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緒　言

　メチルグリオキサール（MG）は一つの分子内にケト基とアルデヒド基を持つ 2－オキソアルデヒドであり、主に解
糖系から派生する。MG は反応性に富み、タンパク質と結合して終末糖化産物（AGE）の生成を引き起こす。糖尿病
患者の血中 MG レベルは、健康な人のそれよりも約 4〜6 倍も高く、AGE は糖尿病合併症との関連が知られている。
しかしながら、MG レベルの上昇が糖尿病の発症や増悪に関わっているのか、あるいは糖尿病の結果として MG レベル
が上昇しているのかについては、まだよく分かっていない。
　2 型糖尿病の主要な病態はインスリン抵抗性である。インスリンはチロシンキナーゼ型受容体により感知されると、
受容体は自己リン酸化するとともに、インスリン受容体基質（IRS）をチロシンリン酸化する。チロシンリン酸化され
た IRS はホスファチジルイノシトール 3－キナーゼ（PI3K）を活性化し、その結果、PI(3,4,5)P3 レベルが上昇する。
PI(3,4,5)P3 はホスホイノシチド依存性キナーゼ 1（PDK1）を活性化し、活性化された PDK1 は Akt の activation loop
内の Thr308 をリン酸化する。一方、インスリンは TOR（target of rapamycin）シグナルを活性化させる。TOR は真
核生物において広く保存された Ser/Thr キナーゼであり、細胞の増殖を始め、さまざまな細胞機能に関与する。TOR
は細胞内で 2 種類の TOR 複合体（TORC1、TORC2）を形成する。そこで本研究では、TOR が関与するインスリンシ
グナル応答に対する MG の作用について明らかにし、MG によるインスリン抵抗性についての新しいモデルの可能性に
ついて検討した。

方法および結果

１．MG による mTORC2 依存的な Akt のリン酸化１）

　哺乳類における TORC2（mTORC2）は、プロテインキナーゼ Akt の turn motif（TM）内の Thr450、ならびに
hydrophobic motif （HM）内の Ser473 をリン酸化する。これらのリン酸化部位のうち、インスリンに応答してリン酸
化レベルが亢進するのは HM 内の Ser473 である。マウスの前駆脂肪細胞 3T3-L1、ならびに筋芽細胞 C2C12 を MG で
処理し、mTORC2 による Akt のリン酸化を、それぞれのリン酸化部位に対する特異的リン酸化抗体を用いて検討を行
った。その結果、いずれの細胞においても、MG により Akt の Ser473 のリン酸化レベルが上昇した。しかしながら、
Thr450 のリン酸化レベルは上昇しなかった（図 1A）。このリン酸化レベルの上昇が mTORC2 によるものかどうかを確
認するため、mTORC1 の阻害剤であるラパマイシン、ならびに mTORC1 と mTORC2 のいずれも阻害する Torin 1 存
在下でのリン酸化を検討した。その結果、MG による Ser473 のリン酸化レベルの上昇はラパマイシンでは阻害されず、
Torin 1 存在下でのみ阻害された（図 1B）。このことから、MG による Akt Ser473 のリン酸化は、mTORC2 依存的であ
ると考えられた。
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図 1． MG による mTORC2 依存的 Akt のリン酸化
（A）マウス前駆脂肪細胞 3T3-L1 ならびに筋芽細胞 C2C12 を MG で処理した細胞における
Akt の turn motif 内の Thr450、ならびに hydrophobic motif 内の Ser473 のリン酸化状態を、
それぞれのリン酸化部位特異的リン酸化抗体を用いて検出した。（B）3T3-L1 細胞を、
mTORC1 特異的阻害剤であるラパマイシン（Rap）、あるいは mTORC1 ならびに mTORC2
を阻害する Torin 1 存在下で、MG で処理した際の Akt（Ser473）のリン酸化状態を、特異
的リン酸化抗体を用いて検出した。

２．インスリンシグナル経路に及ぼす MG の影響
　糖尿病患者では恒常的に血中 MG レベルが上昇している。MG により mTORC2 依存的に Akt のリン酸化が起こっ
たことから、糖尿病患者ではインスリンシグナル経路も活性化しているのではないかと考えられた。しかしながら、イ
ンスリンシグナル経路が常に活性化していると、グルコースの過剰の取り込みにより低血糖状態になるおそれがあるた
め、血糖値を一定レベルに維持するため、インスリンシグナル経路はネガティブフィードバック機構により制御されて
いる。すなわち、Akt は低分子量 G タンパク質 Rheb の GAP（GTPase activating protein）である Tsc1-Tsc2 複合体
のうち、Tsc2 をリン酸化することでこれを不活性化し、結果的に Rheb の活性化を引き起こす。Rheb は mTORC1 を
活性化し、活性化された mTORC1 は S6K1 をリン酸化する２-４）。活性化された S6K1 は IRS-1 の Ser/Thr 残基をリン
酸化することでインスリン受容体と IRS-1 との相互作用を阻害し、結果的にインスリンシグナルを遮断する５）。
　そこでまず、IRS-1 の Ser307 のリン酸化が MG により亢進するかどうかを検討した。その結果、MG 処理により
Ser307 のリン酸化が起こり、そのリン酸化はラパマイシン処理により抑制された（図 2A）。IRS-1 の Ser307 をリン酸化
するのは S6K1 であるが、S6K1 は mTORC1 により Thr389 がリン酸化されることで活性化される。そこで、MG 処理
による S6K1 のリン酸化を検討したところ、Thr389 のリン酸化が起こり、そのリン酸化は mTORC1 阻害剤であるラパ
マイシンにより阻害された（図 2B）。以上の結果から、MG は mTORC1 の活性化を介して S6K1 の Thr389 のリン酸
化、さらに S6K1 による IRS-1 の Ser307 のリン酸化を引き起こしていることが明らかとなった。
　mTORC1 の活性化は、アミノ酸の他に、インスリンなどの成長因子により mTORC2 シグナルの下流でも起こる２-

