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研究の概要

脂肪細胞のモデル細胞である 3T3・Ll細胞において、パルミチン酸(PAL)およびC2

セラマイド(CER)鮮置によりインスリン抵抗性が惹起されたが、その作用点とは、Akt

レベルであると考えられた。CER合成阻害剤であるミリオシン鮮置はPALの効果を消

失させた。さらに、 CERの合成基質とならないミリスチン酸(MYR)やオレイン酸はイ

ンスリン抵抗性を惹起しなかった。以上の結果より FFAを基質として細胞内でdenovo 

合成されるスフィンゴ脂質の一つである CERがインスリン抵抗性の原因であることが

示唆された。さらに、 PALおよび、CERにより PP2A活性が刺激され、 PP2A抑制剤で

あるオカダ酸前解置により、 PAL、CERによるAkt抑制が解除された。 CERは以前

より PP2Aを活性化すること、 PP2AはAktを不活性化することが知られており、以

上より、Akt活性の抑制機序として、細胞内 CER合成克進を介して PP2A活性を直接

刺激し、Aktを脱リン酸化することを見出した。

一方、肝臓のモデル細胞である Fao細胞においても PALとCERはAktリン酸化を

抑制したが、 MYRでも抑制された。しかし、 PP2A活性化は伴わず、オカダ酸、ミリ

オシンの抑制効果も認めなかった。

さらに、筋肉細胞のモデル細胞である L6細胞においては、 PALとCERによりAktリ

ン酸化を抑制したが、これは、オカダ酸により部分的に解除された。 PALの効果はミ

リオシンにより部分的に解除された。 MYRの効果は認めなかった。このことより、 L6

細胞におけるAkt抑制作用は、一部は PP2Aの活性化を介するが、その他の機序も関

与していると考えられた。

以上の結果より、 FFAによるインスリン抵抗性惹起機構は、単一ではなく、各臓器に

おいて異なることが示唆された。
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はじめに

脂肪毒性(lipotoxicity)は、 Ungerらが、脂肪酸による醇p細胞のインスリン分泌減弱

作用について提唱した概念であるが、脂肪酸は醇p細胞のみならず、インスリン標的臓

器においても、糖、脂質代謝異常を引き起こすことが知られ、現在はそれらを含めた病

態を表すようになった。内臓脂肪分解により生じた Freefatty acid (FFA)は門脈を通

って、直接、肝臓へ取り込まれ、 Verylow density lipoprotein (VLDL)合成克進を起

し、脂肪肝やインスリン抵抗性をひき起こす。骨格筋においてインスリン抵抗性を惹起

することは、これまでに数多く報告されている (1，2)。しかし、その分子機構につい

てはいくつかの異なる機序が提唱されており不明な点も多い。

一方、もうひとつのインスリン感受性臓器である脂肪組織に対する FFAの効果につ

いての報告は少なく、結果も一定していない (3・5)。しかし、もし FFAが脂肪組織でイ

ンスリン抵抗性を増強させるなら、脂肪組織での中性脂肪分解は充進し、 viciouscycle 

を形成することが考えられる。このことから、脂肪組織における FFAの作用を検討す

ることは脂肪毒性の病態を理解する上で重要と考えられる。そこで、 FFAによる脂肪

細胞におけるインスリン抵抗性の機序につき検討し、さらに、筋細胞や肝細胞における

インスリン抵抗性機序と比較を行った。
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方法

細胞培養

3T3-Ll細胞(カリフォルニア大学サンディエゴ校、 JM.olefsky博士より供与)、 L6細

胞(シックチルドレン病院、 A.Kl ip博士より供与)は、それぞれ既報の方法により脂

肪細胞と筋肉細胞へ分化させた(6，7)0 Fao細胞はジョスリン糖尿病センター、 CR.Kahn 

博士より供与された(7)。

FFA溶液の作成

パルミチン酸、ミリスチン酸は、既報の方法(8)により、 FFAfree BSAと混合した。

アデノウイルスの作成

Sma 11 t an t i genをコードする発現ベクター(pCMV5-sma11 t an t i gen、テキサス大学、

MC. Munby博士より供与)より、 Adeno-Xexpression system (CLONTECH)を用いて、ア

デノウイルスを作成した (6)。

Protein phosphatase 2A (PP2A)活性測定

細胞を lmMパナジン酸を含有する溶液で可溶化後、抗 PP2A抗体にて免疫沈降し、

para-nitrophenyl phosphate (p-NPP)を基質として 450mMの吸光度を測定することによ

り測定した (9)。

2 deoxyglucose (2DOG)取り込みの測定

細胞を 100ng/mlインスリンで 30分間刺激後、 O.Olmmol!L2-[3田 deoexglucoseを

添加し、 5分間に細胞内に取り込まれる放射活性を測定した (6)。
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結果

