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要旨

緑茶ポリフェノールであるカテキンには､(-)-epigallocatechin-3-gallete(EGCG)､

(-)-epicatechin-3lgallete､(-)-epigallocatechin､(-)-epicatechinの 4種類が存在する

これらのうち EGCG は最も生理活性が高く､invivoおよび invitroにおいて､

発ガン抑制､コラーゲン誘導関節炎､酸化ス トレス誘導性神経変性病､肥満､

そして 2型糖尿病といった病態を改善する作用を有することが明らかにされ

ている｡

ラットenhancerofspliLandhairy-relatedprotein(SHARP)-1および SHARP-2

は､basichelix-loop-helix型転写因子であり､互いにホモおよび-テロ 2量体を

形成L Ebox配列に結合して標的遺伝子の転写を抑制する｡現在までに､ラッ

ト肝においてインスリンが phosphoinositide3-kinase(PI3-K)経路を介して

SIIARP-2遺伝子の転写を促進すること､SHARP-2を高発現することにより､

糖新生系酵素遺伝子の phosphoenolpymvatecarboxykinase(PEPCK)遺伝子の発

現を低下させることが明らかにされている｡したがって､SHARP-2がインスリ

ンによる血糖低下に関わる遺伝子である可能性が示されている｡また､ラット

高分化型肝癌細胞株である H4ⅠIE細胞を EGCG処理することにより､インス

リンと同様の時間経過で SIIARP-2遺伝子の発現を誘導することが報告されて

いる｡これに対して､SHARP-1については､特に肝臓では､その遺伝子の発現

調節メカニズムについてはほとんど明らかにされていなかった｡しかし､最近､

SHARP -1mRNA もインスリンで誘導されることが明らかにされた｡そこで､

EGCG のようにインスリン以外の生理活性物質で SHARP-1遺伝子の発現調節

ができれば､血糖調節が可能となり､インスリン抵抗性 ･糖尿病などの病態の

予防や改善に応用できる可能性が考えられる｡

そこで本研究では､EGCG が sHARP-1遺伝子の発現を誘導するかどうかを

検討するとともに､そのメカニズムを解析することを目的とした｡

初めに､インスリンと同様､EGCGでも SHARP-1mRNA の発現が制御され

ているかを検討した｡様々な濃度 ･時間で EGCG 処理した H4ⅠIE細胞から

totalRNA を調製し､リアルタイム PCR法を用い SHARP-1mRNA の発現量を

測定した｡その結果､SHARP-1mRNA 量は､EGCG により早期にかつ一過性

に増加した｡

次に､EGCG による SHARP-1遺伝子の発現誘導にどの細胞内シグナル伝達



経路が関与するかを検討した｡H4ⅠIE細胞を､シグナル伝達酵素であるプロテ

インキナーゼやプロテインフォスフアタ-ゼに対する各種阻害剤で処理した｡

その結果､EGCG による SHARPllmRNA 量の増加は､PI3-K を阻害する

LY294002､および proteinkinaseC(PKC)を阻害する staurosporineで部分的に

抑制された｡apKC入′は､肝臓では PI3-K の下流因子の一つと報告されている｡

そこでアデノウイルス感染系を用い､ドミナントネガティブ変異型 apKC入′を過

剰発現したところ､EGCG による SHARP-1mRNA の増加が抑制された｡さら

にウェスタンブロット解析により､EGCG処理により aPKC九のリン酸化が早

期にかつ一過性に増加することが判明した｡

EGCG による SHARP-1mRNA の誘導は､PI3lKや pKCの阻害剤､また ド

ミナントネガティブ変異型 apKC九の感染では完全には阻害されなかったため､

他のシグナル伝達経路の関与が示唆された｡AMP-activatedproteinkinase(AMPK)

の阻害剤である compound-C､もしくは転写因子 nuclearfactor-kappaB(NF-kB)

