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3T3―L1細胞の分化の過程に抬ける情報伝達系の解析

学位論文内容の要旨

  Swissマウス巾来3T3―Ll細胞は線維芽様の形態を有しているが、インス1Jンなどのホルモ

ンの刺激によって、脂質代謝系の諸酵素が誘導され、細胞I勺に脂肪滴の蕎積が起こり、形態

は球状となり、1l也脂肪キ川胞へと分化する。分化した3T3・L1脂肪利W胞はホルモンに対する反

応性が高く、均一・な翁8胞であるため副撃丸由来の白色脂肪ネm胞のモデルとして、純質および

脂質代謝系のfJ圷究に汎fuされている。しかし、脂肪細胞への分化をり｜き起こす情報伝達系お

よび転丐こ因子についてはぃまだ不明な点が多い。

  百口咳毒素（IAP）は3量体GTP結合蛋白質（G蛋白質）のaサフ’ユニット(Gi“, Go a．

Gta）をADP-リボシル化してその機能を消失させることが知られている。そこで、このIAP

をプ口ーブとして成長凶子としてのインスリンによる細胞分化誘導に対する情報伝達機構を

解析した。

  グリセ口ール・3・リン酸デビド口ゲナーゼ(GPDH)は脂肪合成系のkey enzymeであり、

分化とともに活性化されるので脂肪細胞分化の指標となる酵素である。朱分化の線維芽細胞

ではGPDII活性はほとんど認められないが、分化した脂肪細胞ではその活性は約70倍に増加

した。IAPを前処理した後に分化を誘導した細胞では対照の約50％にまで減少した。  脂

肪細1胞に特有の反応の1つにインスルンによるグルコース取り込み活性の促進がある。事実、

線維芽細胞ではインス1Jンによるグルコースの取り込みはほとんど起こらないが、脂肪細胞

ではインスリンの濃度に依存して著しく上昇した。IAPを前処理した後に分化を誘導した細

胞ではjす照の50％に減弱した。

  これらの事実から3T3・LI線維芽細胞の脂肪細胞への分化の過程にIAP感受性G蛋白質が関

与している可能性が示唆された。

  未分化の線維芽細胞に分化誘導葉を添加するとc・ fos mRNAの発現が起こったが、IAPはこ

の発現を濃度依存的に抑制した。この時、c-myc発現も分化誘導藁によってごくわずか起こっ

たが、IAP処理によって抑制されなかった。IAP感受性G蛋白質はiOsの発現に連関している

のに対し、mvc発．現にほ関与していないことが分かった。

  インスリンは多岐にわたる生理反応を引き起こすことが知られているが、その作用機序の

1つにPhosphatidyllnositol－speci「lcphospholipaseC（PI－PLC）の活性化がある。そこで、分化誘
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導 葉 が PIー PLCを 活 性 化 し 、 そ の 結 果 、 Diacylolycerol (DG)お よ びPhosphatidylinositol-glycan

(PI－ グ 1Jカ ン 〕 生 成 を 介 す る 経 路 が 亢 進 さ れ て い る か ど う か 検 討 し た 。 イ ン ス リ ン に よ っ

て 産 生 さ れ る DG量 を 測 定 し た と こ ろ 、 刺 激 後 、 1分 で 細 胞 膜 中 の DGは 約 3倍 に 増 加 し た 。

IAP前 処 理 は イ ン フ 、 lJン に よ る DG産 生 を ほ ぽ 完 全 に 抑 制 し た 。 っ ぎ に 、 PI-ブ ロ テ オ グ リ カ

ン の イ ノ シ ト ー ル 苫 Bか ら 糖 鎖 邵 を 認 識 す る 抗 CRD抗 体 を 用い て ウ ェ ス タン フ ゛ ロ ゛ ノト 解 析 を 行 っ

