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研究成果

L インスリン抵抗性発症機構における抑制性チロシン脱リン酸化酵素の活性異常
に関する研究

緒言

インスリン抵抗性は、 SyndromeXと呼ばれる糖尿病、高血圧、高脂血症、冠動脈疾等
の動脈硬化性病変を伴う成人病を形成する疾病の根幹をなす病態と考えられ、このインス
リン感受性改善の試みは、動脈硬化性疾患の発症進展予防の面からも重要であると考えら
れている。しかし、未だこのインスリン抵抗性発症の機構は解明されておらず、インスリ
ンのシグナル伝達機構の解明とともに重要な研究課題である。
近年、 P凶aIndiansにおいて、糖尿病の発症に先だ、ってインスリンの主要な標的組織で
ある骨格筋で、インスリン受容体キナーゼの逆反応であるチロシン蛋白脱リン酸化酵素
(PTPase)の活性異常が報告された(1 )。興味深いことは、このPTPase活'性異常はイン
スリン受容体キナーゼの異常に先だ、って出現するようであり、そのためインスリン抵抗性
の発症に大きく関与している可能性が考えられる。またインスリン非依存型糖尿病患者の
骨格筋においてもPTPase活性の障害が報告され、高血糖等の糖尿病に伴う糖代謝異常も
PTPaseの異常をきたす可能性が示唆されている (2)。
そこで、我々はPTPaseに注目し、インスリン抵抗性状態に於けるPTPase活性の変化を、
またPTPaseのインスリンシグナル伝達及びインスリン抵抗性発症における意義を明らかし、
更にインスリン作用増強剤の作用点を、受容体キナーゼ活性の調節機構とともに併せて明
らかにすることを目的とした。

実験方法

1 .インスリン受容体キナーゼに対する高ブドウ糖濃度培養の影響

ヒトインスリン受容体を過剰に発現させたRat1 fibroblast (HIRc)細胞を高ブドウ糖濃度
で4日間培養後、インスリン受容体キナーゼ活性を測定し、高ブドウ糖濃度のインスリン
受容体機能に対する影響を検討した。

2.高ブドウ糖濃度培養がインスリン抵抗性を発症するか否かの検討

高ブドウ糖培養がもたらすインスリン受容体キナ ゼ活性の低下が、実際の細胞に於い
てインスリン作用の低下(インスリン抵抗性)を惹起するかをインスリンのアミノ酸取り
込み(AIB)促進作用で検討した。

3.高ブドウ糖培養によるインスリン受容体キナーゼ活性低下機能の検討

高ゲドウ糖培養のインスリン抵抗性発症の分子機構を解明するために、 Haringらが脂肪
細胞に於いてproteinkinase C (PKC)活性の異常が短時間の高ブドウ糖鮮置で起こり、それ

が受容体キナーゼの低下に関与する (3)と報告していることから、まず我々の実験系に
おいて、 PKCが変化しているかを、 ELISA法による活性の検討、更にPKC活性とよく相関
する膜結合型PKCをPDBu結合を用いて検討した。更に、前述のPTPase活性が、このよう
な条件下で変化しているかを、リン酸化したインスリン受容体を基質に用いて、また、ホ
スフォチロシン抗体PY20を用いるImmuno-E四 ymicassayを用いて検討した。
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4.インスリン作用増強剤のインスリン受容体及びインスリン抵抗性に対する影響

我々は、高ブドウ糖培養がHIRc細胞に於いてインスリン受容体キナーゼ活性を障害し、
更にインスリン作用増強剤の一つであるチアゾリンジン誘導体であるPioglitazoneが培養条
件下で、高ブドウ糖培養により障害されたインスリン受容体キナーゼ活性を改善すること
を見いだした (4)。そこで、まず、同実験系において、他のチアゾリジン誘導体である
仕oglitazoneが同様にインスリン受容体キナーゼを改善するかを検討した。次に高ブドウ糖
培養によるインスリン受容体作用の低下をこれらのインスリン作用増強が改善するかを検
討した。

研究成績

1 .高ブドウ糖培養のインスリン受容体キナーゼ活性に対する影響

高ブドウ糖濃度培養にてインスリン受容体キナーゼの活性は、約50%に抑制され、こ
れはブドウ糖に特異的であり、時間・容量依存性であった。高ブドウ糖濃度培養によるイ
ンスリン受容体キナーゼの活性の障害は、 0.1μMpioglitazone或いは 1'"'"'5μMの
位oglitazoneの共鮮置にて改善した。

