
第三章 タンパク質栄養状態がインスリンの生理作用

発現に及ぼす影響



緒言

第一章、第二章では、タンパク質栄養状態 によつて大きく変動す るインス リン情 報伝達

因子について検討 した。その結果、タンパ ク質栄養状態が悪 化す ると、肝臓ではIRお よ

びIRS-1,-2量 の増加、骨格筋ではIRS-1量 の減少、セ リン リン酸化の減少お よびインス リ

ン感受性の増大が起 こり、IRS-2量 の増加が観察 された。

そ こで、本章 で は これ らの因子 の変化 が どの よ うなイ ンス リン生理 作用発現 に影 響 を及

ぼすか につい て検討 を試 み た。 これ まで に、 タンパ ク質栄養 状態 の悪 化によ りタンパ ク質

合成 の低 下お よび分解 の抑 制 が起 こ り、イ ンス リンの タンパ ク質合成促 進作用 を抑 える こ

とが明 らか になつて い る。 また、 タ ンパ ク質 あ るいはア ミノ酸 欠乏 に よるイ ンス リン情報

伝 達系 のdown-regulationが 、どの よ うな機構 によ り引 き起 こ され るか に関 して も明 らか

にな つて きてい る(Van Sluijters, D. A. et al,2000、Shah, O. J. et al,2000)。 しか し、本

研 究 にお い てはPF摂 取 に よるイ ンス リン情報伝達 初期 因子 のup-regulation効 果が観察

され てお り、 タ ンパ ク質栄養 が タンパ ク質合成 亢進作 用以外 のイ ンス リン生理作 用 に対す

る影響 が考 え られ る。さ らに、ラ ッ トを用 いたReisら の研 究 で、低 タ ンパ ク質食 の長期摂

取 に よ りグル コース ク リア ラ ンス能 が上昇す る とい うこ とが示 され てお り(Reis, M. A. B.

et al,1997)、 タ ンパ ク質栄養 がイ ンス リンの糖 代謝制御 作用 に影 響 を及 ぼす であろ うこ と

が考 えられた。

したが つて、本 章 ではイ ンス リンの糖 代謝制御 作用 に注 目し、肝臓 では糖新生 の律 速酵

素 で あ るphosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)の 遺 伝 子 発 現 をRNase

Protection Assayに よつて測 定 し、骨格 筋で は糖 の取 り込み量 を代謝 され ない グル コー ス

アナ ログであ る2-deoxyglucoseを 用い て検討 を行 つた。また 、肝臓 に関 しては、脂肪 酸合

成 の律 速酵 素で あ るfattyacidsyntase(EAS)の 遺伝 子発現 につい て もPEPCKと 同様 な検

討 を行 つた。
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第一節 肝臓における糖新生や脂肪酸合成の律速酵素の遺伝子発

現に及ぼす食餌タンパク質の影響

3-1-1方 法

PEPCKmRNAの 測定

第 一章 にて飼 育 した12C群 お よびPF群 の肝 臓 を用いてtotal RNAを 調製 し、RNase

Protection Assayに よ りPEPCKmRNA量 を測 定 した。プ ライマー設計 以外 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 PEPCK gene, exon 1-3

(Accession No. KO3243)を も とに 設 計 し、 合 成 はInvitrogenに 依 頼 した 。

PEPCK  sense primer  5'- GAAGTGAGGAAGTTTGTGGAAGGC-3'

antisense primer  3'- GTGTCTCTCTGCTCTTGGGTAATG-5'

EAsmRNAの 測定

PEPCKのmRNA量 測定 と同様 に、RNase Protection Assayに よ りFASmRNA量 を

測 定 した。 プ ライマー の設 計 のみ以下 に示 し、後 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 FAS mRNA (Accession No.

X13415,sequence position:88-456)を も とに設 計 し、合 成 はInvitrogenに 依 頼 した。

FAS  sense primer  5'- AGCAGGCACACACAATGGACCC-3'

antisense primer  3'- TTAGCAGCAGGTTGATCCCGCC-5'

3-1-2結 果

1:肝 臓PEPCK遺 伝子発現に対する食餌タンパク質の影響

肝臓PEPCKmRNA量 の測 定結 果 を、Fig.3-1-1に 示す。肝臓PEPCK mRNA量 は、

PF群 で12C群 の約50%ま で減少 して いたが、有意 な差で はなか った。PEPCK遺 伝 子は

イ ンス リンに よ り転 写 が抑 制 され る遺伝子 で あ り、この結 果 はPF摂 取 によ り起 こるIRお

よびIRS-1,-2のup-regulationが 関与 してい る可能性 が示唆 され る。す なわ ち、タ ンパ ク

質栄養状 態 の悪 化に よ り、イ ンス リン感受性 の上 昇 を介 して糖新 生の抑制 が起 こる とい う
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機構が考え られる。

2:肝 臓FAS遺 伝子発現に対する食餌タンパク質の影響

肝臓FAS mRNA量 の測 定結 果 を、Fig.3-1-2に 示す。肝臓FASmRNA量 は、PF群 で

は12C群 の約70%減 少 してい た。 した がって、FAS遺 伝子 に関 しては、PF摂 取 に よ り起

こるIRお よびIRS-1,-2のup-regulation以 外 の制御機 構 が関与 してい る と考 え られ た。
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Fig. 3-1-1

Effect of dietary protein on the gene expression of PEPCK in the liver.
Rats were fed on 12C and PF diets for 7 days (8 h a day ad libitum)
and for 1.5 h at 8th day.

A: Representative bands of RNase protection assay.
B: Quantitative analysis (n=5).
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**
, P<0.01 vs. 12C

Fig. 3-1-2

Effect of dietary protein on the gene expression of FAS in the liver.
Rats were fed on 12C and PF diets for 7 days (8 h a day ad libitum)
and for 1.5 h at 8th day.

A : Representative bands of RNase protection assay.
B : Quantitative analysis (n=5).
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第二節 骨格筋におけるインス リンの糖取 り込み促進効果に及ぼ

す食餌 タンパク質の影響

3-2-1 方法

Ratヒ ラ メ にお1る2-deoxy-D-gluooseを い た グル コー ス'の 測 定

第 一章第 三節 の方 法 に従 って飼 育 した ラ ッ トの両脚 よ りヒラメ筋 をネ ンブ タール麻 酔下

で摘 出 し、一方 をイ ンス リン刺 激(12C+orPF+)群 、も う一方 をイ ンス リン無刺激(12C-or

PFう 群 と した。 摘 出 した ヒラ メ筋 は、BuHbrA 4ml中 で35℃ で60分 間プ レイ ンキュ

ベ ー トした後 、新鮮 なBuffer Aま たはBuffer Aに10nMイ ンス リン添加 した もの4m1

中で35℃ で30分 間イ ンキ ュベ ー ト後 、Buffer Bま た はBuffbr Bに10nMイ ンス リン

添加 した もの4ml中 で29℃ で12分 間 、extracelular spaceか らグル コー スを除 くため

に洗浄 し、続い て、Buffbr Cま たはBuffer Cに10nMイ ンス リン添加 した もの4m1中

で29℃ で20分 間イ ンキ ュベー ト後 、 ヒラメ筋 に付 着 してい る余 分 なBufferを ろ紙 で吸

い取 り、速や か に液 体窒素 に浸 けて取 り込 み を停止 させ た。そ の後 、1mlの 水で ヒラ メ筋

を10分 間煮沸 し、氷上 で1～2分 静置後 、vortexで よ く撹拌 して 、遠心分 離(12,000×g,

5min,4℃)し 、得 られ た上清200μ1を ク リア ゾル10m1に よ く混 和 させ 、液 体 シンチ レ

ー シ ョンカ ウンター で14Cと3Hの 放 射能 を測 定 した
。 また同時 に各 々の ヒラ メ筋 をイ ン

キ ュベー トしていたincubation mediumに っい て も同様 に、液 体 シンチ レー シ ョンカ ウン

ターで14Cと3Hの 放射 能 を測定 した。 各種Buffbrの 組 成 は以下 に示 した。

Krebs-Ringer biarbonate Buffer (KRB)

117 mM NaC1, 4.7 mM KC1, 2.5 mM CaC12, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 24.6

mM NaHCO3, 25 mM HEPES (pH 7.4 NaOH)

Buffer A KRB + 8 mM glucose + 32 mM mannitol + 0.1% BSA (RIA grade: Sigma)

Buffer B KRB +40 mM mannitol + 0.1%BSA

Buffer C KRB+8 mM 2-deoxy-D-[2,6-3H]-glucose (2.25,uCi/ml) (Amersham)

+30mMD-[1-14C]-mannitol (0.3 ,uCi/ml) (Amersham)

+2mM sodium pyruvate

+0.1% BSA
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グル コー スの取 り込み量 は以 下の よ うに計算 した。total musclew ater値(ml)は 、筋

