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序章



動物は、内部環境や外部環境の変化 に応 じて巧妙に体内の代謝回転を変化 させてホメオ

スタシスを保持 している。生命活動において重要な食餌条件 も外的環境因子の一つであ り、

例えばエネルギー摂取量が激減する絶食状態においてはエネル ギー消費量を減少させると

いったよ うに代謝を変動させている。 このよ うな動物の代謝調節には、シグナル因子 とし

てのホルモンの作用が重要な役割 を果た しているとい うことは周知の通 りである。特にイ

ンスリンは、細胞内への糖の取 り込みや利用、グリコーゲン、脂肪、タンパク質合成の促

進など動物において同化作用を持 ち、動物の代謝制御 に重要なホルモンの一つである。近

年、イ ンス リンの作用発現機構 として細胞内情報伝達経路の解析が盛んに行われてお り、

徐 々にその全貌が姿 を現 しつっある。一方、栄養素もインス リンなどのホルモンと同様に、

食餌条件の重要なシグナル因子であ り、それ 自体が細胞内情報伝達経路に作用 して代謝調

節することが知 られている。 したがって、食餌条件に応答 した動物の代謝制御機構 を分子

レベルで理解す る上で、インス リンな どのホルモ ンと栄養素の細胞内情報伝達経路におけ

る相互作用 を解析することは極 めて重要である。

本研究ではタンパク質栄養 に注 目し、インス リンとア ミノ酸の相互作用機構 とインス リ

ン作用発現におけるタンパ ク質栄養状態の影響 を明 らかにすることを目的 とした。

最初 に、これまでに明 らかになっているイ ンス リンについてその生理作用、作用発現に

おける情報伝達経路お よびその伝達系の機能不全 により起 こるイ ンス リン抵抗性、ア ミノ

酸が関与する細胞内情報伝達経路に関 して概説す る。

1:イ ンス リンとその生理作用

インス リンは、膵臓摘出犬が重篤な糖尿病を発症す るとい う現象を発端に発見された、

分子量5,800程 度のペプチ ドホルモンであり、21個 のア ミノ酸か ら成るA鎖 と30個 のア

ミノ酸か ら成 るB鎖 がジスル フィ ド結合 によって結合 した構造 を持っている(Hadley, M.

E., 2000)。 その合成 は膵臓のLangerhans島 のβ細胞 において、32個 のア ミノ酸か ら成る

C-ペ プチ ドが結合 したプロイ ンス リンを経て産生 され、摂食等によって生体に取 り込まれ

た糖やアミノ酸 に応答 して血 中へ分泌 され る。分泌 されたインス リンは、endocrine様 式

で標的組織 に作用す るが、血中では遊離型で存在 し、その半減期は ヒ トで約5分 と非常に

短い。

インス リンの生理作用 として主要なものは、糖代謝の制御である。すなわち、骨格筋や

脂肪組織 といった末梢組織でのグル コースの取 り込みを増加 させ ると共に肝臓におけるグ
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ル コース産 生を抑制 す る ことで、血糖値 の恒常性 を保つ。この よ うな糖代 謝 の制御 に加 え、

ア ミノ酸 ・K+の 取 り込み促 進 、イ ンス リンに よ り活性 化 され る酵 素や トラ ンス ポ-タ-

を コー ドしてい る遺伝子 の転 写促 進お よび抑制 、 グ リコー ゲ ン ・脂 質 ・タンパ ク質 の合成

促進 ま たは分解 抑 制 と多岐 に渡 ってい る。 各標 的組織 にお ける主 なイ ンス リンの生理 作用

を見 る と次 の よ うで ある。肝 臓 では、glycogen synthaseやglucokinaseの 活性化 お よび

phosphoenolpyruvate carboxykinase(PEPCK)の 抑制 がお こ り、主 として グ リコ-ゲ ン合

成促 進 お よび分解 抑制 や解糖 系 の活性 化 お よび糖新 生の抑制 が な され、 グル コース産 生 を

抑 制す る。 骨格 筋 では、糖 やア ミノ酸の取 り込み が促 進 して タンパ ク質合成 が促 進す る。

また、解糖 お よびTCA回 路 が活性化 し、生命 活動 に必要 なエネル ギ-産 生 を増 す。脂肪

組織 で は、糖 の取 り込 みが促進 し、acetyl-CoA carboxylase、 fatty acid synthase(FAS)お

よびglycerol-3-phosphate dehydrogenaseな どが活性 化 され るこ とに よ り脂質 の合成促

進 お よび分解抑 制 が な され る。

では次に、これ らの生理作用の各々がどのよ うな細胞内情報伝達経路を介 して発現する

のか、現時点までに明 らかになっている知見を述べる。

2:イ ンス リンの作用機構

インス リン作用発現 に至 るまでの分子メカニズムの解明は近年 目覚 しい進展 を遂げてい

るが、未知の部分は多い。 これまでに確立 されているインス リンの細胞内情報伝達経路の

大筋をFig. 0-1に 示す。すなわち、イ ンスリンが細胞膜上のレセプター と結合す ることに

よ りチロシンキナーゼ活性が上昇 し、その細胞内基質であるinsulin receptor substrate

(IRS)フ ァ ミリーやShcな どがチ ロシ ン リン酸化 され 、その細胞内基質 に様々なSrc

homology 2(SH2)ド メイ ンを持つタンパ ク質が結合 し、その下流のセ リン/スレオニンリン

酸化 ・脱 リン酸化カスケー ドの活性化が次々 と起 こり、最終的にインス リンの生理作用を

担 う酵素の遺伝子発現および活性の調節に至 り、代謝調節や細胞増殖 といったインス リン

特有の生理作用が発現する。 このよ うに、インス リン情報伝達は他の増殖因子の情報伝達

と同様にそのレセプターチロシンキナーゼの活性化を端緒 とす るが、SH2ド メインを持つ

タンパク質の他に、イ ンス リン レセプター特異的な細胞内基質の結合が重要な役割 を果た

している。

ここでは、本研究で取 り上げたインス リン情報伝達因子 として、インス リンレセプター

(IR)、 その 主 な基質 で あるIRSフ ァ ミ リー タンパ ク質、 その下流 のPI3キ ナーゼ
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/PKB/p70S6キ ナ ー ゼ カ ス ケー ドの うちAkt/PKB、MAPキ ナ ーゼ カス ケ ー ドの うち

ERK1/2に 関 して簡単 に述 べ るこ とにす る。

(1)IRの 構造とその機能

IRは 細 胞膜 に存在 しす る糖 タンパ ク質

であ り、そ の構造 は右 図の よ うな構造 を と

ってい る(Kahn, C.R.,1994)。 イ ンス リン

がαサブユ ニ ッ トに結合 す る と レセ プター

の コ ンフォ メー シ ョンの変化 が起 き、βサ

ブユニ ッ トのチ ロシンキナーゼ 活性 領 域 が

刺激 され る。 これ によ りATPか らチ ロシ

ン残 基へ の リン酸 の転移 によ る 自己 リン酸

化 が起 こ り、 レセプ ターチ ロシ ンキナーゼ

活性 調節 や レセ プ ター基質 との結合調 節 が行 われ る。 βサブユ ニ ッ トのチ ロシン残 基 の リ

ン酸化 は、イ ンス リンがヘテ ロ四量 体の一 方 に結合す る と、イ ンス リンの結合 してい ない

trans側 の βサ ブ ユ ニ ッ ト の チ ロ シ ン 残 基 が リ ン 酸 化 さ れ る と い う

trans-autophosphorylation方 式 を とってい る。

以上 の よ うなIRの 自己 リン酸化 に よる レセ プ ター チ ロシ ンキナーゼ の活性 調節 の他 に、

βサブユ ニ ッ トのセ リン/ス レオニ ンの リン酸化 に よる活性調 節機構 の存在 も知 られて い る。

βサ ブユニ ッ トのセ リン/ス レオニ ン残基 の リン酸化 が増加 す る と レセ プタ－チ ロシンキナ

－ ゼ活性 が低 下 し
、 そのセ リン/ス レオニ ン リン酸化 にはPKCの 活性化 が 関与 してい ると

い う報告 は数多 くあ り(Bollag, G.E.et a1,1986、Takayama,S.et al,1988、Karasik,A.et

al, 1990、 Anderson, C.M.et al,1991、Chin,J.E.et al,1993、Berti,L.et al,1994)、 そ

の 関与 は明 らかで あるが、数種 類 もあ る中の どのPKCisofbrmが 重要 で あるか、βサブユ

ニ ッ トの どのセ リン/ス レオ ニ ン残 基 が レセ プ ターチ ロシ ンキナーゼ 活1生制御 に関わ って

い るか等 、未解決 な部 分は多 い。

(2)IRSフ ァ ミリータンパク質の構造 とその機能

IRSフ ァ ミリー タ ンパ ク質 は、IRチ ロシ ンキナ ーゼ の最 も主要 な基質 であ る。これ まで

に哺乳類 のIRSタ ンパ ク質 は、少 な くともIRS-1、IRS-2、IRS-3(pp60)お よびIRS-4の4
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つ のisoformが 知 られ て い る(White, M. E, 1998、Lavan, B. E. et al, 1997a、Lavan, B. E.

et al, 1997b、Fantin, V. R. et al, 1999、Bruks, D. J.et al, 2001)。IRS-1とIRS-2は 、例

え ばIRS-2は 骨 格 筋 や 脂 肪 組 織 で 少 な い とい っ た よ うに発 現 の比 率 に差 は あ る もの の 、多

くの組 織 に分 布 して い る。 一 方 、IRS-3は 脂 肪 組 織 特 異 的 に 、IRS-4は 骨 格 筋 、肝 臓 、 心

臓 、精 巣 お よび 脳 で の発 現 が 確 認 され て い る が 、 そ の存 在 量 は低 い 。 この よ うな組 織 分 布

か ら、主 と してIRS-1,-2が イ ン

ス リン作 用 に重 要で あ る とされ て い るの で、

ここで はIRS-1とIRS-2を 中心 に述 べ る。

IRS-1,-2は 相 同性 が 高 く、右 図 の よ うな

似 通 った構 造 を とってお り、情 報伝達 系 に

おけ るdocking proteinと して働 いてい る

(戸部 一 之,門 脇 孝1997)。IRS-1は 、肝

PH:,blekstrim homelegr demain, PTB:phasp hotytosme binding domain
KRLB:kinae regulatory leop binding domain

