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ス ル フ ォ
ニ ル 尿素剤お よ び ピ グ ア ナ イ ド剤 の

脂肪細胞分化に 及ぼす影響
一 培養 3 T 3 - L l 前脂肪細胞を用 い て の 検討 -

金沢大学 内科学第 一 幕座 (主 任 : 小林健 一 教授)

笠 俊 成

(平成4 年7 月13 日受付)

ス ル フ ォ
ニ ル 尿素剤 ( s u lf o n yl u r e a s

,
S U 剤) は 肥満イ ン ス リ ン 非依存 型糖 尿病患者 に おけ る体重増加を 助長す る性質を

有す る
一

方 ,
ピ グア ナ イ ド剤 に ほ逆 に 体重減少効果が あ る こ と が報告 されて い る . 両薬剤 の 単独 ある い は 併用投与が脂肪蓄積

に 及ぼ す影響を 培養脂肪細胞 を用い て検討 した . 飽和状態の 培 養 3 T3 - L l 前脂肪細胞を デ キ サ メ サ ゾ ン
,

イ ソ プチ ル メ チ ル キ

サ ン チ ソ
, イ ン ス リ ソ で 2 日間処理 し分化を 誘導す ると 同時に

, 種 々 の 濃度の ト ル ブ タ ミ ド , グ リ ベ ン ク ラ ミ ド
,

ブ フ ォ ル ミ

ソ を単独又 は 併用 で 培地 に 加 え培養 した . O il R e d O 染色 に よ り評価 した中性脂肪額粒の 蓄積は トル ブ タ ミ ド , グ リ ベ ン ク ラ

ミ ドで 処理 した 細胞で顕著 で あり
,
S U 剤と ブ フ ォ ル ミ ソ の 併用群で 最低で あ っ た . S U 剤 に よ る分化促進作用 は イ ン ス リ ン の

存在下で の み 認め られ た . 細胞内中性脂肪含量ほ 1 m M トル ブ タ ミ ド
,
1 0 〟 M グ リ ベ ン ク ラ ミ ド処理 に よ り各 々 コ ン ト ロ ー ル

の2 . 3
,
2 . 6 倍 に 増加 した が

,
1 0 0 〃M ブ フ ォ ル ミ ン 単独処理 で ほ有意な 変化は 認め られ なか っ た . ブ フ

ォ
ル ミ ソ は トル ブ タ ミ

ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ る 中性脂肪含量 の 増加を 各 々 54 % ,
3 0 % 抑制 した . 脂肪 細胞 分化 の 指標 と して グリ セ ロ

ー ルー3- リ ン

酸脱水素酵素(gly c e r ol - 3 -

p h o s p h a t e
-d e h y d r o g e n a s e

,
G P D H ) 活性 を ジ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン リ ソ 酸か ら グ リセ ロ ー ル ー3 - リ ソ 酸が

生成 され る過程に お け る ニ コ チ ン 酸ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド(還元型) の 酸化を 追跡す る こ と に よ り測定 した . トル ブタ

ミ ド
.

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドは容量依存性 に G P D H 活性を 上 昇せ しめ
, 各 々 50 0 FL M

.
5 0 FL M で 比活性 は最大 に 達した . 分化誘

導6 日 目に お け る G P D H 活性 は 1 r n M l } レ ブタ ミ ド
,
1 0 〟M グ リベ ン ク ラ ミ ド処理 に よ り各 々 コ ン ト ロ

ー

ル の3 . 5 倍 ,
3 . 7 倍

に 上昇 した . こ れ ら S U 剤 は G P D H 活性 を増大す る の み な らず ∴細胞 の 分化誘導過程 を も促進 して い た . ブ フ ォ ル ミ ン は単

独で は G P D H 活性 に 有意の 影響を 及ぼ さ な か っ た が
, 分化 誘導 6 日 目 に お け る ト ル ブ タ ミ ド , グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ る

G P D H 活性の 上 昇を各 々 75 % ,
61 % 抑制し た .

G P D H m R N A に 相補的なオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー ザ ン プ

ロ ッ ト ハ イ プ リザ イ ゼ ー シ ョ ソ で ほ
,
S U 剤は G P D H m R N A の 発現を増大せ しめ

,
これ らは ブ フ ォ ル ミ ン に よ っ て 抑制 され

る こ と が示 され た . 以上 の 結果よ り
,
3 T 3 - L l 細胞 の 分化過程に お い て S U 剤は 明 らか な脂 肪蓄帝促進作用を 示す こ と が わか っ

た .
ピグ ア ナ イ ド剤ほ 単独で は脂肪蓄構 に 対 し有意 の 促進ある い ほ抑制作用を 示 さなか っ た が

,
S U 剤の 脂肪蓄積促進作 用を

著明に抑制 した . 肥満イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病 へ の S U 剤投 与に あた り ピ グ ア ナ イ ド剤を 併用 す る こ とが 有用 で ある 可能性

が示酸され た .

K e y w o r d s s ulf o n yl u r e a
,
big u a nid e , a dip o g e n e si s

,
3 T 3 - L I c ell

, g ly c e r ol - 3 -

p h o s p h at e q d e h y d r o g
-

e n a S e

糖尿病は イ ン ス リ ソ 作用の 不足 に よ る慢性 的高血糖 を主徽 と

し
, 特有の 合併症 を伴 う 一 群の 疾 患であ る . 我 が 国の 糖尿病患

者の 大多数 を 占め るイ ン ス リ ソ 非依 存型糖尿 病 ( n o n
-irl S ulirl-

d e p e n d e n t di a b e t e s m ellit u s
,
N I D D M ) ほ 膵β細胞 の イ ン ス リ

ン 分泌能力の 低下 と 標的艇織の イ ン ス リ ン 作用 障害 (イ ン ス リ

ン 抵抗性) が 原 困 と な り 引き起 こ さ れる も の と 考 え られ て い

る , 肥満 はイ ン ス リ ソ抵抗性を増 大す るた め
,

N I D D M の 治療

上
, 肥満 を 伴う 場合 は そ の 是正 が 重要 な こ と と な る

l)
. 現在

NID D M に 対する 治療 薬剤 と して 主 に 2 種類 の 経 口 血 糖 降下

剤,
即ち ス ル フ ォ ニ ル 尿素剤 ( s u lf o n yl u r e a s

,
S U 剤) と ピグア

ナ イ ド剤 (bi g u a n id e s) が用 い られ て い るが
,
S U 剤で は時に 肥

満の 助長 とい う治療上 好ま しく ない 効果を 認め る こ と がある .

一 方 ,
ピ グ ア ナ イ ド割に ほ逆 に 体重減少効果が あ る こ と

,
また

は少く とも体重を 増加 させ る こ と なく血 糖 コ ン1ト ロ ー ル を改善

しうる こ とが 報告 されて い る
2 卜 6)

. しか しな が ら両 薬剤の 体重

調節 に 及ぼ す効果の 違い が どの 様 な作用 機序の 差異に基づくか

に つ い て 検討 した 報告ほ 今の と こ ろ ない . 今回
,
S U 剤及びピ

グ ア ナ イ ド剤が 脂肪阻織の 代謝 に 及 ぼす効果の 一 端を明 らかに
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S U 剤 と ピ グア ナ イ ド剤 の脂肪細胞分化 へ の 影響

する目的で
,
脂肪蓄積や 肥満の 機序を 細胞 レ ベ ル で検 討す る上

で有用な実験 モ デル で あ る培養 3 T 3-L l 前脂肪細胞
7)
を 用い て

,

両薬剤が 脂肪細胞の 分化に 与え る影響を 検討 した
.

材料 および方法

Ⅰ . 試 薬 類

[ r-
32
p ] A T P (比活性 300 0 Ci/ m m ol) ほ ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ

バ

ソ(東京) か ら購入 した . これ 以外の 試薬 で特 に 記載 の ない もの

はい ずれも和光純薬(大 阪) の 製品を 用い た .

Ⅱ . 細胞培養

マ ウス 線維芽細胞 由来 の 3 T 3 - L l 前脂肪細胞 (国立衛生研 究

所より供与) を各穴が 3 5 m m 径の 6 穴 プ レ ー ト (C o st a r 社 ,

C a m b rid g e
,
U S A ) に 50 0 0細胞/ c m

2

の 密度 で播種 し
,
1 0 % 牛胎

児血清( GI B C O 社 ,
N e w Y o r k

,
U S A ) , 1 0 0 U/ m l ペ ニ シ リ ン

,

0 .1 m g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ソ ( G I B C O 社) を 含 む D ulb e c c o

改変 E a gl e 培 地 ( D ulb e c c o
'

s m od ifi e d E a gl e m e di u m
,

D M E M ) ( G I B C O 社) に て培養 した . 飽和 状態 (c o n fl u e n c e) に

達した後 ,
0 . 5 m M デ キ サ メ サ ゾ ン (d e x a m e th a s o n e) (S ig m a

臥 S t . L o ui s
,

U S A ) , 0 . 2 5 m M イ ソ プ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン

(is o b u tyl m e th yl x a n th i n e) (S ig m a 社) , 1 0 p g/ m l ブ タ イ ン ス リ ソ

(Sig m a 社) に て 分化 を誘導 し
,

2 日後 に 1 0 J唱/ m l イ ン ス リ ン

を含有する培地に 交換 し
, 以後 2 日毎に 培地を 交換 した . 分化

誘導と同時に ト ル ブ タ ミ ド(t olb u t a mi d e) ( H o e c h s t 社 ,
W e s t

G e r m a n y) , グ リ ベ ン ク ラ ミ ド( glib e n cl a m id e) ( H o e c h s t 社) , あ

るい は ブフ ォ ル ミ ソ(b u f o r m i n) (小玉
, 東京) を 単独又 は 併用で

加え
,

さら に 4 か ら6 日 間培養 した .

Ⅲ . 細胞内中性脂肪の染色

蓄積した細胞内中性脂肪 (tri gl y c e rid e
,

T G) 顆粒 を Oil R e d

O 染色
8
りこよ っ て観察 した . 1 0 % ホ ル マ リ ン/ カ ル シ ウ ム

,
マ グ

ネシ ウ ム 不含 燐酸緩 衝 生理 食塩 水 ( c al ci u m
-

m a g n e Si u m f r e e

ph o sp h a t e b uff e r e d s ali n e
,

C M F
-

P B S ) で 細胞 を 固定 し た .

0 ･5 % O il R e d O/ イ ソ プ ロ ピル ア ル コ
ー ル 溶液 と蒸留水を 3 :

2 の 割合で混合 し約10 分 間室 内放置 した 後 に W h at m a n N o . 1

フ
ィ ル タ ー

で 濾過 した染色液を 固定 した細胞 に 加え 約1 時間染

色し
, 蒸留水で洗浄 し風乾 させ た .

