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率を低下させ，熱産生を積極的に行う．この調節性の
熱産生に関わる候補分子が脱共役蛋白質（uncoupling 
protein: UCP）であることが最近明らかとなった．酸
化分解脂肪組織には白色脂肪組織と褐色脂肪組織の
2種類が存在するが，肥満時に皮下や内臓周囲に大量
に蓄えられるものは白色脂肪細胞である，褐色脂肪細
胞は，冬眠動物や小型齧歯類に多くみられ，冬眠から
の覚醒時や寒冷暴露時の非ふるえ熱産生を行う発熱器
官として知られてきた．熱産生の過程として，UCPは
ミトコンドリア内膜に存在する 32kDaの蛋白質で 300
前後のアミノ酸よりなり，6つの膜貫通部分がある．
UCP1は褐色脂肪に発現し，ATP合成に共役しない熱
を発生させる事が知られている．しかし，ヒトを含め
た多くの哺乳動物では，褐色脂肪組織は新生児期以降
はほとんど存在せず，その役割に関して重要視される
ことはあまりなかった．しかし，1997年にこの脱共
役蛋白質の新たなファミリー分子であるUCP2と
UCP3がクローニングされて以来その働きに関して注

緒 言

現在，本邦においても食生活やライフスタイルの欧
米化に伴い，糖尿病，高血圧，高脂血症などいわゆる
生活習慣病が急増している．その基盤として肥満が原
因とされる場合が多い．肥満は，摂取エネルギーが消
費エネルギーを上回るようなエネルギー収支のアンバ
ランスによりおこる．近年このような理由から，肥満
におけるエネルギー代謝が注目を集めるようになって
きている．エネルギー代謝において，グルコースや脂
肪酸などが酸化分解されるときに発生するエネルギー
は，最終的にはミトコンドリアでの酸化的リン酸化に
よってATPに転換され，利用される．転換効率は 40％
で，残りは熱となり，体温を上げる以外は利用されず，
放散される．過食などによるエネルギー収支の乱れを
調節する場合，ミトコンドリアでのエネルギー転換効
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Gold thioglucose誘発肥満，インスリン抵抗性マウスにおける
脱共役蛋白質遺伝子発現の検討

Expression of UCPs in Obese and Insulin Resistant Mice Induced by Gold Thioglucose
Keiji Imamaki (Fourth Department of Internal Medicine, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma-gun, Saitama 
350-0495, Japan)

Both uncoupling proteins, UCP2 and UCP3, show high homologies to UCP1, a mitochondrial carrier protein, 
which has been shown to play a role in the regulation of energy metabolism. UCP3 gene is expressed abundantly in 
the skeletal muscles while UCP2 gene is expressed in the white adipose cells in various tissues of the body. Based on 
their homologies to UCP1, UCP2 and UCP3 are believed to be involved in the regulation of energy balance. In this 
paper, we examined whether the expression of UCP2 and UCP3 is affected in obese and hyperglycemic mice, since 
obesity is associated with disturbed energy and glucose metabolism. We generated obese and hyperglycemic mice 
by using gold thioglucose (GTG) at the age of 6 weeks. Body weight were significantly increased at the age of 11, 16 
and 26 weeks in GTG mice in comparison with control mice. Plasma glucose and insulin levels of GTG mice at the 
age of 11 weeks increased more than those of control mice. Pancreatic beta cell mass also increased significantly in 
GTG mice at the age of 16 weeks. We found that UCP2 mRNA levels in skeletal muscle of GTG mice were higher 
than those of control mice by 5.2-fold (16 weeks) and 2.9-fold (26 weeks), respectively. We also found that UCP3 
mRNA levels in the skeltal muscle of GTG mice were higher than those of control mice by 2.7-fold (16 weeks) and 
2.3-fold (26 weeks), respecively. Thus, the present study supports the concept that UCP2 and UCP3 may profoundly 
contribute to improvement of obesity and glucose metabolism in GTG induced obese mice via thrifty effects on heat 
production.
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目が集まるようになった1,2）．UCP2は骨格筋，肺，白
色脂肪細胞など幅広く発現しており，UCP3は主に骨
格筋に発現している．UCP2およびUCP3の働きに関
しては様々な報告がなされており，肥満との関係につ
いても遺伝性肥満のWistar fattyラットでUCP3遺伝子
発現が低値である3） との報告もある．
そこで本研究は視床下部摂食中枢障害により肥満を