○=PI3-kinase bimdinng site○=Grb2bieding site○=SHP2 binding site

細 胞でイ ンス リン刺激 によ り素早 くチ ロシ ン リン酸化 され る分子質 量約185kDaの タ ン

パ ク質(pp185)と して発見 され、IR基 質 として最 初 にク ロー ニン グ され た(White, M. F. et

al, 1985、Sun,X. J. et al, 1991)。22箇 所 のチ ロシ ン リン酸化 可能 剖 立を持 ち、そ の うち

の数箇所 はYMXM配 列やYXXM配 列 内に存在 し、その配列 内の チ ロシ ン残基 が リン酸 化

され る と、SH2ド メイ ン含有 タンパ ク質 であ るPI3キ ナーゼやGrb2な どと結合 してIR

か らの シ グナル を下流 へ伝 え る。cDNAか ら期 待 され るIRS-1の 分子質 量 は約131kDa

で あるの に対 し、SDS-PAGEで は160-180kDaに 検 出 され る ことか ら、IRS-1の 分 子内

には チ ロシ ン リン酸化 部位 の他 に多数 のセ リン/ス レオ ニ ン リン酸化 部位 を持 つ こ とが示

され、 それ らはPKA、PKC、casein kinase II、cdc2 kinaseお よびMAPキ ナーゼ 等の

セ リン/ス レオ ニ ンキナーゼ の作用部位 で あ るこ とが明 らかにな ってい る。IRS-1の セ リン

/ス レオニ ン リン酸化 の増加 を引 き起 こす 因子 として、tumor necrosis factorα(TNFα)な

どの サ イ トカ イ ン、 ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 、 オ カ ダ 酸 、PDGF、hyperglycemiaお よび

hyperinsuhnemiaが 挙 げ られ る(Zick, Y. et al, 2001、Sykiotis, G. P. et al, 2001)。 このセ

リン/ス レオ ニ ン残基 の リン酸化 の増加 お よび それ に伴 い起 こるIRS-1の 分解 がイ ンス リ

ン抵抗性 に関与す ると考 え られ てい る。IRS-1の 分解 には、ユ ビキチ ン・プ ロテ ア ソー ム系

が関与 してい る と考 え られ てお り、PI3キ ナーゼIAkt/mTOR経 路の 関与 が考 え られ てい

る(Sun, X. J. et al, 1999、Haruta, T. et al, 2000、Pederson, TM. et al, 2001、Takano, A.

et al, 2001)。 さらに、イ ンス リンに よ り発せ られ たチ ロシ ンキナーゼ シグナル によって活
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性化 したセ リン/スレオニンキナーゼによる相反す る制御機構 も明らかにな りつつあ り、現

在、IRS-1の セ リン/スレオニンリン酸化を引き起 こすメカニズムの解析 は、インス リン抵

抗性 を中心とした糖尿病研 究において注 目度が高い。後述のインス リン抵抗性のセクシ ョ

ンで さらに詳 しく述べることにする。

IRS-2は 、 もとも とinterleukin 4 (IL-4) に よ りチ ロシン リン酸化 され るタ ンパ ク質 で あ

るIL-4 receptor phosphotyrosine substrate (4PS) と呼ばれ 、IL-4と 同様 にイ ンス リンや

IGF-1で もチ ロシ ン リン酸化 が起 こるがIRS-1と は異 なる基質 と してそ の存 在は明 らか に

なっていた (Wang, L. -M. et al, 1993、Arald, E. et al, 1994)。 続 いて作成 されたIRS-1ノ

ックア ウ トマ ウス の解 析 に よ り、IRS-1を 代償 す るチ ロシ ン リン酸 化 タ ンパ ク質 と して

IRS-2と 称 され るよ うに なった (Sun, X. J. et al, 1995)。IRS-2もIRS-1と 同様 に多数 のセ

リン/ス レオニ ンの リン酸 化 に よ り機能 が調節 され てい る と考 え られ てい るが、その分解 は

IRS-1よ り迅速 には行 われ ない。 また、IRS-2の 分解 はユ ビキチ ンープ ロテ ア ソーム系 に よ

って分解 され るか ど うか も不 明で あ り (Sun, X. J. et al, 1999、Pederson, T. M. et al, 2001、

Takano, A. et al, 2001、Rui,L．et al, 2001a)、IRS-2量 の調節 にはmRNAレ ベ ルの制御

も関与 してい る との報告(Zhang, J. et al, 2001)か らも、IRS-2の 制御 はIRS-1と は異 な る

と考 え られ てい る。 また、 ノ ックア ウ トマ ウス を用い た解析 か らも、IRS-1とIRS-2の 機

能 の差 が明 らか にな ってきてい る。IRS-1は 骨格 筋 では最 も重要 なisoformで あ るのに対

し、IRS-2は 、肝臓 、骨格 筋お よび脂肪 組織 の全 てに影響 を及 ぼ してい る と考 え られ てい

る。特 に、IRS-2ノ ックア ウ トマ ウスでは、肝臓 で のイ ンス リン抵 抗性や膵 β細胞 の増殖不

全 お よび そのイ ンス リン分 泌 の低 下 が起 こ り、II型 糖尿病 を呈す る ことか ら、IRS-2の 糖

代 謝 にお け る重 要性 が認 識 され てい る。IRS-1,-2の 各 ノ ック ア ウ トマ ウスの表 現 型 を

Table. 0-1に ま とめ た(Tamemoto, H. et al, 1994、Withers, D. J. et al, 1998、Bruks, D. J.

et al, 2001)。

さ らに、IRS-1,-2は 成長 ホルモ ン(GH)、 interleukin-4,-9,-13お よびinterferon-γ 等 の

情報伝 達 系 に も リン クす る基質 で あ るこ とも報告 され て い る(Argestsinger, L. S. et al,

1995、1996)。GHは 、GHの 欠 乏 した状態 ではイ ンス リン様 作用 を示す が、 それはGH

レセ プ ター を介 したJAK2の 活性化 に よ り誘 導 されたIRS-1の チ ロシン リン酸化 に よる と

い うこ とが示 され た(Thirone, A. C. P et al, 1998)。 逆 にGHの 過剰 はイ ンス リン抵抗性 の

発症 に関 与す る と考 え られ てお り、GHの トラ ンス ジ ェニ ックマ ウス にお いて は、IR、

IRS-1お よびPI3キ ナーゼ のイ ンス リンに よる活 性化 が抑制 され るこ とが明 らかにな って
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い る(Dominici, F. P. et al, 1999)。 この よ うに、GHな どの ホル モ ンや サイ トカイ ン とイ ン

ス リンがIRS-1, -2を 介 して相 互作 用 して い る と考 え られ る。

(3)Akt/PKB

Akt/PKBはAkt1/PKBα 、Akt2∠PKBβ

お よびAkt3/PKBγ と3つ のisoformを 有 し、

イ ンス リン情報伝 達経 路 にお いてPI3キ ナ

ー ゼ の 下流 に位 置す るセ リン/ス レオ ニ ン

キナーゼ で ある(Kandel, E. S. et al, 1999)。

次 頁の 図中のPHド メイ ンが 、PI3キ ナー

ゼ 産物 のphophatidylinositol

PH : pleckstu homobgy demaim, Catlytic : catalytir domain

Regul.:regula tiry domain

Akt2の リ ン 酸 化 部 位:Thr3e8, Ser474

Akt3の リ ン 酸 化 部 位:Thr302, Ser472

3, 4, 5-triphospate[PI(3, 4, 5)P3]に 結合す る ことによ り細 胞膜へ移 行す る。 この際同様 に、

PI(3, 4, 5)P3で 細胞 膜へ の移行 と活性 化 が起 こる3-phosphoinositide-dependent protein

kinase-1(PDK)に よってAkt/PKBのThr308とSer473が リン酸化 され るこ とに よ り活性

化 され る。 これ ら3つ のisoformの 発現 様 式 は、 哺乳類 にお い ては普 遍 的 で あ るが 、

Akt2/PKBβ は 中で も骨 格筋 、心臓 お よび肝臓 とい ったイ ンス リンの標 的組織 で高発 現 して

い る。 イ ンス リン作用発 現 にお けるAkt/PKBの 主な役 割 と して は、下記 の よ うな ものが

挙 げ られ る。

・遺伝子 の転 写制御

FKHR、FKHRLI、AFXと い った転写 因子 を直接 リン酸化 す ることによ り転 写活性

化能 を抑制 し、 イ ンス リンに よ り抑制 され るIGFBP-1遺 伝子 な どの転 写制御 に関与 して

い るこ とが明 らかに なってい る(Cichy, S. B. et al, 1998、Guo, S. et al, 1999、Rena, G. et

al, 1999、Nakae, J. et al, 1999、Brunet, A. et al, 1999、Kops, G. J. P. L. et al, 1999、Tang,

E. D., 1999)。

・タンパ ク質合成 の促進

翻訳制御 因子 であ る4E-BP1やp70S6キ ナーゼ の活 性化 に重要 であ る。これ らの活性化

にはmTORの 関与 も示 され てお り、イ ンス リンに よ り活1生化 され たAkt/PKBがmTOR

を活性化 して4E-BP1やp70S6キ ナー ゼの リン酸化 お よび活性化 が起 こる とい う報 告 があ

るが、イ ンス リンに よるこの2つ の因子 の リン酸化 お よび活性化 にmTORが 必須 で あ る

か ど うかは まだ明確 にな っていな い(Scott, PH. et al, 1998、Shah, O. J. et al, 2000、
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Raught, B., et al,2001)。

・糖代謝

GSK3を 直 接 リン酸 化 す る こ とに よ りそ の活 性 を抑 制 し、glycogen synthaseの 活 性 化

す る こ とが 明 らか に な って い る(Cross, D. A,1995)。 ま た 、糖 の 取 り込 み へ の 関 与 も示 さ

れ て い るが 、そ の 関 与 の程 度 は 明 らか に な っ て い な い(Kohn, A. D. et al,1996、Cong, L. N.

et al,1997、Tanti, J. F.et al,1997、Kitamura, T.et al,1998、Hi1l, M. M. et al,1999)。

