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研究成果の概要（和文）：インスリン抵抗性が進行すると脂肪細胞のグルコース輸送体 (GLUT4)遺伝子発現が抑制され
る。我々はGLUT4ノックダウン3T3-L1細胞を用いて、転写を活性化する配列をRBP4遺伝子プロモーター上に見出し、そ
こに結合して転写を活性化するPSMB1を同定した。PSMB1は149番目のアミノ酸であるチロシンがリン酸化されうること
が分かった。この149番目のチロシンをリン酸化を受けないフェニルアラニン変異体(Y149F)を作成し細胞内局在性を観
察したところ、Y149Fは核に局在した。よってリン酸化されないPSMB1は核にとどまり続けることが示唆された。またY1
49Fの転写活性化能は有意に高かった。

研究成果の概要（英文）：Retinol binding protein 4 (RBP4) is the transport protein that carries retinol in 
blood. Mice lacking glucose transporter 4 (GLUT4) in adipocytes have enhanced Rbp4 gene expression; howeve
r, the molecular mechanism is unknown. We found a G4KA (GLUT4 knockdown-dependent transcriptional activati
on) element located 1.3 kb upstream of the Rbp4 promoter. In a yeast one-hybrid screen of a G4KD-L1 (GLUT4
 knockdown 3T3-L1) adipocyte cell cDNA library, using the G4KA element as bait, we identified subunit of t
he 20 S proteasome, PSMB1. PSMB1 was tightly bound to G4KA. PSMB1 RNA interference inhibited Rbp4 transcri
ption. Nuclear transportation of PSMB1 was increased in G4KD-L1 cells. The putative tyrosine phosphorylati
on site in PSMB1 was mutated to phenylalanine (Y149F). Y149F PSMB1 displayed increased nuclear translocati
on, resulting in activation of transcription in adipocytes. We propose that modulation of PSMB1 nuclear lo
calization can be influenced by the phosphorylation status of PSMB1.
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１．研究開始当初の背景 
肥満状態ではインスリン抵抗性をきたす
という知見から、脂肪細胞から全身のインス
リン感受性を調節する生理活性物質が分泌
されることが知られている。脂肪細胞から分
泌される生理活性を持つ分子群はアディポ
カインと総称され、これには TNF-αやレプチ
ン、アディポネクチン、レジスチンなどの分
子が含まれる。これらアディポカインは肥満、
すなわち脂肪細胞に過剰な中性脂肪が蓄積
された状態ではその発現量や分泌量に変化
が生じ、各インスリン標的組織のインスリン
感受性に影響を与える。GLUT4 (Glucose 
Transporter 4) は骨格筋、心筋、脂肪細胞に特
異的に発現するグルコース輸送体であり、イ
ンスリン依存的に細胞質から膜表面へと移
行することからインスリン依存的にグルコ
ース取り込みを行う。一般的に肥満や 2型糖
尿病患者においては、脂肪細胞の GLUT4 の
発現は減少するが骨格筋における発現は変
わらない。インスリン依存性のグルコース取
り込みが主に骨格筋で行われることから、肥
満や 2型糖尿病患者に認められる耐糖能異常
において、脂肪細胞における GLUT4 発現低
下がどのように関与しているのかは不明で
あった。そこで Yang らはインスリン抵抗性
を発症する脂肪細胞特異的 GLUT4 欠損マウ
スの脂肪組織より、このマウスのインスリン
抵抗性の原因遺伝子が、血中におけるビタミ
ン A の輸送タンパクとして知られている
RBP4 (Retinol Binding Protein 4)であることを
示した。さらにヒトの解析においても血中
RBP4 レベルはインスリン抵抗性と相関し、
肥満や血中中性脂肪レベル、血圧などとも関
連していた。すなわち RBP4は生体における
ビタミン A 輸送という従来から知られてい
た機能のみならずインスリン抵抗性と密接
に関連した新しいアディポカインである可
能性がある。しかしながら、なぜ脂肪細胞で
GLUT4の発現が減少するとRBP4の発現が増
加するのか、RBP4 がアディポカインとして
いかなる生理活性を持つのか、あるいは生体
におけるビタミンA状態と RBP4の役割がど
のように関連するかは全く不明であった。そ
こで我々は、脂肪細胞特異的 GLUT4 欠損マ
ウスの細胞モデル系を作成し、RBP4 遺伝子
発現調節機構を明らかにしようと試みた。そ
の結果、RBP4 遺伝子プロモーター上に
GLUT4 ノックダウン依存的な転写活性化配
列(G4KA)を見出し、そこに結合する因子とし
て 20S プロテアソームサブユニットの一つ
PSMB1を同定した(Inoue, et al., J. Biol. Chem. 
2010: 285(33): 25545-25553.) 。 PSMB1 は
GLUT4ノックダウン依存的にDNA結合が強
くなるが、これは PSMB1 自身の細胞質から
核への移行が促進したことによることを明
らかにすることができた。 
 
