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【序論】

  システムAは短鎖中性アミノ酸を輸送するNa゙ 依存的なトランスポーターであり、特異的基質として

Me-AIBが知られている。これまでの研究により、システムAの輸送活性がインスリンや浸透圧ショツ

ク、アミノ酸欠乏により増大することが報告されているが、その詳細な機構は未だ解明されていない。

そこで、本研究ではシステムAのサブタイプのーつであるSNAT2が多く発現しているラット骨格筋由

来L6細胞を用いてシステムAの輸送活性を評価し、さらに、インスリン、浸透圧ショック、アミノ酸欠

乏によるシステムAの輸送活性増大機構を解明することを目的とした。

【結果と考察】

  まず、各刺激開始後のMe-AIB取り込み量の経時的変化を観察したところ、L6細胞において実際

にシステムAの輸送活性が増大していることが確認された。また、インスリン、アミノ酸欠乏では刺激

後徐々に輸送活性が増大したが、浸透圧ショックでは2 hrまではほとんど変化せず、4hr以降急激

な活性増大が認められた。これらの結果より、浸透圧ショックによるシステムAの輸送活性増大にはト

ランスロケーションは関与していない可能性が示唆された。

  L6細胞において各刺激によるシステムAの輸送活性増大が確認できたので、次に取り込みの濃

度依存性を検討した。各刺激存在下、非存在下での取り込み量をミカエリス・メンテン式に当てはめ

てKm値とVmax値を比較した結果、インスリン、浸透圧ショック、アミノ酸欠乏のいずれにおいてもKm

値はコントロールに比べてほとんど変化せず、Vふ“値のみが上昇した。したがって、インスリン、浸透

圧ショック、アミノ酸欠乏による刺激では、システムAの基質に対する親和性はほとんど変化せず、細

胞膜表面のトランスポーター数、あるいは回転速度が増大することにより輸送活性が増大することが

示唆された。

そこで次に、その機構解明を目的に、各刺激による輸送活性増大に及ばす種々の阻害剤の影響

を検討した。今回はトランスロケーション阻害剤であるクロロキン、タンパク合成阻害剤であるシクロヘ

キシミド、RNA合成阻害剤であるアクチノマイシンD、P13K阻害剤であるウォルトマニン、MAPKの

ERK阻害剤で あるPD98059、p38阻害剤 であるSB202190、JNK阻害剤であるSP600125を用

いた。

インスリン刺激によるSNAT2活性増大に及ばすクロロキン、シクロヘキシミド、アクチノマイシンDの

影響を検討した結果、いずれの試薬を用いた場合もMe．mBの取り込みに阻害が認められ、インスリ

ンによるシステムAの輸送活性増大にはトランスロケーションおよびmRNA量の増加を伴った新た

なタンパク合成が関与していることが示唆された。さらに、PD98059とSP600125では取り込みにほ

とんど変化が認められず、ウォルトマニン、SB202190では有意に阻害されたことから、ERKとt【

は関与せず、P18Kとp38が関与している可能性が示唆された。

― 683 -



浸透圧ショックに関しても同様に検討したところ、インスリン刺激の場合とは異なり、クロロキンによる

取り込みへの阻害効果は非常に小さかった。一方、シクロヘキシミド、アクチノマイシンDを用いだ場

合には取り込み量は有意に減少していたことから、システムAの輸送活性増大にはトランスロケーショ

ンではなくmRNA量の増加を伴った新たなタンパク合成が関与していることが示唆され、先に示した

経時的変化の結果とよく一致していた。浸透圧ショックの場合、その他の阻害剤では阻害効果が認

められず、システムAの輸送活性増大にPIaK、ERK、p38、JNKのいずれも関与していなぃことが

示唆された。

アミノ酸欠乏に関しても阻害剤の影響について検討した。インスリン刺激の場合と同様に、クロロキ

ン、シクロヘキシミド、アクチノマイシンD、ウォルトマニンのいずれによっても阻害が認められ、アミノ

酸欠乏によるシステムAの輸送活性増大にはトランスロケーションおよびmRNA量の増加を伴った

新たなタンパク合成、さらにPI3Kが関与していることが示唆された。MAPKの阻害剤に関しては

PD98059とSP600125によって阻害が認められ、アミノ酸欠乏によるシステムAの輸送活性増大に

はERKとJNKが関与していることが示唆された。

経時的変化およびクロロキンを用いた阻害実験での検言寸より、インスリンとアミノ酸欠乏によるシステ

ムAの輸送活性増大にはトランスロケーションが関与していることが示唆されたので、次に

EGFP・SN觚12の発現分布を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。その結果、刺激非存在下で