の阻害剤である BAYlll7082で処理したところ､EGCG による SHARP-1遺伝

子の発現誘導が部分的に抑制された｡さらに､これらの阻害は相加的効果であ

った｡次に､AMPK の活性化剤である AICARで H4HE細胞を処理したとこ

ろ､SHARP-1mRNA の発現量は濃度依存的に増加し､その経時的変化は EGCG

処理と同様であった｡さらに LY294002､compound-C､および BAYlト7082の

3種で同時に処理した場合､その発現誘導は完全に阻害された｡

次に､EGCG による SHARP-1mRNA の誘導が転写レベル､もしくは転写後

レベルで調節されているかを､RNApolymeraseIIの阻害剤である actinomycinD

を用い検討した｡その結果､EGCG による SHARP-1mRNA の誘導は､部分的

に抑制された｡そこで､EGCGがラットSHARP-1遺伝子のプロモーター活性

を増加するかどうかについて､-1501から -1の領域 を用いてルシフェラーゼ

リポーターアッセイを行ったが､検討した領域は EGCG処理に応答しなかった｡

さらに､活性化型 NF-kBp65サブユニットがラットSHARP-1遺伝子のプロモ

ーター活性を刺激するかどうかを検討したところ､同領域には NF-KB で正に応

答する領域は存在しなかった｡

以上の結果から､EGCG は､PI3-K/aPKC九､AMPK､および NF一KB の 3つ

のシグナル伝達経路を介し､転写および転写後レベルの両方で､SHARP-1遺伝

子の発現を誘導すること､SltARP-1遺伝子の 11501から -1の領域には､EGCG

および NF-kBに応答する転写調節領域は存在しないと結論づけた｡

ll



目次

1.序論

2.材料および方法

2.1.材料

2.2.細胞および細胞培養

2.3.totalRNA の調製およびリアルタイム PCR解析

2.4.ウェスタンブロット解析

2.5.プラスミドの作製

2.6.DNA の一過的 トランスフェクション

およびルシフェラーゼリポーターアッセイ

2.7.統計解析

3.結果

3.1.EGCG による SHARP-1遺伝子の発現誘導解析

3.2.EGCG による SHARPl1遺伝子の発現誘導に関わるシグナル

伝達経路の同定 (1)～phosphoinositide3-kinase(PI3-K)/atypicalPKC

111

頁

10

ll

12

13

13



lambda(aPKCり の関与～

3.3.EGCG による SHARPl1遺伝子の発現誘導に関わるシグナル

伝達経路の同定 (2)～AMP-activatedproteinkinase(AMPK)および

nuclearfactor-kappaB(NF-KB)の関与～

3.4.EGCG による転写レベルでの SHARP-1mRNA の誘導

3.5.NF-KB による転写レベルでの SHARP-1mRNA の誘導

4.考察

5.文献

6.謝辞

1V

15

21

26

30

33

40

48



1.序論

生活習慣病の発症には遺伝的な素因と環境要因が関与している｡環境要因

には食生活や運動習慣等が含まれる｡これらのうち食生活の面では､高エネル

ギー食の過剰摂取による肥満からインスリン抵抗性が引き起こされ､さらに糖

尿病 ･動脈硬化症などの生活習慣病の発症が惹起されるといわれている｡この

肥満や糖尿病発症をコントロールする鍵となるホルモンがインスリンである｡

食品成分には様々な生理活性をもつものが知られている｡近年､話題になっ

ているものにポリフェノール類がある｡これらは､一般に抗酸化活性を示すが､

それ以外にも､健康長寿に関わる様々な活性を示すことが知られている｡特に､

赤ブ ドウの種皮に含まれるレスベラトロールは､フランス人が飽和脂肪酸を多

量に摂取しているにも関わらず心血管疾患の発症率が低いという､いわゆるフ

レンチパラドックスを説明するものとして注目されている (1)｡レスベラトロー

ルは他の多くの種においても寿命延長活性を示すことが報告されている (2-4)｡

また､緑茶ポリフェノールであるカテキンも様々な生理活性を有することが知

られている (517)｡緑茶カテキンには､(-)-epigallocatechin-3-gallete(EGCG)､

(-)-epicatechin-3-gallete､(-)-epigallocatechin､(-)-epicatechinの 4種類が存在する
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(5-7)｡これらのうち EGCG (図1)は最も生理活性が高く､invivoや invitroに

おいて､発ガンの抑制や､コラーゲン誘導関節炎､酸化ス トレス誘導性神経変

性病､肥満､そして 2型糖尿病といった病態を改善する活性を有することが知

られている (5-7)O実際､EGCG は､invivoおよび invitroにおいて､糖新生系

酵素遺伝子の発現を抑制することが報告されている (7-9)｡

一方､basichelix-loop-helix(bHLH)型タンパク質は､細胞増殖､分化､代謝､

ならびに発癌など様々な生命現象において重要な役割を果たしている (10)｡ロ

イシンジッパーモチーフの有無にかかわらず､bHLH 型転写因子は､Ebox配

列 (5'-CANNTG-3')に結合して､遺伝子の転写を調節することが知られている

(10)｡

ラットenhancerofsplit-andhairy-relatedprotein(SHARP)ファミリーは､

SHARP-1(SHARPl/BHLHB3/DEC2/BHLHE41とも表記される)､および

SHARP-2(SHARP2/BHLHB2/Eipl/Stra13/DECl/Clast5/BHLHE40とも表記さ

れる)の 2つの bHLH 型転写因子から構成されている (ll)｡これらのタンパ

ク質は互いにホモ 2量体および-テロ 2量体を形成し､核に局在する転写抑

制因子として機能する (ll)｡SHARP-1および SHARP-2遺伝子は普遍的に発現
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しているが､その発現は､様々な刺激により､かつ細胞タイプ特異的に制御さ

れている (12-14)｡Yamadaらは､肝臓の SHARP-2mRNA 量が､正常ラット-

の高炭水化物食の投与や糖尿病ラット-のインスリン投与により増加すること

を報告した (15)｡また､SHARP-2の過剰発現により糖新生系酵素

phosphoenolpyruvatecarboxykinase(PEPCK)mRNA 量が低下すること､および

SHARP-2発現ベクターのコトランスフェクションによりPEPCK遺伝子のプ

ロモーター活性が特異的に抑制されることも明らかにした (16)｡したがって､

SHARP-2がインスリンによる血糖低下に関与する転写因子の一つであると考

えられる｡

EGCG がラット高分化型肝癌細胞株である H4ⅠIE細胞において SHARP-2

mRNA 量を増加させると同時に､糖新生系酵素の PEPCKmRNA 量を減少させ

ることが報告されている (16)｡したがって､インスリン以外の生理活性物質に

より､SHARP-2などのインスリン誘導性遺伝子の発現が誘導できれば､血糖調

節が可能となり､インスリン抵抗性 ･糖尿病などの病態の予防や改善に至る可

能性が考えられる｡
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一方､SHARP-2に比して､SHARP-1については､過剰発現により､筋肉や

