
第二章  タンパク質栄養状態の悪化により起こる

インスリン情報伝達経路初期因子の量および

リン酸化状態の変化の機構についての検討



緒言

第一章でも示 したように、PF摂 取によって食欲の減退による摂食量の低下や血中イン

ス リン濃度の減少が起こる。これ らの因子がインスリン情報伝達経路に影響を与えるであ

ろうことは十分に考えられ、これまでに観察されたタンパク質栄養状態の違いによるIR

およびIRS-1,-2の 量的変化お よびイ ンス リン依存性チロシンリン酸化の変化に関与して

いる可能性が考えられる。その理由としては、絶食させてhypoinsulinemia状 態にあるラ

ッ トにインス リンを注入すると、摂食させたラットに比べて肝臓や骨格筋におけるIRお

よびIRS-1,-2の イ ン ス リン依 存 性 チ ロシ ン リン酸 化 、IRS-1 ,-2とPI3Kの 会 合 が 増 強 す る

こ とが 知 られ て い る(Saad, M . J. et al, 1992、 Ito, Y. et al, 1997b、 Rojas, F. A. et al , 2001)。

さ らに 培 養 細 胞 系 に お い て 、イ ン ス リン に よ りIRS-1の セ リ ン リン酸 化 が 刺 激 時 間 依 存 的

に増 加 し、 引 き続 きIRS-1の 分 解 が 起 こ る こ とが 示 され て い る(Sun , X. J. et al, 1999、

Haruta, T. et al, 2000、 Pederson, TM . et al, 2001、 Takano, A. et al, 2001)。 した が っ て 、

これ ま で に観 察 され た 上 記 の 現 象 に 対 して 、 タ ンパ ク質 栄 養 状 態 に よ り変 動 す る血 中 ア ミ

ノ酸濃 度 が直接影響 を及 ぼ してい るか ど うか、第一章 での実験 か らは判 断で きない
。そ こ

で本章 で は、まず12C群 の摂食 量 をPF群 の摂食 量 に合 わせ て飼 育 したpair-feedingラ ッ

トと、streptozotocin(STZ)を 投 与 してイ ンス リン分泌 を抑 制 してI型 糖尿病 を発症 させ た

ラ ッ トを用 いて第一 章 と同様 な解析 を行 い、摂 食 量お よび血 中イ ンス リン濃度 の上記現 象

へ の関与 の有無 を検討 した
。 また 、PF摂 取 に よる肝臓 でのIRS-1,-2量 の増加 お よび骨格

筋 でのIRS-1量 の減 少 が、mRNAレ ベル の変動 を伴 うど うかRNase Protection Assayを

用いて検討 した。また、第一章のイムノブロット法による解析で、その量は検出できなか

ったがインスリン依存性チロシンリン酸化はPF摂 取により増加 した骨格筋のIRS-2に 関

しても同様 に、mRNAに 関 して検討 した。

さ らに、PF摂 取 に よるIRS-1セ リン リン酸化量 が減 少す るこ とを発 見 したが、 どの よ

うな因子 が この よ うな変化 を仲介 して い るの かは全 く未知 で あ る。 これ まで に、IRS-1の

セ リン リン酸化 にprotein kinase C(PKC)やtumor necrosis factora(TNFa)の 関与が考

え られ てい る。 そ こで、骨 格筋 で のPKC活 性 と脂 肪組織 にお け るTNFa遺 伝 子発現 につ

いて検討 した。TNFaに 関 しては、ELISA法 によ り血中TNFa量 の測定を試みたが検出不

可能であったため、末梢組織におけるインス リン抵抗性の原因であろうと考えられている

脂肪組織のTNFα にっいてのmRNA量 の定量を行 うこととした。
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第一節 Pair-feedingラ ッ トを用 い たイ ンス リン情 報伝 達経路 初

期因子の量および リン酸化状態に対する食餌タンパク質

の影響の解析

2-1-1方 法

動物の飼育

「1-2-1方 法 」と同様 に、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。 予備飼 育後 、 ラ ッ トを12C群 、PF食 群 の2群 に分 け、PF群 が10時 か ら18時

まで摂食 した量 と同量 の食 餌 を12C群 に与 え る実験 を8日 間行 った。実験期 間 中、各食餌

を10時 か ら18時 まで給餌 した。実験9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(12Cd-、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、1分 後 に肝臓を2分 後に腓腹筋を摘出 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 リン非注入群の門脈および頚動

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

「1-2-1方 法」 で示 したの と同様 に行 った
。

組織からのprotein extractの 調整

「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
。

イムノブロッティング

「1-2-1方 法」 で示 したの と同様 に行 った
。
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統 計処理

「1-2-1方 法」 で示 した の と同様 に行 った
。

2-1-2結 果

1.体 重お よび摂食量変化

Pair食edingに よ り12C群 は摂食 量が 自由摂食 させ た場 合 と比べ て制限 され るので
、体

重増加 も緩 やか で あった(Fig.2-1-1A)。12C群 の9日 目の体重 が減少 して しま ってい るが、

摂食 量 には問題 が なか った こ とか ら、前 日にPF群 の解剖 を行 った際 に何 らか のス トレス

がか かって しま ったた め と思われ る。PF群 の体重変化 は、 「1-2-2結 果」と同様 に減少 し

た。 また、 この ときのPF群 の摂食 量 はFig .2-1-1Bに 示 した。

2.Pair-feeding条 件 下 の1.5時 間摂食 時 にお け る血 中イ ンス リン濃度

Pair-feeding条 件 下 で約1週 間実験食 を給餌 した ラ ッ トの1 .5時 間摂食時 にお け る門脈

お よび頚 動脈血 中の イ ンス リン濃 度 は、共 に両群 間で同程 度で あ り、その値 は、門脈血;

12C37.0±7.6μU/m1, PF45.9±9.1μU/ml、 頚 動脈血;12C22 .5±5.8μU/ml,PF24.7±

4.4μU/ml)で あった(Fig. 2-1-2)。 したが って 、低 タンパ ク質摂食 で報告 されて い るイ ンス

リン分泌 能 の低 下 は、摂食 量の低 下 に伴 うエネル ギー不足 に よる障害で あ ると考 え られ る

が、1週 間 とい う短期 間で は起 こ らず 、長期 間摂食 し続 け るこ とで起 こる障害 で ある とも

考え られ る。

3.Pairfeeding条 件 下での肝臓IRβ の量および 自己 リン酸化量の変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 自己 リン酸化 量 を比 較す ると、PF-群 で12C群 の約1.5倍 に増加 して

いたが(Fig. 2-1-3A上 段)、IRβ 量がPF群 で12C群 の約1 .4倍 に増加 していたの で(Fig. 

2-1-3A下 段, Fig. 2-1-3B)、IRβ 量 あた りの 自己 リン酸化 量 は両群 間 で同程 度 であった(Fig
.

2-1-3C)。

(2)イ ンス リン刺激時のIRβ 自己 リン酸化

12C+群 とPF+群 の 自己 リン酸化 量は 、両群間 で ほぼ同程度 であ ったが(Fig .2-1-3A上
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段)、先 に も述べ た よ うにPF群 でIRβ 量 が増加 していた ため、IRβ 量 あた りの 自己 リン酸

化 量 は、PF+群 で12C+群 の約83%ま で低 下 していた(Fig. 2-1-3C)。

以上 の結 果 か ら、pair-feedingで は12C群 に 自由に食餌 を与 えていた場 合(Fig. 1-2-3)

と比べ る と差が小 さ くなった が、肝臓 で のIRβ 量の変動 に対 しては、12C群 とPF群 の摂

食 量の違 いだ けでは説 明がっか ない ことが明 らか になった。

4.Pair-feeding条 件下での肝臓IRS-1の 量お よびチロシンリン酸化量の変化に対する食

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 で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3

倍 に増 加 して い た が(Fig.2-1-4A上 段)、IRS-1量 がPF群 で12C群 の約1-7倍 に増 加 して

い た の で(Fig. 2-1-4A下 段,Fig. 2-1-4B)、IRS-1量 あ た りのチ ロ シ ン リン酸 化 量 はPF-群

で12C-群 の約1.4倍 に増 加 とな っ て お り、 そ の 差 は顕 著 で な か った(Fig . 2-1-4C)。

(2)イ ンス リン刺激時の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

1.6倍 に増加 してい たが(Fig. 2-1-4A上 段)、IRS-1量 もPF群 で増加 して いたので、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. 2-1-4C)。

