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序論序論序論序論 

 糖尿病は世界的に広がる疾病であり、患者数が年々増加している。1 世界の糖

尿病有病者数は 2013 年現在で 3 億 8200 万人おり(有病率 8.3%) 、治療や対策

を施さなければ、2030 年までに 5 億 9200 万人に増加すると予測されている 

(Fig. 1) 。また、2013 年の世界での糖尿病患者数の第 1 位は中国 (9840 万人) 、

第 2 位のインド (6507 万人) 、第 3 位の米国 (2440 万人) をはじめ上位 7 ヵ国

の順位は前年と同じだが、第 8 位にドイツ (755 万人) が新たに加わり、前年 9

位だった日本は 10 位へと後退している (Fig. 2) 。その 80%は低中所得国の人

で、従来存在した「豊かな先進国ほど糖尿病患者が多い」というイメージは過

去のものとなっている。 

このような世界規模で増加している糖尿病患者であるが、2013 年時点で日本

の成人糖尿病人口も 720 万人にのぼり、2012 年の 710 万人から増加している。

そしてこの増加傾向は今後も続くことが予測されており、深刻な状況であると

言える。2 

  糖尿病はその発症機構によって、Ⅰ型糖尿病とⅡ型糖尿病の２つに分類され

る。Ⅰ型糖尿病は膵臓β細胞の破壊によるインスリン分泌不全が原因で起こる。

その発症機構の詳細は明らかにされていないが、遺伝的な要因が強く関わって

いることが示唆されており、後述するⅡ型糖尿病とは異なり肥満症状の有無に

関わらず発症するのが特徴である。その発症時期は比較的若く、主に 10 代で発

症することが多い。現在、Ⅰ型糖尿病の患者は欧州 (12 万 9400 人) や北米 (10

万 8600 人) で多く、2013 年にⅠ型糖尿病を発症した子供の数は 7 万 9,000 人

以上にも上る。2 I 型糖尿病の症状は、高血糖に伴うケトアシドーシスを発症す

ることによる多飲、多尿、血圧低下、嘔吐、腹痛などがあり、治療には主にイ

ンスリン製剤が用いられている。他に、Ⅰ型糖尿病に特徴的な自己免疫疾患を

抑えることにより膵臓β細胞の破壊を抑制し、インスリンの産生レベルを改善す

る薬剤候補 teplizumab の開発も米国で進んでいる。この薬剤は、診断されて間

もないⅠ型糖尿病患者への新しい治療法としての応用が期待されている。3 
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Fig. 1. IDF Regions and global projections of the number of people with 

diabetes (20-79 years), 2013 and 2035. (Source: the 6th Edition of the IDF 

Diabetes Atlas, 2013, p15)2 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2. Top 10 countries/territories for number of people with diabetes (20-79 

years), 2013 and 2035. (Source: the 6th Edition of the IDF Diabetes Atlas, 

2013, p34, table 2.2)2 
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一方、Ⅱ型糖尿病はⅠ型とは発症機構が異なり、インスリン感受性の低下ま

たは膵臓β細胞からのインスリン分泌不全によって引き起こされる。世界の糖尿

病患者の大半がⅡ型糖尿病であり、主な発症要因として過食、高脂肪食、運動

不足等の生活習慣から引き起こされる肥満が考えられている。 

肥満は体内でのインスリンの効果を低下させるインスリン抵抗性を誘発する。

インスリン抵抗性を発症すると、血液中の糖分が細胞内に取り込まれ難くなる

ため高血糖状態が持続してしまう。この状態を改善するため、ヒトの体は膵臓β

細胞からのインスリン分泌量を増加させ、血中インスリン濃度を高めることで

糖の取り込みを促進させる。このような血中インスリン濃度が高い状態である

高インスリン血症は、一定期間の間は血糖値を正常に保つために有効に作用す

るが、やがて膵臓β細胞の疲弊によってインスリンの分泌量が減少し、再び高血

糖状態になることでⅡ型糖尿病が発症する。 

このような機構により自覚症状が現れるまでの期間は個人差があるため、一

概には何歳以上からとは言えないが、統計的にⅡ型糖尿病の発症時期は 40 歳以

降の場合が多く、特に男性の場合は 50 歳以降、女性の場合は 60 歳以降で増加

する傾向がある。Ⅰ型に比べて高齢で発症するⅡ型糖尿病であるが、近年の日

本では生活習慣の乱れは若年にも当てはまり、高齢者のみならず若者でもⅡ型

糖尿病になる傾向が見られる。その原因として、日本人は遺伝的にインスリン

分泌が弱い人が多いという問題に、近年の食の欧米化にともなう過食、高脂肪

食、運動不足等の生活習慣の乱れといった要因がある。 

糖尿病が持つ危険性は高血糖状態が持続することが原因である。高血糖状態

は、激しい喉の渇き、体のだるさ、多尿等の自覚症状のほかに、全身の血管に

障害を与える。この血管障害の影響により、全身の各部位において異常が起こ

り、心疾患、4 網膜症、5 腎不全 6 等の合併症が引き起こされる。例えば、心臓

や脳の太い血管の損傷により、心臓では狭心症と心筋梗塞、脳では脳卒中の危

険性が高まる。これらの発症する確率は健常者と比較して糖尿病患者では 3 倍

以上も高くなると報告されている。7 また、細い血管の損傷により、目では網膜
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症が引き起こされ、症状が進行すると視界がかすむなどの自覚症状が現れる。