惹起させるGold thioglucose （GTG）をC3Hマウスに投
与し，肥満，耐糖能障害モデルマウスを作製し，UCP2
およびUCP3遺伝子発現の経時的変化を観察し，本マ
ウスにおける肥満，耐糖能障害とインスリン抵抗性に
おけるUCP2およびUCP3の病態生理学的意義につい
て検討した．

実験材料および方法

1．動物の飼育条件
日本クレアよりC3Hマウスを 6週齢で購入し実験

に用いた．マウスは室温 221 C゚，湿度 555％，明
暗周期 12時間（点灯７時，消灯 19時）の環境下で飼
育した．固形飼料は，オリエンタル酵母工業株式会社
製の飼料（359 kcal/100 g中水分 7％，粗蛋白質 24.5％，
粗脂肪 4.9％，粗灰分 6.6％，粗繊維 2.7％，可溶性無
窒素物 54.3％，ビタミンA 1300 IU，ビタミンE 6.7 mg，
ビタミンB1 2.0 mg，ビタミンB2 1.1 mg，ビタミンB6 
1.2 mg，ビタミンB12 5.9 g，カルシウム 1.01 g，リ
ン 0.78 g，マグネシウム 0.21 g，ナトリウム 0.23 g，
カリウム 0.85 g）を用い，水は自由に摂取させた．
2．GTGの投与

SIGMAより購入したGTGを生理食塩水に溶解し，
127.5 mM/10 lのGTG溶液を作製した．そして，6週
齢のC3Hマウスの腹腔内に 10 l/g・BW投与した．対照
として生理食塩水を腹腔内に投与したものを用いた．
3．生化学的検索

11週齢，16週齢，26週齢において体重，血糖，Total 
cholesterol （TC），Triglyceride （TG），Free fatty acid 
（FFA），レプチン値を測定した．なお，血糖は簡易血
糖測定器を用いて測定した．TCはHDAOS法（WAKO 
Japan Co. Ltd., Osaka, Japan），TGはGPO，HDAOS法
（WAKO Japan Co. Ltd., Osaka, Japan），FFAはNEFA-SS
法（Eiken Japan Co. Ltd., Tokyo, Japan），レプチン値濃
度はRIA （2抗体法） にて測定した．
腹腔内グルコース負荷試験：Intraperitoneal glucose 
toleranse test （IPGTT）の施行

11週齢と 26週齢においては，一晩絶食後にグル
コース 1.5 mg/g・BWを腹腔内投与してIPGTTを施行
した．IPGTTは血糖値および血漿 immunoreactive 
insulin （IRI）をグルコース投与前，60分，120分後に
測定した．IRIは森永生化学研究所より購入したイン
スリン測定キットにて測定し，標準インスリンとし
て，森永凍結乾燥マウスインスリン標準品を用いた．