Ⅳ . 細胞内中性脂肪の 定量

細胞内 T G ほ市販 の T G 測定用 キ ッ ト で ある リ ビ ド ス ■ エ ー

ス (東洋紡 , 大阪) を 用 い 酵素比色法
g)

に よ り定量 した . すな わ

ち各デ ィ ッ シ ュ の 細胞を
.
0 . 5 血 の P B S と ともに セ ル ス ク レ イ

パ ー

(C o s t a r 社) で 剥 離 , 回 収 し
, 超 音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー

(T o m y s eik o
, 東京) で細胞を 破壊する こ と に よ り T G を 遊離

し
, リボ プ ロ テ ィ ソ リ パ ー ゼ

,
グ リ セ ロ

- ル キ ナ ー ゼ
,

グ リ セ

ロ リン 酸オ キ シ ダ ー ゼ 処理 に よ り生成 され た 過酸化水素 を ペ ル

オキシ ダ ー ゼ の 作用で むア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン とN - エ チ ル N -(3 -

ス ル フ
ォ プ ロ ピル)-

m
- ア ニ シ ジ ン を酸化縮合 させ , そ の 際 に 生

じたキノ ン 色素を 540 n m に お ける吸光度 を測定す る こ と に よ

り定量 した .

Ⅴ ･ 細胞内 G P D Il 活性の 測定

脂肪合成能の 指標 と して グ リ セ ロ
ー ル ー3- リ ソ 酸脱水 素酵素

(gly c e r oト3 -

ph o s ph a t e
-d e h yd r o g e n a s e

,
G P D H ) 活性を K o z a k ら

74 1

の 原法
10)

を
一 部 改変 した 方法を 用い て測定 した . 各デ ィ ッ シ ュ

の 細 胞 を 冷 C M F-P B S で 洗 い
,
0 . 6 m l の 2 5 m M T ri s

-1 m M

E D T A ( e th yl e n e di a m i n e t e tr a a c e ti c a cid) 緩衝液 (p H 7 . 5) を 加

え
,

セ ル ス ク レイ パ ー で細胞を剥離 し
,
1 .5 m l マ ル チ リ ュ

ー

プ

チ
ュ

ー

ブ( フ ナ コ シ
, 東京) に 回収 し氷上 に 置く . 超音波ホ モ ジ

ナ イ ザ ー

で細胞を壊 し
,
1 2

,
8 0 0 × g ,

4 ℃ で 5 分間遠心す る . 得

られ た 上清液を 別の 1 . 5 m l マ ル チ リ ュ
ー プ チ ュ

ー ブ に 移 し ,

- 7 0 ℃ で保存 した . ト リ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン 溶液 (0 . 5 M ト リ エ

タ ノ ー ル ア ミ ン
,
1 0 m M E D T A , 1 0 m M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー

ル
, P H 7 . 5

,
H C l で 調整) 10 0 pl,

5 m M ジ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン リ

ソ 酸 (dih yd r o x y a c e t o n e p h o s p h a t e
,
D H A P) 20 0 FLl .

0 .5 m M ニ

コ チ ン 酸ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レオ チ ド(還 元型) ( ni c o ti n a m i -

d e a d e n i n e di n u cl e o tid e
-

r e d u c ed
,
N A D H ) 4 0 0 pl を 調合 した後 ,

最後 に 粗酵素液 30 恥1 を 加え
,
2 5 ℃ で 反応 させ た . グ リ セ ロ ー

) L / - 3 - リ ソ 酸( Gly c o r oト3 -

P h o s p h a t e , G - 3 - P ) と ニ コ チ ン 酸 ア ミ ド

ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド( n i c oti n a m id e a d e ni n e d in u cl e o tid e
,

N A D ) が生成 され る過程で の N A D H の 減衰を 340 n m に おけ る

吸光変化量を 指標 と して 測定 し
, 蛋白量1 m g あた りの 比 活性

と して 求 め た . す な わ ち 比 活 性 (u nit s/ m g) = 反 応 液 中 の

N A D H 量 (1 0 0 n a n o m ol e s) ×3 4 0 n m に お け る 吸 光 変 化 量

(△ O D 3 4 0)/ 1 . 2 5/ 反応時間A t ( m in .)/ タ ン パ ク 量 ( m g) .

Ⅵ . 細胞の 蛋白丑の 定量

超 音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 緩衝 液 と と も に 細 胞 を 壊 し
,

1 2
,
8 0 0 × g , 4 ℃で 5 分間遠心 し

, 得 られた 上清液 の 蛋白量を 市

販 の 蛋 白定量 キ ッ ト B C A P r ot ei n As s a y R e a g e n t (P I E R C E

社 ,
R o c k f o rd

,
U S A ) を用 い て定量 した .

Ⅶ . 全 R N A の 抽出な らびに ノ
ー ザ ンプ ロ ッ トハ イ プリダイ

ゼ ー シ ョ ン (N o rt h e r n bl o t h yb ri di z & tio n ) 法

25 c m
2

(5 0 m l) 組織培養 フ ラ ス コ ( C o s t a r 社) に播種 し飽和状

態 に 達 した 後, 前述 の ごとく に各種薬剤 で処理 した細胞か らチ

オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ー フ ェ ノ
ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム ( a cid

g u a nid i ni u m thi o c y a n a t e- p h e n ol -

C h l o r of o r m ) 法
11)

に よ り 全

R N A の 抽 出 を 行 い
, 得 ら れ た R N A 量 は 分 光 光 度 計

(B e c k m a n 社 ,
F u u e rt o n

,
U S A ) を 用い て 26 0 n m の 吸光度を 測

定 し
,
1 0 D = 4 0 鵬/ m l と して 算出 した . 1 レ

ー

ン 当た り 2 恥g

の 全 R N A を 2 .3 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと50 % ホ ル ム ア ミ ドの 存

在下に 65 ℃ で15 分間加温 し変性させ た 後 ,
0 . 6 6 M ホ ル ム ア ル デ

ヒ ドを ふく む 1 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を用 い て 電気泳動 した . 次に

紫外線 トラ ン ス イ ル ミ ネ
ー ク ー

上 で 臭化羊 チ ジ ウ ム 染色 された

2 8S
,
1 8 S の リ ボ ゾ

ー

ム R N A の バ ン ドを 確認後
,
2 0 × s o di u m -

S O di u m cit r a t e (S S C ) (1 ×S S C : 3 M 塩化ナ ト リ ウ ム
, 0 . 3 M ク

エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム) を ブ ロ
ッ テ ィ

ン グバ
ッ フ ァ

ー

と し て こ ト ロ

セ ル ロ
ー

ス フ ィ ル タ
ー

( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ
パ ン

, 東京) に ト ラ ン

ス フ ァ
ー

を 行 っ た . 次に ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス フ
ィ

ル タ
ー

を80 ℃ で

4 時間加熱 して R N A を 固定 し,
プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ

ョ
ソ

液(50 % ホ ル ム ア ミ ド
, 5 ×S S C

, 0 .1 % ドデ シ ル 硫酸ナ トリ ウ

ム (s o di u rn d o d e c yl s u lf at e
,

S D S) , 5 × デ ン ハ ル ト液 .
2 0 0

JJ g/ mi 熱変性超音波処理サ ケ 精子 D N A ) 中で37 ℃
,

3 時間イ

ン キ ュ
ベ ー

ト した . そ の 後 [ γ
-

ユ2
P ] A T P を 標識 基質 と し て

T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ (宝酒造 , 京都) を用 い て 5
t

末

di n u cle otid e
-

r e d u c e d ; N I D D M ,
n O n

-i n s u li n
- d e p e n d e n t dia b e t e s m ellit u s ; P B S

,

･

p h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e ; P E P
,

p h os p h o e n ol p y ru V at e ; P K
, p y r u V at e ki n a s e ; S D S

,
S O diu m d o d e c yl s ulf at e ; S S C

,
S O di u m - S O di u m citr at e ; S U

,

S ulf o ny lu r e a s ; T G
,
t rig ly c e rid e
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端標識 した プ ロ ー ブ を加 え ,
3 7 ℃

,
1 6 時 間 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン を行 っ た . プ ロ ー ブは I r el a n d ら
-2)

に よ り決定 され た マ

ウ ス G P D H 遺伝子 配列の 第608 か ら第637 塩基 に 相 補的 な オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド (5
'

- G A T G T C T T C C T C A A A C A C C C A C A T G-

G T C A C -3
'

) を 作成す る こ とに よ り得た . 終了後 フ ィ ル タ
ー

を

3 ×SS C
,
0 .1 % S D S で室温 に て 30 分間洗浄 し , さ ら に 0 . 1 ×

S S C
,
0 .1 % S D S で3 7 ℃に て30 分間洗浄 し

,
ⅩA R-5 フ ィ ル ム

( コ ダ ッ ク 社 ,
R o c h e s t e r

,
U S A ) を 用い て - 80 ℃ に て オ ー ト ラ

ジオ グ ラ フ ィ
ー

を行 っ た .

Ⅷ . 堵地中の ブ ドウ糖 の定量

脂肪細胞の 糖 の 取 り込み の 指標 と して 分化誘導 4 日 目 に 培地

を交換後24 時間に お ける培地中の ブ ドウ糖の 消費量を 富士 ド ラ

イ ケ ム ス ラ イ ド G L U-W (富士 フ ィ ル ム
, 神奈川) に よ り定 量 し

た .

Ⅸ . 細胞内 ピル ビ ン酸キ ナ ー ゼ活性の 測定

ピ ル ビ ン 酸 キ ナ
ー ゼ (p y r u v a t e k i n a s e

,
P K) 活性 は B e u tl e r

ら の 原法
13)

を
一

部 改変 した 方 法 を用 い て 測定 した . 各 デ ィ ッ

シ
ュ

の 細胞 を冷 C M F-P B S で洗 い
,
0 . 2 r nl の 1 M T ri s

- H C l 緩

衝液( p H 7 . 6) と 0 . 4 m l H 2 0 を 加 え
,
G P D H 測定時 と同様の 処

理 を 行 っ た . 0 . 1 M M g C l2 1 0 0 JLl
, 1 M K C 1 1 0 0 FLl

, 1 M

T ris- H C l 緩衝 液 50 J∠l ,
2 m M N A D H l O O iLl , 5 0 m M ホ ス ホ ェ

ノ ー

ル ピ ル ビ ソ 醸(p h o s p h o e n ol p y r u v at e
,
P E P) 1 0 0 p l , 30 m M

A D P 5 0 FL l
･
6 0 U/ m l 乳酸脱水 素酵素 100 pl ,

H 20 2 5 0β1 を調合

した 後 , 最後 に 粗酵素 液 1 5 恥1 を加 え
,
2 5 ℃ で反応 させ た

. ピ

ル ビ ン 酸( p y r u v a t e) と A T P が 生成 され る過程 で の N A D H の

減衰を 340 n m に おけ る吸 光変化量を 指標と して 測定 し , 蛋白

量 1 m g あた り の 比活性 と して 求め た ･ すな わ ち比活性( u nits/

m g)
= 3 4 0 n m に お け る 吸 光 変 化 量 ( △ O D 3 40) × 1 00 0/ 12

.6

(N A D H の 分子吸光係数6 ･ 3 × 2 )/ 反応時間△ t ( mi n ･)/ 酵素量

(〃り/ 蛋 白量 ( m g) .

