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要旨

糖尿病患者およびその予備軍の増加は､世界的に深刻な問題となっている｡

2011年には世界で約 3.7億人が糖尿病患者であり､2030年にはその数は約 5.5

億人に達すると推定されている｡したがって､インスリン受容体およびインス

リンシグナル伝達経路を刺激できる低分子化合物の研究は､糖尿病､特に2型

(インスリン非依存型)糖尿病の予防や治療に有効であると思われる｡本研究

は､インスリン誘導性転写因子 enhancerofsplit-andhairy-relatedproteinl2

(SHARP-2)をマーカーとし､糖尿病の予防と治療に有用な食品成分の検索と､

その作用メカニズムの解析を行ったものである｡

sHARP-2は､basichelix-loop-helix型転写因子であり､多くの遺伝子の転写制

御領域に存在する Ebox配列 (5'-CANNTGl3')に結合して転写を制御する｡山

田らは､高炭水化物食摂食後に分泌されたインスリンにより､ラット肝で誘導

される転写因子遺伝子として SHARP-2を同定した｡SHARP-2を初代培養肝細

胞およびインスリン応答性のラット高分化型肝癌細胞株である H4ⅠIE細胞で

過剰発現すると､インスリンにより転写が抑制される糖新生系酵素の

phosphoenolpyruvatecarb0秒kinase(PEPCK)遺伝子のプロモーター活性が低下し､

pEPCK遺伝子の発現が抑制される｡ 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ている｡

インスリン以外の物質で SHARP-2遺伝子の発現を促進することができれば､

インスリン抵抗性や糖尿病などの病態を改善しうる可能性が示唆される｡そこ

で､本研究は大豆に含まれるポリフェノールの一種である大豆イソフラボンに

注目した｡初めに､SHARP-2を誘導する非配糖体大豆イソフラボンのスクリー

ニングを行ったところ､ゲニステインが最も SHARP-2mRNA を誘導すること､

この誘導はインスリンによる SHARP-2mRNA の誘導と同様､非常に早期で-



適性に生じることを明らかにした｡

次に､シグナル伝達経路を解析したところ､classicalproteinkinaseC(CPKC)経

路を介すること､および cPKC のアイソフォームである PKCαがゲニステイ

ンにより早期に一過性に活性化されることが明らかとなった｡また､ゲニステ

インによる SHARP-2遺伝子発現の誘導は転写レベルで生じ､誘導には新規のタ

ンパク質合成を必要とする可能性が示唆されたため､SIIARP-2遺伝子のゲニス

テイン応答性 cis-actingelementの同定を試みた｡しかし､SHARP-2遺伝子転写

開始点上流 3.7kbまでにはゲニステインに応答して転写が促進される領域は

認められなかった｡

非配糖体大豆イソフラボンであるダイゼインは､腸内細菌により (S)エ クオ

ールに代謝される｡興味深いことに､H4IIE細胞を (S)-エクオールで処理する

ことにより濃度依存的に SHARP-2遺伝子の発現が誘導され､(i)-エクオール処

理後2時間目とインスリンやゲニステイン処理と同様非常に早期にピークを迎

えることが明らかとなった｡

シグナル伝達経路の解析の結果､(S)-エクオールによるSHARP-2mRNA の誘

導には､インスリンによる SHARP-2mRNA の誘導経路と同様の

phosphoinositide3-kinase(PI3K)経路と､ゲニステインによるSHARP-2mRNA の

誘導経路と同様の cPKC経路が重要であることを明らかにした｡また､(S)-エク

オールにより PI3K 下流の atypicalPKC(aPKC)九とcPKCαが早期に活性化さ

れることを明らかにした｡(S)-エクオールによる SHARP-2遺伝子発現の誘導は

転写レベルで生じ､誘導には新規のタンパク質合成を必要とする可能性が示唆

されたため､SHARPl2遺伝子の転写開始点上流の (S)-=クオール応答性

cis-actingelementの同定を試みた｡その結果､-4687-14133の塩基配列を介し

て (S)-エクオールがラットSHARP-2遺伝子のプロモーター活性を促進するこ
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とが明らかとなった｡

本研究により､ゲニステインは少なくとも cPKCα活性化を介して何らかの

転写因子の転写を促進し､転写レベルで SHARP-2遺伝子の発現を誘導すること､

一方､(S)-エクオールは PI3K とその下流の aPKC九を介する経路と､cPKCαを

介する経路の少なくとも2種類の経路を介して､何らかの転写因子の転写を促

進し､ラットSHARP-2遺伝子の -4687--4133の塩基配列を介して転写を促進

することが明らかとなった｡

以上の結果より､ゲニステインと (S)-エクオールは 強力な SHARP-2遺伝子

発現の誘導物質であり､2型糖尿病の予防 ･治療に有用となる可能性が示唆され

る｡
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序論

糖尿病患者とその予備軍の増加は､世界中で深刻な問題となっている｡平成

19年の国民健康 ･栄養調査では､約 2,210万人が糖尿病患者およびその予備軍

であり､2011年には世界で約 3.7億人が糖尿病を発症していた｡そして､2030

年には5.5億人に達すると予想されている [1]｡糖尿病は､1型糖尿病 (インス

リン依存型糖尿病)と､2型糖尿病 (インスリン非依存型糖尿病)に大別される｡

1型糖尿病は､謄 β細胞の破壊等によりインスリンを産生出来ないのが特徴で

あり､2型糖尿病は､インスリン分泌量の低下やインスリン抵抗性が特徴である

[2,3]｡日本人の糖尿病のうち､少なくとも95% が2型糖尿病である [1]｡糖尿

病は一般的に発症すると完治せず､1型糖尿病にはインスリンの投与､2型糖尿

病においては投薬､運動､食事管理による血糖コントロールが生涯必要となる｡

また､糖尿病は血糖コントロールの不良により網膜症､腎症､神経障害等の合

併症を併発することもある [4,5]｡血糖上昇ホルモンは､グルカゴン､ア ドレナ

リン､グルココルチコイ ド等数種類存在するが､主要な血糖降下ホルモンはイ

ンスリンのみである｡したがって､インスリン受容体およびインスリンシグナ

ル伝達経路を刺激できる低分子化合物の研究は､糖尿病､特に2型糖尿病の予

防や治療に有効であると考えられる｡

本研究では､インスリン誘導性転写因子 e血ancerofsplit-andhairy-related

protein12(SHARP-2)をマーカーとし､糖尿病の予防と治療に有用な食品成分の

検索と､その作用メカニズムの解析を行ったものである｡

SHARP -2(DECl､Stra13､BHLHB2､BHLHE40ともいう)は､basic

helix-loop-helix型の転写抑制因子であり､普遍的に発現している [6]｡SHARP-2

は､多くの遺伝子の転写制御領域に存在する Ebox配列 (5'-CANNTG-3')に結

合して転写を制御する [6】｡ また､視交叉上核では概 日リズムを調節する時計
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遺伝子の一つとして機能することが報告されているが､Yamadaらは高炭水化物