この糖尿病性網膜症は、眼内血管新生が起こることが特徴である。眼内血管新

生を担っているのは血管内皮細胞成長因子(VEGF)であるが、VEGF は白血球を

誘導して網膜の血管透過性を亢進させる役目も担っている。すなわち、網膜症

が悪化すると脆くなった血管から出血を起こしやすくなり、さらに症状の悪化

により失明の危険性が高まる。また、網膜症と同様に細い血管の損傷により腎

不全が引き起こされると考えられている。この症状において、メサンギウム基

質が重要な因子であるとされている。メサンギウム細胞は腎糸球体を構成する

細胞の一種であり、この細胞の周囲には基質が存在する。糖尿病性腎症におい

て、その主な原因となるのはメサンギウム基質の増生および尿細管間質の線維

化進展である。糖尿病性腎症が進行すると、浮腫、倦怠感、精神的不安定、掻

痒感等の尿毒症症状が現れ、腎機能の低下や腎不全につながる。これらの糖尿

病に関わる合併症の発症機構は徐々に明らかにされてきているが、まだ不明の

部分も多い。 

 上記のように、糖尿病患者では高血糖状態が続くことにより合併症が引き起

こされる可能性が高まることから、糖尿病治療においては血糖値の制御が重要

となる。体内に存在する血糖値降下作用を持つ唯一のホルモンはインスリンで

あるが、糖尿病患者ではインスリンの分泌不全やインスリン感受性の低下によ

って、血中から体内に糖分が十分に取り込まれない状態になっている。 

インスリンは脂肪細胞や骨格筋細胞に対して作用し、細胞内への糖の取り込

みを促進する作用を担っており、その作用機構も近年かなり明らかにされてき

た。インスリンはインスリン受容体に作用することによってインスリン受容体

をリン酸化し、そのリン酸化がきっかけとなり、下流の因子であるインスリン

受容体基質 1 (IRS1) がリン酸化される。このリン酸化された IRS1 にホスホイ

ノシチド 3 キナーゼ (PI3K) の調節サブユニットである p85 タンパク質が結合

することで PI3K が活性化される。その後、細胞内でホスファチジルイノシトー

ル-3, 4, 5-三リン酸 (PIP3) の濃度が上昇し、プロテインキナーゼ B (Akt) が結



8 
 

合する。PIP3 に結合した Akt はホスファチジルイノシトール依存性キナーゼⅠ 

(PDK1) によりリン酸化されて活性型になる。この活性化された Akt が細胞膜

を離れて種々のタンパク質を活性化する。最終的に細胞内小胞体に局在してい

る GLUT4 が細胞膜上に移行する。この移行した GLUT4 を介して糖が細胞外

から細胞内に取り込まれる。8,9 

 これまでに血糖値の低下を促す薬剤が様々開発されてきた。インスリン製剤、

α-グルコシダーゼ阻害剤、インスリン感受性改善薬、スルホニル尿素薬、ビグ

アナイド薬、DPP-4 阻害剤が例としてあげられる。それらの作用部位は様々で、

小腸、肝臓、筋肉、脂肪組織がある。例えば、インスリン製剤は最もよく用い

られる糖尿病治療薬であり、全身に作用することで血糖値降下に寄与する。ま

た、食後の急激な血糖値の上昇を緩和する薬剤としてα−グルコシダーゼ阻害薬

がある。この薬剤はアカルボースやボグリボース、ミグリトールが代表例であ

り、小腸刷子縁膜上のα-グルコシダーゼを阻害することで単糖の生成を遅らせ

る。10,11 つまり、食後の急激な血糖値の上昇を抑えることで症状の悪化を防ぐ。

また、インスリン感受性改善薬は特に脂肪組織に効果を発揮し、細胞内の転写

因子である PPARγを活性化することによりインスリンに対する感受性を高める。

チアゾリジンジオン誘導体であるトログリタゾン、ピオグリタゾン、ロシグリ

タゾンが代表的な例であるが、トログリタゾンはすでに重篤な肝障害の副作用

のために販売が中止されている。次に、その利便性の高さからインスリン製剤

とともに臨床によく用いられているスルホニル尿素薬 12 があり、その作用機構

は次の通りである。スルホニル尿素薬は膵臓β細胞の細胞膜に存在する KATP チ

ャネルを閉鎖することで細胞内 K+の細胞外への流出を抑え、細胞膜電位の上昇

による脱分極とその後の電位依存的な Ca2+チャネルの開口を引き起こす。この

細胞内の Ca2+の上昇がきっかけとなりインスリン分泌が促進されて血糖値が低

下する。トルブタミド、グリクラジド、グリベンクラミドがその例としてあげ

られる。スルホニル尿素薬と同様に臨床の場でよく処方される薬剤であるビグ

アナイド薬は糖新生を抑制することにより肝臓から血中への糖放出量を減少さ
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せる。この薬剤の代表例にはメトホルミンがある。13 最後に、DPP-4 阻害剤は、

インスリン分泌を促すホルモンとして知られるインクレチンを分解する DPP-4

の阻害によって、インスリン分泌の低下を抑制する。14,15 このほかに近年、腎

臓からのグルコース排泄を促進する薬剤も開発されている。16 

 これらの薬剤は糖尿病治療に大きく貢献しているものの、副作用をともなう

可能性がある。特に多い副作用が低血糖である。この症状はインスリンの分泌

または作用を助長する薬剤に多く見られる。低血糖の症状が重い場合は意識を

失うこともある危険な状態であるが、最近インスリンアナログ製剤であるデグ

ルデクがⅡ型糖尿病患者に対して低血糖の発現するリスクを低下させることが

報告されている。17,18
 低血糖以外にも各薬剤に特徴的な副作用がいくつか存在す

る。例えば、スルホニル尿素薬では嫌気的解糖系を介して乳酸が蓄積すること

によって、乳酸アシドーシスが引き起こされる。また、インスリン感受性改善

薬の使用では心不全を起こす危険性がある。低血糖を引き起こさないα-グルコ

シダーゼ阻害剤でも腹部膨満、便秘、下痢などの消化器症状が起こりうる。以

上のような既存の糖尿病治療薬に存在する副作用の危険と、世界的な糖尿病患

者の増加という現状から、常に新たな薬剤が求められている。 

 骨格筋細胞は人の体において体内の約 50%を占める主要な細胞の一つであり、

糖の代謝に関して、他の組織に比べて糖の消費と蓄積に大きく寄与しているこ

とが明らかにされている。19 さらに、健常者とⅡ型糖尿病患者におけるインス

リンクランプ試験において、肝臓、脂肪、脳における糖代謝は両者に差はない

のに対し、筋肉においてⅡ型糖尿病患者が健常者に比べ 35-40%程度も低下する

ことが報告されている。20 このように、体内で大きな体積を占め、糖尿病患者

と健常者で大きく糖代謝に差がある筋肉に対する治療薬を開発することの意義

は大きい。 

 細胞内への糖取り込み促進作用を介して骨格筋細胞での糖代謝を高める化合

物のスクリーニング研究は数多く行われている。21,22 例えば茶カテキンとして

代表的なエピガロカテキンガレートは 1 nM という低濃度でも細胞内への糖取
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り込みを増加させることが報告されている。23 また、エピカテキンおよびカテ

キンの重合体からなる縮合型タンニンのうち低分子プロシアニジンを多く含む

混合物において、糖代謝に対する有効性が報告されており、ブドウ種子由来の

プロシアニジンは、ラットの骨格筋に対して AMPK を介した GLUT4 の膜移行

促進によって、高フルクトース食により惹起されるインスリン抵抗性と高血糖

を改善する。24これらの化合物の他に、著者の研究室においてラット骨格筋細胞

由来の L6 細胞を用いた糖取り込み促進作用のスクリーニング研究によって、

D-glucose と L-rhamnose から成る二糖である neohesperidose が顕著な活性を

示すこと、22 および trehalose, isomaltose, gentioboise も同様の作用を持つこ

とが見いだされている。25 

著者は骨格筋細胞に対して糖取り込み促進作用を示す化合物を調べる過程で、

ヒドロキシアミン (HA) が活性を示すことを見出した。HA とその塩類は還元

剤として一般的に用いられ、26 脂肪酸の酸化防止剤としての作用 27 を持つこと

に加え、マウスを用いた実験で HA の関連化合物に抗炎症作用や抗アレルギー

作用があることが確かめられている。28 さらに近年、HA が L929 繊維芽細胞に

対してグルコーストランスポーター1 (GLUT1) を介して糖取り込み促進作用

を発揮することも報告されている。29 本研究では HA および関連化合物につい

て培養筋細胞への糖取り込み作用の試験を行った。また、HA についてその作用

メカニズムの解析を行った。 
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1111....    試薬および機器類試薬および機器類試薬および機器類試薬および機器類    

 

1111----1111....    試薬類試薬類試薬類試薬類    

 

 本研究で用いた試薬類は以下の通りである。ヒドロキシアミン塩酸塩 (和光純

薬工業(株)), Saccharomyces cerevisiae 由来ヘキソキナーゼ (Sigma-Aldrich 

(株)), Leuconostoc mesenteroides 由来グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ 

(G6PDH) (和光純薬工業(株)), Clostridium kluyveri 由来ジアフォラーゼ (オリ

エンタル酵母(株)) 、その他の一般試薬は和光純薬工業(株)とSigma-Aldrich (株)、

東京化成(株)、関東化学(株)の市販品を用いた。水は超純水 (Milli-Q Synthesis 

A10, 日本ミリポア(株)) を使用した。 

また、ウエスタンブロッティングに用いる抗体としては、Rabbit monoclonal 

anti-insulin receptor substrate-1 (IRS1) antibody (59G8), phospho-IRS1 

(Tyr1222) antibody, anti-Akt antibody, phospho-Akt (Ser473) antibody, 

Anti-rabbit IgG, HRP-linked antibodyは Cell Signaling Technology の製品を、

Anti-rabbit IgG-HRP は Santa Cruz technology の製品を用いた。抗体の希釈

液には、Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution (東洋紡(株))を用

いた。 

 

1111----2222....    機器機器機器機器    

 

 本研究で用いた機器は以下の通りである。 

 

マイクロプレート恒温器 : MPI-100 (イワキ(株)) 

マイクロプレートリーダー : SYNERGY Mx (バイオテック(株)) 

発光検出装置 : LumiVision PRO 400EX (アイシン精機(株)) 

CO2インキュベータ : MCO-18AC (パナソニック(株)) 
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クリーンベンチ : PCV (日立製作所(株)) 

遠心機 : マイクロ冷却遠心機 3520 (久保田商事(株)) 

        himac CS100GXL (日立製作所(株)) 

        L8-80M Ultracentrifuge (ベックマンコールター(株)) 

