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研究成果の概要（和文）：多発性内分泌腫瘍症１型（MEN１型）の原因遺伝子MEN1は癌抑制遺伝子と考えられて
いるが、非内分泌組織におけるMEN1の翻訳産物meninの機能は十分に解明されていない。今回、骨格筋における
meninの機能を解析した。Men1ヘテロ欠損マウスの骨格筋を用いたcDNAマイクロアレイ解析では、野生型に比べ
糖代謝関連遺伝子群の変動が大きかった。またC2C12筋芽細胞株が骨格筋に分化する過程でmenin発現量が変動す
ることを確認した。インスリン投与後にマウス骨格筋を単離し、抽出した蛋白を用いてのウェスタン解析では、
meninの欠失が糖代謝関連の複数の蛋白の発現量に影響を与えていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The causative gene MEN1 of multiple endocrine neoplasia type 1(MEN1) is 
considered to be a tumor suppressor gene, but the function of menin, a translation product of MEN1, 
in non-endocrine tissues has not been fully elucidated. The function of menin in skeletal muscle was
 analyzed. A cDNA microarray analysis using skeletal muscle of Men1 heterozygous mice revealed that 
the variation of glucose metabolism-related genes was larger than that of the wild type. We also 
confirmed that the expression level of menin fluctuates during the process of differentiation of 
C2C12 myoblast cells into myotubes. Immunoblotting analysis using the extracted protein of isolated 
skeletal muscle after insulin administration revealed that the deletion of menin affected the 
expression levels of multiple proteins related to glucose metabolism. 

研究分野： 内分泌

キーワード： 遺伝子　遺伝性腫瘍　癌　骨格筋
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MEN1遺伝子および翻訳産物meninの機能として、これまで膵臓のインスリン分泌能獲得や肝臓での糖新生におけ
る役割についていくつかの報告があるが、今回の研究成果によって、骨格筋におけるmenin発現の
haploinsufficiencyが筋肉での糖代謝機構に直接的な影響を与えていることが初めて明らかとなった。内分泌腺
腫瘍化における癌抑制蛋白としての機能以外に、膵内分泌細胞、肝臓、骨格筋という糖代謝ネットワークにおい
てmeninが重要な役割を演じていることが判明し、今後研究を発展させることでmeninが糖尿病の病態を考察する
上での新しい観点や、創薬のターゲットとなる可能性が示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
多発性内分泌腫瘍症１型(MEN1 型)は常染色体顕性遺伝性疾患で、副甲状腺、下垂体、膵・
消化管内分泌腺を主要３組織として複数臓器に同時性・異時性に腫瘍発症を認める症候群
である。MEN１型の責任遺伝子 MEN1 は 1997 年にクローニングされ、遺伝子翻訳産物は
menin と命名された。MEN1 は癌抑制遺伝子と考えられるが、その詳細な機能は不明のまま
である。MEN1 型のモデルマウスとして、Men1 ヘテロ欠損マウス(Men1+/-)が発表され、これ
まで世界の複数のグループでモデルマウスを用いて menin の癌抑制機能破綻による腫瘍発
症メカニズムを解明するための実験がなされてきた。一方で menin は胎生初期の段階から
全身諸臓器に偏在性に発現しており、Men1 ホモ欠損マウス（Men1-/-）は、心筋形成不全、
神経管形成不全や肝細胞分化障害のため胎生致死を呈することからも menin が非内分泌腺
組織以外でも何らかの重要な機能を有する事は確実であるが、これまで非内分泌腺組織に
おける MEN1 や menin についての研究は限られており、癌抑制機能以外の menin の機能は
全く詳細不明である。私達は Men1+/-及び野生型マウスを用いた実験をすすめていく過程
で、膵内分泌腺に腫瘍を発症する前段階である 12週齢では、Men1+/-は野生型に比較して耐
糖能が亢進しているという全く予期せぬ結果を得た。 
 
２．研究の目的 
近年、私達は内分泌細胞においてmeninが一定条件下でセリンースレオニンキナーゼの
Akt1と直接結合し、Akt1を細胞質から細胞膜表面へと局在を移動させることで、Akt1活性
を抑制していることを報告した。一方、骨格筋におけるインスリンシグナル伝達として
は、インスリンが細胞膜表面のインスリン受容体に結合して、そのチロシンキナーゼ活性
を亢進させ、基質であるインスリン受容体基質1(IRS-1)をリン酸化し、下流のAkt2が活性
化され、活性型Akt2がRab-GTPase activating proteinであるAS160をリン酸化して抑制
し、低分子量G蛋白Rabを活性化してGLUT4を細胞膜に移動させることで糖取込みが促進さ
れる機構が知られている。私達はmeninが骨格筋におけるインスリン感受性にAktを介する
ことで関与しているという作業仮説を着想するに至った。従来癌抑制遺伝子として捉えら
れてきたMEN1の非腫瘍組織における新たな機能を、非内分泌組織である骨格筋において解
明することを本研究課題の主目的とした。 
 