食摂食後に分泌されたインスリンにより､ラット肝で誘導される転写因子とし

て SHARP-2を同定した [7,8]｡SHARP-2を初代培養肝細胞およびインスリン

応答性のラット高分化型肝癌細胞株である H4ⅠIE細胞で過剰発現すると､イン

スリンにより転写が抑制される糖新生系酵素のphosphoenolpyruvate

carboxykinase(PEPCK)遺伝子のプロモーター活性が低下し､PEPCK 遺伝子の

発現が抑制される [9]｡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ている｡

抗糖尿病や血糖降下作用が報告されている緑茶カテキンの一種である

(-)-Epigallocatechin-3-gallate(EGCG)が､インスリンによる SHARP-2mRNA の

誘導と同様､早期に一過性に SHARP-2mRNAを誘導することが報告されてい

る [9-14]｡したがって､EGCG のように､インスリン以外の物質で SHARP-2遺

伝子の発現を促進することができれば､インスリン抵抗性や2型糖尿病などの

病態を改善しうる可能性が示唆される｡

本研究では､大豆に含まれるポリフェノールの一種であり､健康との関わり

で注目されている大豆イソフラボンに注目した｡大豆イソフラボンを含む食餌

を摂食させた糖尿病 KKAyマウスでは､インスリン感受性が増加し､空腹時の

血衆グルコース値､インスリン値､ トリグリセリド値､コレステロール値が低

下する [15】｡さらに､ス トレプ トゾトシン誘導性糖尿病ラットではグルコース

値が低下し､高密度リポタンパク質-コレステロール値が増加することが報告さ

れている [16]｡大豆イソフラボンには､非配糖体､配糖体､配糖体のアセチル

化体､配糖体のマロニル化体が合計 12種類存在する [17,18]｡大豆中では､マ

ロニルグルコシド型のイソフラボンが多いが､発酵食品では発酵菌から分泌さ

れる β-グルコシダーゼによりグリコシド結合が切断されるため､非配糖体が多
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くなる [18-20]｡摂食された配糖体の大豆イソフラボンは､唾液や腸内の酵素に

よるグリコシド結合の切断後､吸収され血中に移行する [17,21,22]｡

本研究は､SHARP-2遺伝子の発現を誘導することができる大豆イソフラボン

のスクリーニングと､構造機能相関ならびにその作用メカニズムの解析を行 う

ことを目的とした｡
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材料と方法

1.材料

牛胎児血清､LY294002､Horseradishperoxidase標識抗マウス IgG ウサギ抗体

は SigmaAldrich(SaintLouis,U.S.A.)から､ス トレプ トマイシンとペニシリン G

は Meijiseika(Tokyo,Japan)から､Dulbecco'smodifiedEagle'smedium(DMEM)､

L-グルタミンとフェノールレットを含まない DMEM(highglucose)､dimethyl

sulfbxide(DMSO)､6"-0-マロニルゲニスチン､6"-0-アセチルゲニスチンは Wako

(osaka,Japan)から､ゲニステイン､ダイゼイン､グリシテイン､ゲニスチンは

Fujicco(Kobe,Japan)から､(S)-エクオールは CaymanChemicalCompany(Am

Arbor,U.S.A.)から､Compound-C､rapamycin､staurosporin､PD98059､JNKinhibitor

II､okadaicacid､actinomycinD､cycloheximide､ICI182,780､

phorbo1-12-myristate-13-acetateは Merckchemicals(Damstadt,Gemany)から､

TRIzolreagent､Lipofectoam ine､Plusreagentは Invitrogen(Groningen,the

Netherlands)から､HighcapacityRNA-to-cDNAkitと BigDyeTerminatorvl.1

CycleSequencingkitは AppliedBiosystems(FosterCity,U.S.A.)から､FastStart

UniversalSYBRGreenMaster(Rox)と GenopurePlasmidMaxiKitは Roche

Diagnostics(Indianapolis,U.S.A.)から､AdenoIXrapidtiterkitとラットゲノム

DNA は Clontech(PaloAlto,U.S.A.)から､Bio-RadProteinAssayは Bio-Rad

Laboratories(Hercules,U.S.A.)から､Polyvinylidenedifluoride(PVDF)膜と

ImmobilonWestemchemiluminescentHRPsubstrateは MILLIPORE(Bedford,

U.S.A.)から､抗ラットPKCα(C-20)ウサギ抗体 (sc-208)と抗ラットp-PKCα

(Ser657)ウサギ抗体 (sc-12356-R)､は SantaCruzBioteclmology(SantaCruZ,

U.S.A.)から､抗ラットPKC九マウス抗体 (610207)は BDBiosciences(SanJose,

U.S.A.)から､抗ラットp-PKC∈仇(Thr410/403)ウサギ抗体 (9378S)は Cel1
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signalingTeclmology(Danvers,U.S.A.)から､Horseradishperoxidase標識抗ウサギ

IgG ヤギ抗体は BIOSOURCE(Camarillo,U.S.A.)から､HyperfilmECLは GE

Healthcare(Buckinghamshire,U.K.)から､pGL4.20､pGL4.11､pGL4.13､

phRLuc-CMV､Dual-LuciferaseReporterAssaySystem は Promega(Madison,

U.S.A.)から購入した｡

2.細胞および細胞培養

高分化型肝癌細胞株であるラットH4IIE細胞は､Dr.DarylK.Granner

(ⅥnderbiltUniversity,U.S.A.)から分与された｡ラットMHICl細胞は､American

TypeCultureCollectionから購入した｡これらの細胞を､5%C02 を含むインキ

ュベーター内で 10% 牛胎児血清と100pg/mlス トレプ トマイシン､100units/ml

ペニシリン G を含む DMEM で培養した｡lX106個の細胞を径 6cm のディッ

シュにて24時間培養後､血清とフェノールレッドを含まない DMEM で2回洗

浄し､同無血清培地にてさらに培養した｡翌日､同無血清培地を交換し2時間

後､さまざまな濃度や時間の大豆イソフラボン処理を行った｡シグナル伝達経

路の解析のためには､H4ⅠIE細胞を各種経路の阻害剤で予め一定時間処理を行

った後､ゲニステインあるいは (S)-エクオールで2時間処理を行った｡ゲニス

テインのシグナル伝達経路の解析には､阻害剤として､LY294002(50トLM)､

compound-C(1LLM)､rapamycin(0.1トtM)､staurosporin(0.2トLM)､PD98059(25トLM)､

JNKinhibitorII(10トIM)､okadaicacid(10nM)､actinomycinD(0.8LIM)､

cycloheximide(5LIM)を､(S)-エクオールのシグナル伝達経路の解析には､

LY294002(50LLM)､compound-C(1pM)､rapam ycin(0.1トLM)､staurosporin(0.2LtM)､

okadaicacid(10nM)､cycloheximide(10トLM)､actinomycinD(0.8トtM)を用いた.