(4)ERK1/2

ERK1/2は イ ンス リンや そ の他 の増殖 因子 に よって活性化 され るが、イ ンス リンに関 し

ては、レセ プ ター チ ロシ ンキナ ーゼ に よ り リン酸化 され たShcま た はIRSがGrb2と 結合

し、そのGrb2に 結合 してい るGDP-GTP交 換 反応促 進因子 で あ るSosがRasを 活性化 し、

引 き続 いてRaf(MAPKKK)、MEK(MAPKK)、ERK1/2(MAPK)の 順 で活性 化 され る。活

性化 され たERK1/2は 細胞 質 か ら核 内へ 移行 し、様 々な転 写因子 を リン酸化す るこ とに よ

り遺伝 子 の転写 を制御 してお り、イ ンス リン作用 の うち細胞増 殖 に重 要な役割 を して い る

(Avruch, J., 1998)。 上記古典 的MAPキ ナーゼ カ スケー ドに加 え、UVや 高浸透圧 等 の細

胞 ス トレスに応 答 して活性 化 され るJNK/SAPKやp38と い った新 規MAPキ ナーゼ カス

ケー ドも同定 され てい る。 この うち、JNK/SAPKがIRS-1のSer307の リン酸化 を し、イ

ンス リン抵抗性 を促 進す るこ とが最 近報告 され た(Aguirre, V. et al,2000)。

3:イ ンス リン抵抗性

糖尿病はイ ンス リンが正常に機能 しないことによる代謝機能障害 により発症する病気で

あ り、その患者数 は、現在我が国において約700万 人、その予備軍も入れ ると1300万 人

以上 と推定 され、その数は増加の一途 をたどっている。糖尿病 には1型 とII型があるが、

糖尿病の90%以 上をII型 が占めている。イ ンス リン抵抗性は、インス リン作用の伝達障害

によって起 こるインス リン感受性の低下であ り、II型 糖尿病の原因である。

このようなインス リン情報伝達系の機能不全は、血中で循環 しているグル コース、イ ン

ス リン、遊離脂肪酸および様 々なサイ トカイ ンの濃度の上昇 といった代謝異常 と共に遺伝

的素因によっても引き起 こされることが知 られている。また、それは伝達系の様々な段階

で起こ り、IRキ ナーゼ活性、IRS-1,-2の 量お よびイ ンス リン依存性チ ロシンリン酸化、

PI3キ ナーゼ活1生、GLUT4のtranslocation、 各代謝調節酵素の活性等の減少が知 られて
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い るが 、その分子 メカ ニズムは まだ明 らかにな っていない(Saltiel, A. R. et al,2001)。

IRS-1の 機能 調節 としてチ ロシ ン リン酸化 以外 に、ユ ビキチ ン-プ ロテ ア ソー ム系 に よる

分解 、ホスホ チ ロシ ンポス ファ ターゼ に よる脱 リン酸化 、セ リン/ス レオニ ン リン酸化 が挙

げ られ る。その 中で もIRS-1に は約30個 以上のセ リン/ス レオ ニ ン リン酸化 可能部位 が あ

るの で、何段 階 に も渡 った調 節 が可能 であ る。先述 したが、IRS-1は 定常状 態 で もセ リン/

ス レオ ニ ン リン酸化 してい るが、 さ らに リン酸化 され る とイ ンス リン情報伝達 を阻害す る

こ とが示 され てい る。逆 に、Akt/PKBに よ るIRS-1のPTBド メイ ン近傍 のセ リン残 基の

リン酸化 は、IRS-1分 子の チ ロシン脱 リン酸化 を防いで活性化 状態 の維 持 に寄与す る とい

う報告 もあ る(Paz, K. et al,1999)。IRS-1の セ リン リン酸化 の増加 はイ ンス リン抵 抗性 で

見 られ る特徴的 な現象 で あるが、通 常のイ ンス リン情 報伝達 系のnegative feedback制 御

機構 の一 つで もあ る。以上 のIRS-1の セ リン リン酸化 によ り制御 され るイ ンス リン情報伝

達 に関 して、Fig.0-2に ま とめた。Negative feedback制 御 に関与す る因子 と して現在報 告

されて い るの は、PI3キ ナーゼ/PDKl/Akt/mTOR(Delahaye,L.et al.1998、Li, J. et al.

1999、Haruta, T. et al,2000、Takano, A. et a1,2001)、PI3キ ナー ゼ/PDKl/PKCζ/IkB

キナーゼβ(IKKβ)(Lallena,N. J.et al,1999、Ravichandran, L.V.et al,2001、Liu, Y. M.

et a1,2001)で あ る。Akt/PKBは 、positive feedback制 御 とnegative feedback制 御 の分岐

点で あ り、重要 なスイ ッチ であ る と考 え られ る。 それ に対 し、イ ンス リン抵抗性 を誘発 す

るIRS-1の セ リン リン酸化 の増加 は、TNFα や遊離 脂肪酸等 の増加 に よ り起 こる。

サイ トカイ ンで あるTNFα は、免疫 系細 胞だ けでな く脂肪 細胞 か らも分泌 され る。 その

発 現 レベル は、イ ンス リン抵 抗性 状態 を示す肥 満 の程 度 に応 じて増加 す る。 また、TNFα

は様 々 なセ リン/ス レオ ニ ンキナーゼ のactivatorで あ り、mTOR、JNKお よび古典 的MAP

キナーゼ等 を介 してIRS-1の セ リン リン酸化 を誘 導す る。JNKはIRS－1 Ser307を リン酸

化す る ことで、TNFα のIRS-1に 対す る機 能 阻害効果 の一部 分 を伝 え るとの報告 が あった

のに対 し(AguhTe, V. et al,2000)、 最近 になってTNFα に よるそのSer307の リン酸化 には

他 のMAPキ ナーゼ が重要 で あ り、JNKを 介 さない とい う報 告 がな され た(Rui, L. et al,

2001b)。 一 方、TNFα に よるIRS-1の セ リン リン酸化 は、PI3キ ナーゼ/Akt/mTOR経 路

が関与 し、そ の際、Ser307以 外 のセ リン残基 が重要 であ る との報 告 もあ る(Ozes, O. N. et

al,2001)。 これ らの研究 か ら、TNFα は、イ ンス リン情 報伝達 系で において それ ぞれ異 な

る作 用発現 を担 ってい るPI3K経 路 とMAPキ ナー ゼ経 路 の両方 を活性化 し、それ ぞれ が

IRS-1の 異 な るセ リン残 基 を リン酸化 して、イ ンス リン情報伝 達 を阻害す ると考 え られ る。
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イ ンス リン抵 抗性 にお いて は、本来 イ ンス リンによって転写 レベ ル で制御 され てい る糖

新生や脂 肪酸 合成 等の様 々な酵 素群の遺伝 子発現 も異 常 とな る。 最近 、 これ らの酵 素群 の

転 写制 御 に、SREBP-1cの 関与 が示 され た。イ ンス リンによ りSREBP-1cが 活性化 され る

と、fatty acid synthase(FAS)遺 伝 子 の転 写 が亢 進 す る(Shimano, H.et a1,1999、

Shimomura, I. et al,1999、Foretz, M. et al,1999)。 この よ うに、SREBP-1cを 介 した代

謝調節 酵 素の転 写調 節 がイ ンス リン抵抗 性 に関与す る こ とが示 唆 され たが、そ の活性 化 は

イ ンス リンのみ な らず糖 に よって も誘導 され 、その機構 はま だ明 らか になってい ない。

さらに、最近、TNFα 以外 に脂肪細胞か ら分泌 されてアデ ィポカイ ンと称 され る生理活

性物質のインス リン作用への影響が注 目されてい る。代表的なものとしては、 レプチ ン、

アディポネクチン、 レジスチ ン等があるが、その中でもごく最近に発見 された レジスチン

はインス リン抵抗性を引き起 こす因子の一つ として注 目されてい る(Steppan, C. M. et al,

2001)。3T3-L1細 胞を レジスチン中和抗体で処理す ると、インス リン誘導性のグル コース

取 り込みが上昇するのに対 し、 レジスチ ンで刺激す るとそれが低下す る。 このことか ら、

レジスチンのIRS-1セ リン リン酸化への関与も考え られるが、レジスチンレセプターの同

定、その作用に重要な標的組織はどこか等々未知な部分が多 く、今後の研究が待たれ る。

4:ア ミノ酸情報伝達経路のインスリン情報伝達経路への関与

冒頭 に も述べ たが、栄養 素は シ グナル 因子 と して細胞 内情報伝達 因子 に作用す る。 中で

もア ミノ酸 は、 タ ンパ ク質合 成 の基質 と して だけで な く、筋 肉の タンパ ク質合成 の増加 や

肝臓 にお け るautophagyの 抑 制等 の細 胞応答 を制御す るこ とが示 され てい る。4E-BP1や

p70S6キ ナー ゼ な どの翻訳制御 因子 は、前述 の よ うにイ ンス リン情報伝達 経路 上に あるが、

これ らは ア ミノ酸 に よって も制御 され てい る ことがin vitroお よびin vivoの 研 究で明 らか

になった(Wang, X. et al,1998、Yoshizawa, F.et al,1998、Hara, K. et al,1998、Patti, M.

-E .et al,1998、Iiboshi,Y.et al,1999、Shigemitsu, K. et al,1999、long, W. et al,2000)。

そ して、mTOR活 性 を阻害す るrapamycinを 用 いた研究 で、mTORが ア ミノ酸 を感 知す

るセ ンサ ー として働 くであ ろ うこ と、ア ミノ酸欠 乏培 地で培養 した細胞 にお け る4E-BP1

やp70S6キ ナ ーゼ の リン酸化 の低 下 とア ミノ酸添加 によ る回復 がrapamycin依 存的 であ

る こ と、 さ らにrapamycin非 感受 性 であ るmTOR変 異体 を用い た解 析 の結果 な どか ら、

ア ミノ酸 に よる4E-BP1やp70S6キ ナーゼ の制御 はmTORを 介す るとい うこ とが示 され

た。 そ して、mTOR/p70S6キ ナー ゼ ・4E-BP1経 路の最 大活 性化 にはア ミノ酸 とイ ンス リ
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ンの両方 の シグナル が必 要 であ る とい うこ とが明 らかにな つた。

