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嬰 約

脂肪細胞におけるインスリン感受性糖輸送担体GL

UT4がインスリン刺激により細胞膜へ移行し， これ

と結合，融合する際に， syntaxin4， SNAP23， VAMP2 

といった SNARE蛋白が重要な機能を果たすことが

知られている。しかし syntaxin4結合壁白である

Munc18cの機能は米だ解明されていない。我々は

Munc18cの機能を直接検討するため， Munc18c蛋白

を発現していない遺伝子欠損マウスを作製した O

Munc18cホモノックアウトマウスは胎生致死で， この

胎児は中枢神経系に発達異常を呈した。またホモノック

アウトマウスより調製した脂肪細胞において synatxin4

の発現低下が認められ， Munc18cは細胞内で syntaxin4

の安定化に寄与していることが示唆された。しかし，

Munc18cを発現しない脂肪細胞においても，インス

リン依梓性の GLUT4の細胞膜への移行やインスリン

依梓性のブドウ糖の取り込みは野生型から調製した脂

肪細胞と有意悲を認めず， Munc18cは脂肪細胞にお

ける GLUT4の細胞膜移行には必須の機能をはたして

いないことが示された。

緒

生体における

管!'"
院司

し，

維持する主な機構の lっとして脂肪細胞や骨格筋といっ

た臓器でのインスリン刺激による活発なブドウ糖取り

込みがあげられるD このブドウ糖取り込みはインスリ

ンに反応し細胞内プールから細胞膜へ移行するインス

リン感受性糖輸送担体GLUT4により達成される(1， 2)。

キーワード:GLUT4， SNARE， syntaxin4， Munc18c 

(49 ) 

甲

」 GLUT4長合む細胞内小胞(GLUT4小胞)

が細胞膜に結合および融合する際，神経分泌と同様に

SNARE(the ~oluble l'{-ethylmaleimide-sensitive factor 

5:!ttachment protein receptor)讃自が機能すると考

えられる。この過程に関与する SNAREアイソフォー

ムとして， 3T3-L1脂肪細胞においては GLUT4小胞

上の VAMP2(3，ぺ細胞膜上の syntaxin4山および

SNAP23(6， 1)が重要な役訓告果たしていることがポさ

れているοさらに，これら SNARE

成する過程で， syntaxin4結合蛋白である Munc18c

が制御的役割を演じている可能性が示唆されてき

た(8，9)。そこで我々はインスリン依存性の GLUT4の

細胞膜への移行過程における Muncl8cの機能を直接

検討するため， Muncl8cノックアウトマウスを作製

した。

方法

Munc18cノックアウトマウスの作成

129SVJ系マウスゲノムライブラリーより，開始コ

ドン ATGの存在するエクソンを含んだ約 16キロ塩

基対の Munc18cゲノムをクローニングした。ターゲ

ティングベクターは開始コドンを含むエクソンを，

NEO耐性遺怯子で置換する方式で構築した。作成し

たタ…ゲティングベクターを ES細胞C129jOla

にエレクトロポレーション法により導入し，ネオマイ

シン(200μgjmD下に選別培養した。相同組み替えそ

起こしているクローンをゲノムサザンプロット法でス

クリーニングし， 4クローンの相同組換えをおこした

ES細胞を得た。この 4クローンをプラストシストイ
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ンジェクションし 1系統のキメラマウスを獲得，