2.高ブドウ糖培養のインスリン作用に対する影響

高ブドウ糖培養のインスリン受容体キナーゼ活性障害が実際にインスリン抵抗性を惹起
するかをアミノ酸の取り込みにおけるインスリン促進作用にて検討した。その結果、高ブ
ドウ糖濃度培養にて基礎値及び最大反応値共に低下した。また、インスリンの容量反応曲
線はインスリン結合に差を認めないものの、曲線の右方移動を認めた。つまり、アミノ酸
取り込みにおけるインスリンのED50は、正常群 3nMに対して高ブドウ糖群 30nMであ
った(5 )。一方、高ブドウ糖群に比し、インスリン作用増強剤群はED50は5nMと改善
傾向を示し、インスリン非添加及び最大刺激時のアミノ酸取り込みも改善した。これは受
容体のインスリン結合以降、すなわち受容体キナーゼを含む異常によるものと考えられ、
これらの薬剤がなんらかの機構でインスリン抵抗性を改善したと考えられる。

3.高ブドウ糖培養下のPKC活性の検討とチアゾリジン誘導体の影響

4日間27mMのブドウ糖培養にてELISA法で検討したPKC活性には変化を認めなかっ

た。また、チアゾリジン誘導体との共鮮置もPKC活性には影響を与えなかった。

4.高ブドウ糖培養のPTPase活性に対する影響

高ブドウ糖濃度培養のインスリン受容体機能異常発症機構として、 PTPase活'性異常が関
与する可能性について検討したところ、高ブドウ糖培養にて、細胞質PTPase活性の充進を
認めた。更にこの上昇とPTPase1Bの酵素量の増加は相関した。興味深いことにインスリ
ン作用増強剤との共鮮置にて、高ブドウ糖培養で認められるPTPase活'性の克進および、
PTPase1Bの酵素量の増加は抑制された。

考案

我々 は、 ZuckerFatty Ratにチアゾリンジン誘導体であるtroglitazoneを投与する事により、

後肢筋インスリン受容体キナーゼの障害が改善すること(6 )、また、同種の化合物であ
るpioglitazoneにて、高血糖及び高インスリン血症を伴うWistarFatty Ratに於いても (7)、
また高血糖を伴わない高脂肪食によるインスリン抵抗性ラットに於いても (8)、後肢筋
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インスリン受容体キナーゼの障害が改善することを報告してきた。しかしこれらの動物実
験に於いて、薬剤の投与により著明な高インスリン血症、高血糖及び高脂血症の改善が認
められ、薬剤が直接インスリン受容体に働いたのか、或いは著明な糖脂質代謝改善が2次
的に受容体に作用した可能性も否定できない。我々の検討では部分精製したインスリン受
容体とこれらの薬剤を invitroで鮮置しでも効果なく、培養リンパ球と長期間培養しても、
そのインスリン受容体キナーゼに対する効果は僅かであり、薬剤の作用点を明らかにする
ために、適切な系が望まれていた。最近、我々は、ヒトインスリン受容体を発現させたラ
ット 1線維芽細胞(HIRc)を高ブドウ糖濃度下で4日間培養すると、インスリン受容体キナ
ーゼ活性が障害されることを報告した。この効果はブドウ糖濃度時間及び時間依存的で、
更に浸透圧対照のラフィノースにて効果がないことからブドウ糖に特異的な作用であるこ
とが推測された。さらにチアゾリンジン誘導体のpioglitazoneが、このインスリン受容体キ
ナーゼの障害を改善する事を見いだ、した (4)。ドイツのHaringらは、高ブドウ糖濃度が
ラット単離脂肪細胞において、 PKCの活性化を介してインスリン受容体キナーゼを障害す
ることを報告しており(3)、我々と同様にHIRc細胞においても、インスリン受容体キ
ナーゼが高ブドウ糖により障害され (9)、troglitazoneとの共解置により、それらの障害
がPKC活性の正常化とともに改善することを報告している(1 0)。しかし、彼らの検討
は、ブドウ糖と鮮置30分という短時間の効果であり、我々の比較的長期間のブドウ糖効
果とはその機構が異なる可能性が考えられる。我々の検討では、 ELISA法によるPKC活性
の測定でも、また、膜分画のPKC活性を表すと考えられるPDBu結合の検討でも、ブドウ
糖培養4日間では、 PKC活性の変化は認められず、また、チアゾリジン誘導体もPKC活性
に影響しなかった。一方、インスリン受容体キナーゼの逆反応として注目されている
PTPase活性については、高ブドウ糖濃度培養条件下では、細胞質分画PTPase活性の克進を
認め、骨格筋等で主に発現しているPTPaseのひとつであるPTPase1Bの蛋白量が、細胞質
分画で増加してことを見いだした (11)。興味深いことに、チアゾリジン誘導体がこの
増加したPTPase活'性を抑制し、更に細胞質分画で増加したPTPase1Bの蛋白量を正常化し
た。最近 Kusariらがインスリン非依存型糖尿病患者骨格筋において、膜分画 PTPaseの活
性の低下を認め、これが、 PTPase1Bの蛋白量の減少と一致していたと報告しており、イ
ンスリン抵抗性状態や糖尿病状態にて、これらのPTPaseの発現調節機構が、臓器により異
なる可能性 (Isozyme等の存在)も考えられる。少なくとも、当実験系では高ブドウ糖培
養によってインスリン抵抗性が惹起され、それはインスリン受容体キナーゼの障害による
ものであり、この障害過程にPTPaseが何らかの役割を果たしていると考えられる。また、
インスリン作用増強剤がこれらの高ブドウ糖培養によってもたらされるインスリン抵抗性
発症機構の何れかの過程に作用しそれを軽減すると考えれる。今後の課題としては、臓器
によるPTPaseの発現調節機構とインスリン作用増強剤の効果等につき更に検討が必要と考
えられる。
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11. Dominant Negative SHP-2発現トランスジェニックマウスの作成とインスリン
抵抗性発症の分子機構