湿 量(g)か ら筋 乾燥 重量(g)を 引い た値 で あ るが、実際 に ヒラメ筋3つ 分 を湿重 量測定後 、

100℃ のオー ブ ンで乾燥 させ て乾燥 重量 を出 してtotal muscle water値 を算 出 した ところ、

どれ も筋 湿重 量の約80%で あ ったの で、以後total muscle water値 は筋湿重 量の80%の

値 とした。extracellular water space値(曲 は、イ ンス リン依存 的に細胞 内に取 り込 ま

れ ない糖 の一つ で あるマ ンニ トール の濃度 を用い て算 出 した。 す なわち、 ヒラメ筋 中のマ

ンニ トール 濃度 とincubation medium中 のマ ンニ トール濃度 が等 しい とい う仮 定 か ら、ヒ

ラ メ筋 中の14Cの 放射 能値(dpm)とincubation medium中 の14Cの 放射 能値(dpm)よ り

算 出 した。intracelular water space値(ml)は 、intracelular water space値 か ら

extracelular water space値 を差 し引いた値 と し、extracelular water space中 の グル コ

ー ス濃 度 とincubation medium中 の グル コー ス濃度 が等 しい とい う仮 定か ら
、incubation

medium中 の3Hの 放射 能値(dpm)よ りextracelular water space中 のグル コー ス濃 度 を

算 出 し、その値 を ヒラメ筋 中の3Hの 放射 能値(dpm)か ら差 し引いた値 を ヒラメ筋 中に取

り込 まれ た グル コー ス濃度 と した。以上 の方法 は、Hansenら の方法 を参考 に した(Hansen,

P. A. et. al,1994).

3-2-2  結果

まず 、Tabe13-2-1に12C群 お よびPF群 の ヒラメ筋湿重 量 を示 した。PF群 の ヒラメ筋

湿 重量 は12C群 の約70%ま で顕著 に減 少 してお り、 これ は体重 減少 に相 関 して いた。

2-deoxyglucoseの 取 り込 み量 に関 して は、Fig.3-2-1に 示 した。2-deoxyglucoseの 取 り込

み量 は、イ ンス リン無刺 激状態 の12C-群 とPF-群 では同程 度(12C-;180.2±12.1nmo1/20

min,PF-;206.4±37.Onmo1/20min)で あるが 、各群 ともにイ ンス リン刺激 によ りその値

は顕著 に増加 した。そ して、イ ンス リン刺 激状 態の12C+群 とPF+群 で2-deoxyglucoseの

取 り込 み量 を比較す る と、PF+群 で12C+群 の約1.3倍 に増 加 していた(12C-;254.5±27.3

nmol/20min,PF-;337.5±21.2nmol120rni)の 。この結果 は、骨格筋 にお いて観 察 され た、

PF摂 取 に よるIRS-1,-2のup-regulationに 対応 し、PFI摂 取 によ り骨格 筋 のイ ンス リン感

受性 が上昇す る とい う仮定 に対 して矛 盾 がなか った。 この実験 は 、別 の ラ ッ トを用い て も

う一度行 ったが、 同様 な結果 が得 られ た。
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Table 3-2-1

Effect of dietary protein on soleus muscle weight.

Date represent the mean  ±S. E.  for ten soleus muscles.  *
,P<0.01 vs.12C

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

Fig. 3-2-1

Effect of dietary protein on 2-deoxyglucose uptake in the soleus muscle.

Rats were fed on 12C and PF diets for 7 days (8h a day ad libitum).

Data represent the mean  ±S.E.  for five soleus muscles.
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第三節 考察

本章では、タンパク質栄養状態の悪化 によるIRSの 変化が実際にインス リン生理作用を

調節 し得るのかを検討す るために、肝臓ではイ ンス リンによ りその発現が制御 されている

PEPCK、EASの 遺伝子発現 について、骨格筋ではインス リン依存性の糖取 り込み量につ

いて検討 した。その結果、肝臓でのPEPCKmRNA量 はPFI摂 取によ り減少 し、PF摂 取

による糖新生の抑制効果が考 えられたが、FASmRNA量 もPF摂 取により顕著 に減少 し

てお り、インス リン作用の増強は観察 されなかった。 したがって、インス リンシグナル と

は独立 して、PF摂 取によって両遺伝子が抑制 され るとい う可能性が考え られる。骨格筋

におけるインス リン依存 性の糖取 り込み量はPF摂 取で増加 し、末梢組織 での糖利用 に対

して食餌タンパク質の効果が観察できた。

以下、組織ごとに、インス リン生理作用発現に対するタンパク質栄養状態の影響に関 し

て詳細に考察する。

1.タ ンパ ク質栄養状態の悪化 による肝臓のPEPCKお よびFAS遺 伝子発現の抑制

PEPCK遺 伝 子発現 は、イ ンス リンに よ り抑 制 され 、 グル カ ゴンや グル コ コル チ コイ ド

に よ り亢進 す る。 このイ ンス リン作用 は、PI3-キ ナーゼ の活1生化 に依存 してお り、その 下

流 のp70S6キ ナーゼやMAPキ ナー ゼは 関係 ない ことが報告 され てい る(Sutherland,C.

et al 1995、GabbayR. A. et al 1996、Sutherland, C. et al 1998)。 本研 究 では、その効

果 は顕 著で なか った ものの、PEPCK遺 伝 子発 現がPF摂 取 によ り抑 制 され るこ とが明 ら

か にな つた。 この こ とか ら、PF摂 取 に よる肝臓IRS-1,-2量 の増加 に よ りイ ンス リンに対

す る応 答性 が上昇 す る こ とに よって、PI3キ ナーゼ の活性 化 の亢 進 が起 こるであ ろ うこと

が考 え られ る。 また、PEPCK遺 伝 子 の上流 にはイ ンス リン応答 領域 が存在 す ることが知

られ てお り、イ ンス リンによ り発現 が抑制 され るglucose 6-phosphataseお よびIGFBP-1

遺 伝 子 に も存在 す る こ とが 明 らか にな っ て い る。 したが って 、 これ らの 遺伝 子 発 現 も

PEPCK遺 伝 子 と同様 な情 報伝 達機 構 で制御 され る ことが考 え られ る。近年 、IGFBP-1遺

伝 子 の イ ンス リンに よ る制御 機 構 には 、 イ ン ス リン に よ り活 性 化 され たAkt/PKBが

FKHRの リン酸化 が 関与 して い るこ とが明 らかにな った(Cichy. S. B. et al,1998、Guo , S.

et al,1999)。 よって、イ ンス リンに よるPEPCK遺 伝 子 の制御 に もAkt/PKB-FKHRが 関

与す る と考 え られ た。 しか し、その制御 にAkt/PKB-FKHRは 関与せ ず、GSK-3が 関与 し

121



てい る とい うこ とが示 され た(Kotani, K. eta1, 1999、Lochhead , P. A., 2001)。 第一章 で

PF摂 取 に よる肝臓Akt1/PKBα のSer473の イ ンス リン依存性 リン酸化 のPF摂 取 による

増加 が観 察 され なか った ことは 、 この知 見 を支持す る とも考 え られ た。

FAS遺 伝 子 は、脂 肪 酸合成 にお け る律速酵 素 であ り、そ の遺伝子発 現 はイ ンス リンによ

り亢 進す る。 したが って、PF摂 取 に応 じた肝臓IRS-1,-2量 の増加 に よ りイ ンス リン応答

性 が上昇 す る ことによ り、FAS遺 伝子 発現 の亢 進 が起 こる と予想 していた が、本 章の実験

に よ りそれ は抑 制 され ていた。イ ンス リンによ るFAS遺 伝 子 の転 写制御 が どの よ うな情報

伝 達系 を経 て行 われ るかは未 知 であ る。 しか し最近Yinら は、オカ ダ酸 の作用 によってイ

ンス リンに よるFAS遺 伝 子発 現が阻 害 され るこ とか ら、イ ンス リンのFAS遺 伝子発 現制

御機 構 にはセ リン/ス レオニ ンの脱 リン酸化反応 が 関与 してい るとい うこ とを示 した(Yin ,

D.etal,2001)。 彼 らは、オカ ダ酸 に よるIRS-1の セ リン リン酸化(Tanti , J.-F. eta1, 1994)