エス トロゲン受容体との関連性の解析のためには､ICI182,780(0.1pM)を用い
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た｡

3.TotalRNA の調製とリアルタイム polymcrasechainreaction(PCR)

様々な処理を行った細胞からTRIzolreagentを用いて totalRNA を調製し､

cDNA は totalRNA1pgから HighcapacityRNA-to-cDNAkitを用いて合成したo

リアルタイム PCR は ABIPRISM7300にて､cDNA､各種プライマーおよび

FastStartUniversalSYBRGreenMaster(Rox)を用いて行ったoSHARP-2mRNA量

測定用のプライマーには5'-GCGTCAGCACAArTAAGCAAGA-3と

5'-GGGTGAGGCCCAAGAAATG-3'を､内在性対照遺伝子としての 36B4mRNA

量測定用のプライマーには､5'-GGCGACCTGGAAGTCCAACT｣3'と

5'-GGATCTGCTGCATCTGCTTG-3'を用いた｡SHARP-2mRNA の発現量は､

36B4mRNA量との比で補正することにより算出した｡

4.アデノウイルスの調製

緑色蛍光タンパク質 (GFP)を発現するアデノウイルス (Ad-GFP)および ド

ミナントネガティブ変異型 atypicalproteinkinaseC(aPKC)九を発現するアデノ

ウイルス (Ad-dn-aPKC九)は､それぞれ宮崎純一博士 (大阪大学)と小川渉博士

(神戸大学)から分与された [23,24]｡アデノウイルスは超遠心分離後､リン酸塩

緩衝液に対して透析を行った [25]｡アデノウイルスの力価は Adeno-Xrapidtiter

kitを用いて測定し､それぞれ感染倍率50で H4ⅠIE細胞に 24時間感染させた｡

無血清培地で洗浄後､同無血清培地にてさらに2時間培養し､(S)-エクオールで

2時間処理した｡

5.ウェスタンブロット解析
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100pM ゲニステインあるいは (S)-=クオール処理を行った H4IIE細胞を､

12.5mMTrisIHCIpH6.8､2%glycerol､1%2-mercaptoethan01､0.5%sodium dodecyl

sulfate(SDS)で溶解し､全細胞溶解液を調製した｡タンパク質定量は Bio-Rad

proteinAssayを用いて行った｡PKCαの解析には20pgの全細胞溶解液を､

apKC九の解析には50pgの全細胞溶解液を 10%SDSIPOlyacrylamidegel

electrophoresis(SDS-PAGE)にて展開後､セミドライブロッティング法によりタ

ンパク質を PVDF膜に転写した｡一次抗体として抗ラットPKCα(C-20)ウサ

ギ抗体 (sc-208)､抗ラットp-PKCα(Ser657)ウサギ抗体 (sc-12356-R)､抗ラッ

トPKC九マウス抗体 (610207)あるいは抗ラットp-PKC九/∈ウサギ抗体を､二次

抗体として horseradishperoxidase標識抗ウサギ IgG ヤギ抗体あるいは

horseradishperoxidase標識抗マウス IgG ウサギ抗体を用いた｡発色は

ImmobilonWestemchemilum inescentHRPsubstrateを用いて行い､HyperfilmECL

に露光した｡

6.プラスミドの作製

pGL4SHARP-2/Luc3700プラスミドは､ラットSHARP-2遺伝子の -3699-

+265の塩基配列をもつ 3.7kbNheI断片を pGL4.20のNheI部位に挿入する

ことにより作製した｡pSHARPl2/Luc160は､ラットSHARP-2遺伝子の -160-

+110の塩基配列を有する [26]｡pGL4SHARP-2/Luc160プラスミドは､

PSHARP-2/Luc160の約 200bpの KpnI/HindIII断片を pGL4.11の KpnI/Hind

III部位に挿入し､サブクローンすることにより作製した｡

sHARP-2遺伝子の -3700より上流の塩基配列 (14192-13690､14687--4133､

-5187--4628)を有するルシフェラーゼプラスミドを作製するために､ラットゲ

ノム DNA を鋳型として用い､PCR を行った｡PCR にはそれぞれ

10



5'_CCGGGCTAGCCATCATGCTTACTTTTTAAAAAAATTAl3'と

5'-CCGGGCTAGCTAGTGCTAGCCCATTTCATATAACAC-3'､

5'_CCGGGCTAGCCTCAGTTGTGATTAAACCAAGGGl3'と

5'-CCGGGCTAGCGAGTTCTAGCAGTACATAGGAAGACl3'､

5'_CCGGGCTAGCTGTTGGGGGAAGTGTGCCGC-3'と

5'一ccGGGCTAGCGGTCAGTTGTTAGACTGCTTACCTA-3'を用いた｡それぞれ

の PCR産物は NheIを用いて消化後､約 600bpのNheI断片を

PSHARP-2/Luc160の NheI部位に挿入してサブクローンし､それぞれ

pGL4SHARP-2/Luc160lA､pGL4SHARPl2/Luc160-B､pGL4SHARP-2凡uc160-C と

命名した｡挿入した塩基配列は､DNAsequencer310GeneticAnalyzer(Applied

Biosystems)を用いて確認した｡

7.トランスフェクションとリポーター活性の測定

トランスフェクションに用いた全てのプラスミドは､GenopurePlasmidMaxi

kitを用いて精製した｡H4ⅠIE細胞-は､リン酸カルシウム法によりプラスミド

DNA をトランスフェクションした.10トLgのリポータープラスミド

bGL4SHARPl2/Luc3700あるいは SV40のエンハンサー/プロモーターを含む

ルシフェラーゼリポータープラスミドpGL4.13)と､0.5トLgのphRLuc-CMV を

HEBSpH7.3(42mM4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfbnicacid､276mM

