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研究成果の概要（和文）：糖尿病は生活パターンの変化から患者数は増加しており、その病態の解明は重要な課
題である。糖尿病は酸化ストレスの発生と関連が強い疾患と考えられていることから、その解明を目指した。
ラットインスリンプロモーターCreによる条件付きセレノシステイン転移RNA(Trsp)欠失による（TrpsRIPKO）マ
ウスでは、脳視床下部領域で酸化ストレスが増加しインスリンおよびレプチン抵抗性を認め、高脂肪食負荷時に
糖尿病および肥満が発症した。さらに、これらの表現型はNrf2活性化により抑制された。以上から脳視床下部の
酸化ストレスは肥満・糖尿病を発症させ、Nrf2により病態が制御可能であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The numbers of type 2 diabetes mellitus patients are increasing due to the 
change of life pattern. As it is important to clarify the parthenogenesis of diabetes mellitus, we 
tried to clarify it.
We generated  conditional knockout mice of selenocysteine transfer RNA (Trsp) gene by using rat 
insulin promoter Cre (TrspRIPKO). The TrspRIP KO mice displayed increments of oxidative stress in 
hypothalamus.We also found that the mice displayed insulin and leptin resistance to develop obesity 
and diabetes mellitus. Obesity and diabetes mellitus due to oxidative stress were diminished by 
activation of Nrf2 signaling in hypothalamus.These results indicate that Nrf2 is a promising target 
for treatment and prevention of obesity and diabetes mellitus.

研究分野： 病態生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
糖尿病は重篤な合併症を引き起こす疾患

であるが、我が国においても、国民の生活パ
ターンの変化から患者数は増加しており、そ
の病態の解明は重要な課題である。高濃度の
グルコースは強力に活性酸素種（ROS）を発
生させることから、糖尿病は酸化ストレスの
発生と関連が強い疾患と考えられている。 
一方、Nrf2（Nuclear factor erythroid-2-related 

factor）は酸化ストレスに応答し、抗酸化酵素
遺伝子群を発現誘導する転写因子である。
Nrf2 の 転 写 活 性 は Keap1 （ Kelch-like 
ECH-associated protein 1）を介して調節されて
おり、一連の酸化ストレス応答機構を
Keap1-Nrf2系とよび、生体防御の鍵となる遺
伝子発現制御系であるである。 
全身性 Nrf2 活性化は糖尿病の発症を抑制

するが(Uruno A, et al. Mol Cell Biol. 2013)、酸
化ストレスが増加するモデルについては、こ
れまでの抗酸化酵素の欠失マウスについて
の報告では抗酸化酵素の種類によって糖尿
病を悪化させる場合と改善させる場合の両
者が存在し、酸化ストレスの増加が糖尿病の
病態を悪化／改善のいずれに作用するのか、
一定の見解が得られていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
糖尿病の病態における酸化ストレスの役

割を明らかにできれば、糖尿病の新たな病態
の解明や新たな糖尿病の治療法の開発に結
びつく。このため、糖尿病の病態における酸
化ストレスの役割を明らかにして、
Keap1-Nrf2 系活性化による糖尿病発症予防
効果の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
慢性的に酸化ストレスを増大させるモデ

ルとして、セレノシステインおよび Nrf2に着
目した。グルタチオンペルオキシダーゼ
（GPx）やチオレドキシン還元酵素などの抗
酸化酵素は、セレンを含有し、酸化還元反応
において重要役割を果たしている。 
セレンはセレノシステインというアミノ

酸の形で翻訳時に取込まれるが、セレノシス
テイン転移 RNA（tRNA(Sec)）をコードする
Trsp遺伝子の欠失は、セレノシステインを含
有する複数の抗酸化酵素の発現を低下させ、
慢性的な酸化ストレス増加を引き起こす
（Suzuki T, et al. J Biol Chem. 2008）。 
ラットインスリンプロモーター制御下で

膵 β細胞と脳視床下部領域で Creでリコンビ
ナーゼを発現させた RIP-Creマウスと Trspflox

マウスを交配し、組織特異的 Trsp欠失マウス
（TrspRIPKO）を作出した。 
さらに、TrspRIPKO マウスでは、膵β細胞

および脳視床下部領域で Trsp 遺伝子が欠失
することから、膵β細胞でのみ Creリコンビ

ナーゼが発現する大腸菌人工染色体（BAC）
を利用したトランスジェニックマウスであ
る BAC-Ins1-Cre マウスと Trspfloxマウスを交
配し、TrspIns1KOマウスを作出し、TrspRIPKO
マウスとの比較検討を行った。 
 
