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略語リスト

本文中あるいは図表中で用いた略語は以下の通りである。

AACS：acetoacetyl・CoA　synthetase

ACC：acetyl－CoA　carboxylase

AICAR：aminoimidazole　carboxamide　ribonucleotide

AMP：adenosine　monophosphate

AMPK：5’・AMP－activated　protein　kinase

ARC：arcuate　hypothalamic　nucleus

ATP：adenosine　triphosphate

BSA：bovine　serum　albumin

cDNA：complementary　deoxyribonucleic　acid

cRNA：complementary　ribonucleic　acid

dCTP：deoxycytidine　triphosphate

DHEA：dehydroepiandrosterone

DMEM：Dulbecco’s　modified　Eagle　medium

dNTP：deoxynucleotide　triphosphate

DTT：dithiothreitol

EDTA：ethylenediaminetetraacetic　acid

FBS：fetal　bovine　serum

HMG－CoA：3－hydroxy・3－methylglutaryl－CoA

HMGCR：HMG・CoA　reductase

HS：horse　serum

IK］K一β：1・kappa　B　kinase・β
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IRS－1：insulin　receptor　substrate－1

1・R・b：leptin　receptor・b

MCP・1：monocyte　chemotactic　protein－1

PAI・1：plasminogen　activator　inhibitor・1

PAS：periodic　acid－Schiff

PBS：phosphate・buffered　saline

PKC・θ：protein　kinase　C・θ

PVT：paraventricular　thalamic　nucleus

RNA：ribonucleic　acid

RT－PCR：reverse　transcription・polymerase　chain　reaction

SCOT：succiny1・CoA：3・oxoacid　CoA　transferase

SD：Sprague－Dawley

SDS：sodium　dodecyl　sulfate

SSC：saline　sodium　citrate

（1×SSC；150　mM　NaCl，15　mM　sodium　citrate）

SSPE：standard　saline　phosphate　EDTA

STZ：streptozotocin

TNF・α：tumor　necrosis　factor一α

VMH：ventromedial　hypothalamic　nucleus

ZF：Zucker　fatty
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緒論

　近年、先進国を中心に肥満とそれに伴う生活習慣病が社会的に大き

な問題となっている。肥満は、一般的に正常な生理的状態と比較して

体脂肪が過剰に蓄積した状態のことであり、体外からのエネルギーの

摂取過剰や運動不足などのエネルギー消費不足によってもたらされる

単純性肥満と、生体のエネルギー代謝系の異常や内分泌疾患の一部よ

り引き起こされる症候性肥満に分類される。これら肥満の状態と、高

血圧、高脂血症、糖尿病などが併発することにより、最終的に虚血性

心疾患や脳血管疾患などの動脈硬化症疾患の発症基盤となるメタボリ

ックシンドロームを発症することから、肥満が生体の各組織に与える

影響は生理的・病理的な側面からも注目されている1）。また、全世界

では男性の24％、女性では27％が肥満であること、さらにアジア諸国

に比べると欧米諸国では肥満の人々の割合が高く、アメリカでは国民

の30％以上が肥満であり、人種や食文化などの要因によりその発症率

が増大することも統計的に明らかとなっている2）。このように、肥満

が世界的な問題となっていることもあり、肥満の予防や治療は、生活

習慣病の発症の防止や、虚血性心疾患や脳血管疾患等の致命度のより

高い疾病の予防において非常に重要であると考えられている。

　さらに最近の研究から肥満時には、単に脂肪細胞の肥大化や細胞数

が増加するだけではなく、脂肪組織から産生・分泌されるアディポカ

インを始めとする生体のエネルギーホメオスタシスの維持に必要な生

理活性物質の産生・分泌・細胞への取り込みや感受性に異常が引き起

こされ、それに伴い脂肪組織以外の組織における様々なエネルギー代

謝の異常が誘発されていることが明らかになりつつある。例えば、脂
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肪組織より分泌されるレプチンの感受性は複数の組織で肥満時に低下

することが報告されており3，4）、これにより脳中枢神経系では摂食やエ

ネルギー代謝のシグナルに障害が生じると共に5）、エネルギー消費器

官である筋肉においては脂質代謝の減少や異所性の脂質蓄積がおき、

それに起因するインスリン抵抗性が惹起される6）。また、肥満時の血

中遊離脂肪酸の上昇は、それ自体が筋組織などの糖・脂質代謝異常を

起こす、いわゆる「脂肪毒性」を誘発することも示唆されている7）。

　通常、脂肪酸は主にミトコンドリア内においてβ・酸化により代謝さ

れ、acetyl－CoAとなってTCA　cycleに入る。しかし、この脂肪酸の代

謝経路からはオキサロ酢酸は産生されず、脂質のβ一酸化が充進すると

一 方的に消費されてしまうため、TCA　cycleへ導入され得ない

acetyl・CoAがミトコンドリア内へ蓄積する。この余剰なacetyl・CoAは

ケトン体へと変換されることでミトコンドリア外へ放出される。すな

わち、糖尿病時や飢餓状態の様に、糖質の利用や供給が不十分で解糖

系からTCA　cycleに至る経路が機能しない場合、代償的に脂肪酸酸化

が進み、この脂肪酸酸化によって過剰に生成されたacetyl・CoAが

acetoacetyl・CoA、3・hydroxy・3・methylglutaryl・CoA（HMG・CoA）を経

てアセト酢酸となり8）、これがミトコンドリア外へ移行することで、

ミトコンドリア内にacetyl・CoAが蓄積することが抑制されている（Fig

1）。このアセト酢酸より生じるβ・ヒドロキシ酪酸、およびアセトンの三

種の化合物が生体に存在するケトン体であるが、アセトンはアセト酢

酸からの非酵素的生成物であり、揮発性で呼気に排出されやすい。ア

セト酢酸とβ・ヒドロキシ酪酸はミトコンドリアで酵素的に相互変換さ

れるが、代謝利用される形態はアセト酢酸である。アセト酢酸とβ一ヒ

ドロキシ酪酸を合わせたものを総ケトン体と称する。重症な糖尿病患
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者では、過剰生成したケトン体により血液が酸性を呈するケトアシド

ー シスと呼ばれる状態になり、糖尿病性昏睡が引き起こされることが

知られている。この様に発見当初にはケトン体は脂肪酸代謝の副産物、

あるいは異常代謝によって生体に有害な影響を及ぼす不要の産物と考

えられてきたため、その生理的役割について長い間ほとんど検討され

ることはなかった9）。

　ケトン体の異化的代謝経路やエネルギー産生物質としての役割につ

いての研究は1960年代以降に行われ始め、肝臓で産生されたケトン体

が肝臓以外の組織において酸化されエネルギー源として利用されるこ

とが見出されて以来、その生理的意義に関する多くの研究がなされる

ようになった9）。特に、脳や筋肉組織においてケトン体は脂肪酸より

はるかに酸化されやすい事が報告されており、絶食や糖尿病などによ

る糖のエネルギー利用が不足した際にはケトン体がグルコースに代わ

るエネルギー源として重要な役割を果たしている可能性が示唆されて

いた10コ1）。

　肝臓以外の組織でケトン体をエネルギー源として利用する場合、ま

ずアセト酢酸がそのCoAエステルとなることにより活性化される必要

がある。この活性化反応はミトコンドリア画分に存在する

succinyl・CoA：3・oxoacid　CoA　transferase（SCOT：EC　2．8．3．5）によっ

て触媒され、CoAの供与体としてsucciny1・CoAが利用されることが知

られていた12・13）。この酵素の活性は個体の成長に応じて変動するが、

栄養状態によっては変動しないことが知られている13）。従って、飢餓

時にエネルギー源としてケトン体の利用が高まるのは血中ケトン体濃

度の増加、すなわち基質量の増加によるものと考えられていた。

　一方、ケトン体のエネルギー以外の利用系に関する研究も古くから
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いくつか行われており、1950年代にはChenら14）がラット肝臓のスラ

イスを用いてアセト酢酸がコレステロールへ取り込まれる事を発見し、

ほぼ同じ時期にBlecherら15）によって同様の実験で脂肪酸にも取り込

まれる事が報告されている。さらに、Sternらは鳩の肝臓ホモジネート

を用いてアセト酢酸がATP及びCoAの存在下でクエン酸に変換するこ

とを発見した16）。肝臓にはアセト酢酸を酸化するための活性化酵素で

あるSCOTが存在しないことから、それまでは肝臓はケトン体代謝に

おいては、ケトン体の生成のみに寄与する臓器と考えられていたが、

これらの知見により、肝臓にATPエネルギーを用いてアセト酢酸を活

性化する別の酵素が存在することが予想されることとなった。

　1970年代以降には、ケトン体の同化的代謝経路と脂質生合成におけ

る役割に関する研究も精力的に行われるようになったが、その過程に

おいて、1984年に福井、伊藤らによってラット肝臓のサイトゾル画分

よりacetoacetyl・CoA　synthetase（AACS）が単離精製され、これがATP

のエネルギーを介してアセト酢酸にCoAを直接付加し（Fig．2）、活性化

する新規のリガーゼ（国際生化学連合の酵素委員会により新たなEC番

号としてEC　6．2．1．16として分類）であることが明らかとなった17）。そ

れを契機に、それまでのケトン体のエネルギー利用に加えて、生体成

分の合成原料としての利用に関する研究が注目されるようになった。

　現在までに、ラット肝臓17，18）、脳19）、脂肪組織20）、乳腺21）、副腎

22）、マウス肝臓23）、ヒヨコ十二指腸24）、種々の腫瘍細胞25）、におい

て本酵素の存在が報告されている。また、本酵素の活性がSCOTとは

異なりサイトゾル画分に局在し17）、新生仔の脳26）や授乳期の乳腺21）

など脂質合成の高いと考えられている臓器に活性が高いこと、灌流肝

27）や脳のスライス実験28）においてアセト酢酸が脂質に取り込まれてい
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ることから、本酵素は脂質合成に密接に関係している可能性が考えら

れた。すなわち、生体内にはSCOTを介したエネルギー源としてのケ

トン体利用経路とAACSを介した合成基質としてのケトン体利用経路

の2っが存在すると考えられた。

　我々はさらに、ラットの肝臓において本酵素の活性、酵素タンパク

質量が雄に比べ雌で高く、性差が存在することを明らかにしている。

また、ラットの成長に伴い肝臓における本酵素のタンパク質量、酵素

活性が変化すること、そしてタンパク質レベルでも酵素活性でも、雄

では4週齢、雌では6週齢において、最も大きな値を示すことを明ら

かにした29）。生後すぐに、酢酸からコレステロールへの取り込みとコ

レステロール合成の律速酵素である且MG・CoA　reductase（且MGCR）の

活性が上昇することから30）、ラットの成長により本酵素が誘導される

ことは、肝臓でコレステロールなどの脂質を合成する時にケトン体が

利用されている可能性が考えられた。

　また、肝臓においてコレステロール低下剤であるpravastatin

（HMG・CoA　reductase阻害剤）及びcholestyramine（陰イオン交換

樹脂；胆汁酸再吸収阻害を介してコレステロールを低下させる。）によ

って本酵素が誘導されることが知られている31’32）。さらに、コレステ

ロール合成の律速酵素であるHMGCRが同様の条件下で誘導されるこ

とも報告されている33）。これらのことから、肝臓において本酵素を介

するケトン体利用系はコレステロール合成経路に関連している可能性

が考えられた。

　このように、AACSはケトン体であるアセト酢酸をacetoacety1・

CoAとして活性化し、このacetoacety1－CoAは脂質合成の基質となる

可能性が強いと考えられることから、肝臓以外の他の脂質合成の盛ん
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な組織での本酵素の役割を解明することは生体におけるケトン体の生