電気泳動 : パワーサプライ パワーパック HC (バイオ・ラッド ラボラトリー  

ズ(株)) 

転写装置 : トランスブロット SD セル (バイオ・ラッド ラボラトリーズ(株)) 

 

2222....    細胞培養細胞培養細胞培養細胞培養    

 

2222----1111. . . . 試薬試薬試薬試薬    

 

2222----1111----1111. . . . 血清入り血清入り血清入り血清入り DMEMDMEMDMEMDMEM 培地調製法培地調製法培地調製法培地調製法    

 

 DMEM High Glucose 培地に対して FBS が 10%、あるいは DMEM Low 

Glucose 培地に対して Horse Serum (HS) 2%になるように調製し、冷蔵保存し

た。 

 

2222----1111----2222. . . . リン酸緩衝液リン酸緩衝液リン酸緩衝液リン酸緩衝液    (PBS)(PBS)(PBS)(PBS)    調製法調製法調製法調製法    

 

10×D-PBS (-) 50 mL を水 450 mL に加え、オートクレーブ (121°C、15 分) に

よって滅菌した。4°C で冷蔵保存した。 

 

2222----1111----3.3.3.3.    トリプシン溶液の調製法トリプシン溶液の調製法トリプシン溶液の調製法トリプシン溶液の調製法    

 

PBS 40 mL を 50 mL 遠沈管に量り、trypsin 40 mg, EDTA 4 mg を加えて溶

解した。フィルター (0.20 µm) を用いてろ過滅菌したものを 4°C で冷蔵保存し
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た。 

 

2222----1111----4444. . . . 抗生物質ストック溶液の調製法抗生物質ストック溶液の調製法抗生物質ストック溶液の調製法抗生物質ストック溶液の調製法    

 

Streptomycin 100 mg, gentamycin 50 mg, penicillin 100,000 Uを 2 mLの水

に溶かした。フィルター滅菌 (0.20 µm) 後、冷凍保存した。使用時に融解して

500 µL を 500 mL の DMEM 培地に添加した。 

 

2222----2222. . . . 実験方法実験方法実験方法実験方法    

 

2222----2222----1111. . . . 筋細胞モデル、筋細胞モデル、筋細胞モデル、筋細胞モデル、C2C12C2C12C2C12C2C12 細胞の培養法細胞の培養法細胞の培養法細胞の培養法    

 

 マウス骨格筋由来の C2C12 細胞はナショナルバイオリソースプロジェクト

(NBRP) を通じて、理研バイオリソースセンター (RIKEN BRC) から入手し

た。C2C12細胞を6 cmプレート(細胞継代用) または12 well (western blotting

用) あるいは 48 well (糖取り込みアッセイ用) プレートで 37ºC 10％CO2存在

下、10％FBS/DMEM 培地によって十分に培養し、セミコンフルエントに達し

た後に 2％HS/DMEM 培地へ交換することで分化を誘導した。その翌日および

2 日おきに 2％HS/DMEM 培地の交換を行い、7 日間または 8 日間の培養期間

で分化を行った。顕微鏡下でほぼ全ての細胞が分化しているのを確認して各種

試験に供した。 

 

3333....    糖取り込み促進糖取り込み促進糖取り込み促進糖取り込み促進作用の評価方法作用の評価方法作用の評価方法作用の評価方法    

 

3333----1111. . . . 試薬試薬試薬試薬    

 

3333----1111----1111....    KrebsKrebsKrebsKrebs----Ringer phosphateRinger phosphateRinger phosphateRinger phosphate----HEPESHEPESHEPESHEPES    ((((KRPHKRPHKRPHKRPH) ) ) ) 緩衝液調製法緩衝液調製法緩衝液調製法緩衝液調製法    
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HEPES 4.7 g、リン酸二水素カリウム 680 mg、硫酸マグネシウム 246 mg、

塩化カルシウム二水和物 146 mg、塩化ナトリウム 7.9 g、塩化カリウム 347 mg

を水 1 L に溶解し、水酸化ナトリウムを用いて pH 7.4 とした。これをフィルタ

ー (0.20 µm) 滅菌した後で冷蔵保存した(最終濃度：20 mM HEPES, 5 mM リ

ン酸二水素カリウム, 1 mM 硫酸マグネシウム, 1 mM 塩化カルシウム, 136 mM

塩化ナトリウム, 4.7 mM 塩化カリウム)。 

 

3333----1111----2222....    トリエタノールアミントリエタノールアミントリエタノールアミントリエタノールアミン    (TEA) (TEA) (TEA) (TEA) 緩衝液調製法緩衝液調製法緩衝液調製法緩衝液調製法    

 

トリエタノールアミン (TEA) 塩酸塩 4.6 g、塩化カリウム 1.8 g、塩化マグ

ネシウム七水和物 50 mg を水 500 mL に溶解し水酸化ナトリウムを用いて pH 

8.1 として冷蔵庫で保存した (最終濃度 ： 50 mM TEA, 50 mM 塩化カリウム, 

0.5 mM 塩化マグネシウム) 

 

3333----2222. . . . 実験方法実験方法実験方法実験方法    

 

3333----2222----1111....    糖取り込みアッセイ糖取り込みアッセイ糖取り込みアッセイ糖取り込みアッセイ    

 アッセイは分化した C2C12 細胞を用い、インキュベートはすべて 37°C , 

10%CO2条件下で行った。培地を無血清 DMEM 培地に交換し、1 時間インキュ

ベートすることにより血清飢餓処理を行った。目的濃度に希釈したサンプルを

添加した無血清 DMEM 培地に交換した後、4 時間インキュベートを行った。サ

ンプルによる 4 時間刺激の後、KRPH 緩衝液で 2 回洗浄し、0.1 mM 

2-deoxyglucose を含む KRPH 緩衝液で 30 分インキュベートした。その後、再

び KRPH 緩衝液で 2 回洗浄し、40 µL の 0.1 M 水酸化ナトリウムを加えて細胞

を溶解した。細胞溶解液を凍結融解し、85°C, 50 分間で乾燥した。乾燥後、40 µL

の 0.1 M 塩酸で中和した後、80 µL の TEA 緩衝液 (pH 8.1) を加えた。 

この細胞溶解液 50 µL または 0～100 µg/mL の 2-deoxyglucose 各 50 µL とア
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ッセイカクテル (終濃度 : 718 µM ATP, 13.4 µM NADP+, 25 µM resazurin, 7.3 

units/mL ヘキソキナーゼ, 19.5 units/mL G6PDH, 2.3 units/mL ジアフォラー

ゼ) 50 µl を 96 ウェルプレートで混合し 1 時間インキュベートした。その後、各

ウェルの蛍光強度を測定した (λex=530 nm, λem=590 nm)。 

インスリン経路の阻害剤であるLY294002あるいはAMPK経路の阻害剤であ

る dorsomorphin を用いるアッセイの場合、上記のサンプル刺激の前に、阻害剤

を作用させる場合はあらかじめ阻害剤を溶かした無血清 DMEM 培地に交換し、

control や阻害剤を加えないポジティブコントロール  (インスリンまたは

AICAR) のみの刺激を行う場合は無血清 DMEM 培地に交換して 30 分プレイン

キュベートを行った。 

 

4444....    リン酸化タンパク質の評価方法リン酸化タンパク質の評価方法リン酸化タンパク質の評価方法リン酸化タンパク質の評価方法    

 

4444----1111. . . . 試薬試薬試薬試薬    

 

4444----1111----1111....    3333××××Sample bufferSample bufferSample bufferSample buffer の調製の調製の調製の調製 

 

 SDS 0.9 g, BPB 1 mg を 0.5 M Tris-HCl 緩衝液 (pH6.8) 3.9 mL, glycerol 3.0 

mL, β-mercaptoethanol 1.5 mL, 水 1.6 mL の混合液に溶解し冷蔵庫で保存し

た。（最終濃度：SDS 313 mM, BPB 0.14 mM, Tris-HCl 195 mM, glycerol 30%, 

β-mercaptoethanol 2.1 M） 

 