はSNAT2はその多くが細胞内に蓄積しているが、インスリンとアミノ酸欠乏で刺激することにより、

SNAT2が細胞内プールから細胞膜表面へと移行していることが示唆された。

アクチノマイシンDを用いた検討より、各刺激によるシステムAの輸送活性増大にはmm岨量の

増加が関与していることが示唆されたことから、SNAT2のプロモーター活性が各刺激により増大する

か否かをルシフェラーゼアッセイにより検討した。今回特定したプロモーター領域である－96′＋40では

プロモーター活性増大は認められなかったため、―96/十40を上流および下流に伸ぱした配列を用い

てルシフェラーゼァッセイを行ったところ、下流に伸ぱした配列においてのみプロモーター活性の増

大が認められた。これらの結果より、各刺激によるプロモーター活性の増大に関与している配列は転

写 開 始 領 域 よ り も 下 流 の 十 41～ 十 790の 領 域 に 含 ま れ てい るこ とが 示唆 され た。

濃度依存性および阻害剤を用いた検討より、各刺激によるシステムAの輸送活性増大にはmRNA

量の増加を伴った新たなタンパク合成が関与し、細胞膜表面のトランスポーター数が増加しているこ

とが示唆された。そこで、WestemblotとRTPCRによりさらに詳細に検討した。SNAT2の発現量を

比較した結果、各刺激により細胞膜表面のタンパク量が増加していることが明らかとなり、また、各刺

激存在下、非存在下において、システムAのサプタイプであるSNAT1とs1岨T4はmR．NAレベル

でほとんど発現しておらず、SNAT2のmRNA量のみが各刺激により増加していることが示唆され

た。

【結論】

1．L6細胞においてインスリン、浸透圧ショック、アミノ酸欠乏によるシステムAの輸送活性増大が認

められ、その活性増大は細胞膜表面のトランスポーター数が増加することにより起こることが示唆され

た。

2．インスリン、浸透圧ショック、アミノ酸欠乏によるシステムAの輸送活性増大はmRNA量の増加を

伴った新たなタンパク合成により起こり、さらにインスリン、アミノ酸欠乏には細胞内プールから細胞膜

表面へのトランスロケーションも関与していることが示唆された。

3．インスリンとアミノ酸欠乏によってシステムAの輸送活性が増大するシグナル伝達にはP13Kが関

与しており、さらにインスリンの場合はMAPKのp38が、アミノ酸欠乏の場合はERKと田岨が関与

していることが示唆された。

4．インスリン、浸透圧ショック、アミノ酸欠乏によルシステムAのプロモーター活性が増大し、その活

性増大に関与している配列は転写開始領域よりも下流の領域に含まれていることが示唆された。
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学 位 論 文 題 名