理的意義を明らかにする上で重要であると言える。しかしながら、本

酵素の肝臓以外での生理的な役割は明らかと言えないのが現状である。

そのため、本酵素をタンパク質、活性のレベルに加えて遺伝子レベル

で検討するために当教室において、pravastatinおよびcholestyramine

を添加した飼料摂取により本酵素を誘導させたラットの肝臓から得た

cDNAライブラリーを用い、本酵素のcDNAをクローニングして、全

翻訳領域を決定した31）。これにより本酵素の遺伝子レベルでの解析が

可能となり、本酵素の遺伝子発現を検討したところ、肝臓以外にも脂

質代謝の盛んな組織である脳、白色脂肪組織などで特に高発現してい

ることが明らかとなった。

　また、最近の当教室の研究により、AACSの遺伝子発現が脂肪酸の

合成とその蓄積を主な役割とする脂肪組織、特に皮下部脂肪組織にお

いてレプチン受容体の遺伝子変異により遺伝性肥満を示すZucker

fatty　ratでは減少する一方で、高脂肪食摂取による食餌性肥満時には

上昇することが明らかとなっている。すなわち、末梢組織における

AACSを介したケトン体利用への影響は、肥満の成因により異なる可

能性が示唆されており34）、AACSとケトン体が肥満と深く関わる可能

性が考えられた。肥満はエネルギー摂取量が消費量に比べ過剰になっ

た状態であり、多くの末梢組織で脂質代謝に異常が起きている。実際、

脂質分解を主とする筋肉組織では、血中脂質の上昇によって異所的な

脂質蓄積やそれに伴うインスリン抵抗性の惹起等35）、通常時の脂質消

費とは異なる合成系の代謝異常とそれに伴う障害が生じている。また、

脂質がβ・酸化により代謝される際に余剰のacetyl・CoAはアセト酢酸と

なることから8）、肥満時には筋肉組織からのケトン体産生も充進して
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いると考えられる。実際、運動や脂質の過剰摂取により血中ケトン体

量が増加することから36）、肥満が筋肉細胞内におけるケトン体代謝に

も大きく影響を及ぼしている可能性が考えられる。

　さらに、ケトン体が糖と並び重要な栄養素となる組織である脳は、

末梢組織からの様々な情報に応じて、全身のエネルギー収支のバラン

ス調節を行っていると考えられており、この調節機構が乱れることが

末梢組織における肥満による様々な悪影響に大きく関与していると考

えられている37，38）。当教室の研究より、脳におけるAACSの遺伝子は、

扁桃体、海馬、視床39）、及び中脳、橋・延髄、大脳皮質、小脳、視床

下部40）などで特に強いことが明らかとなっている。また、

streptozotocin（STZ）誘発1型糖尿病モデルラットにおいて、　AACSの

遺伝子発現が脳全体で著しく減少する一方で、SCOTの遺伝子発現に

は変動は認められなかった40）。重度の糖尿病時には糖尿病性疾痛やう

つ病様の神経障害が起きることが報告されているが41・42）、脳内におけ

る2つのケトン体利用経路が糖尿病によって異なる影響を受けている

可能性が示唆されたことから、神経系においてAACSを介したケトン

体の生体物質の合成への利用が広く減少することが、これらの糖尿病

時の神経障害と関係する可能性も考えられた。

　従来、ケトン体は生体であまり重要視されていない物質であった。

しかし、ケトン体が血中に相当量存在し、その量が脂質を中心とした

エネルギー代謝バランスに応じて大きく変化することと、当教室のケ

トン体利用酵素、AACSの研究により得られた様々な知見とを合わせ

て考えると、ケトン体が生体の脂質を消費する組織エネルギー代謝と、

その中枢性の制御において生理的にも病理的にも重要な因子である可

能性が考えられる。従って、全身のエネルギー消費の大部分を占め生

　　　　　　　　　　　　　　　10



体内のエネルギー恒常性において特に重要な役割を担う筋肉組織や、

末梢組織からの液性因子やシグナル並びに交感神経系を介してエネル

ギー代謝調節を行っている中枢神経系におけるケトン体利用と、エネ

ルギー代謝状態に異常をきたしている肥満の関連性の研究を行うこと

は、生体における新たな代謝経路の生理的意義の解明だけでなく、疾

患研究を行う上での新規なターゲットのスクリーニングの点からも重

要であると考えられる。

　以上のことを踏まえ、本研究では肥満とそれに伴う代謝変化が脳内

並びに筋肉組織のケトン体利用酵素の遺伝子発現及びケトン体を中心

とする脂質代謝に関わる酵素の発現に及ぼす影響を検討した。
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　　　　　　　　　　　　　第一章

ラット脳におけるケトン体利用に対する遺伝性肥満の影響

　緒論で述べたように、肥満時には生体内の様々な生理活性物質の代

謝異常が誘発される。例えば、肥満により肥大化した脂肪細胞から

Inonocyte　chemotactic　protein－1（MCP・1）が大量に発現・分泌され、マ

クロファージが脂肪組織に浸潤し、肥大化した脂肪細胞と相互作用す

ることによって　tumor　necrosis　factorα（TNF・α）やplasminogen

activator　inhibitor・1（PAI・1）の分泌・産生を増加させる43）。増加した

TNF一αはインスリンによる糖取り込みの抑制や血中遊離脂肪酸の増加

を導き、骨格筋や脂肪組織におけるインスリン抵抗性を惹起する44）。

また、PAI・1は線溶系を阻害し、血栓形成を促進すること45）が報告さ

れており、心臓や脳における血管疾患のリスクを上昇させると考えら

れている。

　また中枢神経系においても、レプチンなどの食欲抑制ホルモンを介

した末梢組織に対してのエネルギー消費充進や摂食行動へのシグナル

伝達が減弱することにより、満腹感の低下による過食や、末梢組織で

ある骨格筋における脂肪酸酸化の抑制を引き起こすと考えられている

46）。

　酸化による脂肪酸の消費は主にミトコンドリア内でβ一酸化によって

行われているが、その際余剰な脂肪酸はケトン体へと代謝される。こ

のことから、緒論でも述べたように、ケトン体は脂質代謝が充進する

ことによって生じる副産物であると考えられていた。しかし近年、ケ
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トン体が様々な組織でエネルギーとして積極的に利用されることが明

らかになっている9）。特に、脳においてはグルコースが主なエネルギ

ー源として知られているが、飢餓時や糖尿病時などグルコースの利用

が損なわれたときに、ケトン体が代替エネルギーとして積極的に使わ

れることが知られており、ケトン体が糖質に並ぶ重要な栄養素として

考えられるようになりつつある。

　ケトン体を細胞のミトコンドリアでエネルギー源として利用する経

路で働く酵素であるSCOTはアセト酢酸へのCoA転移を触媒し、活性

化する事により、ケトン体をATP産生に再利用させると考えられてい

る12・13）。一方、当教室で単離したAACSは様々な組織のサイトゾル分

画に存在し、アセト酢酸をacetoacetyl－CoAに活性化し（Fig．2）、同じ

サイトゾルに存在する脂肪酸合成やコレステロール合成ヘケトン体を

再利用する際に働く酵素であると考えられている。従って、AACSは

従来から知られているミトコンドリアのSCOTを介したエネルギー利

用経路とは異なり、脂質合成へのケトン体の利用を促す重要な酵素で

あると考えられる。実際、我々はAACSが脂肪組織、肝臓、脳といっ

た脂質代謝が盛んな組織に高発現していることを明らかにしているが、

特に脳は脂質そのものが血液脳関門を通らないこともあり、ケトン体

が特に重要な栄養素となる組織であることから、AACSが脳の脂質代

謝において重要な役割を担っている可能性が考えられる。

　脳におけるAACSの遺伝子発現は、矢状切片を用いた当教室の大貫

らの研究により、大脳皮質・海馬・視床下部などで高発現しているこ

とが明らかとなっており、その発現パターンはSCOTとは異なり、コ

レステロール合成の律速酵素であるHMGCRと類似していた40）。

　しかし、第三脳室周辺部を中心とした脳の中央部におけるAACSの
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遺伝子発現は未だに明らかになっていない。第三脳室とは、髄液で満

たされた脳室系を構成する一つであり、グルコース、脂肪酸、ホルモ

ン、神経内分泌因子、そしてケトン体のような多くの生理活性物質や

栄養因子を含む脳脊髄液の通り道であることから47）、脳脊髄液中の

液性情報がこの領域を介して脳内の神経系に影響を与えている可能性

が考えられる。このことから、第三脳室周辺部におけるAACSの遺伝

子発現を調べることは、この領域での脂質代謝を明らかにする上で重

要であると考えられる。そこで、脳冠状切片を用いて、AACSの遺伝

子発現分布の検討を行った。

　また、肥満時には筋肉や脂肪組織などの末梢組織で脂質代謝に異常

が起きているだけでなく、中枢神経系においてもエネルギーホメオス

タシスの維持に重要な役割を担っているシグナル伝達に異常が起きて

いることから、肥満による影響を受けていると考えられている48）。こ

の末梢と中枢を結ぶ因子の一つであるレプチンは脂肪細胞から分泌さ

れるホルモンであり、摂食中枢のある視床下部のレプチン受容体を介

して食欲抑制やエネルギー消費を促すと考えられている49，50）。レプチ

ン受容体に異常があり、肥満を示すモデル動物としてZucker　fatty

（ZF）ratが知られている5L52）。　ZF　ratは、レプチン受容体遺伝子の点

変異により、受容体を介したシグナル伝達が正常に伝わらないため、

食欲充進による摂食量の増加と筋組織を中心としたエネルギー消費の

減少により全身のエネルギーバランスが破綻して肥満を示す遺伝性肥

満モデルラットである52・53）。また、高インスリン血症を呈している一

方で、血中グルコース濃度には変化が見られないことが知られている

51）。さらに、ZF　ratの血中ケトン体濃度は、肝‖蔵においてケトン体産

生とβ・酸化が重度に障害されているため、通常群（Zucker　lean　rat）に比
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べ低い値を示す54）。現在までに当教室では、このZF　ratにおいて、末