以上の結果、肝臓におけるIRS-1量 の変動に関 しても肝臓のIRβ 量の変動 と同様 に、

pair-feedingで は12C群 とPF群 の差が小 さくなったが、PF摂 取によりIRS-1量 が増加

す るとい う現象は、摂食量の効果よりむしろ食餌タンパク質の効果であると考えられた。

5.Pair-feeding条 件下での骨格筋IRβ の量および 自己 リン酸化量の変化に対する食餌タ

ンパク質の影響

(1)イ ンス リン刺激前のIRβ 自己リン酸化

イ ンス リン無刺激 時 の骨格 筋IRβ 自己 リン酸化 量(Fig. 2-1-5A上 段)、IRβ量(Fig. 2-1-5A

下段,Fig. 2-1-5B)の いずれ もPF群 で12C群 の約1.2倍 程度 の増加 であ り、IRβ 量 あた り

の 自己 リン酸化 量 は、両群 間で差 が ない とい う結果 になった(Fig. 2-1-5C)。12C群 を 自由
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摂食させていた場合にはPF-群 のIRβ量あた りのチロシン リン酸化量は12C-群 に比べて低

下 していたのに対 し、pair-feedingで は両群間で同程度であった。 このことから12C群 に

自由摂食 させた場合 においては、PF群 で低下 していた摂食量に反映 して、PF群 でのIRβ

量あた りのチロシンリン酸化量が低下したと推察された。

(2)イ ンス リン刺激時のIRβ 自己 リン酸化

(1)のイ ンス リン無刺激 時 と同様 に、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1.2倍 の微増 であ ったの で(Fig. 2-1-5A上 段)、 イ ンス リン刺激

後 にお け るIRβ 量 あた りの 自己 リン酸化 量 も両群間 で差 は なか った(Fig. 2-1-5C)。

以上の結果より、12C群 に食餌を自由に与えた場合 にも骨格筋のIRβ 量およびインス リ

ン依存性 の 自己 リン酸化に対す る食餌タンパク質の影響は小 さかったが(Fig . 1-2-6)、

pair-feedingの 結果 も同様 であ り、骨格筋IRは 食餌タンパク質の影響を受けに くいと考え

られた。

6.Pair-feeding条 件下での骨格筋IRS-1の 量およびチロシンリン酸化量の変化に対する

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

骨 格 筋 のIRS-1の チ ロ シ ン リン酸 化 量(Fig. 2-1-6A中 段)、IRS-1量(Fig. 2-1-6A上 段,

Fig. 2-1-6B)と もPF群 で12C群 の 約80%で あ り、IRS-1量 あ た りの チ ロ シ ン リン酸 化 量

に は 差 が な か っ た(Fig. 2-1-6C)。

(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 は、 両群 間 で同程 度で あっ たが(Fig .

2-1-6A中 段)、PF群 でIRS-1量 の低 下が観察 され たので 、IRS-1量 あた りのチ ロシ ン リ

ン酸化量 は、PF+群 で12C+群 の約1.3倍 にな っていた(Fig . 2-1-6C)。 よって、差 は小 さ

いなが らも、PF摂 取 によ り骨 格 筋IRS-1の イ ンス リン感受性 が上 がってい ると考 え られ

た。
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(3)IRS-1の セ リン リン酸 化状 態

12C群 に 自由摂 食 させ てい た第一章 の結果 と比較 す る と差 は小 さくな ったが、IRS-1の

バ ン ドシフ ト、す なわ ちPF群 に比 べて12C群 でIRS-1の 泳動度 の減少 が観 察 され(Fig .

2-1-6A上 段)、 さ らにSer612の リン酸化 も12C群 でのみ観 察 され た(Fig. 2-1-6A下 段)。

以上の結果より、骨格筋IRS-1に 関 しては、pair-feeding条 件下では12C群 に自由摂食

させていた場合の結果 と比べて全体的に差が小さかったものの、自由摂食の場合と同様な

傾向が観察 された。IRS-1量 、セ リンリン酸化状態お よびイ ンスリン依存性チロシンリン

酸化量の変動は、摂食量の差では説明がっかず、食餌タンパク質の直接的な関与が示唆さ

れた。
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A Body weight

B Food intake of PF group

Fig.2-1-1

Change of body weight and food intake in pair-fed rats.

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

B Carotid Artery

Fig.2-1-2

Plasma insulin level after feeding for 1.5h in pair-fed rats.

Data represent the mean±S.E. for five rats.
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** , P<0.01vs.12C

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

Fig. 2-1-3

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

phosphorylation of insulin receptor  βsubunit  in the liver of pair-fed rats.
Rats were fed on 12C or PF for 7 days and injected with vehicle or insulin
after being fed on respective diets for 1.5 h. The amount of diet supplied to
the 12C-rats that consumed by the PF-rats on previous day.

A: Representative blots of immunoblot analyses.

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

Fig. 2-1-4
Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine

phosphorylation of IRS-1 in the liver of pair-fed rats.
Rats were fed on 12C or PF for 7 days and injected with vehicle or insulin
after being fed on respective diets for 1.5h. The amount of diet supplied to
the 12C-rats that consumed by the PF-rats on previous 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く0.05 vs.12C

Fig. 2-1-5
Effect of dietary protein on the amount and the insulin-stimulated tyrosine

phosphorylation of insulin receptor β subunit in the skeletal muscle of

pair-fed rats. Rats were fed on 12C or PF for 7 days and injected with vehicle
or insulin after being fed on respective diets for 1.5h. The amount of diet supplied
to the 12C-rats that consumed by the PF-rats on previous day.

A: Representative blots of immunoblot analyses.

B: Quantitative analysis for the amount of IRβ (n=10).

C: Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylatod IRβ (n=5).
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*
, P<0.05 vs. 12C

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

Fig. 2-1-6
Effect of dietary protein on the amount and the insulen-stimulated tyrosine

phosphorylation of IRS-1 in the skeletal muscle of pair-fed rats.
Rats were fed on 12C or PF for 7 days and injected with vehicle or insulin
after being fed on respective diets for 1.5h. The amount of diet supplied to
the 12C-rats that consumed by the PF-rats on previous 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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第二節 STZ投 与ラットにおけるインスリン情報伝達経路初期因

子の量およびリン酸化状態に対する食餌タンパク質の影

響の解析

2-2-1 方 法

動物の飼育

5週 齢 のWistar系 雄 ラ ッ ト(120～140g)に3日 間ペ レッ トを 自由摂食 させ た後 、食餌 を

12Cに 切 り替 えて7日 間10時 か ら18時 まで給餌 した。食餌を12Cに 切 り替えてか ら4

日目の11時 半(すなわちその 日の摂食開始後1.5時 間)に尾静脈 よ り採血 し、血糖値を測定

した。 そ の翌 日(食餌 を12Cに 切 り替 えてか ら5日 目)の摂 食 開始 前 に、Normal群(24頭)

とSTZ群(36頭)に 分 けた。そ して、STZ群 の ラ ッ トの腹腔 内に、50mMク エ ン酸 バ ッフ

アー(pH4.5)に 溶 解 したSTZ(Sigma)を 一 匹 あ た り65mg/kgB.W.投 与 した。Normal群

のラットにはクエン酸バ ッファーのみを投与 した。STZ投 与 して2日 後に再度尾静脈から

採血 し血糖値 を測定して、糖尿病の発症を確認 した。糖尿病発症の確認をした翌日に、さ

らに各群を12C群 、PF群 に分けて、実験食期間中も各食餌を10時 か ら18時 まで給餌 し

た。 以上 の飼 育 スケ ジ ュール は次ペ ー ジの 図にま とめた。 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(1.4

U/1ml/匹)を 「1-1-1方 法 」で示 した よ うに下行大静脈 よ り注入 した後、1分 後 に肝 臓 を、

2分 後 に腓腹筋を摘出 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。各群の内訳は以下の とおりである。

Normal-12C-群: 5頭 STZ-12C-群: 8頭

Normal-12C+群: 5頭 STZ-12C+群: 7頭

Normal-PF-群: 6頭 STZ-PF-群: 7頭

Normal－PF+群: 6頭 STZ-PF+群: 8頭

また、全てのラットから尾静脈より、インスリン非注入群からは頚動脈より採血 した。

尾静脈血は血糖値測定用に、頚動脈血はインスリン濃度測定用にした。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-20℃ で保存 した。
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Days