膵 Cell Massの測定
　11週齢，16週齢，26週齢においてマウス（6週齢
Control群 3匹，11週齢Control群 8匹，11週齢GTG
群 8匹，16週齢Control群 6匹，16週齢GTG群 6匹，
26週齢Control群 9匹，26週齢GTG群 10匹）をエー
テル麻酔下に心採血にて屠殺し，膵臓を摘出した．膵
臓は約 20個に細切し，常法に従ってブアン固定後パ
ラフィン包埋を行った．膵島 細胞量を評価するた
め，ISHIIらの方法4）に従って，各膵切片を脱パラ後，
非 細胞を抗グルカゴン（1:100希釈），抗ソマトスタ
チン（1:700希釈），抗膵ペプチド（1:200希釈），混合
抗体で反応後，LSAB Kit （DAKO Japan Co. Ltd., Kyoto, 
Japan）, AEC Substrate Kit （DAKO Japan Co. Ltd., 
Kyoto, Japan）を用いて赤褐色に染色した．12時間 3M
のチオシアン酸アンモニウム液に浸し，これらの抗体
を不活化させた後，膵  細胞を抗インスリン抗体
（1:200希釈）で反応後，Vectastain ABC-AP Kit （Vector 
Co, Ltd., USA）, Alkaline Phosphatase Substrate Kit III 
（Vector Co. Ltd., CA, USA）を用いて青色に染色した．
膵 細胞量の評価はBouwenらの方法5）に従った．す
なわち，各組織標本上の膵組織全体像と全膵島像を
CCDカメラ（Olympus Co. Ltd., Tokyo, Japan）を介し
て 顕 微 鏡（Olympus Co. Ltd., Tokyo, Japan）に て
Macintosh コンピュータ（Apple Co. Ltd., CA, USA）に
取り込んだ．その後NIH Image1.60 （NIH, USA）を用
いて，取り込んだ膵組織像と膵 細胞をそれぞれ手動
で形取り面積を解析した．膵 細胞量は全膵組織に占
める膵 細胞の割合として求めた．
UCP2，UCP3の分析
大腿四頭筋より骨格筋を採取し，6W，11W，16W，

26WのUCP2およびUCP3遺伝子発現量を経時的に分
析した．Micro Macs mRNA isolation kit（第一化学薬
品株式会社）を用いて，各週齢の骨格筋より抽出した
mRNA （200 ng）にantisense primerと逆転酵素を用いて
一本鎖cDNAを合成し，これをPCR反応の基質とした．
PCR反応は，sense primerとantisense primerおよびTaq 
polymeraseを用いて 40サイクル施行した．反応条件
はdenature （94 C゚ 30 秒 ），annealing （60 C゚ 1 分 ），
extension （72 C゚ 1分）とした．それぞれの塩基配列は，
 -ACT
UP 5’-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3’ 
DN 5’-CTCCTTAATGTCACGCACGATTC-3’
UCP-2
UP 5’-AGCTGCCTGCATTGCAGATC-3’
DN 5’-CATCTGTAGGCTGGGCTACA-3’
UCP-3
UP 5’-GAGCTTTGCCTCCATCTGAA-3’
DN 5’-CATCTGTAGGCTGGGCTACA-3’
定量分析にはUltra violet products （UVP）社のImage 

Store7500とNIH image （version 1.60）を利用した．
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統計解析
全ての値は，断りのない限り平均標準偏差で表し

た．各群間の体重および 細胞の定量はFisher法にて
多群間解析を行った．IPGTTにおける血糖，IRIは
Scheffe法を用いて多群間解析を行った．レプチン値，
総コレステロール，中性脂肪，遊離脂肪酸，UCP2お
よびUCP3もScheffe法を用いて多群間解析を行った．
p0.05を有意差ありと判定した．

結 果

（1）体重の推移
体重増加においては，11週ではcontrol群 21.61.1 

gに対しGTG群 25.40.894 g ，16 週ではcontrol群
25.90.97 gに対して 38.36.094 g，26週ではcontrol
群 28.1252.2 gに対してGTG群 42.11.6 gでありGTG
群ではcontrol群に比べ有意（p0.05）な体重増加が認
められた（Fig. 1）．
（2）腹腔内グルコース負荷試験の結果

IPGTTでの血中インスリン値には，11週ではcontrol
群は前値で 0.2110.94 U/ml，60分値 0.4600.195 
U/ml，120分値 0.7920.391 U/mlであったのに対
し，GTG群では前値で 0.5560.160 U/ml，60分値
1.2950.195 U/ml，120分値 1.5600.621 U/mlで
あった．この結果ではcontrol群に比しGTG群で 60分
値では有意な増加を認め（P0.05），120分値も増加傾
向が認められた．そして，26週においてもcontrol群
は前値で 0.2340.206 U/ml ，60 分値 0.8830.539 
U/ml，120分値 0.6170.401 U/mlであったのに対
し，GTG群では前値で 0.8400.226 U/ml，60分値
1.2770.657 U/ml，120分値 1.1020.458 U/mlで
あった．26週に関してもcontrol群とGTG群間で増加
傾向が認められた（Fig. 2）．
（3）脂質代謝