X . 統計学的処理

成 熟 ま平均値士 標準誤差で 示 した ･ 得 られた デ ー タ の 2 群間

の 有意差判定に ほ 対応の な い t 検定 を用 い
,

P 値が0 .0 5 未満の

場合 に 有意差あ りと 判定 した .

成 績

Ⅰ ･ S U 斉りおよびブフ ォ ル ミ ン が細胞 内 T G 含量 に与える影

塑

分化 した 細胞 内に 蓄積 した T G を形態学的 に 評価するた めに

分化誘導開始 6 日後の 細胞に お ける T G 顆粒 を Oil R e d O を用

Fi g . 1 . L i pid a c c u m ul a ti o n a s s e s s e d b y O il R ed O s ta i ni n g . C o nfl u e n t 3 T 3 - L l p r e a d ip o c yt e s (p r e) w e r e i n d u c e d t o

b y tr e a t m e n t wi th O .5 m M d e x a m e th a s o n e
,
0 .2 5 m M is o b u tyl m e th yl x a n thi n e a n d l OFL g/ m l i n s uli n f o r t w o d a y s

,
a n d th e n w ith

l O p g/ m l i n s u li n (C -
C O n tr OI c ells) ･ A t th e ti m e o f i n d u c ti o n

･
1 m M t olb u t a m id e ( T) ･

1 0 p M glib e n cl a mi d e (G ) a n d/ o r l OO p M

b u f o r mi n (B ) w e r e a d d e d al o n g w ith th e in d u c e r s ･ O n th e 6 th d a y ,
C ell? W e r e fi x e d wi th f o r m ald e h yd e a n d th e n s t ai n e d w ith

O il R e d O a s d e s c rib e d i n M a te ri al s a n d M eth o d s . T + B ,
t Olb u t a mi d e pl u s b u f o r mi n ; G + B , glib e n cl a m id e pl u s b uf o r m in ･



S U 剤 と ど グ ア ナ イ ド剤の 脂肪細胞分化 へ の 影響

いて染色 した ( 図1 ) . 分化誘導前の 細胞 (p r e) で は T G の 染色

が認め られ な い の に 対 し
, デ キ サ メ サ ゾ ソ

, イ ソ プ チ ル メ チ ル

キサ ン チ ン
,

イ ン ス リ ソ に て分化を 誘導 し
,

2 日後 にイ ン ス リ

ソを含有する培地に 交換 し
,

さ ら に 4 日 間培養 した細胞群( C
,
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Fig . 2 . E ff e ct s o f s u lf o n yl u r e a s a n d b uf o r mi n o n i n tr a c ell ul-

ar tri gl y c e rid e ( T G ) c o n t e n t of 3 T 3 - L l a di p o c yt e s . T h e

C e11 s w e r e tr e a t e d a s d e s c rib e d i n th e l e g e n d of Fi g . 1 .

T h e c ell u l a r T G c o n t e n ts w e r e q u a n tit a t e d e n z y m a ti c a11y

a s d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d M e th o d s . T h e v al u e s

r e p r e s e n t th e m e a n 士S E M of th r e e i n d e p e n d e n t c u lt u r e s i n

d u pli c a,t e S .
*

,
P < 0 .0 1 .

2 5｡｡
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目
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】-0 50 0 1 00 0 1 5 00 20 00 T ol 山t a m id o ( 〃 M)

0 2 0 40 60 8 0 1 0 0 Glib e n c1 8 m id e ( 〟 M)

0 5 0 1 0 0 1 5 0 8 u b r m in ( 〟 M)
F ig ･ 3 ･ D o s e-d e p e n d e n t eff e c t s of s ulf o n yl u r e a s a n d b uf o r-

m i n o n gly c e r oト3- p h o s ph a t e d e h y d r o g e n a s e ( G P D H)
a c ti viti e s . C o nfl u e n t 3 T 3

-

L I c e lls w e r e i n d u c e d t ｡

diff e r e n ti a t e b y tr e a t m e n t w ith O .5 m M d e x a m e th a s o n e
,

0 ･2 5 m M i s o b u tyl m e th yl x a n ti n e a n d l O FL g/ m l in s u li n f o r t w ｡

d a y s
,

a n d th e n wi t h l O p g/ m l i n s uli n . A t th e ti m ｡ ｡f
in d u c ti o n

,
V a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s

.

of t olb u t a mi d e ( ◎) ,

glib e n cla mi d e ( ○) o r b u f o r mi n ( □) w e r e a d d e d . G P D H
a cti viti e s w e r e d e t e r m i n e d b y th e i n itial r a t e of N A D H
O Xid ati o n in th e c o n v e r si o n of d ih y d r o x y a c e t o n e p h o s p h a t e

t o gly c e r ol- 3 -

p h o s p h a t e o n th e 6 th d a y a f te r th e i n d u c ti o n

Of diff e r e n ti a tio n ･ O n e u nit of e n z y m e a c ti vit y c o r r e s p o n d s

t o th e o xid a tio n of l n m ol of N A D H p e r mi n u t e . T h e

r e s ult s w e r占 e x p r e s s e d a s m illi u n it s ( m U ) p e r mi 11ig r a m

pr ot ei n ･ T h e v al u e s r e p r e s e n t th e m e a n 土S E M of th r e e

in d e p e n d e n t c u lt u r e s i n d u pli c a t e s .
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コ ン ト ロ ー ル) で は T G 顆粒が コ ロ ニ ー

を 形成 して 染 色 され

た . T G 顆粒の 蓄積ほ ト ル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドで 処理

した細胞 で コ ン ト ロ ー ル に 比 し顕著 で あ っ た . トル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ り促進され た T G 額粒 の 蓄積は ブフ
ォ

ル

ミ ン の 併用 に よ り抑制 され た . なお イ ン ス リ ン 非存在下で は各

群と も T G 顆粒の 蓄積 はほ と ん ど認め られ なか っ た た め
,
以下

の 実験 はす べ て イ ン ス リ ン の 存在下 で 行 っ た .

つ ぎに 細胞内に 蓄積 した T G を 定量的に 評価す るた め に 細胞

よ り T G を遊離 し酵素法に よ り測定 した . 細胞 内 T G 含量 は †

ル ブ タ ミ ド
, グ リ ベ ン ク ラ ミ ド処理 に よ り各 々 コ ン ト ロ ー ル

1 3 7 . 4 士1 2 . 5 /∠ g/ デ ィ ッ シ
ュ

の2 . 3
,

2 . 6 倍 に 増加 L た が
,

ブ

フ
ォ

ル ミ こ/ 単独処理 で は 有意な 変化 は 認 め られ な か っ た . ブ

フ ォ ル ミ ソ は ト ル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ る T G の 増

加を 各 々54 % ,
3 0 % 抑制 した (囲 2) .

Ⅲ . S U 剤お よびブフ れ ル ミ ンが細胞 内 G P D H 活性 に 与え

る影響

脂肪蓄積 の 扱序を探 るた め , 解糖系と グ リ セ ロ
ー

ル 合成系と

の 分岐点に 位置する酵素 で ある G P D H の 誘導 に 与え る各 薬剤

の 影響を検討 した . G P D H は D H A P と N A D H を 基質 と して

G -3 N P と N A D が生成さ れ る過程を 触媒 し
, 中性脂肪合成の 最

初の ス テ ッ プ に 位置する . 分化誘導開始6 日 目に お ける検討 で

2 4 6 8 1 0 1 2

D ay $ aft ¢r i n d u ct ねn

F i g . 4 . D e v el o p m e n t of gl y c e r ol -3- P h o s ph a t e d e h yd r o g e n a s e

( G P D H ) a c tivi ti e s i n th e p r e s e n c e of s ulf o n yl u r e a s a n d

b u f o r m i n . C o nfl u e n t 3 T 3 - L I c ell s w e r e i n d u c e d t o

diff e r e n tia t e a s d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d M eth od s . F r o m

th e ti m e of i n d u c ti o n , th e c e11 s w e r e m ai n t ai n e d i n th e

rn e di u m c o n tai n irtg r e a g e n ts a s f o llo w s :

一⑳ , n O a d diti o n s ;

闇 ,
1 m M t olb u t a mi d e ; □,

1 0 FL M gli b e n cl a m id e ; ○ , 1 0 0 FEM

b u f o r m i n . C uit u r e s w e r e r ef e d th r e e ti m e s a w e ek . T h e

V a
_
l u e s r e p r e s e n t th e m e a n 士S E M of th r e e i n d e p e n d e n t

C ult u r e s in d u pli c a t e s .
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D a y s aft e r i n d u cti o n

F i g . 5 . E ff e c t s of b uf o r m i n o n t h e gly c e r ol- 3- p h o s p h at e

d e h yd r o g e n a s e ( G P D H) a.c ti vi tie s s ti m ul a t e d b y s ulf o n yl u r e
-

a s . F r o m th e tir n e of i n d u cti o n ,
th e c e11 s w e r e m ai n t ai n e d

in th e m e d i u m c o n t a in in g r e a g e n t s a s f oll o w s

_
: ○ ,

1 m M

t olb u t a mi d e ; ○ ,
1 m M t olb u t a m id e a n d l O O FLM - b uf o r m i n ;

ヨ,
1 0 p M glib e n cl a mi d e ; 口 ,

1 0 FLM glib e n c la m id e a n d l O OJ JM

b u f o r m i n . C u lt u r e s w e r e r ef e d th r e e ti m e s a w e e k . T h e

V al u e s r e p r e s e n t th e m e a n ±S E M of t h r e e i n d e p e n d e n t

C ult u r e s i n d u pli c a t e s .
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Fig . 6 . E ff e c t s of s ulf o n yl u r e a s a n d b u f o r m i n o n th e

gly c e r ol- 3 -

p h o s p h a t e d eh y d r o g e n a s e (G P D H ) a c ti viti e s i n

3 T 3 - L l a di p o c yt e s . F r o m th e ti m e o f i n d u c ti o n
,
th e c ells

W e r e r n ai n t a in e d i n th e m e d i u m c o n t ai ni n g l m M t olb u t a
-

m id e
,

1 0 FL M glib e n cl a m i d e
,

a.n d/ o r l O O p M b u f o rr p in .