もFAS遺 伝 子発現 の 阻害 に関与 してい る と考 えて い るが、本研 究 にお いて肝臓 でのIRS-1

のセ リン リン酸化 の変化 はSDS-PAGEで は観 察 され ず、食餌 タ ンパ ク質 の影 響 はなか っ

た。 また、FAS遺 伝子 を含 んだ一連 の1ipogenic enzymesの イ ンス リンに よる転写活 性化

に は 、SREBP-1cの 活性 化 を介 す る こ とが示 され て い る(Shimano , H. etal, 1999、

Shimomura, I. etal, 1999、Foretz, M. etal, 1999)。 このSREBP-1cはhyperinsulinemia

に よるIRS-2の 減 少 に よ りそ の発 現量 が増加 し、それ に伴 い脂肪 酸合成 が促進す るこ とが

示 され て い る(Shimomura, I. eta1, 2000)。 さ らにIRS-2ノ ックア ウ トマ ウス では 、

SREBP-1の 発現 量が増加 し、 さらにそ の下流 にあ るFASの 発現 量 も増加 していた(Tobe ,

K. etal, 2001)。 この ことか ら、イ ンス リンのSREBP-1cを 介 したFAS遺 伝子 発現 の制御

機 構 は、IRS経 路 とは異 な る可 能性 が考 え られ る。本研 究 にお いて、PF摂 取 に よ りIRS-2

量 の増加 が起 こって いた こ とか ら、SREBP-1c量 が12C摂 取 に比べ てPF摂 取 に よ り低 下

してい る可能性 が考 え られ 、それ に伴 いFAS遺 伝 子発 現が低 下 していた とい う可能性 もあ

る。 さ らに、慢性 タンパ ク質欠 乏が原 因のKwashiorkor病 の特徴的 な症 状 と して脂肪 肝

が あ るが 、短 期間 の タンパ ク質欠 乏で は肝臓 で の脂 質合成促 進 は起 こ らず 、IRSを 中心 と

したイ ンス リン情報伝 達経路 が活性 化 され てい る状 態 を長期 間維持 す る ことで徐 々に促 進

され るのか も しれ ない。

2.タ ンパク質栄養状態の悪化による骨格筋のインスリン依存性糖取 り込みの亢進

第二章の考察でも述べたが、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
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るインス リン作用 を制御 していることは代謝研究で明 らかになっている。また、培養細胞

系での研究においても、ア ミノ酸がイ ンス リン依存性糖取 り込みを抑制す ることが示 され

た(Tremb1ay, F. etal, 2001)。 そ して本研究では、生体においても同様に、PF摂 取によっ

てインス リン依存性糖取 り込みが亢進す るとい うことを示 し、これが血中ア ミノ酸濃度の

低下による骨格筋IRS-1,-2の イ ンス リン応答能の上昇を介 していると予想 された。 さら

にTremblayら はL6 myotube細 胞 を用いて、13個 のア ミノ酸個々の、糖取 り込みに対す

るインス リン作用の抑制効果を調べてお り、Cys、 His、 Leu、 Thrお よびTyrの 効果が大

きいことを示 していた。 これ らのア ミノ酸の効果 を支持する研究を同じグループが報告 し

ている(Lavigne, C. etal, 2001)。 彼 らは、高脂肪食 にカゼインもしくはタラのタンパク質

を添加 したものを4週 間給餌 したラ ッ トの骨格筋に関 して、イ ンス リン依存性 の糖の取 り

込みを検討 した。その結果、タラのタンパク質添加食群に比べてカゼイン添加食群の方が

インス リン依存性糖取 り込みは抑え られていた。タラのタンパク質添加食群 とカゼイ ン添

加食群の血中ア ミノ酸濃度組成を比べ ると、Tremblayら の実験でイ ンス リン作用抑制効

果が大 きかったア ミノ酸の うち、Cysを 除いた全てにおいてカゼイ ン添加食群の方が高い

レベルを示 していた。 したがって、タンパク質およびア ミノ酸によるインス リン依存性糖

取 り込み抑制効果 は、タンパ ク質の種類やそのア ミノ酸組成によってその程度が異なるこ

とが考え られる。
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第四章 培養細胞系において培地中のアミノ酸がインス

リン情報伝達経路に及ぼす影響



緒言

前章までのラッ トを用いた実験系で、タンパ ク質栄養状態の悪化 によ りインス リン情報

伝 達初 期 因子 で あ るIRお よびIRS-1,-2のup-regulationが 起 こ り、それ らは肝臓 と骨格

筋では異なる機構で制御 されていることが示唆 された。 しか し、その分子メカニズムをさ

らに詳細に解析す るにはラッ トを用いた実験系では限界があ り、これまでに明 らかになっ

た現象をよく反映 したモデル系の確立が必須である。そ こで本章では、骨格筋のIRS-1で

観察 された現象、すなわちPF摂 取によるIRS-1の 量の減少、セ リンリン酸化の減少およ

びインス リン依存性チロシンリン酸化 の増強効果に注 目し、ラ ッ ト由来の筋細胞であるL6

myotube細 胞を用いてア ミノ酸 含有 もしくは欠乏培地で培養 し、それ らの現象の再現を試

み た 。

第一 節L6 myotube細 胞 にお け るイ ンス リン依 存性IRS-1チ ロ

シン リン酸化の時間的変化

4-1-1方 法

L6myoblast細 胞 の培養 お よびmyotubeへ の分化

ラ ッ ト骨格筋 由来L6 myoblast (ATCCNo.CRL1458、 東京 大学大学 院農学生命 科学研

究科 高橋伸一郎助教授 よ り御供与)は、通常未分化 なmyoblastの 状態で培養 され るが、

分化誘導することにより筋肉に特徴的な性質をもった多核のmyotubeに まで最終分化す

る性質を有する細胞である。

まずL6myoblast細 胞 をCO2イ ン キ ュベ ー タ ー(37℃ 、Air95%/CO25%)中 で 、75cm2

フ ラ ス コ(IWAKI)を 用 い 、10%fetal bovine serum (FBS; Sigma)、100U/ml penicillin

(Invitrogen)お よび100μg/ml streptomycin (Invitrogen)を 添加 したDalbecco's modified

Eagle mediun (DMEM; Sigma)でsubconfluentに な る ま で培 養 した。 そ のL6 myoblast

細胞 を100mm2dish(IWAKI)に 約1×104Cellsで 播種 し、10%FBS添 加DMEMで2日

間培養 した。その後、2%FBS添 加DMEMに 切 り替 えて10日 か ら14日 間培養す ること

に よ りmyotubeへ と分化 させ た。この間、培 地は2日 お きに交換 した。以 下の実験 では、

この方 法 に よ り約70～80%分 化 したmyotubeを 用 い た。
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Cell lysateの 調 製

2%FBS添 加DMEMで 分 化 させ たL6myotube細 胞 を、minimum essential medium

(MEM)で2回 洗浄後、同 じMEMで24時 間培養 して血清の影響を取 り除いた。その後、

終 濃 度100nMイ ン ス リン で0、0.5、1、2、3、4、5、10分 間 刺 激 した。 イ ン ス リン刺

激後、直ちに氷冷PBS(-)で 洗浄後、液体窒素でdishご と急凍 して反応 を停止 させた。そ

れ か ら、750μlの 氷 冷Lysis Buffer[50mM HEPES-NaOH (pH7.4), 2.5mM EDTA, 2

mMNa3VO4, 10mMNa2P207, 100mMNaF,1mMPMSF, 2μg/ml aprotinin, 1μg/ml

pepstatin, 1μ9/ml leupeptin, 1%TdtonX-100]で 可 溶 化 し、 遠 心 分 離(11,000×9,3min,

4℃)後 、上 清 を分 取 した。以上 のcell lysateの 調 製 は、Katoら の方 法 を参考 に した(Kato,

H.et al,1993)。

免疫沈降法

「1-2-1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。

統計処理

「1-2-1方 法」 で示 したの と同様 に行 った。

4-1-2結 果

L6 myotube細 胞 のイ ンス リン刺 激 に応 答 したIRS-1の チ ロシ ン リン酸化 の時間的変化

を 、Fig.4-1-1に 示 した。IRS-1の イ ン ス リン依 存 性 チ ロシ ン リン酸 化 は 、 イ ンス リ ン刺

激 後3～4分 後 に 最 大 に達 した(Fig.4-1-1A上,Fig.4-1-1B)。 ま た 、 イ ンス リン刺 激 時 間4

分 以降 では後 にな るほ どIRS-1の 泳 動度 が減 少す る傾 向が観 察 され た(Fig.4-1-1A下)。 ラ

ッ トの骨格 筋 と同様 に、L6 myotube細 胞 で もイ ンス リンの長 時間刺激 に よるIRS-1の セ

リンリン酸化の増加が起 こるとい うことが示 された。

以上の結果か ら、以後のア ミノ酸含有 もしくは欠乏培地で培養 したL6 myotube細 胞を

インス リン刺激す る際には、刺激時間3分 にす ることに した。
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Fig. 4-1-1

Time course of tyrosine phosphorylation of IRS-1

in L6 myotube.