脂肪細胞-の分化抑制が生ずることがそれぞれ報告されているが､他の組織､

特に肝臓では､SHARP-1遺伝子の発現調節メカニズムについてはほとんど明ら

かにされていない (17,18)｡また､ごく最近､インスリンが H4ⅠIE細胞で

SHARP-2と同様に､SHARP-1mRNA を誘導することが明らかとなった (高木

ら,未発表)｡この事実は､SHARP-1もまた､血糖値調節に関わる重要な転写因

子の一つであることを示唆している｡

そこで本研究では､インスリンと同様､EGCG でも SHARP-1mRNA が誘導

されるのか､そしてどのようなシグナル伝達経路が関与するのか､さらにどの

ようなメカニズムで SHARP-1mRNA の誘導が行われているのか､について検

討した｡
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2.材料および方法

2.1.材料

Dulbecco'smodifiedEagle'smedium(DMEM)､EGCG､および LY294002は

SigmaChemicalCo.(SaintLouis,U.S.A.)から購入した｡Staurosporine､rapamycin､

JNKinhibitorII､PD98059､0kadaicacid､wortmannin､

51aminoimidazolel4-carboxamide1-β-D-ribofuranoside(AICAR)､compound-C､

BAYlト7082､および actinomycinD は､Merckchemicals(Damstadt,Gemany)か

ら購入した｡Adeno-Ⅹrapidtiterkitは､ Clontech(PaloAlto,U.S.A.)から購入し

た｡TRIzolreagentは､Invitrogen(Groningen,theNetherlands)から購入した｡High

capacityRNA-to-CDNAKitはAppliedBiosystemsJapan(Tokyo,Japan)から購入

した｡FastStartUniversalSYBRGreenMaster(Rox)､GC-RICHPCRSystem､およ

び GenoPurePlasmidMaxikitは RocheDiagnostics(Indianapolis,U.S.A.)から購

入した｡Bio-RadProteinAssayは､ Bio-RadLaboratories(Hercules,U.S.A.)から

購入したopolyvinylidenedifluoride(PVDF)膜は､MILLIPORE(Bedford,U.S.A･)

から購入した｡マウス抗ラットaPKC九抗体 (610207)およびウサギ抗ラット

p-apKCG/i(Thr410/403)抗体 (#9378)は､それぞれBDBiosciences(SanJose,
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U.S.A.)および CellSignalingTechnology(Danvers,U.S.A.)から購入した｡ウサギ

抗マウス IgGhorseradishperoxidase標識抗体およびヤギ抗ウサギ IgG

horseradishperoxidase標識抗体は､それぞれ WAKO(Osaka,Japan)および

BIOSOURCE(Camarillo,U.S.A.)から購入した｡AmershamECLPlusWestem

BlottingDetectionSystem は､GEHealthcare(Buckinghamshire,U.K.)から購入し

た｡BioMaxMSFilm は､ KODAC(Rochester,U.S.A.)から購入した｡ Ratゲ

ノムDNA は､ Clontech(PaloAlto,U.S.A.)から購入した｡pGL4.11､pGL4.13､

phRL-CMV プラスミド､および DualLucifTeraseReporterAssaySystem は､

Promega(Madison,U.S.A.)から購入した｡pSG5プラスミドは Stratagene

(California,U.S.A.)から購入した｡

2.2.細胞および細胞培養

ラット肝癌細胞株である H4IIE細胞は､ 米国 Vanderbilt大学の DarylK.

Granner博士からご提供頂いた｡細胞は､牛胎児血清､および抗生物質を含むダ

ルベッコ変法イーグル培地 (DMEM)を用いて､37oC､5%CO2 下で培養した｡

1×106 個の細胞を径 6cmdishで培養した｡24時間後､無血清 DMEM で洗浄
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および交換し､さらに 24時間培養した｡そして無血清 DMEM で交換した 2

時間後､細胞を EGCG もしくは AICARで様々な時間､濃度で処理した｡シグ

ナル伝達経路を解析するために､EGCG処理 15分前に培地に様々な阻害剤を

添加した｡50LLmOl/LLY294002､0.1LlmOlnJStaurOSPOrine､0.1pmolnJraPamyCin､

10LlmOl/LJNKinhibitorII､25LlmOl凡PD98059､10nmol瓜okadaicacid､0.2LLmOl/L

wortmannin､10LlmOl/Lcompound-C､5トLmOl瓜BAYl1-7082､および 0.8LtmOl/L

actinomycinD を阻害剤として用いた｡アデノウイルス Ad-GFPおよび

Ad-dn-aPKC九は､大阪大学医学部の宮崎純一博士､および神戸大学医学部の小

川渉博士からそれぞれご提供頂いた (19,20)｡アデノウイルスは超遠心分離法に

より精製後､リン酸緩衝生理食塩水に対して透析を行った (21)｡アデノウイル

スの力価測定には､Adeno-Xrapidtiterkitを使用した｡各アデノウイルスは､50

multiplicityofinfTection(m.o.i.)で感染させ､さらに 24時間培養した｡

2.3.TotalRNA の調製およびリアルタイム PCR解析

TotalRNA は､TRIzolreagentを用いて様々な処理を行った細胞から調製した｡

cDNA は､HighCapacityRNA-toICDNAKitを用い､1Ltgの totalRNA から合成
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した｡方法は､メーカーの推奨プロトコールに従った｡SHARP-1および

