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論文内容の要旨

【目的】

グルコース -6- リン酸脱リン酸化酵素 (G- 6 -Pase) は、グルコースー 6 ーリン酸をグルコースに変換する酵

素であり、主として肝臓において糖新生および糖放出を司る酵素であるo 本酵素は勝 3細胞ではグルコースセンサー

であるグルコキナーゼ (GK) の逆反応として働き、細胞内のグルコース利用能および ATP 合成能を調節すること

が考えられる。しかしながらインスリン分泌における G- 6 -Pase の代謝学的な関与は不詳であった。近年複数の

肥満糖尿病モデル動物において、糖尿病の進展に従って騨β細胞の G- 6 -Pase 活性が増加することが報告され、

勝 β細胞での G-6-Pase の生理的意義が注目されている。そこで本研究では、 G- 6 -Pase 活性を安定的に過剰

発現する牌β細胞株 (MIN 6 G-6 -Pase) を樹立し、 G- 6 -Pase 活性の変化が糖代謝およびインスリン分泌に

与える影響がどのようなものであるかについて分析した。

【方法ならびに成績】

安定的 G- 6 -Pase 過剰発現細胞の樹立

当研究室でクローニングした rat G-6 -Pase cDNA を pCXN2 ベクターに組み込み、発現プラスミド pCXN一G-

6 -Pase を作製したo 同プラスミドをマウス勝 β細胞株 MIN 6 に transfection し、抗生斉Ij G418により選択後、約

30の安定株を樹立したo これらのクローンに対し、 RT-PCR にてベクター由来の G-6 -PasemRNA の発現を確

認し、酵素活性を測定した。野生型に比し 3 、 7 、 24倍の G- 6 -Pase 活性を有するクローン (G 1 、 G4 、 G 8) 

を選別して以下の検討を行った。

G-6 -Paseのグルコース応答性インスリン分泌に与える影響

インスリンは、ラットインスリンを標準物質とした EIA 法を用いて測定した o 25mM グルコースに対するインス

リン分泌は、 G- 6 -Pase 活性の増加とともに段階的に抑制された。特に、 24倍の活性をもっG8 で、グルコース応

答性インスリン分泌は完全に抑制された。

G-6 -Pase の細胞内 ATP 含量および糖利用能に与える影響

細胞内 ATP 含量は 1uciferin-l ucif erase 法により定量した。グルコース利用能は、 3 ー [3H] -glucose を含む培

養液で 2 時間培養後、培養上清中の %3H20 の放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定し、グルコース利

用能とした。 5.5およひ~'25mM グルコースにおける ATP 含量および糖利用能は G- 6 -Pase 活性の増加に伴い低下
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し、インスリン分泌抑制の程度と相関した。糖利用能、 ATP 含量は G 1 では正常群とほぼ変わらず、 G4 で正常の

80% と 60%、 G8 で40% と 30%に各々低下した。以上より、 G- 6 -Pase 活性の増加に従って、勝 β細胞内の解糖系

の flux 及び ATP 合成が低下することが示された。

細胞内カルシウム濃度変化

25mMグルコースおよひ"30mM KCl に対する細胞内カルシウム濃度変化は fura- 2 AM を含む培養液で30分間培

養後、 Argus50/CA を用いて340nmおよひ"380nmにより励起された蛍光量の比を経時的に測定することで分析した。

KCl に対する細胞内 Ca 濃度の上昇反応は、正常 MIN6 および G8 で差を認めなかったが、 25mMグルコースに対す

る細胞内 Ca 濃度の上昇は G8 において消失した。

グルコース、ピルビン酸、およびフルクトースに対する細胞内 NAD (P) H 濃度変化とインスリン分泌

25mMグルコース、 20mM ピルビン酸、及び20mM フルクトースに対する細胞内 NAD (P) H濃度変化を共焦点顕

微鏡を用いて360nMの励起蛍光で経時的に測定した。 G8 では、細胞内 NAD (P) H濃度の上昇はグルコースに対し

て消失したが、ピルビン酸やフルクトースに対する反応は野生型との差を認めなかった。以上から、 G8 におけるイ

ンスリン分泌反応の低下は、 GK/G- 6 -Pase step での代謝変化により生じる事が示された。

【総括】

騨 β細胞の G- 6 -Pase 活性を上昇させると、その増加に従って段階的にインスリン分泌が抑制された。今回検

討した種々の代謝学的分析結果を総合すると、 G- 6 -Pase 活性の変化が、 GK/G- 6 -Pase step での相対的な酵

素活性の比を変化させ、ネットでの糖利用能と ATP 合成の変化を介してグルコース応答性インスリン分泌の抑制に

関与することが明らかになったo 以上より、牌 3細胞の G- 6 -Pase 活性増加は、糖尿病で認められるグルコース

応答性インスリン分泌の低下を引き起こす要因のーっと考えられた。

論文審査の結果の要旨

グルコースー 6- リン酸脱リン酸化酵素は肝での糖放出及び糖新生において重要な役割を果たすことが知られてい

たが、勝 8細胞での役割についてはこれまで不明であった。そこで本論文では牌β細胞における G- 6 -Pase 活性

とインスリン分泌及び糖代謝との関連について検討した。

グルコース応答性インスリン分泌能の保持されているマウス牌 β細胞株 MIN6 に Rat G-6 -Pase cDNA を安定

的に過剰発現させ、各々コントロールに比し約 3 、 7 、 24倍の G- 6 -Pase 活性を有する 3 クローンを用いて、以

下の解析を行った。 G- 6 -Pase 活性増加に伴い、グルコース応答性インスリン分泌、糖利用能、 ATP 含量、細胞

内カルシウム濃度上昇も低下した。この現象は G- 6 -Pase 活性の増加による ATP 合成能の低下によるものと思わ

れた。また、 Glucokinase/G- 6 -Pase ステップを介さないで代謝される fructose および pyruvate によるインス

リン分泌および ATP 濃度変化を反映する細胞内 NAD (P) H濃度変化はコントロールに比し G- 6 -Pase 過剰発現

細胞では不変であったことから、 G- 6 -Pase 過剰発現細胞におけるグルコース応答性インスリン分泌の低下は G-

6 -Pase 活性の増加により生ずることが証明された。

本論文は、勝 S細胞における G- 6 -Pase 活性の増加が代謝的な視点からグルコース応答性インスリン分泌の低

下を介して糖尿病の進展因子となりうることを明らかにした点で学位の授与に値すると考えられた。
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