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研究成果の概要（和文）：sphingosine kinase 1-interacting protein (SKIP)のインスリン分泌に及ぼす影響
をSKIP欠損 (SKIP-mCherryノックイン、SKIP-/-)マウスを作製し検討した。SKIPは膵β細胞に発現し、α細胞に
は発現していなかった。また、SKIP分子の欠損によりグルコース応答性インスリン分泌（GSIS）は増強し、血糖
値は有意に上昇した。分子機序の解明では、cAMP、PDE、SPHK非依存性にGSISを増強していることが明らかとな
った。以上から、SKIPは、これまで報告されている経路とは独立した経路を介してGSISを調整することが考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：We find here that sphingosine kinase 1-interacting protein (SKIP, also 
called Sphkap) is highly expressed in pancreatic b-cells but not in a-cells. Intraperitoneal glucose
 tolerance test showed that plasma glucose levels were decreased and insulin levels were increased 
in SKIP-/- mice compared to SKIP+/+ mice, but exendin-4-enhanced insulin secretion was masked. GSIS 
was amplified more in SKIP-/- but exendin-4-enhanced insulin secretion was masked compared to that 
in SKIP+/+ islets. The ATP and cAMP content were similarly increased in SKIP+/+ and SKIP-/- islets; 
depolarization-evoked, PKA and cAMP-mediated insulin secretion were not affected. Inhibition of PDE 
activity equally augmented GSIS in SKIP+/+ and SKIP-/- islets. These results indicate that SKIP 
modulates GSIS by a pathway distinct from that of cAMP-, PDE- and sphingosine kinase-dependent 
pathways. 

研究分野：代謝・内分泌
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１．研究開始当初の背景 
2 型糖尿病発症の原因は、肥満やインスリン
抵抗性は重要な補助因子であるが、肥満では
20％程度しか糖尿病を発症しないことから
膵β細胞不全が主因と考えられている
(Meier JJ. Diabetes Care 2013;36:S113-9)。
しかし、β細胞不全の主因が、細胞機能障害
なのか細胞量の減少なのか結論に至ってな
い。京都大学糖尿病・内分泌・栄養内科では、
この問題を明らかにするための膵島イメー
ジングプロジェクトで世界をリードしてい
る(Fujimoto H. Transpl Int 2011;24:839-44, 
Kimura H.  Bioorg Med Chem 
2014;22:3270-8)。β細胞の機能障害が主因で
あるならば、機能を改善する治療が重要とな
り、われわれはその観点で基礎的研究を重ね
てきた。例えば、1 型糖尿病の自己抗原であ
る IA-2 (Miura J. Diabetologia 2003;46: 
1024-5)は、膵β細胞のインスリン分泌顆粒に
発現し、インスリン分泌顆粒形成を促進する
ことでインスリン分泌を増加させることを
報告した(Harashima S. Proc Natl Acad Sci 
USA 2005;14:8704-9. Hu YF. Diabetologia 
2005;48:2576-81)。IA-2がインスリン分泌を
正に調節することから糖尿病治療への応用
も考慮されたが、IA-2は膵β細胞ならず、副
腎髄質や下垂体などの他の内分泌細胞にも
発現しており、ドーパミン分泌においても重
要な役割を担うことが明らかとなったこと
(Nishimura T. Mol Cell Endocrinol 
2010;315:81-6)や IA-2 の過剰発現がβ細胞
死をもたらすこと（Harashima S. Clin Exp 
Immunol 2007;150:49-60）から、上記の目
的を達成し得なかった。 
一方、腸管ホルモンでインスリン分泌を促進
するインクレチンは、gastric inhibitory 
polypeptide(GIP)と glucagon-like peptide-1 
(GLP-1)の 2 つが同定されている。それぞれ
腸管 K細胞および L細胞から分泌される。当
教室では 30年以上前から GIPを中心とした
インクレチンの研究に携わり、GIPの cDNA 
(Takeda J. Proc Natl Acad Sci USA 
84:7005-8, 198)や遺伝子の構造決定(Inagaki 
N. Mol. Endocrinol. 3: 1014-21, 1989)なら
びにGIP受容体の cDNA構造の決定(Yasuda 
K. Biochem. Biophys. Res. Commun. 
205:1556-62, 1994)、受容体欠損マウスの作
製（Miyawaki K. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
96:14843-7, 1999）などこの分野の研究をリ
ードしてきた。最近でも、GIPの発現調節に
は regulatory factor X 6 (Rfx6)が重要である
こと (Suzuki K. J Bio Chem 2013;288: 
1929-38)や、GIPを恒常的に欠損させること
で高脂肪食負荷でのインスリン抵抗性改善
や肥満を軽減することを報告している
(Nasteska D. Diabetes 2014;63:2332-43)。
さらに、インクレチン、特に GLP-1 がβ細
胞死を抑制することも報告した(Kawasaki Y. 
Horm Metab Res. 2010;42:311-7. Yamane S. 
J Diabetes Investig. 2011;2:104-10)。インク