これ らに対 して、mTORよ り上流 のイ ンス リン情報伝 達経 路に対す るア ミノ酸の制御 に

関す る研 究報告 は数少 ない。 これま でに培養細胞 系 において は、培 地 中のア ミノ酸 がIRS

等 の活性 を抑制す る とい う報告 が な され てい るが 、 これ と一 致 しない結 果 も報 告 され てい

る。す なわ ち、培 養細 胞系 にお いて、ア ミノ酸 に よるp70S6キ ナーゼ と4E-BP1の リン酸

化 はイ ンス リンに よ り増 強す るが 、イ ンス リンに応答 したIRとIRS-1の チ ロシ ン リン酸

化 お よびPI3-キ ナーゼやAkt/PKBの 活性化 は ア ミノ酸 に よる影響 は受 けない とい う報 告

(Hara,Keta1,1998)が あ る一 方、IRお よびIRS-1の イ ンス リン依 存性 チ ロシン リン酸化 、

IRS-1とPI3-キ ナーゼ の会合 お よびPI3-キ ナーゼ の活性 化 がア ミノ酸に よ り抑 制 され る と

い う報告 もあ る(Patti, M.-E. etal,1998)。 また生体 にお いての研 究は さらに限 られ てい る

が、Reisら の報告 によ る と、長 期間低 タンパ ク質食 を給 餌 した ラ ッ トではIRS等 の活 性

が亢進 し、 グル コー ス感 受性 イ ンス リン分泌 は低 下 して い るの に も関わ らず 、血 中か らの

グル コー ス消去 能 が上昇 してい た(Reis, M. A. B. et al,1997)。 さらに、 ヒ トにおい て、ア

ミノ酸 が体全体 も しくは骨格 筋 の グル コース消費 に関す るイ ンス リン作用 を阻害す る との

報 告 もあ る(Tessari, P. etal 1985,Flakoll, P. J. etal.1992)。 この こ とか ら、 タンパ ク質

お よび ア ミノ酸 に よ り糖代謝 制御 に関す るイ ンス リンの機能 が 阻害 され る とい うこ とが推

察 でき るが、ま だ現 時点 では タ ンパ ク質 お よび ア ミノ酸 に よつてイ ンス リン情報伝達 系 に

どの よ うな影響 があ るかは未 知 の問題 とな つて い る。

5:本 研究の 目的

上記のよ うな背景か ら、本研 究は、タンパク質栄養状態がイ ンス リン情報伝達経路にど

の ような影響 を与えるかを検討す ることに した。すなわち、タンパク質を含まない食餌を

給餌す ることによ りタンパ ク質栄養条件の悪化を誘導 し、インス リン標的組 織である肝臓

や骨格筋において、情報伝達因子のイ ンス リン依存性 リン酸化を指標 として、情報伝達経

路にどの ような変化が生 じるかを解析 した。その結果、伝達系の上流のい くつかの因子の

状態が大きく変化 していたので、その制御機構について検討を加 えると共に、それ らの現

象が生体においてどの ような意味を持っかに関 して も解析 を行つた。

第一章では、タンパク質 を含まない食餌 として無タンパク質食(PF)を 、タンパ ク質を十

分に含む食餌 として12%カ ゼイン食(12C)を 摂取 させたラッ トの肝臓 と骨格筋におけるイ

ンス リン依存性のIR、IRS-1,-2、Akt/PKBお よびERK1/2の リン酸化を比較 して、 これ
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らの因子が食餌 タンパク質の影響を受 けるかど うか検討 した。

第二章では主 として、第一章で観察 されたタンパ ク質栄養状態の違いによる情報伝達因

子の量的変化およびインス リン依存性 リン酸化 に対 して、PF摂 取により低 下 した摂食量

と血中インス リン濃度の影響が関与 しているか どうかを、pair-feedingお よびSTZ投 与 し

てI型 糖尿病 を発症 させた ラッ トを用いて検討 した。また、情報伝達因子の量的変化が

mRNAの 変化を伴 うか どうかを検討 した。

第三章では、食餌 タンパ ク質の影響が観察 された情報伝達因子のインス リン応答の変化

が、イ ンス リンの どのよ うな生理作用発現に影響 を及 ぼ してい るのかを肝臓および骨格筋

において検討 した。

第四章では、上記 までに明 らかになつた現象 を再現 したモデル系の確 立のために、in

vitroで の再現をL6筋 管細胞を用いて試みた。

これ らによ り、インス リン情報伝達経路の上流段階におけるア ミノ酸 とイ ンス リンシグ

ナルの相互作用をin vivo系 で明 らかにすることと、その一連の変化がインス リン作用に

及ぼす影響 を明確にす ることを意図 として研究を行つた。

11



Ta
bl
e.
0-
1 

Co
mp

ar
is
on
 

of
 t
he
 p
he
no
ty
pe
 

of
 I
RS
-1
 
an
d 

IR
S-
2 

kn
oc
ko
ut
 
mi
ce
.

1 2



Fi
g.

 
0-

1 
In

su
lin

 
si

gn
al

 
tr

an
sd

uc
tio

n 
pa

th
w

ay
.

 

1 3



Fig. 0-2

Proposed mechanisms of IRS-1 serine phosphorylation .
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第一章 タンパク質栄養状態の悪化が

インスリン情報伝達経路に及ぼす影響



緒言

序章でも述べたが、栄養素 としてのア ミノ酸 とインス リンのシグナルのクロス トークに

関 しての研究は、培養細胞系において近年盛 んに行われてい る。特に、タンパ ク質合成に

おいて、翻 訳制御 因子 であ るp70S6キ ナー ゼ と4E-BP1の イ ンス リンやア ミノ酸 によ る

mTORを 介 した制御機構 が確立 されてきている。一方、mTORよ り上流のインス リン情

報伝達経路 に対す るア ミノ酸シグナルのクロス トークに関す る報告は数少ない上に、一致

を見ない。 イ ンス リンに応 答 したIRとIRS-1の チ ロシン リン酸化お よびPI3キ ナーゼや

Akt/PKBの 活性化のア ミノ酸による影響があるか どうか、培養細胞系においてさえ明 らか

になっていない。その上、生体系を用いた研究報告は数限 られてお り、ア ミノ酸 とインス

リンのシグナルのクロス トークは未知な部分が多い。

そこで本章では、in vivo系 を用いて、まず下行大静脈か ら注入 したインス リンに応答 し

て誘導 され る各イ ンス リン情報伝達因子の リン酸化の時間的変化 を検討 し、最大 リン酸化

時間の決定をした。

次に、タンパク質栄養状態による血 中アミノ酸濃度の変動がインス リン情報伝達経路に

与 える影響 を明 らかにす ることを目的として、12Cも しくはPFを1週 間給餌 したラッ ト

に下行大静脈よ りインス リンを注入 し、先に決定 した時間イ ンス リン刺激を加 えた後、肝

臓 と骨格筋 におけるイ ンス リン情報伝達因子の量お よびインス リン依存性 リン酸化の変化

について検討 した。

さらに、解剖当 日1.5時 間摂食 させて摂食によるイ ンス リン分泌が最大になってい る状

態 と、16時 間絶食 させた状態において、イ ンス リン無刺激状態における上記因子の リン酸

化状態を比較 し、生理的濃度のインス リンに対する情報伝達因子の応答 に対す るタンパ ク

質栄養 の影響も解析 した。
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第一節 下行大静脈からのインス リン注入によるラッ ト肝臓およ

び骨格筋におけるインス リン情報伝達因子の リン酸化の

時間的変化

1-1-1方 法

動物の飼育

6週 齢前 後のWistar系 雄 ラ ッ ト(体重160～180g、SPF、 日本 チ ャール ス リバー)に 食餌

と してペ レ ッ ト(ラボブ リーダーMR、 日本 農産工)を 与 え、3日 間 自由摂食 させ た.飼 育期

間 中、水 は 自由摂 取 でき るよ うに した。なお 、飼 育室 は明期(8:00～20:00)、 暗期(20:00～8:00)

の12時 間サイクルで管理 した。

Ih vivoに お け る肝 臓 お よび骨 格筋 のイ ンス リン刺激 は、Itoら の方 法(Ito, Y et al, 1997

a)を も とに行 った。16時 間絶食 後 の ラ ッ トの腹 腔 にpentobarbita1 sodium(ネ ンブ タール

注射 液50mg/m1、 大 日本製 薬)を100μ1/100gbody weightの 割合 で注射 し麻酔 した。 麻

酔の効果 を確認後、開腹 して下行大静脈 を露出 させ、26Gシ リンジ(テルモ)を用いて1.4U

のイ ンス リン溶液[bovine insuljn(Sigma)]1m1を 下行 大静脈 に速や か に注入 した。イ ン

ス リン注入 後1、2、5、10、15、30分 に肝臓 お よび腓腹筋 を同時 に摘 出 し、直 ちに液 体

窒素中で凍結 した。また、対照(イ ンス リン注入後0分)と しては、インス リン溶液の代わ

りに生理食塩水のみを注入 したラッ トの組織 を用いた。凍結 した組織は、後の分析に供す

るまで-80℃ で保存 した。すべての動物実験は、東京大学動物実験施設規則に従って行

っ た 。

組 織 か らのprotein extractの 調 製

各 組 織 か らのprotein extractの 調 製 は 、Itoら の 方 法(Ito, Yetal, 1997a)を も とに行 っ

た。す なわち、乳鉢で凍結 した組織 を液体窒素中で小片に破砕後、肝臓では組織重量(g)

の10倍 容(ml)、骨格 筋で は組 織重 量(g)の7倍 容(m1)の 氷冷Homogenizing Buffer[50mM

HEPES-NaOH(pH7.6), 2mMEDTA, 10mMNa3VO4, 10mMNa2P2O7, 100mMNaF,

2mM phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF), 100kallikrein-inactivating units(KIU)/

mlaprotinin, 2%TritonX-100]を 加 え 、ポ リ トロ ン型 ホ モ ゲ ナ イ ザ ー を用 い て 可 溶 化 した 。

その後 、homogenateを 超 遠心分 離(100,000×g, 60min, 2℃)し て不溶画 分 を除 き、その

上 清 をprotein extractと し、後 の分析 に供 す るまで-80℃ で保存 した。
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免疫沈降法

Protein extractの タ ンパ ク質 濃 度 をProtein AssayKit (Bio-Rad)を 用 い てBradford法

(Bradfbrd, M. M., 1976)に よ り測 定 し、 タ ンパ ク質 量5mgのprotein extractに 対 して4

μgのanti-IRβ subunit antibody、anti-IRS-1antibody、anti-ERK-2antibodyを 加 え 、4℃

で 一 晩 イ ン キ ュベ ー トした 。protein extractの 希 釈 に は 、Homogenizing Bufferを 用 い た。

一 晩 イ ン キ ュベ ー ト後
、30μ1のProteinG-Sepharose [50%(v/v)]を 加 え 、4℃ で3時 間

イ ン キ ュベ ー トした 後 、遠 心 分 離(3,000×g, 3min, 4℃)し 、沈殿 をHomogenizing Buffer

で3回 洗 浄 し、Laemmh's Sample Bufferを15μl加 え、5分 間煮 沸 し、SDS-PAGEに 供

す るサ ン プル と した 。

イムノブ ロツテイング

上 記 でantHRβ subunit antibody、anti-IRS-1 antibodyで 免 疫 沈 降 した サ ン プル に 関

して は 、8%SDS-PAGEを 行 い 、anti-ERK-2 antibodyで 免 疫 沈 降 した サ ンプ ル あ るい は

タ ンパ ク質 量80μgのprotein extractに3×Laemmh's sample buffer [30mMTri.s-HCl

(pH7.8), 9%SDS, 15%glycero1, 6%2-mercaptoethanol, 0.05%bromophenolblue]を

加 えて5分 間 煮 沸 して調 製 した サ ン プ ル に 関 して は 、10%SDS-PAGEを 行 っ た 。 いず

れ も泳 動 槽 は 、Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)を 用 い た。泳 動 終 了後 、 ゲル をBlotting