血糖値の測定

血糖値 は、グル コー ス測定 キ ッ ト(GOD法)(グ ル コー スB-テ ス トワコー、和光純薬 工業)

を用い 、添付 のプ ロ トコール に従 つて測定 した。

血中インス リン濃度の測定

「1-2-1方 法 」で示 したの と同様 に行 つた。

組織からの protein extract の調製

「1-1-1方 法 」で示 したの と同様 に行 つた。

免疫沈降法

「1-2-1方 法」 で示 したの と同様 に行 つた。

イムノブロツテイング

「1-2-1方 法」 で示 したの と同様 に行 つた。

統計処理

「1-2-1方 法」 で示 したの と同様 に行 つた。

2-2-2結 果

1.体 重および摂食量変化

体重変化 はSTZ投 与 日(-3日 目)か ら示 した(Fig.2-2-1A)。Normal群 では順 調 に体重
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増加 した。実験開始後、12C群 は徐々に体重増加 してい くのに対し、PF群 では実験食 に

切 り替えた翌 日より顕著に体重が減少 し、その後も緩やかに減少した。一方STZ群 では、

STZ投 与 した後の体重はほ とん ど変動せず、実験開始後STZ-12C群 では、Norma1-12C

群に比べてその増加 の程度 は小 さいが、体重増加が観察された。実験開始後のSTZ-PF群

ではNormal-PF群 と同様 に体重がゆるやかに減少 した。

摂食量はSTZ投 与2日 前(-5日 目)から示 した(Fig.2-2-1B)。Norma1群 では12C摂 取

により徐々に摂食量が増 えたが、PF群 は実験食 に切 り替えた 日か ら12C群 に比べて有意

に減少 し、その後やや減少 した。一方、STZ投 与群ではSTZ投 与 日の摂食量がNormal

群に対 して顕著に減少 してお り、その後2日 間の摂食量は変化 しなかつた。実験食期間中、

STZ-12C群 では次第に摂食量が増加 し、Normal-12C群 よ り摂食量が増加 した。それに対

してSTZ-PF群 では、実験食開始後 も摂食量はほぼ変化 しなかつた。

2.血 糖値の変化

血糖値 は1.5時 間摂食 時 に測 定 し、STZ投 与前(Fig.2-2-2A)、STZ投 与後2日 目(Fig.

2-2-2B)お よび解剖 当 日(Fig.2-2-2C)に っ いて結果 を示 した。STZ投 与前 で は、 どの群 の

血糖値 も約170mg/dlと 同程 度 であ つた。STZ投 与後2日 目では、Normal群 の血糖 値 は

約160mg/dlで あ つたの に対 し、STZ群 で は約600mg/dlで あ り、Normal群 に対 して顕

著 に血糖値 が上昇 して お り、糖尿 病 の発 症が確認 で きた。解 剖 当 日では、Normal群 の血

糖値 は約160mg/dlで あ つたの に対 し、STZ-12C群 は顕著 に血糖値 は高か つた。ところが、

STZ-PF群 では血糖値 が非 常 に高か つた15頭 中4頭 を除 いた値 は約180mg/dlで あ り、

い つたん糖尿 病発症 によ り血糖値 が上昇 した ものの、血 中グル コースの 消去能 を上 昇 させ

る よ うな何 らかの機構 が働 いて血糖 値 が正 常値 に近 い値 まで回復 した もの と考 え られ る

3.血 中イ ンス リン濃度

血 中イ ンス リン濃 度 につ いて は、各 群 のイ ンス リン非注入 群 の解 剖 時(1.5時 間摂 食後)

の 頚 動 脈 血 中 の濃 度 を示 した(Fig.2-2-3)。Normal-PF群 の 血 中イ ン ス リン濃 度 は

Normal-12C群 の約45%に ま で顕 著 に低 下 していた。 また、Normal-12C群 とSTZ両 群

で は、有意 にSTZ群 で低 下 して いた。Normal-PF群 とSTZ両 食餌 群間 には有意 な差 は な

か つたが 、Norma1-PF群 に比べ てSTZ両 群 の方 が血 中イ ンス リン濃度 は低 かつた。

今回の実験では、STZ投 与群の血 中インス リン濃度は通常STZ投 与後 に見 られ る例 と
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比較すると高めになつているが、本実験の目的は1型 糖尿病の影響の解析ではなく、食餌

群間における血中インス リン濃度の違いの影響を排除することであつたため、その目的に

は合致 していると判断して、以下の解析を行つた。

4.STZ投 与ラ ッ トにおける肝臓IRβ の量および 自己 リン酸化の変化に対する食餌タン

バク質の影響

(1)イ ンス リン刺激前のIRβ 自己 リン酸化

イ ンス リン無 刺激群 間 でNormal群 とSTZ群 のIRβ 自己 リン酸化 量 を比較 す る と(Fig.

2-2-4A上 段)、STZの イ ンス リン無刺激 両食餌 群で はNormalの イ ンス リン無刺激 両食 餌

群の約30%低 下 していた。STZ-12C-群 とSTZ-PF-群 を比 較す る と、Normal群 の場 合 と

同様 に、STZ-PF-群 で はSTZ-12C-群 の約1.4倍 に増 加 していた。 さ らにIRβ 量 は、STZ

群 で はNormal群 と同様 に12C群 に比 べ てPF群 で増加 して いた(Normal-PF群 は

Normal-12C群 の約1.6倍,STZ-PF群 はSTZ-12C群 の約1.3倍 、Fig.2-2-4A下 段,Fig.

2-2-4B)。 したが って、IRβ 量 あた りの 自己 リン酸化 量はSTZの イ ンス リン無刺激 両食 餌

群 ではNormalの イ ンス リン無刺激 両食 餌群 の約45%低 下 していたが 、STZ群 間の食餌 に

よる差 は観 察 され なか つた(Fig.2-2-4C)。

(2)イ ンス リン刺激時のIRβ 自己リン酸化

STZ-12C+群 とSTZ-PF+群 のIRβ 自己 リン酸化 量 を比較す る と(Fig.2-2-4A上 段)、

Normal群 で観 察 され たの と同様 にSTZ-PF+群 で はSTZ-12C+群 の約1.3倍 に増加 してい

た。先 に も述 べた よ うに、IRβ 量 もSTZ-12C群 に比べ てSTZ-PF群 で増 加 していた ので、

IRβ量 あた りの 自己 リン酸化 量 はNormal群 と同様 にSTZ群 間の食 餌 に よる差 は観察 され

な か つ た 。(Flig.2-2-4C)。

以上のSTZ投 与ラッ トを用いた実験よ り、肝臓IRβ 量の変動はNormal群 と同様に観察

され、食餌により変動する循環血中インスリン濃度の関与は小さく、食餌タンパク質の影

響が大きいとい うことが明らかになつた。
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5. STZ投 与ラッ トにおける肝臓IRS-1の 量およびチロシンリン酸化の変化に対する食

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

イ ンス リン無刺激 群 間でNormal群 とSTZ群 のIRS-1チ ロシ ン リン酸化量 を比較す る

と(Fig.2-2-5A上 段)、IRβ の場合 と同様 にSTZの イ ンス リン無刺激 両食餌群 ではNormal

のイ ンス リン無刺激 両食餌 群 の約30%低 下 して いた。STZ-12C-群 とSTZ-PF-群 を比較す

る と、Normal群 の場 合 と同様 に、STZ-PFI-群 で はSTZ-12C-群 の約1.7倍 に増加 して いた。

IRS-1量 に 関 して も 、Norma1群 の場 合 と同様 にSTZ-12C群 に比 べ てSTZ-PF群 で は約

1.7倍 に増 加 して い た(Fig.2-2-4A下 段,Fig.2-2-4B)。 よ って 、IRS-1量 あ た りの チ ロ シ

ン リン酸 化 量 は 、Normal群 と同 様 に 、STZ-12C-群 とSTZ-PF-群 間 で 同 程 度 で あ っ た(Fig.