A: Representative blots of immunoblotting analyses.
B: Quantitative analysis (n=3).
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第二節  L6 myotube細 胞 にお い て培地 中ア ミノ酸 がIRS-1に 及

ぼす影響

4-2-2 方 法

L6myoblast細 胞 の培養 お よびm yotubeへ の分化

「4-1-1方 法 」で示 したの と同様 に行 った。

24時 間 ア ミノ 乏培 地 で培養 したL6 myOtube細 胞のcell lysateの 調 製

2%FBS添 加DMEMで 分化 させ たL6 myotube細 胞 を、1× ア ミノ酸 含有MEM(1×

AA+)も しくはア ミノ酸欠 乏(AA-)に 切 り替 えて24時 間培養 した。 各MEMに 切 り替 える

際 は、2回 各培地 で洗浄 した。 その後 、終濃度100nMイ ンス リンで3分 間刺激 し、それ

か ら直 ちに氷冷PBS(-)で 洗浄 し、液体 窒素でdishご と急 凍 して反応 を止 めた。以後 の操

作 は、 「4-1-1 方 法」 で示 したの と同様 に行 った。 また、第三章 のpair-feedingラ ッ トを

用 いた実験 で、血 中ア ミノ酸濃度 の差 が大 きい と考 え られ るほ ど、イ ンス リン情報 因子 に

対す るタンパ ク質 栄養 状態 の影響 が顕著 に観 察 され る とい うことが明 らかにな ったので、

4倍 濃度 の ア ミノ酸 含有MEM(4×AA+)で 培養 したL6 mvotubeに つい て も同様 に検討 し

た 。AA+に 含 まれ る ア ミノ酸 組 成 は次 の とお りで あ る。1×amino acids concentration for

MEM: L-Arginine 6320mg/L, L-Cystine 1200mg/L, L-Glutamine 292mg/L,

L-Histidine・HCl・H2O 2100mg/L, L-Isoleucine 2620mg/L, L-Leucine 2620 mg/L,

L-Lysine・HCl 3625mg/L, L-Methionine 755mg/L, L-Phenylalanine 1650mg/L,

L-Threonine 2380mg/L, L-Tryptophan 510mg/L, L-Tyrosine 1800mg/L, L-Valine

2340mg/L

6時 間ア ミノ酸 欠乏 立地 で培 養 したL6myotube細 胞 のcelllysateの 調 製

2%FBS添 加DMEMで 分化 させたL6myotube細 胞を、1%BSAお よび20mM

HEPESを 添加 してpH7.4にNaOHで 調整 したDMEMで2回 洗浄後、同 じ培地で18時

間培養 し、 さらに1× ア ミノ酸 含有MEM(1×AA+)も しくはア ミノ酸欠乏(AA-)に 切 り替

えて6時 間培養 した。各MEMに 切 り替える際は、2回 各培地で洗浄 した。その後、終濃

度100nMイ ンス リンで3分 間刺激 した後、直ちに氷冷PBS(-)で 洗浄 し、液体窒素でdish

ごと急凍 して反応 を止めた。以後の操作は、 「4-1-1方 法」で示 したの と同様 に行った。
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免疫沈降法

「1-2-1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。

統計処理

「1-2-1方 法」 で示 したの と同様 に行 った。

4-2-2 結 果

1:L6 myotube細 胞において24時 間ア ミノ酸欠乏状態がIRS-1に 及ぼす影響

24時 間ア ミノ酸 含有 も しくは欠 乏培 地 で培 養 したL6 myotube細 胞 のIRS-1に つ いて、

1×AA+群 とAA-群 を比較 した結果 はFig.4-2-1に 、4×AA+群 とAA-群 を比較 した結 果は

Fig.4-2-2に 示 した。培養 時 間24時 間では、培地 中ア ミノ酸 の有無 お よび ア ミノ酸濃度 の

差 は、L6myotube細 胞 のIRS-1に は影 響 を与 えなか った。

2:L6 myotube細 胞において6時 間ア ミノ酸欠乏状態がIRS-1に 及 ぼす影響

6時 間ア ミノ酸 含有 も しくは欠乏培 地 で培養 したL6 myotube細 胞 のIRS-1に つ いての

イム ノブ ロ ッ トの結果 をFig.4-2-3に 示 した。24時 間培 養 した場合 と異 な り、1×AA+群

とAA-群 でIRS-1の バ ン ドシ フ トが確 認 され た。1×AA+群 でIRS-1の 泳 動度 の減 少 が起

こ り、見 か けの分子量 が増加 して い るこ とか ら、ア ミノ酸 に よ りIRS-1の セ リン リン酸化

が増加 す る こ とが考 え られ た。 この結果 は、 ラ ッ トを用 いた実験 でみ られ たPF摂 取 によ

りIRS-1の セ リン リン酸化 が減少 す る とい う結果 と一致 して いた。 しか し、6時 間の培養

で はIRS-1の 量お よびイ ンス リン依 存性 チ ロシ ン リン酸化 には影響 を与 えなかった。

以上の結果か ら、食餌 タンパ ク質によるIRS-1の セ リンリン酸化状態の変動に関 しては

L6 myotube細 胞で再現でき、 この培養条件でのIRS-1セ リンリン酸化機構の解析が可能

となった。
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Fig.4-2-1

Effect of amino acids on the amount, the serine phosphorylation
and the insulin-stimulated tyrosine  phosphorylation of IRS-1 in
L6 myotube.Cells were incubated in  1×AA +or AA-medium for 24h.

A:Representative blots of immunoblot analyses.

B:Quantitative analysis for the amount of IRS-1(n=6).
C:Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated IRS-1(n=3) .
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Fig.4-2-2

Effect of amino acids on the amount,the serine phosphorylation and

the insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in L6 myotube.
Cells were incubated in 4×AA+or AA-medium for 24h.

A:Representative blots of immunoblot analyses.
B:Quantitative analysis for the amount of IRS-1(n=6).
C:Quantitative analysis for the tyrosine phosphorylated IRS-1(n=3).
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Fig. 4-2-3

Effect of amino acids on the amount, the serine phosphorylation and

the insulin-stimulated tyrosine phosphorylation of IRS-1 in L6 myotube.

Cells were incubated in 1хAA+or AA-medium for 6 h.
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第三節 考察

本章では、タンパク質栄養状態の悪化に伴い起 こった現象の分子メカニズムを詳細に解

析す るために、その現象 を培養細胞のモデル系で再現す ることを試みた。特に骨格筋にお

けるIRS-1の 現象に注 目し、ラッ ト由来の筋細胞であるL6myotube細 胞を用いて、無血

清のア ミノ酸含有 もしくは欠乏MEM培 地で24時 間培養 した場 合と、18時 間無血清

DMEM培 地で培養後、無血清のア ミノ酸 含有 もしくは欠乏MEM培 地で6時 間培養 した

場合のIRS-1の 量、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 について

検討 した。その結果、24時 間培養ではア ミノ酸の影響は観察できず、ア ミノ酸濃度 の増加

によってもIRS-1の 状態は変化 しなかったが、6時 間培養でア ミノ酸 によるIRS-1の バ ン

ドシフ トが観察 された。この培養条件 においてはIRS-1量 お よびイ ンス リン依存性チ ロシ

ンリン酸化に関 しては変化が見 られなかったので、 さらなる培養条件の検討が必要である

が、この培養条件でのIRS-1の セ リン リン酸化機構の解析が可能 となった。

培養 細胞 系 におい て、ア ミノ酸 のIRS-1へ の影響 を検討 してい る研 究 は、先 に も紹介 し

たPattiら(1998)、Takanoら(2001)お よびTremblayら(2001)の3つ が挙 げ られ る。それ

ぞれ の培養 条件 に関 して比 較す る。Pattiら は、subconfluentか ら12～18時 間0.5%BSA

添加RPMI1640で 培養 後、ア ミノ酸 含有 も しくは欠 乏RPMI1640で1時 間培 養 したFao

hepatoma細 胞 を用い てい る。 この時 の培 地 中ア ミノ酸濃度 お よび組成 は、絶食 時 にお け

るラ ッ ト門脈 血 に合 わせ てい る。彼 らは、ア ミノ酸存 在 下にお いてはIRS-1の イ ンス リン

依 存性 チ ロシ ン リン酸 化の増 強 を観 察 してい るが 、セ リン/ス レオニ ンの リン酸化 に よるバ

ン ドシフ トは観察 していな い。Takanoら は、3T3-L1細 胞 を16時 間無血 清条件 で培 養後 、

MEM完 全培 地 も しくはア ミノ酸欠 乏MEMで1時 間培養 して実験 に用い た。 その結果 、

イ ンス リン長 時間刺激 に よるIRS-1の セ リン リン酸化 の増 加 とそれ に続 いて起 こる分解 が

ア ミノ酸欠 乏では抑 制 され てい た。彼 らは短 時間のイ ンス リン刺激 に対す るIRS-1の 応 答

に関 して は検討 してい ない。Tremblayら は、L6myotube細 胞 を4時 間無血 清条件 下で培

養 後 、Takanoら と同様 にア ミノ酸 添加 も しくは欠 乏MEMで1時 間培養 して実験 に用 い

た。彼 らは、Takanoら と同様 な知見 を得 てお り、 さ らにイ ンス リンシ グナル の伝 達 に重

要な短 時 間刺激 に対 す るIRS-1の 応答 にはア ミノ酸 の影 響が ない と してい る。 ここで、

Takanoら とTremblayら の実験 は、長時 間のイ ンス リン刺激 によ り誘 導 され るIRS-1の

セ リン リン酸化 と分解 に対 す るア ミノ酸 の影響 を検討 してい る点 で、本研 究お よびPatti
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らの実験の検討 とは異なる。 しか し、ア ミノ酸のIRS-1に 対す るdown-regulation効 果 と