4444----1111----2222....    10101010×泳動×泳動×泳動×泳動 buffer (SDSbuffer (SDSbuffer (SDSbuffer (SDS----PAGEPAGEPAGEPAGE 用用用用))))の調製の調製の調製の調製    

 

 Tris-HCl 30.28 g, glycine 144.13 g, SDS 10 g を水 800 mL に溶解し、6 M 塩

酸で pH 8.3 に調整した後、水で 1 L に定容した。溶液は室温で保存した。（最

終濃度：Tris-HCl glycine 1.92 M, glycine 4 M, SDS 34.7 mM） 
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4444----1111----3333....    PBSPBSPBSPBS----Tween 20 (PBSTween 20 (PBSTween 20 (PBSTween 20 (PBS----T)T)T)T)の調製の調製の調製の調製 

 

 PBS 500 mL に Tween 20 を 500 µL 加えた。溶液は室温で保存した。（最終

濃度：Tween 20 0.1%） 

 

4444----1111----4444....    Cell lysis bufferCell lysis bufferCell lysis bufferCell lysis buffer の調製の調製の調製の調製    

 

終濃度が Tris-HCl pH7.5 50 mM, 塩化ナトリウム 150 mM, EDTA 2 mM, 

フッ化ナトリウム 4 mM, オキソバナジン (Ⅴ) 酸ナトリウム 1 mM, PMSF 1 

mM, TritonX-100 1.5%, ピロリン酸ナトリウム 2.5 mM になるように水に溶解

した。 その後、プロテアーゼ阻害剤 （complete mini, Roche Applied Science）

を 10 mL あたり 1 タブレット加え溶解した。 

 

4444----2222. . . . 実験方法実験方法実験方法実験方法    

 

4444----2222----1111....    WWWWestern blottingestern blottingestern blottingestern blotting    

 

 測定には分化した C2C12 細胞を用い、氷上の部分以外のインキュベートは

37°C , 10%CO2条件下で行った。培地を無血清 DMEM 培地に交換し、1 時間イ

ンキュベートし血清飢餓処理を行った。次に Akt とリン酸化 Akt の検出の場合

は、あらかじめ 30 µM LY294002 を含むものと含まない無血清 DMEM 培地で

細胞を 30 分インキュベートし、その後 100 nM インスリンまたは 500 µM HA

を含む無血清 DMEM 培地で 1 時間インキュベートすることで刺激を行った。

一方、IRS1 とリン酸化 IRS1 を検出する場合は、100 nM インスリンまたは 500 

µM HAを含む無血清 DMEM培地で刺激を 1, 3, 15分行った。いずれの場合も、

インキュベート後、氷冷 PBS で細胞を 2 回洗浄し、cell lysis buffer を 200 µL
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加えて 5 分氷上で保存し、スクレイパーで細胞を剥がして細胞溶解液を回収し

た。その後、14,000 g, 10 分, 4°C で遠心分離を行った。上清を回収し、タンパ

ク質濃度をバイオ・ラッドプロテインアッセイにより測定した。この時、スタ

ンダードタンパク質として BSA を用いた。 

 タンパク質 10 µg を含む細胞溶解液を SDS-PAGE に供し、タンパク質を分離

した。その後PVDFメンブレン (GEヘルスケア) にタンパク質の転写を行った。

次に転写後のメンブレンを 0.5% BSA/PBS-T に室温で 1 時間浸した。その後、

メンブレン上に一次抗体をのせて 4°C で一晩静置した (抗体希釈率; Akt 1:1000, 

phosphorylated Akt 1:1000, IRS1 1:1000, phosphorylated IRS1 1:3000) 。一

次抗体の希釈には Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution 1 (東洋

紡(株)) を用いた。続いて、メンブレンを PBS-T で 10 分洗浄することを 3 回繰

り返した後、二次抗体をメンブレン上にのせ室温で 1 時間反応させた (抗体希釈

率; リン酸化 IRS1のみ1:2000, その他1:20000) 。二次抗体の希釈にはCan Get 

Signal Immunoreaction Enhancer Solution 2 (東洋紡(株)) を用いた。その後、

メンブレンを PBS-T で 10 分洗浄することを 3 回繰り返した。最後に、ECL 

Prime Western blotting detection reagents (GE ヘルスケア) を用いて発光検

出を行った。  

 

4444----2222----2222....    活性化タンパク質の定量方法活性化タンパク質の定量方法活性化タンパク質の定量方法活性化タンパク質の定量方法    

 

 画像解析ソフトとして Image J を用いた。目的のバンドを含むレーンを長方

形に囲み、発光の輝度のスペクトルを表示後、一番スペクトルの低い部分の高

さをバックグラウンドとみなし、それより高い部分の目的バンドのスペクトル

部分の面積を定量した。目的のタンパク質について、コントロールでの[リン酸

化タンパク質の発光強度] / [総タンパク質の発光強度]の比を 100%とし、コント

ロールの発光強度に対するサンプル刺激での比の%を算出することで、目的タン

パク質の活性化上昇を定量した。  
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1. 1. 1. 1. 最適な糖取り込みアッセイ条件の検討最適な糖取り込みアッセイ条件の検討最適な糖取り込みアッセイ条件の検討最適な糖取り込みアッセイ条件の検討    

 

本研究で扱う細胞は、マウス骨格筋由来の C2C12 細胞である。骨格筋細胞は

序論でも述べたように、我々の体の約 50%を占め、血糖の 8 割以上は骨格筋に

取り込まれており、恒常性に重要な役目を担っていることから骨格筋由来の細

胞を選択した。 

また、本研究における糖取り込み促進作用とはインスリンと同様に細胞に直

接働きかけ、糖の取り込みを開始させる作用と定義する。培養細胞を用いた糖

取り込みの測定方法に関して、これまでに複数の評価系が開発されてきた。例

えば 2-deoxyglucose (2DG) を用い、取り込まれた 2DG を酵素反応により、最

終的に resazurin が変化した蛍光物質である resorufin の蛍光量を指標に測定す

る方法、 30 蛍光分子をグルコースに結合した 2-deoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-

benzoxadiazol-4-yl) amino]-D-glucose (2-NBDG) や放射性同位体標識した 

[3H]-2DG または[18F]-2-fluoro-2-deoxyglucose 等を用いて細胞内に取り込まれ

たアイソトープ量を測定する方法が存在する。31 これらの方法はどれも糖取り

込みの量を測定するために有用であるが、放射性同位体元素を使用する方法で

は放射線障害防止法 (文部科学省) の厳しい施設基準を満たしていることが必

要であり、2-NBDG は蛍光基を付けたことによる立体的な障害が懸念される。

そこで、本研究では 2DG を細胞内に取り込ませ、resazurin を酵素反応により

生成する方法を選択した。 

Resazurin の蛍光量を指標にした 2DG を用いる過去の実験例では、骨格筋細

胞としてラット骨格筋由来の L6 細胞を用いており、本研究のマウス骨格筋由来

の C2C12 細胞とは異なる。そこで、はじめに、C2C12 細胞を用いた糖取り込

みアッセイでの最適な条件を決定するため、分化誘導条件、細胞の刺激時間の

検討を行った。糖取り込み促進作用物質としてはインスリンおよびそれとは異

なるシグナル経路である AMPK シグナル経路の活性化物質である AICAR を用

た。AICAR は骨格筋由来の細胞株である L6 細胞や C2C12 細胞に対して有効な



21 
 

AMPK の活性化剤としてよく用いられている。32 この AMPK の活性化にとも

ない細胞内への糖取り込みが促進される。 

 

1111----1. 1. 1. 1. 分化誘導条件の検討分化誘導条件の検討分化誘導条件の検討分化誘導条件の検討    

 

 マウスの骨格筋由来細胞C2C12は一般的に血清濃度の高い培地から低い培地

に変えることで分化誘導が可能である。また、その時に、tunycamycin を作用

させ小胞体ストレスを加えることで筋分化を促進する報告がある。33 そこで、

tunycamycin の処理の有無が分化の程度の向上に有効かどうかを確かめること

とした。 

血清濃度の低い培地である DMEM (+2% HS) を用いて 7 日間分化させた

C2C12 細胞と、tunycamycin で一時間刺激して小胞体ストレスを加えたのち、

DMEM (+2% HS) により 7 日間分化させた細胞を比較した。その結果、低血清

濃度培地のみによる分化誘導法では細胞が分化している様子が確認できたが、

tunycamycin を作用させた分化誘導法では分化にともなう形態変化を確認でき

なかった。したがって、本研究では小胞体ストレス負荷では分化誘導がみられ

ないと判断した (Fig. 3) 。 

 