３．研究の方法 
「meninが骨格筋においてAkt2に結合しAkt2下流のシグナル伝達を抑制して糖取込みを阻
害する」という作業仮説を検証するため下記の実験を行った。 
(1) Men1へテロ欠損マウス(Men1+/-)を用いた耐糖能の検討： 
MEN1 型のモデルマウスである Men1Δ3-8へテロ接合体マウス(Men1+/-)と、対照群としての野
生型マウス(WT)を用いて、12〜24 週齢のマウスにおいてグルコース負荷試験、インスリン
負荷試験を施行した。12〜24 週齢の野生型、Men1+/-から骨格筋を摘出しホルマリンで固定
の後、H&E 染色を行って病理学的観察を行った。また摘出した骨格筋から RNA および
Whole cell extract(WCE)を抽出し、qPCR 法および抗 menin 抗体を用いた immunoblot 法を
用いて、骨格筋組織における Men1 mRNA および menin 蛋白の発現量を確認した。menin の
haploinsufficiency による膵ラ氏島細胞におけるインスリン分泌能の変化を確認するた
め、Ex-vivo でのインスリン分泌刺激試験を行った。マウスを安楽死させコラゲネース法
を用いて膵ラ氏島細胞のみを単離し 2.8〜16.7mM のブドウ糖、および塩化カリウムにて刺
激し、上清を用いてインスリン濃度を ELISA 法にて測定した。 
(2) Men1へテロ欠損マウス(Men1+/-)の骨格筋を用いたcDNAマイクロアレイ解析： 
menin の欠失によって骨格筋でのインスリンシグナル経路に関与する遺伝子（群）の変動
を確認するため、Men1+/-から骨格筋組織を摘出し、Total RNA を抽出してクオリティ検査
の後、cDNA マイクロアレイ解析を行った。 
(3)C2C12 筋芽細胞を骨格筋細胞に分化させる過程で menin をノックダウンし、糖取込み率
を評価した。また免疫蛍光顕微鏡を用いて、インスリン刺激にて menin が核内から細胞質
へと局在が変化するかを観察した。 
(4)マウスを麻酔後に、下大静脈からインスリンを投与し、ヒラメ筋、長指伸筋を 2分後
に採取し、WCE を抽出し、immunoblot 法にて骨格筋におけるインスリン受容体下流のシグ
ナル伝達を確認した。 
 