C57/BL6マウスとの交配により Muncl8cヘテロノッ

クアウトマウスを得た。

マウス胎児線維芽細胞の調製と脂肪細胞への分化誘導

Munc18cヘテロノックアウトマウス同土の交配を

おこない，妊娠 13.5-15日の雌マウスの子宮より胎児

を取り出し，摘出した胎児の胸腹部組織を眼科興万で

細片化した。コラゲナーゼメディウム(高クールコース

DMEM， 20%BSA， 0.5%コラゲナーゼtypel)を添加

し， 30分間振壷後，遠心分離し，組織片やコラゲナー

ゼを取り除いた。高グルコース DMEM(10%FCS， 

PC-SM 50μg/ml， 200nMアスコ jレビン酸)にて培養

用ディッシュに播きこみ，翌日メディウム交換を行っ

た。同時に胎児の組織片を用いて遺伝子型を決定した。

一次培養した線維芽細胞は 8-9割コンフルエン卜

の段階で 1回だけ継代培養した。適当な培養皿に播

き込みコンフルエントになってから 1-2日後に分化

誘導を開始した。一次分化メディウム(1nMinsulin， 

1nM T3)で2日間，二次分化メディウム(1nMinsulin， 

1nM T3. 250nM dexamethasone. 0.5mM iso-

butylmethylxanthine， 0.3μM BRL49653， 125nM 

indomethacine)で、 2日間培養し，その後は高グルコー

スDMEM培養メディウムで培養をつづ、けた。分化開

始後 7-12日で実験に供した。

2-deoxy-D-glucoseの取り込みアッセイ

6ウェル培養フ。レートに細胞を播き込み，上記の方

法で脂肪細胞に分化させ，脂肪分化誘導後7-9日目

にアッセイをおこなった。アッセイは 2時間血清スター

ブした後， KRHバッファ溶液(25mMHEPES(pH7.4)， 

120mM NaCl， 1.2mM KHzP04， 1 mM  CaClz， 

1 mM  MgS04， 5 mM  KCl)にて 100nMのインス

リンで 20分間刺激し 5分間のパルス (0.05mM

2-deoxy-D-[3 H]glucose(0.25μCijwell) )をおこなっ

た。氷冷KRHノてッファで洗浄後，細胞を 0.5%SDS

で可溶化し，液体シンチレーションカウンターで細胞

内に取り込まれたラジオアイソトープ活性を測定し

fこ。

脂肪細胞の膜分画とウエスタンブロット

10cm培養皿に調整したマウス胎児線維芽細胞から

分化させた脂肪細胞は，分化誘導後7-12日日に実

験に供し，以前示した方法で細胞膜と細胞内膜画分に

分画した(4)。それぞれの画分を 10%のSDS-PAGE

ゲルで展開し，ニトロセルロース膜に転写したのち，

GLUT4， Muncl8c， syntaxin4に対する抗体イムノ

ブロットを行い， HRPを付加した 2次抗体を用い可

視化は ECLにて行った。

結果

1) Muncl8cホモノックアウト胎児マウスの解析

Muncl8cヘテロノックアウトマウス同士の交配で

ホモノックアウトマウスが生まれてこないことから，

Munc18cホモノックアウトマウスは胎生致死ではな

いかと考え，胎児の検討を行った。その結果，

Munc18cホモノックアウトマウスは胎生 12.5日から

15日の期間に致死的となっていた。またホモノック

アウト胎児マウスは野生型胎児マウスに比し体のサイ

ズ、が/卜さかった。さらにホモノックアウトマウスの日台

生致死の原因を探るため，胎児の解剖学的検討を行っ

たところ，ホモ接合体マウスは神経管の閉鎖不全によ

る外脳症奇形，脊髄白質の増大とそれに伴う髄腔の狭

小化，眼球の形態異常など主に中枢神経系に形態異常

を認めた(図1)。

2) Muncl8c発現を認めない脂肪細胞における

syntaxin4蛋白の発現検討

(50 ) 

