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要約

生体における正常な畠糖維持機講の 1っとして，脂

腕細胞や骨棒筋でのインスワン刺激に対するクツレコー

スの取り込みが重要である。この通程で重要な役割を

担っているのが，インスリン依存性糖輪送握体GLUT

4の細胞内から粧胞膜へのトランスロケーションであ

る。一方，脂肪縮瞳は細抱膜重下に corticalactinと

呼ばれる actinの層状構造を有しているO この講造は，

3T3-L1細胞が成熟脂肪細胞へと分化し，強いインス

リン感受性を獲得した後iこ出現する。我々はレトロウ

イルスベクターによそ)GLUT4-7myc-eGFPを発現さ

せた 3T3-L1脂肪細胞を用い，インスリン刺激による

GLUT4のトランスロケーション過F呈における
cortical actinの機能を検討した。 GLUT4は1Q-7M

のインスリン刺激で細担表面に露出するが，

Latrunculin Bでcorticalactin講造を破壊したり，

J asplakinolideにて corticalactinの再構築を抑制す

ると， GLUT4はインスワン東日激により掘胞膜まで移

動はするものの，組抱表彊への露出拡抑告せされた。以

上より，詣訪紹抱において，細路膜直下の cortical

actin権造は GLUT4を含有する小路が結胞膜まで移

行するのに誌必須ではないものの，組龍摸へ融合し

GLUT4が縮瞳表面へ露出するのに重要な役割を担っ

ていることが示唆された。

緒 1=1 

食後高血糖を是正し，正常な車轄を維持する主な機

構Cーっとして，詣訪細胞や骨務第でのインスワン刺

激に対するブドウ糖取り込みがあるQ インスリンがイ

ンスリン受容体と結合すると，謹々の細胞内リン酸化

欝素を介して最終的に細胞内に繋留されているインス

ワン故存性糖輸送担体Cinsulin-responsiveglucose 

transporter 4 : GLUT4)を含む小胞 (GLじT4/J¥ij包〉

が縮担摸へ移行〈トランスロケーション)し，結胞膜

と融合する。これにより，糖輸送活性む著明な増加が

もたらされ，摂食後の血液中クツレコースが骨格窮や脂

肪細抱といったインスリン感受性議器iこ京り込まれ血

糖笹が母下する(1， 2)。

指肪事目指は，細胞膜直下iこcorticalactinと呼ばれ

るF-actinの層状構造を有するo actinとこれに結合

する蛋岳や actinの脱重合を制御する蛋告はいくつか

の縮胞内小担輪送に重要な機能を担っている。

3T3-L1細自は緩誰芽結胞から脂肪細抱に分北し， こ

れにともなってインスワン故存性の GLUT4トランス

ロケーション機構を備えるなど，高いインスリン感受

性を獲得するが， cortical actin構造も 3T3-L1細胞

においては，脂跨細胞への分化後iこ出現する。このこ

とから， cortical actin はインスリン感受性を獲得し

た詣訪結抱特有の機能に関与している可能性が示唆さ

れる。そこで我々は，脂訪細詣での GLUT4のトラン

スロケーションに注目し， 3T3-L1詣肪幸田抱において

cortical actinが，インスワン刺激下での GLUT4の

トランスロケーション過程において，どの段階でしゅュ

;こ機能しているかを検討したc

方法

GLUT4-7myc-eGFPを発現した 3T3-L1詣拐結胞

キーワード:GLUT4， トランスロケーション， cortical actin 
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の作成

