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研究成果の概要（和文）：我々は既に、高血糖の持続により肝細胞のインスリン受容体が著明に

増加することを発見している。この変化が、インスリン抵抗性→NASH→肝硬変→肝細胞癌の

連鎖に関与するメカニズムについて検討した。長時間高グルコース刺激負荷をした各種インス

リン作用臓器由来の細胞を用いて、インスリン受容体のプロモータ領域に結合サイトがある

と予測されている転写因子と、それらに関与する Cofactor について解析を行ったが、発現

量が有意に変化する蛋白は同定できなかった。今後の検討課題として、高グルコース刺激に、

さらに高インスリン刺激を加えた負荷を加えた状態で、再度解析を行っている。 

 
研究成果の概要（英文）：We have found that chronic hyperglycemia induced marked 
increase of insulin receptor expression in the liver cells. I investigated if the 
mechanism of this change involved in a vicious cycle of hepatic insulin resistance. First, 
I analyzed protein expression levels of transcription factors predicted to bind with 
insulin receptor promoter regions and their cofactors of the various insulin acting 
organs with chronic high glucose stimulation, but could not identify the protein that 
changed its expression levels during such stimulation. Now I am further analyzing the 
changes during chronically high glucose stimulation with hyperinsulinemia, 
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１．研究開始当初の背景 

我が国を始めとした世界の先進国において、
糖尿病・高血圧・脂質異常症といったインス
リン抵抗性症候群の患者の急増は極めて大
きな社会問題となっている。この病態は高齢
化のほか、運動不足や高脂肪の食事、肥満等

の文明的背景によって引き起こされており、
インスリン抵抗性が中心的な役割を果たし
ている。インスリン抵抗性は、肝臓や筋肉、
脂肪における糖代謝の悪化のみならず、血管
において動脈硬化の病態形成にも大きく関
与している他、発癌との関連性も示唆されて
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いる。従って、インスリン抵抗性の分子メカ
ニズムの解明、さらにはそれを正常化させる
薬剤の開発は、極めて重要な研究テーマであ
る。 

インスリンはまず、細胞膜上に存在するイン
スリン受容体と結合することにより、糖取込
み、グリコーゲン合成、DNA 合成の促進、
アポトーシスの抑制など多様な作用を発揮
する。インスリン受容体のインスリン抵抗性
への関与については古くから研究が盛んで
あるが、例えば Dexamethasone による転写
レベルからの up-regulation（J Biol Chem 

263: 13185-90, 1988, J Clin Invest 81: 

499-504, 1988）が、どのような機序で生じて
いるのか完全には解明されていない。近年で
は、インスリン受容体の発現を増加させるこ
とでインスリン抵抗性を改善させる新規の
抗 糖 尿 病 分 子 の 報 告 (Metabolism 

58(1):109-19, 2009)がある。さらに最近、抗
腫瘍標的分子としてのインスリン受容体の
役割が指摘される (Endocr Relat Cancer 

15(1):325-35, 2008)など、インスリン受容体
に関する研究は近年多方面に展開している。 

我々はこれまでに、糖尿病モデル動物や培養
細胞におけるインスリンシグナル伝達系の
解析や糖輸送蛋白（GLUT）の機能解析、発
現調節などを明らかとし、新規 PI3 キナーゼ
サブユニット(J Biol Chem 271(10):5317-20, 

1996; J Biol Chem 272(12):7873-82, 1997)

や Akt 結合蛋白 (J Biol Chem 280(18): 

18525-35, 2005)のクローニングなどを進め
てきた。また、3T3-L1 脂肪細胞を用いたイ
ンスリン抵抗性機序解明の研究では、肥満な
どのインスリン抵抗性の原因物質の一つと
考えられている TNFαにより活性化される
3 種類の MAP キナーゼの役割について詳細
に検討することにより、3 種の中でも特に
MEK1-ERK 系は、インスリンシグナルの下
流レベル (J Biol Chem 276(23):19800-6, 