Buffer [25mMThs, 192mMglycine, 20% (v/v) methanol, 0.075%SDS]に15分 間 浸 し

た 後 、ニ トロセ ル ロー ス メ ンブ レ ン(BA-85; Schleicher & Schuellあ るい はHybond ECL;

Amersham Pharmacia Biotech)へ の プ ロ ッテ ィ ン グ を、Trans-Blot SD Cell (BioRad)を

用 い た セ ミ ドライ 方 式 で行 っ た(定 電 圧15V,20～25min。 プ ロ ッテ ィ ン グ終 了後 、 ニ ト

ロ セ ル ロ ー ス メ ンブ レ ンをRinsing Buffer [RB; 10mMTris-HC1(pH7.2),50mM NaC1,

1mMEDTA]で 洗 っ た後 、Blocking Buffer [RB+3%bowieserumalbumin (BSA)]に 浸 し、

4℃ で 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ した 。

各 種 抗 体 に よ る検 出 は 、 次 の よ うに行 っ た。 す な わ ち 、1次 抗 体 と して 、anti-

phosphotyrosine antibody、anti-phosphoAktl/PKBα (Ser473)antibody、 お よ び

anti-phospho ERK1/2 (Tyr204) antibodyは1:1000に 、 ま た 、anti-IRβantibody、anti-

IRS-1antibody、anti-Aktlantibody、anti-ERK2 antibodyは1:200にBlocking Bufffer

で希 釈 して 用 い 、2時 間 室 温 で イ ン キ ュベ ー トした。 続 い て 、TBS-T [20mMTriS-HCl

pH7.6, 0.15M NaC1, 1mM EDTA, 0.1%Tween20]で5回 洗 浄 後 、 二 次 抗 体 と して
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horseradish peroxidase(HRP)標 識 抗 体(Amersham Pharmacia Biotech)をTBS-Tで

1:2500に 希 釈 して 用 い 、1時 間 室 温 で イ ン キ ュベ ー トした。最 後 にTBS-Tで5回 洗 浄 後 、

EC Lsystem(Amersham Pharmacia Biotech)で 発 色 を行 い 、LAS-1000plus(富 士 写真 フ

イル ム)を 用い て検 出、 定量 を行 った。

用いた抗体は、下記の とお りである。

anti-IRβ antibody(Santa Cruz, C-19):rabbit polyclonal

anti- IRS-1 antibody (Santa Cruz, C-20) : rabbit polydonal

anti- phosphotyrosine antibody (Upstate Biotechnology) : mouse monoclonal IgG2bk

anti-phospho  Akt 1/PKBα(Ser473)  antibody

(Upstate Biotechnology) : sheep polyclonal

anti-phospho ERK1/2 (Tyr204) antibody (Santa Cruz, E-4) : mouse monoclonal IgG2a

anti-Aktl antibody (Santa Cruz, N-19) : goat polyclonal

anti-ERK2 antibody (Santa Cruz, C-14) : rabbit polyclonal

1-1-2結 果

1.肝 臓 におけるイ ンス リン刺激後のイ ンス リン情報伝達因子の リン酸化の経時的変化

下行大静脈か らのインス リン注入 により誘導 され るIRβ 、IRS-1、ERK2の チ ロシンリ

ン酸 化 の 時 間 的 変 化 は 、各 々 の タ ンパ ク質 特 異 的 抗 体 で 免 疫 沈 降 後 、anti-phosphotyrosine

antibodyも し くはanti-phospho ERK1/2(Tyr204)antibodyで 検 出 した 。Akt1/PKBα の

Ser473の リ ン酸 化 に つ い て は 、 免 疫 沈 降 せ ず にanti-phospho Akt1/PKBα(Ser473)

antibodyで 検 出 した。

肝臓 でのIRβ の 自己 リン酸化 レベルは、インス リン刺激後1分 までに最大に達 した後

徐 々に減少 したが、インス リン刺激後30分 までチロシンリン酸化が高 レベルに保たれて

いた(Fig.1-1-1)。IRS-1の チ ロシンリン酸化 レベルもIRβ と同様にインス リン刺激後1分

で最大に達 し、イ ンス リン刺激後30分 までチ ロシン リン酸化が高 レベル に保たれていた

(Fig.1-1-2)。Akt1/PKBα のSer473の リン酸化 に関 しては、無刺 激 時(イ ンス リン刺 激後0

分)で の リン酸化 レベル が高 く、検 討 した他 の3つ の 因子 に比べ てイ ンス リンに応答 した

リン酸化 レベ ル の上昇 は小 さか ったが 、イ ンス リン刺激 後2分 程度 で リン酸化 レベル が最

大 に達 した(Flig.1-1-3)。ERK2の チ ロシン リン酸化 レベ ル は、イ ンス リン刺激後2分 で最

大 に達 し、10分 まで に無刺激 時 と同程度 にま で減 少 した(Fig.1-1-4)。 タンパ ク質 量 に関 し
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ては、 どの因子 もインス リン刺激後30分 までには変動がみ られなかった。

2.骨 格筋でのイ ンス リン刺激後のインス リン情報伝達因子の リン酸化 の経時的変化

骨格筋 についても肝臓 と同様 に4つ シグナル伝達因子について検討 した。

IRβの 自己 リン酸化 レベルは、肝臓の場合 と同様 に、イ ンス リン刺激後1分 で最大に達

し、イ ンス リン刺激後30分 までチロシンリン酸化が高レベルに保たれていた(Fig.1-1-5)。

IRS-1の チロシンリン酸化 レベルは、インス リン刺激後2分 で最大に達 した後、インス リ

ン刺激後15分 には無刺激時 と同程度 まで減少 していた(Fig.1-1-6)。 さらに興味深いこと

に、IRS-1の バ ン ドの泳動度がインス リン刺激時間依存的に減少す る、すなわち見かけの

分子量が高分子側 にシフ トす るとい う現象を観察 した。 この現象は、培養細胞系で観察 さ

れてい るインス リン長時間刺激 がIRS-1の セ リン/スレオニ ンリン酸化 を増加 させるとい

う現象に一致 してお り、in vfvoに おいても同様 な現象が起 こるとい うことが明 らか となっ

た。 しか も、 この現象 は肝 臓 では観 察 され なか った(Fig.1-1-2A)た め、イ ンス リンに対す

るIRS-1の 応 答 に組 織特異 的 が ある ことを示す。 さ らに培養 細胞 系 にお いて、IRS-1の セ

リン/ス レオ ニ ン リン酸 化が増 加す るに伴 いIRS-1の 分解 が起 こる とい う報告 が多 くな さ

れ てい るが、今 回 はIRS-1量 の減少 は観察 で きなか った。Akt1/PKBα のSer473の リン酸

化 レベル は、骨格筋(Fig.1-1-7)で は肝臓(Fig.1-1-3)よ りもイ ンス リンに鋭敏 に応 答 しては

っ き りと したイ ンス リン依存 的 な リン酸化 が観 察 できた。イ ンス リン刺激 後2～5分 の間で

リン酸化 が最大 に達 した後 、徐 々に減 少す るが、 イ ンス リン刺 激後30分 で も高い レベル

を保 っていた。逆 に、ERK2の チ ロシ ン リン酸化 につ い ては(Fig.1-1-8)、 肝臓(Fig.1-1-4)

と比較す る とイ ンス リン依存 的 なチ ロシン リン酸化 がは っき り観察 で きなかったが 、5分

でチ ロシ ン リン酸 化 は最大 に達 した。 タンパ ク質量 に関 しては、肝臓 と同様 に どの 因子 も

イ ンス リン刺激後30分 まで には変動 がみ られ なか った。

以上の結果か ら、次節以降の実験において、肝臓 に関 しては、インス リン注入1分 後に

摘出 したものをIRβ およびIRS-1の チロシンリン酸化の観察 に供 し、イ ンス リン注入2分

後 に摘出 したものをAktl/PKBα のSer473の リン酸化お よびERK2チ ロシンリン酸化の

観察に用いた。骨格筋に関 しては、イ ンス リン注入2分 後 に摘出 したものをIRβ および

IRS-1の チ ロシ ン リン酸化 を観 察 に供 し、イ ンス リン注入5分 後 に摘出 した もの を

Aktl/PKBα のSer473の リン酸化およびERK2チ ロシン リン酸化の観察に用いた。
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Fig 1-1-1

Time course of tyrosine phosphorylation of

insulin receptorβsubunit in rat liver.

A:Representative blots of immunoblotting analyses.

B:Quantitative analysis of bands obtained in panel A (n=3).
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Fig 1-1-2

Time course of tyrosine phosphorylation of

IRS-1 in rat liver.

A: Representative blots of immunoblotting analyses.
B: Quantitative analysis of bands obtained in panel A (n=2).
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Fig1-1-3

Time course of Ser473 phosphorylation of

Akt1/PKBα in rat liver.

A:Representative blots of immunoblotting analyses.

B:Quantitative analysis of bands obtained in panel A(n=2).
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Fig 1-1-4

Time course of tyrosine phosphorylation

of ERK2 in rat liver.
A: Representative blots of immunoblotting analyses.

B: Quantitative analysis of bands obtained in panel A. (n=3)
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Fig 1-1-5

Time course of tyrosine phosphorylation of

insulin receptorβsubunit in rat skeletal muscle.

A:Representative blots of immunoblotting analyses.

B:Quantitative analysis of bands obtained in panel A (n=2).
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Fig 1-1-6

Time course of tyrosine phosphorylation of

IRS-1 in rat skeletal muscle.
A: Representative blots of immunoblotting analyses.
B: Quantitative analysis of bands obtained in panel A (n = 2).
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Fig 1-1-7

Time course of Ser473 phosphorylation of

Aktl/PKBa in rat skeletal muscle.

