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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）：糖尿病の病因的にはヘテロな集団ではあるが、日本におい
てはインスリンの分泌不全が重要な要因である。最近、インスリン分泌不全の原因として膵β細胞においてHDL
粒子にコレステロールを転送するABCA1遺伝子の発現低下による脂肪毒性が注目されている。我々は、膵β細胞
におけるABCA1遺伝子の発現を調節する分子メカニズムとして細胞内情報伝達系（CaMKK/CaMKIV）―転写因子
(PREB)を網羅的実験手法により同定した。さらに膵β細胞の脂肪毒性の解除に向けた治療として、
anti-microRNA-33遺伝子を導入する新たなトランスレーショナルを検討した。

研究成果の概要（英文）： Recently, abnormalities in cholesterol metabolism have emerged as a 
potential contributor to beta-cell dysfunction. ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), a  
cytoplasmic membrane protein, is a pivotal regulator of lipid efflux from cells to apolipoproteins 
and plays an important role in reverse cholesterol transport.  Pancreatic islets isolated from 
ABCA1-deficient mice demonstrated altered cholesterol homeostasis and impaired insulin secretion in 
vitro.  We have revealed the link between ABCA1 signal transduction pathway and transcriptional 
factor that regulated ABCA1 gene expression. Pancreatic islets isolated from these mice demonstrated
 altered cholesterol homeostasis and impaired insulin secretion in vitro. These results establish a 
new role for the ABCA1 gene in beta cell cholesterol homeostasis and insulin secretion, indicating 
that cholesterol accumulation may contribute to beta cell dysfunction in type 2 diabetes, so called 
“pancreatic lipotoxicity”.
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１．研究開始当初の背景 
（１）糖尿病における膵β細胞からのインスリ
ン分泌低下をまねく病態として“脂肪毒性
（lipotoxicity）”が最近注目されている。その
病態の中心である膵β細胞におけるインスリン
生合成低下の分子メカニズムは不明であるが、
最近、膵β細胞における ATP-binding cassette 
transporter A1(ABCA1)の重要性が報告された。
ABCA1 はコレステロールを細胞内から High 
density lipoprotein (HDL)へ転送する分子であ
り、膵β細胞選択的な ABCA1 の knockout は膵β
細胞への脂肪の沈着（脂肪毒性）を惹起し、グ
ルコース応答性インスリン分泌不全をおこす。
膵β細胞における脂肪毒性を解除する分子ター
ゲットとして ABCA1 が注目されているが、その
発現調節機構は不明であった。 
（２）脂肪毒性の病態の中心である膵β細胞に
おけるインスリン生合成低下の分子メカニズム
は不明であるが、細胞内情報伝達系が関与する
との報告がある。生体内の生命現象は、タンパ
ク質のリン酸化反応により調節されている。こ
のタンパク質リン酸化反応をおこなう酵素がプ
ロテインキナーゼである。プロテインキナーゼ
は、大きく分けるとセリン・スレオニンキナー
ゼとチロシンキナーゼの２種類に分類すること
ができる。我々は２種類のキナーゼの保存され
た触媒ドメインをもとに、セリン・スレオニン
キナーゼを網羅する抗体（Multi-PK）、チロシン
キナーゼを網羅する抗体（Multi-YK）を作成し、
脂肪毒性に関連した細胞内情報伝達系に関与し
た分子の同定を進めてきた。 
２．研究の目的 
（１）膵β細胞における ABCA1 発現調節と
CaMKK/CaMKIV pathway の役割を明らかにする。 
プロテインキナーゼの網羅的検討にて
CaMKK/CaMKIV pathway が脂肪毒性にともない発
現が低下し、インスリン合成分泌も減少した。
細胞内情報伝達系 CaMKK/CaMKIV pathway は、
ABCA1 の発現をと主調節系である。我々は膵β
細胞の脂肪毒性に重要な役割をになう ABCA1 は
GLP-1 のアナログ Exendin-4 投与により脂肪毒
性が解除されることを報告した（Li et al J Cell 
Mol Med 14:1083,2010 2010。この機序は、
Exendin-4 が CaMKK/CaMKIV pathway を活性化し、
ABCA1 遺伝子発現をプロモーターレベルで刺激
することであることを報告した。今回の検討で
は、CaMKK/CaMKIV pathway 活性化による ABCA1
遺伝子発現メカニズム解明を目指す。すでに
DNA マイクロアレイで ABCA1 制御因子として転
写因子 PREB を同定している 
（２）膵β細胞における ABCA1 発現調節因子
PREB の役割について解明する。膵β細胞にお
けるPREBによるABCA1発現調節のメカニズム
の解析をおこなう。また膵β細胞における
PREB発現の意義について検討するためにPREB
過 剰発現トランスジェニックマウス
（PREB-Tg;組み替え DNA 承認番号：10219）を
作成した。PREB-Tg マウスではコントロールマ

ウスに比較して、予想通り ABCA1 の強発現
が認めた。PREB-Tg マウスに高脂肪食を負
荷したモデルでは、ブドウ糖負荷に対する
インスリン分泌が改善し、脂肪毒性の改善
が認められた。一方驚いたことには、膵ラ
ンゲルハンス島が増殖していた。そこで今
回は、脂肪毒性の解除だけではなく、膵β
細胞の増殖メカニズムに関しても検討し、
その機序を明らかにする目的である。 
３．研究の方法 
膵β細胞における脂肪毒性のついて細胞内
情報伝達系を中心に網羅的な解析をおこな
う。特に ABCA1 発現低下による脂肪毒性が膵
β細胞に及ぼす影響について、脂肪毒性の
key molecule 、ABCA1 の発現調節メカニズム
を解析し、細胞内情報伝達系 CaMKK/CaMKIV 
pathwayおよび転写因子PREBによる調節され
るメカニズムを解析する。細胞内情報伝達系
CaMKK/CaMKIV pathway による microRNA-33 の
発現調節メカニズムについて明らかにし、最
終的には、microRNA-33 の発現抑制を目指し
た 新 規 の 遺 伝 子 導 入 療 法 に つ い て
translational research として取り組む。ま
た PREB 遺伝子変異マウスを作成し、in vivo
の系で膵β細胞の脂肪毒性の解除の機序に
ついて研究をおこなう。 
 