1. 3T3-L1脂肪細胞においてセラマイドおよび、パルミチン酸はAktを抑制することに

よりインスリン抵抗性を惹起する

セラマイドの cellpermeable analogueである C2セラマイド(100μM)を30分間

3T3-L1脂肪細胞に前処置することにより、インスリシ刺激による糖取り込みが約 70%

抑制された(図 1A)。同様に、脂肪酸の一種であるパルミチン酸(1mM)は糖取り込みを

約50%抑制したが、 24時間の前処置が必要であった(図 1B)。

次にこの糖取り込み抑制の機序を明らかにするため、インスリンシグナルを検討した。

その結果、糖取り込み抑制と同様の timecourse、すなわち、セラマイドは 30分、パ

ルミチン酸は 12時間でAkt、 mitogen activated protein (MAP)キナーゼのリン酸化

が抑制された(図 1B)。しかし、インスリン受容体、 Insulinreceptor substrate-1(IRS-1) 

のチロシンリン酸化、 p85との結合、 shcのチロシンリン酸化は影響なかった(図 1C)。

以上の結果より、セラマイドとパルミチン酸はAktレベルで、インスリンシグナルを

抑制していると考えられた。

2.3T3-Ll脂肪細胞においてセラマイドおよびパルミチン酸はPP2A活性を刺激するこ

とによりインスリン抵抗性を惹起する

PP2Aはセリンスレオニンフォスファターゼのひとつで、これまで、 MAPキナーゼ

経路など、増殖シグナルの抑制に関与することなどが知られているが、我々は新たに、

PP2AがAktに直接結合し、脱リン酸化することにより、インスリン作用を抑制するこ

とを報告した(6)。さらにセラマイドはm阿古:roにおいて PP2Aを活性化することが報

告されている(10)。このことから、我々は、 FFAにより細胞内で合成されたセラマイド

が、 PP2Aを活性化し、Aktを抑制することによりインスリン抵抗性を惹起するのでは

ないか、という仮説を立て検討した。その結果、 C2セラマイドにより、 30分で PP2A

活性は2倍に上昇し、パルミチン酸は 24時間で PP2A活性を刺激した(図 2A)。しか

し、パルミチン酸は数時間の鮮置では、 PP2A活性には影響を与えなかった(データ示

さず)。次に、なぜセラマイドとパルミチン酸で、 PP2A活性化の timecourseに隔た

りがあるのかを検討した。 Celllysateを抗 PP2A抗体にて免疫沈降し、沈降物に C2

セラマイドまたはパルミチン酸を直接添加して活性を測定した。その結果、セラマイド

は PP2Aを活性化させたが、パルミチン酸は活性化させなかった(図 2B)。すなわち、

セラマイドは直接PP2A活性を刺激するのに対し、パルミチン酸は細胞内でなんらかの

作用を介して間接的に活性を刺激すると考えられた。この結果は、パルミチン酸により

細胞内セラマイド合成が充進し、 PP2Aを刺激するという仮説に一致する。

次に、本当に、 PP2A活性化がAktを抑制し、インスリン抵抗性を惹起しているの
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かを確かめるため、 PP2A活性の阻害がセラマイドとパルミチン酸によるインスリン抵