次いで Munc18cが，その結合パートナーである

syntaxi4の蛋白発現量に影響を与えるかどうかを検

討した。胎生 13.5-15日目のマウス胎児より得た線維

芽細胞を脂肪細胞に分化させたところ，分化 7-12日

日における脂肪細胞の形態には遺伝子型間の違いによ

る変化は認められなかった。しかし Muncl8c発現の

ないホモノックアウトマウス由来の脂肪細胞において

はsyntaxin4蛋白の発現低下が認められ， Muncl8c 

は脂肪細胞内において syntaxin4蛋白の安定化に寄

与している可能性が示唆された(図 2)。

3) Muncl8c発現を認めない脂肪細胞におけるイン

スリン依存性の GLUT4の細胞膜移行の検討

さらに Munc18cが，脂肪細胞におけるインスリン

依存性の GLUT4の細胞膜への移行に関与しているか

否かを検討した。胎児マウスより調製した分化誘導後

7 -12日日の脂肪細胞において，インスリン刺激にブ

ドウ糖取り込み能を検討したところ，野生型，ヘテロ

ノックアウト，ホモノックアウトマウスの各遺伝子型

間での有意な差を認めなかった(図3)。さらに細胞内

膜分画法により脂肪細胞でのインスリン刺激による

GLUT4の細胞内から細胞膜への移行を検討したが，

各遺伝子型間で GLUT4の細胞膜への移行には有意差

を認めなかった(図 4)。



関1 Munc18cホモノックアウト胎児マウスの解剖学的検討

Genotype: 

810t: 

Munc18c 

810t: 

svntaxin4 

妊娠 15日目の雌マウスより胎児を取り出し，ホルマリンで固定後，切片を切

り，日目染色を行った。A.Munc18cホモノックアウト胎児マウスに見られた神
眼を通る水平断。矢印の部に閉鎖不全を認めるoB. Munc18cホ

モノックアウト胎児マウスに見られた脊髄白質の増大(矢印)とそれに伴う髄腔

の狭小化(矢尻)。下部顕惟を通る水平断。 C.Munc18cホモノックアウト胎児マ
ウスに認められた片側の眼球の異常(矢印)。眼球および環椎を過る水半断。

Plasma Membrane Intracellular Membrane 

MW1cl8c MW1cl8c Muncl8c Muncl8c MW1cl8c Munc18c 
(…/一 (+1+) (+1ーー/ー (+1+) (+1ー)

'同開閉際

品中叫針会崎将匂ぷぷ&

温ー-・E・~ぅ市 、p 吋

図2 脂肪細胞における Munc18cのsyntaxin4~監白発現におよ
妊娠 13.5ω15日日の雌マウスより胎児吾取り出し，方法に記載した要領で脂肪
細胞を獲得し，分化誘導後ト12日自に実験に供した。ウぷスタンプロットには

各闘分とも 18μgの蛍白を泳勤し，抗Munc18c抗体および抗syntaxin4抗体で
イムノブロットを行二った。

考 察 ないと結論付けられたο
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我々の検討では， Munc18cは胎生期における中枢

神経系の正常な発速に重要な機能を果たしているが，

脂肪細胞におけるインスリン依存性の GLUT4の細胞

膜移行とそれに続くブドウ糖の取り込みには必須では

これまでの知見では， Munc18の3種のアイソフォー

ムのうち，神経系での主たるアイソフォームはMunc18a

であると考えられている。 しかし， Munc18a 

ノックアウトマウスが中枢神経系に

ないのに対し (10) 広範聞な組織分布告示すMunc18c

( 51 ) 



52 

lnsulin (lOOnMx2ωnin): ー十 一+ 一十

Genotvpe Muncl8c(-1サ MuncI8c(+I-)MuncI8c(+I+) 

図3 脂肪細胞における Munc18cのブドウ糖取り込
み能におよ

妊娠 13.5-15日目の雌マウスより胎児を取り

出し，方法に記載した要領で脂肪細胞告獲得し

た。分化誘導後ト12日目の脂肪細胞を用い，

2時間の胤清スターブ後 100nMのインスリン

で20分間刺激し， ブドウ糖取り込み能を測定

した。 6回の実験結果から平均+標準誤差を示
す。

が中枢神経系の正常な発達に関与することは予想外な

結果であった。 syntaxin4遺伝子欠損マウスもホモ横

合体は胎生致死となることを考えると(11)， syntaxin4 

とその結合パ…トナ…である Munc18cの複合体は胎

く関わっていることが推測され

るO

脂肪細胞における GLUT4小胞の細胞膜移行には

syntaxin4， SNAP23， V AMP2といった SNARE

白が必須の機能を担っていることが示されている

が(ト7) syntaxin4結合蛋白である Munc18cが

GLUT4の細胞膜移行にいかに関与するかについては

未だ明確な解答が得られていなかったは， 9911mo しか

Plasma Membrane 

Munc18c 
Genotype 

(+/+) 