た 。 DGと 同 様 に PI， ブ 口 テ オ グ 1Jカ ン 産 生 も イ ン ス リ ン 刺 激 後 1分 で 認 め ら れ た 。 さ ら に こ

の 産 生 も IAPの 前 処 理 に よ っ て 抑 制 さ れ た 。 こ れ ら の こ と よ り 、 イ ン ス 1Jン の 作 用 に は 1AP

惑受性G蛋白質と連関したPI－PLCの活性化が一部関与していると推定した。

  3T3， Ll細 胞 の 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 を IAPが 抑 制 し た こ と か ら 、 細 胞 増 殖 や 分 化 に 関 与 し て い

る と 考え ら れ て い るMitoOenー activated protein kinase (MAPlvinase，MAPK: extraccllular signal-

regulated kinase， ERK)に 対 す る IAPの 効 果 を 検 討 し た 。 MAPキ ナ ー ゼ 活 性 は イ ン ス リ ン 刺 激

後 10分 で 最 火 と な り 、 さ ら に は 刺 激 後 4時 間 で も 艇 刺 激 時 に 比 べ 約 3倍 の 活 性 を 維 持 し た 。

一 方 、 IAP処 理 し た 細 胞 で は MAPキ ナ ー ゼ の 活 性 化 は 抑 制 さ れ た 。 こ の こ 三 よ り 、 イ ン ス リ

ン に よ る 分 化 の 過 程 に IAP感 受 性 3量 体 G蛋 白 質 が 関 与 し 、 チ 口 シ ン キ ナ ー ゼ 系 - MAPキ ナ ー

ゼ 系 に 対 し 何 ら か の ク 口ス ト ー ク を 行っ て い る こ と が示 唆 さ れ た 。イ ン ス 1Jンの イ 1・ 三 ′iJ点 の 解

析 を 進 め る た め に さ ら に 上 流 蛋 白 質 の 活 性 を 測 定 し た 。 イ ン ス 1」 ン 刺 激 後 の 釧 胞 に つ い て

MAPKKを 免 疫 沈 降 し 、 こ の 免 疫 沈 降 物 の kinase― negative MAPKに 対 す る り ン 酸 化 反 応 か ら

MAPKK活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、 イ ン ス 1Jン に よ っ て 活 性 化 が 起 こ り 、 IAP処 理 し た 細 I胞 で

は ル ン 酸 化 能 が 有 意 に 抑 制 さ れ て い た 。 っ ぎ に 、 ほ 分 子 量 G蛋 白 質 で あ る Rasの 活 性 に 対 す

る IAPの 影 響 ！ を 酬 べ た 。 イ ン ス リ ン は Ras－ GTP型 を 有 意 に 増 加 さ せ た 。 し か し 、 IAP処 理 し た

細 胞 で は こ の Rasー GTP型 は 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の こ と よ り 、 IAPの 作 川 点 は Rasの さ ら に 上

流 に あ る と 考 え ら ． れ る 。 っ ぎ に 、 受 容 体 の 基 質 蛋 白 質 へ の チ 口 シ ン リ ン 酸 化 反 応 を 調 ぺ た 。

IRSー 1は 代 表 的 な 態 質 の ー つ で あ り 、 一 分 子 中 に 多 数 の 1Jン 酸 化 部 触 が あ る 。 イ ン ス リ ン 刺

激 後 、 細 胞 質 画 分 を 調 製 し 抗 IRSー 1抗 体 で 免 疫 沈 降 反 応 を 行 い 、 さ ら に 抗 1Jン 酸 化 チ 口 シ ン

抗 体 で ウ ェ ス タ ン ブ 口 ッ ト 解 析 を 行 っ た 。 IRS-1は イ ン ス リ ン 刺 激 で チ ロ シ ン 残 基 が り ン 酸

化 さ れ た が 、 IAP処 理 は こ の ル ン 酸 化 に 何 ら 影 響 を 与 え な か っ た 。 ニ の こ と は IAPは 受 容 体

キ ナ ー ゼ に は 作 川 し な い こ と 、 さ ら に そ の 作 用 部 位 は IRS－ 1の 活 ’ に L化 （ リ ン 酸 化 jか ら Ras蛋