抗性を解除するか検討した。セラマイドは、インスリン刺激によるAktリン酸化を 90%

抑制したが、 PP2Aの強力な特異的阻害剤であるオカダ酸の前処置により、Aktの抑制

は完全に解除された(図 3A)。同様に、パルミチン酸によるAktの抑制も解除された。

さらに、 PP2Aの特異的阻害物質である smallt antigenをアデノウイルスにより過剰

発現させることによってもAktの抑制は部分的に解除できた。このAkt抑制が解除さ

れる度合いの違いは、オカダ酸と smallt antigenによる PP2A抑制の強さの違いによ

るものと考えられた(9)。さらに、 smallt antigenの過剰発現は、単独ではインスリン

刺激後の糖取り込み作用を増強しないが、セラマイドによる糖取り込み抑制を 50%、

パルミチン酸により糖取り込み抑制作用を 60%解除した(図 3B)。以上の結果より、セ

ラマイドとパルミチン酸は、 PP2A活性化を介して、抵抗性を惹起していると考えられ

た。

3. 3T3-Ll脂肪細胞においてパルミチン酸はセラマイド合成を介してインスリン抵抗性

を惹起する

PP2A活性化やインスリン抵抗性発現までの時間がセラマイドとパルミチン酸で異

なること、セラマイドが直接PP2Aを刺激するがパルミチン酸は直接活性化しないこと、、

さらに、パルミチン酸により細胞内セラマイド合成が克進するという報告(11)がある

こと、これらのことは、前述のごとく、パルミチン酸により細胞内セラマイド合成が克

進し、 PP2Aを刺激するという仮説を支持する。この仮説をさらに検証するため、セラ

マイド合成阻害剤を用いて、パルミチン酸の作用が本当にセラマイド合成を介している

かどうか検討した。ミリオシンは、細胞内セラマイド合成の最初の反応、パルミトイル

Co-Aとセリンとの縮合反応を触媒するセリンパルミオイルトランスフエラーゼの抑制

剤である(11)。ミリオシンを前処置しておくと、パルミチン酸による PP2Aの活性化が

抑制された(図 4A)。この結果に一致して、ミリオシンは、パルミチン酸によるAktの

抑制、糖取り込みの抑制を完全に解除した(図 4B、C)。

さらに、もう 1つのアフローチを行った。細胞内セラマイド合成経路の途中、スフィ

ンガニンとアシル CoAからジヒドロセラマイドが形成されるステップにおいて、この

セラマイド合成に使われうるアシル CoAは、 C16，18，22，24の飽和脂肪酸のみであるこ

とが知られている(12)。したがって、この経路に入れない脂肪酸は、細胞内セラマイド

合成基質にはならず、インスリン抵抗性を起こさないはずである。そこで、 C14の飽和

脂肪酸であるミリスチン酸と、C16の1価不飽和脂肪酸であるオレイン酸の効果を検討

した。その結果、パルミチン酸は、 PP2Aを活性化するが、問濃度のミリスチン酸とオ

レイン酸は活性化しなかった(図 5A)。同様に、パルミチン酸はインスリン刺激による

Aktと糖取り込みを抑制したが、ミリスチン酸とオレイン酸は抑制しなかった(図 5B、

C)。以上より、 3T3-L1細胞において、パルミチン酸によるインスリン抵抗性の原因は、
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細胞内セラマイド合成充進により、 PP2Aが活性化されることにより、Akt以下のシグ