梢組織である皮下部脂肪組織でAACSの遺伝子発現が減少する一方で、

SCOTの遺伝子発現は変動しないことを明らかにしている34）。興味深

いことに、ZF　ratにおけるAACSの遺伝子発現は、レプチンシグナル

を介して脂肪酸のβ・酸化を制御しているacetyl・CoA　carboxylase

（ACC）・2の遺伝子発現プロフィールに類似していた34，55）。脂肪酸のβ・

酸化はケトン体産生の増大をもたらすことから、レプチンシグナル不

全による影響をACC－2とAACSが共通して受けている可能性も考えら

れた。

　これらのことより、末梢組織で見られたAACSによるケトン体利用

の肥満による影響が、中枢神経系でも起きている可能性が考えられた。

そこで、ZF　ratの各脳領域におけるAACSの遺伝子発現を通常群と比

較し、肥満による影響があるかどうかと肥満による影響に領域特異性

があるかを合わせて検討した。
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2．1．実験動物

　8週齢の雄性Zucker系の肥満型ラット（fatty：允／塩）及び、痩せ型ラット

（lean：＋／＋）を三協ラボサービス（Japan）から購入し、無菌的に搬出されたも

のを少なくとも3日間、環境に順応させたのち実験に供した。

　本動物実験は、星薬科大学動物実験指針に従い、本学の動物実験委員会で

承認を得た上で、動物に対する倫理面を十分に考慮し、使用動物数を最小限

にして実験を行った。

2．2．血中グルコース濃度の測定

　2．1．に従って飼育した個体より採取した血液を試料とした。α型グルコー

スをムタロターゼによりβ型グルコースに変換し、すべてβ型グルコースとし

て測定した。β型グルコースをグルコオキシダーゼで酸化した際発生する過

酸化水素を、ペルオキシダーゼの作用によりフェノールと4・アミノアンチピ

リンの間で定量的に酸化縮合させ、生成した赤色の色素を波長505nmで吸

光度測定することで行った56）。試薬はグルコースCII一テストワコー（Wako，

Japan）を用いた。

2．3．血中総ケトン体濃度の測定

　2．1．に従って飼育した個体より採取した血液を試料とした。アセト酢酸の

測定は、アセト酢酸をβ・ヒドロキシ酪酸脱水素酵素によりβ・ヒドロキシ酪酸

に転換する際、減少するNADH量を波長340nmで吸光度測定することで行

った。β一ヒドロキシ酪酸の測定は、β一ヒドロキシ酪酸をβ一ヒドロキシ酪酸脱

水素酵素によりアセト酢酸に転換する際、生成するNADH量を波長340nm
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で吸光度測定することで行った。これらアセト酢酸量とβ・ヒドロキシ酪酸量

をあわせて総ケトン体量とした57）。試薬はアセト酢酸の測定にはケトンテ

ストA「三和」（Sanwa　Kagaku，　Japan）を、β・ヒドロキシ酪酸の測定にはケ

トンテストB「三和」（Sanwa　Kagaku）を用いた。

2．4．血8ゴ加hybridizatio11法

2．4．1．新鮮凍結脳切片の作製

　8週齢の雄性Zucker系ラットの肥満型ラット（fatty：盈／血）及び、痩せ型ラ

ット（1ean：＋1＋）の脳組織を摘出し、ドライアイスパウダーで瞬時に凍結した。

これをcryostatを用い、　corona1方向に16μmの厚さでスライスし、ゼラチ

ン及びpoly・L・lysine（Sigma・Aldrich，　U．S．A．）でコーティングしたスライド

グラスに貼り付けて作製した。

2．4．2．血βゼ加hybridization法に用いるプローブの作製

　ラット肝臓からAACS及びHMGCR、ラット脳からSCOT、ラット脂肪

組織からACC・1の遺伝子をそれぞれの特異的プライマーを用いてRT・PCR

により増幅、単離し、pGEM・T　vector（Promega，　U．S．A．）にサブクローニン

グした。そのプラスミドのSP6またはT7領域付近を制限酵素消化して直鎖

状にし、cDNA　templateを作製した。各遺伝子のプライマーは下記に示し

たものを用いた。

　rat　AACS（2020bp）

　sense：　　　5’・ATG　TCC　AAG　CTG　GCA　CGG　CT・3’

　anti・sense：5’－TTC　AGAAGT　CCT　GCA　GCT　CA－3’

19



　rat　HMGCR（2351bp）

　　sense：　　　5’・ACG　GTG　ACA　CTT　ACT　ATC　TG－3’

　　anti－sense：5’－ACCATG　TGA　CTT　CTG　ACA　AG－3’

　rat　SCOT（805bp）

　　sense：　　　5’・ATG　ACG　CCG　CAG　GGAACG　TT－3’

　　anti・sense：5’・TGC　ATT　GCG　CCG　AGC　ATC　GT・3’

　rat　ACC・1（1515bp）

　　sense：　　　5’・GTC　CGT　GTC　TGAAGA　CAA　CT－3’

　　anti・sense：5’－TCC　TGAACT　GTT　CCA　GAG　CT・3’

　このcDNA　templateの目的配列と相補鎖となる方向の上流にあるSP6ま

たはT7領域からpolymeraseを用いて切断面である下流に向かい37℃、30

分（T7　polymeraseの場合）または60分（SP6　polymeraseの場合）の条件

で転写反応を行いuridine　5’・［α・35SI　thiotriphosphate（PerkinElmer，

U．S．A．）で標識したcRNAをそれぞれ生成した。反応物を37℃、15分で

DNaseと反応させて鋳型DNAであるプラスミドを消化し、エタノール沈殿

法により精製を行った。この精製物を60mM炭酸ナトリウム、40　mM炭

酸水素ナトリウムにより60℃、下記式に基づいた時間によってアルカリ水

解を行い200bpの長さのRNAを作製した。

　　　　　　　　　X（ゴ＝。、器．H罐灘ミ

合成したcRNA　probe溶液は液体シンチレーションカウンターで放射活性を

測定し、以降の実験に用いた。

20



2．4．3．血θτ加hybridization法を用いたAACS，　SCOT，　HMGCR及びACC・1

　　　遺伝子の脳組織における発現分布の検討

　2．4．1．で作製した新鮮凍結脳切片を前処理として4％formaldehyde

solutionで15分間固定し、1mg／ml　proteinase　K（Sigma－Aldrich）solution

で10分間消化後、acetylation　buffer（10　mM　triethanolamine、0．15MNaCl、

3mM　HCI、0．03　M　acetic　anhydride）処理を10分間行ってアセチル化し、

脱脂、脱水処理を行った。この切片をhybridization　buffer（4×SSC、20

mM　dextran　sulfate　solution、50％formamide、2．5×Denhardt’s　solution、

5mM　EDTA、20　mM　DTT、0．5mg／ml　tRNA、0．lmg／ml　salmon　sperm　DNA）

で55℃、1時間prehybridizationした。その後、新たなhybridization　buffer

に前述の通り調製したuridine　5’・［α一35S】thiotriphosphate（PerkinElmer）

で標識したAACS，　SCOT，　HMGCR及びACC・1遺伝子のcRNA　probeを、

放射活性が1．0×107cpm／mlになるように加え、55℃でhybridizationを行

った。17時間後、切片を2×SSCで4回washし、40μg／ml　RNaseA

（Sigma・Alderich）solutionに37℃、30分反応させた後、再度2×SSC　50％

formamideで2回washした。この切片をBIOMAX　MS　Film（Eastman

Kodak，　U．S．A．）に10日間露光させてフィルムを現像した。さらにこれらの

切片はautoradiography　emulsion（Eastman　Kodak）を用いたdipping法に

よるmicroautoradiographyを行い、3週間露光させ遺伝子発現を可視化し

た後、0．1％cresyl　violet（CHROMA・GESELLSCHAFT，　Germany）染色液

で組織染色し、細胞観察を行った。

2．5．統計処理

　全てのデータは平均±標準偏差（means±SEM）として表示した。平均値

の有意差検定にはStudent’s’検定を用いた。
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3．1．Zucker　leall　ratの脳冠状切片におけるAACS　mRNAの発現分布

　Zucker　lean　ratの脳冠状切片を作製し、加8τ九hybridization法を

用いて、AACSの遺伝子発現分布の検討を行った。その結果、　AACS

遺伝子は既報と同じく大脳皮質、海馬、視床下部において強く発現し

ていた。特に、視床下部においては、AACS遺伝子が、腹内側核

（ventrolnedial　hypothalamic　nucleus：VMH）及び弓状核（arcuate

hypothalamic　nucleus：ARC）で強く発現していることが新たに明らか

になった（Fig．3a）。また、興味深いことに、矢状切片では発現が弱い

と考えられていた40）視床領域においてもAACS遺伝子が局所的に発現

していることが明らかになった（Fig．3a）。特に、第三脳室周辺部であ

るparaventricular　thalamic　nucleus（PVT）の後部で特異的に高発現

していた（Fig．3a）。これらのいずれの領域においても、AACS遺伝子

はNissl染色で薄く染まる細胞に局在していたことから、AACSは神経

細胞に発現していると考えられた。また、AACSの遺伝子発現分布を、

ミトコンドリア内でケトン体をエネルギー産生系へと導くSCOT、コ

レステロール合成の律速酵素であるHMGCR、及び脂肪酸合成の律速

酵素であるACC・1の遺伝子と比較した。その結果、　AACSの遺伝子発

現分布は、視床の全領域で強く発現していたscoT（Fig．3b）やAcc－1

（Fig．3d）の遺伝子発現とは明らかに異なる一方で、第三脳室周辺の局

在が見られるHMGCRの遺伝子発現分布と類似していた（Fig．3c）。ま

た、SCOT遺伝子の視床下部における発現はAACSと比較して低いレ

ベルでしか検出されなかった（Fig．3b）。
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3．2．ラット脳におけるAACSの遺伝子発現に対する遺伝性肥満の影響

　次に、ラット脳におけるAACSの遺伝子発現に対する遺伝性肥満の

影響を検討するために、遺伝性肥満を示すZF　ratの脳冠状切片を用い

て、加8τ’αhybridization法により痩せ型同腹子であるZucker　lean　rat

（通常群）におけるAACSの遺伝子発現と比較検討した。

　通常群とZF　ratの生理的パラメーターをTable　1に示した。　ZF　rat

の体重は通常群よりも顕著に高く、肥満を呈していた（Table　1）。また、

血中ケトン体濃度はZF　ratで低値を示したが、血中グルコース濃度は

正常な値を示した。次に、各種酵素の遺伝子発現に肥満に伴う変動が

あるかを調べたところ、ZF　ratにおけるAACSの遺伝子発現は、　PVT

領域で通常群と比較して有意に上昇していたが（Fig．4a　and　6a）、大脳

皮質においては有意な変動は認められなかった（Fig．6a）。対照的に、

視床下部領域のVMH及びARCにおいてはZF　ratでは有意に減少して

いた（Fig．4a　and　Fig．6a）。一方、SCOTの遺伝子発現はZF　ratでPVT

領域でのみわずかに減少していたが、VMH及びARC領域においては

有意な変動は認められなかった（Fig．4b　and　Fig．6b）。また、　HMGCR

（Fig．5a　and　Fig．7a）及びACC・1（Fig．5b　and　Fig．7b）の遺伝子発現は

両群間でいずれの脳領域においても有意な変動が認められなかった。
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Fig．3Expression　profiles　ofAACS　and　other　enzyme　mRNAs　in　coronal　sections　of

Zucker　lean　rat　brain

Coronal　sections　ofanterior（lower　panels）and　posterior（upper　panels）part　ofthe

cerebrum　were　prepared廿om　adult　male　Zucker　lean　rats（8　weeks　old），　These　sections

were　examined　by　jηぷ」仇hybrid屹ation　with　a　35S－labeled　AACS（a），　SCOT（b），

HMGCR（c）and　ACC－1（d）cRNA　probes．　Scale　bar㎞dicates　5．0㎜．　The

abbreviations　are　listed　below．

c．c．：cerebral　cortex；h．c．：hippocampus；t．1．：thalamus；h．t．：hypothalamus；PVT：

paraventricular　thalamic　nucleus；3V：third　ventricle；VMH：ventromedial　hypothalamic

nucleus；ARC：arcuate　hypothalamic　nucleus．
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Table　l　Body　weight，　plasma　glucose，　and　plasma　ketone　body　levels　of　Zucker　lean

and　fatty　rats

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lean（＋／＋）　　　　fhtty（冷侮）

Body　weight（g）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21L8　±　8．6　　　　　278．1　土12．5＊