C ult u r e s w e r e r ef e d th r e e ti m e s a. w e e k . G P D H a c tiv iti e s

w e r e d e t e r m i n e d a s d e s c rib e d in M a te ri a l s a n d M e th o d s

･ o n th e 6 th d a y a ft e r
■
th e i n d u c tio n of diff e r e n ti a ti o n . T h e

r e s ult s w e r e e x p r e s s e d a s m i11i u nit s ( m U ) p e r mi 11i g r a m

p r o t ei n . T h e v al u e s r e p r e s e n t th e m e a n 士S E M of f o u r to

eig h t r e pli c a t e c u lt u r e s i n d u pli c a.t e s .
*

,
P < 0 .0 1 .

は 図 3 の ごと く トル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドは 容量依存性

に G P D H 活性を 上昇 せ しめ
, 各 々 50 0 p M

,
5 0 p M で 比括性ほ

最大に 達 した ･

一

九 ブ フ
ォ

ル ミ ン に よ る G P D H 活性の 上昇ほ

軽度で あ っ た .

経時的変化の 検討 で は , G P D H 活性は 1 m M ト ル ブタ ミ ド
,

1 0 〟M グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ り 4 日 目 よ り上 昇 し
, 各々 6 日日

で ほ ぼプ ラ ト ー に 達 して お り ,
こ れ は コ ン ト ロ ー ル よ りも早期

で あ っ た . す なわ ち S U 剤は G P D H 活性 を増大す るの みなら

ず
, 細胞 の 分化誘導過程を も促進 して い た . 1 0 恥M ブ フ ォ ル ミ

ソ に よ る G P D H の 増加 は コ ン トロ
ー ル と 比 べ 有意で は なか っ

た ( 図4 ) .

トル ブ タ ミ ド
, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ り 刺激 され た G PD H

活性は ブ フ ォ ル ミ ソ の 添加 に よ り抑制 され , そ の 抑制率ほ釧ヒ

誘導 4 日 後で トル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ド各 々 89 ‰ 83%

と最大 で あ っ た (園 5) .

分化誘導 6 日 冒に お け る G P D H 活性 は 1 m M トル ブタ ミ

ド
,
1 0 /上M グ リ ベ ン ク ラ ミ ド 処 理 に よ り各 々 コ ン ト ロ ー ル

6 0 1 . 4 士2 6 . 8 m U / m g 蛋 白の 3 . 5 倍 , 3 . 7 倍 に 上 昇 し た が
,

1 0 0 J上M ブ フ ォ ル ミ ソ の 併用 に よ り各 々 75 % , 6 1 % の 抑制を認

D a y s O 2 ･ 4 8

｢ て ∵∵∵㌻ト★∵∵∵
=

∵ ｢
T G C T G

r ｢
C T G

2 8 S → ■ -

F i g . 7 . T i m e c o u r s e of th e a c c u m ul a ti o n of gly c e r ol -3 -

p h o s
-

p h a t e d e h y d r o g e n a s e ( G P D H ) m R N A i n th e p r e s e n c e Of

s ulf o n yl u r e a s . F r o m th e ti m e of i n d u c ti o n
,
th e c eIIs w e re

m ai n t ai n e d i n th e r n e d i u m c o n t ai ni n g l m M t olb u t a m id e o r

l OJI M glib e n cl a mi d e . T o t al c e u ul a r R N A w a s is ol ated

b y a c id g u a nid i ni u m th i o c y a n a t e
-

P h e n oトc b l o r of o r m e x tr a ctio n

a s d e s c rib e d i n M a t e ri a l s a n d M e丈h o d s . T w e n ty m ic r o gr
･

a m of to tal R N A w a s s u bj e c t e d t o l % f o r m ald e h yd e
-

a ga r
-

o s e g el el e c tr o p h o r e si s a n d t r a n sf e r e d t o a pi e c e Of

nitr o c ell u l o s e filte r f o r h y b rid iz a ti o n w ith oli g o n u cl e o tid e

c D N A p r o b e t o m o u s e G P D H m R N A ･ A r r o w s i n di c a te th e

r el a ti v e mi g r a ti o n of 2 8 S a n d 1 8 S R N A s r u n o n th e s a m e

g el . U V t r a n si11 u mi n a ti o n d e m o n s tr a t e d e q u al q u a ntitie s

of R N A a p pli e d t o th e e th idi u m b r o mi d e s t ai n e d a g ar o S e

g el (l o w e r) .



S U 剤 と ビ グア ナ イ ド剤の 脂肪細胞分化 へ の 影響

めた .

一 方ブ フ ォ ル ミ ン 単独 で ほ G P D H 活性 の有 意 の 抑制 は

認められ な か っ た (図 6 ) ･

Ⅲ .
S U 斉Ij お よびブ 7 ォ ル ミ ン が G P D H m R N A 発現に与 え

る影響

G P D H の 遺伝子発現 に 与え る各薬剤の 影響を 検討す るた め
,

G P D H m R N A に 相補 的な オ リ ゴ 革 ク レ オ チ ドプ ロ ー ブを 用 い

て ノ
ー ザ ソ プ ロ

ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を 行 な っ た (図

7
, 図 8) . S pi e g el m a n ら

14)
ほ 3 T 3 脂肪細胞に お け る G P D H

m R N A の 長さが350 0 塩基対で ある こ と を 報告 して い る . 今回

28S R N A と 18 S R N A の 間に 認め られ た 18S R N A に 近接 し

たバ ン ドはほ ぼ こ の 大 きさ に 相当 し
,

G P D H m R N A と考 え ら

れる . 未分化 な 脂肪 細胞 (d a y O) , 分 化誘導 直後 の 細胞 (d a y

2) に おい て ほ G P D H m R N A ほ発現 して い な か っ た . 分化誘導

4 日目に は コ ン ト ロ ー ル に お い て G P D H m R N A の 発現 を 認

め
,

トル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドと ともに イ ン キ エ
ペ ー ト

した細胞で は そ の 発現が 著 しく増大 した . 4 日 目と 8 日 目 で ほ

その発現の 程度 に 差ほ な く , G P D H m R N A の 発現は 4 日 目以

前に プラ ト ー に 達す るもの と 思わ れ る (図 7) . 分化誘導 4 日 目
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B B

2 8 S - ■ -

1 8 S → ■ -

F ig ･ 8 ･ E ff e c ts of s u l王o n yl u r e a s a n d/ o r b uf o r m in o n th e

a c c u m ul a ti o n of gly c e r ol- 3- p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ( G P D H)
m R N A - F r o m th e ti m e of i n d u c ti o n

,
th e c ell s w e r e

m ai n t ai n e d i n th e m e di u m c o n t ai n i n g l m M t olb u t a m id e
,

1 0 p M glib e n cla m id e a n d/ o r l O O iL M b u f o r mi n . O n th e

4th d a y , t O t al R N A w a s is ol a t e d b y a cid g u a nidi n i u m

thi o c y a n a t e -

p h e n o トc hl o r of o r m e x t r a c tio n
,

a n d a n aly z e d b y
N o rth e r n bl o t h y b ridi z a ti o n u si n g olig o n u cl e o tid e c D N A

p r o b e to m o u s e G P D H m R N A a s d e s c rib e d i n

a nd M eth od s ･ A r r o w s i n di c a t e th e r el a ti v e m i g r ati o n of
2 8 S a n d 1 8 S R N A s r u n o n th e s a m e g el . U V tr a n sill u m i-

n ati o n d e m o n s tr a t e d e q u al q u a n titi e s of R N A a p pli e d t o

th e e thidi u m b r o m id e st ai n e d a g a r o s e g el (l o w e r) .

7 45

に お け る 検討 で ほ ト ル ブ タ ミ ド
, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ り

G P D H m R N A の 発現は コ ン ト ロ ー ル に 比 し増大 して お り ,
ブ

フ ォ ル ミ ン に よ っ て それ らの 発現は抑制 され た ( 図8 ) .

Ⅳ ･
S U 剤および ブフ ォ ル ミン が 細胞の生存度 (v i a bilit y) に

与える影響

各薬剤が細胞の 生存度に 与える影響 を評価する ため 細胞 の 蛋

白量を 定量した (図9
, 図10) . トル ブタ ミ ド , グ リ ベ ン ク ラ ミ

ド
,

ブフ
ォ

ル ミ ン 単独又 は併用 に よ り細胞の 蛋白量に ほ大 きな

影響を 及ぼ さな か っ た . ト ル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ドが

G P D H の 誘導を促進 し
,
ブ フ ォ ル ミ ン が そ れ らを 抑制 して い る

条件下で の 脂肪細胞 の 糖取 り込み に 与え る 各薬剤 の 影響を検討

す るた め 分化誘導4 日目 に 培地を交換後24 時間に お ける培地中

の ブ ドウ糖 の 消費量を測定 した 結果を 図11 に 示 す . トル ブ タ ミ

ド
, グリ ベ ン ク ラ ミ ド

,
ブフ ォ ル ミ ソ 処理 に よ り ブ ドウ糖の 消

費量ほ コ ン ト ロ
ー ル 3 . 8 9 士0 . 1 2 m g/ デ ィ ッ シ

ュ に 対 し各 々

85 % ,
1 3 0 ‰ 42 % の 増加を認め た . ト ル ブタ ミ ド

,
グリ ベ ン ク

ラ ミ ドに よ り処理 した ブ ドウ糖の 消費量ほ ブ フ ォ ル ミ ン の 併用

に よ り各 々 34タ̀ ,
柑% 抑制 され た .