４）。MG が mTORC2 依存的に Akt をリン酸化したことから、MG による mTORC1 の活性化が mTORC2 シグナルの
下流で起こっているかどうかを検討した。すなわち、mTORC1 を活性化する Rheb の GAP である Tsc2 のリン酸化が
起こっているかどうかを検討した。その結果、MG で処理しても Tsc2 の Thr1462 のリン酸化は認められなかった（図
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2C）。従って、MG による mTORC2 を介した Akt Ser473 のリン酸化は、少なくとも Tsc1-Tsc2→Rheb を介した
mTORC1 の活性化に結びついていない可能性が考えられた。そこでこのことを確かめるため、Akt 阻害剤（Akti）存
在下で MG で処理した際の S6K1 のリン酸化を検討した。その結果、Akti 存在下でも MG による S6K1 の Thr389 のリ
ン酸化が起こることを確認した（図 2D）。これらのことから、MG は mTORC1 を mTORC2 シグナルの下流ではなく、
別経路で活性化していると考えられた。

図 2． MG がインスリンシグナル伝達経路に及ぼす影響
（A）3T3-L1 細胞を MG で処理した際の IRS-1 の Thr307 のリン酸化状態を、特異的リン酸
化抗体を用いて検討した。ラパマイシン（Rap）で処理する際は、予め Rap で 30 分処理し
た後に MG で処理をした。（B）（A）と同様に処理した 3T3-L1 細胞の S6K1（p70 S6K）の
Thr389 のリン酸化状態を、特異的リン酸化抗体を用いて検出した。（C）3T3-L1 細胞を MG
で処理した際の Akt（Ser473）、Tsc2（Thr1462）、ならびに S6K1（Thr389）のリン酸化状態
を、それぞれに特異的なリン酸化抗体を用いて検出した。（D）Akt 阻害剤（Akti）存在下
で、MG による S6K1（Thr389）のリン酸化を特異的なリン酸化抗体を用いて検出した。

３．MG によるインスリン抵抗性モデル
　MG 処理により mTORC1 依存的に S6K1 の活性化が起こり、その結果、IRS-1 の Ser307 のリン酸化が起こった。S6K1
や JNK による IRS-1 の Ser や Thr 残基のリン酸化は、IRS-1 とインスリン受容体との親和性を低下させ、結果的にイ
ンスリンシグナルを減衰させる５）。そこで、予め MG で処理した細胞をインスリンで刺激した際の Akt Ser473 のリン
酸化を検討した。その結果、MG で前処理した細胞では、前処理しなかった細胞に比べ、インスリンによる Ser473 のリ
ン酸化レベルの上昇が抑制された。またこのリン酸化レベルの上昇の抑制は、ラパマイシンによりキャンセルされた

（図 3A）。
　前駆脂肪細胞はインスリンの刺激により脂肪細胞へと分化する。インスリン刺激により mTORC2 依存的に活性化
された Akt は FoxO1/3 をリン酸化し、リン酸化された FoxO1/3 は核外輸送され不活性化されるとともに、PPARγ
により aP2（FABP4）の発現が誘導されるなどして中性脂肪の合成が行われる６）。そこで、MG で前処理した細胞に
インスリン刺激を与えた場合の FoxO1/3 のリン酸化を検討した。その結果、Akt のリン酸化の場合と同様に、MG で
前処理した場合、インスリンによる FoxO1/3 のリン酸化の上昇が抑制され、それはラパマイシンによりキャンセルさ
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れた（図 3B）。またこの時、脂肪細胞分化のマーカーの一つである aP2（FABP4）の発現レベルも MG の用量依存的
に減少した（図 3C）。以上のことから、MG はインスリンシグナル経路に対して阻害的に作用している可能性が示唆さ
れた。

図 3． MG によるインスリンシグナル応答の阻害
（A）3T3-L1 細胞をインスリン（Ins）、MG、MG で前処理した後にインスリンで処理、あ
るいは予めラパマイシン（Rap）で処理した後に MG を添加し、その後インスリンで処理
した際の Akt（Ser473）のリン酸化状態を、特異的リン酸化抗体を用いて検出した。（B）（A）
と同様に処理した 3T3-L1 細胞の FoxO1/3（Thr24/Thr32）のリン酸化状態を検討した。（C）
3T3-L1 細胞を予め種々の濃度の MG で処理した後にインスリンで処理した際の aP2 の発
現を、定量的 RT-PCR を用いて比較検討した。

考　察

　2 型糖尿病患者において、肥大化した脂肪細胞から産生される遊離脂肪酸やマクロファージに由来する炎症性サイト
カイン TNFα は、JNK の活性化や IKKβ といったシグナル伝達経路を介して IRS-1 の Ser 残基をリン酸化し、イン
スリンシグナル伝達を減弱させる５）。一方、糖尿病患者では恒常的に血中 MG レベルが亢進している７）。本研究で得
られた結果から、空腹時の血糖値が低くインスリンが分泌されていないような状態でも血中の MG レベルが高いと、
MG は mTORC1 を介して IRS-1 の Ser307 のリン酸化を引き起こし、インスリン受容体と IRS-1 とのアフィニティーを
低下させる。そのため、血糖値が上昇してインスリンが分泌されてもインスリンシグナルが適切に流れず、結果として
インスリン抵抗性が惹起されている可能性が考えられた。
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