中性アミノ酸トランスポーターSNAT2の

    発現変動に関する研究

  システムAは短鎖中性アミノ酸を輸送するNa゙ 依存的なトランスポーターであ

る。過去の研究により、システムAの輸送活性がインス1」ンや浸透圧ショック、

アミノ酸欠乏により増大することが報告されているが、その詳細な機構は未だ

解明されていない。そこで、本研究ではシステムAのサブタイプのーつである

SNAT2が多く発現しているラット骨格筋由来L6細胞を用いてシステムAの輸送

活性を評価し、さらに、インスリン、浸透圧ショック、アミノ酸欠乏によるシ

ス テ ム Aの 輸 送 活 性 増 大 機 構 を 解 明 す る こ と を 目 的 と し た 。

  第一章では、本検討を進めるにあたり適切な実験系を確立する目的で、シス

テムAが高発現している骨格筋細胞に着目してその機能を評価した。各種刺激

開始後のMe一AIB取り込み量の経時的変化を観察したところ、L6細胞において実

際にシステムAの輸送活性が増大していることが確認された。また、インスリ

ン、アミノ酸欠乏では刺激後徐々に輸送活性が増大したが、浸透圧ショックで

は2 hrまではほとんど変化せず、4hr以降急激な活性増大が認められた。これ

らの結果より、浸透圧ショックによるシステムAの輸送活性増大にはトランス

口ケーションは関与していない可能性が示唆された。次に取り込みの濃度依存

性を検討した。各刺激存在下、非存在下での取り込み量をミカエリス―メンテン

式に当てはめて算出されたKm値とVmax値を比較した結果、インスリン、浸透圧

ショック、アミノ酸欠乏による刺激では、システムAの基質に対する親和性は

ほとんど変化せず、細胞膜表面のトランスポ一夕ー数、あるいは回転速度が増

大することにより輸送活性が増大することが示唆された。本結果は、今後、シ

ステムAの発現制御機構を検討する上で有用な実験系を確立した点で意義ある

ものと評価できる。
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  第二章および第三章では、その機構解明を目的に、各刺激による輸送活性増

大に及ぼす種々の阻害剤の影響とルシフウラーゼアッセイ法を用いたプ口モー

ター活性の変動について検討した。その結果、インスリンによるシステムAの

輸送活性増大にはトランス口ケーションおよびmRNA量の増加を伴った新たなタ

ンパク合成が関与していることが示唆された。また、ERKとJNKは関与せず、PI3K

とp38が関与している可能性が示唆された。浸透圧ショックに関しても同様に

検討したところ、インスリン刺激の場合とは異なり、システムAの輸送活性増

大には卜ランス口ケーションではなくmRNA量の増加を伴った新たなタンバク合

成が関与していることが示唆された。浸透圧ショックの場合、システムAの輸

送活性増大にPI3K、ERK、p38、JNKのいずれも関与していないことが示唆された。

さらに、アミノ酸欠乏によるシステムAの輸送活性増大にはトランス口ケーシ

ヨンおよびmRNA量の増加を伴った新たなタンバク合成、さらにPI3KおよびERK

とJNKが関与していることが示唆された。本研究では、一方で、螢光夕ンパク

を付加したシステムA夕ンパク質(EGFPーSNAT2)の強制発現系を用いてその発

現分布を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。その結果、刺激非存在下では

SNAT2はその多くが細胞内に蓄積しているが、インスリンとアミノ酸欠乏で刺激

することにより、SNAT2が細胞内プールから細胞膜表面へと移行しており、阻害

剤を用いた検討結果とよく一致していた。また、SNAT2のプ口モーター活性が各

刺激により増大するか否かをルシフウラーゼアッセイにより検討した。今回特

定したプ口モーター領域である-9 6/+40ではプ口モーター活性増大は認められ

なかったため、-96/+40を上流および下流に伸ばした配列を用いてルシフウラー

ゼアッセイを行ったところ、下流に伸ばした配列においてのみプ□モーター活

性の増大が認められた。したがって、各刺激によるプ□モーター活性の増大に

関与している配列は転写開始領域よりも下流の+41～+790の領域に含まれてい

ることが示唆された。これらの結果は、各種刺激によるシステムAの発現変動

には複数の経路が関与していることを示しており、これらを同一の実験系で比

較し、その機構を明らかにした本研究は、今後のトランスポ一夕ー活性制御に

関する研究に有用な情報になるものと評価できる。

  公開の発表会および口頭試問におしゝては、多数の出席者を得て討論し、質疑

には的確に回答した。また、4人の審査担当者による審査の結果、本論文「中

性アミノ酸トランスポーターSNAT2の発現変動に関する研究」は、学位論文の水

準に達しており、柏木仁は博士（薬学）として研究面での十分な知見と能カ

を有しているものと認めた。
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