ribosomalprotein36B4(36B4)mRNA は､ABI7300RealTimePCRSystem(Applied

BiosystemsJAPAN,Co.Ltd.)にて､cDNA､プライマー､FastStartUniversalSYBR

GreenMaster(Rox)を用いたリアルタイム PCR解析で定量した｡SHARP-1の

プライマー配列は､5'-AGGAATCCCTCATTTGCAAGAG-3'および

5'-CAAGCTCCTTTTGGGTTTACACA-3'であり､36B4のプライマー配列は､

5'-GGCGACCTGGAAGTCCAACT-3'および

5'-GGATCTGCTGCATCTGCTTG-3'であった｡SHARP-1mRNA の発現量は､

36B4mRNA の発現量で補正した｡

2.4.ウェスタンブロット解析

H4IIE細胞を 25LLmOl/LEGCG で様々な時間処理した後､リン酸緩衝生理食

塩水で洗浄し､回収した｡次に､細胞を､62.5mmol/LTris-HCl,pH6.8,10%

glycerol,5%2-mercaptoethanol,2.5%SDS溶液で溶解した｡タンパク質濃度は､

Bio-RadProteinAssayにより測定した｡全細胞溶解液 (200Llg/レーン)を 10%

sodiumdodecylsulfate-polyacrylamidegelelectrophoresis(SDS-PAGE)法にて分離
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し､PVDF膜に転写した｡マウス抗ラットaPKC九抗体 (610207)もしくはウサ

ギ抗ラットp-aPKCG/A(Thr410/403)抗体 (#9378)を一次抗体として用いた｡ウ

サギ抗マウス IgGhorseradishperoxidase標識抗体､およびヤギ抗ウサギ IgG

horseradishperoxidase標識抗体をそれぞれ二次抗体として用いた｡目的のタンパ

ク質は､AmershamECLPlusWestemBlottingSystem および BioMaxMSFilm を

用いて可視化した｡

2.5.プラスミドの作製

ラットゲノム DNA を鋳型として用いた｡まず､ラットSHARP-1遺伝子転

写開始点上流に相当する､PCRプライマー

5'-CCGGGCTAGCTAGTTGCCTGCTGTAAAACAAG-3'､および

5'一ccGGAAGCTTTATTGAAAGTGTGAAGCAGTTG-3'を合成した｡次に､

GCIRICHPCRSystem およびプライマーを用いて､メーカーの推奨プロトコー

ルに従い PCR を行った｡PCR産物を NheIおよび HindIIIで消化後､その約

1.5-kbの断片を pGL4.11の NheI/HindIIIサイ トにサブクローンし､

pGL4.ll-SHARP-1/Lucを作製した｡
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ptk/Lucプラスミドは､松本大学大学院の山田一哉博士からご提供頂いた

(22,23)｡pSG5-p65は､米国 UCSFの Jen-ChywanWang博士からご提供頂いた｡

NF-1<Bの結合配列を含むヌクレオチドのセンス鎖

5'-CTAGAGTTGAGGGGACTTTCCCAGGCAGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3'

と､アンチセンス鎖

5ラ-CTAGGCCTGGGAAAGTCCCCTCAACTGCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3'

をそれぞれアニーリングし､さらに 5'末端をリン酸化した後､ptk/Lucの NheI

サイ トに挿入し､p(kB)6ltk/Lucを作製した｡

すべての挿入断片のヌクレオチド配列については､DNAsequencer310Genetic

Analyzer(AppliedBiosystems)を用い確認した｡

2.6.DNA の一過的 トランスフェクションおよびルシフェラーゼリポーターア

ツセイ

トランスフェクションに用いるすべてのプラスミドは､GenoPurePlasmidMaxi

kitにより精製した｡H4ⅠIE細胞-のトランスフェクションには､リン酸カルシ

ウム法を用いた (24)｡EGCG のプロモーター活性に対する影響を調べるため､
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細胞に 10Ltgのリポータープラスミドおよび 0.5ugphRL-CMV をコトランス

フェクションした｡また､NF-KBがラットSlfARP-1遺伝子のプロモーター活

性に影響を与えるかを調べるため､細胞に 8LLgのリポータープラスミド､2い.g

のエフェクタープラスミド､および 0.5Ltgの phRL-CMV をコトランスフェク

ションした｡いずれの場合においても､トランスフェクション 4時間後､トラ

ンスフェクション効率を上げるために､細胞を 20%dimethylsulfbxideに 4分

間供し､さらに無血清培地で 16時間培養した｡そして､その細胞を用い､Dual

LuciferaseReporterAssaySystem にてホタルおよびウミシイタケルシフェラーゼ

活性を解析した｡両ルシフェラーゼ活性は､BertholdLumatmodelLB9507

(wildbad,Germany)により測定した｡ホタルルシフェラーゼ活性 (相対的蛍光強

痩)は､ウミシイタケルシフェラーゼ活性により補正した｡

2.7.統計解析

すべての実験は 4回行い､データは平均値および標準誤差で表した｡データ

は､一元配置の分散分析 (ANOVA)､次いでフィッシャーの制限付き LSD 多

重比較検定により解析した｡

12



3.結果

3.1.EGCGによる SIZARP-1遺伝子の発現誘導解析

EGCGが SHARP-1遺伝子の発現誘導に与える影響について検討した｡高分

化型肝癌細胞株であるラットH4ⅠIE細胞を､様々な濃度の EGCGで 2時間処

理した｡

その結果､SHARPl1mRNA量は EGCG濃度依存的に増加し､検討した条件

では 50LLmOl/Lでプラトーに達した｡EGCG非存在下に比して､最大で約 11

倍の mRNAの誘導が認められた (図2A)｡

次に､図2Aで直線性のある濃度領域であった 25LtmOl/LEGCGで､SHARP-1

mRNA量の経時的変化を検討した｡その結果､SHARP-1mRNA量は 2時間で

最大ピークに達し､それ以後は次第に減少していった (図2B)｡これは SHARP-2

と同様の傾向であった (16)｡

これらの結果より､EGCGは SHARP-1mRNA レベルを早期にかつ一過性に

増加させることが示された｡
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3.2.EGCG による SHARP-1遺伝子の発現誘導に関わるシグナル伝達経路の同