TC値，TG値，FFA値に関してもGTG群で有意な
増加を認めた（Table 1）．
（4）レプチン
レプチン値は対照群と比較して 11週ではcontrol群

で 0.850.173 ng/ml，GTG群で 15.8673.715 ng/ml，
16週ではcontrol群で 0.7750.250 ng/ml，GTG群で
16.8712.430 ng/ml ，26 週 で はcontrol群 で
2.2501.061 ng/ml，GTG群で 14.4571.938 ng/mlと，
GTG群で明らかな増加を認めた（P0.001）（Fig. 3）．
（5）膵組織の変化
経時的に測定したGTG群の膵 細胞量は 11週では

有意差を認めなかったが，16週よりcontrol群と比較
し 16週で 0.5820.181 vs 1.2600.459と明らかな増加
を 認 め，26 週 で 0.6150.240 vs 2.0580.896 cell 
mass/pancreas （P0.05）と著増した（Fig. 4）．
（6）UCP遺伝子発現の変化

UCP-2遺伝子発現量はcontrol群に比しGTG群の 11
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Fig. 1. Comparison of body weight in the control and GTG-
treated groups at the age of 11, 16 and 26 weeks. Body weight 
were significantly increased at the age of 11, 16 and 26 weeks 
in GTG mice in comparison with age matched control mice. 
＃0.05. Also body weight were significantly increased at the 
age of 11, 16 and 26 weeks in GTG mice in comparison with 
at the age of 6 weeks in control mice. ＊0.05 (meanSD), C: 
control, GTG: Gold thioglucose.

Fig. 2. Responses of plasma glucose (PG) and IRI levels 
to IPGTT in control and GTG-treated  groups at the age of 
11 and 26 weeks. Plasma glucose and insulin levels were 
significantly increased at the age of 11 weeks in GTG mice in 
comparison with control mice. ＊0.05  (meanSE),  ■: GTG, 
◆ : control.

Total cholesterol (TC), Triglyceride (TG), Free fatty acid 
(FFA) levels of GTG mice at the age of 11, 16 and 26 
weeks increased significantly more than those of control mice. 
＊0.001  (meanSD), C: control, GTG: Gold thioglucose.

Table 1. Profiles of lipid metabolism of control and GTG group
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週で 0.3720.158 vs 0.3660.248 control群に比しGTG
群の 16週で 0.2180.095 vs 1.1370.277 control群に
比しGTG群の 26週で 0.2580.205 vs 0.7460.658と
発現量はGTG群の 16週で頂値に達し，control群と比
べ約 5.2倍の増加を認めた．その後，26週でもcontrol
群と比べGTG群で約 2.9倍の増加が認められた（Fig. 
5A）．

UCP-3遺伝子発現量はcontrol群に比しGTG群の 11
週で 0.4150.031 vs 0.5000.163，control群に比しGTG
群の 16 週で 0.8110.124 vs 2.2090.753 ，control群
に比しGTG群の 26週で 0.7480.052 vs 1.7020.318
と 16週で頂値に達し，control群と比べGTG群で 16
週で約 2.7倍の増加を認め，26週でもcontrol群と比
べGTG群で約 2.3倍の増加が認められた（Fig. 5B）．

