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研究成果の概要：糖尿病の病因はインスリンの作用不足であり、進行した病態では膵β細胞か

らのインスリン合成／分泌不全が生じる。インスリン遺伝子転写の生理的刺激は血中糖濃度の

変化であり、インスリン遺伝子プロモーター内にグルコース応答領域が数カ所存在している。

我々は新たな転写因子 PREB がグルコース応答領域に結合してインスリン遺伝子転写を促進

することを明らかにした。さらにグルコース応答に関与する glucokinase を調節することで、

膵β細胞の機能改善をおこなうことを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病の病因はインスリンの作用

不足であり、進行した病態では膵β細胞から

のインスリン合成／分泌不全が生じる。我々

は膵β細胞におけるインスリン遺伝子転写

機構について検討してきた。インスリン遺伝

子転写の生理的刺激は血中糖濃度の変化で

あり、インスリン遺伝子プロモーター内にグ

ルコース応答領域が数カ所存在している。現

在までにグルコース応答領域に結合する転

写因子がいくつか報告されているが、我々は

PDX-1 がサイトカインに応答してインスリ

ン 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る こ と (Eur J 
Biochem 2000)、また新たな転写因子 PREB
がグルコース応答領域に結合してインスリ

ン遺伝子転写を促進することを明らかにし

た(Diabetologia 2006)。またグルコースによ



るインスリン遺伝子発現の細胞内情報伝達

系として CaMKK/CaMKIV カスケードを新

規に同定してきた(Diabetes 2004)。これらの

研究の最終目的は糖尿病患者の治療方法の

改善にある。そこで現在までの研究を利用し

て新たな膵β細胞の再生実験を計画した。膵

β細胞の再生実験は国内外の研究室でおこ

なわれており、ES 細胞(embryonic stem cell)
から膵β細胞が分化誘導されること、膵臓の

外分泌細胞または腸管の未分化細胞からイ

ンスリン分泌細胞が誘導できること、肝細胞、

骨髄幹細胞から誘導できることが知られて

いる。しかし、グルコース応答性インスリン

分泌の機序の詳細はわかっておらず、グルコ

ース応答性インスリン分泌細胞も確立され

ていない。 
 
２．研究の目的 

グルコース応答機構の解明に関し

て は 、 細 胞 内 情 報 伝 達 系 と し て の

CaMKK/CaMKIV カスケードの詳細を明らかに

する。CaMKK/CaMKIV カスケードの標的転写調

節因子の同定をおこなう。また、インスリン

遺伝子プロモーター内にはグルコース応答

領域(cis-element)し、新たな転写因子 PREB

がグルコース応答領域に結合してインスリ

ン遺伝子転写を促進することを報告してき

た。今回の検討では、PREB がグルコースに応

答する機序および詳細な転写調節メカニズ

ムの解析をおこなう。これらの研究を進展さ

せて、グルコース応答性インスリン遺伝子転

写 の 情 報 伝 達 系 お よ び 転 写 の master 

regulator を同定していく予定である。最終

的には“糖毒性”の細胞内メカニズムを解析

し、グルコース感受性を有した新しい膵β細

胞の再生を目指している。 

 
３．研究の方法 
（グルコース刺激によるインスリン遺伝子

転写に関わる細胞内情報伝達系） 

    グルコース刺激に対応して活性化され

インスリン遺伝子転写を促進する経路とし

て calcium-calmodulin dependent protein 

kinase cascade (CaMKK/CaMKIV)を新規に同

定し報告してきた。本年度はこの経路の果た

す役割について検討する。インスリン分泌作

用と CaMKK/CaMKIV pathway の役割に関して

の検討もおこなう。 

(１)、膵β細胞内にインスリン分泌顆粒と

CaMKK, CaMKIV の共存を共役焦点レーザー顕

微鏡にて検討する。 

(２)、グルコース刺激における CaMKK/CaMKIV

のリン酸化について経時的に観察する。 

(３)、CaMKK/CaMKIV の特異的阻害剤である

STO-69 を添加し、グルコース刺激時のイン

スリン転写活性、mRNA,インスリン分泌につ

いて検討する。 

(４)、CaMKK/CaMKIV pathway のコンポーネ

ント、CaMKK, CaMKIV の constitutive active, 

dominant negative form の遺伝子導入によ

り、グルコース刺激に対するインスリン分泌

に与える影響について検討する。 

(５)、CaMKK, CaMKIV それぞれに対する siRNA

法による細胞内 knock down をおこなう。こ

のような膵β細胞におけるグルコースに対

するインスリン遺伝子転写、分泌におよぼす

影響ついて検討し、CaMKK, CaMKIV それぞれ

の活性化機構、役割について検討する。 
（グルコース応答性インスリン遺伝子転写

因子の同定とグルコセンサーGlucokinase遺

伝子与える影響について検討する） 

インスリン遺伝子プロモーター内にグルコ

ース応答領域が数カ所存在する。現在までに

グルコース応答領域に結合する転写因子が

いくつか報告されているが、我々は新たな転

写因子 PREB（prolactin regulatory element 

binding protein）がグルコース応答領域に

結合してインスリン遺伝子転写を促進する

こと発見した。また PREB の標的遺伝子グル