定 (1)～phosphoinositide3-kinase(PI3-K)/atypicalPKClambda(aPKCりの関

与～

次に､EGCG による SHARP-1遺伝子の発現誘導にどのような細胞内シグナ

ル伝達経路が関与するかを検討した｡H4ⅠIE細胞を､各種のシグナル伝達酵素

であるプロテインキナーゼやプロテインフォスフアタ-ゼに対する阻害剤で処

理した｡その結果､EGCG による SHARP-1mRNA 量の増加は､PIS-K を阻害

する LY294002により 36%にまで､proteinkinaseC(PKC)を阻害する

staurosporineにより 18%にまで有意に抑制された (図3)｡

また､pI3-K の別の阻害剤である wortmanninでも､EGCG による SHARP-1

mRNA の誘導は抑制された (データ未発表)｡これらに対して､p70S6kinaseを

阻害する rapamycin､JunN-terminalkinase(JNK)を阻害する JNKinhibitorII､

mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)を阻害する PD98059､Proteinphosphatase

を阻害する okadaicacidでは､阻害効果は認められなかった (図3)｡これらの

結果から､EGCG による SHARP-1mRNA 量の増加は､PI3-Kや pKCシグナ

ル伝達経路を介することが示された｡

15



PKC ファミリーには多くのアイソフォームが存在する (25)｡次に､PKCの

どのアイソフォームが EGCG による SHARP-1mRNA 量の増加に関与するの

かについて検討した｡既に､肝臓において PI3-K の下流に aPKC九が位置して

いることが報告されている (26)｡まず､以下の2種類のアデノウイルスを準備

した｡一つは ドミナントネガティブ変異型 apKC九を発現する Ad-dn-aPKC九､

他方はgreenfluorescenceprotein(GFP)を発現するAd-GFPである (20)｡ ドミナ

ントネガティブ変異型 apKC久一および GFPの発現は､ウェスタンブロット解析

および蛍光顕微鏡観察でそれぞれ確認した (データ未発表)｡H4ⅠIE細胞に

Ad-dn-aPKC九を感染させたところ､EGCG による SHARP-1mRNA の増加が

33%にまで抑制された (図4)｡これは PI3-K の阻害剤である LY294002処理

時と同程度であった (図3および4)｡これに対して､Ad-GFPを細胞に感染さ

せた場合には､SHARP-1mRNA 量は全く変化しなかった｡これらの結果から､

apKC九が EGCG によるラットSHARP-1遺伝子の発現誘導に重要な役割を果

たしていることが示された｡

aPKC九は､スレオニン残基がリン酸化されることにより活性化される (27)｡

次に､H4IIE細胞内の aPKC九が EGCG によって実際に活性化されるかどうか

16



を検討した｡EGCGで処理した全細胞溶解液を用い､抗リン酸化 aPKC九抗体､

および抗 apKC九抗体を用いてウェスタンブロット解析を行った｡その結果､活

性型すなわちリン酸化型 apKC九は EGCG処理 5分後で増加し､30分までに

速やかに減少した (図5)｡これに対して､この間の全 apKC九量に変化は認め

られなかった (図5)｡これらの結果から､EGCGは非常に早期に､かつ一過性

に aPKC)Lを活性化することが示された｡
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図3. EGCG による SHARP-1mRNA誘導に対する阻害剤の影響 (1)

H4IIE細胞を 25LLmOl/LEGCG 存在下 (+)､または非存在下 (-)で 2時間培養した｡

EGCG 添加 15分前に様々な阻害剤が培地に加えられた｡SHARP-1および 36B4

mRNA 量は逆転写反応後リアルタイム PCR により測定された｡実験は少なくとも 4

回行い､棒グラフとェラーバーは､それぞれ SHARP-1と 36B4mRNA 量の相対値の

平均値と標準誤差を示している｡EGCG 非存在下の相対値を lとした｡グラフ下部に

示 したように 50pmol凡 LY294002(LY)､0.1pmolnJStaurOSPOrine(St)､0.1LtmOl/L

rapamycin(Ra)､10LLmOl/LJNKinhibitorII(JN)､25LLmOl凡 PD98059(PD)､10nmolnJ

okadaicacid(OA)が阻害剤として用いられた｡棒グラフにあるa,b,C,dは､2つの平均値

間で共通の文字がない場合､その間に有意差 (p<0.05)があることを示している｡
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は逆転写反応後リアルタイム PCR により測定された｡各実験は少なくとも 3回行い､棒

グラフとェラーバーは､それぞれ SHARP-1と36B4mRNA 量の相対値 の平均値

と標準誤差 を示 している｡Ad-GFP お よびAd-dn-aPKC九は､それぞれ GFP､お

よび ドミナントネガティブ変異型 apKC九を発現するアデノウイルスを表している｡各アデノウ
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､または非存在下(-)で培養した｡棒グラフにある a,b,C は､2つの平均値間で共通の文字がない場合､その間に有意差

(p<0.01)があることを示している｡
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3.3.EGCG による SHARP-1遺伝子の発現誘導に関わるシグナル伝達経路の同