４．研究成果 
(1) １、膵 β 細胞の脂肪毒性—インスリン分
泌不全と ABCA1 発現—HDL 代謝 
糖尿病における膵 β 細胞からのインスリン
分泌低下をまねく病態として“脂肪毒性
（lipotoxicity）”が最近注目されている。
その病態の中心である膵 β 細胞におけるイ
ンスリン生合成低下の分子メカニズムは不
明であるが、最近、膵 β 細胞における
ATP-binding cassette transporter 
A1(ABCA1)の重要性が報告された。ABCA1 は
コレステロールを細胞内から High density 
lipoprotein (HDL)へ転送する分子であり、
膵β細胞選択的なABCA1のknockoutは膵β
細胞への脂肪の沈着（脂肪毒性）を惹起し、
グルコース応答性インスリン分泌不全をお
こす。膵 β 細胞における脂肪毒性を解除す
る分子ターゲットとして ABCA1 発現調節メ
カ ニ ズ ム と し て は 、
calcium/calmodulin-dependent protein 
kinase IV(CaMKIV)であることを同定した。
GLP-1 による膵β細胞の改善に関しては、
GLP-1 受容体を介した CcMKK-CaMKIV pathway
が重要であることを明らかにした。 
(2) 膵 β 細胞における脂肪毒性に関連する
ABCA1 発現抑制と細胞内情報伝達系—転写因
子 
我々は、HDL 代謝、特に ABCA1 遺伝子発現と
脂肪毒性が膵β細胞に及ぼす影響について、
特に細胞内情報伝達系に焦点をあて網羅的
に検討してきた。タンパク質リン酸化反応を



おこなう酵素がプロテインキナーゼであるが、
プロテインキナーゼは大きく分けると２種類に
分類することができる。我々は２種類のキナー
ゼの保存された触媒ドメインをもとに、セリ
ン・スレオニンキナーゼを網羅する抗体
（Multi-PK）、チロシンキナーゼを網羅する抗体
（Multi-YK）を作成した。膵β細胞にコレステ
ロールを負荷し脂肪毒性を誘導し、プロテイン
キ ナ ー ゼ の 発 現 パ タ ー ン を 上 記 の
multi-kinase 抗体で検討した。Multi-PK では、
コントロールと比較して、脂肪毒性で約 200kD, 
150kD, 90kD バンドが強く発現され、約 60kD の
バンドが消失した。上記の変動を認めたバンド
に関しては、質量分析法にて解析をおこない約
60kDはcalcium/calmodulin-dependent protein 
kinase IV(CaMKIV)であることを同定した。以前
に我々はCaMKIV pathwayがグルコース応答性イ
ンスリン合成を促進することを報告している。 
一方、細胞内情報伝達系の下流に存在する転写
因子についても、膵 β 細胞において
CaMKK-CaMKIVの強発現モデルにDNAマイクロア
レイを用いた網羅的な解析をおこなった(Mol 
Biol Evol 2013)。CaMKK-CaMKIV pathway を仲
介する転写因子の候補として prolactin 
regulatory element binding (PREB)が抽出でき
た。転写因子 PREB は、膵β細胞において非常
に強い発現を認めインスリン遺伝子やグルコキ
ナーゼ遺伝子のプロモーターに特異的な DNA 結
合配列を認め,ABCA1 遺伝子プロモーターにも
存在することをすでに報告している。膵β細胞
における脂肪毒性を解除する分子ターゲットと
して ABCA1 が注目されているが、臨床的な役割
は不明である。最近我々は、インクレチンの一
つであるGLP-1がCaMKK/CaMKIV pathwayを介し
て ABCA1 遺伝子転写を促進し、インスリン分泌
能を回復することを報告し、脂肪毒性解除に向
けた治療法を見いだしている。以上のことより、
HDL 代謝を賦活化する ABCA1 分子をターゲット
として、膵β細胞の脂肪毒性を解除する治療戦
略を検討することにした。 
3, ABCA1 を分子標的とした translational 
research 
ABCA1 を 分 子 標 的とし た translational 
research を検討する。ストラテージとしては、
インクレチン、GLP-1 の投与、CaMKK/CaMKIV 
pathway の活性化を検討したが、ABCA1 の選択
的な活性化の手法が確立できていない。そこで
新規転写因子 PREB に着目している。
CaMKK/CaMKIV pathway の支配下にある PREB が
ABCA1 遺伝子のプロモーターに結合し、ABCA1
発現を促進することが報告した。細胞内情報伝
達系 CaMKK/CaMKIV pathway による ABCA1 発現
増強作用と PREB による促進が相関することよ
り、膵β細胞に選択的にPREBを遺伝子導入し、
ABCA1の活性化を検討する。前実験としてABCA1
遺伝子導入よりも PREB 遺伝子導入が効率的で
あることが判明している。PREB 遺伝子導入法に
関しては、マイクロバブルと PREB 発現ベクタ
ーでミセルを形成し、ウイルスベクターなどの
外来性抗原の暴露がなく、侵襲性が少なく、臓

器選択性に遺伝子導入が可能な超音波法を
利 用 し た Ultrasonic microbubble 
destruction 法を検討し、臨床応用に向けた
治療法の開発を行った。 
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