Fig. 3. Differentiation in the presence or absence of tunicamycin. 

left figure : without tunicamycin 

right figure : with tunicamycin 
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そこで、tunicamycin は用いず、通常の DMEM (+2% HS) による分化誘導処

理を行うこととした。 

 

1111----2.2.2.2.    刺激時間の検討刺激時間の検討刺激時間の検討刺激時間の検討    

 

 次に糖取り込み促進作用を検出するためのサンプルによる刺激時間を検討し

た。 

 糖取り込み促進作用のポジティブコントロールであるインスリンで刺激を行

い、その糖取り込み量から適切な刺激時間を判断することとした。その結果、1

時間刺激した場合に比べて 4 時間刺激した方が、コントロールに比べて糖取り

込みが促進されることがわかった (Fig. 4) 。そこで、以降の糖取り込みアッセ

イにおける細胞刺激時間は 4 時間で行うこととした。 

 

Fig. 4. Incubation time with insulin influences glucose uptake of C2C12 cells. 

Results are expressed as a percentage of controls in glucose uptake 

normalized to control, as determined from four independent assays. ＊p < 

0.05 versus control. 
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1111----3. 3. 3. 3. 血清飢餓時間の検討血清飢餓時間の検討血清飢餓時間の検討血清飢餓時間の検討    

 

C2C12 細胞をインスリンと同じ時間 200 µM AICAR を含む DMEM (+2% 

HS) で刺激したが糖取り込み促進作用が安定して検出できなかった。そこで、

取り込みに影響を与える可能性のある要因を除くため、細胞周期に関わるシグ

ナルの除去に有効な血清飢餓処理を行うこととし、その条件検討を行った。34 ま

た、AMPK 阻害剤である dorsomorphin の効果もあわせて検討した。 

 血清飢餓処理は分化誘導時に用いた DMEM (2% HS) 培地を血清無しの

DMEM に培地交換することによって行った。これまでの糖取り込みアッセイの

研究において血清飢餓処理の時間が複数試されている。32,35 経時的に変化を検

討したところ、血清飢餓処理時間が 3, 5, 18 時間では AICAR 刺激時の糖取り込

み促進および AMPK の阻害剤である dorsomorphin による抑制量が安定しない

のに対し、1 時間では糖の取り込み量が他の時間に比べて安定していた (Fig. 

5) 。そこで以降は血清飢餓処理時間を 1 時間にしてアッセイを行うこととした。 

 

1111----4. 4. 4. 4. まとめまとめまとめまとめ    

 

糖取り込みのアッセイを行う上で活性が安定して測定できる条件を決定した。

検討項目は細胞の分化促進方法、インスリンによる刺激時間、AICAR 処理前の

血清飢餓処理時間の 3 つとした。C2C12 細胞の分化誘導の方法としては、単に

培地を DMEM (+2% HS) に変えるだけで十分であり、その時に tunicamycin

処理を施すことはかえって分化を抑えることがわかった。また、刺激時間につ

いては 1 時間では不十分であり 4 時間で活性の十分な上昇が見られた。AMPK

シグナル経路に関してはAICAR刺激前の血清飢餓処理時間について、1, 3, 5, 18

時間のうち最も糖取り込み活性が安定していたのは 1 時間であった。 
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Fig. 5. Serum starvation affect glucose uptake time-dependent. 

Each starvation time is (a : 1 h, b : 3 h, c : 5 h, d : 18 h). Concentrations of 

AMPK activator (AICAR) and AMPK inhibitor (dorsomorphin) are 200 µM 

and 10 µM. Each color bar indicates independent experiment result. 
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2. 2. 2. 2. ヒドロキシアミン関連化合物の糖取り込み促進作用ヒドロキシアミン関連化合物の糖取り込み促進作用ヒドロキシアミン関連化合物の糖取り込み促進作用ヒドロキシアミン関連化合物の糖取り込み促進作用の検討の検討の検討の検討    

 

 前項で C2C12 細胞を用いた糖取り込みアッセイの条件を決定したので、ヒド

ロキシアミンに関連する化合物をいくつか選び、その中でヒドロキシアミンよ

りもさらに糖取り込み促進作用の強い化合物を検索することとした。選んだ化

合 物 は benzohydroxamic acid (BzA), N-methylhydroxylamine (N-MA), 

N-benzylhydroxylamine (N-BA), O-Benzylhydroxylamine (O-BA), 

Ammonium chloride (AC)の 5 つである。 

 

2222----1. 1. 1. 1. ヒドロキシアミン関連化合物ヒドロキシアミン関連化合物ヒドロキシアミン関連化合物ヒドロキシアミン関連化合物をををを用用用用いいいいたたたた糖取り込み糖取り込み糖取り込み糖取り込みアッセイアッセイアッセイアッセイ    

 

 糖取り込みアッセイの結果、HA の窒素をメチル化した N-MA と酸素をベン

ジル化した O-BA では活性が見られなかったのに対し、酸素をベンゾイル化し

た BzA、窒素をベンジル化した N-BA、および AC ではわずかながら活性が見

られた。しかし、これらはいずれも HA の活性には及ばなかった。HA は濃度依

存的な活性の上昇を顕著に示すとともに、高濃度では最適濃度のインスリンよ

りも高い活性が見られた。 (Fig. 6) 。 

 

2222----2222. . . . まとめまとめまとめまとめ    

 

 HA は 100 µM ～1 mM の範囲で濃度依存的に糖取り込み促進作用を増大さ

せることが示された。しかし、HA の構造を変えると、その活性が顕著に低下す

ることもわかった。よって、HA の骨格を基本として糖取り込み促進作用を高め

るような化合物を見出すことは困難であると予想された。また、本研究とアッ

セイ方法は異なるが、5 mM HA 刺激を 20 分加えることでコントロールと比べ

約 4 倍の糖取り込み活性を示した報告もあることから、29 1 mM 以上の高濃度

で HA 刺激を行えば、C2C12 細胞でさらに糖取り込み促進作用が上昇する可能
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性も考えられる。 

 

  

Fig. 6. Effect of selected compounds on glucose uptake by C2C12 myotubes. 

Structures of compounds; Hydroxylamine (HA), Benzohydroxamic acid (BzA), 

N-Methylhydroxylamine (N-MA), N-Benzylhydroxylamine (N-BA), 

O-Benzylhydroxylamine (O-BA), Ammonium chloride (AC) and glucose 

uptake following 4h treatment with insulin or each compound. Results are 

expressed as the fold change in glucose uptake normalized to control based 

on four independent assays performed. ＊p < 0.05 versus blank. 
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3. HA3. HA3. HA3. HA の関わるシグナル経路の検討の関わるシグナル経路の検討の関わるシグナル経路の検討の関わるシグナル経路の検討    

 

 HA はマウス由来の線維芽細胞である L929 fibroblast 細胞に対して GLUT1 

(glucose transporter 1)を活性化することで糖の取り込み作用を発揮し、この作

用は細胞内で HA が変換された nitroxyl によって引き起こされると報告されて

いる。36 しかしながらこの例では、20 分程度の細胞刺激で糖取り込み作用が確

認されているのに対し、本研究では 4 時間と比較的長時間の刺激を行って初め

て糖取り込み作用が確認され、作用濃度に関しても前報 (5 mM) と比べて本研

究では 500 µM と 10 倍低い濃度で活性がみられているという違いがある。 

一方、HA に関連した化合物として、ベンジルアミンとメチルアミンが糖取り

込み促進作用を担う化合物として報告されている。この場合、これらのアミン

は semicarbazide-sensitive amine oxidase (SSAO) や monoamine oxidase 

(MAO)の基質となり、酸化反応によって過酸化水素を発生する。この過酸化水

素が IRS1 を活性化することにより、糖取り込み促進作用を発揮するとされてい

る。37,38 

 HA は本研究における骨格筋細胞を用いた系では、これまでに報告されている

nitroxyl あるいは過酸化水素生成を介する系とは異なる作用経路で効果を発揮

している可能性が考えられた。そこで、そのことを確認するために、nitroxyl

および過酸化水素のスカベンジャーを用いてこれらの活性酸素種の関与につい

て検討した。 

 