緒言

近年インスリン抵抗性を有する患者や糖尿病モデル動物にて種々のチロシンホスファタ
ーゼ (PTPase)の活性異常が報告され、同酵素群が糖尿病の発症進展に関わっている可能
性が示唆されている (1-4)。
PTPaseは現在までに多くのアイソザイムがクロ-ニングされ、受容体型と非受容体型の
二種類に分類されるスーパ-ファミリーを形成していることが報告されている(5 )。
SHP-2は分子量約68kDaの非受容体型PTPaseであり (6)、そのcDNAより予想される構造
はN末端に2つのSH2ドメイン(7 )を、中央部に 1つのPTPaseドメインを、さらにC末
端側には種々のキナーゼによりリン酸化を受けると考えられる領域を有している。 SHP-2
の機能に関して血小板由来成長因子や上皮成長因子の増殖シグナルの下流に促進的に働く
ことが報告されている (8、9)。我々はSHP-2及び、そのPTPaseドメインを欠失した変異
型SHP-2(APTP)を過剰発現させた細胞株での検討により、 SHP-2がインスリン受容体や

IRS-1のリン酸化状態を調節しその下流に位置するMAPキナーゼ活性のみならずPI3キナー
ゼ活性をも調節すること、また変異型SHP-2が内因性の野生型SHP-2の機能を障害するこ
と(dominantnegative E旺ect)を見いだ、し、報告した (10)。
しかし、生体内でのSHP-2の役割については不明な点が多く、本研究ではPTPaseドメイ
ンを欠失した変異型SHP-2(APTP)を過剰発現するトランスジェニック(Tg)マウスを作成し、

野生型のSHP-2の機能を障害する事でそのマウスにおける糖代謝の変化を検討し、生体内
でのSHP-2の役割について明らかにすることを目的とした。

研究方法

1 )発現ベクターの構築

SHP-2の2つのSH2ドメインを含む648bp(アミノ酸番号1-216)を既報のごとくPCR法に
て合成、塩基配列を決定後、 pCAGGSベクタ- (11) (東北大学宮崎純一教授より提供)
のEcoRIサイトに挿入した。発現ベクタ をSalI、 BamHIの2つの制限酵素で切断して直線
化した。変異型SHP-2の上流にcytomegalovirusIEエンハンサ-およびchickens actinプロ
モーターを、下流にpolyAシグナルを接続した全長約3.1Kbpの発現ベクタ を作成した。