Ⅴ ･ S U 剤お よびブフ ォ ル ミン が 細胞内 P K 活性に与え る影

響1

さ らに 同様の 条件下 で グ リ セ ロ ー

ル 合成弟分岐後の 解糖系の

動態 を検討する ため ,
P E P と A D P を 基質 と して ピ ル ビ ン 酸 と
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Fi g . 9 . I n fl u e n c e s of s ulf o n yl u r e a s a n d b uf o r m i n o n th e

C e = ul a r p r o t ei n c o n t e n t s . F r o m th e ti m e of i n d u ctio n ,
th e

C ell s w e r e m ai n t ai n e d i n t h e m e d i u m c o n t ai n l n g r e a g e n t S

a s f o u o w s : ◎.
n o a d diti o n s ; 醐 1 m M t oLb u t a m id e = コ 1 0 p M

glib e n cl a m id e ; ○ , 1 0 0FL M b u f o r m i n . C u lt u r e s w e r e r ef e d

th r e e ti m e s a w e e k . O n th e 2 , 4 , 6 , 8 a n d l O th d a y of

i n d u c ti o n of d iff e r e n ti a ti o n
,

C e u ul a r p r o t ei n w a s q u a n tit a te d

a s d e s c rib e d i n M a t e ri a l s a n d M e th o d s . T h e v al u e s

r e p r e s e n t th e m e a n 士S E M of th r e e i n d e p e n d e n t c ult u r e s in

d u pli c a t e s .
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,

th e c ell s w e r e m ai n t ai n e d i n th e m e d i u m c o n t ain i n g

r e a g e n t s a s f oll o w s : ● .
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t oIb u t a r n id e a n d l O O p M b u f o r mi n ; M l O FLM glib e n cl a m id e ;

□ ,
1 0 FL M glib e n cl a m id e a n d l O O iEM b u f o r m i n . C u lt u r e s

W e r e r ef e d th r e e ti m e s a w e e k . O n th e 2
,
4

,
6

,
8 a n d

l Oth d a y of i n d u c ti o n of diLf e r e n ti a ti o n , C e11 u la r p r o t ei n

W a S q u a n tit a t e d a s d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d M e th o d s .
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n t c ult u r e s in d u pli c a t e s .
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Fig ･ 1 l . E ff e c t s of s u lf o n ylu r e a , S a n d b uf o r mi n o n th e

gl u c o s e c o n s u m p ti o n of 3 T 3
-

L l a di p o c yt e s . F r o m th e ti m e

Of i n d u c ti o n
,

th e c ell s w e r e m ain t ain e d i n th e m e d i u m

C O n t ai ni n g l m M tolb u t a mi d e
l
1 0 p M gli b e n cl a mi d e

･

.

a n d/ o r

l O O p M b uf o r m i n . C ult u r e s w e r e r ef e d th r e e tl m e S a

W e e k ･ O n th e 4 th d a y af t e r i n d u c ti o n of d iff e r e n ti a ti o n ,

gl u c o s e c o n s u m p ti o n d u ri n g 24 h o u r s w a s d e t e r mi n e d a s

d e s c rib e d i n M a t c ri al s a n d M el h o d s . A ll v al u e s r e p r e s e n t

th e m e a n 土S E M of th r e e i n d e p e n d e n t c ult u r e s i n d u pli c a
-

t e s ,
*

,
P < 0 .0 1 .

A T P が生成 され る過礎を 触媒する P K 活性 を 測定 した
. P R

に よ っ て 触媒 され る反応 ほ生理的 に ほ 非可逆 的で ある とみなさ

れ て お り , 酵素活性 の 上 昇 は解糖系の 促進 を反 映 して い るもの

と考え られ る ･ トル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン ク ラ ミ ド処理 に より

P K 活性 は コ ン ト ロ ー ル 1 4 . 2 土0 . 7 U/ 皿 g 蛋 白 に 対 し各々

10 1 % , 1 0 7 % の 増加を 認め た ･ ブ フ ォ ル ミ ン 単独 で ほ P K 活性

に 優位に 影響 を与 えな か っ た が
,

トル ブ タ ミ ド
,

グ リ ベ ン クラ

ミ ドに よ り増大 した P K 活性は ブ フ
ォ

ル ミ ン の 併用 に よ り各々

44 % ,
4 0 % 抑制 され た (囲1 2) .

考 察

マ ウ ス 線維芽細胞由来の 3 T 3 ⊥1 前脂肪細胞は 飽和状態に達
した後脂肪細胞 に 分化 し

, 細胞質 内に 脂肪滴を 蓄積する性質を

有 して い る ･ さらに そ の 分化 ほ種 々 の ホ ル モ ン に よ っ て修飾さ

れ る こ とか ら脂肪蓄帝 や肥満 の 機序を 細胞 レ ベ ル で 検討する上

で有用な実験モ デ ル で ある こ と が知 られ て い る
丁】

. 肥 満ほ
, 基

質 の 過剰供 給に よ る蘭肪細胸 の 肥 大の み な らず , 同時 に 前脂肪

細胞の 分化促 進に よ る脂肪観織 の 過形成 も生 じる こ と に よ り形

成 され
, 持続 する こ と が考 えられ て い る

1引
. 脂肪細胞 の 代謝を

試験管内で 研 究す る に あた り , 単離脂 肪細胞 の 初代培養系を用

い た 実験系 で ほす で に 分化 した 細胞が さ らに脂肪 を蓄積して肥

大 して い く過程 に おけ る変化を み る こ と ほ 可能 で あるが過形成

の 過程 は検討 で き な い
. こ れ に 対 し培養 3 T 3 - L l 細胞は脂肪細

胞の 分化 の 段階か ら観察 で きる こ とか ら
, 脂肪細胞の 肥大の み

な らず過形成 の 過程を も検討可能 な系 と考 え られ , 肥満の そデ

ル と しては よ り適 して い る もの と 思わ れ る . そ こ で 今 回 ,
S U

剤お よ び ピ グ ア ナ イ ド剤が脂肪範織 の 代謝 に 及 ぼす効果の
一

端

を 明らか に す る目的 で
,

こ の 培養脂肪細胞を 用 い て 両薬剤の脂

肪蓄 掛 こお よ ぼす直接的影響 を検討 した .
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Fig . 1 2 . E ff e c t s of s u lf o n yl u r e a s a n d b u f o r m i n o n th e

p y ru V a t e k i n a s e ( P K ) a .c ti vi ti e s i n 3 T 3 - L l a d ip o c y te s . F r o r n

th e ti m e of i n d u c ti o n
,

th e c ells w e r e m ai n t ai n e d in th e

r n e di u m c o n t ai ni n g l m M t olb u t a mi d e
,
1 0 p M glib e n cl a m id e .

a n d/ o r l O O FL M b u f o r mi n . C u lt u r e s w e r e r e f e d th r e e ti m e s

a w e e k ･ P K a c ti v iti e s w e r e d e t e r mi n e d b y th e i nitial r a te

Of N A D H o xid ati o n i n th e c o n v e r si o n of p h o s p h o e n oIpy r u
■

v a t e to p y ru V at e O n th e 6 th d a y af t e r in d u c ti o n of

diff e r e n ti a ti o n . O n e u nit of e n z y m e a c ti vi t y c o r r e s p o n d s t o

th e o x id a ti o n o f l n m ol of N A D H p e r mi n u t e . T h e r e s ults

w e r e e x p r e s s e d a s mi 11i u nit s ( m U ) p e r m illi g r a m p r o tein ･

T h e v al u e s r e p r e s e n t th e m e a n 士S E M of th r e e i n d e p e nd e
-

n t c u lt u r e s i n d u pli c a t e s . *
,
P < 0 .01 .



S U 割と ピグ ア ナ イ ド剤 の 脂肪細胞 分化 へ の 影響

S U 剤の 血 糖降下作用 機序 と して 膵β細胞 か ら の イ ン ス リ ン

分泌を 介す る作 用の み な らず
,
イ ン ス リ ン 標的臓器に 働きイ ン

スリ ン 作用を増 強す る い わ ゆ る膵外作用 も存在する こ とが 知 ら

れてい る
16)

. 脂 肪細胞 へ の 直接的 な 作用 に 関 して も こ れ ま で

種々 の 検討が な され て い る . すなわ ち ヒ ト
17)

お よび ob/ o b マ ウ

ス
ー8) の 単離脂肪細胞 を用 い た 実験系 よ り S U 剤は イ ン ス リ ン の

存在下で脂肪生成 に 促進的に 働く こ と が 示 され て い る . さ らに

S U 剤は脂肪分解抑制作用 をも有する こ とが 示 さ れ て お り
1g}

,

その 磯序と して 脂肪酸酸化に 抑制 的に 作 用 す る こ と
28)21 )

,
ラ ッ

ト遊離脂肪細胞 の 膜分画の 低 K m c A M P を 括性化す る こ と
23)

等が報告 され て い る . 今回 の 検討 で
,
3 T 3 -

L l 細胞 の 分化過程

におい て S U 剤 はイ ン ス リ ン の 存在下で 容量依存性 に 脂肪細胞

-こおける脂肪蓄積を 促進する こ とが わ か っ た . さ らに S U 剤 は

細胞内中性脂肪 の 専横と と もに 容量依存 性に G P D H 活 性を 増

大させ
,

G P D H m R N A の 発現も刺激 して い た こ と よ り こ れ ら

の 変化ほ脂肪細胞 へ の 分化の 初期に 遺伝 子発 現調節の 段階で起

こ っ てい る もの と思わ れ た . M i11 e r ら
24)

ほ 3 T 3- L l 細胞に お い

て グリ ブ ライ ド(gly b u rid e) がイ ン ス リ ソ 存在下 で の み G P D H

活性を増加 させ る こ と よ り本剤が 脂肪細 胞の 分化 に お ける イ ン

ス リ ン の 作用 を 増強 しう る こ とを 報告 して い る . 今回 著者は ト

ル ブタ ミ ド
,

グ リベ ン ク ラ ミ ドに お い て も同様 の 成績を得 て お

り
,
3 T 3 - L l 細胞 に おけ る脂肪合成促進作用 ほ S U 剤全般に 認

められ る性質 と考え られ る .

脂肪細胞 の 分化 の 指 標 と して 活性 を 測 定 し た G P D H ほ

D H A P と N A D H を基質 と して G-3 - P と N A D が 生成され る過

程を触媒す る酵素で ある . すな わ ち解糖 系と グ リ セ ロ
ー

ル 合成

系の分岐点 に 位置 し
, 中性脂肪合成 の 最 初の ス テ ッ プ に 位置す

る重要な酵素で ある . そ の 特 異活性 は 脂肪細 胞 の 分化過程 で

500 0倍以上 に 上 昇 し, 脂肪細胞の 分化 , 中性脂肪合成 の 敏感か

つ正確な指標 と な りう る こ と が 報告 され て い る
25 卜 2T )

. さ ら に

S pie g el m a n ら
14)

は 3 T 3 脂肪細胞 の 分化 の 過程に お い て G P D H

m R N A の 発現が200 倍以上 に 増大 し
, 分化誘導 3 日 目 で そ の 発

現レ ベ ル は最 大 と な る こ と を 報告 して い る . 今 回 の 検 討 で

G PD H m R N A の 発現が G P D H の 酵素活性の 増大に 先立 っ て 認

められ
, 酵素活性 が最大 とな る2 日前 に すで に プ ラ ト ー に 達 し

て い た こ と よ り ,
S U 剤 に よ る G P D H の 誘 導 は G P D H

m R N A の 発現 , すなわ ち遺伝子発現調節 の 段 階で 生 じて い る

ことが わか っ た . こ れ らの 結果よ り S U 剤は 3 T 3-L l 細胞の 分

化およ び脂肪合成 を促進す る こ と
,

また そ の 作用は 分化過程の

極めて早期よ り認 め られ る こ と が示 され た .