3333----1. 1. 1. 1. LLLL----cysteinecysteinecysteinecysteine によるによるによるによる HAHAHAHA のののの糖取り込み糖取り込み糖取り込み糖取り込み促進促進促進促進活性の阻害活性の阻害活性の阻害活性の阻害のののの検討検討検討検討    

 

 HA の糖取り込み促進作用が nitroxyl のスカベンジャーとして働く

L-cysteine36,39によって阻害されるかどうかを確かめることにより、活性本体と

して nitroxyl が関与しているかどうかを判断することとした。その結果、

L-cysteine によって HA の作用は阻害されなかった (Fig. 7) 。この結果から、
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骨格筋細胞に対する HA の糖取り込み促進作用には nitroxyl は関わっていない

ことが示唆された。 

 

 

Fig. 7. Effect of L-cysteine on enhancement of glucose uptake by HA. 

Differentiated C2C12 myotubes were treated with HA (500 µM), L-cysteine 

(10 mM) or mixture of HA and L-cysteine for 4 h. Results are expressed as a 

percentage of controls in glucose uptake normalized to control, as 

determined from four independent assays. ＊P < 0.05 versus blank. N.S.: No 

significance. 

 

3333----2. 2. 2. 2. GGGGlutathiolutathiolutathiolutathionenenene によるによるによるによる HAHAHAHA のののの糖取り込み糖取り込み糖取り込み糖取り込み促進促進促進促進活性の阻害の検討活性の阻害の検討活性の阻害の検討活性の阻害の検討    

 

次に、過酸化水素を含む活性酸素種の捕捉剤である glutathione を加えること

で、HA による糖取り込み促進が阻害されるかを確認した。その結果、HA 作用

時にglutathioneを添加してもHA単独で刺激した場合と比較して糖取り込み促

進作用の有意な減少が確認されなかった (Fig. 8) 。 
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Fig. 8. Effect of glutathione on enhancement of glucose uptake by HA. 

Differentiated C2C12 myotubes were treated with HA in the presence or 

absence of glutathione. HA 500 µM, Glutathione 1 mM. Results are 

expressed as a percentage of controls in glucose uptake normalized to control, 

as determined from four independent assays. ＊p < 0.05 versus blank. 

 

 また、過酸化水素はインスリンと共存することにより相乗的に糖取り込み能

が増大することが知られている。40 しかしながら、インスリン単独で刺激した

場合と、インスリンと HA の両方で刺激した場合で、糖取り込み量に有意な差

は見られなかった (Fig. 9) 。 

これらの結果は HA の糖取り込み促進作用が過酸化水素によらないことを示

唆している。つまり、これまでに糖取り込み促進作用が報告されているアミン

関連化合物とは異なり、HA の作用は過酸化水素によるものではないことが示唆

された。 
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Fig. 9. Glucose uptake of C2C12 myotubes after stimulation with mixture of 

insulin and HA. 

Differentiated C2C12 myotubes were treated with insulin, HA or mixture of 

insulin and HA for 4h. Results are expressed as a percentage of controls in 

glucose uptake normalized to control, as determined from four independent 

assays. ＊p < 0.05 versus blank. No significant difference was observed 

between [insulin] and [insulin + HA]. 

 

3333----3333. . . . まとめまとめまとめまとめ    

 

 HA が細胞内に取り込まれた後に何らかの低分子シグナル化合物を介して作

用を及ぼしている可能性について検討したが、糖取り込み促進作用における HA

の活性には nitroxyl や過酸化水素が関与していないことが示された。この結果

を踏まえると、細胞膜表面の受容体や細胞内の因子に対して HA 自身が活性の

本体として直接作用している可能性が考えられる。  
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4. HA4. HA4. HA4. HA の糖取りの糖取りの糖取りの糖取り込み促進作用に関わるシグナル経路の解析込み促進作用に関わるシグナル経路の解析込み促進作用に関わるシグナル経路の解析込み促進作用に関わるシグナル経路の解析    

 

 骨格筋細胞の糖取り込みを担う主要なグルコーストランスポーターは

GLUT1 と GLUT4 である。41 §3-1 において、HA の糖取り込み促進作用は

GLUT1 の活性化因子として報告されている nitroxyl を介したものではないこ

とが示されたので、GLUT1 を介した糖取り込みの可能性は低いと考えられた。

そこで次にインスリン作用において活性化される GLUT4 に着目して作用機構

を解析することとした。 

骨格筋細胞で GLUT4 が関連する糖取り込みのシグナル経路には、インスリ

ン受容体から始まるインスリンシグナル経路と AMPK シグナル経路がある。イ

ンスリンシグナル経路ではインスリン受容体に対してインスリンが作用するこ

とによってインスリン受容体がリン酸化され、そのシグナルが IRS1, PI3K, Akt

に伝わり、細胞内の小胞体に局在している GLUT4 が細胞膜表面に移行する。

この移行した GLUT4 を介して細胞外から細胞内へ糖が取り込まれる。一方、

筋肉の収縮などで活性化される AMPK シグナル経路でも GLUT4 の膜移行を介

して糖が取り込まれる (Fig. 10) 。そこで、実際に GLUT4 が HA の糖取り込み

促進作用に関与しているかを確認した後、インスリン経路、AMPK 経路の阻害

剤を用いた糖取り込みアッセイを行うことで、HA がどちらの経路に関わってい

るかを確かめることとした。 
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Fig. 10. Signaling pathway of glucose uptake in muscle cells. 

    (LY294002 : PI3K inhibitor, Dorsomorphin : AMPK inhibitor ) 
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4444----1. GLUT41. GLUT41. GLUT41. GLUT4 阻害剤を用いた糖取り込みアッセイ阻害剤を用いた糖取り込みアッセイ阻害剤を用いた糖取り込みアッセイ阻害剤を用いた糖取り込みアッセイ    

 

HA の作用に GLUT4 が関わっているかどうかを確かめるために、グルコース

トランスポーターを介した糖取り込みの阻害剤である cytochalasin B による活

性の変化を調べた。41 Cytochalasin B 50 µM 添加によってインスリンによる糖

取り込み促進は完全に抑制された。同様に、HA による糖取り込み増大も有意に

減少した (Fig. 11) 。つまり、HA による糖取り込み促進作用にはインスリン作

用と同様にグルコーストランスポーターが関わっていることがわかった。すで

に GLUT1 が関わっている可能性は低いと考えられたため、HA は GLUT4 を介

して細胞内への糖取り込み促進作用を担っていることが考えられた。 

 

Fig. 11. Effect of HA inhibition on glucose uptake by using inhibitor of 

glucose transporter. 