４．研究成果 
 

TrspRIPKO 群および対照群マウスに、通常
食または高脂肪食を８週間給餌した。
TrspRIPKO マウスは、通常食では随時血糖値
に大きな変動を認めなかったが、高脂肪食負
荷時には随時血糖値の上昇を認めた。さらに、
TrspRIPKO マウスでは対照群マウスと比較し
て、高脂肪食負荷時の体重増加が顕著であり、
腹部 CT にて腹部脂肪量の増加を認め、肥満
の悪化も認めた。高脂肪食負荷時には、血中
インスリン濃度および血中レプチン濃度の
上昇を認め、さらにインスリン負荷試験およ
びグルコースクランプ試験でインスリン抵
抗性を示す結果であった。 
通常食負荷マウスは、前述の通り TrspRIPKO

マウスで随時血糖値は上昇せず、体重増加も
認めなかったが、血中インスリン濃度および
血中レプチン濃度は上昇していた。さらに、
レプチン投与試験では、TrspRIPKO マウスで
レプチン感受性の低下を認めた。以上から、
通常食では糖尿病や肥満の発症は認めなか
ったが、インスリン抵抗性およびレプチン抵
抗性が存在していることが明らかとなった。 
引き続き、TrspRIPKO マウスで認めた表現

型が、脳視床下部および膵β細胞のいずれに
よるものかを解明する目的で、TrspIns1KO マ
ウスの解析を行った。TrspIns1KO マウスは、
予想通り膵β細胞でのみ Trspflox の組換えを
認め、脳視床下部では組換えを認めなかった。
TrspIns1KOマウスは、TrspRIPKOマウスで認め
たインスリン抵抗性およびレプチン抵抗性
を認めなかった。このことから、インスリン
抵抗性およびレプチン抵抗性は、膵β細胞で
はなく、脳視床下部での Trsp欠失が原因であ
ると考えられた。 

TrspRIPKO マウスの視床下部を解析したと
ころ、免疫組織学的解析にて第三脳室周囲に
酸化ストレスマーカーであるマロンジアル
デヒド陽性細胞の増加を認めた。さらに、イ
メージング質量分析による代謝物解析では、
TrspRIPKO マウスの第三脳室周囲で酸化型グ
ルタチオン濃度の上昇を認め、LC-MSで同部
位における酸化脂質含有量の増加を確認し
た。TrspRIPKO マウスにレプチン投与し、に
視床下部におけるレプチン受容体下流シグ
ナルを調べたところ、STAT3リン酸化の低下
を認めた。また、TrspRIPKO マウスにインス
リンを投与後に、肝臓および骨格筋でのイン
スリン下流シグナルを解析したところ、
TrspRIPKO マウス肝臓で Akt のリン酸化低下
を認めた。以上から、TrspRIPKOマウスでは、
視床下部でのレプチンシグナル低下および
肝臓でのインスリンシグナル低下が引き起



こっていることが明らかとなった。TrspRIPKO
マウスの視床下部をさらに詳細に解析した
ところ、cleaved caspase-3陽性細胞が増加して
おり、レプチンシグナルに重要なプロオピオ
メラノコルチン（POMC）陽性ニューロン数
の低下を認めた。 
以上から、TrspRIPKO マウスでは、脳視床

下部領域で増加した酸化ストレスが、POMC
ニューロン数を低下させることでレプチン
シグナルを抑制し、レプチン抵抗性を引き起
こし、さらに肝臓でのインスリンシグナルを
低下させることでインスリン抵抗性を誘導
し、肥満および糖尿病を発症させることが明
らかとなった。 
引き続き、視床下部の酸化ストレスによる

肥満や糖尿病が Nrf2 を活性化することで解
消されるのかを解明する目的で、条件付き
Keap1欠失マウスの解析を行った。TrpsRIPKO
に、さらに Keap1flox マウスを交配し、
Trps-Keap1RIPKO マウスを作出したところ、
同マウスでは、視床下部での Nrf2シグナル活
性化を認め、酸化ストレスマーカーは低下し
ていた。その結果、Trps-Keap1RIPKO では、
TrspRIPKO マウスの肥満および糖尿病発症を
予防した。 
以上から、脳視床下部で発生した酸化スト

レスは、POMC神経をレプチン抵抗性および
インスリン抵抗性を引き起こし、肥満および
糖尿病を発症させ、Keap1-Nrf2系の視床下部
における活性化は酸化ストレスを低下させ、
肥満および糖尿病発症を抑制した。 
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