作用
は AVP 分泌が促進されることを介した反応である可能
性が示唆された。今後は本研究結果をもとに，反芻家畜
のストレス管理と生産性の新たな指標としてアペリンを
活用した飼養管理方法の検討を進める。
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