NaCl､10mMKCl､3mMNa2HPO4､llmMDetrose)および 0.2MCaC12に混合

することにより DNA･Ca3(PO4)2複合体を形成させた｡これらの複合体を

DMSO ショックにより H4ⅠIE細胞に一過性に トランスフェクションした 【27]｡

トランスフェクションした細胞は､血清とフェノールレッドを含まない DMEM

にて24時間培養後､100LIM ゲニステインあるいは (S)-エクオールの存在下､

11



非存在下でさらに一定時間培養した｡

MHICl細胞-のプラスミドDNA トランスフェクションは､IipofTectam ine

pLUSreagentを用いて行った [28]｡5Ⅹ104個の MHICl細胞を24ウェルプレー

トにて24時間培養し､300mgのルシフェラーゼリポータープラスミド

bGL4SHARPl2rLuc3700あるい は pGL4SHARPl2/Luc160-A あるいは

pGL4SHARP-2/Luc160IB あるいは pGL4SHARP-2/Luc160-C)および0.2ngの

phRLuc-CMV をそれぞれ一過性にトランスフェクションした｡ トランスフェク

ション3時間後に血清とフェノールレッドを含まない DMEM に交換し､さら

に24時間培養後､100LIM(S)-=クオールの存在下､非存在下でさらに4時間培

養した｡

これらの細胞のルシフェラーゼ活性は Dual-LuciferaseReporterAssaySystem

を用いて測定し､プロモーター活性は､ホタルルシフェラーゼ活性とウミシイ

タケルシフェラーゼ活性との比で算出した｡

8.統計処理

全ての実験は少なくとも3回以上行い､得られたデータは one-wayANOVA(A

元配置分散分析)と､フィッシャーの LSD 多重比較法による統計処理を行 うこ

とにより､平均値と標準誤差を算出した｡
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結果

1.Sm RP-2遺伝子発現を誘導する大豆イソフラボンのスクリーニング

大豆イソフラボンには､非配糖体､配糖体､配糖体のアセチル化体､配糖体

のマロニル化体が存在する (図 1A)[17,18]｡初めに､非配糖体の大豆イソフラ

ボンが､インスリン誘導性転写因子である SHARP-2遺伝子の発現を誘導できる

かどうかを検討した｡H4IIE細胞を､100LIM の非配糖体大豆イソフラボンであ

るゲニステイン､ダイゼイン､グリシテインで2時間処理を行った｡その結果､

ゲニステインとグリシテインで SHARPl2mRNA 量が増加し､ゲニステインで

最も SHARPl2mRNA が誘導された (P<0.001)(図 1B)｡

次に､非配糖体大豆イソフラボンで SHARP-2mRNA の誘導倍率が最も高か

ったゲニステインに着目し､ゲニステインの様々な構造の違いによりSHARPl2

mRNA の誘導に影響を及ぼすかどうかを検討した｡100ドM ゲニスチン (ゲニ

ステインの配糖体)､マロニルゲニスチン (ゲニステインのマロニル化配糖体)､

アセチルゲニスチン (ゲニステインのアセチル化配糖体)､ゲニステインで2時

間処理を行った｡その結果､図1Cに示したようにアセチルゲニスチンでも

SHARP-2mRNA が誘導された (p<0.001)｡

2.ゲニステインによる SW -2遺伝子発現の解析

ゲニステインによる SHARP-2mRNA 量の変動を詳細に検討するために､

H4IIE細胞を 50､100､200pM のゲニステインで2時間処理を行ったOその結

果､SHARP-2mRNA 量は濃度依存的に増大することが明らかとなった (図2A).

次に､100LIM 濃度での経時的変化を検討したところ､SHARP-2mRNA 量は処

理後2時間目と､インスリンと同様に非常に早期に一過性に SHARPl2mRNA を

誘導することが明らかとなった (図2B)[7]｡
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3.ゲニステインによる SW -2遺伝子の発現誘導に関わるシグナル伝達経

路の解析

ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導経路を同定するために､H4ⅠIE

細胞を各種経路の阻害剤で処理後､ゲニステインで2時間処理した｡まず､ゲ

ニステインによる SHARPl2mRNA の誘導が､インスリンによる SHARP-2

mRNA の誘導経路と同様であるかどうかを検討するため､インスリンによる

SHARP-2mRNA の誘導経路である phosphoinositide3-kinase(PI3K)の阻害剤で

ある Ⅰ〃294002処理を行った｡その結果､LY294002はインスリンによる

SHARP-2mRNA の誘導を抑制したが､ゲニステインによる SHARPl2mRNA の

誘導には影響しなかった (図3A).したがって､ゲニステインによる SHARP-2

mRNA の誘導に､PI3K 経路は関与しないことが明らかとなった｡

脂肪細胞から分泌されインスリンと同様血糖低下に関与するアディポネクチ

ンは､肝臓で AMP-activatedproteinkinase(AMPK)経路を介して糖新生を抑制す

ることが報告されている [29]Oそこで､ゲニステインによる SHARP-2mRNA の

誘導が､AMPK 経路を介しているかどうかを検討するために､AMPK の阻害剤

である compound-C処理を行った｡その結果､ゲニステインによる SHARP-2

mRNA の誘導は､compound-C処理により抑制されなかった (図3B)｡したがっ

て､ゲニステインによる誘導には AMPK は関与しないことが示された｡

次に､ゲニステインによる SHARPl2mRNA の誘導に関わるシグナル伝達経

路を同定するために､インスリンシグナル伝達経路の各種阻害剤を用いて検討

した｡阻害剤として､PKC の阻害剤である staurosporin､MAPkinaseの阻害剤

である PD98059､Proteinphosphataseの阻害剤である okadaicacid､Jun N-terminal

kinaseの阻害剤である JNKi血ibitorII､ならびに p70S6K の阻害剤である

r叩amyCinを用いて検討した｡その結果､これらのうち staurosporin処理によっ
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の解析各種処理を行った細胞における SHARP-2mRNA の相対発現量を測定した｡実験は4回行い､そ

れらの細胞での SHARP-2mRNA と 36B4mRNA 量の比の平均値と標準誤差を数値として示した｡(A)H4Ⅰ

IE細胞を pI3K の阻害剤である LY294002(50LLM)で30分間処理後､10nMインスリンまたは 100トIM

ゲニステインで2時間処理したO(B)H4IIE細胞を AW K の阻害剤である compound-C(1LIM)で30分間処

理後､100PM ゲニステインで2時間処理した｡(C)H4IIE細胞を 0.1トMrapamycin(Ra)､0.1LIMstaurosporin(S

t)､25トIMPD98059(PD)､10pMJNKinhibitorII(JN)､10nMokadaicacid(OA)､ならびに 0.8トIMactinomyci