C2C12 myotubes were treated with 100 nM insulin or 500 µM HA in the 

presence or absence of the 50 µM cytochalasin B. Results are expressed as a 

percentage of controls in glucose uptake normalized to control, as 

determined from four independent assays. ＊P < 0.05 versus blank, #P < 0.05 

versus [HA]. 
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4444----2. HA2. HA2. HA2. HA の作用経路の確認の作用経路の確認の作用経路の確認の作用経路の確認    

 

 前項で HA の糖取り込み促進作用には GLUT4 が関わっていることが確かめ

られたので、続いて GLUT4 の活性化につながるインスリンシグナル経路およ

びAMPKシグナル経路の阻害剤を用いることによりHAの糖取り込み促進作用

が阻害されるかどうかについて検討を行うこととした。 

 

4444----2222----1.1.1.1.    阻害剤阻害剤阻害剤阻害剤処理実験の条件処理実験の条件処理実験の条件処理実験の条件検討検討検討検討    

 

 実験に先立って、最適な阻害剤濃度、および阻害剤によるプレインキュベー

トの有無の 2 つについて条件検討を行った。 

まず、インスリンシグナル経路のポジティブコントロールとして 100 nM イ

ンスリン、阻害剤としてインスリンシグナル経路中の PI3K を阻害する

LY294002 を用いた。まず、阻害剤によりあらかじめ 30 分プレインキュベート

を行った後、インスリンと LY294002 の両方で刺激を行う方法とプレインキュ

ベーションを行わずにインスリンと LY294002 の両方で刺激を行う方法を比べ

た結果、阻害剤によるプレインキュベーションを行った方がインスリンのみで

の活性の上昇および阻害剤添加による活性の低下が顕著に見られた。また、こ

の場合の最適な阻害剤濃度は 30 µM であった (Fig. 12a) 。 

次に、AMPK シグナル経路についても検討を行った。ポジティブコントロー

ルとして 200  µM AICAR、阻害剤として AMPK シグナル経路中の AMPK を阻

害する dorsomorphin を用いた。インスリンシグナルの場合と同様に検討を行っ

たところ、プレインキュベ―ション有りで阻害剤濃度は 5 µM が適切と判断した 

(Fig. 12b) 。 
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Fig. 12. Enhancement of glucose uptake effect in the presence or absence of 

preincubation with inhibitors (a : LY294002, b : dorsomorphin). 

Concentration of insulin is 100 nM, AICAR is 200 µM, HA is 500 µM. 
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4444----2222----2. 2. 2. 2. インスリン経路の阻害剤インスリン経路の阻害剤インスリン経路の阻害剤インスリン経路の阻害剤による糖取り込み促進作用の阻害効果による糖取り込み促進作用の阻害効果による糖取り込み促進作用の阻害効果による糖取り込み促進作用の阻害効果    

 

阻害剤の添加条件が決まったので、HA の糖取り込み促進作用に関わる機構を

明らかにすることとした。まず、HA がインスリンシグナル経路中の PI3K 活性

化に対して作用するかどうかを確かめるために、PI3K 阻害剤 (LY294002) を

糖取り込みアッセイに用いた。その結果、PI3K 阻害剤によって HA の糖取り込

み促進作用が阻害されることが確かめられた (Fig. 13) 。 

 

Fig. 13. Effect of HA inhibition on glucose uptake by using inhibitor of 

insulin signaling pathways. 

C2C12 myotubes were treated for 4 h with 100 nM insulin, 500 µM HA in the 

presence or absence of the cell signaling inhibitor LY294002. Result is 

expressed as a percentage of control in glucose uptake normalized to control, 

as determined from four independent assays. ＊p < 0.05 versus blank. 
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4444----2222----3333. . . . AMPKAMPKAMPKAMPK 経路の経路の経路の経路の阻害剤による糖取り込み促進作用の阻害効果阻害剤による糖取り込み促進作用の阻害効果阻害剤による糖取り込み促進作用の阻害効果阻害剤による糖取り込み促進作用の阻害効果    

 

 次に、HA が AMPK シグナル経路に作用するかどうかを確かめるため、AMPK

阻害剤  (dorsomorphin) を用いて同様に糖取り込みアッセイを行ったが、

AMPK 阻害剤による糖取り込み作用の減少は見られなかった (Fig. 14) 。これ

らの結果から、HA の糖取り込み促進作用には AMPK シグナル経路ではなく、

PI3K シグナル経路が関わっていることが示唆された。 

 

 

Fig. 14. Effect of HA inhibition on glucose uptake by using inhibitor of AMPK 

signaling pathways. 

C2C12 myotubes were treated for 4 h with 200 µM 

5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribofuranoside (AICAR; an analog of 

AMP that stimulates AMPK), or 500 µM HA in the presence or absence of the 

cell signaling inhibitor dorsomorphin. Result is expressed as a percentage of 

control in glucose uptake normalized to control, as determined from four 

independent assays. ＊p < 0.05 versus blank. 
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4444----3333. . . . インスリンシグナル経路に関わる因子インスリンシグナル経路に関わる因子インスリンシグナル経路に関わる因子インスリンシグナル経路に関わる因子の活性化の活性化の活性化の活性化のののの検出検出検出検出    

 

 §4-2-3 の結果から、HA による糖取り込み促進作用にはインスリンシグナル

経路中の PI3K の活性化が関わっていることがわかった。そこで、次にインスリ

ンシグナル経路に関わるタンパク質のリン酸化割合が上昇していることを確認

することで、HA の作用機構をさらに明らかにすることとした。 

標的タンパク質として、PI3K のすぐ下流でシグナルを伝達する Akt とその上

流でインスリン受容体の活性化にともなってリン酸化される IRS1 を対象とし

た。 

 

4444----3333----1. Akt1. Akt1. Akt1. Akt の活性化状態の検出の活性化状態の検出の活性化状態の検出の活性化状態の検出    

 

 HA の糖取り込み作用機構が PI3K の経路を介していることを確認するため、

その下流の因子である Akt のリン酸化が HA によって増強するかどうかを確か

めた。分化した C2C12 細胞を阻害剤の存在下または非存在下で 500 µM の HA

で刺激した結果、HA の刺激による Akt のリン酸化と、PI3K 阻害剤である

LY294002 による作用の消失が確認された (Fig. 15)。この結果により、HA が

PI3K の経路に関わることが再確認された。 
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Fig. 15. HA induces phosphorylation of Akt. 

C2C12 myotubes were treated with 100 nM insulin or 500 µM HA in the 

presence or absence of the PI3K inhibitor LY294002. The results are 

representative of four independent assays.  

 

4444----3333----1. IRS11. IRS11. IRS11. IRS1 の活性化状態の検出の活性化状態の検出の活性化状態の検出の活性化状態の検出    

 

次に、PI3K の上流の因子として IRS1 の活性化について確かめた。Fig. 16

に示した時間 (1, 3, 15 分) で HA により刺激したところ、IRS1 は時間依存的に

活性化され、3 分の刺激時間において有意な活性化が確認された。ゆえに、HA

の糖取り込みに IRS1 のリン酸化が関わっていることが示唆された。 
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Fig. 16. HA induces phosphorylation of IRS-1. 

C2C12 myotubes were treated with 100 nM insulin or 500 µM HA for 0, 1, 3, 

or 15 min. The results are representative of four independent assays.  

 

4444----4444. . . . まとめまとめまとめまとめ    

  

  §4-1 で cytochalasin B によって HA の糖取り込み促進作用が阻害されたこ

とから、HA による糖取り込み促進作用にはグルコーストランスポーターが関わ

ることは明らかである。また、§4-4 より、HA が IRS1 と Akt のリン酸化を促

進することが明らかになった。以上より、HA はインスリンシグナル経路によっ

て作用していることが明らかになった。 
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5555. . . . 考察考察考察考察    

5555----1111. . . . ヒドロキシアミンの構造と糖取り込み促進作用についヒドロキシアミンの構造と糖取り込み促進作用についヒドロキシアミンの構造と糖取り込み促進作用についヒドロキシアミンの構造と糖取り込み促進作用についてててて    

 

 今回の研究で用いたHAを除くアミン関連化合物 (BzA, N-MA, N-BA, O-BA, 

AC) には糖取り込み活性がない、または非常に小さかった。このように構造的

に似ているものの、その活性に大きな差がある原因の可能性として、化合物の

細胞膜透過性が考えられる。アミン関連化合物の細胞膜透過性として HA によ

る細胞膜の透過性に対する研究報告がなされている。その報告では、カエルの

骨格筋細胞を用いた電位クランプ法により、HA のカチオンであるヒドロキシア

ンモニウムが Na+および Li+と同程度の 90%程の細胞膜透過性を持つのに対し、

AC は 11%程度と低いことが報告されている。42 このように、HA と AC におけ

る構造的な違いはわずかであるが、膜透過性の差が大きいことが HA と AC の

活性の差を高めている一つの要因である可能性がある。BzA, N-MA, N-BA, 

O-BA のようなアシルあるいはアルキル化誘導体は HA 自身より疎水性が上昇

しているため、一般的には膜透過性の点で有利と考えられるが、このようなイ

オンチャネルによる輸送を考慮すればこれらの誘導体の活性の低さも説明可能

である。 

 もし HA がインタクトなまま細胞内へ取り込まれて作用しているとすれば、

何らかの小分子メディエーターに変換されて、それが HA の活性本体として働

いている可能性が高い。しかしながら、§3-1 と§3-2 により、HA がこれまで

に報告のあるニトロキシルへ酸化されて作用している、あるいは酸化酵素によ

り過酸化水素の生成を介して作用しているという可能性は否定された。これま

でに、人の体内にモノアミンオキシダーゼ A (MAO-A) とモノアミンオキシダー

ゼ B (MAO-B) が存在し、MAO-A はセロトニン、エピネフリンを酸化、MAO-B

はフェネチルアミンを酸化することがわかっている。細胞内の主な過酸化水素

の発生源としても知られる MAO であるが、今回の結果から、HA は MAO-A と

MAO-B のどちらとも反応しなかった可能性が考えられる。他の何らかのメディ
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エーターを介して作用している可能性はあるものの、HA の生体内での反応やシ