A: Representative blots of immunoblotting analyses.
B: Quantitative analysis of bands obtained in panel A (n=2).
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Fig 1-1-8

Time course of tyrosine phosphorylation of

ERK2 in rat skeletal muscle.

A: Representative blots of immunoblotting analyses.
B: Quantitative analysis of bands obtained in panel A (n=3).
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第二節 吸収期における肝臓お よび骨格筋のインス リン情報伝達

因子の量および リン酸化に対す る食餌タンパク質の影響

1-2-1  方法

動物の飼育

5週 齢のWistar系 雄ラ ット(130～150g)を 最初の7日 間予備飼育 した。すなわち、食餌

としてペ レッ トを3日 間 自由摂食 させ た後、食餌を12%カ ゼイン食(12C)に 替えて4日 間

10時 か ら18時 まで給餌 した。予備飼育後、ラッ トを12C群 、無タンパ ク質食(PF)群 の2

群に分 けて実験 を開始 した。各食餌組成は、Table.1に 示 した。実験期間中も各食餌を10

時か ら18時 まで給餌 した。実験8日 目に10時 か ら1.5時 間給餌 した後、各食餌群を さら

にイ ンス リン非注入(12C-、PF-)群 とインス リン注入(12C+、PF+)群 に分け、インス リン

非注入群は生理食塩水 を、インス リン注入群 はイ ンス リン(1.4U/1mlを 「1-1-1方 法」で

示 した ように下行大静脈 よ り注入 し、本章第一節で決定 した適時に肝臓 と腓腹筋を摘出 し、

直ちに液体窒素 中で凍結 し、後の分析 に供するまで-80℃ で保存 した。各群は、イ ンス

リン注入 と非注入の5頭 ずつ計10頭 とした。また、インス リン非注入群か らは、門脈お

よび頚動脈 より採血 した。ヘパ リン血漿 は氷冷後、遠心分離(3,000×g, 10min, 4℃)し 、

上清を分取 した。得 られた血漿は後の分析 に供す るまで一20℃ で保存 した。

血中インス リン濃度の測定

門脈および頚動脈 より得た血漿中のイ ンス リン濃度は、 グラザイムInsuhn-ELA-TEST

(和光純薬工業、三洋化成工業)を用いて、添付 のプロ トコール に従って測定 した。

組 織 か らのDrotein extractの 調 製

「1-1-1方 法」 で示 したの と同様 に行 った。

免疫沈降法

「1-1-1方 法」 で示 した の と同様 に行 った。

また 、 さ らに本 節 で は、IRS-2に 関 して も行 っ た。 タ ンパ ク質量10mgのprotehl

extractに 対 して20μ1のanti-IRS-2antiserm(東 京大学農 学生命 科学研究科 高橋伸 一

郎助 教授 よ り御供 与頂 いた)を 加 えた後 、 「1-1-1方 法」 で示 したの と同様 に行 った。
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イムノブ ロッティング

「1-1-1方 法 」 で 示 した の と同様 に行 っ た。 抗 体 に よ る検 出の 際 、1次 抗 体 と して

anti-IRS-1(pS616)phosphospecific antibodyお よ びanti-IRS-2antibodyを 用 い る場 合 に

は 、Blocking Bufferで1:1000に 希 釈 して 用 い た。anti-IRS-1(pS616)phosphospecific

antibodyお よびanti-IRS-2antibodyは 、 下記 の もの を用 い た 。

anti-IRS-1(pS616)phosphospecific antibody(Biosource):rabbit polydona1

anti-IRS-2antibody(Upstate Biotechnology): rabbit polyclonal

Wheat germ agglutinin(WGA)-agaroseを 用い た膜画 分 の調 製

ラ ッ ト肝 臓 か らの膜 画 分 の調 製 は、Havrankovら 、Hedoら の方 法 に従 っ て行 っ た

(Havrankov, J. etal,1978、Hedo, J. A. etal,1981)。 肝臓 は、イ ンス リン注入 を行 って い

ない もの を使 用 した。乳鉢 を用 いて小片 まで破砕 した肝臓2gを 氷冷1mMNaHCO3溶 液

10m1に 加 え、 ポ リ トロ ン型 ホモゲナ イザー でホモ ゲナイズ した後、遠心 分離(600×g,30

min,4℃)し 、上清 と沈殿 に分 けた。得 られ た沈殿 を氷冷1mMNaHCO3溶 液4mlに 懸

濁 し、再度遠 心分離(600×g,30min,4℃)し 、ここで 回収 した上清 を先 に得 られ た上清 と

併せ て遠 心分離(20,000×g,30min,4℃)し た。得 られ た沈殿 を氷冷1mMNaHCO3溶 液

5m1に 懸濁 し、再度遠 心分離(20,000×g,30min,4℃)し て洗浄 した。次 に、沈殿 に3ml

の 且EPES Buffer[50mM且EPES-NaOH(pH7.6),1%TritonX-100,2mMPMSF,100

K[U/ml aprotinin]を 加 え、4℃ で30分 間混和 して可溶 化 した。 可溶 化後 、超遠 心分離

(100,000×g,30min,4℃)し て不溶 画分 を除 き、上 清 を粗膜 画分 と した。

得 られ た粗膜 画 分 をWGA-agaroseカ ラ ム(bed volume lml,和 光 純 薬 工 業)に ア プ ライ

し、flow through画 分 を 回 収 し、再 び 同 じカ ラム に ア プ ライ した 。 この 操 作 を合 計3回 繰

り返 し た 。 そ の 後 、 カ ラ ム をbed volumeの5倍 容 のWashing Buffbr[50mM

HEPES-NaOH(PH7.6),0.1%Triton X-100,150mMNaCl,100KIU/ml aproth1in]で 洗

浄 し、Elution Buffer[50mM HEPES-NaOH(pH7.6),0.1%Triton X-100,150mM

NaCl,0.3MN-acetylglucosamine,100KIU/mlaprotinin]で 溶 出 し、 最 初 の 溶 出画 分1.5

mlを 部 分 精 製 膜 画 分 と し、 後 の 分 析 に供 す る ま で ー80℃ で 保 存 した 。

部分精製膜画分へのインス リン結合 量 の測定 ～Reoetor Binding Assay～

イ ンス リン結 合 量 の 測 定 は 、Balageら の 方 法(Balage,M.etal,1990)に 従 って 行 っ た。
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部 分 精 製 膜 画 分6μgに250pM125I-イ ンス リン(2000Ci/mmol:Amersham Pharmacia

Biotech)、0、0.0025、0.01、0.025、0.1、0.25、0.5、1、2.5、5、7.5、10、25、50、100、

1,000nMの 非 標 識 イ ンス リ ン を加 え 、反 応 液 が全 量 で200μ1に な る よ うにElution Buffer

で 調 製 し、4℃ で ー 晩 イ ン キ ュ ベ ー トした 。次 に 、0.3%γ-globlin溶 液[0.3%γ 一globlin,50

mM HEPES-NaOH(pH7.6),0.1%Triton X-100】100μ1と25%PEG6000溶 液[25%

PEG6000,50mM HEPES-NaOH(pH7.6),0.1%Triton X-100]300μ1を 加 えて4℃ で

10分 間 イ ン キ ュベ ー ト後 、遠 心 分 離(10,000×g,15min,4℃)し た 。 得 られ た 沈 殿 に

12.5%PEG6000溶 液300μ1を 加 え 、vortexで よ く混 和 し、再 度 遠 心分 離(10,000×g,15

min,4℃)し て 上 清 を 除 き 、沈 殿 の 放 射 能(cpm)を γ-カウ ン ター(ALOKA)で 測 定 した。非 特

異 的 な結 合 は 、1,000nMの 非 標 識 イ ンス リン を 添 加 した 群 か ら求 め た。

統計処理

測 定 値 は 平 均 ±標 準誤 差(S.E)で 表 した。 各 群 間 の 有 意 差 検 定 はt-検 定 も しくは

Duncan's multiple testを 用 い て行 った。

1-2-2結 果

1.体 重および摂食量変化

実験期間中、12C群 は徐々に体重増加 してい くのに対 し、PF群 は実験食 に切 り替えた

翌 日か ら体重減少がみ られ、その後緩やかに減少 した(Fig. 1-2-1A)。 また、摂食量は、実

験食 に切 り替えて1日 目ですでに12C群 と比べてPF群 で有意に減少 した。実験期間中、

12C群 の摂食量は緩やかに増加 したが、PF群 はほ とんど増減がなかった(Fig.1-2-1B)。

2.1.5時 間摂食時における血 中イ ンス リン濃度

7日 間実験食 を給餌 して8日 目に各実験食 を1.5時 間給餌 した ラ ッ トの 門脈 お よび頚 動

脈 血 中の イ ンス リン濃度 は、共 に12C群 に比べPF群 で低 く(門脈 血:12C 98.7±9.4μU/ml,

PFI54.6±14.7μU/lnl、 頚動脈 血:12C 58.0±9.5μU/m1,PF35.1±8.2μU/m1)、 特 に門脈

血 に関 しては有意 に低 か った(Fig.1-2-2)。PF群 で は8日 目1.5時 間の摂 食量 が12C群 の

56%程 度 であ るので、摂食 量の低 下に よ り血 中イ ンス リン濃 度 が低 くなった と考 え られ る。

しか し、低 タンパ ク食 を ラ ッ トに長期 間給餌す る とイ ンス リン分泌能 が低下す るとい う報

告 もあ るので(Reis, M. A. B. etal,1997、HolnessM. J. ,1999)、 食 餌組成 のせ いでPF群
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では血中インス リン濃度が低下 したとい う可能性 も考えられ る。