2) Tgマウスの作成

既報のごとくBDF1雌マウスより受精卵を採取し、既報のマイクロインジェクション法
にて受精卵への発現ベクターの注入を行った (12)。腔を偽妊娠雌マウスの卵管内に移
植し、 Tgマウスの作成を試みた。

3)導入遺伝子の検定

離乳後仔マウス(4週齢)の尾よりSDS-フェノール法にてDNAを抽出した。抽出後導入遺
伝子内に切断点を持つ制限酵素l)SalIとScaI、2)HincIIとScaIの2種類の組み合わせで抽出
DNAを切断し、アガロース電気泳動を行いナイロン膜に転写した。 Fig.1に示す2種類の導
入DNA断片(A， B)をprobeとして用い、マルチフライム法で標識した後、 DNA転写膜を
Rapid-hyb液中で68

0

C、4時間ハイブリダイゼーションした。フィルターを58
0

Cの2X
SSC/O.1 %SDS液中で洗浄しBAS2000システムを用いて解析した。使用した2種類のprobeで
共に遺伝子の挿入を確認で、きた個体をTgマウスとした。
導入遺伝子のコピー数はprobeBを用いた場合に認められる内因性の1.2Kbpのバンド(マ
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ウスSHP-2遺伝子の一部と推定される)と、導入遺伝子の断片である560bpのバンドの濃
度差をBAS2000システムで解析して算出した。

4)各種臓器への導入遺伝子産物発現の検討

上記の方法にて高コピーと考えられたS6、S161の2系統についてF1マウスを作成し以下
の検討を行った。また性差の影響を除外するため雄個体のみを使用した。
マウス各臓器を摘出し、既報のRIPAバッファ-中でホモゲナイザーにて粉砕可溶化後、
100，000X g、30分間遠心した。その上清を12.5%SDS-polyacrylamide gelにて電気泳動後、
Immobilon polyvinylidene dif1uoride膜に転写した。抗PTP1D抗体にてイムノブロット後、
ECLキットにて検出した。

5)インスリン負荷によるSHP-2のIRS-1への結合の検討

マウスを早朝摂餌中止4時間後ペントパルビタール麻酔下に開腹し下大静脈よりインス
リン5単位静注90秒後にマウス肝尾状葉を摘出し直ちに液体窒素で凍結した。 2mMsodium
orthovanadateを添加した上述のRIPAバッファ-中でホモゲナイズ後100，000Xg、30分間
遠心し、上清の蛋白濃度測定し蛋白3.5mg上清を抗IRS-1抗体で免疫沈降しIRS-1に結合
したSHP-2を同様にウエスタンブロット法にて検出した。

6)血糖値及び血清インスリン値の測定

マウスを早朝摂餌中止4時間後麻酔下に開腹し下大静脈より採血を行った。血糖の測定
にはグルコースオキシダーゼ法を、また血清インスリンの測定にはELISA法によるラット
インスリン測定キットを使用した。

7)腹腔内ブドウ糖負荷試験

マウスを 12時間絶食後ペントバルビタール麻酔下に3mg/gのブドウ糖を負荷し負荷後
0，30，60，120分後にマウス尾静脈より採血し前述の方法で血糖値を測定した。

研究成績

総計230匹のFOマウスDNAをサザンブロット法にてスクリーニングし、 16匹のTgマ
ウスを同定した。導入遺伝子のコピ 数は1コピーから最高17コピーの個体が得られた。
今回検討した2系統について成長曲線はTgマウス群、対照群聞に差異を認めず、また外
表上明らかな奇形を認めなかった。両系統について各種臓器への導入遺伝子の蛋白質レベ
ルでの発現を検討したところ、骨格筋、肝臓、脂肪組織などのインスリン感受性組織の他、
検討を加えた全組織での発現を確認した。特に骨格筋においては28kDaの変異型SHP-2は
マウス内因性SHP-2の約10倍の発現量を確認した。生体においてインスリン負荷前でも
IRS~1 とSHP-2の結合を認め、両群聞に差を認めなかった。しかしインスリン負荷により
SHP-2のIRS-1への結合は対照群では負荷前に比し4倍に増加した。一方Tgマウス群では
1.6倍の増加を認め培養細胞への発現(1 0)と同様にTgマウスにおいてもインスリンによ
るSHP-2のIRS-1への結合でみる限りdominantnegative効果を示した。
早朝食餌中止4時間後の血糖値はTgマウス群、対照群聞に差異を認めなかった。しかし、
S6系統においては血清インスリン値がTg群、 142土14μU/ml(n=4)、対照群42士6μU加l
(n=3)とTg群が3倍高値(p<0.01)を示した。同様にS161系統においても、 Tg群106+15μ
U/ml (n= 3)、対照群45+8μU/m(n=3) とTg群においてに血清インスリン値が2.3倍高
値(p<0.01)を示し、インスリン抵抗性の存在が示唆された。
腹腔内ブドウ糖負荷試験では、 Tgマウスでは30分後より血糖値は対照群に比し有意に
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高く、 120分後においても対照群の1.5倍高値を示し (Tg群、 252+14mgldl (n=4)、対照
群151+ 11 (n=5)、P<0.01)、耐糖能障害の存在を認めた。