白質問にfiイEすることを示唆している。

    イ ン ス リン び 〕 生 理 活性 、 と 〈 に グル コ ー ス 取 り 込み 活 性 に は PI 3-klnがe（P13－K）の活 性化が

必 要 で あ り 、 1’ 13一 Kは 活 性 化 さ れ た IRS― 1に 結 合 し て は じ め て 活 性 型 と な る 。 そ こ で 、P13－ K

の 特 異 的 阻 害 襲 で あ る WOI・ tman11inを 用 い て イ ン ス ル ン に よ る Ras活 性 化 ま で の 情 袱 伝 達 系 に

つ い て 訓 べ た 。 ま ず 、 Woru11anninは IRS－ 1の り ン 酸 化 に 影 響 を 与 え な い こ と か 分 か り た 。 つ

  ぎに、t3ニPJpiを添丿J‖しj膜購質のr）hosphatidylinositoltnsphosphate（PIl’3｜の股ら。襾‘はをi則定

す る と 、 イ ン ス ル ン に よ っ て 増 加 し 、 Wonmanin処 理 は こ の 増 丿 丿 ‖ を 特 舛 fnに 抑 制 し た 。 こ の

  こ と は Wonma11flinが P13― Kを 抑 釧 し た こ と を 意 味 し て い る 。 Wonnlannln処 理 ： よ イン ス 1〕 ン

  によるRasおよびMAPKの活性化も抑制した。

したがって、3T3－Ll細胞ではPI3ーKの下流にRas、MAPKが朽在していることが推定された。
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さらに、IAPはインスリン刺激に伴うPl3ーKの活性化を一部抑制した。すなわら、IAPはイン

スリンの悄報伝達系においてP13・K活性を低下させることでその亠1` ゛tの）シ´ノナルを減少させ、

細胞分化への情報伝達の抑制にっながっていること結論した。
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3T3ーL1細胞の分化の過程における情報伝達系の解析

  申 請 者 は ， 3T3― Ll細 胞 の 分 化 の過 程 にお け る情 報 伝達 系 の機 構 を研

究してき たが，今回，その分化の過程にインスリンが重要な役割を担ってい

ることを 見いだし，インスリンの分化に対する作用機構を解明し，本学位論

文として申請した・

  マ ウ ス由 来 3 T3 -11線 維 芽細 胞 はイ ン スリ ン ／ IBMX／ デ キサ メ サゾ ン

（分 化 誘導薬）に よって脂肪 細胞へと分 化する。分 化した3T3-L1脂肪細 胞

は白色脂 肪細胞のモデルとして、糖質およぴ脂質代謝系の研究に汎用されて

いる。し かし、脂肪細胞への分化を引き起こす情報伝達系および転写因子に

ついてはいまだ不明な点が多い。

  百 日 咳 毒 素 (IAP） は 3量 体 GTP結 合 蛋白 質 （G蛋 白質 ） の “サ ブ ユニ ツ

トをADP‘1Jボシ´レ化してその機能を消失させる。そこで、このIAPをプロー

ブとして 成長因子としてのインスリンによる細胞分化誘導に対する情報伝達

機構を解析した。

  グ リ セ ロ ー ル 3-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲナ ー ゼ（ GPDH） は脂 肪 合成 系 のkey

