Miglitol upregulates uncoupling protein 1 (UCP1) by enhancing

B3-adrenergic signaling in mature brown adipocytes of rat.
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Background

We previously reported that miglitol, an alpha-glucosidase inhibitor (a-Gl), Increases energy expenditure by enhancing f3-adrenergic
signaling of brown adipose tissue (BAT) and reduces obesity in high fat diet-induced obese mice (Figurel-6, Tablel) (Nutrition &
Metaboliasm 2014 Mar 26;11(1):14. doi: 10.1186/1743-7075-11-14). However, this report did not describe the mechanism by which miglitol
enhances B3-adrenergic signaling. Miglitol, unlike other a-Gls, enters the circulation. We hypothesized that miglitol directly enhances B3-
adrenergic signaling.

Objective

To determine whether miglitol has a direct effect on B3-adrenergic signaling in rat mature brown adipocytes (rBAC).

Materials and Methods

We cultured rat brown adipocytes with a culture kit (Takara, Japan). After the cells finished maturing, we added medium containing miglitol with or
without a 3-adrenergic agonist (CL316,243). After 24 h, the cells were harvested. We used gquantitative real-time PCR to determine the expressions of two
genes involved In BAT thermogenesis: peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1o (PGCla) and uncoupling of protein 1 (UCP1).

Figurel. Miglitol decreased body weight Table 1. Miglitol ameliorated insulin resistance Figure2. Miglitol increased oxygen consumption
gain in high fat diet-induced obese mice. In high fat diet-induced obese mice. In high fat diet-induced obese mice.
n NC NCM HF HFM
A B Body weight (q) 10-11 215402 222402 273+04%° 258+04% %€ A B
9120 a, b a,b ab a, b . -~ a, b ; a b, ¢
30 4 —NC (n=10) D 100 é\‘74¥>_<i Glucose (ma/dl) 5 118+ 66 120+154 B2+417° 240+£91° 7
| =-NCM (n=11) S olab BT oab gty " r . e nab L ab
o8 | -+HF (n=10) a, b S s Total cnolesterol (ma/dl) 57 62+4] 66 +49 150£72° 141+42° 5500 ; —~NM (n=6) 0 NC (n=6)
| =HFM (n=10) |, o %0 —+NC (n=5) L i . - 2140 LA #-NCM (n=3) B NCM (n=3)
P a, _EE 40 mNCM (n=5) Triglyceride (ma/dl) 6 47+ 84 45+57 42 £48 46+5.2 N - - HF (n=10) B HF (h=10)
= b 5 20 ~+~HF (n=5) Insulin (uU/mi 5 53+12 34405 123£19%° 67+12 R S HAFM{=10) 60000 ¢ W 1M (n=10) a
24 - 22E 8 . —2 AP (=) | b b, £ 4500 = 50000 ¢ o
D H . 14 01 08 HOMA-R 5 14+03 1.1+£03 84+13%° 40+£07 *5°¢ 2 S c
%, 292 C Day Weight E i i+ ' 1 \ . . = a b r a b, ¢ E 4000 E 40000 -
2 - il eight of epididymal white adipose tissue (g) 314 27+002 0.28+001 1.1+£008 085+004 5 £
o} = 500 ? | o |
@ 20 S 00 Weight of subcutaneous white adipose tissue () 6 03+003 Not measured 15+015¢ 098 +012*° > 3500 S 00
£ YT N\ 20000 -
S 300 Active glucagon-like peptide1 (pg/ml) &9 548+79 61.1£48 675 769+ 144 - =
18 - \f; 3000 1 10000 -
£ Concentration of miglitol (umol/L) 34 Not measured 0.06 002 Not measured 026+0.13 dark light .
16 +———T— E 100 _ . — . . ; . 2s00 N
0 7 14 21 28 183 . | | | Halueslarﬁnme;nsﬂE fﬂf E:.—ITI r;:g;l B{Igﬂd samples ﬂ&f;}ﬂﬁg{ﬁ&f u;der rasnn?-';ﬂndﬂmns. P < 005, vs mice fed nomal chow diet (NC). "P < 0.05, vs mice fed 202224 2 4 6 8 10 12 14 16 Dark Light
Day L NC NCM HF HEM normal chow diet plus miglitol (NCM). P <005, vs mice igh-fat diet alone (HF). |
(n=35) (n=5) (n=5) (n=H) Time (o’clock)