2-2-5C)。

(2)イ ンス リン刺 激 時 のIRS-1の チ ロシ ン リン酸化

STZ-12C+群 とSTZ-PF+群 のIRS-1自 己 リン酸化 量 を比 較す る と(Fig.2-2-4A上 段)、

Normal群 で観 察 され たの と同様 に(Noma1-PF+群 でNormal-12C+群 の約2.4倍 に増加)、

STZ-PF+群 ではSTZ-12C+群 の約1.8倍 に増加 していた。IRS-1量 はNorma1群 お よびSTZ

群 のPF群 で増 加 してい たので 、IRS-1量 あた りのチ ロシ ン リン酸化 量 は、Normal群 と

同様 な傾 向 を示 し、STZ-PFI+群 ではSTZ-12C+群 の約1.3倍 に増加 していた が、有意 な差

ではなか った。この ときのNormal-PF+群 はNormal-12C+群 の約1.5倍 に増 加 してお り、

そ の差 は有 意で あ った(Fig.2-2-5C)。

以上のSTZ投 与 ラッ トを用いた実験 より、IRβ量の変動 と同様に肝臓IRS-1量 は食餌に

よ り変動す る循環血中インス リン濃度の関与は低 く、食餌タンパク質の影響を受けて変動

するということが裏づけられた。また、IRS-1の イ ンス リン依存性チロシン リン酸化がPF

摂取によ り増加傾向を示す とい うことも、血中インスリン濃度の影響は少なく、主にタン

パク質栄養の影響を受けて起こる現象であることが明らかになった。
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6.STZ投 与 ラッ トにおける骨格筋IRβ の量および 自己 リン酸化の変化 に対する食餌タ

ンパク質の影響

(1)イ ンス リン刺激前の1Rβ 自己リン酸化

Normalの イ ン ス リ ン無 刺 激 両食 餌 群 間 でIRβ 自 己 リン 酸 化 量 を比 較 す る と、

Normal-PF-で はNormal-12-の 約35%低 下 していたの に対 し、STZの イ ンス リン無刺激

両食餌 群 間でIRβ 自己 リン酸化量 を比べ る と食餌 によ る差 は認 め られ なか った(Fig.2-2-6

A上 段)。IRβ 量 に関 して は、Normal群 お よびSTZ群 ともに12C摂 取 に比 べてPF摂 取 で

やや増加 してい たが、各 々有意 差 はな かった(Fig.2-2-6A下 段,Fig.2-2-6B)。 したが って、

IRβ量 あた りの 自己 リン酸化 量 は、Normalの イ ンス リン無刺 激 両食餌 群 間で比較 す ると

Normal-PF-で はNormal-12C-の 約40%低 下 してい たの に対 し、STZの イ ンス リン無刺激

両食 餌群 間で は同程度 であ った(Fig.2-2-6C)。 本 章第一節 の結果 か ら、骨格筋IRは イ ン

スリン無刺激状態では血中インスリン濃度に応答するであろうことが推察 された。Fig.

2-2-6の 結果についても、Nomlal群 ではPF摂 取による血中インス リン濃度の低下に依存

してIRβ 自己 リン酸化量 も低下 し、STZ群 では12C群 とPF群 の血 中インス リン濃度は同

程度であったために、IRβ自己 リン酸化量も同程度 であったと考えられる。

(2)イ ンス リン刺 激 時のIRβ 自己 リン酸 化

STZ-12C+群 とSTZ-PF+群 のIRβ 自己 リン酸化 量 を比 較す る と、STZ-PF+群 でやや増加

傾 向 を示 していた が(STZ-12C群 の約1.2倍 に増加:Fig.2-2-6A上 段)、IRβ 量 もSTZ-PF

群 でやや 増加 して いたの で(STZ-12C群 の約1.3倍 に増加:Fig.2-2-6B)、IRβ 量 あた りの

自己 リン酸化量 は両群 間で 同程 度 であ った(Fig.2-2-6C)。

以上の結果から、骨格筋IRは 、STZ投 与ラ ッ トにおいても、12C群 に自由摂食 させた

場合やPair-feedingの 場合 と同様に食餌タンパク質の影響は小さかったので、食餌タンパ

ク質の影響を受けにくいと考えられた。

7.STZ投 与 ラッ トにおける骨格筋IRS-1の 量およびチ ロシン リン酸化の変化に対する

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

Norma1の イ ンス リン無刺激 両食 餌群 間でIRS-1チ ロシ ン リン酸化 量 を比 較す る と、
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Normal-PF-で はNormal-12C-の 約45%低 下 してい たの に対 し、STZの イ ンス リン無刺激

両食 餌群 間でIRβ 自己 リン酸化量 を比べ る と両群 間で 同程度 で あ った(Fig.2-2-7A中 段)。

IRS-1量 に 関 しては 、Normal群 で はPF群 で12C群 の約40%減 少 して いたの に対 し、STZ

群 ではPF群 で12C群 の約20%減 少 してい たが、有意 な差 は なか った(Fig.2-2-7A上 段,

Fig.2-2-8B)。 したが って、IRS-1量 あた りのチ ロシン リン酸化 量 に関 しては、Nomal群

お よびSTZ群 のイ ンス リン無 刺激 両食 餌群 間 では同程 度 であ った(Fig.2-2-7C)。

(2)イ ンス リン刺激時におけるIRS-1の チ ロシン リン酸化

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

でSTZ-12C+群 の約1.3倍 に増加 していた が(Fig.2-2-7A中 段)、先 に述べ た よ うにIRS-1

量 もSTZ-PF群 で減少傾 向で あった ので(Fig.2-2-7B)、IRS-1量 あた りのチ ロシン リン酸

化 量 はSTZ-PF+群 でSTZ-12C+群 の約1.8倍 に有意 に増加 していた(Fig.2-2-7C)。 これ ら

はNormal群 と同様 な結果 と言 え る。

(3)IRS-1の 量 とセ リン リン酸 化状 態

IRS-1量 に関 して、PF摂 取 による減 少程度 はSTZ投 与 に よ り小 さくな っていた(Fig.

2-2-7A上 段,Fig.2-2-7B)。 また、Normal-12C群 とSTZ-12C群 を比較 す る と、有 意 な差

で はない もののSTZ-12C群 でNormal-12C群 の約20%減 少 して いた。 したが って、PF

摂取 に よる骨格 筋IRS-1の 減 少 には血 中イ ンス リン濃 度 の影響 が 大きい と考 え られ る。

IRS-1の セ リン リン酸化状 態 に関 しては、IRS-1の バ ン ドシフ ト、す なわちPF群 に比

べて12C群 でのIRS-1の 泳動度 の減少 はSTZ群 で も差 は小 さい なが らも観 察 され た(Fig .

2-2-7A上 段)。Ser612の リン酸化 も、12C群 で はNormal群 お よびSTZ群 とも明確 に検

出 され たが、PF群 で はSTZ処 理 の有無 に関わ らず非 常に低 レベ ル であ った(Fig.2-2-7下

段)。

以上のSTZ投 与ラッ トの結果 よ り、骨格筋IRS-1に 関 しては、そのインス リン依存性チ

ロシンリン酸化およびセ リンリン酸化は血中インスリン濃度の影響よりも食餌タンパク質

の影響の方が大きいとい うことが考えられた。IRS-1の セ リン リン酸化 につ いては、

Normal群 に比べ てSTZ群 で は、12C摂 食 に よるIRS-1の 泳動度 の減少程 度が小 さか った

こ とか ら、Ser612以 外 の他 のセ リン残 基 の リン酸化 に関 して、血 中イ ンス リン濃度 が関
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与している可能性が考えられた。一方、IRS-1量 の変動には血中インス リン濃度の変動が

大きく、循環血中インスリン濃度が低下するとIRS-1量 が低下す るとい うことが明らかに

なった。

8.STZ投 与 ラッ トにおける肝臓 および骨格筋1RS-2の 量およびチロシン リン酸化の変

化に対す る食餌タンパク質の影響

肝臓 のIRS-2に 関 しては、Nomlal群 と同様 にSTZ群 で も、PF群 でのみ チ ロシ ン リン

酸化 が観察 で き、イ ンス リン刺 激 に よ りそのチ ロシ ン リン酸化 は増 強 していた(Fig.2-2-8

A上 段)。 さ らに、PF摂 取 に よるIRS-2の チ ロシン リン酸化量 の増加 はその タ ンパ ク質量

の増加 を伴 ってい た(Fig.2-2-8A下 段)。 したが って、第一章 で観 察 され た肝臓IRS-2に 関

す る変化 は、循 環血 中イ ンス リン濃 度 の影 響 は低 く、食餌 タンパ ク質の影響 が大 きい とい

うこ とが示 され た。

一方
、骨格筋のIRS-2に 関 しては、Normal群 ではPF群 でのみインス リン依存性チロ

シンリン酸化が観察された。STZ群 ではPF群 よ り程度 は小 さいが12C群 でもインス リン

依存性 チロシン リン酸化が観察された(Fig.2-2-8B)。 ここでも、IRS-2量 に関 して も検討

したが、イムノブロット法では検出できなかった。したがって、骨格筋IRS-2の インス リ

ン依存性チロシンリン酸化の変化に対 しては、食餌タンパク質だけでなく血中インスリン

濃度の影響も関与しており、循環血中インスリン濃度が低くなるとIRS-2の インス リン依

存性チロシンリン酸化が増加することが示された。
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A Body weight

B Food intake

Fig.2-2-1

Change of body weight and food intake of STZ-treated rats.