GLむT4の第一細胞外ループに myctagを7掴お

よび細抱内カノレボキシ末端にeGFP(enhanced Green 

Fluorescence Protein)を持入したGLUT4コンストラ

クトをレトロウィルスを甫い 3T3-L1線維芽細胞に導入

した(3)。この 3T3-L1細胞を insulin，dexamethasone， 

isobuty lmethy lxan thineを用い膳肪縮胞へ分化誘導し

た。インスワン抜存性のGLむT4局在およびブドウ糖

取り込みの験討には分北8日目以降の脂肪細胞を用い

たD

2-deoxy -D-g 1 ucoseの取り込みアッセイ

12 well培養プレートで上記の方法により分化させ

た3T3-L1脂肪紐語を 2時間車請スタープした後，

KRHノイッファー溶液 (25mMHEPES (p豆7.4)， 

120mM NaCl， 1.2mM五H2P040 1m説 CaCl2> 1mM 

MgSO 4， 5mM KCl)にて 10-7誌のインスリンでお

分間刺激し 5分間のパルス (0.05mM2-deoxy-D-

[3HJ glucose (0.25μCijwell))をおこなった。氷冷

KRHバッファーで洗浄後，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た (4)。

共焦点顕微鏡を用いた GLUT4-7myc-eGFPの細抱

内高在の検討

導入した GLUT4-7myc-eGFPの細抱内の局在は

eGFPの蛍充で，また車国語表面への露出は細胞外部位

に導入した出yctag Iこ対する抗myc抜体と Cy5を

結合させた 2次抗捧を用いた結抱表面ラベルを行い，

共焦点顕微鏡にて観察した。

結 果

GLUT4-7myc-eGFPを発現した 3T3-L1脂肪細抱

を1O-9Mのインスリンで 20分開刺激し，共焦点顕微

鏡下に eGFPとCy5の蛍光で GLUT4の細胞内高在

を観察したところ， GLUT4は紹胞内から細胞膜まで

移行するものの，細語表面ラベルでは細胞表面には露

出していないことが判明した(図 1A)。さらに 10-7討

のインスワン耕激では掘抱膜まで移行した GLUT4は

大部分細抱表面へ露出していた。以上のことより，

GLUT4の細胞襲までの移行には1O-9M のインス 1)

ン刺激で十分なものの，縮抱膜表面への露出には10-7

M のインスリン刺激が必要であることがわかった。

同時にグルコースむ取り込みを検討したところ，10-9 

M のインスリン刺激では誌とんど取り込みが増加し

なかったが，1O-7M の剥識では著暁な取り込みの増

( 12) 

加が認められた〈密 1B)。これ辻 GLUT4の縮胞膜

表面への露出におけるインスリン感受性とほぼ同等な

用量反応性を示した。

次に actin重合を抑制する細胞膜透過性試薬

Latrunculin BIこて3T3-L1脂肪細砲を処理し， cortical 

actin講造を Phalloidin-TRITCで染色したところ，

Latruncu1in Bの濃震抜存性iこ詣務縮脂の cortical

actin構造を保った縮胞が減少していた(図2A，B)。

なお， この条件で Latruncl ulin B はインスリンのシ

グナル伝達には有意な変化を及ぼさなかった。ついで，

インスワン依存性の GLUT4の締結内需在を検討した

ところ， GLUT4の細胞膜までの移行には有意な変化

が認められなかったが，細胞表Eへの露出は

Latrunculin Bの濃震依存性に抑制されていた〈図

3 A， B)。さらに，重合した actinに結合し cortical

actinをtightIこ組抱摸直下に安定化L，actinの再講

築を掬制する細胞膜透過性試薬 Jasplakinolideで詣

拐事匡路を処理しても，インスリン抜存性の GLUT4の

縮瞳膜への移行は抑制されないもりの，結胞表面への

露出は抑制された(園4A，B)。以上の結果より，細

胞膜直下の corticalactin講造はインスリン刺激によ

るGLUT4の細胞内から細胞襲までの移行には影響を

与えないものの， actinの再講築を介して GLUT4小

抱が細胞膜へ融合し GLUT4が締結表冨へ露出するの

に重要な機能を果たしていることが推測された。

考 察

これまで GLUT4のトランスロケーション過程が二

つの段階に分かれることについての詳結な検討はなさ

れていなかった。今回の我々の検討において，インス

リンの濃度を変北させ， GLUTι7myc“eGFPを導入

することでより詳細に GLUT4の縮抱内局在を検討し

たところ，インスリンはGLUT4/J¥胞のトランスロケー

ションを2つの段階で、制御していることが明らかになっ

た。つまり 1つは細胞内から細抱膜までの移動であ

り，もう 1つ詰GLUT4小砲と紹抱摸との融合という

2つの段階である。また，これまで GLUT4のトラン

スロケーションには1O-7M のインスリンが必要と考

えられてきたが，今回の検討で GLUT4の細胞膜まで

の移動に必要なインスワン濃度は1O-9M で忘るもの

む，細胞表面への露出に必要な濃度は1O-7M である

ことが示された。このことより， GLUT4小胞と細抱

膜との融合過程には，細胞摸までむ移行過程よりもよ

り強いインスリン刺激が必要であることが推測された。

F-actin はインスワン刺激による GLUT4のトラン

スロケーションとブドウ稽寂り込みに欝わっていると
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レトロウィルスで GLUT4-7myc-eGFPを導入した 3T3-Ll詰紡紐抱を， 10 宮M および1O-7M のインスワンで