Figure3. Interscapular BAT temperature in HFM Figure 4. Miglitol enhanced the gene and protein Figure 5. Miglitol enhanced p3-adrenergic

mice was significantly higher than in HF mice. expressions of UCP1 in HFM mice. signaling in BAT of HFM mice.
B3AR W e S | PKA o s S
B UCP1 _—— B-actin i ﬁ (-actin = — — a—
-— +— 3 -
Pecte W - - A E, B3AR s NC(normal chow)
S Bacin -G — > 2 I\ CM(normal chow plus miglitol
< s S 5 I B HF (high fat diet)
_,(__,:’U @ 2 | ::Ezﬂnifz;) o5 - WHF (n=6) A c ’ NC HF HFM ° NC HF HFM -HFM(hlgh fat dlet pIUS mlglltOI)
7] < | = hEm (n=se6) | T (n=6) (n=6) (n=5) (n=6) (n=6) (n=5)
= % 1.5 - T a, c = —y
g : . HSL e . p38aMAPK - — | D
LE 30 - T g 11 % . B-actin e SE— B-actin - “ i <0.05, VS NC
= %0.5 - E 05 . C 1s- Vs . p38aMAPK 3<005, VS NCM
% s < = '§ .. ‘P<0.05, vs HF
1= PGC1a UCP1 PGC1a  UCP1 > > 18
# NC NCM HF HFM g I < 0-:' I [
(n=4) (n=4) (n=4) (n=5)
NC HFM NC HF HFM
(n=6) (n 6 (n=5) (n=6) (n=6) (n=5)
Figure 6. p3-adrenergic agonist induced Figure 7. Effect of miglitol alone on the Figure 8. Effect of miglitol plus B3-adrenergic agonist
greater amount of cCAMP and PKA protein  expressions of PGCla and UCP1 in rBAC. on the expressions of PGCla and UCP1 in rBAC.
' ' i A B A B
In HFM mice than HF mice. PGCla UCP1 PGCla UCP1
saline CL316.243 _ & 2 _ *] P<0.05 _ - P<0.05
5 (D) D G>J
OPKA . L ” <_E i>’ i>’ 2
_ -~ 15+ <ZE 15 - <ZE1.5 - <ZE 1.5 -
Bactin N S a— DE: o 0 T o . ]
1 = = =
A @
2. T 2 g Lo 2 . e, 2 .
."U;)) 20 {1 ® II:IIIIEI\(/|n(=n5=)4-5) |—‘ = " HFM (n=4-5) |—‘ % c;:tj % %
E S 18 o nd 2 a4
© 45 > 0.5 l I ' ' I T T |
g 10 - % ° 0 > >0 ” o 05 5 30 ” o 05 5 50 > 0 05 5 50
% 5 < Miglitol (UM) (n=3) Miglitol (M) (n=2) Miglitol (UM)  (n=3) Miglitol (UM) (n=3)
" ealine CL316,243 " ealine CL316.243 Miglitol alone did not affect gene expressions of Miglitol enhanced the gene expressions of PGCla and
PGClo and UCPI. UCP1 In the presence of a B3-adrenergic agonist.

Conclusion

Miglitol increased the sensitivity of B3-adrenergic receptor In rat mature brown adipocytes. This suggests that miglitol entered the
circulation and directly enhanced 3-adrenergic signaling of BAT in rodents.
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ミグリトールは血糖低下のみならず、抗肥満効果の可能性が報告されています。
我々の経験では小児のprader willi患者にミグリトールを使用すると体重増加が抑制される印象があります。
しかし、その機序の詳細は明らかになっていません。
そこで、私たちはミグリトールの抗肥満効果のメカニズムについて動物実験を用いて検証しました。
4週齢BL6マウス、♂をHF,HMにわけ飼育しました。（ミグリトールは約8mg/kg/day摂取となる。成人で150-225㎎/日となる。)
1週ごとの体重、摂食量測定と4週後に心臓採血でBS,T-choを測定、インスリン抵抗性を算出しています。
褐色脂肪組織を摘出し、UCP-1、PGC1α、β3ADR、プロテインキナーゼＡの発現量をWestern　ｂｌｏｔ、real time PCRを用いて検討しました。
結果ですが、摂食量に特に差はありませんが、ＨＭで7週齢から体重増加が抑制されました。
ＨＭ群で血糖、ＨＯＭＡ－ＩＲは低い結果でした。褐色脂肪の熱産生にかかわる、ＵＣＰ-1のmRNAの発現がＨＭ群で高く、
蛋白発現量はＵＣＰ-1、ＰＧＣ1αともにＨＭ群で有意差をもって高い結果になりました。
Β3アドレナリン受容体はタンパク、ｍＲＮＡとも差がありませんでした。プロテインキナーゼＡの蛋白発現量はＨＭ群で有意に高くなりました。
考察ですが、今回の結果から、ミグリトールが血糖改善のみならず、抗肥満効果をもたらしたといえます。
褐色脂肪でＵＣＰ－１、ＰＧＣ1αの発現が増加していることから、抗肥満効果の機序のひとつに褐色脂肪での熱産生の増加が関与していると考えられました。
また、ここからはさらに下流のシグナルの評価などまだまだ検討が必要ですが、ＨＭ群でＰＫＡの発現が増加していることより、その熱産生のメカニズムのひとつに
Β3アドレナリン受容体のシグナル伝達が関与していると考えられました。
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