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論 文 内 容 の 要 旨

肝細胞において,グルコキナーゼの制御因子 (GKRP)はFructose-6-phospate(F6P)の存在下でグルコキナーゼ

(GK)と複合体を形成し,グルコキナーゼの活性を低下させる事が知られている｡ また,GKRPはグルコキナーゼを横内

に輸送する担体としても働いており,肝細胞内での糖代謝調節に重要な役割を担っている｡ 一方,グルコキナーゼは牌β
細胞においても発現しグルコースセンサーとしてインスリン分泌の調節に関与しているが,肝細胞のグルコキナ-ゼとは

N末端のアミノ酸配列が異なる｡また,謄β細胞ではGKRPやそれに相当するグルコキナーゼ制御因子の存在は報告され

ていない｡そこで障β細胞におけるGKRP相当物質の同定を試みた｡

謄β細胞特異的グルコキナーゼのcDNAをPCR法によりラットの月琴島より精製したcDNAからクローニングした｡

YeastTwoHybridSystemにより,これと結合しうるタンパクをコードする遺伝子を検出するべく,HIT-T15細胞より作

成しi:IcDNAライブラリーを用いてスクリーニングを行った｡得られた遺伝子のコードするタンパク質をGST-Fusion蛋

白として精製し,GST-PullDownAssayとウェスタンブロッティングにより蛋白レベルでグルコキナーゼと結合するこ

とを確認した｡同定されたタンパク質がグルコキナーゼ活性に影響を及ぼすかどうかを検討するため,グルコキナーゼを

GST-Fusion蛋白として精製し (GST-GK),FluorometricAssayによりこの蛋白の存在下と非存在下でグルコキナーゼ

活性を測定した｡

YeastTwoHybridSystemによりpropionylCoAcarboxylaseβsubunitの前駆体 (pppCCase)の5'末端側の250/Oを欠

く,残りの75%と完全な相同性を示すcDNAを検出した｡pPPCCaseはミクロゾームで産生された後,サイトゾルを経由

してミトコンドリアに取り込まれ,プロテアーゼによりN末端側の約7.5KDaのペプチドが切断されてmatureβPCCase

となり,同様にして作られたmatureαPCCaseとα432の4量体を形成LpropionylCoACarboxylaseを構成する｡ そこで
〔

pppccaseがタンパク質レベルでもグルコキナーゼと結合することを確認するため,ラット勝島より精製したcDNAから

PCR法により,pPPCCaseの遺伝子の全長をクローニングした｡ GSTFusion蛋白として精製したpPPCCase(GST-

pPPCCase)がラットの勝島,肝からの抽出液中のグルコキナーゼとの結合を確認するためGST-PullDownAssayと抗

グルコキナーゼ抗体を用いたウェスタンブロッティングを行い両者の結合を確認した｡また合成したGST-GKからプロテ

アーゼ処理によりGSTtagを除去して精製したグルjキナーゼとGST-pP3PCCaseが結合することについても確認した｡

これとは逆にGST-GKを用いてグルコキナーゼがラット降島抽出液中のpPPCCaseと結合することを,同様の方法で確

認した｡次にGST-pPPCCaseのGST-GKへの影響を検討したところ,GST-pPPCCaseはGST-GKの活性 (vmax)

を23%上昇させ,Kmを18%低下させた｡

以上の研究から,聯島pppccaseはグルコキナーゼと結合することが示され,グルコキナーゼの活性を増大させること
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が明らかとなった｡よってpPPCCaseは障β細胞におけるグルコキナーゼ制御因子としてグルコース感受性やインスリン

分泌,グルコキナーゼの局在に関与していることが示された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

肝細胞において,グルコキナーゼの活性や細胞内局在に影響を与える制御因子,GKRPの存在が知られている｡GKRP

はグルコキナーゼを細胞質から核内に輸送する担体として働くことで,肝細胞内での糖代謝調節に重要な役割を担っている｡

一方,グルコキナーゼは障β細胞においても発現し,グルコースセンサーとしてインスリン分泌の調節に関与している｡

しかし豚β細胞ではGKRPやそれに相当するグルコキナーゼ制御因子は報告されていない｡申請者は豚β細胞における

GK制御因子としてpPPCCaseを同定した｡このpPPCCaseはYeastTwo-HybridSystemによりGKと相互作用するこ

とから明らかにされた｡また,pPPCCaseはGST-PullDownAssayとウェスタンブロッティングにより蛋白レベルでラ

ット勝島と肝細胞抽出液中のグルコキナーゼと結合することが確認された｡GSTFusion蛋白として精製したpPPCCase蛋

白は同様にして精製されたGK蛋白の活性をを23%上昇させ,Kmを18%低下させた｡つまり勝島pppccaseはグルコキ

ナーゼと結合し,グルコキナーゼの活性を増大させることが明らかとなった｡なお,pPPCCase,グルコキナーゼともβ細

胞の細胞質に局在した｡よってpPPCCaseは障β細胞におけるグルコキナーゼ制御因子としてグルコース感受性やインス

リン分泌,グルコキナーゼの局在に関与していることが示された｡

以上の研究は,障ラ氏島におけるグルコース応答性インスリン分泌機構の解明に貢献し,糖尿病学の発展に寄与するとこ

ろが多い｡

従って本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成14年1月7日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものであ

る｡
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