ナルを抑制することによることが示唆された。

4. L6筋肉細胞におけるパルミチン酸によるインスリン抵抗性機序の検討

3T3・Ll細胞で見出した新しい機序が他の細胞でも見られるかは興味深い。そこで、

筋肉のモデル細胞である L6細胞において検討した。その結果、パルミチン酸はインス

リン刺激による糖取り込みを抑制したが、ミリスチン酸は抑制しなかった(図 6A)。こ

の結果と同様、パルミチン酸はAktを抑制したが、ミリスチン酸は抑制しなかった(図

6B)。パルミチン酸におけるAktの抑制は、Aktの上流の抑制は伴っていないこと作用

点は、Aktレベルと考えられた(結果示さず)。これらの結果は、 3T3-Ll細胞における

結果と類似するものであり、これを支持するように、セラマイドおよびパルミチン酸に

よるAktの抑制はオカダ酸により完全に解除された(図 7)。しかし、 3T3-Ll細胞にお

ける結果とは異なり、ミリオシンは、パリミチン酸によるAktの抑制を部分的に解除

するみであった(図 7)。この結果は、 L6細胞においては、細胞内セラマイド合成克進と

PP2A活性化は、インスリン抵抗性惹起機序に一部関与しているが、それ以外の機序が

存在していることを示唆している。

5. Fao細胞においてパルミチン酸はセラマイドやPP2A活性を介さずインスリン抵抗性

を惹起する

最後に、ラット肝細胞癌の celllineである Fao細胞においても同様の検討を行った。

Fao細胞においても、セラマイドとパルミチン酸は、インスリン刺激によるAktのリ

ン酸化を抑制したが(図 8A)、Aktの上流は影響がなかったことからこれらの作用点は、

やはりAktレベルと考えられた(結果示さず)。しかし、 3T3-Llや L6細胞では効果を

認めなかったミリスチン酸もAktリン酸化を抑制した(図 8A)。さらに、セラマイド、

パルミチン酸およびミリスチン酸は、いずれも PP2A活性を刺激しなかった(図 8B)。

この結果に一致して、オカダ酸前処置はAktの抑制を解除しなかった(図 8C)。さらに、

ミリオシン前処置もパルミチン酸およびミリスチン酸によるAktの抑制を解除しなか

った(図 8C)。以上の結果より、 Fao細胞においては、 FFAによるインスリン抵抗性機

序は、セラマイド合成や PP2A活性化を介さないと考えられた。
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考察

今回の研究により、 FFAは各臓器において、異なる機序によりインスリン抵抗性を

惹起することが明らかとなった(図的。 脂肪細胞においては、細胞内セラマイド合成

克進により、PP2Aが活性化され、Aktを脱リン酸化してインスリン抵抗性を惹起する。

筋細胞においても、セラマイド-PP2Aが一部、関与しているが、セラマイド合成阻害

剤の効果は 3T3-L1細胞における効果より弱く部分的であり、同時に他の機序も存在し

ている可能性がある。一方、肝臓においては、 FFAはAktレベルを抑制することは同

様であるが、セラマイド合成元進や、 PP2Aの活性化は介さず、全く異なる機序を介し

ていると考えられた。

骨格筋特異的にリポ蛋白リバーゼ (LPL)を過剰発現するTGマウスでは、血清中性

脂肪値、 FFA値は不変であるが、骨格筋内の遊離脂肪酸 (FFA)由来の代謝産物(ジア

シルグリセロール(DAG)、長鎖アシル-CoA、セラマイド)が増加し、骨格筋での糖取

り込みが低下し、インスリン抵抗性を示すことが報告されている(13)0FFA由来の代謝

産物のうち、どれかがインスリン抵抗性の原因になっていると考えられるが、結論は得

られていない。

セラマイドは、スフィンゴ脂質の 1つで、スフィンゴミエリンシグナルの重要なセカ

ンドメッセンジ、ャーである。セラマイドは遊離脂肪酸の 1つであるパルミチシ酸から細

胞内で生成される。このことから、高 FFA血症によるインスリン抵抗性の原因が細胞

内セラマイドの蓄積によるものであるという説が提唱されている(14)。インスリン抵抗

性肥満者において、骨格筋セラマイド含量は非肥満者の 2倍に増加しており、しかも血

中 FFA濃度と正相関する(15)。さらに、インスリン感受性と逆相関し、脂肪製剤(イ

ントラリピッド)を静脈内投与すると、セラマイド含量が増加し、インスリン抵抗性が

惹起された(16)。また、ラットを長時間運動させると、筋肉内のセラマイド含量は低下

し、その程度は筋肉における糖取り込みの改善の程度と相関した(17)。

セラマイドによるインスリン抵抗性の分子機構について、 Schmitz-Peifferらは、筋

肉のモデル細胞である C2C12細胞を用いた実験で、インスリン刺激によるAktの活性

化抑制が原因であると報告した(18)。さらに、 Summersらは、Aktの抑制はフ。ロティ

ンホスファターゼ 2A(PP2A)の活性化によると報告した(19)。これまでに報告されてい

た PP2Aの主な作用は、 MAPキナーゼカスケードの脱感作により増殖シグナルを抑制

することであったが、 PP2Aの阻害剤であるオカダ酸で糖取り込みが刺激されることや、

糖尿病モデルである GKラットの脂肪組織では、インスリンによる PP2A活性抑制作用

が見られないこと(20)、インスリン抵抗性を示す肥満2型糖尿病患者の骨格筋において、

PP2A発現量が増加していること(21)などが報告されており、 PP2Aとインスリンシグナ

ルとの関連について興味が持たれていた。我々は、 PP2Aが直接Aktに結合して脱リン

酸化し、インスリンシグナルを負に制御することを明らかにした(ω。さらに、inげtroに
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おいてセラマイドはPP2Aを活性化することが報告されており(10)、これらのことより、