と こ ろ で ト ル ブ タ ミ ド , グリ ベ ン ク ラ ミ ドは と もに 脂肪生成

を促進 した 濃度で培地 中の ブ ドウ糖の 消費と P K 活性を 増大さ

せてお り
, 細胞 へ の 糖の 取 り込み , 解糖系を促進 して い る こ と

が示唆された ∴細胞内 で の 糖代謝の 第 一 歩は膜 に おけ る糖輸送
シ ス テ ム で あり , S U 剤 は脂肪細胞 に お い て イ ン ス リ ン の 糖輸

送担体 へ の 作用を 増強する こ と よ り
, 糖取 り込み を促進する こ

とが報告 されて い る
28 ト 30 )

. 糖の 細胞 内 へ の 取 り込み が増 す と解

糖は必然的に先進する が
,
S U 剤の 解糖系 へ の 直接的な 作 用 と

して ラ ッ ト肝 に お い て解 糖系 の 律速酵素で ある ホ ス ホ フ ル ク ト

キナ ー ゼ ー

Ⅰ ( ph o s p h of ru C t O ki n a s e- 1 ) の 強力な 活性化 国子 で

ある フル ク ト ス ー2 , 6 エ リ ソ 酸(f r u c t o s e
- 2

,
6 -b is ph o s p h a t e) を

上昇させ うる こ と
ユ1)

, ま た脂 肪細胞に お い て イ ン ス リ ソ の 存在

下で
II
c で 標識 した ブ ドウ糖か ら 二 酸化炭素 へ の

1 4
c の 取 り込

みを促進する こ と
17}18)

が 報告 されて い る . 今回 の 実 験で 活 性の

74 7

上昇 が認め られ た P K に よ っ て 触媒 され る反応 は へ キ ソキ ナ ー

ゼ (h e x o ki n a s e) お よび グル コ キ ナ ー ゼ (gl u c o ki n a s e) ,
ホ ス ホ フ

ル ク ト キナ ー ゼ (p h o s ph of r u c to k in a s e) に よ る反応 と と も に 生

理 的 に は 非可逆 で ある とみ な され て お り , 酵素活性の 上昇ほ解

糖系 の 促進を反 映 し て い る も の と考 え ら れ る . A lt a n ら
32)

ほ

ラ ッ ト単離脂肪細胞に お い て イ ン ス リ ン に よ る グリ コ ー ゲ ソ 合

成酵素活性化作用を グリ ブライ ドが 培地 の ブ ドウ糖濃度依存性

に 増強す る こ とを 報告 して い る . そ の 磯序 と して 彼 らは糖取 り

込み と糖利用の 克進に 基づ く細胞 内 グ ル コ ー

ス 心 リ ン 酸濃度

の 上 昇 に よる合成酵素リ ソ 酸化酵素の 容量依存性ア ロ ス テ リ ッ

ク な悟性化を推測 して い る . 今回の S U 剤 に よ る グ リ セ ロ ー ル

合成系 の 促進に も同様な磯 風 すな わ ち解糖系の 促進に よ り細

胞 内D H A P レ ベ ル が上 昇 し
, 基質依存性 に G P D H が誘導され た

こ とが 関与 して い る こ ともひ と つ の 可能性 と して 考 え られ る .

一 方 ビ グア ナ イ ド剤の 作用機序と して こ れ ま で 肝に お け る糖

新生 の 抑制 瑚
, 軋 筋に おけ る グリ コ ー

ゲ ソ 合成の 増 肘
5)36)

,

イ ン ス リ ン の 受容体 へ の 親和性 の 増加
34)3 T) 3 8)

, イ ン ス リ ン の 受容

体自己 燐酸化と蛋白チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 活性 の 増大
33Ia 9)

, 糖 輸送

担体の 細胞内小胞体か ら形質膜 へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー

シ ョ ソ の 促

進
40)

, イ ン ス リ ン 非依存性の 糖取 り込み の 増 肘1 勅

, 腸管に お け

る糖輸送の 抑制
" 朋刃

等が 報告 され て い る . しか しな が ら本 剤が

脂肪細胞の 糖代謝に 与え る影響 に 関 してほ あま り検討され て お

らず不 明 な点が 多い . 今回 著者は ビグ ア ナ イ ド剤 の ひ と つ で あ

る ブ フ
ォ

ル ミ ソ が 培養脂肪細胞 の脂肪書 取 こ与え る影響 を初め

て 検討 した ･ ブ フ
ォ

ル ミ ソ ほ単独で ほ脂肪細胸の 糖取り込み ほ

促進する もの の
, 細胞内中性脂肪の 蓄積, G P D H 活性に 有意な

影響を 及ぼ さな か っ た . しか し本剤ほ 少く とも S U 剤の よ う な

脂肪細胞 分化促進作用 を有さ ない と考 え られ る . 今回 の 検討で

さ らに 興味深い 点は
,

ブ フ ォ ル ミ ン が S U 割に よ る脂肪蓄積促

進な らび に G P D H 活性刺激作用 を抑制 した こ とに ある . そ の

機序 ほ 今回 の結 果の み か ら ほ 明 らか では な い が , 培地中の ブ ド

ウ糖 の 消費 乱 P K 括性が ブ フ
ォ

ル ミ ソ の 併用 に よ り S U 剤単

独群 に 比 し抑制 を受け て い る こ と よ り
, 細胞 の 糖取り込み の 抑

制と 解糖系の 抑制 に よ り G P D H の 基質依存性の 誘導過 程が 抑

制さ れ た こ と も可能性の 一

つ と して あげ られ る . しか しな が ら

今回 用 い た ブフ ォ ル ミ ン の 濃度が生 理 的な範 囲に ある こ と
,

ブ

フ ォ ル ミ ン の 添加 に よ り細胞の 生存度に 変化が 認め られ な か っ

た こ と , 細胞の 蛋白量に 変化を及 ぼ さ なか っ た こ と ,
G P D H 活

性の 経時的変化 に 示 され る ごと く S U 剤単独に 比 し遅れ るも の

の 十 分な分化が認 め られ た こ と等よ り
,

ブ フ ォ ル ミ ソ の 毒性 に

よ る酵素活性の 抑制と は 考え 難い .

C l a r k e ら
2)3)

ほ コ ン ト ロ
ー

ル 不良の 肥 満 , 非肥 満 NID D M 患者

各々 に 対 して ク ロ ル プ ロ パ ミ ドと メ ト フ ォ ル ミ ン を12 か月 間投

与 し
,

と もに 同程度の 良好な血 糖降下が認め られ に もか かわ ら

ず
,

ク ロ ル プ ロ パ ミ ド投与で は肥 満群で + 5 . 2 k g , 非肥 満群 で

+ 4 . 6 k g の 体重増加を認め
,

メ トフ ォ ル ミ ン 投与で ほ 逆に 肥満

群 で -

1 . 2k g , 非肥満群で
-

1 . 5 k g の 体重減少効果 が認 め られ

こ とを 報告 して い る . 同様に J o s e p h k u tt y ら
4)
は 高齢糖尿病患

者に い レブ タ ミ ドあるい は メ ト フ ォ ル ミ ン を 3 か月間投与 し
,

ト′しブ タ ミ ド投与群 で ほ + 1 . 6 k g の 体重増加 を
,

メ ト フ
ォ

ル ミ

ン 投与群で は
-

2 .O k g の 体重減少が 認め られ こ と を報告 して お

り , ま た D o r n a n ら
5)
は N I D D M 患者に メ トフ ォ ル ミ ン を 8 か月

間投与 し少 なくと も体重を増加 させ る こ となく 良好な 血糖 コ ン

ト ロ ー ル が 得ら れ た こ と を 報 告 し て い る . さ ら に 最 近
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D e F r o n z o ら
6)

は N I D D M 患者に メ トフ ォ ル ミ ソ を 3 か月 間投与

し, 肥満 NID D M 患者 で ほ 平均 5 k g の 体重減少 と と もに グ ル

コ ー

ス ク ラ ソ プ法 で評価 した全身 の 糖取り込み の 増加を 認め た

こ とを 報告 して い る . S U 剤 に よ る 体重増加作 用は今 回 示 し た

S U 剤が細胞 レ ベ ル で 脂肪蓄積を促進 して い る と い う事 実 で 説

明され る 可能 性が考 え られ る . また ピグ ア ナ イ ド割 に よ る体重

減少作用に ほ 腸管 か ら の 糖吸収を 抑制する こ と
,

血 中イ ン ス リ

ソ 濃度を 低下 させ る こ と
, 満腹中枢に 直接作用す る こ と 等が 関

与 して い る こ とも示唆 さ れ て い る
嘲 が

, 今 回 示 した ご とく ブ

フ ォ ル ミ ソ 単独で は少くと も S U 剤の よ うな脂肪細胞分化促進

作用を 有 さな い と い う事実も
ー

部関与 して い るか も しれ な い
.

さ らに 今回認 め られ た S U 剤の 脂肪蓄積 促進 な ら び に G P D H

活性刺激作用 の ブ フ ォ ル ミ ソ に よ る抑制作 用 が 生体 内でも認め

られ ると すれ ば, S U 剤と ピ グ ア ナ イ ド剤を 積極的に 併用 す る

意義もあろ う. 今後 , 臨床的な側面か らも S U 剤 と ビ グ ア ナ イ

ド剤の 併 用 に 関 して検討す る価値 が あるもの と 思わ れ る .

結 論

マ ウ ス 線維 芽細胞 由来 の 培 養 3 T 3-L l 前脂肪 細胞 を 用 い て

S U 剤 ,
ピグ ア ナ イ ド剥が脂肪蓄積忙 与え る影響を 検討 し

, 以

下の 結論を得 た .

1 . 3 T 3 - L l 細胞 の 分化過程 に お い て S U 剤 は明 らか な 脂肪

蓄積促進な らび に G P D H 活性刺激 作用を 示 した .

2 . S U 剤ほ G P D H の 誘導を 遺伝子発現調節の 段 階 で 刺激 し

て い た .

3 . ピ グ ア ナ イ ド剤は単独 で ほ 脂肪蓄頑な ら び に G P D H 活

性に 対 し有意の 刺激ある い ほ 抑制作用 を示 さな か っ た .

4 .
ピ グ ア ナ イ ド 剤 ほ S U 剤 の 脂 肪 蓄 積 促 進 な ら び に

G P D H 活性刺激作用 を 著明に 抑制 した .

5 . S U 剤 ,
ピグ ア ナ イ ド剤 ほ単独 t 併用 い ずれ に お い て も

細胞の 蛋白 レ ベ ル に は 影響を 与え な か っ た .

6 . S U 剤 ,
ピグ ア ナ イ ド剋 ほ各 々 単独で 脂肪細胞 の 糖取 り

込み を促進 した .

7 . S U 剤は P K 活性刺激作用 を示 した の に 対 し,
ピ グア ナ

イ ド剤は 単独で は P K に 有意 の 影響 を 与 え ず ,
S U 剤 に よ る

P K 活性刺激作用を 抑制 した .

