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(主査)
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(副査)
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論文内容の要旨

(目的)

クツレコキナーゼ CGK) と L型ピルビン酸キナーゼ CLPK) は，肝臓の糖代謝の調節に重要な役割

を果たしている酵素であるO ラットの肝臓におけるこれらの酵素の発現は，食餌やホルモンによって調

節されているO すなわち，高糖質食で誘導され，絶食や糖尿病では抑制されるo また糖尿病ラットにイ

ンスリンを投与すると これらの酵素は正常値に回復するが，グルカゴンや cAMP はグルコースやイ

ンスリンによる誘導を抑制するo これらの制御は主に転写レベルでなされているO ζ のように両酵素は

同様の調節を受けるが，その調節機序は同じではないものと考えられる。たとえば，食餌性グルコース

やインスリンによる誘導はGKのほうがLPKよりも早くみられるし，食餌性フルクトースとグリセロー

ルにより LPKは誘導されるが GKは誘導を受けない。この LPKに対するフルクースの作用機序は

血衆インスリンレベルによって異なり，正常ラットでは転写レベルで，糖尿病ラットでは転写後のレベ

ルで、主として作用していると考えられる。以上の結果は m VIVO での研究から得られたが， in vivo での

実験は多くの因子によって影響を受けるので，ホルモンや糖質の個々の作用について明確な結論を得る

ことは困難である O したがってこれらを分離して解析するためには培養細胞を用いる必要がある。本研

究ではラット初代培養肝細胞を用いてGK と LPKの遺伝子発現に及ぼすインスリンと糖質及びその代

謝産物の影響を調べた。

(方法)

コラゲナーゼ濯流法で分離したラット肝細胞をシャーレに接着させ，無血清ウィリアムス E培地で一

晩培養した後，ホルモン及び糖質を添加した。 GK, L P K, ﾟ -actin の mRNA量の測定はチオシ



アン酸グアニジン/塩化リチウム法で調製した total RN A を用い 32 p でラベルしたラットの GK と

LPKの cDNA及びヒト β-actin の遺伝子断片をプロープとしてノーザンブロット法，ドットフ、、ロッ

ト法で行った。

(成績)

(1) 0.1μMの濃度のインスリン添加により， GK と LPKの mRNAは経時的に増加した。すなわ

ち， GKはインスリン添加直後より急速な増加を示し， 12時間後に最大値に達した。 LPK は 6 時

間以後から増加し始め24時間後にほぼ最大値に達した。両 mRNAに対するこれらのインスリン

作用はその濃度に依存し 10nM で最大効果が示された。

(2) LPKmRNAに対するインスリン作用は培地中の糖質やその代謝産物によって影響を受けた。

すなわち，グルコース存在下ではその濃度に依存して著明な mRNA の増加がみられたが， 2 ーデ

オキシグルコースやピルビン酸の存在下ではインスリン作用は認められなかった。フルクトースや

グリセロール存在下で、インスリン作用は認められたが，その程度はグルコース存在下でよりも非常

に弱いものであった。どの糖質もインスリンの非存在下では効果が認められなかった。これらの結

果からインスリンによる LPKmRNAの誘導はグルコースの代謝産物を必要とし，この物質はフ

ルクトースやグリセロールからもある程度できることが示唆された。一方 GKmRNAのインス

リンによる誘導はLPKとは対照的にグルコースが存在しなくても また 2-デオキシグルコース

の存在下でも同様に認められた。

(3) 両 mRNAに対し デキサメサゾンは単独では抑制的に作用したがインスリンと共存するとそ

の作用を著明に増強した。 T 3 は単独またはデキサメサゾンとの共存下では両 mRNAに対しそれ

ほど影響を与えなかったがインスリンとデキサメサゾンによる GKmRNA の誘導のみを著明に

増加させた。 cAMP は両 mRNAに対するインスリン作用を完全に抑制した。

(4) 両 mRNAに対するインスリン作用はタンパク合成阻害剤のシクロへキシミドにより抑制され

た。また，プロテインキナーゼCの阻害剤である H7 によっても抑制されたが，ホルボールエステ

ルは両 mRNAに影響を与えなかった。

(総括)

初代培養肝細胞を用いてGK及びLPKの遺伝子発現に及ぼすホルモンと糖質の影響を検討した。

GK と LPKmRNAは共にインスリンの濃度依存性に誘導されたが，その機序は異なっていた。すな

わち GKに対するインスリン作用はグルコースの存在を必要としないが LPKの場合はグルコースの

代謝と密接に関係していることが示唆された。デキサメサゾンはLPK と GK に， T 3 は GK に対する

インスリン作用に permissive action のあることが認められた。両 mRNAに対するインスリン作用は

共にタンパク質合成を必要とした。 H7 はインスリン作用を抑制したが，ホルボールエステルの作用は

認められなかったので，プロテインキナーゼC は関与していないものと考えられた。

つ
臼

円
。



論文審査の結果の要旨

本研究は初代培養肝細胞を用い，インスリンによるク*ルコキナーゼと L型ピルビン酸キナーゼの遺伝

子発現の制御機構を解析したもので m VIVO での研究をさらに発展させた。則ち，両遺伝子に対するイ

ンスリン作用に於けるクールコース代謝の必要性の有無，種々の糖質やその代謝産物との関係，グルココ

ルチコイドや甲状腺ホルモンとの関係 タンパク質合成の必要性の有無等に関して新知見を得た。

これらの結果はインスリンによる遺伝子発現の制御機構の解明に寄与する所が大きく，学位論文とし

て充分に値するものと考えるO