い う点では一致 している。以上のよ うに、上記のいずれの実験 もア ミノ酸欠乏時間は1時

間であった。 したがって、本章の実験で検討 したア ミノ酸欠乏時間の6時 間よりさらに短

時間における検討が重要であると考 えられ る。また、24時 間ア ミノ酸欠乏を維持 した場 合

では、細胞 自体がその環境 に適応 して しまって、アミノ酸の影響 を観察できなくなってい

る とも考え られる。
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総合討論



本研 究では、生体において、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

な影響を及ぼすか、インス リンの主な標的組織である肝臓 と骨格筋 において検討を試みた。

その結果、得 られた現象を下記の表にま とめた。

Summary of the effect of protein malnutrition on insulin signal transduction

このよ うにタンパク質栄養条件の悪化に伴い、肝臓お よび骨格筋で主にIRSに 対 して異

な るup-regulation機 構 が働 き、イ ンス リンに対す る応 答性 が上昇 す る ことが明 らかにな

った。 さ らに、最終 的 に これ らのIRSのup-regulation効 果 に対応 して 、骨格 筋で はイ ン

ス リン依存性糖取 り込みの促進が起こることが明 らかになった。一方肝臓では、インス リ

ンによる糖取 り込み促進効果 は小 さい器官であるため、PEPCKとFAS遺 伝子の発現につ

いて検討 を行ったが、両者 ともにその遺伝子発現は減少 していた。 よって、PEPCKに 関

してはIRSの 変化が反映す ると考 えられたが、FASに 関してはIRS以 外の別の制御機構

が関与 していると考え られた。

以下 では 、 これ らの結果 をふ まえて、 タ ンパ ク質栄養 状態 の悪 化 に よるIRSの

up-regulation効 果へのホスファターゼ系の関与、糖尿病治療 におけるタンパ ク質栄養の

重要性およびイ ンス リンとタンパク質栄養状態で変動す る他のホルモンの相互作用の可能

性 について討論 したい。
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1.タ ンパ ク質栄養 状態 の悪化 に よるIRSのup-regulation効 果 に対 す るホ スフ ァターゼ

系 の 関与

第 三章 におい て、IRSの セ リン リン酸化 の変化 を仲介 す る因子 につ いて検討 を行 ったが、

PKCやTNFaに つい ては、そ の候 補 と して の可能性 は低 い と考 え られ た。MAPKフ ァ ミ

リー がIRS-1の セ リン リン酸化 に関与す る とい う報告(De Fea. K. et al, 1997b、Aguirre,

V. et al, 2000、Rui, L. et al,2001b)が あ り、ア ミノ酸 の欠 乏 に応答 してERK1/2やJNK1

が活性化 され るとい う報告 もあ る(Franchi-Gazzola, R. et al, 1999)。 しか し、今 回 の実験

で はタ ンパ ク質栄養 状態 によ るERK1/2の 変動 は観 察 できず 、IRS-1の セ リン リン酸化 へ

の関与 の程 度 は未 知 であ る。

一方
、インス リン作用は、情報伝達経路でキナーゼ系による制御の他にホスファターゼ

系によっても制御 されている。

オカ ダ酸 は、セ リン/ス レオ ニ ンホ ス ファター ゼの うち、プ ロテイ ンホス フ ァターゼ1お

よび2Aの 阻害剤 で ある。 序 章や第 三章考察 で も少 し触 れ たが、Tantiら に よってオカ ダ

酸の作 用がIRS-1の セ リン リン酸化 を増加 させ 、IRやIRS-1の イ ンス リン依 存性 チ ロシ

ン リン酸化やPI3キ ナ ーゼ の活 性化 を抑 制す るこ とが示 され てい る。 したが って、生体 に

おい て、 セ リン/ス レオ ニ ンホス フ ァター ゼ とセ リン/ス レオ ニ ンキナーゼ のバ ラ ンス に よ

って、IRS-1の 状態を制御 していることが考え られる。本研究において、骨格筋IRS-1の

セ リン リン酸化状態に関与す る因子 として、セ リン/スレオニンキナーゼ系に注 目したが、

セ リン/スレオニンホスファターゼ活性についても今後の重要な検討課題 と考 える。

プロテインチ ロシンポスファターゼ もチロシンの脱 リン酸化により、イ ンス リン情報伝

達 因子 に対 して負 の制御 を してい る ことが知 られ てい る。中で もPTP-1Bは 、IRやIRS-1

をチ ロシ ン脱 リン酸 化 して不活性 化す るこ とが 明 らか にな り、イ ンス リン抵抗 性 に関与 し

てい る こ とが明 らかに なってい る(Elchebly, M. et al, 1999、Goldstein, B. J. et al, 2000)。

prp-1Bノ ックア ウ トマ ウス を用 いた検討 では、骨格 筋 でのイ ンス リンに よる糖 取 り込 み

が促進 した が、 白色脂肪 細胞 では影響 を与 えなか った こ とか ら、PTP-1Bは イ ンス リン感

受性に対 して組織特異的に影響 を及 ぼ している と考 えられ ている(Klaman, L. D. et al,

2000)。 このよ うな知見か ら、PF摂 取 ラッ トか ら摘出 した ヒラメ筋のイ ンス リン依存性糖

取 り込み促進効果の亢進 に対 しても、IRS-1の セ リンリン酸化の減少だけでな く、PTP-1B

の発現量の減少 もしくは活性 の低下も関与 している可能性が考えられる。

さらに、イ ンス リン刺激 により活性化 され るPI3キ ナーゼの産物であ り、セカン ドメッ
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セ ンジャー と して機 能 してい る、PI (3, 4, 5) P3を 分解 す る酵 素 と して、SHIP2やPTEN

が あ る。SHIP2は5-ホ ス フ ァター ゼで あ り、SHIP2ノ ックア ウ トマ ウスは出生す るが、

イ ンス リン感 受性 の亢進 に よ り高度 な低 血糖 を示 し、す ぐ死ん で しま う。SHIP2の 発 現量

が少 ないSHIP2-/+マ ウス を用い た解 析 では、耐糖能 が亢進 し、骨格筋 でのGLUT4の ト

ラ ンス ロケー シ ョンや グ リコー ゲ ン合成 の促 進 を伴 ったイ ンス リン感 受性 の亢 進が観 察 さ

れ た(Clement, S. et al, 2001)。 した がって、SHIP2は イ ンス リン作 用 を負 に制御す る因子

で あ るこ とが明 らかに なった。PTENは3-ホ ス ファター ゼ活性 を持 った酵 素で ある。PTEN

を過剰発 現 させ た3T3-L1細 胞 では 、Aktやp70S6キ ナーゼ のイ ンス リンに よる活性化 に

続 き、イ ンス リン依 存性GLUT4の トランス ロケーシ ョンや 糖取 り込 み も抑 制 され ていた

(Nakashima, N. et al, 2000)。 この とき、イ ンス リン依存性IRやIRS-1の チ ロシン リン

酸 化 には影響 が なかった。この よ うにPTENは イ ンス リン作 用 を抑制す る働 きがあ る と認

識 され てい たが、最近 、PTENがTNFα に よ り誘導 され るIRS-1の セ リン リン酸 化や それ

に伴い起 こ るイ ンス リン依存性 チ ロシ ン リン酸 化 の減少 を抑制 す る ことが明 らかにな った

(Ozes, O. N. et al, 2001)。 このようなSHIPやPTENの 作用が、タンパ ク質栄養状態によ

り変動 し、イ ンス リン情報伝達系に影響 を与える可能性 もある。

以上のよ うな知見 より、タンパク質栄養状態によるホスファターゼ系の変化 を把握する

ことも、インス リン情報伝達経路への影響 を考える上では不可欠であると考える。

2.糖 尿病治療におけるタンパク質栄養の重要性

糖尿病の罹病期間が長くなると、合併症が発症 ・進展する。糖尿病性腎症は糖尿病合併

症のーつであ り、その発症や進展 に関わる最も重要な危険因子は高血糖 と高血圧であるこ

とが知 られている。また、糖尿病性腎症は、慢性腎不全の主要な原疾患である。慢性腎不

全の患者は、尿毒症の改善 しや腎不全の進行速度お よび透析導入開始の遅延の 目的で、食

餌 タンパ ク質摂取量が制限 され る。その上、体内の栄養素の維持 と充実のために食物中の

タンパ ク質の有効利用 と適切なエネル ギー摂取が必要である。低タンパク質食 においては、

十分なカロ リー摂取のために炭水化物 によるエネルギー依存度が大きくな り、過剰 な糖摂

取 によ り糖代謝に悪影響 を及ぼ しかねない。 しか し、経 口糖負荷試験試験や高イ ンス リン

正常血糖 クランプ試験により、低 タンパク質食摂取により慢性腎不全患者のイ ンス リン感

受性 が増加 す る上 に、イ ンス リンク リアラ ンス も上昇す るこ とが示 され た(Rigalleau, V. et

al, 1998)。 した が って、上記 の心配 とは裏腹 に、低 タ ンパ ク質食摂 取 に よ り糖代謝 が改善
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されることが明 らかにされた。 この臨床 における知見は、本研究において観察 されたPF