レチンはβ細胞保護効果を示しインスリン
分泌も促進することから、既に糖尿病治療に
応 用 さ れ 、 十 分 に 効 果 も 認 め ら れ
(Harashima S. Int J Clin Pract 2012;66:465 
-76. Harashima S. Horm Metab Res 2013; 
45:231-8)、インクレチン関連薬の中でDPP-4
阻害薬は、経口血糖降下薬の第 1選択薬にな
っている。そこで、日本人やアジア人に適し
た次の糖尿病治療戦略として、インクレチン
分泌とインスリン分泌を同時に促進させる
薬剤の開発が候補として挙がっている。われ
われも、β細胞と K細胞または L細胞に共通
して存在する新規分子の存在を検討した。当
時に、インクレチンがインスリン分泌を増強
する機序の一つとして protein kinase A 
(PKA)が挙げられているが、PKAの作用を調
整する A-kinase anchoring protein (AKAP)
に着目し、インスリン分泌に影響する AKAP
の同定を行っていた。GIPノックインマウス
を作成し検討していた過程で、sphingosine 
kinase-1 interacting protein (SKIP) を同定
することができた。PCRによる予備的な検討
では、SKIPは、K細胞と L細胞に発現し、
他の腸管上皮には発現を認めなかった。また、
ヒト膵島においてもβ細胞に発現すること
が示唆された。そこで本研究では、SKIP が
インスリン分泌およびインクレチン分泌を
調節するのか詳細に検討し、糖尿病治療への
応用が可能か検討することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
本研究は、膵β細胞と腸管 K 細胞および L
細胞に特異的に多く存在する分泌顆粒特異
的 分 子 SKIP (sphingosine kinase-1 
interacting protein)が、インスリン分泌およ
びインクレチン分泌を調節するメカニズム
を詳細に解明した。 
インスリン分泌を増強するインクレチン関
連薬は、現在最も使用頻度の高い糖尿病治療
薬となっている。そのため、次の段階の糖尿
病治療として、インスリン分泌のみならずイ
ンクレチン分泌も同時に促す薬剤の開発が
求められている。膵β細胞およびインクレチ
ン分泌細胞である K細胞・L細胞に共通に存
在する SKIP分子は、分泌顆粒に特異的に存
在することから、両ホルモンの分泌を調節で
きる分子の候補になると考えられ、本研究の
遂行は極めて重要である。 
 
３．研究の方法 
(1) SKIPの発現組織・細胞の検討 
C57BL/6マウスおよびWisterラットから組
織・細胞を単離し、RT-PCR法ならびにウエ
スタンブロット法で、SKIP の発現を検討し
た。PCRプライマーは、SKIPに特異的であ
ることを確認した。また、抗 SKIP 抗体は、
独自に 3種類の抗体を作成し、SKIP分子に
特に特異的に結合する SKIP 抗体を選択し、
以下の実験に使用した。 
 



 
(2) SKIP-mCherryノックインマウスの作成 
SKIP を mCherry に置換するノックインマ
ウスを作成し、SKIPの局在を明らかにする。
また、腹腔内ブドウ糖負荷試験(iPGTT)に対
するインスリン分泌およびインクレチン分
泌の変化を検討する。さらに、単離膵島を用
いて、グルコース応答性インスリン分泌やイ
ンクレチン応答性インスリン分泌を検討す
る。 
 