nD(AD)､10トIMcycloheximide(CHX)で 15分間処理後､100pM ゲニステインで2時間処理した｡(D)H4I

IE細胞を cpKCの活性化剤である PMA(1トIM)で2時間処理した0



てのみ SHARP-2mRNA の誘導が阻害されることが示された (図3C)oこれらの

結果から､ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導は､PKC経路を介する

可能性が示唆された｡

さらに､実際に PKC経路が関与することを確かめるために､classicalPKC

(CPKC)を活性化するホルボールエステルのphorbo1-12-myristate-13-acetate

(PMA)で H4ⅠIE細胞を2時間処理したところ､SHARP-2mRNA の発現が誘導

されることが明らかになった (図3D)｡ したがって､ゲニステインによる

SHARP-2mRNA の誘導には cPKC が関与することが示された｡

4.ゲニステインによる PKCαの活性化

ゲニステイン処理により､実際に H4ⅠIE細胞内の cPKC が活性化されるかど

うかを検討するために､代表的な cpKC アイソフォームである PKCαに注目し

た｡ゲニステインでさまざまな時間処理した細胞から全細胞溶解液を調製し､

pKCαに対する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､ゲニ

ステイン処理後 5分で活性化型であるリン酸化型 pKCαが増加 し､15分後には

減衰した (図4)｡一方､この間に全 pKCα量には変動は認められなかった｡し

たがって､ゲニステインが極めて短時間に一過性に PKCα を活性化することが

示された｡

5.ゲニステインによる SW -2遺伝子発現誘導-のエス トロゲン受容体の

関与

ゲニステインは､女性ホルモンであるエス トロゲンと構造がよく似ており､

エス トロゲン受容体に親和性があり､エス トロゲン様活性を示すことが知られ

ている [30】｡したがって､ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導がエス
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トロゲン受容体を介しているかどうかを検討するために､H4ⅠIE細胞をエス ト

ロゲン受容体の括抗阻害剤である ICI182,780で30分処理した後､ゲニステイ

ンで2時間処理した｡その結果､ICI182,780は SHARP-2mRNA の誘導に影響

しなかった｡したがって､ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導にはエ

ス トロゲン受容体は関与しない可能性が示唆された (図5)｡

6.ゲニステインによる SW -2遺伝子の転写調節機構の解析

ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導が転写レベルで生じるのか､あ

るいはその誘導にタンパク質合成を必要とするかどうかについて検討するため

に､H4ⅠIE細胞を DNA依存性 RNApolymeraseIIの阻害剤である actinomycin

D､タンパク質合成の阻害剤である cycloheximideで処理した｡その結果､

SHARPl2mRNA はそれぞれの阻害剤で抑制された (図3C)｡これらの結果は､

ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導は転写レベルで生じ､誘導には新

規のタンパク質合成を必要とすることを示唆している｡

7.ゲニステインによる Sm RP-2遺伝子の転写応答領域の解析

ゲニステインによる SHARP-2遺伝子発現の誘導に関わる転写機構を解析す

るために､リポーターアッセイシステムを用いて検討を行った｡ラットSHARP-2

遺伝子転写開始点上流 3.7kbまでを含む SHARPl2遺伝子プロモーター

bGL4SHARP-2/Luc3700)､または SV40のエンハンサー/プロモーターをルシフ

ェラーゼリポーターベクターに挿入したプラスミド03GL4.13)を H4IIE細胞

に トランスフェクションした｡これらの細胞を 100トMゲニステインの存在下､

非存在下で一定時間培養した後､ルシフェラーゼ活性を比較したところ､ゲニ

ステインはいずれの遺伝子のプロモーター活性にも影響を及ぼさなかった (図
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6)｡これらの結果から､SHARP-2遺伝子の転写開始点上流 3.7kbまでの領域に

は､ゲニステインによる転写応答エレメントは存在しないことが明らかとなっ

た｡

8.(S)-エクオールによる SmRP-2遺伝子発現の解析

非配糖体大豆イソフラボンのダイゼインは､腸内細菌により (S)-エクオール

に代謝されて吸収される (図7A)[31-34]Oそこで､(S)-エクオールが SHARPl2

mRNA を誘導するかどうか検討した｡H4IIE細胞を､100LIM(S)-エクオールで

2時間処理を行い SHARP-2mRNA 量の変動について検討したところ､(S)-エク

オールが SHARP-2mRNA 量を増加させることが明らかになった (図7B)｡した

がって､ダイゼインは (S)-エクオールに代謝されて初めてSHARP-2遺伝子発現

に影響することが示唆された｡そこで､引き続き (S)-エクオールに着目して解

析を行った｡

初めに､濃度依存的な変化を検討するために､H4ⅠIE細胞を25､50､100､200

卜M の (S)-エクオールで2時間処理を行い､SHARPl2mRNA 量の変動について

検討した｡その結果､SHARP-2mRNA 量は濃度依存的に増大することが明らか

となった (図7C)｡次に､100pM 濃度での経時的変化を検討したところ､

SHARP-2mRNA 量は処理後 2時間目と､インスリンおよびゲニステインと同様

に非常に早期に一過性に誘導されることが明らかとなった (図7D)[7]｡

9.(S)-エクオールによる SLL4RP-2遺伝子の発現誘導に関わるシグナル伝達経

路の同定

(S)-エクオールによる SHARP-2mRNA の誘導経路が､インスリンあるいはゲ

ニステインによる SHARP-2mRNA の誘導経路と同様か､あるいは別の経路を
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(S)-=クオール
処理を行ったH4IIE細胞においてSHARP-2mRNAの

相対発現量を測定した
｡
実験は少

なくとも4回行い
､
それらの細胞でのSHARP-2mRNA
と36B4mRNA量の比の平均値と標準誤差を数値

として示した
O
(A)ダイゼイン
､
(S)-エクオール､
ゲニステイン､
17β-エストラジオールの構造Q
(B)H4IIE

細胞をDMSO
､
100pMダイゼイン､
100pM(S)-=クオールで2
時間処理した
O
(C)H4IIE細胞を様々な濃

度の(S)-エクオールで2
時間処理 した

｡
(D)H4IIE細胞を100pM(S)-エク オールで示された時間処理した

O

口はDMSO
､
Pは(S)-エク

オ



必要とするのかどうかを検討するために､H4ⅠIE細胞を各種経路の阻害剤で30

分間処理した後､(S)-エクオールで2時間処理した｡阻害剤として､LY294002､

compound-C､rapam ycin､staurosporinならびに okadaicacidを用いた｡その結果､

Ⅰ〃294002 とstaurosporin処理により SHARP-2mRNA の誘導が阻害されるこ

とが示された (図8)｡これらの結果から､(S)-=クオールによる SHARPl2mRNA

の誘導は､インスリンによる SHARP-2mRNA の誘導経路である PI3K 経路と､

ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導経路である PKC経路を介する可

能性が示唆された [7]｡

10.(S)-エクオールによる SHARP-2遺伝子発現誘導におけるドミナントネガテ

ィブ変異型 apKC九の影響

pKC には､aPKC､cPKC､novelPKC(nPKC)のアイソフォームが存在する [35]｡

ゲニステインによるSHARP-2mRNA には cPKC の一種である PKCα を介す

ことを明らかにした (図4)｡(S)-エクオールによる SHARP-2mRNA の誘導経路

は､PI3K 経路を介することが示唆されたが､肝臓では､PI3K 経路の下流に位

置するaPKC九が活性化されることが報告されている [36,37].したがって､(S)-

エクオールによる SHARP-2mRNA の誘導に aPKC九が関与するかどうかを検

討するために､緑色蛍光タンパク質を発現するアデノウイルス (Ad-Gyp)ある

いは 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

(Ad-dn-aPKCL)を感染倍率 50で H4IIE細胞に感染させた｡その結果､GFPを

発現するアデノウイルスを感染させたH4IIE細胞では､(S)-エクオールによる

SHARP-2mRNA の誘導に影響を及ぼさなかった｡一方､ドミナントネガティブ

変異型の aPKC九を発現するアデノウイルスを感染させた H4IIE細胞では､

(S)-エクオールによる SHARP -2mRNA の誘導が部分的に抑制された (図9)｡し
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たがって､aPKC九が (S)-エクオールによる SHARP-2mRNAの誘導に関与する

