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論　文　の　内　容　の　要　旨

（目的）

　2型糖尿病とメタボリックシンドロームにおいて肝臓のインスリン抵抗性は重要な病態生理学的性質であ

る。2糖尿病モデルである ob/obマウスや Zucker fattyラットの肝臓では肝インスリン作用に主要な役割を

果たすインスリン受容体基質-2（IRS-2）の低下，そして Sterol regulatory element-binding protein（SREBP）

の増加に伴う肝脂質合成の亢進が認められている。このことから，肝インスリン抵抗性病態への関与が考え

られる SREBPと IRS-2との関連を検討した。

（対象と方法）

　24時間絶食した後，12時間高シュクロース食を負荷して絶食 -再摂食を施した C57BL6マウス，レプチ

ン欠損 ob/obマウス，SREBP-1欠損マウス，ob/ob SREBP-1ダブル -欠損マウス，PEPCKプロモーターの下

流に転写活性化型 SREBP-1cと SREBP-1aの遺伝子を導入したトランスジェニックマウスを用いた。それぞ

れの肝臓の IRS-2 mRNAと蛋白量をノーザンブロットとウエスタンブロット法で解析した。IRS-2プロモー

ター領域を用いて SREBP-1と Forkhead proteinの影響をゲルシフトアッセイ，レポーターアッセイおよび

クロマチン免疫沈降法にて解析した。ラット初代肝細胞でインスリンシグナルに対するアデノウイルスによ

る SREBP-1cと SREBP-1a過剰発現の影響は IRS-2チロシンリン酸化，Aktリン酸化（Ser 473），グリコーゲ

ン合成活性を指標として評価した。

（結果）

　絶食時で肝臓の SREBP-1 mRNA量はノーザンブロット法での検出限界以下のレベルであったが，再摂

食で顕著に増加した。逆に，IRS-2 mRNAは絶食時で顕著に高いレベルであったが，再摂食で顕著に低下

した。SREBP-1cと SREBP-1aトランスジェニックマウスの肝臓では野生型に比べて IRS-2 mRNAの低下，
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SREBP-1欠損マウスでは増加が認められた。ラット初代肝細胞で SREBP-1cと -1aの高発現は脂肪酸合成酵

素（FAS）mRNAとインスリン添加および無添加時の脂肪酸合成活性を亢進させた。SREBP-1cと SREBP-

-1aは IRS-2の mRNAとタンパク量を低下させ，インスリン添加時の IRS-2チロシンリン酸化，Aktリン

酸化，グリコーゲン合成活性を顕著に抑制した。ヒト肝由来培養細胞である Hep G2とラット初代肝細胞

において Forkhead proteinである FKHRと FKHRL1は IRS-2プロモーター活性を増加させたが，SREBP-

1cと SREBP--1aは低下させ，両者が IRS-2プロモーター活性に拮抗的に作用することが示された。さらに

IRS-2プロモーターにおける新規の SREBP結合部位（SRE）と Forkhead proteinの結合部位（IRE）を同定

したところ，その SREと IREは部分的に重複していた。SREBP-1cは FKHRL1と IRS-2-IREとの結合を蛋

白濃度依存的に抑制した。さらに，クロマチン免疫沈降法により再摂食マウスの肝臓で IRS-2プロモーター

と SREBP-1との結合，絶食マウスの肝臓で IRS-2プロモーターと FKHRとの結合を明らかにした。ob/ob 

SREBP-1ダブル欠損マウスでは ob/obマウスに比べて IRS-2発現が増加していた。すなわち，SREBP-1の欠

損はインスリン抵抗性による IRS-2発現低下を回復することが示された。

（考察）

　本研究で脂質合成系の転写活性化因子として知られている SREBPsが肝インスリンシグナルの主要メディ

エーターである IRS-2の発現にも関与することが明らかとなった。SREBP-1は再摂食で顕著に増加して脂肪

酸合成活性を亢進，さらに IRS-2発現の低下を導くことでインスリンによるグリコーゲン合成活性の亢進を

抑制したことからグルコース利用におけるスイッチングに関与することが示された。インスリン抵抗性モデ

ルの肝臓の核には非常に高いレベルで SREBP-1cが存在することから IRS-2発現低下の原因の一つであるこ

と，肝臓での IRS-2低下により PI3-キナーゼ /Akt経路を介するインスリンシグナル障害が惹起される可能

性が考えられた。IRS-2発現低下の分子メカニズムは SREBPsが IRS-2-SREに直接結合することでそのトラ

ンス・アクチベーターとして推定される Forkhead proteinsと IRS-2-IREとの結合を競合的に阻害すること

であった。

審　査　の　結　果　の　要　旨

　肝臓のインスリン抵抗性は，2型糖尿病とメタボリックシンドロームにおいて，最も重要な病態生理学的

性質の一つであり，その分子機構は今まで明らかにされていなかった。著者らは，肝臓におけるインシュリ

ンシグナル伝達の鍵分子である IRS-2に注目し，その発現が，脂質代謝の制御転写因子である SREBP-1に

より負に制御されていることを明らかにした。本研究は，肝臓のインスリン抵抗性の分子メカニズムの一部

を明らかにしたものであり，世界的な業績であるといえる。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。