 
４．研究成果 



(1)Men1へテロ欠損マウス(Men1+/-)を用いた耐糖能の検討： 
Men1+/-と野生型マウスの 12〜24 週齢におけるグルコース負荷試験、インスリン負荷試験で
は、週齢によって耐糖能に差異を認めた。12 週齢では、Men1+/-は野生型に比較して耐糖能
が亢進していたが、14週以降では２群間の耐糖能に有意差は認めなかった。また 16週齢
以降の Men1+/-においては、インスリン負荷試験ではでインスリン感受性が低下していると
いう、当初の仮説とは逆の結果を得た。 
 12〜24 週齢の野生型、Men1+/-から膵組織とヒラメ筋、長指伸筋を単離しての病理学的観
察では、骨格筋では２群間で明らかな形態学的な差異は認めなかった。膵組織においては
一部にラ氏島細胞の異形成を認めた。摘出した骨格筋を用いての qPCR 法では、Men1+/-では
野生型に比べ Men1 遺伝子発現量は約 50%に低下していた。immunoblot 法でも menin の蛋
白発現量は、Men1+/-でやや減弱していた。 
 マウスから単離した膵ラ氏島細胞を用いてのブドウ糖、塩化カリウムによるインスリン
分泌刺激実験では、低濃度グルコース刺激におけるインスリン分泌能には２群間で有意差
は認めなかったが、高濃度グルコース刺激では Men1+/-由来の膵ラ氏島細胞でインスリン分
泌の亢進を認めた。 
 ここまでで、当初想定していた骨格筋における menin の機能とは異なる機能を示唆する
実験結果が出てきた。そのためまず骨格筋由来の RNA を用いての cDNA マイクロアレイ解
析を行い、Men1+/-と野生型の骨格筋において発現する遺伝子（群）の変動を確認した。 
(2)Men1へテロ欠損マウス(Men1+/-)の骨格筋を用いたcDNAマイクロアレイ解析： 
 15 週齢の Men1+/-と野生型から摘出したヒラメ筋、長指伸筋より RNA を抽出し、cDNA マ
イクロアレイ解析を行い、Go-Fischer 解析、パスウェイ解析を施行したところ筋形成関連
遺伝子群には２群間で大きな変動はなかったが、Notch signaling 関連、Glycolysis and 
Glucogenesis 関連遺伝子群に変動遺伝子が多く menin が骨格筋における糖代謝機構に関連
していることが示唆された。 
(3)C2C12 筋芽細胞株を骨格筋細胞に分化させる過程で Men1 遺伝子及び menin 発現量をそ
れぞれ qPCR 法、immunoblot 法にて解析したところ、骨格筋細胞への分化過程で Men1 遺伝
子および menin 発現量が減弱していくことが判明した。更に、筋芽細胞から骨格筋細胞へ
の種々の分化過程で、抗 menin 抗体を用いて蛍光顕微鏡で観察したところ、培養液の糖濃
度組成や、分化刺激によって menin の発現局在が変化することが判明した。 
さらに C2C12 筋芽細胞を骨格筋細胞に分化させる過程で siRNA 法により menin をノック
ダウンした状態で、グルコース類似体 2-デオキシグルコース(2-DG)代謝速度を評価したと
ころ、menin 発現量の低下によって糖取り込み率が低下していることが判明した。 
  ここまでで、当初の作業仮説である「menin が骨格筋において Akt2 に結合し Akt2 下流
のシグナル伝達を抑制して糖取込みを阻害する」とは逆に、骨格筋における menin 発現量
の減弱が、筋へのグルコース取り込みを抑制し耐糖能を悪化させるという仮説が浮上し
た。その確認のため、以下の実験を行った。 
(4)インスリンを投与後に単離したヒラメ筋、長指伸筋から抽出した WCE を用いた
immunoblot 法では、骨格筋のインスリン受容体下流のリン酸化 Akt およびリン酸化 AS160
の発現量が Men1+/-では低下していた。このことからインスリンが細胞表面のインスリン受
容体に結合して、下流の Akt2 の活性化と、活性型 Akt2 が Rab-GTPase activating 
protein である AS160 をリン酸化して抑制し、GLUT4 を細胞膜に移動させる経路に、menin
が直接的に関与していることが明らかとなった。 
 
 以上より、私達は当初、MEN1 遺伝子の翻訳蛋白である menin が減少、欠落した状態が耐
糖能の観点からは有利に働いているという仮説を立て実験をすすめたが、実際には当初の
仮説とは逆に、骨格筋においては筋芽細胞から骨格筋細胞に分化する過程で menin の発現
量が変動し、かつ menin が減少した状態では骨格筋における糖取り込みが低下するという
全く新しい知見を得た。これまで menin は癌抑制蛋白と考えられており、下垂体、膵内分
泌腺、副甲状腺といった標的組織での腫瘍抑制機能の観点から研究がなされてきたが、私
達の研究成果から骨格筋での糖取り込み機構における menin の全く新しい機能を同定する
ことができた。今後研究を発展させることで menin が糖尿病の病態を考察する上での新し
い観点や、創薬のターゲットとなる可能性が示された。 
 また、これら研究を施行して行く過程で、マウスの各組織における menin 蛋白の
molecular size が異なるという新しい知見を得たため、特に筋肉における menin 蛋白の
Molecular size が他組織に比べて大きいことに着目し、まず報告されている menin のリン
酸化や SUMO 化といったタンパク質の翻訳後修飾の可能性を考え、脱リン酸化処理や、脱
SUMO 化処理を行って menin 蛋白の発現解析を行ったが、質量サイズに変化はなかった。そ
のため、マウスの筋組織より WCE を抽出し、抗 menin 抗体を用いて免疫沈降を行い、回収



溶液を SDS-PAGE にて泳動後に CBB 染色を行い、得られた目的のバンドを質量分析で解析
する研究を継続している。中長期的には、骨格筋特異的 Men1 ホモ欠損マウスを作成し、
in-vivo での耐糖能解析を進める予定である。 
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