8 . 以上 の 結 果は
,
S U 剤 が 3 T 3 - L l 細胞 の 分化お よび 脂肪 合

成を 分化過程 の 早期 よ り促進す る こ と を示 唆す る . また
,

ピグ

ア ナ イ ド剤 は単独で は こ の ような 作用を示 さな い が , S U 剤 の

脂肪蓄積促進作用を 抑制 し得 る可 能性を示 唆す る .
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E . : R e d C e u M e ta b olis m : A M a n u al of

B i o c h e mi c al M e th o d s
,
2 n d e d .

, p 6 0- 63
, G r u n e & S r a tt o n

,
N e w

Y o r k
,
1 9 7 5 .

1 4) S pi e g e lr n a n
,

B . M .
,

F r a n k
,

M . & G r e e n ,
H ･ :

M ol e c u la r cl o n in g of m R N A f r o m 3 T 3 a d ip o c yt e s : R e g ul atio n

of m R N A c o n t e n t f o r gIy c e r o p h o s p h at e d e h y d r o g e n a s e a nd

O th e r d iff e r e n ti a ti o nT d e p e n d e n t p r o t ei n s d u ri n g a dip o cyte

d e v el o p m e n t . J . B i ol . C h e m .
,
2 5 8

t
l O O 83 ql O O 8 9 (1 9 83) .

1 5) C & r O
,
J . F .

,
D o h m

,
L . G .

,
P o ri e s

,
W . J . & Si n h a

,
M ･

K . : C e u ul a r alt e r a ti o n s i n li v e r
,

S k elt al m u s cl e
,

a n d a dip o se

ti s s u e r e s p o n sibl e f o r i n s uli n r e si st a n c e i n o b e sity a n d typ e Ⅱ

di a b e t e s . D i a b et e s M e t a b . R e v , ,
5

, 6 6 5 - 6 8 9 (1 9 8 9) .

1 6) O l e f s k y ,
J . M . : Dia b e t e s r n ellit u s . I n J . B . W y n g a a rd e n l

L . H . S m ith & J . C . 由e n n e tt (e d s .) ,
C e cil T e x tb o o k of

M ed i ci n e
,
1 9 th e d .

, P1 2 9 1
-1 31 0

,
W ･ B . S a u n d e r s

,
P h il a d elphia ･

1 9 9 2 .
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17) B oli n d e r
,
J

り
O s t m a n

,
J ･ & A r n e r

,̀
L P ･ : R e v e r s al of

i n s uli n r e sis t a n c e i n a di p o s e ti s s u e of n o n
-i n s uli n- d e p e n d e n t

dia b eti c s b y tr e a t m e n t wi th di e t a n d s u lf o n yl u r e a ･ A c t a

E nd o c ri n ol
リ
1 0 8 , 8 5 増0 (1 98 5) ･

18) C h a n g ,
A ･ Y ･

,
W y s e

,
B ･ M ･ & G il c h ri s t

, B ･ J . :

Ciglit a z o n e ,
a n e W h y p o gly c e mi c a g e n t ･ Ⅱ ･ E ff e c t o n gl u c o s e

a n d lipid m e t a b oli s m s a n d i n s uli n bi n di n g i n th e ad ip o s e

tis s u e of C 5 7 B L/ 6J -

O b/ o b a n d - + / ? mi c e ･ D i a b e t e s
,
3 2

,

839 -84 5 (1 9 8 3) .

19) A 11 e n
,
D ･ 0 ･

,
L a r gi s

, E ･ E ･ & A s h m o r e , J ･ ‥ A n tilip oト

ytlC a C tio n of t olb u t a m id e i n i s ol at ed f a t c ell s of th e r a t ･

Di a b e t e s ,
2 3

,
51-5 4 (1 9 7 4) .

20) B r o w n
,
J ･ D ･

,
S t e el e

,
A . A .

,
S t o n e

,
D . B . & S t e el e

,

F .
A . : T h e eff e c t o f t olb u ta m id e o n li p ol y si s a n d c y clic

A M P c o n c e n tr a ti o n in w h it e f a t c ell s . E n d o c ri n ol o g y ,
9 0

,

47 -51 (1 9 7 2) .

21) P a t el
,
T . B . : E ff e c t of s u lf o n yl u r e a s o n h e p a ti c f at ty

a cid o x y d a ti o n . A m . J . P h y siol .
,
2 5 l

,
E 2 41- E 2 4 6 (1 9 86) .

2 2) E b e r t
,

R .
,
H ill e b r a n d t

,
0 . & S c h w a lb e

,
U . : R ol e of

c al ciu m a n d c y cli c a d e n o si n e
- 3

'

,
5

'

- m O n O P h o s p h a te i n th e

a n tilip olytl C eff e c t of t ol u b u t a mi d e a n d glib e n cl a m id e . A r c h .

P b a r m a c ol り
2 8 6

,
1 8 ト19 4 (1 9 7 礼

23) O s e g a w a
,

M .
,

M a ki n o
,

H .
,

K a n a t s u k a
,

A . &

K u m & g ai
,
A . : A c ti v a ti o n of m e m b r a n e

-b o u n d lo w K m c y cli c

A M P p h o s p h o d ie s t e r a s e b y t olb u t a m id e i n f a t c ell s . B i o m e d .

R e s リ 2 , 32 5 - 3 26 (1 9 8 1) .

2 4) M ill e r , R . E . & B h a n d a ri , B . : G ly b u rid e a c ti o n i n

C ult u r ed 3 T 3- L l a di p o c yt e s . B i o c h e m , I n t .
,

13
, 3 1 3 -3 1 9

(1 98 6) .

2 5) K u ri - H 8 r C u C h
,

W .
,

W i s e
,

L . S . & G r e e n
,

H . :

I nt e rr u p ti o n of th e a di p o s e c o n v e r si o n of 3 T 3 c e11s b y bi o ti n

d efi cie n c y : D iff e r e n tia ti o n w ith o u t trigl y c e rid e a c c u m ul a ti o n .

C elI
,
1 4

,
5 3 -5 9 (1 9 7 8) .

2 6) W i s e
,
L . & G r e e n

,
H . : P a r ti cip a ti o n of o n e is o z y m e of

C yt O S Oli c gly c e r o p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e in th e a di p o s e

C O n V e r Si o n of 3 T 3 c ell s . J . B i ol . C h e m .
,
2 5 4

,
2 7 3 -2 7 5 (1 9 7 9) .

2 7) P a i r a ult , J . & G r e e n
,

H . : A st u d y of th e a di p o s e

C O n V e Si o n of s u s p e n d e d 3 T 3 c ells b y u s l n g gl y c e r o p h o s p h a t e

d e h yd r o g e n a s e
h
a S diff e r e n ti a ti o n m a r k e r . P r o c . N atl . A c a d .

S ci ･ U S A
,
7 6

,
51 3 8- 51 4 2 (1 9 79) .

2 8) M al o ff
,
B . L . & L o c k w o o d

,
D . H . : ] n vi ir o eff e c t s of

a s ulf o n yl u r e a o n i n s u li n a c ti o n i n ad ip o c y t e s . J . C li n .

I n v e s t
リ
6 8

,
8 5 -9 0 (1 9 81) .

2 9) J a c o b s
,
D ･ B ･ & J u n g ,

C . Y . : S u lf o n yl u r e a p o t e n tia t e s

i ns ulin -i n d u c e d r e c r uit m e n t of gl u c o s e tr a n s p o r t c a r ri e r i n r a t

adip o c yt e s . J . B iol . C h e m .
,
2 6 0

, 25 9 3 - 2 5 9 6 (1 9 85) .

3 0) T o r dj m a n
,
K ･ & M u e c k l e r

,
M . :

. S y n e r gi sti c eff e c t of

tolb u t a m id e a n d i n s u li n o n gl u c o s e tr a n s p o r t e r g e n e

e X p r e s si o n i n 3 T 3 - L l a di p o c yt e s . D i a b e t e s
,
3 7 ( s u p pl . 1) ,

51

(1 98 軋

31) M a t s u t a n i
,
A .

, K a k u
,
K . & K a n e k o

,
T . : T olb u t a mi d e

S ti m ula t e s f r c t o s e
- 2

,
6- b is ph o s p h a t e f o r m a ti o n i n p e rf u s e d r at

liv e r ･ D ia b e t e s
,
3 3

,
49 5 - 4 9 8 (1 9 84) .

32) A lt a n
, N ･

,
A l t a n

,
V . M .

,
M i k ol a y ,

L .
,

L a r n e r , J . &

74 9

S c h w a r t 2
,

C . F . W . : I n s uli n-1ik e a n d .i n s u li n
-

e n h a n ci n g

eff e c ts of th e s ulf o n yl u r e a gly b u rid e o n r at a dip o s e gly c o g e n

S y n th a s e . D i a b e t e s
,
3 4

, 2 8 1 - 28 6 (1 9 8 5) .

3 3) M e y e r
,

F .
,
l p a k t c h i

,
M . & C l a u s e r

, H . : S p e cifi c

i n h ibiti o n of gI u c o n e o g e n e sis b y b ig u a nid e s . N a t u r e ,
2 13 ,

2 03 -2 0 4 (1 96 7) .

3 4) J a c k $ O n , R . A .
,
H a w a

,
M . Ⅰ.

,
J a s p a n

,
J . B .

,
S i m

,
B .

M .
,
D iS il vi 0

,
l J .

,
F e a t h e r b e

,
D . & K u r t z

,
A . B . : M e c h a n i-

S m Of m e tf o r m i n a c ti o n i n n o n
-

i n s uli n
- d e p e n d e n t d i a b e t e s .

D i a b e t e s
,
3 6

,
6 32-6 4 0 (1 9 8 7) .

3 5) P u r r ello
,
F .

,
G u ll o

,
D .

,
B u s c e m a

,
M .

,
P e z 2:i n o ,

V .
,

V i g n e ri , R . & G old fi n e
,
I . D . : M e tf o r m i n e n h a n c e s c e r t ai n

i n s uli n a c tio n s i n c ult u r e d rr a t h e p at o m a c ell s . D i a b e t ol o gi a
,

3 1
,
3 85 - 3 8 9 (1 9 8 8) .

3 6) R o s s e t ti
,
L

り
D e F r o n 2 0

,
R . A

り
G h e r z i

,
R .

,
S t ei n

,
P .

,

A n d r a g h e tti
,

G .
,

F al z e t ti
,

G
り

S h u l m a n
, G . l . , K l ei n

-

R o b b e n h a a r E . & C o r d e r a
,

R . : E ff e c t of m e tf o r mi n

tr e a t m e n t o n i n s uli n a c ti o n i n di a b e tic r a t s : I n v iv o a n d i n

Vitr o
?

O r r el a ti o n s ･ M e t a b oli s m
･
39

,
4 2 5 -4 3 5 (1 9 9 0) ･

3 7) H oll e
,
A .