(3) SKIPがグルコース応答性インスリン分
泌を制御する分子機序の解明 
単離膵島を用いて、インスリン分泌に関わる
惹起経路および増幅経路の分子群について
詳細に検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) SKIPが発現する組織・細胞の検討（図 1） 
C57BL/6マウスおよびWister ラットから組
織・細胞を単離し、RT-PCR法およびウエス
タンブロット法にて SKIPの発現を検討した。
その結果、膵β細胞に比較的特異的に発現す
ることを確認した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

(2) SKIP欠損マウスの作成（図 2） 
SKIP が膵β細胞に特異的に発現し、インス
リン分泌に関与することが想定されたこと
から、SKIPを蛍光タンパクであるmCherry
に置換したスキップノックインマウス
(SKIP(-/-)マウス)を作成した(図 2)。SKIPは
ノックインマウスで約 80％の発現減少が認
められ、mCherryはノックインマウス膵島で
のみ発現が認められた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) SKIP分子の局在（図 3） 
次に、SKIP 分子の膵島における局在を検討
した。SKIP に対する抗体は、免疫染色には
特異性が必ずしも高くなかったことから、
SKIP(-/-)マウスを用いてSKIPプロモーター
下に発現する mCherry をターゲットに検討
した。その結果、mCherry (SKIP)はインス
リン発現細胞と共在し、グルカゴン発現細胞
とは共在していなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
(4) SKIP 欠損がグルコース応答性インスリ
ン分泌に及ぼす影響の検討（図 4） 

SKIP が膵β細胞に特異的に発現することか
ら、インスリン分泌に及ぼす影響を検討した。
SKIP(-/-)マウスに iPGTT を行ったところ、
2g/kg グルコースにおいて、SKIP(-/-)マウス
で血糖値の低下とインスリン分泌の増強を
認めた。また、SKIP(-/-)マウス単離膵島では、
コントロールマウス膵島に比べ、グルコース
濃度に依存したインスリン分泌の増幅が認
められた。このことから、SKIP はその欠損
によりグルコース応答性インスリン分泌が
増強することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) インクレチン効果の検討（図 5） 
次に、SKIP(-/-)マウスにおけるインクレチン
効果を検討した。GLP-1受容体作動薬である
エキセンジン-410mg/kgを iPGTT30分前に
投与した。結果は、コントロールマウスと比
べ、エキセンジン-4によるインスリン分泌の
増強は認められなかった。 
また、単離膵島を用いた検討でも、コントロ
ールマウスおよび SKIP(-/-)マウスでは、
10nMエキセンジン-4によるインスリン分泌
の増強は認められなかった。さらに、ラット
インスリノーマ細胞である INS-1D 細胞に
SKIP 分子を過剰発現し、グルコース応答性
インスリン分泌およびエキセンジン-4 によ
るインスリン分泌を検討した。グルコース応
答性インスリン分泌は、SKIP 欠損とは対照
的に SKIP過剰発現で減少したものの、エキ
センジン-4 によるインスリン分泌の影響は
認められなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(6) SKIP がグルコース応答性インスリン分
泌を調整する機序の解明（図 6） 
最後に、SKIP 欠損がグルコース応答性イン
スリン分泌を増強する分子機序を検討した。
まず、SKIP は、スフィンゴシンキナーゼ結
合タンパクと報告されているため、グルコー
ス濃度による膵島でのスフィンゴシンキナ
ーゼ活性を評価したが、コントロールと
SKIP 欠損で差が認められなかった。次に、
代謝されないグルコースである 3-OMGを用
いてインスリン分泌を検討したところ、グル
コース代謝が必須であった。しかし、グルコ
キナーゼの発現量に、コントロールマウスと
SKIP(-/-)マウスで差が認められなかった。さ
らに、カリウム刺激によるインスリン分泌、
グルコースおよびカリウムによる細胞内カ
ルシウム流入、グルコースおよびエキセンジ
ン-4刺激による cAMP含有量、EPAC活性化
剤、PKA阻害剤、PDE阻害薬である IBMX
によるインスリン分泌には、コントロールマ
ウス膵島と SKIP欠損膵島で差が認められな
かった。 
以上から、SKIPはその欠損により、cAMP、
PDE、SPHK 非依存性に GSIS を増強した。
つまり、これまで報告されている惹起経路や
増幅経路とは独立した経路を介してグルコ
ース応答性インスリン分泌を調整すること
が考えられた。 
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