FFAは細胞内セラマイド蓄積をきたし、 PP2Aを活性化させることでAktを不活性化し

てインスリン抵抗性を惹起するのではないかという仮説が成り立つが、 3T3-Ll脂肪細

胞における今回の結果により、脂肪細胞においてこの仮説が正しいことが示された。

一方、 L6筋細胞では、 3T3・Ll脂肪細胞と同様に、パルミチン酸により PP2A活性の

上昇とともに、インスリン抵抗i性が惹起されたが、その効果は、 PP2Aの阻害剤やセラ

マイド合成の阻害剤で部分的に打ち消すことができたのみであった。この結果は、筋細

胞においては、セラマイドーPP2A経路は一部関与しているものの、他の機序も同時に関

与して可能性を示唆する。 Proteinkinase C(PKC) (1、 22、23)、Ikk(24、25)などの

セリンキナーゼカスケードが筋肉組織における脂肪毒性に関与していることが報告さ

れており、今後、検討する必要がある。また、ひとつの臓器に異なるインスイリン抵抗

性機序が存在しているという今回の結果は、これまでに報告されている FFAによる骨

格筋における種々のインスリン抵抗性機序を考える上で興味深い。すなわち、脂肪製剤

の静脈内投与では、筋肉内セラマイド含量は増加させずにインスリン抵抗性を惹起する

という報告(26、27)は、セラマイド仮説を否定する根拠になっているが、 FFA投与後

短時間で惹起されるインスリン抵抗性はアシル CoAやDAG量増加による、 IRS-lレベ

ルでのインスリンシグナル抑制が原因であり、長時間では、細胞内セラマイド蓄積によ

りPP2A活性化を介するAktレベルでのインスリンシグナル抑制が起こる、、すなわち、

時間により、同じ臓器で異なる機序が働いていると考えれば説明がつく 0 ・J

一方、 Fao肝細胞では、パルミチン酸は、 PP2A活性に影響を与えずに、インスリン

抵抗性を惹起した。また、 PP2A阻害剤やセラマイド合成阻害剤もインスリン抵抗性を

改善しなかった。このことは、肝臓においては、 FFAはセラマイド-PP2Aを介さない機

序でインスリン抵抗性を惹起していることを示唆している。 FFAの肝臓におけるインス

リン抵抗性惹起の分子機序についての検討は少ない。肝臓においてもPKCや IKKs/IKB/

NF-KB経路の活性化がインスリン抵抗性に関与しているという報告があるが(28)、実際

に我々の実験系で、どのような機序を介しているかについては今後の検討が必要である。

高 FFA血症は、種々の臓器において様々な機序によりインスリン抵抗住を惹起し、

全身のインスリン抵抗性を引き起乙す。全身のインスリン抵抗性はさらに、脂肪組織で

の脂肪分解を増加させ、高 FFA血症を増悪させる。ここに介入して悪循環を断ち切る

ことができれば、病態の改善に役立つはずである。各臓器をターゲ、ットにした介入法を

開発するためには、この臓器特異性のある FFAによるインスリン抵抗性の機序につい

てさらに解明していくことが重要である。
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Figure Legend 