Plasma　Glucose（mg／d1）　　　　　　　　　　　　　　140．3　土19．0　　　　152．5　±23．4

Plasma　Ketolle　body：tota1　（μmo助　　　　　　「　　365．1　士49．6　　　　176．5　士55．1＊＊＊

Plasma　Ketone　body：acetoacetate（μmol／の　　　　　　204．9　±35．8　　　　　633　±16．6＊＊＊

Values　represent　the　means士SEM（n＝6）．＊ク＜0．05；＊＊＊ρ＜0．001　compared　wi也lean

littellnates．
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　　　　Iean　　　　　　　f旦旦y

BF　　　　　　　D戸　　　　　　　　　8F　　　　　　　DF

｛a｝AACS

｛b｝SCOT

Thalamus

　HYpo
thalamus

Thalamus

　　Hypo

thalamus

Fig．4Representative　emulsions　of　sections　hybridized　to　3sS－labeled　probes　fbr

AACS　and　SCOT　mRNAs　in　the　thalamus別d　hypotha』mus　of　genetically　obese

Zucker　rats　or　their　lean　littermates

Coronal　sections　f畑m　adult　male　Zucker　fatty　rats（right　panels）and　their　lean

littermates（left　panels）were　examined　by　i〃∫∫仇hybridization　with　35S－labeled　AACS

（a）and　SCOT（b）cRNA　probes．　These　were　dipped　in　liquid　emulsion　and　stained　with

cresyl　violet　after　3　weeks　ofexposure．　Scale　bar　indicates　50μm．　The　abbreviations

are　listed　below．

BF：bright　neld；DF：dark　field；PVT：paraventricular　thalamic　nucleus；3V：third

ventricle；VMH：ventromedial　hypothalamic　nucleus；ARC：arcuate　hypothalamic

nucleUS．
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　　　　　鏡
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Fig．5Representative　emulsions　of　sections　hybridized　to　35S－labeled　probes］』r

HMGCR紐d　ACC－1　mRNAs　in　the　thalamus　and　hypothalamus　ofgenetically

obese　Zucker　rats　or　their　lean　litterm飢es

Coronal　sections　from　adult　male　Zucker　fatty　rats（right　panels）and　their　lean

li廿e㎜ates（le廿panels）were　examined　by加Whybridization　with　35S－labeled

HMGCR（a）and　ACC－1（b）cRNA　probes．　These　were　dipped　in　liquid　emulsion　and

stained　with　cresyl　violet　after　3　weeks　ofexposure，　Scale　bar　indicates　50μm．　The

abbreviations　are　listed　below．

BF：bright　field；DF：dark　field；PVT：paraventricular　thalamic　nucle　us；3V：third

ventricle；VMH：ventromedial　hypothalamic　nucleus；ARC：arcuate　hypothalamic

nucleUS．
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Fig．6AACS　and　SCOT　mRNA　levels　in　the　cerebral　cortex，　thalamus　and

hypothalamus　of　genetically　obese　Zucker　rats

Quantitative　analysis　ofthe　radioreactivity　ofAACS（a）and　SCOT（b）cRNA

probes　is　shown　in　upper　panels．　The　data　are　expressed　as　silver　grain－

numbers　per　cell．　Each　bar　represents　the　means±SEM．　Lower　panels　show

microscopic　views　ofthe　PVT，　the　VMH．　the　A．RC　and　the　cerebral　cortex　of

Zucker　fatty（right）and　lean（1eft）rats．　Filled　arrows　indicate　neural－like　cells．

Scale　bar　indicates　50μm．＊＊＊ρ＜0．001　compared　with　lean　littermates．
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Fig．7HMGCR　and　ACC－1　mRNA　levels　in　the　cerebml　cortex，　thalamus

and　hypothalamus　of　genetically　obese　Zucker　rats

Quantitative　analysis　of　the　radioreactivity　ofHMGCR（a）and　ACC－1（b）

cRNA　probes　is　shown　in　upper　panels．　The　data　are　expressed　as　silver　grain－

numbers　per　cell．　Each　bar　represents　the　means±SEM．　Lower　panels　show

microscopic　views　ofthe　PVT，　the　VMH，　the　ARC　and　the　cerebral　cortex　of

Zucker　fatty（right）and　lean（left）rats．　Filled　arrows　indicate　neural－1ike　cells．

Scale　bar　indicates　50μm．
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　本章の実験結果より、レプチン受容体の遺伝子異常により遺伝性の

肥満を示すZF　ratのARC及びVMHにおいて、AACSの遺伝子発現が

減少する一方で、SCOTの遺伝子発現は変動しないことが明らかとな

った。ZF　ratはレプチン受容体遺伝子の806番目のアデニンがシトシ

ンへとミスセンス突然変異が起こっており、その結果、269番目のア

ミノ酸がグルタミンからプロリンへと置換し、受容体からのシグナル

伝達が正常に伝わらないため、摂食増加とエネルギー消費の減少によ

りエネルギーバランスが破綻して肥満を示す52，53）。この変異領域を含

み、レプチン受容体の中でもシグナル伝達能を有するロングフォーム

型受容体（leptin　receptor－b：LR・b）は視床下部領域で強く発現している

ことから、食欲やエネルギー消費の制御を含むレプチンの中枢作用は

この領域にあるLR・bを介して作用を示すと考えられている58，59）。

AACSの遺伝子がARCならびにVMHの両領域において強く発現し、

かつ遺伝性肥満により領域特異的な発現抑制を受けていたことから、

この領域ではAACSを介したケトン体利用経路がレプチンシグナルに

より制御を受けていると考えられる。また、SCOTには肥満による影

響が認められなかったことから、中枢性の食欲調節にはケトン体から

のエネルギー産生ではなく、AACSを介して合成された生理活性物質

が関与する可能性が考えられる。

　また、AACSの遺伝子発現がZF　ratのPVTにおいて増加する一方で、

SCOTの遺伝子発現が減少することも明らかになった。　PVTは、脳脊

髄液の通り道である第三脳室に接している。脳脊髄液中の生理活性物

質は、脳に分布する毛細血管から吸収されることが知られており、脳
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脊髄液中には血中と比べると低濃度ではあるがケトン体や脂肪酸など

も十分量含まれている60）。また、レプチンシグナルの伝達能を持つ

LR・bもほとんど発現していないことから61）、視床のこの領域において

はレプチンではなく、ケトン体などの循環血中から脳脊髄液に入る末

梢の液性因子がAACS並びにSCOTの遺伝子発現を調節し、PVT領域

における生理活性物質合成及びエネルギー産生の両経路に対するケト

ン体利用に影響を与えている可能性が考えられる。

　また、BhatnagarらによりPVTの後部領域の破壊は摂食充進、体重

増加、エネルギー消費の減少を導くことが報告されている62）。さらに、

PVTには視床下部の種々の領域からの求心性神経63）と、amygdalaな

どへの遠心性神経が存在することから64）、脳幹や視床下部を通した末

梢の消化器情報やエネルギーの日内変動の情報を統合し、大脳辺縁系

へと伝え、辺縁系の機能を調節する機能を担うと考えられている64）。

このような中枢と末梢の情報が集積する領域で、肥満によりAACSの

遺伝子発現が食欲を調節する視床下部領域とは対照的な変動をしてい

ることから、肥満によるケトン体の基質としての利用の変動が、中枢

と末梢の情報交換を介する生理活性物質の合成の異常を引き起こし、

神経系の代謝性疾患の原因になる可能性も考えられる。

　このケトン体から合成される生理活性物質として、コレステロール

やその後の代謝産物であるニューロステロイドなどが考えられる。ニ

ューロステロイドの作用として、学習や記憶、本能制御に関わってい

るという報告がある65，66）。従って、これらのニューロステロイドの作

用がケトン体からAACSを介して合成される経路によって調節されて

おり、視床・視床下部の機能と肥満による代謝変動の影響の原因とな

っている可能性が考えられる。また、肥満時にはAACSが領域特異的
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な影響を受ける一方、HMGCRには影響が認められなかった。このこ

とから、AACSを介して活性化したケトン体が、その代謝産物である

メバロン酸からのイソプレニル化などタンパク翻訳後修飾に向かって

いる可能性も考えられる。

　このように、AACSは遺伝性肥満により中枢神経において領域特異

的な影響を受けていることが明らかになった。このことは、AACSを

介したケトン体代謝経路が組織やそれを構成する細胞ごとに独立した

制御を受けること示唆している。そこで次章では、末梢組織における

検討を行うことにした。
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　　　　　　　　　　　　　　第二章

骨格筋のケトン体利用に対する肥満及びレプチンシグナルの影響

　第一章において、AACSの遺伝子発現がレプチンシグナル不全によ

る遺伝性の肥満において視床下部領域で特異的に減少することが明ら

かとなった。それに加え、当教室の以前の研究から、皮下部脂肪組織

において高脂肪食を摂取させることによる食餌性肥満時にAACSの遺

伝子発現が上昇し、一方でレプチンシグナル不全による遺伝性肥満時

には減少することが明らかとなっている34）。このように、AACSは肥

満で発現が変動するだけでなく、肥満を引き起こす原因の違いによっ

ても影響が異なることから、AACSと肥満によるエネルギー代謝の変

化やその増悪との間には深い相関関係があることが予想される。

　また、我々はAACS遺伝子が大腿筋等の骨格筋や心筋といった筋肉

組織においても発現していることを確認している（未発表データ）。筋肉

組織はグルコースや遊離脂肪酸を積極的に取り込み消費するエネルギ

ー 消費組織である。しかし、過栄養状態が持続することによりエネル

ギー系の代謝異常が生じ、組織内への異所的な脂質蓄積量の増大やそ

れに起因するインスリン抵抗性が惹起されることが知られている。そ

の機序としては、各種炭素鎖長を持っacyl－CoAやdiacylglycerol等の

脂質代謝産物の筋細胞内における増加による1・kappa　B　kinase・

β（IKK一β）、　protein　kinase　C一θ（PKC一θ）といったセリン・スレオニン

キナーゼの活性化、そしてinsulin　receptor　substrate・1（IRS－1）のセ

リン残基のリン酸化が挙げられる67，68）。これらのことから、肥満やそ
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れに伴う脂質代謝産物の量的変化に、当教室で主に検討してきた脂質