12C; n=10, PF; n=12, STZ-12C; n=15, STZ-PF; n=15

85



Fig. 2-2-2

Plasma glucose level of normal and STZ-treated rats after

feeding for 1.5 h.

A: Before STZ injection. B: After 2 days of STZ injection. C: At sacrifice.

12C; n=10, PF; n=12, STZ-12C; n=15, STZ-PF; n=15
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Fig. 2-2-3

Plasma insulin of level normal and STZ-treated rats

after feeding for 1.5h.

12C; n=10, PF; n=12, STZ-12C; n=15, STZ-PF; n=15
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**
, P<0.01 vs. Norrnal-12C

##, P<0.01 vs. STZ-12C

Fig. 2-2-4

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

Phosphorylation of insulin receptor β subunit in the liver of STZ-treated rats.

A: Representative blots of immunoblol analyses.

B: Quantitative analysis for the amount of IRβ.

C: Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated lRβ.

12C-; n=5, 12C+; n=5, PF-; n=6, PF+; n=6, STZ-12C-; n=8, STZ-12C+; n=7

STZ-PF-; n=7, STZ-PF+; n=8
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**
, P<0.01 vs. Norrnal 12 C

#, P<0.05 vs. STZ 12C

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

Fig. 2-2-5

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

phosphorylation of IRS-1 in the liver of STZ-treated rats．

A: Representative blots of immunoblot analyses.

B: Quandtative analysis for the amount of IRS-1.

C: Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated IRS-1.

12C-; n=5, 12C+; n35, PF-; n=6, PF+; n=6, STZ-12C-; n=8, STZ-12C+; n=7

STZ-PF-; n=7, STZ-PF+; n=8
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Fig. 2-2-6

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

phosphorylation of insulin receptor β subunit in the skeletal muscle of

STZ-treated rats.

A: Representative blots of immunoblot analyses.

B: Quantitative analysis for the amount of IR β.

C: Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated IR β.

12C-; n=5, 12C+; n=5, PF-; n=6, PF+; n=6, STZ-12C-; n=8, STZ-12C+; n=7

STZ-PF-; n=7, STZ-PF+; n=8
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**
, P<0.01vs. Normal 12C

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

##, P<0,01vs. insulin+of STZ 12C

Fig. 2-2-7

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

phosphorylation of IRS-1 in the skeletal muscle of STZ-treated rats.

A: Representative blots of immunoblot analyses.
B: Quantitative andysis for the amount of IRS-1.

C: Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated IRS-1.

12C-; n=5, 12C+; n=5, PF-; n=6, PF+; n=6, STZ-12C-; n=8, STZ-12C+; n=7
STZ-PF-; n=7, STZ-PF+; n=8
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A Liver

B Muscle

Fig. 2-2-8

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

tyrosine phosphorylation of IRS-2 in the liver and the skeletal muscle

of STZ-treated rats.
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第三節 肝臓および骨格筋におけるIRSの 遺伝子発現に対する食

餌タンパク質の影響

2-3-1方 法

Total RNAの 調製

肝臓 お よび骨格 筋 の組 織約0.1gをTRIzol reagent (Invitrogen)1ml中 で、ポ リ トロン

型 ホモ ゲナイザ ー を用 いて速や か にホモ ゲナイ ズ した。homogenateに クロ ロホル ム200

μ1(用 いたTRIzol reagentの1/5量)を 加 えて激 しく振 と うし、遠 心分離(12,000×g, 15

min, 4℃)し た。上清(TRIzo1の 約60%)に 等 量のイ ソプ ロパ ノール を加 えて よ く混和

し10分 間室温放 置後 、再度遠 心分 離(12,000×g, 15min, 4℃)し た。沈殿 として得 ら

れ たtotalRNAを75%エ タノール1mlで 洗い 、沈殿 を乾燥 した後、MilliQ水 に溶か した。

RNA濃 度 はGene Quant Pro (Amersham Pharmacia Biotech)を 用 いて260nmの 吸光度

によ り測 定 し、後 の分 析 に供 す るまで ー20℃ で保存 した。

プライマーの設計

PCRに 用 い た プ ライ マ ー は 、 既 に報 告 され て い るrat IRS-1 mRNA(Accession No.

NM _012969 sequence position: 2048-2467)とrat IRS-2 mRNA(Accession No.

AF087674sequence position: 64-341)を も と に設 計 した 。合 成 はInvitrogenに 依 頼 した 。

IR5-1 sense primer 5'-ATCGCTACATCCCAGGTGCTAC-3'

antisense primer 3'-CCCCATTTCCTTTGCGGTTGCT-5'

IRS-2 sense primer 5'-ACCCAGCCTCATCACTCAGC-3'

antisense primer 3'-AGCAGTGAAGAGGAGGAGGC-5'

1st strand cDNAの 合 成

下記の反応液を調製 し、75℃ 、15分 間反応 させた後、氷上で2～3分 間静置 した。
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さらに下記 の試薬 を加 え、25℃ 、10分 反応 後 、42℃ 、5分 反応 させ た。

そ の後 、 逆 転 写 酵 素 で あ るSuper Script II(200 units: Invitrogen)1μl添 加 し、42℃ 、

50分 反 応 後 、70℃ 、15分 反 応 し、1st strand cDNAを 得 た 。

PCR反 応

total  50μ1

上記のようなPCR反 応溶液を調製 し、以下の反応条件でPCR反 応を行 った。

サブクローニ ング

PCR産 物 は 、 常 法 に 従 い 、pGEM(R)-T Easy Vector(Promega)に サ ブ ク ロー ニ ン グ を行

っ た。 さ らに 、ABI PRISM TM310 Genetic Analyzer(Perkin Elmer)で シー クエ ン ス を読

み 、 イ ン サ ー トとそ の 方 向 を確 認 した。
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RNAprobeの ラベル 法

In vitro transcriptionに よ るcRNAプ ロー ブ の 合 成 は 、Fuら の 方 法(Fu, Z. W. et a1,

2001)に 従 っ た 。

RNase Pmtection Assav

Hybridization Bufferに1サ ンプル2×105cpmのprobeを 加 えた もの を30μlず つtotal

RNAに 加 えて よ く撹拌 し、85℃ で5分 間変性 させ た後 、45℃ で一晩イ ンキュベー トし

た。 次 に、Digestion Buffer 270μl加 えて37℃ で30分 ～1時 間イ ンキ ュベー ト後、10%

SDS 20μlとProteinase K (Invitrogen) 2.5μlを 加 えて37℃ で30分 間イ ンキュベー トし

た。 次 に、下記 の もの を加 えて よ く撹 拌 し、-20℃ で30分 間放置 した。

3MCH3COONa(pH6.0) 30μl

tRNA(5μg/μl)(NewEnglandBiolabs) 4μl

エ タノール 780μl

遠 心 分 離(12,000×g,30min,4℃)後 、上 清 を 除 い て 沈 殿 を 乾 燥 し、Sample Buflbr 10μl

を加 えて95℃ で5分 間処理 し、氷上 で急 冷 し、8%変 性 ポ リアク リル ア ミ ドゲル(0,5%0.5

×TBE Buffer)で 電気 泳動(定 電圧45W, 70min)し た。泳 動終 了後、ゲル を ろ紙(3MM

Whatman)に 移 し、 ゲル ドライヤー で乾燥 した。 乾燥 した ゲル をイ メー ジ ングプ レー ト

(BAS III:富 士写真 フイル ム)に 感 光 させ 、FLA3000(富 士写真 フ ィル ム)を 用 い て検 出、

定 量 を 行 っ た 。 内 部 標 準 に は 、glycelardehyde-3-phosphoric acid dehydrogenase

(GAPDH)mRNAを 用い た。 各種buffer組 成 は、 下記 の とお りで あ る。

4×Hybridization Buffer

0.5MTris-HC1(pH7.6) 80μl

0.5MEDTA(pH8.0) 8μl

5MNaC1 320μl

10%SDS 40μl

MilliQ水 552μl

右のものをホルムアミドで4倍 希釈 して使用。

Dige8tionBufebr  SampleBuffer

1×STEbuffer 10ml  0.5MEDTA(pH8.0) 20μl

RNaseA 40μl  ホル ムア ミ ド 950μl

RNaseT1(100,000U/ml) 10μl  DyeMix 30μl
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2-3-2 結 果