考 察

肥満症は，インスリン抵抗性を示す病態として代表
的な疾患の一つであるが，インスリン抵抗性をきたす
病因として，インスリン受容体数の減少や機能低下な
どが関与していると考えられている．GTG投与によ
り肥満となったマウスがインスリン抵抗状態にあるこ
とはすでに報告されているが6-8），本研究では，Fig. 2
に示すように 11週齢のIPGTTの結果においてGTG群
で血糖値，血中IRI値（60分値）は有意に増加し，イン
スリン抵抗性の存在が考えられた．しかしながら，26
週齢ではGTG群で血糖値，IRI値とも有意な増加を示
さず，増加傾向にとどまったが，このことはUCP2遺
伝子発現の増加がインスリン分泌を抑制する9, 10）こと
により明らかな高インスリン血症を示さなかった可能
性が推測される．事実，GTG群 11週齢に比し，26週
齢において明らかにUCP2遺伝子発現は増加していた
（Fig. 5A）．また，GTG群において 11週齢より体重は
control群に比し有意に増加し（Fig. 1），血中遊離脂肪
酸（FFA）を始めとして総コレステロール（TC），中性
脂肪（TG）のいずれも高値（Table 1）であった．これ
らの成績はインスリン抵抗性の存在を示唆する成績と
考えられる．以上のことから本研究で用いたGTG誘
発肥満マウスも従来の報告と同様に肥満を伴ったイン
スリン抵抗性モデルと考えられる．一方，膵 細胞量
においてもGTG群で週齢の増加と共に細胞量は増加
し，16週齢，26週齢においてはcontrol群と比し，そ
れぞれ有意な増加を認め（Fig. 4），体重の増加と呼応
していた．GTG群 26週齢の膵 細胞量がcontrol群に
比して有意に増加していたにもかかわらず，IPGTT時
の血中IRI値が増加傾向に留まったのは前述のように
UCP2遺伝子発現の増加によるものと推測される．
GTG肥満誘発マウスのインスリン抵抗性を来す機序
として，吉野ら8）はGTG肥満誘発マウスの肝のインス
リン受容体について，その自己リン酸化能がコント
ロールと比べ約半分に減弱し，受容体以後のシグナル

Fig. 3. Serum leptin levels in control and GTG-treated 
groups at the age of 11, 16 and 26 weeks. Serum leptin levels 
were significantly increased at the age of 11, 16 and 26 
weeks in GTG mice in comparison with age matched control 
mice. ＃0.05. Also Serum leptin levels were significantly 
increased at the age of 11, 16 and 26 weeks in GTG mice in 
comparison with at the age of 6 weeks in control mice. ＊
0.05 (meanSD), C: control, GTG: Gold thioglucose.

Fig. 5(A), (B). Quantitation of UCP2 (A) and UCP3 (B) gene 
expression in skeletal muscle was performed during the 
disease development. Densitometric analyses were perfomed 
to quantitate relative ratios between UCPs gene and -actin 
gene in 11, 16 and 26 weeks . ＃0.001. Also UCP2 (A) and 
UCP3 (B) gene expression were significantly increased at the 
age of 11, 16 and 26 weeks in GTG mice in comparison with 
at the age of 6 weeks in control mice. ＊0.05 (meanSD), 
＊0.001 (meanSD), C: control, GTG: Gold thioglucose.

Fig. 4. Pancreatic beta-cell mass in control and GTG-
treated groups at the age of 11, 16 and 26 weeks. Pancreatic 
beta cell mass was significantly increased in GTG mice at 
the age of 16 and 26 weeks. ＊0.05 (meanSD), C: control, 
GTG: Gold thioglucose.
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伝達を障害すると報告している．
肥満とインスリン抵抗性との関連性について以前よ