enzymeであり、 分化ととも に活性化さ れる。線維 芽細胞では GPDH活性はわ

ずかしか 発現してい ないが、分 化した脂肪 細胞では約70倍に増加した。IAP

を前 処 理した後に 分化を誘導 した細胞で は対照の約 50％にまで減 少した。

線維芽細 胞ではインスルンによるグルコースの取り込みはほとんど起こらな

いが、脂 肪細胞に分化するとインスリンによるグルコース取り込みは著しく



増加した。IAPを前処理した後に分化を誘導した細胞で｜ま対照の50％に減

弓弓した。

  これらの事実から，3T3-L1線維芽細胞の脂肪細胞への分化の過程にIAP感

受性G蛋白質が関与している可能性が示された。

  未分化の線維芽細胞に分化誘導薬を添加するとc． fos mRNAの発現が起こっ

I

たが、IAPはこの発現を濃度依存的に抑制した。この時、c・myc発現も分化

誘導薬によってごくわずか起こったが、IAP処理によって抑制されなかった。

IAP感受性G蛋白質はc．fosの発現に連関しているのに対し、myc発現には関

与していないことが分かった。

  インスリンの作用機序の1つにPhosphatidylinositol-specificphospholipase

IC (PI-PLC)の活性化がある。そこで、分化誘導薬がPI-PLCを活性化し、そ

Iの結果、Diacylglycerol(DG)およびPhosphatidylinositol，glycan（PI-グリカン）

生成が亢進されているかどうか検討した。インスリンによって産生される

DG量 は刺激後1分で 3倍に増加した。IAP前処理はインス1JンによるDG産

・生をほぽ完全に抑制した。っぎに、PI-プロテオグ1Jカンをウェスタンブロツ

・トによって解析した。DGと同様にPI-プ口テオグリカン産生もインス1Jン刺

．激後1分で認められ，IAP処理は抑制した。これらのことより、インスリン

・の作用には【AP感受性G蛋白質と連関したPI． PLCの活性化が一部関与してい

ると推定した。

  3T3-L1細胞の脂肪細胞への分化をIAPが抑制したことから、細胞増殖や分

化に関与していると考えられているMitogen．activated  protein  kinase

(MAPK)に対 するIAPの作用を検討した。MAPK活性はインスリン刺激後10

分で最大となり、さらには刺激後4時間でも無刺激時に比ベ約3倍の活性を

維持した。一方、IAP処理した細胞ではMAPKの活性化は抑制された。この

ことより、インスリンによる分化の過程にIAP感受性G蛋白質が関与し、チ

口シンキナーゼ系→MAPK系に対し何らかのク口ストークを行っていること

が示唆された。さらに，インスリンによる上流蛋白質の活性変化を調ぺた。

インス1Jン刺激後の細胞のMAPKK活性を測定したところ、インスリンによっ

て活性化が起こり、IAP処理した細胞では有意に抑制された。っぎに、Rasの

活性に対するIAPの影響を調べた。インスリンはRas-GTP型を有意に増加さ



せ．I AP処理した細胞ではRas -GTP型は検出されなかった。このことより、

IAPの作用点はRasのさらに上流にあると推定した．っぎに、受容体の代表的

な基質蛋白質（IRS．1）へのチロシンリン酸化反応を調べた。IRS-1はインス

1」ン刺激でチロシン残基がりン酸化されたが、IAP処理はこのりン酸化に何

ら影響を与えなかった。このことはIAPは受容体キナーゼには作用しないこ

と、さらにその作用部位はIRS-1の活性化（リン酸化）からRas蛋白質問に

存在することを示唆している。

  インス1Jンの作用発現の1つに、PI 3-kinase (PI3-K)の活性化の経路があ

る． PI3・Kfま活性化されたIRS-1に結合して活性型となる。そこで、PI3-Kの

特異的阻害薬であるWortmanninを用いてインスルンによるRas活性化までの

情報伝達系を調べるために，[32P]Piを添加し膜脂質のPIP3の放射活性を測定

すると、インスリンによって増加し、Wortmannin処理はこの増加を抑制し

た。このことはWortmannlnがPI3 -Kを抑制したことを意味している。

Wortman nin処理はインス1JンによるRasおよびMAPKの活性化も抑制した。

一 方 、IAPも イン ス リン によ る PI 3-Kの活 性 化を 1部 抑 制し た．

  したがって、3T3-L1細胞ではPI 3-Kの下流にRas、MAPKカミ存在してレゝ

ることが推定された。さらに、WortmanninおよびIAPはインスリンの情報

伝達系において、PI 3-K活性を低下させることでその下流のシグナ渺を減少

させ、細胞分化への情報伝達の抑制にっながっていると結論した。

  以上，審査委員会は，本論文を細胞の分化の過程における情報伝達系を解

明するとともに成長因子，とくにインスリンの作用発現の機構に新知見を得

た内容であると判定し，博士（薬学）の学位受けるに十分値するものと認め

た．