ことが明らかになった｡

ll.(S)-エクオールによる PKCαおよび aPKC九の活性化

(S)-エクオール処理により､実際に H4IIE細胞内のPKCαおよび aPKC入′が

活性化されるかどうかを検討した｡(S)エ クオールでさまざまな時間処理した細

胞から全細胞溶解液を調製し､PKCαおよび aPKC九に対する抗体を用いてウ

ェスタンブロット解析を行った｡その結果､PKCαは (S)-=クオール処理後5

分で活性化型であるリン酸化型 pKCαが増加し､60分後には減衰した (図 10)｡

一方､この間に全 pKCα量には変動は認められなかった｡また､aPKC九は (S)-

エクオール処理後 1分で活性化型であるリン酸化型 apKC九が増加し､60分後

に減衰した (図 10)O-方､この間に全 apKC九量には変動は認められなかったO

以上の結果から､(S)-エクオールがゲニステインと同様､極めて短時間で

PKCαを活性化すること､ならびに PI3K経路の下流の aPKC九も活性化するこ

とが明らかとなった｡

12.(S)-エクオールによる SHARP-2遺伝子発現誘導-のエス トロゲン受容体の

関与

(S)-エクオールは､ゲニステインと同様エス トロゲン受容体に弱い 親和性があ

り､エス トロゲン様活性を示す [30132,34]｡したがって､(S)-エクオールによる

SHARP-2mRNAの誘導が､エス トロゲン受容体を介しているかどうかを検討す

るために､H4ⅠIE細胞をエス トロゲン受容体の括抗阻害剤である ICI182,780で

30分間処理後､(S)-エクオールで2時間処理した｡その結果､ICI182,780は

SHARP-2mRNAの誘導に影響しなかったOしたがって､(S)-=クオールによる
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あるいは horseradishperoxidase標識抗マウス IgGウサギ抗体で処



SHARP-2mRNA の誘導にはエス トロゲン受容体は関与しない可能性が示唆さ

れた (図 11)｡

13.(S)-エクオールによる SHARP-2遺伝子の転写調節機構の解析

(S)-エクオールによる SHARP-2mRNA の誘導が転写レベルで生じるのか､あ

るいはその誘導にタンパク質合成を必要とするかどうかについて検討した｡

H4ⅠIE細胞を､actinomycinD および cycloheximideで処理したところ､SHARP-2

mRNA の誘導はともに抑制された (図 12)｡したがって､(S)-エクオールによる

sHARP12mRNA の誘導は転写レベルで生じ､誘導には新規のタンパク質合成を

必要とする可能性が示唆された｡

14.(S)-エクオールによる SW -2遺伝子の転写応答領域の同定

次に､(S)-エクオールによる SHARPl2遺伝子発現の誘導に関わる転写機構を

解析するために､pGL4SHARP-2/Luc3700または pGL4.13を H4ⅠIE細胞に トラ

ンスフェクションしたOこれらの細胞を 100LLM(S)-エクオールの存在下､非存

在下で培養後､ルシフェラーゼ活性を比較した｡しかしながら､(S)-エクオール

はいずれの遺伝子のプロモーター活性にも影響を及ぼさなかった (図 13A)｡こ

れらの結果から､SHARP-2遺伝子の転写開始点上流 3.7kbまでの領域には､(S)-

エクオールによる転写調節エレメントは存在しないことが明らかとなった｡

次に､SHARP-2遺伝子の (S)-エクオール応答領域の同定を試みた｡ラット

sIIARPl2遺伝子の肝臓での発現に必須の -160-+110までの領域を含む

pGL4SHARP-2/Luc160 リポータープラスミドの上流に､SHARPl2遺伝子の

-4192--3690､-4687--4133､-5187--4628の DNA 断片を挿入したプラスミド

bSHARPl2/Luc160lA､PSHARP-2/Luc160-B､PSHARP-2/Luc160-C)を作製した.
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よる 且比4RPl2遺伝子の転写調停機構の解析(A)10pgのルシフェラーゼリポータープラスミドと0.5pgの

phRLuc-CMV プラスミドを､リン酸カルシウム法を用いて一過性に H4ⅠIE細胞にトランスフェクシ

ョンした｡転写開始点上流 3.7kbまでを含むSHARP-2遺伝子プロモーター (pGL4SHARP-2皿uc370

0)または SV40のエンハンサープロモーター(pGL4.13)が挿入されたプラスミドをリポータープラスミドとし

て用いた｡(B)図の左に示した 300ngのルシフェラーゼリポータープラスミドと0.2ngの phRLuc

-CMV プラスミドを､リボフェクション法を用いて一過性に MHICl細胞に トランスフェクションした

｡ウミシイタケルシフェラーゼ値で補正したホタルルシフェラーゼ値をプロモーター活性として算出し､(S

)エ クオール非存在下でのそれぞれのプロモーター活性を 100として示した｡数値は4回の実験の平均値と標準誤差で示した｡



これらのプラスミドを MHICl細胞にトランスフェクションし､100LLM(S)-エク

オールの存在下､非存在下で培養後､ルシフェラーゼ活性を比較したところ､

psHARPl2/Luc160-Bのみ (S)-=クオール処理によりプロモーター活性が約 3倍

増加 した (図 13B)0

以上の結果から､ラットSHARP-2遺伝子の -4687--4133の塩基配列には

(S)-エクオール応答領域が存在することが明らかになった｡
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考察