,
M a n g e ls ,

W .
, D r e y e r

,
M .

,
K u h n a u

,
J . &

R u d i g e r
,
H . W ∴ B ig u a nid e tr e a t m e n t i n c r e a s e s th e n u m b e r

bf i n s uli n- r e C e p t O r Sit e s o n h u m a n e r y th r o c y t e s . N . E n gI . J .

M e d . , 3 0 5
,
5 6 3 巧66 (1 9 8 1) .

38) F a n t u s , I . G . & B r o s s e a u
,

R . : M e c h a n is m of a c ti o n

Of m e tf o r mi n : I n s uli n r e c e pt o r a n d p o s tr e c e p t o r eff e c t s i n

Vit r o a n d i n vi v o . J . Cli n . E n d o c ri n o l . M e t a b .
.
6 3

,
89 8 - 9 0 5

(1 9 8 6) .

39) J a c o b s
,

D . B .
,

H a y e s
,

G . R .
,

T r u g li a
,

J . A . &

L o c k w o o d
,
D ･ H . : E ff e c t s of m etf o r m i n o n i n s ulin r e c e p t o r

t yr o si n e k i n a s e a c ti vity i n r at a dip o c yt e s . D i a b et ol o gi a
,
2 9

,

7 9 8- 8 01 (i 98 6) .

40) M a t th a ei
,

S .
,

H a m a n n
,

A .
, K l ei n , H . H .

,
B e n e c k e

,

H
リ

K r e y m a n n
,
G .

,
F li e r

,
J . S . & G r e t e n

, H . : A s s o ci a ti o n

Of m etf o r m i n
'

s eff e c t t o i n c r e a s e i n s uli n- Sti m u la t e d gl u c o s e

tr a n s p o rt w ith p o t e n ti a ti o n of in s u li n J n d u c e d tr a n slo c ati o n of

gl u c o s e t r a n s p o r t e r s f r o m i n tr a c ell u la r p o ol t o pl a s m a

m e m b r a n e i n r a t a d ip o cy t e s . D i a b e t e s
,
4 0

,
8 50L 8 5 7 (1 9 9 1) ,

4 1) S c h a f e r , G . : G u a nfdi n e s a n d bi g u a nid e s . P h a r m a c ol .

T h e r .
,
8

,
2 75 - 2 9 5 (1 9 8 0) .

4 2) P u r r ell o
,
F .

,
G uIl o

,
D .

,
B r u n e tti

,
A .

,
B u s c e m a

,
M .

,

I t a li a
,
S .

,
G o ldf in e

,
l . D . & V i g n e ri

,
R . : D r e c t e ff e c t s of

b ig u a nid e s o n gl u c o s e u tiliz a ti o n i n vi tr o . M e t a b oli s m
,
3 6

,

7 7 4 て7 6 (1 9 8 7) .

4 3) L o r c h
,

E . : I n hibiti o n of i n t e sti n al a b s o r p ti o n a n d

i m p r o v e m e n t of o r al gl u c o s e t ol e r a n c e b y bi g u a nid e s i n th e

n o r m al a n d s tr e p t o z o t o ci n- di a b e ti c r a t . D i a b e t ol o gi a
,

7
,

1 9 5 -2 0 3 (1 9 71) .

4 4) C a s p a r y ,
W ･ F ･ & C r e u t z f el d t

,
W . : A n aly si s of th e

i n h ibit o r y eff e c t of big a n id e s o n gl u c o s e ab s o r pti o n

I n hib itio n of a c ti v e s u g ar tr a n s p o r t . D i a b e t ol o gi a
,
7

,
3 79 - 3 85

(1 9 7 1) .

45) H e r m a n n
,
I J . S . t M e tf o r m i n : A r e vi e w of its p h a r m

-

a c olo gi c al p r o p e r ti e s a n d th e r a p e u ti c u s e . D i a b e t e M e t a b .
,
5

,

23 3 -2 4 5 (1 97 9) .
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E ff e c ts Qf S u I n ) n y l u r e a s a n d B ig u a n i d e s o n t h e Li p o g e n i c A cti v iti es i n 3 T 3 M L I A d ip o c y t e s T b s h in ar i T b k a m u ra
,

D ep a rt m e n t of I n te r n al M ed i ci n e ( I ) ,
S ch o ol o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U ni v e r si ty ,

K an a Z a W a 9 2 0 -

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 1

,

7 4 0
-

7 5 0 ( 19 9 2)

K ey w o r d s s u l fb n yl u re a
,
bi g u a ni d e

,
a di p og e n e si s

,
3 T 3 - L I c ell

, g ly c er ol - 3 -

p h o s p h at e d e h y d r og e n ase

r

m e o r al h y p o gl y c e m i c s ul f o n yl ur e as a g e nts ar e kn o w n to c a u s e w ei g h t g ai n
･

W h er e as o th er bi g u a n i d e s ag e nts･ d o n ot

h a v e s u c h e ff b cts a n d oft e n p r o m o te w ei g h t 1 0 SS in n o n -in s uli n - d ep e n d e nt di ab eti c p ati e n ts ･ 7 b st u dy th e i n fl u e n c es o f sul _

f o n y l u r e a s an d big u a ni d e s o n ad ip o g e n esi s
･
th e di r e c t e 飴 c ts of th e s e a g e n ts o n lip o g e ni c ac tiv lty i n 3 T 3 - L l a di p o c y te s w e re

i n v e sti g at e d r C o n fl u e n t 3 T 3 - L I p r e a di p o c y t es w e r e i n d u c e d to di ff er e nti at e b y tr e a t m e nt w i th d e x a m e th a s o n e
･
i s ob utyl

-

m e h y l x an th i n e a n d i n s uli n f or 2 d a y s
,
a n d

,
at th e ti m e o f i n d u c ti o n

,
V ar i o u s c o n c e ntr ati o n s of to lb ut am i d e

, gli b e n cl am id e

a n d/ o r b uf o r m in w e r e al s o a d d e d ･ L ipid a c c um u l ati o n a ss es s e d b y O il R e d O st aini n g w a s m ar k e dl y in cr e as e d i n th e sul _

f o n ylu r e a s - tr e ate d c ell s as c o m p a r ed w i th c o n tr ol a d ip o c y t e s
,
a n d i ts i n c r e a s e w as mi ni m al i n th e c ells tr e at ed i n c o m bi nati o n

W i th s ul f o n yl ur e aS a nd b u fb r m i n ･ T h e d ifft r e n d a ti o n -

p r O m Otln g ef 触ts o f s ul fb n y l u r e a s w e r e o nl y s e e n i n th e p re s e n ce of

i n s uli n ･

r

m e C ell ul a r trigl y c e ri d e c o nt e n ts s h o w e d a 2 ･3 - an d 2 ･6 -fb ld in c r e a s e i n th e c ells tr e at e d w i th 1 m M t olb ut am i d e and

l O p M glib e n cla m id e
,
r e SP e Cti v ely ,

aS C O m p ar ed w i th c o ntr oI c ells
･
W h er e a s n o sig ni丘c an t C h an g e W aS O b s e rv e d i n th e l 叫

M b uf b r m i n
-t r e at ed c e11 s ･ B u f o rm i n s u pp r e s s e d th e t olb u t am id e q an d gli b e n cl am id e -i n d u c ed i n c r e a s e o f 血gl y c e ri d e c o nte nts

b y 5 4 % an d 3 0 %
,
r e S pe C ti v el y ･ Gl y c e r ol - 3 -

p h o s p h at e d e h y d r o g e n as e (G P D H ) a cti vity ,
th e di ffe r e n ti a ti o n m ar k er of 3 T 3 _L l

ad ip o c yt e s
･
W aS d et e r mi n ed b y th e i nitial r at e of N A D H o xi d ati o n i n th e c o n v e rsi o n of dih ydr o xy a c e to n e ph o sp h at e t o gly c -

e r o ト3 -

P h o sp h a te ･ I t w a s al s o sti m ula ted w i th t ol b u t am id e a n d g lib e n cl a m i d e i n a d o s e - d ep e n d e nt m a r m er
,
a n d th e hi gh est

e n z y m e a c ti v i ti es w e r e o b s e rv e d at th e c o n c e n tr ati o n s of 5 00 FL M t olb u t am i d e a n d 5 0 F L M g lib e n cl am i d e ･ O n th e 6 th d a y ,
th e

e x pr e ssi o n o f G P D H a c ti viti e s in cr e a s ed 3 ･5 -fb ld w i th t ol b u ta m id e an d 3 ･7 - fb ld w i th g lib e n cl a mi d e a s c o m p ar ed w i th th e

C O n b
･

01 ･ T h e ti m e c o u rs e of th e d e v el o p m e n t o f G P D H ac ti v lty S h o w e d th a t s ulf o n y l ur e as n ot o nl y in c re as e d th e e x p re ssio n

Of G P D H a c tl V l ty ,
b u t al s o a c c el er a te d th e i n d u cti o n p r o c es s ･ T b e s ti m ul at o ry e ff e c ts o f t olb u t am i d e an d glib e n cl am id e o n

G P D li a cti v i ty w er e i n hi bi t ed wi th b u f o m i n b y 7 5 % a n d 6 1 %
,

r e SP e Cti v el y ,
W h er e as b u fb r m i n al o n e h a d littl e e 飴c t on

G P D H a cti vity ･ N orth e rn b l o t an al y si s w i th 01ig o n u cl e otid e c D N A p r o b e t o m o u s e G P D H g e n e s h o w ed th at s ulf o ny l u
･

eas

in cr e a s ed th e G P D H m R N A a c c u m ul ati o n s lg ni 丘c a n tly in th e c o u r s e o f a di p o c y t e di 蝕r e mi a ti o n
,

an d b u fo rm i n s u pp ressed

th e s ul f o n y h ∬ e a S -i n d u c e d i n c re a se o f G P D H m R N A ･ I n c o n cl u si o n
,
S u l f o n y l u r e as sti m u l ate d th e lip o g e ni c a c d v l ty Of 3 T 3 ･

L l adip o c y t es d u ri n g th e difFe r e nti ati o n p r o c e s s ･ B u f or m i n al o n e h a d littl e e fft ct o n t h e p r o c e ss
,
b ut h ad a sig nin c an t

i n hibit o r y eff t ct o n th e sti m ul ati o n of li p o g e n e si s b y s ulf o n yl u r e as ･ T h es e r e s ults s u g g e st th at
,
i n cli ni c al sit u atio n s

,

big u an id e s m a y ad d s o m e b e n e n ci al e fft ct t o th e tr e at m e n t o f di a b eti c p ati e n ts alr e ad y p r e s c ri b ed w i th s ulf o n yl ure a s
,
by

r ed u c in g l tS a di p o g e ni c p o te n ti al .