1.肝 臓お よび骨格筋 にお けるIRS-1遺 伝子発現に対す る食餌 タンパ ク質の影響

肝臓におけるIRS-1 mRNA量 の結果は、Fig.2-3-1に 示 した。タンパク質 レベルでは

PF摂 取 に よ りIRS-1量 は増加 していた が、IRS-1mRNA量 は12C群 とPF群 で同程 度で

あ り、食 餌 タ ンパ ク質 の影響 は観察 され なか った。 また、STZ投 与 ラ ッ トの肝臓 にお け る

IRS-1 mRNA量 に関 して も検討 を行 った ところ、Normal群 と同様 にSTZ群 で も食 餌 タ

ンパ ク質 の影 響 は観 察 され なか った(Fig.2-3-3A)。

骨格 筋 におけ るIRS-1 mRNA量 の結果 は、Fig.2-3-2に 示 した。タンパ ク質 レベル では

PF摂 取 に よ りIRS-1量 は減少 していた が、IRS-1 mRNA量 は12C群 とPF群 で変化 はみ

られず 、STZ投 与 ラ ッ トの骨格 筋 に関 して も、IRS mRNAは 食餌 タンパ ク質 の影響 を受

けず 、変動 が見 られ なか った(Flig.2-3-3B)。

した がっ て、 タ ンパ ク質 栄養 状態 に よる肝臓 お よび骨格筋 のIRS-1量 の制御 は、mRNA

レベル では な されず 、翻訳 も しくは分解 に よる制御 が重要 であ る と考 え られ る。

2.肝 臓および骨格筋におけるIRS-2遺 伝子発現に対する食餌タンパク質の影響

肝臓 にお けるIRS-2 mRNA量 の結果 は、Fig.2-3-4に 示 した。 タ ンパ ク質 レベル では

PF摂 取 に よ りIRS-2量 は顕 著 に増加 していた が、IRS-2mRNA量 もPF群 で12C群 の約

1.6倍 に増加 して いた。STZ投 与 ラ ッ トの肝臓 のIRS-2mRNA量 も測 定 した ところ(Fig.

2-3-5)、STZ群 はNormal群 よ りやや 増加 傾 向 を示 してお り、さらにSTZ-12C群 とSTZ-PF

群 で同程度 で あ り、食餌 タンパ ク質 に よる効果 は消失 した。 したが って、食 餌 タ ンパ ク質

の影響 で はな く、循 環血 中イ ンス リン濃 度が低 下す る と肝臓 のIRS-2mRNA量 が増加す

る とい う関係 が明 らか にな った。

骨格 筋 に関 しては、イ ム ノブ ロ ッ ト法 でIRS-2量 の検 出はで きなか った ので、タンパ ク

質 レベル でのIRS-2量 の変 動は不 明で あった。 そ こで、mRNA量 につ いて検討 した とこ

ろ、PF群 で12C群 の約2.8倍 に増加 していた(Flig.2-3-6)。 また、STZ投 与 ラ ッ トの骨 格

筋のIRS-2mRNA量 は、Norma1群 よ りや や増加傾 向を示 し、 さらに12C群 よ りPF群

で有意 で はないが約2.2倍 に増加 していた(Fig.2-3-7)。 したが って、骨 格筋 にお けるIRS-2

mRNA量 の制御 に は食餌 タ ンパ ク質 の影 響 が大 き く関与 して い る とい うこ とが考 え られ

た。 ま た、骨格 筋IRS-2はPF摂 取 に よ りタ ンパ ク質 量 と して増加 してい る こ とが示唆 さ

れ た。
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Fig. 2-3-1
Effect of dietary protein on the gene expression of IRS-1 in the liver.
Rats were fed on 12C or PF diet for 7 days (8h a day ad libitum) and
for 1.5 h on the 8th day.

A : Representative bands of RNase protection assay.
B : Quantitative analysis (n=5).
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Fig. 2-3-2
Effect of dietary protein on the gene expression of IRS-1 in the skeletal
muscle. Rats were fed on 12C or PF diet for 7 days (8h a day ad libitum)
and for 1.5h on the 8th day.

A: Representative bands of RNase protection assay.
B: Quantitative analysis(n=5).
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A Liver

B Skeletal muscle

Fig. 2-3-3

Effect of dietary protein on the gene expression of IRS-1 in the liver

and the skeletal muscle of STZ-treated rats.
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*
,P<0.05 vs.12C

Fig. 2-3-4
Effect of dietary protein on the gene expression of IRS-2 in the liver.
Rats were fed on 12C or PF diet for 7 days (8h a day ad libitum) and
for 1.5h on the 8th day.
A: Representative bands of RNase protection assay.
B: Quantitative analysis(n=5).
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* and # , P<0.05vs. Normal-12C

Fig. 2-3-5
Effect of dietary protein on the gene expression of IRS-2 in the liver

of STZ-treated rats.

A: Representative bands of RNase protection assay.
B: Quantitative analysis(n=5).

101



*, P<0.05vs. 12C

Fig. 2-3-6

Effect of dietary protein on the gene expression of IRS-2 in the skeletal
muscle. Rats were fed on 12C or PF diet for 7 days (8h a day ad libitum)
and for 1.5h on the 8th day.

A: Representative bands of RNase protection assay.
B: Quantitative analysis(n=5).
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* , P<0.05vs. Normal-12C

Fig. 2-3-7

Effect of dietary protein on the gene expression of IRS-2 in the skeletal
muscle of STZ-treated rats.

A: Representative bands of RNase protection assay.
B: Quantitative analysis(n=5).
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第四節  食餌 タンパ ク質に よる骨格筋IRS-1セ リン リン酸化状態

の変動に寄与する因子の検索

2-4-1 方 法

PKC活 性測定

骨 格 筋 よ りprotein extractを 「1-1-1 方 法 」 と同様 に調 製 し、 そ の サ ン プル を 用 い て

PKC活1生 は 、Protein kinase Cenzym eassay system (Amersham Pharmacia Biotech)

を用 い 、添 付の プ ロ トコー ル に 従 っ て 測 定 した 。このassay systemで はconventional PKC

(α, β, γ)の活 性 の み 測 定 可 能 で あ り、他 の カル シ ウム非 依 存 型 のnovel PKC(δ, ε, θ, η)と

atypical PKC(λ, ζ〉の活 性 は測 定 不 可 能 で あ る。

TNFα mRNAの 測定

第 一章 にて飼 育 した12C群 お よびPF群 の精 巣周 囲脂肪 組織 を用い 、脂肪 組織 に発 現 し

て い るTNFα mRNA量 をRNase Protection Assayに よ り測 定 した。以 下に示す部分 以外

は 「2-3-1方 法」 と同様 に行 った。

total RNAの 調 製

精巣 周 囲脂 肪組織 約0.3～0.4gをTRIzol reagent 1.5m1で ホモ ゲナイズ した後 、遠 心分

離(12,000×g,10min,4℃)し て上部の脂肪 を除 き、その後 の操作 は 「2-3-1 方 法」 と同

様 に行 った。

プライマーの設計

PCRに 用 い た プ ライ マ ー は 、 既 に報 告 され て い るrat TNFα mRNA (Accession

No. X66539 sequence position: 292-691)を も とに設 計 し、合 成 はInvitrogenに 依 頼 した 。

TNFa  sense primer  5'-AACCACCAAGCACAGGAGCAGC- 3'

antisense primer 3'-CAAAGTAGACCTGCCCGGACTC- 5'

