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研究成果の概要： 
 
インスリン反応性 GLUT4 膜移行機構に関わる制御蛋白質の同定およびそれらの機能について、

生化学的手法および生細胞のイメージング技術を組み合わせることにより解析した。GLUT4
小 胞 の イ ン ス リ ン 反 応 性 獲 得 に は 、 GLUT4 に 直 接 会 合 す る ３ 種 類 の 蛋 白

(Sortilin-p75NTR-proNGF)による複合体形成とそれに伴う GLUT4 の蛋白寿命制御が重要な

役割を果たしていることを明らかにした。さらに、この GLUT4 を含む蛋白複合体形成は、細

胞内シグナル伝達系を活性化して積極的に筋分化にも関与することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 

インスリンの最も重要な生理作用の一つ
である血糖降下作用は、インスリン反応性糖
輸送担体 GLUT4 のトランスロケーション
（膜移行）によって誘導される。このインス
リン依存性 GLUT4 膜移行機構は、分化した
脂肪細胞と健康な筋肉細胞においてのみ発
達しているが、２型糖尿病の病態ではこの機

構に障害が生じていることが知られている。 
これまで、この GLUT4 膜移行に関与する

インスリン受容体シグナル伝達機構につい
て精力的な研究が推進されてきた。そして、
この GLUT4 膜移行に必須の役割を果たすイ
ンスリン受容体の初期シグナル（IRS-PI3 キ
ナーゼ系など）については明らかにされてい
る。一方、これらのシグナリング分子群の「化
学シグナル」は、最終的な生物反応である



GLUT4 膜移行に至る過程で「GLUT4 含有
小胞の形成と運搬に関わるマシーナリー分
子群の制御」という「動的な反応」へと変換
される必要がある。 

しかしながら、GLUT4 分子の局在化や・
選別化や運搬に関わるマシーナリー分子群
については未だ不明な点が多く、上述の「イ
ンスリン受容体シグナル」と「GLUT4 小胞
輸送システム」を連結する分子基盤について
も不明であった。 

また、GLUT4 膜移行は、多種多様な分子
群の時空間的な制御によって遂行される細
胞内小胞輸送であるため、一般的な生化学的
および分子生物学的な手法では解析するこ
とが難しい。そのため、研究代表者らは
enhanced green fluorescent protein (EGFP)
融合 GLUT4 を利用した生細胞イメージング
技術を確立して研究を推進してきた。 

 
２．研究の目的 
 
(1)  本研究課題では、これまで主流であっ

た受容体シグナル側からの研究アプロ
ーチではなく、「GLUT4 小胞」側から、
その選別や局在化などの動的な反応を
制御する因子やその調節機構について
の研究を推進する。特に、インスリン反
応性を獲得した GLUT4 小胞に会合し
ている蛋白群を同定して、生細胞のイメ
ージング手法により解析を行うことに
より、GLUT4 挙動の制御に関わるマシ
ーナリー分子（群）についての理解を深
めることを目的としている。 

(2)  インスリン反応性 GLUT4 膜移行は、
脂肪細胞と筋肉細胞にのみ装備された
特殊な小胞輸送系の発達が関与してお
り、上述の GLUT4 小胞に会合した蛋白
群の関与が示唆されているが、インスリ
ン反応性獲得機構については不明であ
る。脂肪細胞の優れたモデルである
3T3L1 脂肪細胞株の場合、その細胞分
化過程において高いインスリン反応性
が獲得されるが、通常の培養系で得られ
る筋細胞では、細胞分化を誘導しただけ
では、そのインスリン反応性は発達しな
い。そこで、培養筋肉細胞におけるイン
スリン反応性 GLUT4 膜移行制御系を
人為的に操作することにより成熟させ
ることを試み、この現象に関わる因子と
機構について解析する。 

(3)  そして、これらのインスリン標的細胞
のみが獲得する「GLUT4 小胞輸送系」
と「インスリン受容体シグナル伝達系」
を連結する機構について解析すること
を最終目的とした。 

 
 

３．研究の方法 
 
(1) インスリン反応性 GLUT4 膜移行過程

について、生化学的解析および生細胞イ
メージング解析の両手法において正確
に モ ニ タ ー で き る 独 自 の 実 験 系
（exofacial Myc-GLUT4-ECFP を恒常
発現する 3T3L1 脂肪細胞株と C2C12
筋芽細胞株）を構築する（GLUT4 膜移
行解析用細胞株の作製）。 

(2) インスリン反応性を獲得した GLUT4
小胞会合蛋白質の生化学的同定するた
めに、抗ｍｙｃ抗体を温度感受性磁性ナ
ノビーズに架橋し、インスリン依存性に
膜移行した myc-GLUT4-ECFP を特異
的に標識することにより GLUT4 貯蔵
コンパートメントのみを選択的に回収
してそこに含有する蛋白質の同定を行
う（GLUT4 小胞関連蛋白の生化学的同
定）。 

(3) GLUT4 小胞会合蛋白質の機能につい
て、一般的な生化学・分子生物学解析を
行うとともに、生細胞イメージング解析
により GLUT4 膜移行に対する影響に
ついて脂肪細胞および筋肉細胞を用い
て調べる（GLUT4 会合蛋白の機能解
析）。 

(4) GLUT4 小胞の成熟（インスリン反応性
の獲得）過程について解析するため、筋
細胞の人為的収縮活動負荷による運動
効果の影響について調べる（筋細胞を利
用したインスリン反応性獲得機構およ
びインスリン受容体シグナルとの連関
に関する生化学的解析）。 