Munc18c Muncl8c 
(+/ー一/一)

Insulin: + + 

810t: 

GLUT4 

し今回のわれわれの検討で， Munc18cが発現してい

ない脂肪細胞においてもインスリン依存性の GLUT4

の細胞膜への移行およびブドウ糖の取り込みが野生型

の細胞と同程度組こることから，少なくとも脂肪細胞

では Munc18cはこの一連の過樫に必須の機能を果た

していないものと推測される O

いっぽう Munc18cが発現していない脂肪細胞では，

syntaxin4の讃自発現に低下が認められ， Munc18c 

はsyntaxin4讃白の細胞内における安定化に寄与し

ている可能性が示駿された。これは酔母の検討におい

て， Munc18の瞬母でのホモローグである Vps45pが

syntaxinのホモロ…グである Tlg2pの細胞内での安

定化に重要であるという報告と同じ意味をもつもので

ある(ω。

以上， syntaxin4結合蛋白である Munc18cは細胞

内において syntaxin4の安定化に寄与するとともに，

胎生期の中枢神経系の正常な発達に量要な機能を果た

していること，さらには脂肪細胞における GLUT4小

胞のインスリン依存性細胞膜移行には必須ではないこ

とが証明された。
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Munc18c 
(+/+) 

8

)

…
 

m
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…
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図4 脂肪細胞における Munc18cのインスリン依存性GLUT4細胞腕移行におよぽす

妊娠 13.ふ15日目の雌マウスより胎児を取り出し，方法に記載し

細胞を獲得し，分化誘導後ト12日目に実験に供した。ウぶスタンプロットには

各繭分とも 18μgの議!討を泳動し，抗GLUT4抗体でイムノプロット奇行っ

( 52 ) 
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Investigation of the functions of syntaxin4 binding protein Muncl8c 

in the insulin-stimulated GLUT4 translocation to plasma membrane. 

Hiroaki Shinoda 

Division of Diabetes， Digestive， and Kidney Diseases， Department of Clinical Molecular Medicine， 

Kobe University Graduate School of Medicine 

Abstract: 

The SNARE proteins including synaptobrevin/VAMP2， syntaxin4 and SNAP23 are 

proposed to play important roles in the insulin-induced GLUT4 translocation in adipocytes or 

skeletal muscles. However， the functional roles of the syntaxin4 binding proteien Muncl8c are 

not fully understood in the GLUT4 translocation process in adipocytes. Therefore， we 

generated the Munc18c-deficient mice to direcly investigate whether Muncl8c plays critical 

functions in the insulin-stimulated GLUT4 translocation from the intracellular compartment 

to the plasma membrane in adipocytes. Homozygous Muncl8c-deficient embryos (Muncl8c-/-) 

die at embryonic day (E.D.) 12.5-15， displaying multiple abnormalitites in neural tissues and 

eyes. Thus， we obtained the adipocyte expressing no Muncl8c proteins by differentiating the 

fibroblasts derived from Muncl8c-/- embryos at E.D. 13.5-15 into adipocytes. No 

morphological changes were detected between the adipocytes prepared from Muncl8c-/-and 

from Munc18c十/十 embryos.However， the protein expressions of syntaxin4 which is a binding 

partner of Muncl8c were decreased in adipocytes expressing no Muncl8c. Neither the 

insu1in-stimulated glucose transport nor the insulin-stimulated GLUT4 translocation were 

significantly changed in the adipocytes derived from Muncl8c-/-embryos compared with in 

the adipocytes from Muncl8c十/+ embryos. These findings suggest that Muncl8c plays 

important roles in the normal development of the neural tissues in embryos and in 

stabilizing syntaxin4 in adipocyte but not in the insulin-stimulated GLUT4 translocation at 

least in adipocytes. 
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