摂取における肝臓お よび骨格筋でのIRSを 介 したイ ンス リン応答性の向上 と対応する。以

上のことより、糖尿病患者 に対 してはタンパ ク質欠乏による異化の亢進 を念頭に置いて食

餌 タンパ ク質を適度に制限す ることによって、その症状が改善す ると考えられ る。さらに、

高血糖によるヘキ ソースア ミン生合成経路の活性化に伴 う糖タンパク質の増加が腎臓障害

を引き起 こす ことも明 らかになっている。第二章考察でも述べたよ うに、このヘキソース

ア ミン生合成経路の活性化 にア ミノ酸 も関与 していることが示 されてお り、この側面か ら

も低 タンパ ク質食は糖尿病の改善に有効であると考えられ る。 しか し、慢性腎不全患者 で

低タンパク質摂取によ り安息時エネルギー消費量が増加す ることが観察 されてお り、さら

に腎不全の進行 と共に食欲 が低下 して栄養状態が悪化す る上に、食餌タンパク質を制限 し

ている場合 には食欲 が低下 して十分なエネルギー摂取が出来ず、栄養不良に陥 りやすい。

特に透析患者では、透析によって多量のア ミノ酸が喪失す るので、厳密な食餌タンパ ク質

制限は重篤な栄養失調を引き起 こし、危険である。 したがって、慢性腎不全患者に食餌 タ

ンパ ク質を制限す る上では、栄養不良を起こさないよ うに、厳密な栄養指導が必要である

と考 えられてい る。 したがって、糖尿病、糖尿病腎症、慢性 腎不全か ら透析導入への病気

の進行 に伴 って、食餌 タンパク質の コン トロール法を変化 させ る必要があると考えられ て

い る(Aparicio, M. et al, 2001、 椿 原 美 治, 2001)。 こ の よ うに 、 タ ンパ ク質 栄養 の 制 御 は

糖尿病およびその合併症の治療に新たな方向性を寄与すると考えられ、タンパク質栄養が

糖代謝へ与える影響を分子 レベルで検討することは非常に重要である。本研究では主に

IRSに 対す るタンパク質栄養状態の影響 を検討 したが、イ ンス リンの糖代謝制御作用伝達

を担ってい る他の因子に対する影響は未知であり、今後の更なる解析が期待 され る。

3.イ ンス リン とタンパ ク質栄養状態により変動す る他のホルモンの相互作用の可能性

タンパク質栄養状態の悪化によ り劇的に血 中濃度が低下す るホルモンとして、インス リ

ン様成長 因子(IGF-1)が 挙 げ られ る(Takahashi, S. et al, 1990)。IGF-1は イ ンス リン と異

な り、血 中では大部分 が遊離 型 で存在せ ず 、特異 的 な結 合 タンパ ク質(IGFBPs)と 結合 した

状態 で存在す る。 そ して、IGFBPsと 結合 したIGF-1は 、生理活性 を示 さない。 この よ う

に、IGF-1の 生理活1生を調 節 してい るIGFBPsも タ ンパ ク質栄養 状態 に よ り変動す る こと

が明 らか になって い る(Umezawa, T. et al, 1991)。IGF-BP-3は 、acid-1abiesubunit(ALS)

とIGF-1と 三量 体 を形成 し、それ は血 中にお けるIGF-1の 貯蔵 型で ある。 このIGFBP-3

137



の血 中濃 度 は、タ ンパ ク質 栄養状 態の悪化 に伴 って減少す る。一方 、IGFBP-1の 血 中濃度

は、 タンパ ク質栄養 状態 の悪 化に伴 って増加す る。 それ に伴 い、遊離型IGF-1と 結 合 が増

加 し、IGFBP-1に 結合 したIGF-1は 速や かに血 中か ら消去 され る ことも明 らかにな って

い る(Thissen, J.P.etal, 1992)。 この よ うなIGF-1お よびIGFBPsの 制御 に よって、 タ ン

パ ク質栄養 状態 が良い とき にはIGF-I活 性 を さ らに上昇 させ る方 向 に、悪 い ときには さら

に低 下 させ る方 向に働 いてい る と考 え られて い る(竹 中 麻 子,1998)。 さらに、IGF-Iの シ

グナル は 、イ ンス リン レセ プ ター と同様 な構 造 を もったIGF-1レ セプ ター を介 して細胞 内

へ伝達 され る。 そ の細 胞 内伝 達経 路の大 部分 は、イ ンス リン レセ プ ターの情 報伝達系 と同

様 で あ る。 したが って、 タ ンパ ク質 栄養状態 によ り変動す るIRS-1,-2の 制御 に対 して、

同様 に タンパ ク質栄養 状態 に よって制御 され てい るIGF-Iも 関与 してい るであ ろ うこ とが

予想 で きる。培養 細胞 系 にお いて 、IGF-Iは イ ンス リン と同様 に、PI3キ ナー ゼ を介 して

IRS-1のSer307を リン酸化す るこ とが報告 され て い る(Rui,L.et al,2001b)。 した がって、

本研 究 におい て12C群 で観 察 され た骨格筋IRS-1の セ リン リン酸化 の増加 の一つの原 因

と して、 高い血 中IGF-Iレ ベル が 関与 して い る可能性 もある。IRS-1のSer612の リン酸

化 に も、IGF-Iの 関与が考 え られ る。 また、Ruiら の結 果 を考 慮 に入れ る と、12C群 では

IRS-1のSer307も リン酸化 され てい る可能性 が考 え られ る。最近 、Ser307はIRS-1の

PTBド メイ ンの近傍 に あるた め、それが リン酸化 され る とIRと の結合 阻害 が起 こ るとい

うことが示 され た(Agure,Vet al, 2002)。 したが って、 良い タ ンパ ク質栄養 状態 の骨格

筋IRS-1で は 、IGF-Iシ グナル との ク ロス トー クによ りSer612やSer307等 の リン酸化

が起 こ り、低栄養 状 態の場 合 と比べ てIRと の結合 やPI3キ ナーゼ との結合 が抑 制 され る

とい う仮 説 が考 え られ る。IRS-1の セ リン リン酸化 に よ り、IGF-Iの 情 報伝 達 も抑 制 され

る と考 え られ るが 、IGF-Iの 生理 作 用 と して重 要 な増 殖 促 進 作 用 の シ グナ ル伝 達 に は

IRS-1を 介 さず 、他 の基質 を介 して伝 達 してい る可能性 が高 い と考 え られ る。また、IGF-I

との クロス トー ク とい う側 面 か ら考 え る と、IRS-1の セ リン リン酸化 が肝臓 で は観 察 され

なか った こ との説 明が でき る。す なわち、IGF-Iの 主 な産生組 織 であ る肝臓 では、IRに 対

してIGF-Iレ セ プ ター の発現 が非 常に少 ないの で、IGF-Iシ グナル が ク ロス トー クす る と

は考 えに くい。

次に、IGF-Iの 分泌 を制御 しているGHの シグナル との相互作用について考察す る。GH

レセプターは、リガン ドの結合により二量体化 し、JAKに よってチロシン リン酸化 された

STATに よ りシグナルを伝 える。本論文の序章でも少 し述べたが、GHはIRS-1,-2に 作用
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す るこ とが知 られ てい る。す なわ ち、一晩絶食 させ た ラ ッ トの門脈 か らGHを 注入 す る と