合成の盛んな脂肪組織や肝臓だけでなく、脂質分解を主とする筋肉組

織においてもケトン体利用経路と関係する可能性が考えられた。

　さらに、レプチンを視床下部内に処置したときに骨格筋の5’・AMP・

activated　protein　kinase（AMPK）が活性化される一方、交感神経切除

によりその活性が抑制されることが報告されており69）、骨格筋のエネ

ルギー代謝には視床下部からの中枢由来の神経シグナルが重要な働き

を担っている。第一章に示したように、レプチンシグナル不全により

視床下部におけるAACSの遺伝子が特異的な発現変動を示したことか

ら、筋肉組織においてもケトン体代謝が肥満並びにレプチンシグナル

不全により影響を受ける可能性が考えられた。

　そこで、本章では異なる成因による肥満が筋肉組織のケトン体代謝

に及ぼす影響をケトン体利用酵素の遺伝子発現を解析することにより

検討した。
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2．試’及び方法

2．1．実験動物

　8週齢の雄性Zucker系の肥満型ラット（fatty：砲1痘）及び、痩せ型ラット

（lean：＋1＋）を三協ラボサービス（Japan）から、4週齢の雄性Sprague・Dawley

（SD）系ラットを東京実験動物（Japan）から購入し、無菌的に搬出されたもの

を少なくとも3日間、環境に順応させたのち実験に供した。

　本動物実験は、星薬科大学動物実験指針に従い、本学の動物実験委員会で

承認を得た上で、動物に対する倫理面を十分に考慮し、使用動物数を最小限

にして実験を行った。

2．2．ラットへの高脂肪食負荷

　4週齢の雄性SD系ラットを一日絶食させた後、通常食（MF；炭水化物

47．5％，蛋白質23．6％，脂質5．3％，Oriental　Yeast，　Japan）摂取群と高脂肪

食（F2HFD2；炭水化物7．5％，蛋白質24．5％，脂質60．0％，　Oriental　Yeast）摂

取群とに分け、自由摂食下で6週間飼育した。

2．3．血中グルコース濃度並びに血中総ケトン体濃度の測定

　2．2．に従って飼育した個体、及び8週齢の雄性Zucker系の肥満型ラット

（fatty：」勉／食）並びに痩せ型ラット（lean：＋／＋）より採取した血液を試料とした。

血中グルコース濃度並びに血中総ケトン体濃度の測定方法は第一章に記載

した方法に準ずる。
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2．4．組織からのRNA抽出

　2．2．に従って飼育した個体、および8週齢の雄性Zucker系ラットの肥満

型ラット（fatty：允！塩）並びに痩せ型ラット（lean：＋1＋）より、左右後肢の腓

腹筋を摘出した。これらの組織をポリトロンホモジナイザーによりホモジナ

イズした後、ISOGEN（Nippon　gene，　Japan）を用いてtotal　RNAを抽出し

た。

2．5．C2C12細胞の筋肉細胞への分化誘導、及びグルコース、レプチン添加

　　並びにRNA抽出

　C2C12マウス筋芽細胞（RIKEN　Cell　Bank，　Japan）は10％fetal　bovine

serum（FBS，　Invitrogen，　U．S．A．）を添加した4．5　mglmlのグルコースを含む

Dulbecco’s　modified　Eagle’s　medium（DMEM，　Invitrogen）中、5％CO2存在

下37℃で培養した。播種48時間後、分化誘導群は培地を2％horse　serum

（HS，　lnvitrogen）を含むDMEMに交換して分化誘導を行った。その後7日

間培養を行い、培地を1％BSA（Sigma・Aldrich，　U．S．A．）添加無血清DMEM

培地で2時間培養後、グルコース（Wako）またはhuman　recombinant　leptin

protein（Santa　Cruz　Biotechnology，　U．S．A．）を処理し、24時間培養後に

RNeasy　Plant　Mini　Kit（Qiagen，　U．S．A．）を用いてtotal　RNAを抽出した。

2．6．PAS染色

　2．5．の方法で培養したC2C12細胞を15％ホルマリン／PBS溶液で20分

固定し、蒸留水で3分×2回洗浄し、1％過ヨウ素酸溶液（Wako）で10分間

酸化した。蒸留水で洗浄後、Schiff試薬（Nacalai　tesque，　Japan）で10分

間反応させ、亜硫酸水（Wako）で2分×3回洗浄した。蒸留水で3分×3回

の色出しを行い、顕微鏡写真を撮影した。
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2．7．Oihed　O染色

　2．5．の方法で培養したC2C12細胞を15％ホルマリン1　PBS溶液で20　分

固定し、蒸留水で30秒、60％isopropanolで1分洗浄し、oil　red　O液（0．18％

oil　red　O（Sigma・Aldlich）／60％isopropanol）につけ、37℃で10分間イン

キュベートした。その後、60％isopropanolで2分、蒸留水で3分洗浄した

後に顕微鏡写真を撮影した。

2．8．Northern　blot　analy8i8

2．8．1．Northern　blot　analy8i8に用いるプローブの作製

　マウス脳からmouse　AACS及びmouse　SCOT、ラット肝臓からrat　AACS、

ラット脳からrat　SCOTの遺伝子をそれぞれの特異的プライマーを用いて

RT・PCRにより増幅、単離し、　pGEM・T　vector（Promega）にサブクローニン

グし、cDNA　templateを作製した。ラットの各遺伝子のプライマーは第一

章の2．4．2．に記載したものを、マウスの各遺伝子のプライマーは下記に示し

たものを用いた。

　mouse　AACS（2065bp）

　sense：　　　5’・TCC　GCAACC　ATG　TCC　AAG　CT・3’

　　anti－sense：5’・ATC　ACA　TGC　ACA　GCT　GGA　TG・3’

　mouse　SCOT（1574bp）

　　sense：　　　5’－CGAAGA　TGG　CGG　CTC　TCAAA－3’

　　anti・sense：5’・GAT　GCT　TCAAGT　TGAAAT　CT・3’
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2．8．2．Northenl　blot　analy8i8による各種遺伝子発現の検討

　2．4．、2．5．の方法で得られたtotal　RNA（2．4．：30μg，2．5．：10μg）をホルム

アミド変性アガロースゲル（1％）を用いて電気泳動した。分離したRNAを20

×SSC（1×SSC＝0．15M　NaCl／0．015M　sodium　citrate）中overnightで

Hybond　N＋（GE　Healthcare　Bioscience，　U．K）に転写し、　UV照射による固

定化をした後、さらに80℃で2時間乾燥固定し、blotting膜を作製した。

その後、ハイブリダイゼーションバッファー（5×SSPE、20mM　sodium

dextran　sulfate、50％formamide、0．1mg／ml　salmon　sperm　DNA、5×

Denhardt’s　solution）中で42℃、4時間プレハイブリダイゼーションした。

その後、新たなハイブリダイゼーションバッファーにα・［32P］・dCTP

（PerkinElmer，　U．S．A．）で標識した目的遺伝子のcDNAプローブを加え、42℃

でハイブリダイゼーションを行った。18時間後、膜を2×SSC／0．1％SDS

中室温で5分間3回洗浄し、更に0．25×SSC／0．1％SDS中65℃で30分

間2回洗浄した。この膜をイメージングプレートに18時間露光後、Typhoon

9410（GE　Healthcare　Bioscience）を用いて解析した。

2．9．統計処理

　全てのデータは平均±標準偏差（means±SEM）として表示した。平均値

の有意差検定にはStudent’s’検定を用いた。
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3．1．ラット骨格筋におけるAACSの遺伝子発現に対する遺伝性肥満と

　　食餌性肥満の異なる影響

　高脂肪食を6週間摂取させた食餌性肥満ラット（High　fat　diet・fed

rat：HFD　rat）と、遺伝性肥満ラット（Zucker　fatty　rat：ZF　rat）の2種

の異なる肥満モデル動物を用いて、骨格筋におけるケトン体利用酵素

の遺伝子発現に対する肥満の影響を検討した。その結果、HFD　ratで

は通常食を与えた群と比較して、血中グルコース濃度が16．7％増加し、

血中総ケトン体濃度も約6倍増加していた（Table　2）。このときの骨格

筋におけるAACSの遺伝子発現には有意な変動が認められなかったが

（Fig．8a）、　SCOTの遺伝子発現は有意に減少していた（Fig．8b）。一方、

ZF　ratの血中パラメータは通常群（Zucker　lean　rat）と比較して血中グ

ルコース濃度には変化がなく、血中総ケトン体濃度は51．7％減少して

いた（Table　2）。このときの骨格筋におけるAACSの遺伝子発現は有意

に減少していたが（Fig．8c）、SCOTの遺伝子発現には有意な変動は認め

られなかった（Fig．8d）。

3．2．筋芽細胞と分化した筋肉細胞間におけるAACSの遺伝子発現に対

　　する高濃度グルコースの影響の差異

　血中グルコース濃度は高脂肪食を与えたラットで顕著に増加してい

た（Table　2）。このことから、HFD　ratとZF　ratの骨格筋におけるAACS

とSCOTの遺伝子発現パターンの違いは体液中のグルコース濃度によ

る可能性がある。そこで、マウス筋芽細胞であるC2C12細胞にグルコ

ー スを処理することにより、骨格筋細胞におけるケトン体利用に対す
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る過栄養状態の影響を検討した。まず、C2C12細胞にグルコースを処

理したときのグリコーゲン及び脂質の細胞への蓄積をPAS染色並びに

oilredO染色により検討した。その結果、この過栄養状態においてグ

リコーゲン並びに脂質の蓄積はc2c12細胞で認められなかった（Fig．

9）。次に、C2C12細胞におけるケトン体利用酵素の遺伝子発現に対す

る過栄養状態の影響を検討した。AACSの遺伝子発現は分化した

C2C12細胞において高濃度のグルコース処理で減少したが、未分化細

胞においては上昇した（Fig．10a）。対照的に、　SCOTの遺伝子について

はグルコース処理による影響は認められなかった（Fig．10b）。

3．3．筋細胞におけるケトン体利用に対するレプチンの影響

　ZF　ratにおける血中グルコース濃度には通常群と比較して顕著な変

化は認められなかったが（Table　2）、　AACSの遺伝子発現は有意に減少

していた（Fig．8c）。　ZF　ratはレプチン応答性を欠如していることから

70）、骨格筋におけるAACSの遺伝子発現がレプチンシグナルにより正

に制御を受けている可能性が考えられた。そこで、C2C12細胞にレプ

チンを処理し、AACSの遺伝子発現を検討した。その結果、AACSの遺

伝子発現はレプチン濃度依存的に有意に上昇した（Fig．11a）。対照的に、

scOTの遺伝子発現には有意な変動は認められなかった（Fig．11b）。ま

た、未分化C2C12細胞ではいずれの酵素にも発現量に変動は認められ

なかった（未掲載データ）。
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Table　2　Body　weight　and　blood　parameters　of　two　types　of　obese　rats

Diet－induced obese　rat Zucker　rat

normal　diet high一飽t　diet lean（＋／＋） 飽tty（幼a）

Body　weight
597．6土39 631．9±27 211．8土8．6 278．1土13＊

（9）

Plasma　glucose
132．5土3．7 154．7土13＊ 140．3土19 152．5土23

（mg／dの

Plasma　total

ketone　body 217．8土30 1308土410＊＊＊ 365．1土50 176．5土67＊＊

（μmolの

＊ρ＜0．05，＊＊ρ＜0．01，and＊＊＊ρ＜0．001　compared　with　the　ND　or　lean　littermates．
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Fig．8Expression　ofAACS　and　SCOT　mRNA　in　soleus　muscles　of　high

fat　diet一飴d　mts　and　obese　Zucker　mts

Total　RNAs　were　prepared　from　soleus　muscles　of　high　fat　diet－fbd　rats（a，

b）and　obese　Zucker　rats（c，　d），　and　su句ected　to　Northem　blot　analysis　with

AAC　S（a，　c）and　SCOT（b，　d）cDNA　probes．　ND，　HFD，　fatty　and　lean

㎞dicate　no㎝al　diet一免d　r劔s，　high飽t　diet一民d　rats，　obese　Zucker　rats　and

the丘lean　li廿e㎜劔es，　respectively　Each　bar　represents　the　means±SEM

（n＝3）．＊ρ＜0．05；＊＊．ρ＜0．01compared　with　the　ND　or　lean　littermates．
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PAS　stained　　　　　　　　　Oil　red　O　stained