 
４．研究成果 
 
(1) myc-GLUT4-ECFPを恒常発現する3T3L1脂

肪細胞株および C2C12 筋芽細胞株を樹立
した。これらの細胞の分化を誘導するこ
とにより、インスリン刺激に応じた
GLUT4 膜移行量を正確にモニターできる
測定系を確立した。また、これらの細胞
においてGLUT4膜移行過程を生細胞イメ
ージング技術により観察することを可
能にした。 

(2) myc-GLUT4-ECFPを発現した3T3L1脂肪細
胞を利用して、インスリン反応性 GLUT4
含有小胞を素精製することに成功した。
この際、温度感受性磁性ナノビーズを利
用することによりインスリン反応性を
有するGLUT4小胞のみを選択的に回収す
ることを可能にした。そして、インスリ
ン反応性GLUT4含有小胞に会合している
蛋白質群について生化学的に同定作業
を行い、既知の GLUT4 小胞関連蛋白質
(insulin-responsive aminopeptidase: 



IRAP,VAMP2, Syntaxin6, Syntaxin16, 
Sortilin など)の存在を確認するととも
に、いくつかの新規蛋白質を同定した。 

(3) Sortilin と 会 合 能 の あ る
p75NTR(low-affinity nerve growth 
factor receptor)とそのリガンドである
proNGF の作用について、特に筋細胞にお
けるインスリン反応性GLUT4小胞輸送系
に対する作用とその機構について調べ
た 。 Sortilin-p75NTR-proNGF protein 
complexはGLUT4と会合することにより、
インスリン反応性 GLUT4膜移行システム
の成熟を促進する能力があることを明
らかにした。この際、インスリン反応性
の獲得には、Ubc9 依存性 SUMO 化修飾を
介した GLUT4 の蛋白寿命の延長と GLUT1
の蛋白寿命の短縮の両方が同時に関与
する可能性を明らかにした（図 1）。 

(4)  これらの成果は、GLUT4 分子の選別・
局在制御に関与するマシーナリー分子
複合体形成とその機構に関する新知見
として非常に重要である。特に、GLUT4
と会合するSortilin関連分子群がGLUT1
の蛋白寿命にも影響をおよぼすことか
ら、これらの蛋白複合体はインスリン反
応性だけでなく、糖の取り込みシステム
全般に対して包括的な制御を行ってい
ることを示唆している。 

 

(5) 上述のようなインスリン反応性 GLUT4小
胞の形成促進作用に加えて、この
sortilin および会合分子群は、p75NTR
経由で低分子量 GTP 蛋白 RhoA とそのエ
フェクター因子であるROCK(Rho kinase)
の活性化を介して、骨格筋細胞の分化自
体も強く促進する能力があることを発
見した（図 2）。GLUT4 と会合能のあるこ
れらの蛋白複合体がシグナル伝達系を
活性化することから、「GLUT4 小胞」を基
点とし、そこから「シグナル伝達系」が
活性化されるという新しい機構の存在
が示唆された。また、現在、GLUT4 小胞
に会合しているその他の蛋白分子の機
能解析を推進している。 

 
【図２：Sortilin-p75NTR-proNGF 蛋白複合体
形成（B）は筋細胞の分化促進する（A,C,D）。
この分化促進作用には、低分子量 GTP 結合蛋
白 Rho 依存性キナーゼ ROCK が関与している
（E）】 
 
(6) 培養筋管細胞に対して電気パルス依存

性の収縮活動を負荷することにより、筋
細胞のインスリン反応性 GLUT4 膜移行
システムが有意に改善されることを見
いだした（図３）。 
 ２型糖尿病によりインスリン抵抗性
を惹起した病態であっても、適切な運動
刺激は減弱したインスリン反応性を効
果的に改善できる。運動はメカニカルス
トレスやエネルギー消費ストレスなど
を発生して、その複合的な刺激が「運動
効果」をもたらすと考えられているが、
その詳細は全く不明である。本研究成果
によって培養細胞系においても、生体と
同様にその「運動効果」を誘導すること
ができるようになった意義は非常に大
きく、この培養筋細胞系が「運動効果」
の分子基盤の解明に大変有効なモデル
系となると考えている。 

【図１：Sortilin 蛋白質の過剰発現による
GLUT4 と GLUT1 の mRNA 発現量(A,B)と蛋白寿
命(C)の変化】 
 

  



  

 
【図４：Tbc1d1 は「初期シグナル」と「GLUT4
小胞輸送系」を連関するキー因子として機能
する】 
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【図３：電気パルス依存性収縮活動負荷によ
るインスリン反応性GLUT4膜移行の改善効果. 
インスリンによる myc-GLUT4-ECFP 膜移行量
を抗 myc抗体の結合量により定量した(A,B)】 
 
 
(7) このインスリン反応性を獲得した高度

発達型培養筋細胞系を利用することに
より、「インスリン受容体シグナル伝達
系」と「GLUT4 小胞輸送系」とを連関
させる分子基盤について探索し、Tbc1d1
の Ser231 のリン酸化状態が収縮運動刺
激により有意に上昇していることを見
いだした。Tbc1d1 は、PKB/AKT の基
質として同定された AS160(Tbc1d4)と
同じファミリーに属しており、AS160 と
同様に GLUT4 小胞に存在する低分子量
GTP 結合蛋白 Rab ファミリーの活性を
制御する機能を持っているが、その役割
については不明である。本研究成果によ
り、インスリン反応性を獲得した筋細胞
において、そのリン酸化が亢進している
ことが明らかになり、インスリン受容体
と収縮活動の両方の初期シグナルによ
りリン酸化が調節されることにより、
GLUT4 膜移行の制御に関与しているこ
とが考えられた（図４）。「インスリン受
容体シグナル系」と「GLUT4 小胞の運搬」
に直接関与するマシーナリー分子の一
つであるRabファミリーを連関させる重
要な機構であると考えられ、現在その詳
細についての解析を継続して推進して
いる。 
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