2-4-2 結 果

1.骨 格筋 におけるcPKC活 性

骨格 筋 タ ンパ ク質 中のcPKC活 性 の結果 は、Fig.2-4-1に 示 した。12C群 とPF群 の骨

格筋 でcPKCの 活性 は同程度 で あった。 したが って、少 な く とも食餌 タ ンパ ク質 に よ る

IRS-1の セ リン リン酸化 状態 の変 化 に、cPKCは 関与 しない とい うことが明 らかに なった。
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2.脂 肪組織におけるTNFα 遺伝子発現量に対する食餌タンパク質の影響

精 巣周 囲脂 肪 組織 にお け るTNFα mRNA量 の結 果 は、Fig.2-4-2に 示 した。TNFα

mRNA量 も12C群 とPF群 で同程度 で あ り、食餌 タンパ ク質 の効 果 は観 察 され なか った。

た だ、脂 肪 量は12C群 の方 が多 いので 、体全体 のTNFa量 は12C群 で増加 してい るのか

も しれ ない。なお血 中のTNFα 量 に関 しては、rat TNFα Immunoassay Kit (コスモ ・バイ

オ株 式会 社)を 用 いて測 定 を試み たが 、検 出 限界 以下 であ った。
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Fig. 2-4-1

cPKCs activity in the skeletal muscle. 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. for five rats.
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Fig. 2-4-2

Effect of dietary protein on the gene expression of TNFα in the

adipose tissues. Rats were fed on 12C or PF diet for 7 days

(8h a day ad libitum) and for 1.5h on the 8th day.

A : Representative bands of RNase protection assay.
B : Quantitative analysis (n=5).
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第五節 考察

1.タ ンパ ク質およびア ミノ酸のイ ンス リン情報伝達経路に対する抑制効果

本章では、まず第一章で食餌タンパク質の効果が確認 された現象に対して、タンパク質

栄養状態 に よ り変動す る血 中ア ミノ酸濃度 が直接影響 してい るか ど うか、pair-feedingラ

ッ トとSTZ投 与 ラ ッ トを用 いて検討 した。pair-feedingで は、12CとPFの 間で血 中イ ン

ス リン濃 度 が同程度 で あるが、 自由摂 取 に比べ て12Cの 血 中ア ミノ酸濃 度が低 めで あ り、

ア ミノ酸 の効果 が小 さ くな る と予想 され る。STZ投 与で は、摂 食量 は12CとPFの 間で差

があるが、血中インス リン濃度は両群で同程度に低 く保たれたため、両群間における血中

アミノ酸濃度の差が大きく、pair-feedingよ りもア ミノ酸シグナルの影響が大きくなると

考 え られ る。 以上 の こ とを考慮 して得 られた結果 をま とめ る と、PF摂 取 に よる肝臓 のIR

量 お よびIRS-1,-2量 の増加 、骨格 筋 のIRS-1の セ リン リン酸化 お よび イ ンス リン依 存 性

チロシンリン酸化には食餌タンパク質の影響が大きく、血中インスリン濃度の関与は少な

いとい うことが明らかになった。それに対して、骨格筋のIRS-1量 の変化は食餌 タンパク

質の効果 より血中インスリン濃度の影響が大きく、IRS-2の イ ンス リン依存性チロシン リ

ン酸化 も血中インス リン濃度への依存性が大きいことが示唆された。Pair-feedingで は全

体的に食餌 タンパク質の効果をやや弱める傾向が見られたことから、摂食量の減少による

血中アミノ酸濃度の減少も関与していることが示唆された。

序論でも少 し触れたが、Reisら のラッ トを用いた研究の他 に、培養細胞系でアミノ酸の

インスリン情報伝達経路の初期段階への影響を検討している報告がある。これ らの研究に

おいて一貫している点は、アミノ酸によりmTOR/p70S6キ ナーゼ経路が活性化すること

で ある。Haraら のCH0-IR細 胞(IRを 高発 現 してい るCHO細 胞)を 用 いた研 究(Hara,K

et al,1998)に よる と、IRやIRS-1の イ ンス リン依 存性 チ ロシ ン リン酸 化、 イ ンス リン刺

激 によ るPI3キ ナ ーゼお よびAkt/PKB活 性 化 に対 して ア ミノ酸 の効果 は なかった。 よっ

て、 ア ミノ酸 とイ ンス リンの情 報伝達 はmTORよ り上流 では ク ロス トー ク してい ない と

結論 してい る。それ に対 して 、Pattiら のFao hepatomaやHepG2と い った肝 細胞 を用 い

た研 究(Patti,M.-E.etal,1998)で は、IRS-1,-2の イ ンス リン依存性 チ ロシ ン リン酸化 、

IRS-1とGrb2お よびPI3キ ナー ゼ との結合 、イ ンス リンに よるPI3キ ナ ーゼの活 性化 が

ア ミノ酸 に よ り抑制 され ていた。本研 究 の第 一章 、第二章 で観 察 された、 タ ンパ ク質 栄養

状 態 の悪化 に伴 った肝 臓お よび骨格 筋 でのIRお よびIRSのup-regulation効 果 は、Reis
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らやPattiら の結 果 に とよ く一致 してい る。

さらに、タンパク質およびアミノ酸が糖新生や糖の取り込みに対するインスリン作用を

制御 してい る とい うこ とは、代 謝研 究 にお いて よ く調 べ られ てい る(Kettelhut, 1. C. etal,

1980, Peret, J. et al, 1981, Tessari, P. et al, 1985, Rossetti, L. et al, 1989, Pisters, P. W.

et al, 1991, Tappy, L. et al, 1992, Flakoll, P. J. et al, 1992)。特に、高たんぱく質摂取に

より空腹時血糖値の上昇、肝臓における糖産生の増加、それに対して糖利用の減少が起こ

る こ とが報 告 され て い る。ま た、adipocyteを 用 いたMarshallら の実験 では、ア ミノ酸 が

イ ンス リンの糖 取 り込 み促 進作 用 を阻害 し、その 中で も特 にグル タ ミンの効果 が大 きい こ

とを示 してい る(Traxinger, R. R.etal,1989、Marshall, S. etal,1991)。 そ して、 この グ

ル タ ミンに よるイ ンス リン作用 の阻害 効果 はヘ キ ソー スア ミン生合成経 路の活 性化 によ る

もので あ り、その律 速酵素 で あ るglutamine: frructose-6-phoasphate aminotransferaseの

イ ンス リン抵抗性 に対す る重要性 が示 され た(Crook,E.D.etal,1993、HebertJr,L.F.et

al, 1996)。 以上 の こ とか ら、 タ ンパ ク質お よびア ミノ酸 の、糖 代謝 に関す るイ ンス リン作

用 に対す るdown-regulation効 果 が 明 らか にな って い る。 そ して最 近、培養 細胞 系で初 め

て、イ ンス リン とア ミノ酸の シ グナル の クロス トー クに よ り糖 取 り込 みの抑制 が起 こる こ

とが証 明 され た(TremblayF. et al， 2001)。 それ による と、ア ミノ酸 に よ り短時 間のイ ンス

リン刺 激 に対す る応 答 は影 響 を受 けないが、30分 以上 の長 時 間のイ ンス リン刺激 で活性化

したp70S6キ ナーゼ に よ りIRS-1の セ リン リン酸 化 が増加 す る。 そ して 、ア ミノ酸 は

p70S6キ ナ ーゼ の活1生化 に必須 で あ り、IRS-1の セ リン リン酸化 の増加 に も重要 で あ ると

され てい た。 この ア ミノ酸 によ るIRS-1を 介 したdown-regulation機 構 によ り、イ ンス リ

ン依存性糖取り込みが抑制された。したがって、この知見と同様な、アミノ酸のIRS-1の

セ リンリン酸化に対す る影響が観察された本研究においても、タンパク質栄養の悪化に伴

いインスリンの糖取り込み促進効果が亢進するであろうことが予想 された。また、STZ投

与により1型 糖尿病を誘発 したのを血糖値の上昇で確認したラットにPFを 一週間給餌 し

際、血糖値が回復 していたという現象からもそのことが推察できた。これに関しては、次

章で検討をした。

2.IRS-1,-2量 の タンパ ク質 栄養状 態 に よ る制御 機構

本 章 では、PF摂 取 に よる肝臓 でのIRS-1,-2量 の増加 と、骨 格筋 でのIRS-1量 の減 少 は、

mRNAレ ベ ル での変化 を伴 うか ど うか を検討 した。イ ム ノブ ロ ッ ト法 で検 出で きなか った
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骨 格筋 のIRS-2に 関 して も同様 にmRNA量 の変化 を検 討 した。 その結果 、肝臓 、骨格 筋