20分間刺激後，抗myc抗体で縮担表冨ラベルを行い， Cy5を結合した 2次抗体を用いて共焦点顕徴鏡にて観察し

た。 GLUT4の組組内局在は eGFPの蛍光にて(緑)， GLUT4の細胞表面への露出は Cy5の蛍光(青〉にて検討
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図1(8) GLUT4のインスワン依存性細胞内局在の定量往とブドウ糖取り込み

各インスリン護震における GLUT4の縮抱膜までの移行と細胞表面へむ露出を，全eGFP陽性縮抱に対する比

率で定量化した。さらに再じ条件で1O-9M および1O-7M におけるインスリン依存牲のブドウ糖の取り込みを検討

した。 3回の実験結果から平均±標準誤差を示すG
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罵在を罷察し，これを定量化した。 3@]の実験結果から平均±諜準誤差を示す。

いう報告がなされてきた。サイトカラシン Dにより

F-actinを破壊したり， La trunculin Bにより actin

の重合を阻害すると GLUT4のトランスロケーション

が抑制されると報告されている (5，6)。今回の検討では，

cortical actinの講造がインスリン刺激下での GLUT4

C トランスロケーションのどのステップで如何に機能

しているかを解明するため， Latrunculin Bにて

cortical actin構造を破壊したところ， GLUT4は細

胞膜までは移動するが，第2段賠である細胞表面への

露出が抑観された。これちの結果より， GLUT4のト

ランスロケーションの完了には corticalactinの構造が

不可欠であることが示唆された。さらに Jasplakinolide 

処理においても， La七runcu日nBを匙理した時と同様

に， GLUT4の細胞膜までの移行には影響を認めなか

ったが，細胞表面への露出は抑制されたことから，

GLUT4のトランスロケーションむ完了，特に

GLUT4小抱と細胞膜との融合段階に corticalactin 

の再構築が必要であると考えられた。骨格筋系の壇養

縮胞である L6myotubeにおいても，インスリン刺

激によって actinが豊富で細胞膜のラップリングが盛

んに起こっている部位iこGLUT4が集撞し，結胞膜と

融合をおこすことが報告されているが(7)この結果も

我々と同様に GLUT4小抱が細胞膜に融合するのに

actin揖造が重要であるということを示唆した報告で

あるO

以上，本研究において， GLUT4小誌が締結膜まで

移行し縮抱膜と融合する際iこ， cortical actinの再構

築が重要な役割を果たしていることを明らかにした。
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Functions of the cortical actin network in the insulin-stimulated 

GLUT4 translocation to the plasma membrane in 3T3-Ll adipocytes 

Abstract: 

Mari Y oshikawa 

Division of Diabetes， Digestive， and Kidney Diseases， Department of Clinical 
Molecular Medicine， Kobe University Graduate School of Medicine 

Insulin-stimulated glucose uptake in adipocytes and skeletal muscle is mediated by translocation of 

GLUT4-containing vesicles from intracellular storage sites to the cell periphery. This leads to fusion 

of these vesicles with the plasma membrane， and externalization of GLUT4 to the cell surface. 

Cortical actin structures， which are located below the plasma membrane in adipocytes， have been 

implicated inthe process of GLUT4 translocation to the plasma membrane. However， the detailed role 

of cortical actin in insulin-stimulated GLUT4 translocation has not been determined. In this article 

we investigated the functional roles of cortical actin in insulin-stimulated translocation of GLUT4 by 

confocal microscopy in 3T3-Ll adipocytes expressing GLUT4-7myc-eGFP. Insulin (10-7 M) was 

necessary for the externalization of GLUT4 to the cell surface， although insulin (10-9 M) was sufficient 

to stimulate the movement of GLUT4 to cell periphery. Disruption of cortical actin with Latrunculin 

B inhibited insulin-stimulated externalization of GLUT4 to the cell surface. but not its movement to 

the cell periphery. Furthermore， inhibition of cortical actin remodeling with Jasplakinolide also 

prevented insulin-stimulated externalization of GLUT4 to the cell surface， without affecting movement 

to the cell periphery. These results indicate that the structure and remodeling of the cortical actin 

network in adipocytes play important roles in the externalization of GLUT4 to the cell surface but 

not in movement of GLUT4 to the cell periphery. 
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