Control

Glucose

Fig．9E廿ect　of　glucose　tr田tment　on　glycogen　and　lipid　accumulation　in

C2C12　cells

C2C12myoblast　cells　were　maintained　in　diflerentiation　medium　fbr　2　days

and　treated　with　glucose（b，　d）fbr　6　days．　Glycogen　was　stahled　with　periodic

acid－Schiff　reagent（a，　b）and　lipid　droplets　were　stained　with　oil　red　O（c，　d）．

Scale　bar＝40μm．
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Fig．10　Ef丘ct　of　glucose　on　gene　expression　levels　ofAACS　and　SCOT　in

C2Cl2　cells

C2C　l　2　cells　were　induced（1eft　panels）or　not　induced（right　panels），　then

treated　with　glucose．　After　6　days，　total　RNAs　were　isolated　ffom　each　cells，

and　su句ected　to　Northern　blot　analysis　fbr　AACS（a）and　SCOT（b）．　Each　bar

represents　the　means±SEM（n＝3）．＊ρ〈0．05；＊＊ρ＜0．Ol　compared　with　the

＋OrnM　glucose－treated　cells．
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Fig．11　E価ect　of　Ieptin　treatment　on　AACS紐d　SCOT　mRNA　expression　levels

in　mouse　differentiated　C2C12　cell　line

C2Cl2　cells　maintained　ih　dif騰rentiation　medium　R）r　10　days，　and　treated　with

leptin　prote　in（10，100，1000　ng／ml）．　After　24　hour　total　RNAs　were　isolated，　and

su句ected　to　Northem　blot　analysis　fbr　AACS（a）and　SCOT（b）．　Each　bar

represents　the　means±SEM（n＝3）．＊＊＊ρ＜0．001　compared　with　O　ng／ml　leptin．
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　食餌性肥満ラットでは血中グルコース濃度は僅かに上昇し、血中ケ

トン体濃度は大きく上昇していた。このときの骨格筋組織における

AACSの遺伝子発現には有意な変動は認められなかったが、SCOTの遺

伝子発現は有意に減少していた。これらの結果から、食餌性肥満にお

ける骨格筋でのケトン体利用についてはATP産生系の利用のみが低下

し、ケトン体のエネルギーへの利用よりも、糖質を中心とした他の栄

養素の消費が優先されている可能性が示唆された。この骨格筋での利

用が低下したケトン体は、尿中に排泄されると共に、食餌性肥満時に

AACSの遺伝子発現が上昇し、ケトン体からの脂質合成が充進してい

ることが明らかとなっている皮下部脂肪組織34）を中心としたエネルギ

ー 蓄積組織で脂質合成へと利用される可能性が考えられる。

　さらに、過栄養状態におけるケトン体利用を検討するため、マウス

筋芽細胞であるC2C12細胞にグルコースを処理したときのAACS並び

にSCOTの遺伝子発現を検討した。この過栄養状態では、グルコース

によるグリコーゲン量の増加並びに脂肪滴の形成が認められなかった

ことから（Fig．9）、細胞内のエネルギー蓄積系の充進は起きていないと

考えられる。このとき、AACSの遺伝子発現は未分化細胞では上昇す

る一方で、分化した細胞では減少した。対照的に、SCOTの遺伝子発

現はどちらの細胞でも有意な変動は認められなかった。グルコースに

よるケトン体利用経路に対するin　vitroの系における影響はHFD　rat

で認められたものと一致しなかったことは、筋肉細胞の分化の程度で

糖による影響が異なることが一因であると考えられる。また、SCOT

の発現にはいずれの系においても大きな変動が認められなかったこと
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から、ケトン体のエネルギーとしての消費は筋細胞の分化状態に関わ

らず、グルコースによる過栄養の影響を受けにくいことが考えられる。

また、食餌性肥満ラットの骨格筋におけるAACSの遺伝子発現に変動

がなかったことは、未分化及び分化した骨格筋細胞に対するグルコー

スの相反する影響により相殺された可能性と、グルコース以外の因子

による発現維持を受けている可能性が考えられる。従って、さらに長

期間の高脂肪食により肥満を進行させた場合には、重度の糖尿病を呈

し、AACSの遺伝子発現へ影響が出る可能性があるが、本実験系の期

間ではそれが認められる程度まで肥満状態が至らなかったのではない

かと考えられた。

　一方、食欲抑制ホルモンであるレプチンの受容体異常により肥満を

示す遺伝性肥満ラットでは、既に知られているZF　ratの血中パラメー

ターと同様に、血中グルコース濃度は正常値であり、血中ケトン体濃

度は低値であった。このとき、骨格筋におけるAACSの遺伝子発現は

有意に減少していたが、SCOTの遺伝子発現には有意な変動は認めら

れなかった。また、レプチンは分化したC2C12筋細胞におけるAACS

の遺伝子発現を上昇させる一方で、SCOTの遺伝子発現に対しては影

響を与えなかった。これらのことは、レプチンが筋細胞におけるAACS

とそれを介したケトン体利用を維持する上で重要な因子であることを

示唆している。レプチンは骨格筋における脂肪酸酸化の重要な制御因

子であることがよく知られている71）。ケトン体はミトコンドリア内で

脂肪酸のβ一酸化から主に産生されることから、レプチンにより脂肪酸

酸化が充進すると細胞内のケトン体量も上昇すると考えられる。ケト

ン体の過剰生成はケトアシドーシスを引き起こし、重篤な疾患を導く。

例えば、重症な糖尿病患者では糖質が利用出来ない状態となり、脂肪
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酸の代謝が充進することによりケトン体が過剰生成し、ケトアシドー

シス状態になり糖尿病昏睡を引き起こすことが知られている9）。従っ

て、レプチンは骨格筋においてエネルギー消費だけではなく、AACS

を介したケトン体からの脂質への再利用系も誘導することで、脂肪酸

酸化に伴い生成したケトン体の消費を促進し、高脂肪食などによる血

中における過剰なケトン体量の増加に対応している可能性が示唆され

た。

　このように、AACSを介したケトン体利用経路と遺伝性肥満による

変動には、レプチンシグナルが関係していることが疑われた。そこで

次章では、その可能性を検討することにした。
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　　　　　　　　　　　　第三章

レプチンシグナルによる視床下部のケトン体利用の制御

　第一章、第二章の結果より、AACSは肥満、特にレプチンシグナル

の異常によって特異的な影響を受けることが明らかとなった。

　レプチンはポジショナルクローニング法を用いて自然発症の遺伝性

肥満を示す0βんゐマウスの病因遺伝子から同定され72）、その後の研究

により、成熟した脂肪細胞から脂質蓄積に伴って分泌され、摂食行動

やエネルギー代謝に関わる因子であることが明らかにされている50，71）。

レプチンの作用は、その受容体であるレプチン受容体、特に細胞内シ

グナルドメインを含むロングフォーム型受容体（1eptin　receptorb：

LR－b）に結合することにより起こる。脂肪組織や筋肉などの末梢組織で

は、レプチンが脂肪酸の酸化73）およびグルコース利用の充進74）などの

作用を示すことが報告されている。また、中枢神経系においても食欲

抑制、エネルギー消費の充進並びに内分泌機能の制御に関わっている

ことが報告されている48）。第一章、第二章の結果から、レプチン受容

体によるシグナル伝達不全による遺伝性肥満により、中枢神経系であ

る視床下部及び末梢組織である骨格筋においてケトン体をエネルギー

産生系へ利用するSCOTの遺伝子発現ではなく、脂質合成系へ利用す

るAACSの遺伝子発現が特異的に減少することが明らかとなった。視

床下部は脳内でも特にLR－bの発現に富んでいる領域であり75）、レプ

チンはこの領域に存在するLR・bに結合することにより、食欲抑制やエ

ネルギー消費の充進を引き起こしていると考えられている72，76）。また、
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骨格筋においても1．R・bは発現しており77）、レプチンがこの受容体を

介して直接的に骨格筋における脂肪酸酸化を充進していることも知ら

れている78）。この中枢神経系と末梢組織でのレプチン作用には、共に

レプチンシグナルの下流因子であるAMPKが重要な役割を担っている

と考えられている59，79）。さらに、第二章の結果からレプチンにより筋

細胞のAACSの遺伝子発現のみが上昇したことからも、　AACSを介し

たケトン体利用がレプチンシグナルの制御下にある可能性が考えられ

た。しかし、ここまでのデータからは、このAACSに対する影響が

Zucker　fatty（ZF）rat固有のものであり、レプチンシグナルの直接の

影響でない可能性が捨てきれない。

　ZF　ratと同様にレプチンシグナルの伝達異常により肥満を示すモデ

ル動物としては励／∂ゐマウス及びobんカマウスが存在する。ゴゐ／∂bマウ

スはZF　ratと同様にレプチン受容体遺伝子の点変異により80）、　oわんβ

マウスはレプチン遺伝子の変異により72）レプチンシグナルの伝達異常

を引き起こして遺伝性肥満を示し、共に早期から血糖値及び血中イン

スリン濃度が高値を示すモデル動物である72・80）。そこで本章では、第

一章におけるZF　ratにおけるAACSの遺伝子発現の減少がレプチンシ

グナルの不全によるものであることを明確にするために、ZF　ratにお

いてAACSの遺伝子発現の減少が観察された視床下部領域に着目し、

レプチン受容体異常のある∂β〃βマウス及びレプチンタンパクそのも

のに異常のあるoわんゐマウスを用いて、脳におけるAACSの遺伝子発

現に対するレプチンシグナル不全の影響を検討した。また、その作用

経路を明らかにする目的で、胎仔脳初代培養細胞、視床下部細胞株N41

細胞を用い、in　vitroにおいてAACSの遺伝子発現に対するレプチン

シグナルの影響を検討した。
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2．1．実験動物

　8週齢の雄性∂わ1ゴβマウス、oβ／obマウス及び、それぞれの痩せ型

マウス（＋／＋）を日本チャールズリバー（Japan）から購入し、無菌的に搬出

されたものを少なくとも3日間、環境に順応させたのち実験に供した。

　本動物実験は、星薬科大学動物実験指針に従い、本学の動物実験委

員会で承認を得た上で、動物に対する倫理面を十分に考慮し、使用動

物数を最小限にして実験を行った。

2．2．血βτ加hybridization法

2．2．1．新鮮凍結脳切片の作製

　8週齢の雄性∂β／ゴβマウス、oβ／oβマウス及び、それぞれの痩せ型

マウス（＋／＋）の脳組織を摘出し、ドライアイスパウダーで瞬時に凍結し

た。これをcryostatを用い、　coronal方向に16μmの厚さでスライス

し、ゼラチン及びpoly・L－lysine（Sigma・Aldrich，　U．S．A．）でコーティン

グしたスライドグラスに貼り付けて作製した。

2．2．2．血βゴ加11ybridization法に用いるプローブの作製

　マウス脳からAACS遺伝子を特異的プライマーを用いてRT・PCRに

より増幅、単離し、pGEM・T　vector（Promega，　U．S．A．）にサブクローニ

ングした。そのプラスミドのSP6またはT7領域付近を制限酵素消化

して直鎖状にし、cDNAtemplateを作製し、そのtemplateを用いてプ

ローブを作製した。プローブ作製法は、第一章に記載した方法に準ず
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る。AACS遺伝子のプライマーは第二章の2．8．1．に記載したものを用い