sHARP12はインスリン誘導性転写因子であり､糖新生系酵素である PEPCK

遺伝子の転写活性を低下させる [6,7]｡インスリン以外の物質で､SHARP-2遺

伝子の発現を誘導できれば､世界的に問題となっている2型糖尿病の予防およ

び治療に有用となる可能性がある｡本研究は､インスリン誘導性転写因子

SHARP-2をマーカーとし､SHARP-2遺伝子の発現を誘導できる低分子化合物

の研究を行った｡

大豆イソフラボンの一種であるゲニステインを含む食餌の摂取は､ス トレプ

トゾ トシン誘導性糖尿病ラットにおいて血糖値を低下させ､遺伝性肥満性 2型

糖尿病 db/dbマウスにおいても血糖値と-モグロビン AIc値を低下させるこ

とが報告されている [38,39]｡また､ゲニステイン処理をした謄β細胞ではイン

スリン分泌が促進される等の糖尿病の予防や治療に有益な報告が多数ある他､

抗酸化作用や他の生理活性を有することが報告されている [40-42]｡

本研究では､非配糖体大豆イソフラボンのうち､ゲニステインでインスリン

応答性の高分化型肝癌細胞株である H4ⅠIE細胞を処理することにより､最も

SHARP-2mRNA が誘導されることを明らかにした [43]｡ゲニステインの配糖体

のアセチル化体 (アセチルゲニスチン)においても SHARP-2mRNA は誘導さ

れたが､最も誘導倍率が高いのはゲニステインであった｡この誘導は､インス

リンによる SHARP-2mRNA の誘導と同様､早期で一過性であった (図 1B,1C)

[7]｡

同じ大豆イソフラボンでも､SHARP-2mRNA を誘導する化合物と誘導しない

化合物があったため､大豆イソフラボンの構造機能相関について､疎水性度の

指標となる分配係数 logP値を SciFinderデータベースを用いて算出して比較

した｡それぞれの logP 値は､ゲニステイン3.114±1.137､グリシテイン2.549
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±1.341､ダイゼイン2.632±1.134､ゲニスチン0.942±0.912､マロニルゲニスチ

ン1.488±1.066､アセチルゲニスチン2.126±1.043であった｡しかしながら､

SHARPl2mRNA誘導倍率とlogP値に相関は認められなかった｡また､SHARP-2

mRNA を誘導する大豆イソフラボンの構造を比較しても相関は認められなかっ

た｡したがって､SHARP-2mRNA を誘導する化合物の構造機能相関については､

別の視点での展開が必要なのかもしれない｡

Yam adaらは､SHARP-2遺伝子の発現がインスリン処理後2時間で一過的に

誘導され､この誘導が pI3K の阻害剤である LY294002処理により抑制される

ことを報告している [7]｡また､AMPK は通常細胞内でATP濃度が低下した場

合に活性化されるタンパク質リン酸化酵素であり､様々なシグナルにより活性

化されることが明らかになっている [44]｡セリン/スレオニンプロテインキナー

ゼであるAMPK は､AMPKkinaseにより172番目のスレオニン残基がリン酸化

される｡この活性化型 AMPK は､肝臓で糖新生や脂肪合成を抑制することが報

告されている [44,45]｡AMPK の活性は､肝臓と筋肉において糖質代謝と脂質

代謝を調節するアディポネクチンや､エネルギーのホメオスタシスを調節する

レプチンでも調節されることから､糖尿病や肥満の予防との関わりで近年注目

されている [44]｡これらのシグナル伝達経路の関与について検討したが､

LY294002処理でも､AMPK の阻害剤である compound-C処理でもゲニステイ

ンによるSHARP-2mRNAの誘導は抑制されなかった (図3A,3B)Oこれらの結果

から､ゲニステインによる SHARP-2mRNA の誘導は､PI3K 経路や AMPK 経

路以外の経路が関与することが示唆された｡

そこで､ゲニステイン による SHARP-2遺伝子の発現に関わるシグナル伝達

経路を同定するために､各種阻害剤を用いて検討を行ったところ､PKC の阻害

剤である staurosporin処理により SHARP-2mRNA の誘導が阻害されることが

36



示された (図3C)｡PKC には少なくとも10種類以上のアイソフォームが存在す

るが､大別するとcPKC､nPKC､aPKC の3種類に分類される [35]｡cPKC は

活性化に Ca2十とジアシルグリセロールとホスファチジルセリンを必要とする

が､npKC活性化にはジアシルグリセロールとホスファチジルセリンが必要で

あり､aPKC はホスファチジルセリンのみを必要とする [35]｡肝臓では､PI3K 経

路の下流に aPKC九の存在が報告されているが､ゲニステインによる SHARP -2

mRNA の誘導は LY294002で阻害されなかったため､少なくとも aPKC九は関

与しないと考えられる [36,37]｡実際に､aPKC九は活性化しないが cPKC を活

性化する PMA で処理を行ったところ､SIIARPl2遺伝子の発現が2時間で誘導

されることが明らかになった (図3D)｡これらの結果から､SHARP-2mRNA の

誘導には cPKC が関与することが明らかになった｡CPK.C にもいくつかのアイ

ソフォームが存在するが､最も主要なアイソフォームとして PKCαが知られて

いる｡PKCαは活性化されると497番目と638番目のスレオニン残基および657

番目のセリン残基がリン酸化される [37]｡そこで､実際にゲニステインが内在

性の PKCα を活性化するかどうかを検討するため､H4IIE細胞をゲニステイン

でさまざまな時間で処理したところ､活性化型であるリン酸化型 pKCαがゲニ

ステイン処理後 5分と､短時間で PKCαを活性化することが明らかとなった

(図4)｡ヒト肝癌細胞株である HepG2細胞をゲニステインで24時間処理するこ

とにより､リン酸化型 pKCαが増加することが報告されているが､本研究は非

常に早期に PKCα を活性化することを兄いだした [46]｡

ゲニステインは､女性ホルモンであるエス トロゲンに構造がよく似ており､

エス トロゲン受容体に親和性がありエス トロゲン様活性を示す [30】｡しかし､

エス トロゲン受容体の括抗阻害剤である ICI182,780を用いた検討の結果､ゲニ

ステインによるSHARP-2mRNA の誘導にはエス トロゲン受容体を介さない可
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能性が示された (図5)｡したがって､ゲニステインの作用は女性ホルモン様作用