定 (2)～AMP-activatedproteinkinase(AMPK)および nuclearfactor-kappaB

PF-kB)の関与～

pI3-K や pKC の阻害剤､およびアデノウイルスを介した ドミナントネガチ

ィブ変異型 apKC九の感染実験では､SHARP-1mRNA の誘導が完全に阻害され

なかったため､次に他のシグナル伝達経路の関与について検討した｡そこで､

血糖低下やインスリン作用に関与することが知られている AMPK や NF一KB

に注目し､AMPK の阻害剤であるcompound-Cおよび NF-kBの阻害剤である

BAYl1-7082を用いて実験を行った｡その結果､EGCG による SHARP-1mRNA

量の増加は compound-Cで 66%にまで､BAYl1-7082で 70%にまで､さらに

両者の組み合わせで 41%にまで有意に抑制された (図6)｡これらの結果より､

SHARP-1mRNA の誘導に､AMPK シグナル伝達経路および NF-kB シグナル伝

達経路が相加的に関わることが示唆された｡

次に､EGCG による SHARP-1mRNA の誘導に AMPK が実際に関与してい

るのかを確認するために､AMPK の活性化剤 AICAR を用いて実験を行った｡

H4IIE細胞を様々な濃度の AICARで､2時間処理した｡その結果､SHARP-1

21



mRNA量は AICAR濃度依存的に増加した (図7A)｡その mRNA量は AICAR

非存在下と比べ､最大 2.2倍の増加を示した (図7A)｡さらに 0.25m ol/L

AICARによる経時的変化を検討したところ､SHARPl1mRNA量は段階的に増

加し､2時間で最大に達し､その後減少した (図7B)｡これは EGCG処理時と

同様の経時的変化であった (図2B)｡これらの結果から､AMPKは EGCGに

よる SlfARP-1遺伝子の発現誘導に関わるシグナル伝達物質であることが示さ

れた｡

さらに､H4IIE細胞を LY294002､compound-C､および BAYl1-7082の 3つ

の組み合わせで処理した｡その結果､EGCGによる SHARP-1mRNA量の増加

は完全に抑制された (図8)｡

これらの結果から､EGCGによる SHARP-1mRNAの誘導には､これら 3つ

の経路が必要かつ十分であることが示された｡
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+BAY図 8. EGCG によるSHARP-1mRNA誘導に関与する

シグナル伝達経路の同定H4ⅠIE細胞を 25岬101化EGCG存在下

(+)､または非存在下 (-)で 2時間培養した｡グラフ下部に示す 50LLmOl/LLY294002､10LLmOlnJ

compound-C､および 5LLmOl/LBAYlト7082の3つの組合せ LY +C

om-C+BAY が阻害剤 として用い られた｡SHARP-1および 36B4mRNA 量

は逆転写反応後 リアルタイム PCR により測定されたo実験は 4回行い､棒グラフとェラーバー

は､それぞれ SHARP-1と 36B4mRNA 量の相対値の平均値と標準誤差を示し

ている｡EGCG非存在下の相対値を 1とした｡棒グラフにある a,b,C は､2つの平均値間で共通の文字がない場合､その間に有意差 (



3.4.EGCG による転写レベルでの SHARP-1mRNA の誘導

EGCG による SHARP-1mRNA の誘導が転写レベル､もしくは転写後レベル

で調節されているかどうかを､RNApolymeraseIIの阻害剤である actinomycinD

を用いて検討した｡その結果､EGCG による SHARP-1mRNA量の増加は､部

分的に抑制された (図9)｡この結果から､EGCG は転写および転写後レベルの

両方でラットSHARP-1遺伝子に作用することが示唆された｡

次に､EGCG が sHARP-1遺伝子のプロモーター活性に影響を与えるかどう

かを検討するため､SHARP-1遺伝子の -1501から 11の領域 を有するルシフ

ェラーゼリポータープラスミドpGL4.ll-SHARP-1を作製した｡このプラスミ

ド､もしくは SV40ウイルスのエンハンサー/プロモーター領域を有するリポ

ータープラスミドpGL4.13を H4ⅠIE細胞にトランスフェクション後､EGCG

存在下､または非存在下で培養し､ルシフェラーゼリポーターアッセイを行っ

た｡

その結果､いずれのプラスミドをトランスフェクションした細胞でも EGCG

によるルシフェラーゼ活性には変化が見られなかった｡したがって SHARP-1遺

伝子の -1501から -1の領域には､EGCG に応答する転写調節領域は存在しな
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存在下(-)で 2時間培養した｡ActinomycinD(AD;終濃度 0.8pmol/L)は､EGCG処

理 15分前に培地に添加された｡SHARP-1 および 36B4mRNA 量は逆転写反応後リ

アルタイム PCR により測定された｡実験は少なくとも 4回行い､棒グラフとェラーバ

ーは､それぞれ SHARP-1と36B4mRNA 量の相対値の平均値と標準誤差を示している

｡EGCG非存在下の相対値を1とした｡棒グラフにある a,ら,C は､2つの平均値間

で共通の文字がない場合､その間に有意差 (p<0.05)が
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プロモーター活性に対するEGCGの効果pGL4.13もしく