3.摂 食後における肝臓のIRの 量および自己リン酸化に対する食餌タンパク質の影響

(1)イ ンス リン刺激前のIRβ 自己 リン酸化

12C群 とPF群 のイ ンス リン無刺激群(12C-、PF-)のIRβ 自己 リン酸 化量 を比 較す る と、

PF-群 で顕著 にIRβ 自己 リン酸化 量が増加 して いた(Fig.1-2-3A上 段)。IRβ 量 もPF群 で

12C群 の約2.3倍 に増加 してお り(Fig.1-2-3A下 段,Fig.1-2-3B)、IRβ 量 あた りの 自己 リ

ン酸化 量 は、12C-群 とPF一 群 で同程度 で あった(Fig.1-2-3C)。

(2)イ ンス リン刺激時のIRβ 自己 リン酸化

12C群 とPF群 のイ ンス リン刺激 群(12C+、PF+)のIRβ 自己 リン酸化 量 を比較す る と、

PF+群 で12C+群 に比 べて約1.4倍 に増加 していた(Fig.1-2-3Aupper pane1)。 しか し、

先 に も述べ たが 、IRβ量 がPF群 で増加 して い るの で(Fig.1-2-3Alower pane1,Fig.1-2-3B)、

IRβ量 あた りの 自己 リン酸化 量 に関 して は、PF+群 は12C+群 に対 し有意 に約60%ま で低

下 してい た(Fig.1-2-3C)。 イ ム ノブ ロ ッ トの結果 か ら考 え る と、PF群 の肝臓 ではイ ンス

リンに応答 した 自己 リン酸化能 が低 下 してい る と考 え られ 、その キナーゼ活性 も落 ちてい

る とい う可能性 も示唆 され た。 しか し、実 際にイ ンス リンの刺激 を受 け取 る と考 え られ る

細 胞膜上 に存在 す るIRの 数 につい て考 慮す る必要 があ る と考 え、次 の実験 を行 った。

(3)Reoeptor Bindmg Assayに お け るScatchard plot解 析

イ ム ノブ ロ ッ トの結 果 よ り、12C群 に対 しPF群 でIRβ 量が有 意 に増加 してい る とい

うこ とがわ かったの で、次 に細胞膜 画分 に対 してReceptor Bmdmg Assayを 行 い、細 胞表

面のIRの 数 と親 和性 をScatchard plot解 析 に よ り求 めた(Fig.1-2-4)。 そ の結果 、12C群

で は高親 和性 と低親 和性結 合 の二相性 を示 したの に対 し、PF群 では高親 和性 結合 のみで

あ った。 そ こで 、高親 和性 結合 につ いて親和 性 を比 較す る と、12C群 で約1.38×10-5、

PF群 で約1.37×10-5と 同程度 で あった。 ま た、 タンパ ク質量 あた りのイ ンス リン結 合量

は、12C群 で約3.55×104fmo1/μg、PF群 で約4.00×104fmol/μgと ほぼ同量 であった。

この よ うにReceptor Bmdmg Assayに お け るScatchard plot解 析 によ り、イ ンス リン結

合可能 な レセプ ター 量 は、12C群 とPF群 でほぼ 同量で ある ことが明 らか になった。
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以上の結果よ り、PF群 で肝臓の総IR量 が増加 していた ことは、イ ンス リンの情報伝達

に重要 と考 えられ る細胞膜上のIRに は反映 されず、細胞内にプール されているIRの みが

増加 していると考えられた。 したがって、インス リン無刺激時お よび刺激時のいずれにお

いて もPF群 ではIRの 感受性が高まっているとも考えられ る。

4.摂 食後における肝臓のIRS-1の 量およびチロシン リン酸化 に対す る食餌 タンパク質

の影響

(1)イ ンス リン刺激 前 の1RS-1の チ ロシ ン リン酸 化

12C-群 とPF-群 のIRS-1の チ ロシ ン リン酸化 量 を比較 す る と、PF-群 で12C-群 の約6

倍 と、顕 著 に増加 してい た(Fig.1-2-5A上 段)。 また 、IRβ 量 と同様 にIRS-1量 もPF群 で

12C群 の約2.8倍 増加 していたFig.1-2-5A下 段,Fig. 1-2-5B)。 した がって、IRS-1量 あ

た りのチ ロシ ン リン酸化量 を求 め る と、PF-群 で12C-群 の約2倍 程 度 の増加 とな り、有意

ではない が増加 傾 向が認 め られ た(Fig. 1-2-5C)。

(2)イ ンス リン刺 激時 のIRS-1の チ ロシ ン リン酸化

12C+群 とPF+群 でIRS-1の チ ロシ ン リン酸 化量 は、PF群 で12C群 の約4.5倍 と、劇

的 な増加 が み られ た(Fig.1-2-5A上 段)。 しか し、先述 の とお りIRS-1量 がPF群 で増加 し

て い るの で(Fig. 1-2-5A下 段, Fig. 1-2-5B)、IRS-1量 あた りのチ ロシン リン酸化 量に 関 し

ては、PF+群 で12C+群 の約1.5倍 程 度の増加 で あ り、有 意 な差 はなか った(Fig. 1-2-5C)。

以上の結果よ り、肝臓 のIRS-1は 食餌 タンパク質の影響を受 けて量が変動 し、顕著では

ないがインス リンに応答 したチロシンリン酸化能 も変化す ることが明 らかになった。

5.摂 食後における骨格筋のIRの 量お よびチ ロシンリン酸化に対す る食餌 タンパ ク質の

影響

(1)イ ンス リン刺激前のIRβ の 自己 リン酸化

12C-群 とPF-群 のIRβ 自己 リン酸 化量 を比較す る と、PF群 で12C-群 の約80%ま で低 下

してい た(Fig. 1-2-6A上 段)。 さ らに、IRβ 量 はPF群 で12C群 の約1.3倍 と程度 は小 さい

もの の、有意 な増加 が観 察 され た(Fig. 1-2-6A下 段, Fig. 1-2-6B)。IRβ 量あた りの 自己 リ

ン酸化 量 は、PF-群 で12C群 の約60%ま で低 下 していた が、有意 な差で はなか った(Fig.

1-2-6C)。
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(2)イ ンス リン刺激時のIRβ の 自己 リン酸化

12C+群 とPF+群 のIRβ 自己リン酸化量を比較す ると、PF+群 でやや増加傾向だが、

両群 間 でほぼ 同程度 であ り(Fig. 1-2-6A上 段)、IRβ 量 あた りの 自己 リン酸化量 に関 して も

同様 で あ っ た(Fig. 1-2-6C)。

以上の結果 よ り、骨格筋のIRの イ ンス リン依存性チロシン リン酸化に関 しては食餌タ

ンパク質の影響 はほ とん ど受 けない とい うことが明 らかになった。

6.摂 食後における骨格筋のIRS-1の 量およびチロシンリン酸化に対す る食餌タンパク

質の影響

(1)イ ンス リン刺 激前 のIRS-1の チ ロシ ン リン酸化

12C-群 とPF-群 のIRS-1の チ ロシ ン リン酸 化量 を比較す る と、12C-群 に対 しPF-群 で約

60%ま で低 下 していた(Fig. 1-2-7A上 段)。 同時 に、IRS-1量 が12C群 に比べPF群 で約

50%ま で 有 意 に減 少 して い た の で(Fig. 1-2-7A下 段, Fig. 1-2-7B)、IRS-1量 あ た りの チ ロ

シ ン リン酸 化 量 は両群 間 で同程 度 で あった(Fig. 1-2-7C)。PF群 にお け る総 量 と しての

IRS-1チ ロシ ン リン酸化 量 の減少(Fig. 1-2-7A上 段)は 、IRβ の 自己 リン酸化量 の減 少 とほ

ぼ-致 してお り、これが原因 となっている可能性が考えられ る。また、興味深い事 にIRS-1

は、PF群 の方が12C群 よ り速 く泳動 され てい るとい うバ ン ドのシフ トが観 察 された

(Fig. 1-2-7A下 段)。 す なわ ち、12C群 とPF群 で はIRS-1分 子 の状態 が こ となってい る と

考えられた。

(2)イ ンス リン刺 激 時 のIRS-1の チ ロシ ン リン酸化

12C+群 とPF+群 のIRS-1の チ ロシ ン リン酸化 量 を比較 す ると、12C+群 に対 してPF+

群 で約1.5倍 に増加 してい た(Flig. 1-2-7A上 段)。 先 にも述 べた が、PF群 でIRS-1量 が減

少 して い た の で(Fig. 1-2-7A下 段, Fig.1-2-7B)、IRS-1量 あ た りの チ ロシ ン リ ン酸 化 量 は 、

12C群+に 比べPF+群 で約3倍 に増加 して いた(Fig. 1-2-7C)。

以上の結果よ り、骨格筋のIRS-1は 食餌タンパク質の影響を受 けて量の変化が起こり、

IRS-1の インス リン感受性 も変化す ることが明 らかになった。また食餌 タンパ ク質の影響

に よ りIRS-1自 体 に何 らかの修飾 が起 こる とい うこ とが明 らか にな った。
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7.食 餌 タンパク質 による骨格筋 中1RS-1の 修飾反応への影響

(1)骨 格筋中IRS-1の 修飾反応 の特定

Fig. 1-2-7A下 段 とFig. 1-2-8Aに 示 した結 果 よ り、PF群 に対 して12C群 のIRS-1の 泳

動 度減少 が起 こってお り、12C群 のIRS-1に 何 らか の修飾 が起 きてい る ことが考 え られた。

序 論で も述べ たが、IRS-1は チ ロシ ン リン酸 化部位 以上 のセ リン リン酸化部位 を有 してお

り、定 常状態 で もセ リン残基 の リン酸化 に よって、SDS-PAGEに おい てcDNAか ら期待

され る分 子質量 よ りは るか に大 きい分子質 量の位置 にバ ン ドが観察 され る こ とが知 られ て

い る。 さ らに 、イ ンス リンの長 時 間刺激 に よ りIRS-1の セ リン リン酸 化 量 が増加 し、

SDS-PAGEに お いて泳 動度減 少が起 こる とい うことが報告 され てい る。 そ こで、12C群

のIRS-1の 泳動度 減少 はIRS-1の セ リン リン酸化 量 の増加 に よる と考 え、Ser612(ヒ トで

は616位)の リ ン酸 化 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体[anti-IRS-1(pS616)phosphospecific

antibody]を 用い てイ ム ノブ ロ ッ ト法 に よる解 析 を行 った。 このセ リン残 基 は、IRS-1の セ

リン リン酸化 部位 の一つ であ り、PI3-kinaseと 会合 す るSH2 domainの-つ の近傍 に存

在 し、 リン酸化 され る とPI3-kinaseと の会合 が阻害 され る と報 告 され てい る(Mothe, 1. et

al, 1996)。 その結果 、12C群 で はSer612の リン酸化 が明 らか に観 察 され たが 、PF群 で は

され な かった(Fig. 1-2-8B)。 したが って、骨格筋 中IRS-1は 、PFの よ うにタ ンパ ク質 を

含 まな い食 餌 を摂 取す るこ とに よ りSer612を 含むセ リン残基 の リン酸化 量 が減少 す る と

い うこ とが初 めて明 らか になった。

(2)食 餌 タンパク質による骨格筋 中1RS-1の 量 とセ リン リン酸化量の時間変化

PF摂 取により骨格筋のIRS-1の セ リンリン酸化が減少す ることを明 らかに したが、で

は、何 日間PFを 摂取す るとこの現象が起こるのかを、実験食給餌開始後1、2、4、8日

目のラッ トよ り腓腹筋 を摘出 し、イムノブロッ トで解析を行 った。同様 にPF摂 取により

骨格筋中IRS-1量 が減少するか どうか検討 した。

実験食 給餌2日 目よ り、12C群 とPF群 のIRS-1で バ ン ドシフ トがわず かなが ら観 察で

きる よ うにな り、4日 目以 降で顕著 で あった(Fig. 1-2-9A上 段)。同時 にanti-IRS-1(pS616)

phosphospecific antibodyで 検 出 を行 った ところ、実験 食給餌4日 目か ら、PF群 でpSer612

IRS-1の バ ン ドが検 出 され な くな った(Fig. 1-2-9A下 段)。 以上 の結果 よ り、PF摂 取 によ

る骨格 筋 中IRS-1の セ リン リン酸化 量の減少 は、摂食 開始2日 目よ り徐 々 に起 こ り、4日

目には顕著 にな る こ とが明 らか にな った。 また、同時 に骨格筋 中IRS-1量 の時 間変化 も検
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討 したが 、PF摂 食 によ るIRS-1量 の減少 は、実験食給 餌4日 目までは減 少 は観 察で きず 、