2001)だけでなく、インスリン受容体レベル
で発現量を減少させることにより、インスリ
ン抵抗性を発揮していることを世界に先駆
けて証明した(Mol Endocrinol 17(3):487-97, 

2003)。 

厚生労働省は、生活習慣病が誘因となり引き
起こされる様々な合併症が健康長寿の最大
の阻害要因となるだけでなく、国民医療費に
も大きな影響を与えていることを重視して、
メタボリックシンドローム（内臓脂肪症候
群）等の該当者・予備群に対する保健指導を
徹底するため、2008 年 4 月より、特定健診・
保健指導を始めた。糖尿病予備群の状態であ
るメタボリックシンドロームは、著明なイン
スリン抵抗性を惹起し、多くの場合肝臓は脂
肪肝(NAFLD)を呈し、その約 10％が非アル
コール性脂肪肝炎（NASH）に移行するとさ
れ、NASH になると 5～10 年で高率に肝硬変、

肝細胞癌へと進展すると考えられている。 

 

２．研究の目的 

このような社会的背景から私は、糖尿病や糖
尿病予備群で見られる長期間の高血糖持続
状態において、肝臓に生じている変化を調べ
るために、HepG2 ヒト肝細胞を低グルコー
ス培地で継代した後に 24～48 時間高グルコ
ース培地に置き換えた予備実験を行なった
ところ、インスリン受容体の発現量が mRNA

レベルから著明に増加していることを発見
した。さらに興味深いことに、長時間高グル
コース培地に置換した細胞は、脂肪滴が増加
しており、Oil-Red O 染色により定量化する
ことで、「高血糖持続による肝細胞の脂肪化」
を確認した。脂肪細胞分化の際にインスリン
受容体が増加することからも、肝細胞でも同
様の現象が生じる可能性が示唆される。 

これらの予備実験の結果から、私は、インス
リンシグナル伝達の鍵蛋白としてだけでな
く、癌関連蛋白としても注目されているイン
スリン受容体に着目し、高血糖が持続した
「ブドウ糖毒性の状態」において、特に肝細
胞のインスリン受容体蛋白に関連する変化
を詳細に検討することで、最大のインスリン
作用臓器である肝臓におけるインスリン抵
抗性発症の機序の解明とともに、新たなイン
スリン抵抗性改善薬の開発に応用できる可
能 性 と 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 → 脂 肪 肝
（NAFLD）→NASH→肝硬変・肝細胞癌へ
の連鎖の原因に迫ることができる可能性が
大きいと考え、本計画を着想するに至った。 

 

３．研究の方法 

２２年度は「高血糖状態におけるインスリン
受容体発現誘導に関与する転写因子につい
ての機能解析（vitro/vivo）」、２３年度以降
は「NAFLD/NASH の発症進展に重要な因子と２
２年度に解析した転写因子の関係の解析・治
療応用性の探究」を行っていきたい。具体的
には、期間内に下記を進めていく。 
１）高血糖状態で変化する転写因子の探索：
インスリン受容体(IR)遺伝子とそのプロモ
ーター領域に結合する転写因子のいくつか
ついては既に報告がある。中でも、
C/EBP(CCAAT/ enhancer-binding Protein) 
α及びβは、肝細胞においてインスリンプロ
モーター活性を調節していることが報告さ
れている。また、C/EBPαは脂肪細胞分化に
直接関与していることが知られており、
3T3-L1脂肪細胞の分化の際に IR 遺伝子の発
現が増強されることと考え合わせ、IR遺伝子
と脂肪化との関連が示唆される。一方 C/EBP
βは、活性型（LAP; liver-enriched 
transcriptional activating protein）と不
活性型（LIP; liver- enriched 
transcriptional inhibitory protein）アイ



 

 