は pGL4.1トSHARP-1プラスミドをリポータープラスミドとして使用した｡グラフ下部

に示すルシフェラーゼリポータープラスミド 10pgと phRL-CMV0.5pgを､

リン酸カルシウム法を用いて H4IIE細胞-一過的にコトランスフェクションした｡トランスフェク

ションから 16時間後､細胞は､25pmolnJEGCG 存在下 (+)､または非存在下 (

-)で 2時間培養された｡EGCG 非存在下 (-)での各リポータープラスミドのプロ

モーター活性をそれぞれ 100と設定した｡実験は 4回行い､棒グラフとエラーバーは

､それぞれ平均値と標準誤差を示している｡棒グラフにある a は､2つの平均値間で共通の文字がない



3.5.NF-1(B による転写レベルでの SHARP-1mRNA の誘導

NF-kB シグナル伝達経路の阻害剤である BAY11-7082処理により EGCG

による SHARP-1mRNA の発現誘導が部分的に抑制された (図6)｡また､EGCG

による SHARP-1mRNA の発現誘導が転写レベルで生じている可能性も示唆さ

れた (図9)｡NF一KB は転写因子であるため､NF-kBが sHARP-1遺伝子のプロ

モーター活性を上昇させるかどうかを検討した｡NF-kBは 3量体として細胞質

に局在している｡刺激が入ることにより I-kBがリン酸化されると 3量体から

解離し分解される (28)｡残りの p65/p50-テロ 2量体は核内-移行して遺伝

子発現を制御する (28)｡そこで､転写活性化を行うp65サブユニットを高発現

させた場合の SHARP-1遺伝子プロモーターに対する影響を検討した｡

pGL4.ll-SHARPllあるいはチミジンキナーゼ遺伝子プロモーターの上流に

NF-1<B の結合配列を 6コピー有する p(kB)6-tk/Lucリポータープラスミドを

constitutivelyactiveformNF-kBp65を発現するプラスミドpSG5IP65や親ベク

ター pSG5とともに H4ⅠIE細胞にコトランスフェクションして､ルシフェラー

ゼリポーターアッセイを行った｡

p(kB)6-tk凡ucリポータープラスミドからのプロモーター活性は p65の存在
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に依存してプロモーター活性の上昇を認めた (図11)｡これに対して

pGL4.lllSHARP-1からのプロモーター活性は低下こそすれ上昇しなかった (図

ll)｡したがって､SHARP-1遺伝子の -1501から -1の領域には､少なくとも

NF-1<B により正に応答する転写調節領域は存在しないことが示された.
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-SHARP-1図 11. ラットSHARP-1遺伝子のプロモーター活性

に対する NF-kBp65の影響p(KB)6-tk/Lucもしくは pGL4.ll

-SIiARP-1プラスミドをリポータープラスミドとして､pSG5もしくは pSG5-p

65プラスミドをエフェクタープラスミドとして使用した｡グラフ下部に示すルシフ

ェラーゼリポータープラスミド8帽､エフェクタープラスミド2LLg､および phRLICMVO.5

Llgを､リン酸カルシウム法を用いて H4IIE細胞-一過的にコトランスフェクシ

ョンした｡トランスフェクションから 16時間後､細胞を回収した｡pSG5をトランス

フェクションしたときの各リポータープラスミドのプロモーター活性をそれぞれ 100

と設定した｡実験は 4回行い､棒グラフとエラーバーは､それぞれ平均値と標準誤差を示してい

る.棒グラフにある a,b,Cは､2つの平均値間で共通の文字がない場合､その間に



4.考察

本研究では､はじめに､インスリンと同様､H4ⅠIE細胞において SHARP-1

mRNA の発現が EGGC によって制御されているかどうかを検討した｡その結

果､SHARPl1mRNA 量は EGCG によってインスリンと同様､早期に増加した

(図2)｡以前に H4IIE細胞において､EGCG が sHARP-2遺伝子の発現を誘導

することが報告されている (16)｡したがって､EGCG は SHARP-1および

SHARPl2mRNA 量の両方を増加させることができる｡また､25LLmOl凡EGCG に

おいて､両 mRNA の発現量は 2時間で最大レベルに達したが､そのレベルは

SHARP-1の方が sHARP-2に比べ高かった (16)(図2B)｡

H4IIE細胞において､EGCG は PEPCKおよび glucose-6-phosphatase遺伝子

の発現を抑制することが報告されている (8)｡また､SHARP-2の過剰発現によ

り､内在性の PEPCKmRNA 量の低下と PEPCK遺伝子のプロモーター活性が

低下することも報告されている (16)｡SHARP-1と SHARP12は互いに-テロダ

イマーを形成することから､EGCG処理した H4ⅠIE細胞ではその-テロダイマ

ー形成が高まると考えられる (29)｡これらのデータは､SHARP-2だけでなく

SHARP-1も PEPCK遺伝子の発現を抑制し､血糖値を低下させることを示唆す
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る｡したがって､EGCGのような SHARP-1mRNA量を増加させる低分子化合

物は､インスリン抵抗性や糖尿病といった代謝疾患の改善に利用できる可能性

があるといえる｡

EGCGによる SHARP-1遺伝子の発現は PI3-Kおよび PKCを介して誘導

された (図3)｡H4IIE細胞において EGCGは PI3lKを介して PEPCK遺伝子

の発現を抑制することが報告されている (8)｡したがって､本結果は彼らの観察

と一致している｡次に､ドミナントネガティブ変異型 apKC九を過剰発現すると､

EGCGによる SHARPllmRNAの誘導が抑制された (図4)｡加えて､EGCG処

理によりaPKC九の活性化､すなわちリン酸化が､早期にかつ一過性に増加した

(図5)｡これらの結果は､aPKC九が EGCGにより誘導される SHARP-1遺伝

子の発現に必須であることを示している｡なお､ ドミナントネガティブ変異型

apKC九による SHARPl1mRNA量の抑制レベルは､LY294002処理による抑制

レベルと一致していた (図3および4)｡さらに､aPKC九は肝臓では PI3lKの

下流因子の一つと報告されていることより､EGCGは PI3-K/aPKC九シグナル

伝達経路を介して SHARP-1mRNAを誘導すると結論づけた (26)｡これは､

EGCGによる遺伝子発現制御について aPKC九の関与を示した最初の報告であ
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る｡