考案

インスリンの受容体への結合により受容体キナーゼが活性化され種々の細胞内タンパク
質がチロシンリン酸化される。その一つであるIRS-1は13個のチロシンリン酸化部位を
持ち(1 3)、SH2ドメインを有するPI3キナーゼ、 G巾2、Nck(1 4)など種々のシグナ
ル分子と結合することが報告されている。チロシンホスファターゼの1つであるSHP-2も
IRS-1の1172番目のチロシンにインスリン刺激依存性に結合することが報告されている
(1 5)。インスリン刺激伝達機構におけるSHP-2の役割に関しては、これまで主として
CHO-IRや3τ3細胞を用いた系で、 IRS-1下流のp2lras蛋白近傍に作用しp21ras蛋白下流の
MAPキナーゼ経路を正に調節していると報告されている (16-18)。最近我々は、
インスリン受容体過発現Rat1線維芽細胞(HIRc車田胞)に野"生型及び、変異型SHP-2を過剰発現
させたところSHP-2がIRS1のリン酸化状態を調節し、 MAPキナーゼ経路のみならずPI3キ
ナーゼ経路をも調節していることを報告した(1 0)。このように用いた培養細胞により
そのSHP-2の発現効果が異なっており、生体内での糖代謝調節におけるSHP-2の役割につ
いては現在までのところ解決されていない。 Tgマウスを用いる方法は導入遺伝子の発現
による種々の物質の個体全体の生理機能に与える効果を知ることができるのみならず、個
体発生を通して正常の発生分化過程での導入遺伝子の機能解析が可能である。そこで我々
は生体内でのSHP-2の意義を検討するため、培養細胞でdominantnegative効果を示した
PTPaseドメイン欠失SHP-2を過剰発現したTgマウスの作成を試みた。興味深いことにイン
スリン負荷前においてもSHP-2のIRS-1への結合を認めた。同様な成績は最近Arrandaleら
も報告している (19)。しかしTgマウス群においてインスリン負荷後のSHP-2のIRS-1
への結合は対照群に比し50%に低下しPTPaseドメインを欠失したSHP-2はTgマウスにおい
てもdominantnegative 効果を示すことが示唆された。既にSHP-2は卵母細胞での検討により
卵の成熟に必須であり、その障害により卵の分化が障害されること (20)、また同遺伝
子のノックアウトマウスは致死的であるとの報告がある (19)。しかし、我々の
dominant negative Tgマウスは外表上正常な個体が誕生し、またその成長曲線も対照マウス
との聞に差を認めなかった。今回S6及び、S161系統について対照群とTgマウス群問で血糖
値及び血清インスリン値を比較した。 4時間絶食後の血糖値には両群に有意差を認めなか
った。しかし血清インスリン値がTgマウスでS6系統においては対照群の3.4倍、またS161
系統においても2.3倍高値を認めた。すなわちTgマウスにインスリン抵抗性が存在し、
SHP-2が生体内の糖代謝調節機構において重要な役割を担っている可能性が示唆された。
さらに、ソマトスタチンを用いた恒常血糖値法によるインスリン感受性試験において、
Tgマウスは血糖値の有意な高値を示し、インスリン抵抗性を認めた。我々の作成したTg
マウスはinvivoでのインスリン抵抗性を研究する上で新たなモデル動物になる可能性があ
り、現在さらにその分子機構を検討している。稿を終えるにあたり発現ベクターを供与頂
いた東北大学加齢医学研究所、宮崎純一教授に深謝致します。
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