図 1

3T3・L1脂肪細胞において C2セラマイドとパルミチン酸はAktレベルでインスリンシ

グナルを抑制する 仏)100μM C2セラマイドは 30分間または6時間前鮮置、

0.5mMまたは 1mM パルミチン酸は24時間鮮置した後、 100ng/mlインスリンを

30分間刺激し、糖取り込みを測定した。 *pく0.01vs control cell without insulin、犬、

く0.01vs control cell with insulin、(B)(C)100凶1[C2セラマイドまたは 1mMパルミ

チン酸を前解置した後、 100ng/mlインスリンを 5分間刺激し、インスリンシグナル

をウエスタンブロット法にて検討した。 C2:C2セラマイド、 pal:パルミチン酸

図 2

3T3-L1脂肪細胞において C2セラマイドとパルミチン酸はPP2Aを活性化する

100凶1[C2セラマイドを様々な時間仏)、または、様々な濃度のパルミチン酸を 24時

間前鮮置した後、抗 PP2A抗体にて免疫沈降し、 PP2A活性を測定した。 *pく0.01vs 

control cell (B)細胞を抗PP2A抗体にて免疫沈降し、沈降物に直接 C2セラマイドま

たはパルミチン酸を添加した後、 PP2A活性を測定した。可く 0.01vs DMSO treated 

cells、C2:C2セラマイド、 pal:パルミチン酸

図 3

3T3-L1脂肪細胞において PP2A活性の抑制は C2セラマイドとパルミチン酸によるイ

ンスリン抵抗性を解除する

仏)100μM C2セラマイドは30分間、 1凶4オカダ酸は40分間、 1mMパルミチン

酸は24時間鮮置した。 smallt antigenはアデノウイルス感染により、過剰発現させ

た。 100ng/mlインスリンを 5分間刺激し、Aktリン酸化をウエスタンブロット法に

て検討した。ラく 0.01vs control cell、対pく0.01vs C2 ceramide or palmitate treated 

cells (B) small t antigenを過剰発現させた細胞に、 100μMC2セラマイドを 30分

間または 1mMパルミチン酸を 24時間鮮置した後、 100ng/mlインスリンを 30分間

刺激し、糖取り込みを測定した まpく0.01vs control cell without insulin、料pく0.05vs 

C2 ceramide or palmitate treated cells stimulated with insulin、C2:C2セラマイド、

p:パルミチン酸、 OA:オカダ酸、 sT:small t antigen 

図4

3T3-L1脂肪細胞においてセラマイド合成阻害はパルミチン酸によるインスリン抵抗性

を解除する
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10μMミリオシンは 16時間、 1凶dオカダ酸は40分間、 1mMパルミチン酸は24時

間解置した後、 PP2A活性仏)、Aktのリン酸化(B)、糖取り込み(C)を測定した。仏)土p

く0.01vs control cell (B)土pく0.01vs control cell stimulated with insulin (C)会pく

0.05 vs control cell stimulated with insulin、OA:オカダ酸

図 5

3T3-L1脂肪細胞においてミリスチン酸やオレイン酸はインスリン抵抗性を惹起しない

1mMパルミチン酸、ミリスチン酸またはオレイン酸を 24時間併置した後、 PP2A活

性仏)、Aktのリン酸化(B)、糖取り込み(C)を測定した。仏) 可く 0.01vs control cell 

(C) *pく0.01vs control cell stimulated with insulin、p:パルミチン酸、 M:ミリス

チン酸、 0:オレイン酸

図6

L6筋細胞においてパルミチン酸はAktレベルでインスリンシグナルを抑制する

様々な濃度のパルミチン酸、ミリスチン酸またはオレイン酸を 24時間鮮置した後、糖

取り込み仏)、Aktのリン酸化(B)を測定した。会pく0.05，対pく0.01vs control .cell 

stimulated with insulin 

図 7

L6筋細胞においてパルミチン酸によるインスリン抵抗性は、 PP2A活性の抑制により

完全に、セラマイド合成匝害により部分的に解除される

1凶fオカダ酸は40分間、 10μMミリオシンは 16時間前処置し、 100μMC2セラマ

イドを 30分間または 1mMパルミチン酸を 24時間鮮置した後、Aktのリン酸化を測

定した。弓く 0.01vs cell stimulated with insulin C2: C2セラマイド、 OA:オカダ酸、

p:パルミチン酸

図8

Fao肝細胞において、 PP2Aやセラマイドは FFAによるインスリン抵抗性に関与しな

い

様々な濃度のパルミチン酸、ミリスチン酸を 24時間、または、 C2セラマイドを 30 

分間鮮置した後、Aktのリン酸化仏)およびPP2A活性(B)を測定した。弓く 0.05，犬、
く0.01vs control cell stimulated with insulin、(C)1μMオカダ酸は40分間、 10μM

ミリオシンを 16時間前処置し、 100μMC2セラマイドを 30分間、 0.25mMパルミチ

ン酸または0.25mMミリスチン酸を 24時間鮮置した後、Aktのリン酸化を測定した。

*pく0.01vs cell stimulated with insulin C2: C2セラマイド、 OA:オカダ酸、 p:パ

ルミチン酸、 M:ミリスチン酸
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図 9

高FFA血症によるインスリン抵抗性惹起機序の臓器特異性
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