JAK2の 活 性化 がお こ り、そのチ ロシンキナーゼ活性 の上昇 に よ り、IRS-1,-2が チ ロシン

リン酸 化 され る ことが明 らか にな ってい る(Thirone,A.C.P.etal,1998)。 一方 、GHの ト

ラ ンス ジェニ ックマ ウスの骨 格筋 で は、IRの 量 の減少 、IRお よびIRS-1の イ ンス リン依

存性 チ ロシ ン リン酸化 の抑制 、PI3キ ナーゼ のイ ンス リンに よる活性化 の抑制 が起 こるこ

とが示 され た。 したが って 、 これ らのイ ンス リン情報伝 達系 のdown-regulation効 果 が、

GH過 剰 に よ りお こるhyperinsulinemiaや イ ンス リン抵抗性 に関与 して い ると考 え られ

てい る(Dominici, F.P.etal, 1999)。 さらに、肝臓 特異的igf-1ノ ックア ウ トマ ウス では骨

格 筋の イ ンス リン感受性 が低 下 してい た(Yaker,S.eta1,2001)。 それ は、血 中IGF-I濃 度

の減少 に伴 ってnegative-feedback制 御 が働 き、下垂体 か らのGHの 分泌 を促進 して、血

中GH濃 度 が上昇 していた こ とに よる とYakerら は考察 してい る。このGH分 泌過剰 に よ

り、膵 島β細胞 の増加 に よるイ ンス リン分泌 過剰 が起 こ り、さ らに骨格筋 のIRお よびIRS-1

のイ ンス リン依 存性 チ ロシ ン リン酸化 の抑制 が起 きて いた。 以上 の よ うな知 見 か ら、GH

過剰状態 によ り、何 らかのセ リン/スレオニンキナーゼの活性化 が引き起 こされ、IRや

IRS-1の セ リンリン酸化 を増加 させ、インス リン応答性 を低下させているとい うことが考

え られ る。今回の実験では、血中GH濃 度の測定は行 っていないが、今回のよ うな条件で

は大きな変動はない とい う結果が観察 されている(黒田,2000)。低 タンパ ク質食 で血中GH

濃度が減少する とい う報告もあるが(Harel, Z.etal,1993)、GHの 振動型分泌様式な どを

考慮に入れ ると、正確な解析は難 しい。

さ らに、摂食抑 制 因子 として知 られ る レプチ ンもイ ンス リン作 用 との 関連 が注 目されて

い る。 現在 ま でに、 レプチ ンや レプチ ン レセプ ター が欠 損 してい るob/obマ ウス、db/db

マ ウスはイ ンス リン抵抗性 を呈す る こと、 レプチ ン レセ プ ター は 中枢 以外 に肝 臓、脂肪 組

織 、骨格 筋 とい ったイ ンス リンの標 的組 織 に も存 在 す る こ と(Thkaya,K.etal,1996、

Friedman, J.M.et al, 1998)、 レプチ ンはIRS-1も 活1生化す るこ と(Bjorbaek, C.etal,

1997)な どが報 告 され てい る。 しか し、 レプ チ ン とイ ンス リンの ク ロス トー クについ て報

告 され て い る現象 を見 る と、 レプチ ンが イ ンス リンの シグナル を増 強す る(Berti,L.etal,

1997、Kellerer, M.etal, 1997、Szanto, I.etal, 2000)と い っ た もの と、逆 に抑 制 す る

(Burcelin, R.etal, 1999、Rossetti, L.etal, 1997、Liu, L.etal, 1998、Cohen,B.etal,

1996、Sweeney,G.etal,2001)と い っ た もの が あ り、 統 一 した 見 解 に 至 っ て い な い 。 い

ず れ に して も、 タ ンパ ク質 栄 養 状 態 の 変 化 は 、IRSの 変 化 を介 して 、 イ ン ス リンの み な ら
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ず レプチンの作用をも修飾 している可能性があ り、逆にIRSの 変化の原因 として、レプチ

ンの作用の変化 も関与 しているとい う仮定も有 り得 る。

以上のよ うに、タンパク質栄養状態で変動 し得 るホルモ ンのイ ンス リン情報伝達系への

相互作用の可能性について討論 した。上記3つ のホルモ ン以外にも、インス リンシグナル

と相互作用 し得 るホルモンやサイ トカイ ンがあり、それ らのホルモ ンがタンパ ク質栄養状

態 に応答 して変動 し得 るか どうか も興味深い点である。

4.総 括

本研究によ り、インス リン情報伝達経路の上流段階でのア ミノ酸 とイ ンス リンのシグナ

ルの相互作用をin vivoに おいて初めて明 らかに した。また、ア ミノ酸による末梢組織 で

の糖利用の阻害作用にはIRSを 介 した制御機構 が関与 していることも明らかにした。また、

食餌 タンパク質制限の巧みなコン トロールが糖尿病治療に効果的であるとい う可能性を分

子 レベルで示す ことができた。

最後 に、Tremblayら のL6myotube細 胞 を用 いた知見 を併せ て、Fig.5-1に 示 した よ う

な12C摂 取 に よる骨格 筋IRS-1の セ リン リン酸化増 加機構 の仮説 を考 えた。 しか し、ア

ミノ酸 によ るIRS-1の セ リン リン酸化 に、mTORキ ナーゼやmTORが 制御す るセ リン/

ス レオニ ンキナーゼ 、お よびIGF-Iが 関与す るか ど うかは、今 後解 明 してい かなけれ ばな

らない課題 であ る。 それ と共 に、 タ ンパ ク質栄養 状態 に よるホル モ ン、サイ トカイ ンお よ

び ホス ファター ゼ系 の動 向を把握 す るこ とで、糖尿病発症 の分 子 メカ ニズム に対 して もよ

り深 い理解 を与 える もの と期待 され る。

140



Fi
g.
 
5-
1 

Pr
op
os
ed
 

me
ch
an
is
m 

of
 
IR
S-
1 

se
ri
ne
 
ph
os
ph
or
yl
at
io
n 

in
du
ce
d 

by
 
12
C 

in
ta
ke
.

 

1 4 1



謝辞

本研究 は東京 大学大学院農学生命科学科応用生命科学専攻栄養化学研究室で

行 われ たものであ ります。研究 を行 うにあた り、終始懇切 な御指導、御鞭撻 を

賜 りま した当研究室助教授 加藤久典先生に厚 く御礼 申 し上げます。

私 を当研究室に受 け入れ て下 さり、多 くの御指導、御助言、御激励 を下 さい

ま した東京大学名誉教授 ・現 中部大学応用生物学部教授 野 口忠先生に心 よ り御

礼 申し上げます。

抗IRS-2抗 血清お よびL6細 胞 を御供与下 さ り、研 究面で適切 な御助言を下

さ りま した東京大学大学院農 学生命 科学研究科助教授 高橋 伸一郎先生に心よ

り感謝いた します。

ヒラメ筋 を用いた糖取 り込 み実験 を行 うにあた り、御助言 下 さいま した東京

大学大学院農学生命科学研 究科獣 医生理学研究室 有賀 美也子博士に感謝いた

します.

L6細 胞 の培養 にあた り、丁寧 な御指導下 さいま した東京大学大学院農学生命

科学研究科動物細胞制御研究室 大井 優子氏に感謝いた します。

研究 面だけでな く様 々な面で御配慮下 さいま した 当研 究室元助手 ・現 中部 大

学応 用生物学部助教授 大石 祐 一先生、並びに当研究室派遣研 究員 傅正偉博 士

に感謝いた します。

研 究 生 活 上 の苦 楽 を共 に した 当研 究 室 の室 員 並 び に卒 業 生 の皆 様 に感 謝 い た

しま す。特 に、研 究 にお い て御 協 力頂 い た 大根 陽一 郎 氏 に深 く感 謝 い た します。

最後 に、 これ まで の研 究生活 を支 えて くれ た家族 に感 謝 いた します。

平成14年1月7日 豊 島 由香

142



論文の内容の要旨

応用生命化学専攻

平成11年 度博士課程入学

氏名 豊島 由香

指導教自名 加藤 久典

論文題 目 インスリン情報伝達経路に対するタンパク質栄養状態の影響

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つ主要なホルモンであ り、近年その細胞内情報伝達機構が急速に解明され

てきた。インスリンレセプターは、インス リンが結合す ることによりチロシンキナーゼ として活性化

され、insulin reoeptor substrate (IRS)を はじめとした細胞内基質がチロシン リン酸化 される。 ここ

に様々なアダプターや酵素が結合 し、phosphatidyhnositol 3-kinase (PI3K)カ スケー ドやMAPキ ナ

ーゼカスケー ドの活性化が起 こり、生理作用発現に至る。II型 糖尿病はこれ らの情報伝達系の機能不

全によ りインス リン抵抗性 を生ず る疾患であるが、インス リン抵抗に至る機構はなお不明である。

IRS-1は チロシン以外のセ リン/スレオニン残基もリン酸化 されるが、このセ リン1スレオニン リン酸化

はIRS-1の 活性低下や分解を誘導 し、インスリン抵抗性の一因となり得ることが報告 されている。他

方、食餌 から摂取 される栄養素 もインスリンなどのホルモンと同様に代謝制御のシグナル として機能

している。ア ミノ酸は、4E-BP1やp70S6Kな どの翻訳制御因子を調節するが、これはmammalian

target of rapamycin (mTOR)と 呼ばれ るプロテインキナーゼを介 している。インス リンによる翻訳制

御 もやは りmTORを 介 しているため、mTOR以 下でイ ンス リンとア ミノ酸シグナルが相互作用 して

いることは明 らかであるが、インスリンシグナルの上流因子に対するアミノ酸シグナルの影響に関す

る研究報告は数少ない。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。生体での検討はさらに限られてお り、