り生体内に体脂肪量を調節している機構，いわゆる飽
食因子が存在していることが推定されていた11）．1994
年にFriedmanら12）によって遺伝性肥満ob/obマウス
の肥満の病因遺伝子が同定され，その肥満遺伝子産物
であるレプチンが発見された．レプチンは 167アミノ
酸からなるレプチン前駆体蛋白として脂肪細胞に特異
的に発現し，21アミノ酸からなるシグナルペプチド
を除去した 146アミノ酸として循環血中に分泌され
る12,13）．そして，レプチンは脂肪滴を豊富に含有する
成熟脂肪細胞のみに検出され，未分化前駆脂肪細胞で
は検出されない14）．したがって，レプチンの産生は，
脂肪細胞量に依存していると考えられている．滝沢
ら15）は血中レプチン濃度はボディマス指数（body mass 
index; BMI）や体脂肪量と正の相関を示したと報告し
ている．またレプチンと高親和性を有するレプチン受
容体は 1162アミノ酸からなり，視床下部に高濃度に
発現していることが報告されている16）．体脂肪の増加
に伴いレプチンは視床下部レプチン受容体に作用し，
摂食抑制を起こす．また，交感神経系を亢進させエネ
ルギー消費の増大をきたすこと13,17） により体脂肪を減
少させるフィードバック機構をつかさどっている．ま
たインスリンは脂肪細胞でのレプチン遺伝子の発現亢
進と産生を刺激すると報告されており18,19） インスリン
抵抗性および高インスリン血症と正の相関を示すと報
告されている15）．今回の成績においても，体重の増加
とともに血中レプチン値は有意な増加を示しており
（Fig. 4），これらの報告と一致している．しかしなが
ら，体重の増加の著しくない 11週齢においても血中
レプチンは著増しており，このことは同週齢のIPGTT
で認められた高インスリン血症の結果と考えられる．
GTG群の 16週齢，26週齢における高レプチン血症は
むしろ体重増加にともなう体脂肪量，脂肪細胞量の増
加による絶対的レプチン分泌量の増大の可能性が考え
られる．また，最近レプチン自体がUCP2，UCP3 の
遺伝子発現を増加させるとの報告がある13）．今回の成
績でGTG群 16週齢，26週齢で高レプチン血症が認め
られ，UCP2 ，UCP3 遺伝子発現も増加しており，レ
プチンによる影響も否定できない．しかし，高レプチ
ン血症が存在する 11週齢においてもUCP2 ，UCP3
遺伝子発現が増加していないことからUCP2 ，UCP3
遺伝子発現は高レプチン血症による影響よりはむしろ
体重増加によると考えられる．
また，肥満とUCPに関しても様々な報告がなされ

ており，UCP1を過剰発現させたマウスは，体脂肪量
が減少し20） ，UCP1発現を 1/3以下に低下させたマウ
スでは，摂餌量がコントロールと同程度であったにも
関わらず体脂肪量の有意な増加がみられたとの報告も

ある21）．UCP3 でもほぼ同様な報告がなされており，
UCP3過剰発現マウスにおける体重減少22）や逆にUCP3
ノックアウトマウスでの体脂肪増加の報告23）もされて
いる． 今回の成績では，UCP2 およびUCP3 遺伝子の
発現量は肥満初期すなわち体重増加の時期の 16週齢
までは有意な増加をみとめ，以後 26週齢では低下傾
向を示した．このことは，肥満の体重増加の始まる時
期には体重増加を抑制するために代償性にUCP2およ
びUCP3 が増加し肥満を是正するように働いていると
考えられた．すなわち，ミトコンドリア内での酸化的
リン酸化を脱共役する活性が上昇することで，酸化基
質の化学的エネルギーはATP合成に利用されず，熱へ
と変換され散逸消費され，肥満を是正するよう作用し
たと考えられる．しかし，いったん体重増加がプラ
トーに達し，肥満が遷延するとUCP2 およびUCP3遺
伝子発現量が低下し，熱産生が低下すると考えられ
た．この代償機構に関しては，松田らが高脂肪食肥満
ラットにおいて 4週後のUCP3 遺伝子発現が骨格筋で
2.0倍に，UCP2遺伝子発現が白色脂肪で 1.5倍に増加
すると報告している24）．また，本研究ではインスリン
抵抗性を示すGTGマウスでUCP2 ，UCP3 遺伝子発
現の増加が認められたが，逆にヒト 2型糖尿病ではイ
ンスリン感受性とUCP3との間に正の相関がみられ
る25） との報告もされている．

結 論

C3HマウスにGTGを投与し肥満モデルマウスを作成
した．このマウスには明らかな肥満とインスリン抵抗
性が認められた．そしてUCPs遺伝子発現との間に正の
関連性が認められUCP2およびUCP3遺伝子発現増強
により熱産生を促し，肥満に代償的に作用している可
能性が示唆された．しかし，肥満が遷延し，体重増加
がプラトーに達すると，体重増加にもかかわらずUCPs
遺伝子発現量の減少が認められ，エネルギー摂取量に
比較して相対的な熱産生の低下が存在するものと考え
られた．以上より本肥満マウスの肥満の成因に熱産生
異常が関与し，この熱産生の調節を担っている可能性
がありUCPsの遺伝子発現量が低下すると熱産生，熱
の散逸が減少し，体重増加が惹起されると推測された．
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