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研究成果の概要（和文）：Leukocyte cell-derived chemotaxin 2（LECT2）は肥満に伴って産生が増大し、骨格
筋においてインスリン抵抗性を惹起するヘパトカインである。LECT2の産生を抑制することはインスリン抵抗性
治療の新規標的となる可能性がある。本研究は、培養肝細胞において血糖降下薬メトホルミンがLect2遺伝子発
現ならびにLect2タンパク分泌を抑制すること、その機序にはAMPKの活性化を介していることを明らかにした。
また、メトホルミンはLECT2遺伝子プロモーター活性に影響を及ぼさなかったことから、mRNAの不安定化などそ
の他の制御機構が存在すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：A hepatokine leukocyte cell-derived chemotaxin 2（LECT2）which is 
overproduced with obesity cause insulin resistance in skeletal muscle. It is expected that 
suppression of LECT2 production is a new therapeutic target of insulin resistance, but no drug is 
known which lowering LECT2 production to date. Here I revealed that an oral anti-diabetic drug 
metformin can suppress Lect2 gene expression via AMPK activation in cultured hepatocyte. This 
pathway may relate RNA instability mechanism because metformin did not alter LECT2 promoter 
activity. Further experiment is needed to understand the molecular mechanism in this pathway much 
more.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
申請者の研究グループは、肝臓由来分泌タ

ンパクであるセレノプロテイン P (以下 SeP) 

がインスリン抵抗性と高血糖を誘導する“ヘ

パトカイン”であることを見出した (Misu, 

Takayama et al. Cell Metabolism 2010)。申請者

は SeP 産生抑制薬を探索した結果、抗糖尿病

薬メトホルミンが AMPK-FoxO3a 経路を介し

て肝細胞での SeP の発現を抑制することを報

告した (Takayama et al. J. Biol. Chem. 2014)。 

その後申請者らは、ヒト肝臓の遺伝子発現

情報を用いて探索した結果、インスリン抵抗

性を誘導する第二のヘパトカインとして

Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2)を

同定した (Lan, Takayama et al. Diabetes 2014)。

LECT2 は肥満に伴って産生が増大し、骨格筋

においてインスリン抵抗性を惹起する。その

ため LECT2 は SeP と同じくインスリン抵抗

性に対する重要な治療標的であるが、これま

でに LECT2 の産生を抑制する薬剤について

詳細な検討はなされていない。申請者は予備

的な検討によってメトホルミンが培養肝細

胞において Lect2 産生を抑制する可能性を見

いだした。 
 
 
２．研究の目的 

1) メトホルミンによる LECT2 発現抑制作

用を証明する。 

2) メトホルミンが肝細胞において LECT2

遺伝子発現を抑制する分子メカニズム

を明らかにする。 
 
 

３．研究の方法 

1) マウスより単離した初代培養肝細胞

に種々の濃度でメトホルミンを処置し Lect2 

遺伝子発現量ならびに培養培地中への Lect2

タンパク放出量を検討する。 

2) メトホルミン作用機序の鍵分子であ

る AMPK または PKA のノックダウンが

Lect2 遺伝子発現に及ぼす影響を検討する。 

3) メトホルミンが Lect2 プロモーター

活性に及ぼす影響を検討するため、ヒト

LECT2 遺伝子上流領域をルシフェラーゼベ

クターにクローニングしたレポーターベク

ターを作成し、メトホルミンに対する応答性

を検討する。 
 
 
４．研究成果 

1) マウス初代培養肝細胞に 0.5～2 mM

の用量でメトホルミンを処置すると、Lect2 

mRNA 発現は濃度依存的また時間依存的に

減弱した（図 1）。また 24 時間のメトホルミ

ン処置により、培地中に放出される Lect2 タ

ンパク量は減少した（図 2）。 

 

図 1. メトホルミンが遺伝子発現に及ぼす影響 

 
図 2. メトホルミンによる Lect2 分泌抑制 

2) マウス由来 AML12 細胞において

AMPK siRNA または PKA siRNA を用いてそ

れぞれの分子をノックダウンすることで、

Lect2 mRNA 発現に対するメトホルミンの作

用機序においてどちらの分子がより重要な

のか検討した。その結果、PKA ノックダウ

ンはメトホルミンの作用を一部しか解除し

なかった一方、AMPK をノックダウンする

ことでメトホルミン誘導性の Lect2遺伝子発



現抑制が完全に消失することが明らかとな

った。この結果は AMPK が鍵分子であるこ

とを示唆する。加えて、マウス初代培養肝細

胞へのフォルスコリン処置はLect2遺伝子発

現に影響を及ぼさなかったことも、PKA は

Lect2 発現に関与しないことを示唆する。 

3) メトホルミンによる Lect2 mRNA 発

現抑制がプロモーター活性の抑制によるも

のかどうか検討した。ヒト LECT2 遺伝子上

流領域-1から-2350 bpまたは-2350から-4200 

bp の配列をルシフェラーゼベクターにクロ

ーニングしたレポーターベクターを作成し、

ラット肝癌由来 H4IIEC 細胞にトランスフェ

クションした後にメトホルミンを処置し、ル

シフェラーゼ活性を評価した。その結果、い

ずれの領域においてもメトホルミンはルシ

フェラーゼ活性に変化を及ぼさなかった（図

3）。さらに LECT2 遺伝子上流領域を検索し

たところ、約 15 kb 上流に様々な予想転写因

子結合配列が種間で保存されていた約 140 

bp を発見した。この配列を予想 LECT2 遺伝

子プロモーターエンハンサー領域と考え、

minimal promoter を含むルシフェラーゼベク

ターにクローニングした。しかしながら、こ

の領域はメトホルミン処置によってむしろ

活性が亢進した。これらの結果は、メトホル

ミンによる Lect2 mRNA 発現抑制は、プロモ

ーター活性の抑制を介していないことを示

唆する。 

 

図 3. メトホルミンが Lect2 promoter 活性に及ぼす影響 

4) メトホルミンが Lect2 遺伝子プロモ

ーター活性と独立して遺伝子発現抑制する

機序として、miRNA の誘導に着目した。近

年、メトホルミンが AMPK の下流で Dicer

を誘導することで miRNA 発現を亢進するこ

とが報告されている。そこで、マウス初代培

養肝細胞においてメトホルミン処置によっ

て発現が変化する miRNA を、miRNA アレイ

によって網羅的に検索した。その結果、メト

ホルミン処置によって発現が亢進した

miRNA は僅か 2 種類で、大多数の miRNA は

発現が減弱していた（図 4）。 

 

図 4. miRNA 発現ヒートマップ 

 

メトホルミンによって発現が亢進した 2

種の miRNA は Lect2 遺伝子上に相補的な配

列が無いため、標的の miRNA では無いと判

断した。次に、Lect2 遺伝子 3’UTR領域に結

合しうる miRNA をデータベースから検索し、

なかでも脂肪肝に関連する miR-29a に着目

して検討を行った。その結果、miR-29a mimic

は Lect2 遺伝子発現に影響を及ぼさず、また

miR-29a inhibitor はメトホルミンの作用を解

除しなかった。 
 
まとめ 

本研究は、経口血糖降下薬メトホルミンが

AMPK の活性化を介して、インスリン抵抗性

誘導ヘパトカイン Lect2の発現を抑制するこ

とを示した。メトホルミンは LECT2 プロモー

ター活性に影響を及ぼさないため、その機序

には mRNA の不安定化などが予想される。よ

り詳細な制御機構の解明にはさらなる検討

を要する。 
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