以外の機構で､SHARP-2遺伝子の発現に寄与したと考えられた｡

ゲニステインによる SHARP-2遺伝子発現の誘導は転写レベルで生じ､誘導に

は新規のタンパク質合成を必要とすることが示唆されたが (図3C)､SHARP-2遺

伝子のゲニステイン応答性 cis-actingelementは､SmRP-2遺伝子の転写開始点

上流 3.7kbまでには認められなかった (図6)｡ゲニステインは､HepG2細胞に

おいてアポyボタンノヾク質 A-I遺伝子のプロモーター活性を促進することが報

告されている [47]｡また､転写因子 peroxisomeprolifTerator-activatedreceptorα の

発現を誘導することも報告されている [48]｡したがって､ゲニステインが PKCα

の下流に存在する何らかの転写因子の活性化を介して､SHARP-2遺伝子の転写

活性を促進することが想定できる｡

以上の結果から､ゲニステインは PKCα活性化を介して転写レベルで

SIIARP-2遺伝子の発現を誘導すると結論した (図 14)[43]｡

非配糖体大豆イソフラボンのうち､ダイゼインは SHARP-2mRNA の誘導に

影響を及ぼさなかった (図 1B)｡しかし､ダイゼインは腸内細菌により (S)-エク

オールに代謝される [31-34]｡ダイゼインから (S)-エクオールに代謝する腸内細

菌をもつヒトをエクオール産生者と呼ぶ｡30150% の人がェクオール産生者であ

り､アジア圏に多い傾向がある [32,49-52]｡また､ゲニステインと同様､抗酸

化活性も有している [53,54]｡エクオールを肥満者に経口摂取させると､低密度

リポタンパク質-コレステロールおよび-モグロビン AIc値が低下する 【55]｡

さらに､エクオール産生者は､非エクオール産生者と比較すると､血清尿酸値

とトリグリセリド値が低く､高密度リポタンパク質-コレステロールが高い傾向

にある [56,57]｡

興味深いことに､H4IIE細胞を (S)-=クオール処理することにより濃度依存
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的に SHARP-2遺伝子の発現を誘導し､(S)-エクオール処理後 2時間目とインス

リンやゲニステイン処理と同様非常に早期にピークを迎えることが明らかとな

った (図7C,D)[7]｡また､(S)-エクオールによるSHARPl2mRNAの誘導は､イ

ンスリンによるSHARP-2mRNAの誘導経路と同様の PI3K経路と､ゲニステ

インによるSHARP-2mRNAの誘導経路である PKC経路が重要である可能性

を見出した (図8)｡肝臓では､PI3K 経路の下流の aPKC九が活性化されること

が報告されているため､(S)-エクオールによるSHARPl2mRNAの誘導には

apKC九の関与が考えられた [36,58]｡そこで､ 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H4IIE細胞に感染させたところ､(S)-エク

オールによる SHARPl2mRNAの誘導が干渉されたため､aPKC九が関与するこ

とが明らかとなった (図9)｡加えて､PMA の結果から､ゲニステイン同様 (S)-

エクオールによる SHARP-2遺伝子の発現誘導にも cpKC が関与することが考

えられた｡実際に､(S)-エクオールは内在性の PKCαと aPKC九を非常に早期に

活性化した (図 10)｡

(S)-=クオールは､ゲニステインと同様にエス トロゲン受容体に親和性があり､

エス トロゲン様作用を示す [30-32,34]｡エス トロゲン受容体には αと βが存在

するが､ヒトエス トロゲン受容体 α-の結合能は､エス トラジオールを100と

した場合､(S)-エクオール0.1､ゲニステイン0.017､ダイゼイン0.010であり､

ヒトエス トロゲン受容体 βにおいてはゲニステイン7.4､(S)-=クオール 3.2､

ダイゼイン0.04である [31]｡エス トロゲン受容体 β-の親和性がダイゼイン

よりゲニステインの方が高い理由として､カルボニル基と隣接したヒドロキシ

ル基間の分子間水素結合の存在が報告されている [59]｡しかし､ゲニステイン

と同様､(S)-エクオールによるSHARP-2mRNAの誘導はエス トロゲン受容体を

介さない可能性が示された (図 11)｡
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次に､(S)-エクオールによる SHARP-2遺伝子発現の誘導は転写レベルで生じ､

誘導には新規のタンパク質合成を必要とすることが示唆された (図 12)｡エクオ

ールは､HepG2細胞において､ヒト町tOChromeP4503A4遺伝子のプロモータ

ー活性を促進し､3T3-Ll細胞では peroxisomeprolifTerator-activatedreceptorγを

活性化することが報告されている [60,61]｡したがって､(S)-=クオールが

apKC九 と cPKC の下流に存在する何らかの転写因子の活性を介して SIIARP-2

遺伝子の転写活性を促進することが想定できる｡実際に､Activatorprotein1

(AP-1)は､ホルボールエステルの PMA により活性化した PKC によって活悼

化され､活性化 AP-1は TPA一応答エレメントである5'-TGAG/CTCA-3'に結合

して標的遺伝子の転写を促進する [62]｡また､PKC はヒト肝癌細胞株である

HuH-7細胞において下流の peroxisomeprolifTerator-activatedreceptor(PPAR)α を

活性化し､活性化された PPARαはリガンドに依存した PPARαの転写を促進

する [63]｡他にも､PKC は多数の転写因子に作用して､標的遺伝子の転写を制

御 していることが報告されている [64]｡最後に､SHARP-2遺伝子の転写開始点

上流 3.7kbまでの領域の (S)-エクオール応答性 cis-actingelementの同定を試

みた｡しかし､この領域には (S)-エクオールに応答して転写が促進される領域

は存在しなかった (図 13A)｡しかし､-4687--4133の塩基配列を有するプラス

ミドのみ (S)-エクオールに応答したため､この領域に (S)エ クオール応答性配

列が存在することが明らかとなった (図 13B)｡

以上の結果から､(S)-エクオールは少なくとも PI3K とその下流の aPKC九を

介す経路と､cPKCα を介する2種類の経路を介し､何らかの転写因子の転写を

促進してラットSHARP-2遺伝子の 14687--4133の間の塩基配列を介して､

SHARP-2遺伝子の転写を促進すると結論した (図 15)[65]｡
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まとめ

インスリン受容体およびインスリンシグナル伝達経路を刺激できる低分子化

合物の研究は､糖尿病､特に2型糖尿病の治療に有用である｡本研究は､イン

スリン誘導性転写因子 SHARP12をマーカーとし､SHARP-2遺伝子の発現を誘

導できる食品成分の検討を行った｡その結果､H4ⅠIE細胞では非配糖体大豆イ

ソフラボンのうち､ゲニステインが最もSHARP-2遺伝子の発現を誘導すること

を兄いだした｡また､非配糖体のダイゼインは代謝型の (S)-エクオールになる

とSHARP-2遺伝子の発現を誘導できることも明らかにした｡

また､ゲニステインは少なくとも cPKCαの活性化を促進し､何らかの転写

因子の合成を介して SIIARP-2遺伝子の転写を促進し､一方､(S)-エクオールは

インスリンによる SHARP-2mRNA の誘導経路と同様の PI3K 経路とその下流

の aPKC九の活性化､およびゲニステインによるSHARP-2mRNA の誘導経路と

同様のcPKCαの活性化を介し､何らかの転写因子の合成を介して SHARP-2遺

伝子の -4687-14133間の塩基配列を介して､SHARP-2遺伝子の転写を促進し

た｡

以上の結果から､ゲニステインと (S)-エクオールは 強力な sHARP-2遺伝子

発現の誘導物質であり､2型糖尿病の予防 ･治療に有用となる可能性を有すると

結論した｡
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