コセンサーGlucokinase(GK)遺伝子について

検討をおこなった。 

(6)、転写因子 PREB の膵β細胞における発現

をインスリン, GK との共存として免疫染色

にて確認する。 

(7)、PREB 遺伝子導入によるインスリン、GK

遺伝子転写活性化について reporter gene 

assay 法にて検討する。またグルコース反応



性インスリン遺伝子転写を仲介する element 

(glucose-response element; GRE) の

deletion mutant の解析より、PREB 結合領域

の特定をおこなう。 

(8)、転写因子PREBの活性化機構に関しては、

CaMKK/CaMKIV pathwayが主体になっているこ

とを報告している。さらに、活性化の分子機

構に関して、mutagenesisの手法をもちいて

PREBの構造ドメインの解析をおこなう。 

(9)、PREB 結合領域を EMSA, foot print 法

にて同定し、同領域に recruitment してくる

他の転写因子群に関しても CHIP assay にて

同定する。 

(10)、インスリン分泌細胞株において siRNA

の手法により、PREB を knock down し、グル

コース刺激によるインスリン, GK 転写、分

泌に及ぼす影響に関して検討する。 

 
４．研究成果 

(1). グルコース応答性に関与する転写因子

PREB の同定 

インスリン遺伝子プロモーター内

にグルコース応答領域が数カ所存在する。現

在までにグルコース応答領域に結合する転

写因子がいくつか報告されているが、我々は

新たな転写因子 PREB（prolactin regulatory 

element binding protein）がグルコース応

答領域に結合してインスリン遺伝子転写を

促進すること発見した。また PREB は

Glucokinase (GK)遺伝子の発現を増加させる

ことが明らかになった。GKは膵β細胞ではグ

ルコセンサーとして働き、グルコース応答性

インスリン分泌に重要な役割がはたすこと

を報告されている。今回の実験により PREB

の過剰発現により GK 発現が上昇することを

明らかにした。また PREB の過剰発現は、GK

の蛋白発現を亢進するのみならず、GK 活性を

亢進させた(J cell mol med (in press))。

GK 遺伝子は cAMP により発現が上昇すること

が知られている。そこで PREB を knock down

することで cAMP による GKの活性化はなくな

ることが判明した。最終的には PREB が結合

する領域が GK promoter 内に存在することを

ChIP assay にて確認した。以上のことより、

転写因子 PREB はグルコース刺激に応答し、

インスリンのみならず GK 活性を上昇させる

ことより、グルコース応答性に重要な役割を

果たすことが判明した。 

(2).グルコース応答性インスリン分泌即 h新

薬の細胞内情報伝達に関する検討。  

GLP-1 は消化管ホルモンであり、グ

ルコース応答性にインスリンを分泌するイ

ンケレチンの代表である。GLP-1 は欧米では

臨床応用されており、我が国でも治験が終了

している。我々は、GLP-1 が細胞内情報伝達

系 CaMKK/CaMKIV pathway を活性化すること

を見いだした。我々は以前に CaMKK/CaMKIV 

pathway がグルコース応答性インスリン遺伝

子転写を仲介する細胞内情報伝達系である

ことを報告している（Diabetes 2004）。さら

に は GLP-1 に よ っ て 活 性 化 さ せ る

CaMKK/CaMKIV pathwayはインスリン遺伝子転

写だけでなく、GK 遺伝子転写、遺伝子発現、

酵素活性を上昇させるとこを報告した

(Diabetes, Obesity & Metabolism (in 

press))。 

(3).GK 活性化機構 

 グルコース応答性インスリン分泌

に GK が重要な役割をになうことはこれまで

の研究および我々の実験結果も示している。

そこで GK 活性化機構野詳細について検討し

た。GK の活性化に関しては、IGF-I による活

性化がよく知られているが、詳細は不明であ

った。我々は膵β細胞株 INS-1 細胞を使用し

て IGF-1による細胞内情報伝達系について検

討した。様々な細胞内情報伝達系の阻害剤を

使用し、IGF-I の GK 活性化機構の細胞内情報

伝達系が PI3K/Akt であることが判明した。

活性型 Akt, PI3L-p85 の遺伝子導入で GK 遺

伝子転写が上昇することが判明した。

PI3K/Aktの刺激は核内の転写因子FoxO1を活

性化し、核外へ移行を促進する。FoxO1 は GK

遺伝子に対しては抑制的に調節しているが、

抑制がとれることにより、GK 遺伝子の活性化

が進むことが判明した。最終的には FoxO1 の

GK promoterへの結合領域の同定をおこない、



結合部位の遺伝子変異にて IGF-I による GK

活性化機構が消失することを確認した

(Endocrinology 2007)。以上の結果を総合す

るとグルコース応答性インスリン分泌細胞

の作成には GK 遺伝子活性化が必須であり、

GK 活性化機序としては、CaMKK/CaMKIV 

pathway 、PI3K/Akt などの細胞内情報伝達系

の活性化、転写因子 PREB の活性化が必要で

あることが判明した。臨床応用が期待されて

いる GLP-1はこの機序を活性化する因子とし

て重要であり、今後の研究が期待される。 
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