ソフォームがあり、肝細胞での IR発現調節
に深く関わっていることが知られており、イ
ンスリンは不活性型の LIPを増加させること
が報告されている(J Biol Chem 277: 32234–
42, 2002)。しかし、いずれの転写調節因子
も、高血糖状態で IRの発現調節にどのよう
に関与しているかについては明らかとなっ
ていない。私は既にこの研究に着手し、長時
間の高グルコース刺激で肝活性型の C/EBPβ
が増加する結果を得ており、期待を持ってさ
らに研究を展開していきたいと考えている。 
２） 関連が示唆される転写因子の培養細胞
への過剰発現により、高血糖刺激と IR 発現
変化の関係を検討する。 ３） siRNA を用い
た同転写因子の発現抑制により、高血糖刺激
での IR発現誘導に対する抑制の効果を解析
する。 ４） ルシフェラーゼアッセイによ
り、高血糖状態における同転写因子の、IR発
現調節への直接関与について検討を行う。 
５） アデノウイルスの手法により同転写因
子の活性型変異蛋白をマウス肝臓に過剰発
現した際の、IR発現誘導及びインスリン抵抗
性と脂肪肝化への関与を検討する。 ６） 糖
尿病モデル動物での、IR および同転写因子の
発現変化について解析する。 ７） 高グル
コース刺激＋高インスリン刺激で誘導され
る変化について解析する。 ８） 脂肪肝
(NAFLD)が脂肪性肝炎（NASH）に移行する際
に重要な働きをしている炎症細胞や伊東細
胞、類洞内皮細胞などに対する、同転写因子
の活性型変異蛋白過剰発現及び発現抑制の
効果の検討を行う。 
 
４．研究成果 
まずは、インスリン受容体のプロモータ領域
に結合サイトがあると予測されている転写
因子と、それらに関与する Cofactor につい
て、文献及び KeyMolnet による分子間相互作
用および発現調節のシミュレーション解析
を行った。候補に挙がった蛋白の発現変化に
ついて、長時間高グルコース刺激負荷をした
HepG2 ヒト培養肝細胞や Fao ラット培養肝細
胞、マウス初代培養肝細胞において、RT-PCR
法を用いて検討したが、いずれの蛋白も発現
に有意差が生じないことが判明した。そこで、
3T3-L1脂肪細胞や C2C12 筋肉細胞など、他の
インスリン作用臓器由来の細胞も用いて、再
度解析の段階からのやり直しを行ったが、や
はりいずれの蛋白も発現に有意差を生じな
いことが判明した。現在は、高グルコース刺
激に、さらに高インスリン刺激を加えた負荷
を加えた状態で、再度解析を行っている。   
NAFLD から NASH への移行の経過は two hit 
theory と し て 知 ら れ て い る
（Gastroenterology 114(4): 842-5, 1998)。
すなわち、first hit として脂肪肝(NAFLD)
があり、そこにインスリン抵抗性、酸化スト

レス、炎症性サイトカイン、鉄、エンドトキ
シンなどの second hit が複雑に絡み合って
NASHが発症するとされているが、そのメカニ
ズムは未解明の部分が多い。我々はこれまで
に、インスリン抵抗性発症機転の一因である
「高血糖の持続」状態において、肝細胞でイ
ンスリン受容体の発現が増強されることを
確認しており、インスリン受容体のプロモー
ター領域に結合する転写因子や Cofactor に
ついて網羅してその相互関係まで調べるこ
とで、インスリン抵抗性を基盤とした肝細胞
への脂肪蓄積(NAFLD)から NASH、肝硬変、肝
細胞癌へ至る連鎖の機序が明らかになる可
能性があり、その結果として、肝臓をターゲ
ットとした新規のインスリン抵抗性改善薬
の開発に寄与できると期待される。また、イ
ンスリンシグナルは細胞増殖などにも重要
な役割を果たすことから、本研究の継続によ
りインスリン抵抗性と発癌との関連性につ
いても新たな知見が得られる可能性があり、
学術的な関心のみならず、社会的にも大きな
貢献が得られると期待している。 
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