
論 文 の 内 容 の 要 旨

論文題目

R ole o f U C P - 2 U p
- R e g u l ati o n a n d T ri gly c e rid e A c c u m u la tio n i n l n s uli n

S e c r e ti o n in a β- C ell L ip o t o xic it y M o d el O v e r e x p r e s si n g S R E B P - 1 c

( S R E B P -1 c 過 剰発現 に よ る β細胞 の 脂肪毒性 モ デル で の イ ン ス

リ ン 分泌 に おける U C P - 2 と トリグリセ ライ ド蓄積 の 役割)

氏 名 山 下 篤 行

2 型糖尿病は遺伝的素因と環境因子 が合わさ っ て 発症す る多因子病で あ る
｡ 環境因

子 と して は年齢､ 運動不足 ､ 肥満な どが ある ｡ 近年 ､ 特に肥満 と 2 型糖尿病と の かか

わ りが注目を集めて おり ､ 末梢組織 へ の 脂肪の 蓄積が 2 型糖尿病の 発症 ･ 進展に 関係

が ある と考え られ る よ うに な っ て い る ｡ 謄β細胞 にお い て もトリグリセ ライ ドの蓄積

はグル コ
ー

ス応答性イ ンス リ ン分泌 の 障害 (脂肪毒性 ; L ip o t o x i city) に関係が ある と

考えられ て い る ｡ しかしなが ら､ 脂肪毒性に よ る グル コ
ー

ス 応答性イ ンス リ ン分泌 の

障害の メカ ニ ズム は明 らか にな っ て い ない
｡ そ こ で ､ 腰β細胞の 脂 肪毒性 にお け る グ

ル コ ー ス 応答性イ ンス リ ン分泌障害の メカ ニ ズ ム を理解す るため ､ 脂肪合成 の 調節因
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子 で ある st e r ol r e g ul at o ry el e m e n t b in d in g p r o t e in - l c ( S R E B P - l c) の 恒常活性型 を培養腰

β細胞株 の Ⅸ S - 1 細胞にア デノ ウイル ス ベ クタ
ー

を用 い て発現さ せ ､ S R E B P - 1 c 過剰

発現 に よる脂肪毒性モ デル を作成して検討を行な っ た ｡

ア デノ ウイル ス の 感染に よる S R E B P - 1 c の 過剰発現 はウ エ ス タン プ ロ ッ トに よ り

確認され た｡ また ､ 過剰発現 した s R E B P - l c の 転写活 性に つ い て は S R 王 領域 をル シ

フ エ ラ
ー

レポ 一

夕
-

遺伝子 組込んだル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セイ に より確認さ れた ｡ 次に ､

脂肪酸合成 に 関わ る A C L
,
A C C

,
F A S

,
A C S な どの 遺伝子 の 発現 を定量 的リア ル タイム

P C R により検討したと こ ろ ､ S R E B P - 1 c の過 剰発現細胞で は ､ それぞれ コ ン トロ
ー

ル

の 3 ･8 倍､ 1 ･ 9 倍 ､ 1 6 .4 倍､ 7 .5 倍 の発現 の 増加が確認され たo また細胞内の トリグリ

セ ライ ド含量 も S E R B P - 1 c を組込 んだ ア デノ ウイ ルス の 感 染量 に依存 して 増加 し ､

M O I I O で は 6 0 %
､

の 増加 が確認され た
｡
さ らに

､ グル コ
ー

ス 応答性イ ンス リ ン分泌 も

S E R B P - 1 c 過剰発現細胞で M O I 依存的に低下 し､ 1 0 M O I で は 4 2 % の 減少が確認 さ

れ た. また ､ S R E B P - 1 c の 過剰発現 によ っ て u n c o u pl in g p r ot e in - 2 ( U C P - 2) 遺伝子 の 発現

量が 2 倍に増加 す る こ と も確認され た ｡

U C P - 2 はミ トコ ン ドリア で 生産され た A T P を消費し､ 熱 エ ネルギ ー に変化す る 役

割が想定 されて い る遺伝子 で あ る ｡ そ の た め u c p - 2 の 発現 増強によ っ て 細胞内の A r P

が消費され ､
こ れ によ っ て 起 こ る細胞内 År p/ A D P 比 の 減少が障β細胞の 脂肪毒性に

お ける グル コ
ー ス 応答性イ ンス リ ン分泌障害の

一

因で はな い かと考えられ た｡ そ こで ､

U C P - 2 に対する s m all in t e rf e r in g R N A ( siR N A) を作成し ､ 細胞に導入 して ､ U C P 1 2 の 発

現を抑制させ る実験を行 っ た ｡ そ の 結果 ､ si R N A の 導入 に より S R E B P - 1 c 過剰発現細

胞で U C P - 2 遺伝子 の 発現 の 抑制が確認 さ れ た ｡ こ の とき ､ 細胞内 A r P /A D P 比 も増加

し
､ グル コ

ー ス 応答性イ ンス リ ン分泌 も部分的に回復 した ｡ しか しなが ら､ 細胞内の
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T G 含量に は変化が認められなか っ た｡

次 に細胞内の T G 含量 を減少させ る こ とに より脂肪毒性を解除で きな かと考 え ､

A M P -

a c ti v at ed p r o t e in k in a s e ( A M P K)
~

の ア ゴ ニ ス ト で あ る

5 - a m in o - 4 -i m id a z ol e c a rb o x a m id e ri b o sid e ( A I C A 町を IN S - 1 細胞に添加 する実験 を行 っ

た o A I C A R は A M P K をリ ン酸化して 活性化し ､ 次 にそ の A M P K が A C C をリ ン酸化

して 不活性化す る こ とが知られて い る ｡ A C C の 不活性化により マ ロ ニ ル ー C ｡ A が増加

し ､ 脂肪酸酸化が 阻害される ｡

Al C A R の 添加 に よ り ､
S R E B P - 1 c 過剰 発現細胞の 1 m M グル コ

ー ス または 1 0 m M グ

ル コ
ー

ス 条件で の 脂肪酸 の酸化 はそれぞれ ､ 1 .7 倍､
2 . 6 倍に増加 した｡ また ､ A I C A R

の添 加 によ っ て
､

S R E B P - l c 過剰発現細胞に おけ る細胞内の T G 含量が 3 3 % 減少す る

こ とが確かめ られた o また ､
Al c A R の 添加 によ っ て ､ S R E B P - 1 c 過剰発現細胞 にお け

る グル コ
ー ス応 答性イ ンス リ ン分泌が部分的に 回復する ことも確認され た｡ こ の とき､

S R E B P - 1 c 過剰発現細胞で の A M P K の リ ン酸化お よび A C C の リ ン酸化は ､ それぞ れ

1 . 5 倍 ､
1

. 7 倍に増加 して い た ｡ また Al c A R の 添加 によ っ て U C P - 2 の 発現 に は影 響が

見 られず ､ 細胞内 A r P/ A D P 比 も変化しなか っ た ｡

これ らの こ とか ら S R E B P - 1 c は謄β細胞 の脂肪毒性の 発現 に重要な役割を果 たして

い る こ とが示 唆された ｡ また ､ u c p - 2 遺伝子 の 発現抑制や A M P K の 活性化は ､ 脂肪

毒性に よ る腰β細胞 の 機能障害 の 回復さ せ る ため の 有効な タ
ー ゲ ッ トとな りう る こ

とが示唆され た｡
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