共 にIRS-1mRNA量 は両群 間で差 がな く、IRS-2mRNA量 はPF食 摂 取で増加 してい た。

IRS-1, -2は 肥満 に よるイ ンス リン抵抗性 を示すob/obマ ウスやZuckerfattyラ ッ トで、そ

の量が減 少 し、それ にはmRNA量 の減 少 も伴 うとい うこ とが示 され てい る(Kerouz ,N.J.

et al,1997、Anai,Metal,1998)。 これ らの動物 モデル はhyperinsulinemiaを 示す ため、

IRS-1, -2の 遺伝 子発 現お よび タ ンパ ク質量 はイ ンス リンに よる負 の制御 を受 け るので は

ないか と考 え られ た。 さらに、IRS-2遺 伝 子 には、イ ンス リンに よ りその遺伝子発 現が抑

制 され るPEPCKと 完全 に一 致す るイ ンス リン応答領域 が存在 し、イ ンス リンに よ りそ の

転 写が阻害 され る とい う報 告 もな され てい る(Zhang, J. etal, 2001)。 よって、STZ投 与 ラ

ッ トを用い て肝臓 お よびIRS-1,-2量 、お よびmRNA量 の変動 に血 中イ ンス リン濃度 が関

与 してい るか ど うか検 討 した。 その結 果 、PF摂 取 に よる肝臓IRS-1,-2量 の増加 は血 中イ

ンス リン濃度 の影響 は少 な く血 中ア ミノ酸 濃度 の効 果 が大 きか った。 それ に対 して 、PF

摂 取 に よる骨 格筋IRS-1量 の減 少 は血 中イ ンス リン濃度 の変動 に依存 してい た。mRNA

レベ ル では、肝臓 お よび骨 格 筋IRS-1mRNA量 は血 中イ ンス リン濃度 お よび血 中ア ミノ

酸濃度に依存せず変動 しなかった。それに対 して、IRS-2mRNA量 は、肝臓 において、血

中インス リンレベルが非常に低いSTZ投 与ラッ トで増加 していた。 さらに、STZ投 与ラ

ッ トの肝臓IRS-2mRNAは 、食餌タンパク質による変化が観察されなかったことから、

PF摂 取による増加は血中インス リン濃度の低下によるもので、食餌タンパク質の効果で

はないことが示 された。一方、STZ投 与 ラッ トの骨格筋IRS-2mRNAは 、PF摂 取によ り

増加す る傾 向が観察 され、食餌タンパク質の影響を大きく受けることが考えられた。以上

の結果から、食餌タンパク質によるIRS-2量 の制御はmRNAレ ベルの制御が関与 してい

ることが明 らかになり、イムノブロット法で検出できなかった骨格筋のIRS-2も タンパク

質量 として増加 していることが示唆された。また、肝臓 と骨格筋ではIRS-2mRNA量 の

制御機構が異なるとい うことが考えられた。それに対 してIRS-1量 の制御 に関 しては、翻

訳 も しくは分 解 に よ る制御 が重 要 で あ る こ とが示 され た。 イ ンス リン誘 導性 の分解 が 、

IRS-1とIRS-2で は異 な る とい う報告 がな され てい る。す なわ ち、イ ンス リンの長 期 間刺

激 に よ りIRS-1の 分解 はセ リン リン酸化 の増加 に伴 い、ユ ビキチ ン・プ ロテア ソー ム系 を介

して誘 導 され るが、IRS-2は セ リン リン酸 化 の増加 は起 こるが分解 され に くい(Sun,x．J.

etal,1999、Pederson, T. M. etal, 2001、Takano, A. etal, 2001)。 こ の こ とか ら も、IRS-1

はmRNAに よ る制 御 を受 けず に翻 訳 お よ び 分 解 で制 御 され 、IRS-2は む しろmRNAに よ
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る制御を受けるといえるであろう。

3.骨 格筋IRS-1の セ リンリン酸化 に対するPKCお よびTNFα の影響

本章では、PF摂 取により減少する骨格筋IRS-1の セ リンリン酸化に関与す る因子を検

索する目的で、IRS-1の セ リンリン酸化への関与が報告 されているPKCとTNFα に注 目

して検討を行つた。だが、骨格筋のcPKC活 性および脂肪組織 におけるTNFα 発現量は食

餌タンパク質の影響 を受けていなかつた。

PKCがIRS-1の セ リン リン酸化 を誘 導す る こ とは、ホル ボール エ ステル を用 いた検 討

で明 らか になった もので あ る(DeFea,K.,et al,1997a)。 したが つて、3つ のPKCサ ブ ク

ラス の うち、ホル ボールエ ステル結 合部位 を持 たないatypicalPKC(PKCλ,ζ)のIRS-1セ

リン リン酸化へ の 関与 はない もの と考 えて実験 を行 った。PKCλ,ζ はイ ンス リンによ り活

性化 され 、PI3-キ ナーゼ の下流 に位 置 してGLUT4の 細 胞膜へ の トラ ンス ロケーシ ョンや

糖 取 り込 み に関与 してい る と考 え られ てい る(Standaert, M. L. et al,1997、Kotani, K. et

al,1998)。 しか し最 近 になつて 、PKCζ がIRS-1を セ リン リン酸化 す る とい う報告 がな さ

れ た(Ravichandran, L. V, et al,2001、Liu, Y, M. et al,2001)。 したが って、cPKCで は な

く、PKCζ 活性 が食餌 タンパ ク質 の影響 を受 けて変動 し、IRS-1の セ リン リン酸化 を誘導

している可能性が考えられる。

TNFIα は 、脂 肪細 胞 よ り分泌 され 、肥 満 にお け るイ ンス リン抵 抗性 の原 因 因子 として知

られ て い る(Hotamisligi, G. S.et al,1993,1994a)。TNFα に よ りIRS-1が セ リン リン酸化

され る こ と も 明 ら か に な つ て お り、TNFα に よ る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 は 、IRSの

down-regulation機 構 に よつて誘 導 され る と考 え られ てい る(Feinstein, R . et al,1993、

Hotamishgi, G. S. et al、1994b,1996、Kanety, H. et al,1995)。 イ ンス リン抵抗性 の主

要 な現象 としては、骨 格筋 にお け る糖 取 り込 み の現象 が挙 げ られ るが、脂肪組織 か ら分 泌

されたTNFα が どの よ うに骨格 筋 に作用す るかは 明 らか にな ってい ない。肥満 によるイ ン

ス リン抵抗 性 を示 してい る ヒ トよ り単離 した脂肪 細胞 か ら産 生 され るTNFα 量 はELISA

法 で確 認 で きるが、血 中TNFα 量 は測 定で きない との報 告(Hotamisligi, G. S. et al,1995)

が あ るの で、endocrine様 式 よ りはむ しろparacrine様 式で骨格 筋等 の他組 織 に作 用 して

い る と考 え られ てい る。本研 究 にお いて血 中TNFα 濃度 のELISA法 での測定 を試 み たが 、

非 常 に低 濃度 で検 出で きなか つたのは 、 このた めで ある と考 え られ る。 また、進行 した糖

尿 病 腎症 患者 には低 タンパ ク質食療 法 を行 うこ とが知 られ てい るが、その患者 の末梢血 単
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核細胞か らのTNFα 産生 には低 タ ンパ ク質食摂 取 による影響がなかった とい う報告

(Nishimura, M. et al,1997)が ある上に、今回脂肪組織のTNFαmRNA量 は食餌タンパク

質による変化がなかったことから、食餌タンパク質による骨格筋IRS-1の セ リン リン酸化

にはTNFα はあま り関与 しない とい う可能性が考えられた。

4.ま と め

以上のように本章では、第一章で観察された、タンパク質栄養状態の悪化によるIRSを

介 したup-regulation効 果の大部分が、タンパ ク質栄養状態により変動する血中アミノ酸

濃度のシグナルにより制御されているとい うことを示 した。さらに、そのup-regulation

機構 の一つであるIRS-1,-2量 の制御機構は、各因子によって異なると共に、IRS-2に 関 し

ては組織により異なるとい う可能性が示唆された。このような食餌タンパク質によるIRS

を中心 とした情報因子の制御 が、 どのようなインスリン生理作用発現に影響を及ぼしてい

るのかは非常に興味深 く、次章においてそれ らの一部について検討を加えることにした。
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