タンパク質栄養あるいは血中ア ミノ酸 レベルによつてインスリン情報伝達がどう影響を受けるかは未

知の問題 であつた。

そこで本研究では、ラットにタンパク質を含まない食餌 を給餌することでタンパク質悪栄養条件を

誘導 し、肝臓や骨格筋な どのインスリン標的組織でその情報伝達経路がどのよ うな変化を生 じている
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かを解析す ることにした。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 しているこ

とが明らかになつたので、その機構について検討を加えると共に、それが生体においてどのような意

味 を持つかについても解析を行つた。

1: 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

まず、タンパク質を含 まない食餌 として無タンパク質食(PF)を 、対照として12%カ ゼイン食(12C)

を摂取 させたラッ トの肝臓 と骨格筋を用いて、インスリンレセプター(IR)、IRS-1、IRS-2、Akt/pmtein

kinase B (PKB)お よび古典的MAPKで あるERK1/2の インス リン依存性 リン酸化を指標にしてイン

スリン応答性を比較 し、これ らの因子が食餌タンパク質の影響を受けるかどうかを検討 した。また、

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つている状態 と、16時 間絶 食させ

た状態において、インス リン非注入時における上記各因子の リン酸化状態を比較 し、生理的濃度のイ

ンスリンの情報伝達応答へのタンパク質栄養の影響を解析した。

1.5時 間摂食または16時 間絶食状態の5週 齢Wistar系 雄ラットを麻酔後開腹 し、下行大静脈 より

saturation doseの インス リン(1.4U)を 注入後、適時に胴 蔵お よび骨格筋を摘出 し、上記各因子のおよ

び リン酸化をイムノブロット法で解析 した。いずれの条件でも、肝臓では、PF摂 取によつてIR量 、

IRS-1量 およびIRS-2量 が増加 し、インス リン注入によるIRS-1チ ロシンリン酸化量は増加傾向を示

し、IRS-2チ ロシンリン酸化量は顕著に増加 した。Akt/PKBとERK1/2に は食餌タンパク質の影響

は観察 されなかつた。IRに 関 しては、receptor binding assayも 行いインスリンとの結合量を測定 し

たが両群間で同程度であつた。骨格筋では、PF摂 取によつてIRS-1量 が減少する一方で、IRS-1セ

リンリン酸化量の減少およびインス リン注入によるIRS-1量 あた りのチロシンリン酸化量が顕著に増

加 し、IRS-1の インス リン感受性の上昇が観察された。IRS-2に 関 して、その量はイムノブロット法

では検出できなかつたが、インス リン注入後のチロシンリン酸化量は肝臓の場合と同様にPFで 顕著

に増加 した。 さらに、IRS-1,-2の 下流に位置するAkt/PKBの インス リン依存性Ser473リ ン酸化も

PF摂 取により増強 していたが、ERK1/2へ の影響は観察できなかつた。以上のことか ら、タンパク

質栄養状態が悪化す ると骨格筋でIRS-1,-2∠PI3K/PKB経 路のインスリン応答能の上昇が起こるであ

ろ うことが推察できた。

一方インス リン注入をしない場合では
、PF群 の肝臓において、絶食状態のIRお よびIRS-1の チロ

シン リン酸化量が減少 していた。1.5時 間摂食状態では血中インス リン濃度が低下しているのにも関

わらず、IRお よびIRS-1の チロシン リン酸化量は12Cと 同程度であつたことから、生理的濃度のイ

ンス リンに対するこれ らの因子の応答能が上昇 している可能性が考えられた。 この場合の骨格筋では

肝臓 とは異なり、絶食状態でも1.5時 間摂食時と同様にPF食 摂取によつてIRの チロシンリン酸化が

減少 していたので、生理的濃度のインス リンに対す る応答能が変化するかどうか考察できなかつた。

先述 した骨格筋におけるIRS-1の セ リンリン酸化状態の変化は、SDS-PAGEに おけるバン ドシフ ト

と、Ser612 (ヒ トでは616位)の リン酸化を特異的に認識する抗体を用いた解析で観察できたが、この

現象は肝臓では観察 されず骨格筋に特異的であった。 よつて、血中アミノ酸濃度の上昇により組織特

異的に何 らかのセ リン/スレオニンキナーゼの活1生化が起 こり、IRS-1セ リンリン酸化の上昇を引き起

こす とい うIRS-1セ リンリン酸化経路が考え られた。
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2: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

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各因子の変化に対 して、PF摂 取により低

下 した摂食量お よび血中インス リン濃度の影響が関与 しているかどうか検討するために、12C摂 食量

をPF摂 食量に合わせて飼育したpair-feedmgラ ッ トとstreptozotocm(STZ)を 投与 してインスリン分

泌を抑制 したラッ トを用いて解析を行 った。pah漁edmg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

さくなる可能性が考えられた。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 るため、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、肝臓におけるIR量 およびIRS-1,-2量 の増加、骨格筋における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結論された。それに対 し、骨格筋における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-feedmgで は一般 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IRS

等 に影響があると考え られた。

次に、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 うかを検討 した。その結果、胴 蔵、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。 このIRS-2mRNA量 の増加は、血中インス リン濃度

の変動に依存 していた。 このよ うに、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、さらに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。IRS-1に ついては、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。

さらに、IRS-1の セ リンリン酸化に関与する因子 としてPKCやTNFα が報告 されているため、骨

格筋でのPKC活 性 と脂肪組織 におけるTNFα 遺伝子発現について検討 したが、食餌 タンパク質の効

果 は顕著でなかった。

3:タ ンパク質栄養状態がインスリン情報伝達経路の初期因子の遺伝子発現およびインスリンの生

理作用に及ぼす影響

タンパク質栄養状態の悪化によるIRSを 介 したインス リン1青報伝達経路のup-regulationが 実際に

インス リン作用を調節 し得 るのかを検討するために、肝臓ではインスリンによりその発現が促進する

phosphoenolpyruvate carboxykinase(PEPCK)、fatty acid synthase(FAS)の 遺伝子発現について、

骨格筋では糖取 り込み量について検討 した。肝臓でのPEPCKmRNA量 はPF摂 取により減少 し、

PF摂 取による糖新生の抑制効果が考えられたが、FASmRNA量 もPF摂 取により顕著に減少 してお

り、脂肪酸 合成促進効果は見られなかった。慢性 タンパク質欠乏が原因のKwashiorkor病 の特徴的

な症状 として脂肪肝があるので、短期間のタンパク質欠乏では肝臓での脂質合成促進は起こらず、イ

ンス リン情報伝達経路が活性化 されている状態 を長期間維持することで徐々に促進されるのかもしれ
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ない。骨格筋における糖の取 り込み量はPF摂 取で増加し、末梢組織での糖利用に対して食餌タンパ

ク質の効果が観察できた。

4:培 養細胞系において培地中のアミノ酸がインスリン情報伝達経路に及ぼす影響

これまでで明 らかになった現象 の分子メカニズムをより詳細に解析するために、その現象を培養細

胞のモデル系で再現することを試みた。特に骨格筋でのIRS-1の 現象 に注目し、ラット由来の筋細胞

であるL6myotube細 胞を用いて、18時 間無血清DMEM培 地で培養後、無血清のア ミノ酸含有もし

くは欠乏MEM培 地で6時 間培養 した場合と、無血清のアミノ酸含有もしくは欠乏MEM培 地で24

時間培養 した場合におけるIRS-1の 量、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

について検討 した。24時 間培養ではアミノ酸の影響は観察できず、ア ミノ酸濃度の増加によっても変

化 しなかったが、6時 間培養でア ミノ酸によるIRS-1の バン ドシフ トが観察 された。 このときIRS-1

量お よびインスリン依存性チロシン リン酸化に関 しては変化が見られなかったので、さらなる培養条

件の検討 が必要であるが、この培養条件でのIRS-1の セ リンリン酸化機構の解析が可能となった。

総括

以上のin vivoで 明らかになったタンパク質栄養状態の悪化のインス リン情報伝達因子に対する効

果を下の表にまとめた(Table1)。 本研究により、インス リン情報伝達経路の上流段階でのアミノ酸

とインス リンのシグナルの相互作用をin vivoに おいて初めて明らかにした。また、アミノ酸による

末梢組織 での糖利用の阻害作用にはIRSを 介 した制御機構が関与 しているとことも明らかに した。

Table1 Summary of the effect of protein malnutrition on insulin signal transduction

pY; tymsine phosphorylation, pS612;phosphorylation of Ser612
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