EGCGによる SHARP-1mRNAの誘導は､PI3lKや pKCの阻害剤､また ド

ミナントネガティブ変異型 apKC九の感染では完全には阻害されなかったため､

他のシグナル伝達経路の存在が示唆された｡coI叩Ound-Cもしくは BAYl1-7082

で処理したところ､EGCGによる SHARP-1遺伝子の発現誘導が部分的に抑制

された (図6)｡さらに､compound-Cおよび BAYlト7082の両方で処理した

場合､相加的効果が見られた (図6)｡ このことは､AMPKおよび NF-kB シ

グナル伝達経路が､この EGCGによる誘導に独立して関わっていることを示唆

した｡さらに､AMPKの活性化剤である AICAR処理では､SHARP-1mRNA量

は濃度依存的に増加し､その経時的変化はEGCG処理時と同様であった (図2

および7)｡ゆえに､AMPKは､EGCGによる SHARP-1mRNAの誘導に関わ

っていると結論した｡AMPKは､代謝ス トレスを検知するタンパクキナーゼで

あり､代謝経路で律速酵素を直接リン酸化し､また遺伝子発現を調節すること

でエネルギー需給を制御 している (30)｡一方､EGCGは AMPKの活性化を介

して､肝臓の糖新生系酵素である PEPCKや glucose-6-phosphatase遺伝子の発

現を抑制することが報告されている (9)｡したがって AMPKの活性化による
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SHARP-1mRNA 量の増加は､肝臓の糖新生系酵素の遺伝子発現において重要な

役割を果たしていると考えられる｡

さらに､LY294002､compound-C､および BAYl1-7082の 3種の阻害剤で同

時に処理した場合､EGCG による SHARP-1mRNA の発現誘導は完全に阻害さ

れた (図8)｡したがって､EGCG による SHARP-1遺伝子の発現誘導には､PI

3-K/aPKC九､AMPK､および NF-kBの 3つのシグナル伝達経路が必要かつ十

分であると結論づけた｡

NF-KB シグナル伝達経路が EGCG による SHARPllmRNA の発現誘導に関

与したが､これは､EGCG による遺伝子発現誘導において NF-kBが関わる初

めての報告である｡NFIKB は多面的な因子であり､発生過程､先天免疫のよう

な生体防御システム､および細胞生存率などを制御している (31)｡また､NF-KB

は､PI3-K/Aktシグナル伝達経路の下流標的因子としても知られている (31)｡

実際､insulin-1ikegrowthfactorIは､PI3-K を介した NF-kB シグナル伝達によ

り､神経保護を高める (32)｡ 驚くべきことに､aPKC吊 ま､interleukin-1で処理

された細胞において､NF-KB の活性化にも関わることが報告されている (33)｡

したがって､これらの結果は､EGCG により誘導された SHARP-1の遺伝子発
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現において､PI3-Kか aPKC九の一方､もしくは両方が NF-KB の上流調節因子

である可能性を示唆するものである｡

EGCGはラットSHARP-1遺伝子を転写および転写後のレベルで作用するこ

とが示唆された (図9)｡次に､EGCGがラットSlfARP-1遺伝子のプロモータ

ー活性を増加するかどうかについてルシフェラーゼリポーターアッセイを用い

て検討した｡ラットSHARPl1遺伝子の -1から-1501の領域には､基礎的発

現調節や低酸素による発現調節に必須な転写調節領域が含まれている (34)｡し

かし､この領域は EGCG処理では応答しなかった (図10)｡さらに､活性化型

NF-kBp65サブユニットがラットSHARP-1遺伝子のプロモーター活性を刺激

するかどうかを検討したが､同じ領域には､NF-1<Bで少なくとも正に応答する

領域は存在しなかった (図11)｡一方で､ヒトSHARP-1遺伝子のプロモーター

領域に NF-1(Bの結合領域が存在する可能性が報告されている(35)｡したがって､

NF-1<B応答領域は､今回調べたラットSHARP-1遺伝子の領域以外に存在する

と考えられた｡

EGCGは､いくつかのヒト腫癌細胞において､増殖抑制およびアポ トーシス

を引き起こすことが報告されている (5)｡最近､Tachibanaらは､EGCGの抗が
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ん作用を仲介する細胞表面 EGCG受容体として 67-kDalamininreceptor(67LR)

を同定した (36)｡したがって､図 12に示したように､ EGCGは､67LRに

結合した後､pI3-K/aPKC九､AMPK､および NF-kB シグナル伝達経路を刺激し､

ラットSHARP-1遺伝子の転写を促進するとともに､SHARP-1mRNA の安定化

のレベルでも作用すると結論する｡

以上より､本研究では､緑茶カテキンである EGCGがインスリン誘導性転写

因子である SHARP-1遺伝子を誘導したことから､EGCGがインスリンシグナ

ル伝達経路を刺激できる低分子化合物であることを明らかにした｡したがって､

EGCG摂取により､最終的に､血糖調節が可能となり､インスリン抵抗性 ･糖

尿病などの病態の予防や改善に応用できることが多いに期待できる｡

38



図12.
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