グナル伝達解析の例が少なく、現段階で活性本体についての予測は困難である。 

 

5555----2222. . . . ヒドロキシアミンの作用機構についてヒドロキシアミンの作用機構についてヒドロキシアミンの作用機構についてヒドロキシアミンの作用機構について    

 

 HA が作用する経路については、§4-2 より Cytochalasin B により HA の糖

取り込み促進作用が阻害され、PI3K 阻害剤の LY294002 により阻害された一方

で、AMPK 阻害剤の dorsomorphin では HA の糖取り込み活性が阻害されなか

った。さらに、§4-3 よりインスリンシグナル経路の因子である Akt と IRS1 の

活性化が検出された。これらの結果から、HA が作用するのはインスリンシグナ

ル経路であり、AMPK シグナル経路ではないことが明らかになった。 

 

Fig. 17. Signaling pathway of glucose uptake in muscle cells. 

(LY294002 : PI3K inhibitor, Dorsomorphin : AMPK inhibitor, Cytochalasin 

B : glucose transporter inhibitor) 

 

 インスリンシグナルが伝わる際に、IRS1 のチロシン残基のリン酸化が起こる

ことがわかっているため、今回は IRS1 のリン酸化 Tyr1222 の検出を行った。
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その経時的な変化がインスリン刺激の場合と HA では異なっていた。インスリ

ン刺激の場合は刺激直後に IRS1 が活性化され、その後は多少減少するのに対し、

HA 刺激の場合は 1 分～15 分まで経時的に IRS1 の活性が上昇する傾向が見ら

れた。つまり、活性化される因子はインスリンと同様であるが、そのシグナル

経路の活性化時間に関しては差があると言える。 

続いて、Akt の活性化について、骨格筋における Akt の役割は重要であり、

今回リン酸化検出の標的因子とした Akt の Ser473 がリン酸化されることで、

細胞膜表面への GLUT4 移行量の増加が起こる。43 さらに、Ⅱ型糖尿病患者で

は骨格筋細胞における Akt の活性化割合は健常者の 66%にまで低下している。

44 今回、HA 刺激によって Akt の Ser473 の活性化が起こり、GLUT4 の細胞膜

への移行が起こることによって糖取り込みの促進が起こったものと推察される。  

IRS1 の上流の因子は限られているので、HA が作用する可能性としてインス

リンのインスリン受容体への結合を考える。インスリンのインスリン受容体に

対する結合様式については最近その詳細な機構が明らかになった。インスリン

の L1 領域に存在する疎水性アミノ酸残基がインスリン受容体のαCT らせん体

に接触していると報告されている。45 よって、HA がインスリンと同様に作用

するのであれば、このαCT に結合すると考えられる。しかし、上記のようにαCT

には疎水性残基が結合しており、親水性の HA では異なる位置に結合する可能

性もある。一方、IRS1 について、著者の知る限り IRS1 に直接作用することで

活性化する化合物は存在しないので、HA の結合部位については考察が難しい。 

本研究ではインスリンシグナル経路に関わる因子の活性化のみに着目したが、

HA がインスリンシグナル伝達の活性化を抑制する因子と作用している可能性

もある。活性化を抑制する機構がインスリンシグナルには存在する。その代表

的な細胞内の因子は protein phosphatase 1B (PTP1B) である。この因子はチ

ロシンリン酸化したインスリン受容体の脱リン酸化を促進する作用を持つこと

が既に報告されている。46 すなわち、PTP1B の作用が強ければ、インスリンシ

グナル経路におけるインスリン受容体よりも下流の因子の活性化が抑制されて
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ネガティブなフィードバックがかかることになる。このようなインスリンシグ

ナルのネガティブなフィードバックに関わる因子について調べることによって、

HA のより詳細な作用機構が明らかになると期待される。 

 

5555----3333. . . . 今後の展望今後の展望今後の展望今後の展望    

 

序論でも述べたように、HA は脂肪酸の酸化防止剤としての作用を持ち、HA

関連化合物には抗アレルギー作用と抗炎症作用が報告されている等、その有用

性が期待できる。今回の研究では骨格筋細胞にのみ着目したが、脂肪細胞や他

の組織への糖取り込み促進作用も期待できるかもしれない。一方で、毒性の指

標である LD 値について、HA は 141 mg/kg であることが、ラットに対する経

口投与の研究から明らかになっている。さらに、ヒトに対して眼、皮膚、気道

を刺激するとの作用も報告されている。また、HA は反応過程において高温にす

ると爆発性を有する他、HA 自身による粘膜への刺激性により、その薬剤への応

用が困難であるとも言える。しかし、ビグアナイド薬を作るために、生体に対

する毒性の強いグアニジンが応用された例もあることから、HA の構造を工夫す

ることにより糖尿病治療薬への応用が可能になるかもしれない。または、本研

究における作用機構の解析により、HA の IGFR、IR または IRS1 への結合様式

が明らかになれば、その作用機構を応用してこの因子に直接作用する抗糖尿病

治療薬の開発につながることが期待される。ゆえに、単純な構造を持つ HA と

その関連化合物は糖尿病治療における効果的な薬剤の開発に応用でき、今後の

研究に期待したい。 
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要約要約要約要約 

 

本論文では以下の 4 つのことを明らかにした。１つ目として、マウス骨格筋

由来の C2C12 細胞を用いた糖取り込みアッセイにより、HA が骨格筋細胞に対

して糖取り込み促進作用を持つことを示した。また、２つ目として、HA とその

関連化合物についての糖取り込みアッセイにより、HA はその小さな分子全体が

活性に重要であることを示した。３つ目として、L-cysteine と glutathione を用

いた糖取り込みアッセイにより、HA の活性は nitroxyl と過酸化水素を介さな

い独自の作用であることを明らかにした。最後に、PI3K の阻害剤である

LY294002、AMPK の阻害剤である dorsomorphin、グルコーストランスポータ

ーの阻害剤である cytochalasin B を用いた糖取り込みアッセイにより、HA の

活性が椅子リンシグナル経路に関わること、続くウエスタンブロッティング法

での解析により、HA はインスリンシグナル経路内の Akt と IRS1 の活性化を介

して糖取り込み促進作用を発揮することを明らかにした。 
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SummarySummarySummarySummary    

 

 This thesis revealed four points about HA and its glucose uptake 

enhancement. First, by the glucose uptake assay using C2C12 cells, HA was 

shown to exhibit glucose uptake enhancement activity. Second, through the 

glucose uptake assay using HA and the derivatives, it was revealed that the 

whole structure of HA molecule plays an important role in its enhancement 

of glucose uptake. Third, the enhancement of glucose uptake by HA had no 

relation with nitroxyl or hydrogen peroxide, which can be mentioned from 

the glucose uptake assay employing L-cysteine and glutathione. And at last, 

based on the glucose uptake assay and western blotting analysis together 

with the use of LY294002 (PI3K inhibitor), dorsomorphin (AMPK inhibitor) 

or cytochalasin B (glucose transporter inhibitor), HA has been shown to 

induce its effect through the insulin signaling pathway by the activation of 

Akt and IRS1.  
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