8日 目で12C群 に比 べ顕著 に減少 した(Fig. 1-2-9A上 段, Fig. 1-2-9B)。IRS-1量 の変化 は、

セ リン リン酸化量 の変化 よ りも食 餌 タ ンパ ク質 に対す る応 答 が遅 い とい うこ とが明 らかに

なった。

(3)食 餌 タンパク質によるIRS-1セ リン リン酸化 量変化の組織特異性

骨 格筋 におい て観 察 され たPF群 で のIRS-1セ リン リン酸化量 の減 少 が、肝臓 で も観 察

で きるか ど うか検 討 を行 った ところ、肝臓 では12C群 とPF群 の間でIRS-1の バ ン ドシ フ

トは観 察 で きず 、 骨 格 筋 の み バ ン ドシ フ トが観 察 され た(Fig. 1-2-10上 段)。 ま た 、

anti-IRS-1(pS616)phosphospecific antibodyで 検 出 を行 った ところ、骨格筋 の12C群 の

みで リン酸化Ser612の バ ン ドが観 察 され た(Fig. 1-2-10下 段)。 脂肪 組織 もイ ンス リンの

標 的組織 と して重要 で ある と共 にIRS-1の セ リン リン酸化 を増加 させ る因子 として挙 げ ら

れ て い るTNFα 産生組織 で もあるので、骨 格筋IRS-1と 同様 な現 象が観察 され る と考 え ら

れた。 しか し、そ のバ ン ドの検 出が困難 で ある場 合が多 いので検討 するこ とを断念 した。

8.摂 食後における肝臓および骨格筋のIRS-2の 量お よびチロシンリン酸化に対す る食

餌タンパ ク質の影響

肝 臓のIRS-2に 関 して、そ のチ ロシン リン酸化 はPF群 にお いて のみ観 察で き、イ ンス

リン刺 激 に よるチ ロシ ン リン酸化 の増加 も観察 された(Fig1-2-11A上 段)。 さらに、DRS-2

量 も12C群 に比べ てPF群 で顕著 に増加 してお り(Fig. 1-2-11A下 段)、PF群 にお け る

IRS-2の チ ロシ ン リン酸化 量 の増加 は、IRS-2量 の増加 に起 因 してい るもの と考 え られ る。

骨格 筋 のIRS-2関 して も、肝臓 と同様 にその チ ロシン リン酸化 はPF群 にお いてのみ観

察 で き、イ ンス リン依存 的 に増 強 した(Fig. 1-2-11B)。IRS-2量 に関 して も検討 した が、

IRS-2の 発 現量 が骨格筋 で は肝臓 に比 べ て少 ない こと、 も しくは抗体価 によ る問題 な どの

理 由か ら、イ ム ノブ ロ ッ トでは検 出で きなかった。 しか し、チ ロシ ン リン酸化 量の変化 に

関 して肝臓 と同様 な傾 向 を示 して いた こ とか ら、骨格筋 にお いて もIRS-2量 はPF群 で増

加 してい るもの と考 え られ た。
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9.摂 食後における骨格筋のAkt1/PKBα の量およびSer473リ ン酸化 に対す る食餌タン

パ ク質の影響

(1)イ ンス リン刺激 前 のAkt1/PKBα のSer473リ ン酸 化

12C-群 とPF-群 のAkt1/PKBα のSer473リ ン酸 化 は 、 同 程 度 で あ っ た(Fig. 1-2-12A上

段)。 ま た 、Akt1/PKBα 量 も 両群 間 で 同 程 度 で あ り(Fig. 1-2-12A下 段Fig. 1-2-12B)、 結

果 と してAkt1/PKBα 量 あ た りのSer473リ ン 酸 化 量 も 両 群 間 で 同程 度 で あ っ た(Fig.

1-2-12C)。

(2)イ ンス リン刺激 時のAkt1/PKBα のSer473リ ン酸化

12C+群 とPF+群 のAkt1/PKBα のSer473リ ン酸化 を比較す る と、PF群 で12C群 の約

1.7倍 の増加 がみ られ(Fig. 1-2-12Aupperpanel)、Akt1/PKBα 量 あた りの チ ロシン リン酸

化 量 に関 して も、PF+群 で12C+群 の約1.7倍 まで有意 に増加 していた(Fig. 1-2-12C)。

以 上 の結 果 よ り、骨 格 筋 に おい てIRS-1やIRS-2の 下流 に存 在す るAkt1/PKBα の

Ser473リ ン酸化 も食餌 タ ンパ ク質 の影 響 を受 ける ことが 明 らか になった。

最後 に肝臓お よび骨格筋において検討 した全結果 を、下記の表にま とめた。
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Table 1

Components of experimental diets.

(g/100g diet)

37



A Body weight

B Food intake

Fig.1-2-1

Change of body weight and food intake. Rats were ted
on 12C or PF diet for 7 days (8 h a day ad libitum) and
for 1.5 h on the 8th day.

Data represent the mean±S.E.for ten rats.
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A Portal Vein

*
,P<0.05vs. 12C

B Carotid Artery

Fig. 1-2-2
Plasma insulin level. Rats were fed on 12C or PF diet for
7 days (8h a day ad libitum) and for 1.5h on the 8th day .
Data represent the mean±S.E. of five rats.
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** ,P<0.01vs.12C

*,P<0.05vs.insulin+of 12C

Fig.1-2-3

Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine

phospborylation of insulin receptorβsubunit in the liver. Rats were fed on

12C or PF diet for 7 days and injected with vehicle or insulin after being fed
on respective diets for 1.5 h on the 8th day.

A: Representative blots of immunobiot analyses.

B; Quantitative analysls fbr the amount of IRβ(n=10).

C: Quantitative aoalysis fbr the tyrosine phosphorylated IRβ(n=5).

40



A 12C

B PF

Fig. 1-2-4

Scatchard plot analysis.
Effect of dietary protein on insulin binding to membrane fraction from
the liver. Rats were fed on 12C or PF diet for 7 days and injected with
vehicle or insulin after being fed on respective diets for 1.5 h on the 8th day.
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**
,P<0.01vs. 12C

Fig. 1-2-5
Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine
phosphorylation of IRS-1 in the liver. Rats were fed on 12C or PF diet for
7 days and injected with vehicle or insulin after being fed on respective diets
for 1.5h on the 8th day.

A: Representative blots of immunoblot analyses.
B: Quantitative analysis for the amount of IRS-1 (n=10).
C: Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated IRS-1 (n=5).
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**,P<0.01 vs. 12C

Fig. 1-2-6

Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine

phosphorylation of insulin receptor βsubunit in the skeletal muscle. Rats
were fed on 12C or PF diet for 7 days and injected with vehicle or insulin
after being fed on respective diets for 1.5 h on the 8th day.

A:  Representative blots of immunoblot analyses.

B:  Quantitative analysis for the amount of IR β(n=10).
C:  Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated  IRβ (n=5).
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** ,P<0.01vs. 12C

**
, P<0.01vs. insulin+of 12C

Fig. 1-2-7
Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine
phosphorylation of IRS-1 in the skeletal muscle. Rats were fed on 12C or PF
diet for 7 days and injected with vehicle or insulin after being fed on
respective diets for 1.5 h on the 8th day.

A: Representative blots of immunoblot analyses.
B: Quantitative analysis for the amount of IRS-1 (n=10).
C: Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated IRS-1 (n=5).
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IP:anti-IRS-1 Blot:anti-IRS-1

IP:anti-IRS-1 Blot:anti-pSer612IRS-1

Fig. 1-2-8

Effect of dietary protein on the modification of IRS-1.

Dierary protein deprivation reduces serine phosphorylation of IRS-1

in the skeletel muscle of rats.

A:Arepresentative blot of immunoblot analysis using an anti-IRS-1 antibody.

B:Arepresentative blot of immunoblot analysis using an anti-pSer612 IRS-1 antibody.
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Fig. 1-2-9

Time course of the amount and the serine phosphorylation of IRS-1

in the skeletal muscle.

A:Representative blots of immunoblot analyses using an anti-IRS-1 antibody

and anti-pSer612 IRS-1 antibody.

B:Quantitative analysis for the amount of IRS-1(n=5).
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IP:anti-IRS-1

Fig. 1-2-10

Tissue specific serine phosphorylation of IRS-1.

Representative blots of immunoblotting analyses using an anti-IRS-1 antibody

and an anti-pSer612 IRS-1antihody are shown.
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A Liver

IP:anti-IRS-2

B Muscle

IP:anti-IRS-2

Fig. 1-2-11
Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine

phosphorylation of IRS-2 in the liver and the skeletal muscle. Rats were fed
on 12C or PF diet for 7 days and injected with vehicle or insulin after being
fed on respective diets tor 1.5h on the 8th day.
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** ,P<0.01vs. insulin+of 12C

Fig.1-2-12

Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine

phosphorylation of Akt1/PKBα in the skdetal musde. Rats were fed on 12C

or PF diet for 7days(8h a day ad libitum)and for 1.5h on the 8th day.

A: Representatjve biots of immunoblot analyses.

B: Quantitative analysis for the amount of Aktl/PKBα(n=10).

C: Qugntitative analysis for the Ser473 phosphorylated Aktl/PKBα(n=5).

49