２．研究の目的 
我々はすでに、脂肪細胞におけるレチノー

ル結合タンパク質(RBP4)遺伝子発現の分子
メカニズムの一部を明らかにした。その結果、
20S プロテアソームサブユニットの一つであ
る PSMB1 が、インスリン抵抗性の脂肪細胞
における RBP4遺伝子発現に重要な役割を担
う可能性が示唆された。このことは、新規ア
ディポカインとして同定された RBP の重要
な役割を示唆している。そこで、本研究はこ
れをさらに展開させ、インスリン抵抗性発症
メカニズムを明らかにすることを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 

PSMB1 の転写活性化に関与する機構を明
らかにする。特に GFP-PSMB1 発現ベクター
を用いた GLUT4 ノックダウン依存的な核移
行のメカニズムおよび標的配列への結合活
性の調節機構について調べる。 
（１）PSMB1の GLUT4ノックダウン依存的
な核移行のメカニズム 
プロテオソームサブユニットはリン酸化
を介して核膜孔と相互作用し、核内移行が制
御されていることが知られている。PSMB1
分子内には複数のリン酸化コンセンサスア
ミノ酸配列が存在することから、野生型
GFP-PSMB1 発現ベクターおよび変異体発現
ベクターを細胞内に導入し、細胞内局在性を
観察する系を確立する。これを用いて細胞内
局在性とインスリン抵抗性との関連を解析
する。 
（２）PSMB1の GLUT4ノックダウン依存的
な転写活性化のメカニズム 

PSMB1がプロモーターに特異的に結合し、
転写因子として機能することは証明した。し
かしながら分子内に典型的な転写活性化モ
チーフは見出されていない。このことは
PSMB1 単独ではなく共役因子が存在する可
能性を示唆している。よって、PSMB1と相互
作用して転写活性化に関与する因子を検索
する。PSMB1はプロテオソームサブユニット
であることから、その他のサブユニットの関
与を中心に検索する。 
（３）GLUT4ノックダウン 3T3-L1細胞の解
析 
脂肪細胞特異的 GLUT4 欠損マウスの細胞
モデル系として作成した GLUT4 ノックダウ
ン 3T3-L1 細胞はインスリン抵抗性の発症メ
カニズムを明らかにする上で優れた細胞株
であると考える。そこで、マイクロアレイ等
を用いて遺伝子発現様式を網羅的に解析す
る。 
（４）インスリン抵抗性とビタミン A代謝 
本研究は、インスリン抵抗性とビタミン A
代謝という一見無関係に見える代謝系のク
ロストークの可能性に端を発する。よってこ
の関係を直接解析する必要がある。そのため、
高脂肪食等によって肥満を誘導したマウス、
あるいは 2型糖尿病モデルマウスを用いてビ
タミン A 代謝とインスリン抵抗性の関係に
ついて調べる。特に血中 RBP4の変化や血中



レチノール量に着目して調べる。 
 
４．研究成果 

PSMB1 のアミノ酸配列を調べたところ、
149 番目のアミノ酸のチロシンがリン酸化さ
れうることが分かった。そこで、この 149番
目のチロシンをフェニルアラニンに置き換
えた変異体 (Y149F)を作成した。野生型
(WT)PSMB1と Y149Fを、GFP融合タンパク
質発現ベクターに連結し、これらの発現ベク
ターを脂肪細胞に強制発現させて、蛍光顕微
鏡で観察した。その結果WTは核にも細胞質
にも存在していた。一方 Y149Fは核に局在し、
細胞質にはほとんど存在しなかった。これら
のことから 149番目のチロシン残基がリン酸
化されない状態の PSMB1 は核にとどまり続
けることが示唆された。実際、Y149F は WT
に比べて転写活性化能は有意に高かった。 
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