た。

2．2．3．」防θτ加hybridization法を用いたAACS遺伝子の脳組織におけ

　　　る発現分布の検討

　2．2．1．で作製した新鮮凍結脳切片を用いて、m8τ九hybridization法

を行った。、伍8τZαhybridization法の方法は第一章に記載した方法に

準ずる。

2．3．マウス胎仔脳細胞初代培養及び、細胞へのレプチン添加ならびに

　　RNA抽出

　妊娠15－16日のddY系雌性マウス（Tokyo　Laboratory　Animals

Science　Co．，　Japan）より胎仔脳を摘出し、　papain　（Fluka，　U．S．A．）

を10units！m1、　DNase　lを0．01％の濃度となるように加えたPBS

（lnvitrogen，　U．S．A．）中で、37℃で30分振とうした。その後、胎仔脳

を10％fetal　bovine　serum（FBS，　Invitrogen）、及び10　unitslml

penicillin・10μglml　streptomycil1（lnvitrogen）添加Dulbecco’s

modified　Eagle’s　lnedium（DMEM，　Invitrogen）中に入れ換え、ピペッ

ティングにより細胞を分散させた後、ポリエチレンイミン

（Sigma・Aldrich）でコーティングした6well　dishに2．0×105　cellslcm2

の細胞を播種した。24時間後に5μMcytosine　arabinoside（Wako，

Japan）を加え、5％CO2存在下37℃で培養した。細胞播種3日後に

human　recombinant　leptin　protein　（Santa　Cruz　Biotechnology，

U．S．A）を処理し、24時間培養後にRNeasy　Plant　Mini　Kit（Qiagen，

U．S．A．）を用いてtotal　RNAを抽出した。
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2．4．N41細胞培養及び、レプチン、　AICAR、　Compound　C添加ならび

　　にRNA抽出

　マウス不死化視床下部細胞株N41細胞（Cosmo　Bio　Co．，　Japan）は

10％　FBS　　（Invitrogen）、20mM　グルコース（Wako）及び　1％

penicillin・streptomycin（IIlvitrogen）添加DMEM（lnvitrogen）中、5％

CO2存在下37℃で培養した。播種48時間後に培地を1％BSA

（Sigma・Aldrich）添加無血清DMEM培地で2時間培養後、　human

recombinant　leptin　protein　（Santa　Cruz　Biotechnology）、

aminoimidazole　carboxamide　ribonucleotide（AICAR，　Calbiochem）並

びにcompound　C（Calbiochem）を処理し、24時間培養後にRNeasy

Plant　Mini　Kit　（Qiagen）を用いてtotal　RNAを抽出した。

2．5．Northem　blot　analy8i8

2．5．1．Nortllem　blot　analy8isに用いるプローブの作製

　第二章に記載した方法に準ずる。

2．5．2Northern　blot　analy8i8による各種遺伝子発現の検討

　2．3．、2．4．の方法で得られたtotal　RNA（8μg）用いて、Northern　blot

analysisを行った。　Northern　blot　analysisの方法は第二章に記載し

た方法に準ずる。

2．6．RT・PCR法による各種遺伝子発現の検討

　cDNAは、2．3．、2．4．の方法で得られたtotal　RNA（4μg）を1×

First・Strand　Buffer（lnvitrogen）、2mM　dNTP（Takara　Bio）、10mM
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DTT（Invitrogen）、0．5μg　Random　Primer（Takara　Bio）、10units

RNase　inhibitor（Wako）及び200units　MMLV　Reverse　Transcriptase

（lnvitrogen）を含む反応液（final　20μ1）中で37℃で1時間反応させて合

成した。RT・PCR法は得られたcDNA（1μ1）を鋳型として、1×Ex　Taq

Buffer、02mM　dNTP、0．4μM目的遺伝子の特異的プライマー（mAACS

sense：TCC　GCA　ACC　ATG　TCC　AAG　CT；InAACS　anti・sense：AGC

TCG　TGATGC　ATC　TGT　AC；mSCOT　sense：CGAAGATGG　CGG

CTC　TCA　AA；mSCOT　anti－sense：GAT　GCT　TCA　AGT　TGA　AAT　CT；

mLR・b　sense：TCT　TCT　GGA　GCC　TGA　ACC　CAT　TTC；mLR・b

anti－sense：TTC　TCACCAGAG　GTC　CCT　AAACT）及び1．25　units　EX

Taq　polymerase（Takara　Bio）を含む反応液中で行った。温度条件は

denaturation　temperatureとして94℃で30秒、annealing

temperatureとして60℃で42秒、elongation　temperatureとして72℃

で1分とした。得られたPCR産物のうち1μ1を1％アガロースゲルで

電気泳動し分離し、エチジウムブロマイドで染色後、Lumi　viewer

（AISIN／TAITEC，　Japan）を用いて遺伝子発現量の解析を行った。

2．7．統計処理

　全てのデータは平均±標準偏差（means±SD）として表示した。平均

値の有意差検定にはStudent’s’検定を用いた。
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3．1．マウス脳におけるAACSの遺伝子発現に対する遺伝性肥満の影響

　マウス脳におけるAACSの遺伝子発現に対するレプチンシグナル不

全による遺伝性肥満の影響を検討するために、励／∂β及びoわ／oわマウス

の脳冠状切片を用いて、m訂九hybridization法によりそれぞれの痩

せ型同腹子におけるAACSの遺伝子発現と比較検討した。

　その結果、視床下部領域のARC及びVM且（Fig．12　and　13，　middle

panels）におけるAACSの遺伝子発現は∂わ〃ゐ（Fig．12b）及びoゐ／o力（Fig

13b）マウスの両群共にそれぞれの痩せ型同腹子マウスよりも減少して

いた（Fig．12a・b　and　13a・b）。一方、大脳皮質においてはそのような変

化は認められなかった（Fig．12　and　13，　lower　panels）。

　ZF　ratに加え、∂わ〃ゐマウス及びo〃oβマウスのいずれの遺伝性肥

満においても、ARC、　VMHでAACSの遺伝子発現が減少していたこと

から、レプチンが視床下部領域でAACSの遺伝子発現を制御している

可能性が類推された。

3．2．神経細胞におけるAACSの遺伝子発現に対するレプチンの影響

　レプチンが視床下部神経細胞におけるAACSの遺伝子発現を制御し

ているかどうかを、胎仔脳初代培養細胞及びマウス不死化視床下部細

胞株であるN41細胞にレプチンを処理して、RT・PCR法及びNorthern

blot　analysisにより検討した。N41細胞とは、CELLutions　Biosystems

Inc．がマウス胎仔視床下部初代培養細胞にSV40　T・Agをトランスフェ

クションし、細胞を不死化することにより作製された細胞である8D。

この細胞株は、LR－bを含む生物活性を保持する受容体や酵素マーカー
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及び神経ペプチドが発現しており、代謝性疾患を始めとする中枢神経

系疾患のin　vitroアッセイが出来ることから、脳における内分泌疾患

の研究に有用な細胞である81）。

　レプチンを処理した胎仔脳初代培養細胞におけるAACSの遺伝子発

現は、レプチン処理24時間後で有意な増加が認められた（Fig．14a）。

それに加え、レプチンは濃度依存的にAACSの遺伝子発現を有意に上

昇させた（Fig．14c）。対照的に、　scOTの遺伝子発現はレプチン処理に

より影響を受けなかった（Fig．14b　and　14d）。また、　N41細胞における

AACSの遺伝子発現は、1．25ng！mlのレプチン処理により上昇した（Fig．

15a）。一方で、　SCOTの遺伝子発現には有意な変動は認められなかっ

た（Fig．15b）。このときのLR・bの遺伝子発現はAACsの遺伝子発現と

同様に1．25ng／mlのレプチンを処理したときのみ上昇した（Fig．15c）。

3．3．神経細胞におけるAACSの遺伝子発現に対するAMPK活性の関与

　レプチンシグナルは5’・AMP・activated　protein　kinase（AMPK）活性

の制御に関わることが知られている。AMPKはセリン／スレオニンキナ

ーゼであり、細胞内のAMP濃度の上昇により活性化し、ATPを消費す

る脂肪酸合成、コレステロール合成など同化作用を抑制するとともに、

ATP産生を促進する解糖系、脂肪酸酸化など異化作用を促進する燃料

センサーとして知られている82・83）。さらに、近年の研究から骨格筋71）、

肝臓84）及び脳の視床下部59）で生体エネルギー代謝を調節する重要なシ

グナル分子の一つとして注目されるようになっている。実際、腓腹筋

において、レプチンはAMPKを活性化することにより脂肪酸酸化を充

進する57）。一方、視床下部においてレプチンは、AMPK活性を低下さ

せ摂食量の抑制を導くこと、AMPKの活性化剤であるAICARは摂食量
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の増加を導くことが報告されている85）。これらの発見は末梢と中枢神

経系の両方でレプチンの作用に対して、AMPKが重要なメディエータ

ー として作用することを示している。

　そこで、レプチン・AMPKシグナル経路が視床下部におけるケトン体

利用の制御に関わるかどうかを検討するために、AMPKの活性化剤で

あるAICAR及び阻害剤であるcompound　CをN41細胞に処理し、

AACSの遺伝子発現を検討した。

　その結果、AACSの遺伝子発現はAMPK活性化剤によりvehicle処

理群と比較して28％減少し（Fig．16a：left　panels）、阻害剤により約4．5

倍上昇した（Fig．16a：right　panels）。一方で、　SCOTの遺伝子発現は阻

害剤によりわずかに上昇が認められたが、AACSほどの大きな影響は

認められなかった（Fig．16b）。
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Fig．12　Expression　profile　ofAACS　mRNA　in　coro顕l　sections　of励〃b　mice

Coronal　brain　sections　were　prepared丘om　adult　male　4b／4b（b）mice　as　well　as　their

lean　li廿e㎜ates（a）．　These　sections　were　examined　by加蹴hybridization　with　a　35S－

labeled　AAC　S　cRNA　probe．　The　abbreviations　are　listed　below．

BF：bright　field；DF：dark　field；c．c．：cerebral　cortex；h．c．：hippocampus；t．1．：

thalamus；h．t．：h）pothalamus；3V：third　ventricle；VMH：ventromedial　hypothalamic

nucleus；ARC：arcuate　hypothalamic　nucleus．

58



⊂a）　　　　　　　　　　　　　　　＋1＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛b｝　　　　　　　　　　　oめ／ob

＝

研

　　h．t．　t」．　h．，．　c．・．　　VMH　3V　　　　　　　　　　1．Omm　　　　　1．Omm

βF　　　　　　　　　　　　　　DF　　　　　　　　　　　　　　　　　βF　　　　　　　　　　　　　　D’

　　ご詫・簸“・1亨ρ，’．．膓、・

話

8
言

苛

δ

o

㌧罐遼繋’・’．

議，翻欝欝

　　　，．㌃・」

　　　　　　　　　　‘　　・　．　弍

竃繊鷲縄．

，㌃

Fig．13　Expression　profile　ofAACS　mRNA　in　coronal　sections　of　o〃ob　mice

Coronal　brain　sections　were　prepared　f畑m　adult　male　oわ／ob（b）mice　as　well　as　their

lean　litte㎝ates（a）．　These　sections　were　examined　by加∫吻hybridization　with　a　35S－

1abeled　AAC　S　cRNA　probe．　The　abbreviations　are　listed　below．

BF：bright　field；DF：dark　field；c．c．：cerebral　cortex；h．c．：hippocampus；t．1．：

thalamus；h．t．：hypothalamus；3V：th廿d　ventricle；VMH：ventrome　dial　hypothalamic

nucleus；ARC：arcuate　hypothalamic　nucleus．
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Fig．14　Effect　of　leptin　treatment　on　AACS紐d　SCOT　mRNA　expression　levels

in　the　mouse　primary　embryonic　brain　cells

（a）and（b），　Mouse　primary　embryonic　brain　cells　were　culture　d　fbr　3　days，　and

treated　with　12．5　ng／ml　leptin　protem　After　l，6，12，24，0r　48　hour　total　RNAs

were　isolated，　and　su句ected　to　RT－PCR　analysis　fbr　AACS（a）and　SCOT（b）．　Each

bar　represents　the　means±SD（n＝6）．㌔0＜0．05；＊＊ρ＜0．01　compared　with

vehicle．（c）and（d），　Cultured　mouse　pr㎞ary　embryonic　brain　cells　treated　with

leptin　protein（0．125，1．25，12．5　ng／ml）．　After　24　hour　total　RNAs　were　isolated　and

s画ected　Northem　blot　analysis　fbr　AACS（c）and　SCOT（d）．　Each　bar　represents

the　means±SD（n＝6）．＊＊ρ＜0．01　compared　with　O　ng／ml　leptin．
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Fig　15　Effect　of　leptin　treatment　on　AACS，　SCOT　and　LR－b　mRNA　expression　levels

in　mouse　immortalized　hypothalamic　cell　line　N41　cell

Mouse　imrnortalized　hypothalamic　cell　line　N41　cells　were　cultured　Ibr　3　days，　and　treated

with　leptin　protein（0．125，1．25，12．5　ng／ml）．　After　24　hour　total　RNAs　were　isolated，　and

su句ected　to　Northern　blot　analysis　fbr　AAC　S（a）and　SCOT（b）and　to　RT－PCR　analysis　fbr

LR－b（c）．　Each　bar　represents　the　means±SD（n＝4）．＊＊ρ＜0．Ol　compared　with　O　ng／ml

leptin．
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Fig．16　Ef飴ct　ofAMPK　activator　or　inhibitor　on　AACS　and　SCOT　mRNA

expression　levels　in　mouse　immortalized　hypothalamic　cel川ne　N41　cell

Mouse㎞mortalized　hypothalamic　cell　line　N41　cells　were　cultured　fbr　3　days，

and　treated　lmM　AICAR　or　10μM　compound　C．　A且er　24　hour　total　RNAs　were

isolated，　and　s両ected　to　Northem　blot　analysis品r　AAC　S（a）and　SCOT（b）．

Each　bar　represents　the　means±SD（n＝4）．＊ρ＜0．05；＊＊＊．ρ＜0．001

compared　with　vehicle．
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　本章の結果から、第一章のZF　ratの結果と同様にレプチンシグナル

異常により肥満を示す∂b〃β及びoβ／oゐマウスにおける視床下部、特

に食欲中枢として知られているARC及びVMHでAACSの遺伝子発現

が減少することが明らかとなった。また、LR・bの発現が認められた胎

仔脳初代培養細胞並びに視床下部細胞株であるN41細胞における

AACSの遺伝子発現がレプチンにより上昇することも明らかとなった。

これらの結果より、視床下部における遺伝子発現もレプチンシグナル

によって正に制御されている可能性が示唆された。

　また、AACSの遺伝子発現は視床下部神経細胞におけるAACSの遺

伝子発現がAMPK阻害剤により上昇する一方で、AMPK活性化剤で減

少することも明らかとなった。これは、箕越らにより報告された視床

下部におけるレプチンとAMPK活性の関係と一致するものであった59）。

さらに、同様の検討を骨格筋細胞株であるC2C12細胞で行ったところ、

AACSの遺伝子発現はN41細胞とは逆にAMPK活性化剤により上昇し、

AMPK阻害剤により減少するという結果も得ている（未発表データ）。

レプチンはAMPK活性を中枢神経系では抑制する一方、末梢組織では

逆に促進することが知られていることから59・71）、レプチンによる

AACSの遺伝子発現の制御には、中枢・末梢共にAMPKを介したシグ

ナル伝達経路が関わっている可能性が高いと考えられる。

　レプチンは脂肪細胞由来のアディポカインの中でもエネルギーの摂

取量と消費量の双方に関与する肥満抑制ペプチドであることから49）、

肥満と生活習慣病に対する最も重要な因子の一つである。実際、シグ

ナル伝達不全によるレプチン抵抗性はヒトの肥満においても認められ
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ている3）。このような痩身性のアディポカインによりAACSの遺伝子

発現が正に制御されていることは、AACSを介したケトン体利用経路

の充進が肥満時にその増悪を抑制する方向に働いている可能性を想起

させるものである。また、レプチンは脳虚血などの低酸素状態86）及び

6一ヒドロキシドパミンにより誘発される脳神経細胞死87）に対して保護

作用を持つことが報告されている。さらに、糖を全く含まないケトン

食が難治性小児てんかんに対する食事療法に1900年初頭より用いら

れていること88）やアセト酢酸が脳で虚血時に引き起こされるポリグル

タミン凝集による神経細胞障害の保護をする89）などの報告があること

から、ケトン体の神経保護作用も注目されている。第一章に示したよ

うに、脳におけるAACSの遺伝子発現がコレステロール合成の律速酵

素であるHMGCRと類似した局在を示していたことや、Chenらが報告

している肝スライスを用いたケトン体のコレステロールへの取り込み

実験の結果から14）、脳内においてケトン体がAACSを介してコレステ

ロール合成へと利用されている可能性が考えられる。第一章でも言及

したように、コレステロールを基質とした脳内の神経伝達系に関わる

因子としては、Baulieuらによって発見されたニューロステロイドが知

られており90）、外傷性脳障害91）や神経変性疾患92）に対して神経保護

作用を持つことが知られている。神経保護作用を有するニューロステ

ロイドとしてはdehydroepiandrosterone（DHEA）が知られているが、

食餌由来のDHEA及びDHEAの腹腔内処置は食欲を抑制するという報

告もあることから、このニューロステロイドは食欲応答に対して重要

な働きをしていると考えられている93）。これらのことから、レプチン

によりケトン体からコレステロールを介したニューロステロイドの合

成に至る経路が活性化することで、保護作用だけではなく、食欲調節
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にケトン体が関与している可能性も考えられる。

　一方で、第一章で示したように、レプチンシグナル伝達不全による

肥満は視床下部におけるHMGCRの遺伝子発現には影響しなかった。

このことは、ケトン体からのコレステロール合成系がHMGCRを律速

とせず、基質量に依存する系である可能性を示している。また、もう

一つの可能性として、AACSで活性化したケトン体がコレステロール

合成ではなく、低分子量Gタンパク質などのイソプレニル化に利用さ

れている可能性も考えられる。イソプレニル化にはRabやRhoのC末

端システインが修飾されるゲラニルゲラニル化と、Rasが受けるファ

ルネシル化があり、これらの翻訳後修飾によりRasなどの細胞膜への

移行が起こることでシグナル伝達が促進する。実際、HMGCRの阻害

剤であるスタチンがゲラニルゲラニル化を阻害し、抗がん作用に関わ

ることが報告されている94）。従って、ケトン体がイソプレニル化によ

るタンパク質の翻訳修飾に関与し、この経路の方が肥満によって影響

を受けている可能性も考えられる。

　いずれの場合においても、ケトン体から合成される生理活性物質が、

神経や筋肉組織の機能や分化に関わり、その調節をレプチンが行って

いる可能性が考えられる。また、脂質中心の食事は血中ケトン体量を

上昇させることも合わせて考えると、レプチンによりこの上昇したケ

トン体の生体内物質の合成基質としての利用経路が活性化することは、

AACSを介した合成へのケトン体利用経路が肥満に対して抑制に働い

ている可能性を示唆するものである。さらに、肥満に伴うレプチン抵

抗性などのシグナル伝達不全時にケトン体利用の調節機構が障害を受

けることが、肥満の増悪と生活習慣病発症を引き起こす可能性も考え

られる。
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　このように、本研究により得られた知見は、骨格筋及び視床下部に

おけるAACS及びケトン体利用のレプチンによる制御が、エネルギー

バランスの維持と肥満の予防や治療・診断における新しいターゲット

となる可能性を示唆するものであると考えられる。
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総括

本研究により、以下の結果が得られた。

1．脳におけるAACSの遺伝子が大脳皮質、海馬だけではなく、視床下

　部のVMH、ARC及び視床のPVT領域において特異的に強く発現し

　ていることが明らかとなった。また、レプチンシグナル伝達不全に

　よる遺伝性肥満に伴い、脳内のAACSの遺伝子発現が視床下部の

　VMH、　ARC領域で特異的に減少していた。

2．骨格筋におけるAACSの遺伝子発現がレプチンシグナル伝達不全に

　より減少することが明らかとなった。また、培養骨格筋細胞におい

　てレプチンがAACSの遺伝子発現を上昇させることが明らかとなっ

　た。

3．レプチンが初代培養及び視床下部神経培養細胞株におけるAACSの

　遺伝子発現を上昇させることが明らかとなった。また、AACSの遺

　伝子発現がレプチンシグナル経路の下流に存在するAMPKの活性

　に制御されていることが明らかとなった。

　以上の結果より、レプチンは従来から知られていた食欲抑制や脂

質代謝の充進作用に加えて、脳視床下部及び骨格筋におけるAACS

の遺伝子発現誘導を介して、ケトン体代謝にも影響する因子である

ことが明らかとなった。また、その伝達経路はレプチンによる脂質

代謝や食欲調節作用への関与が報告されているAMPKを介した経

路に制御されている可能性が示唆された。

　レプチンは脂肪細胞由来のアディポカインの中でも、中枢と末梢
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に働きかけ、エネルギーの摂取量と消費量の双方に関与する肥満抑

制ペプチドであり、肥満と生活習慣病を関連付ける上で重要な因子

である。

　また、脂質の占める割合の高い食事はその代謝に伴い血中ケトン

体量を上昇させることも合わせて考えると、AACSを介したケトン

体の生体内物質の合成基質としての利用経路が、エネルギー代謝調

節によって肥満抑制に関与するレプチンにより活性化することは、

このケトン体利用経路が肥満に対して抑制的に働く可能性を示唆す

るものである。

　従って、本研究の成果から、末梢組織である骨格筋及び中枢神経

系である視床下部におけるAACS及びケトン体利用の制御が生体に

おけるエネルギーバランスの維持における新しい治療や診断に対す

るターゲットとなる可能性が示唆される。
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