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研究成果の概要（和文）： 

 インスリンによる糖・脂質代謝の障害によって、糖尿病を始めとする代謝異常症候群が発症す

る。このインスリンシグナルは、種々のシグナル伝達タンパクと転写因子を介して引き起こさ

れるが、未だ、十分には明らかにされていない。そこで、我々は、シグナル伝達タンパクと転

写因子のそれぞれに関して、結合蛋白を質量分析装置を用いたプロテオミクス解析を駆使して

行った。その結果、IRS-1 や Crtc3 に Pin1 という調節因子が結合することの他、複数の調節

機構が新規に解明された。これらの結果は、新規治療薬のターゲットとなりうるものであり、

今後、さらなる展開が期待される。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Insulin exerts its metabolic actions through many signal transduction proteins and 

transcription factor.  In this study, we carried out the screening the binding proteins with 

the important proteins for the metabolic regulation or insulin action.  As a result, we 

identified Pin1 to regulate IRS-1 phosphorylation as well as the subcellular distribution of 

Crtc2.  Besides Pin1, several important protein associations were identified, which would 

be useful for the development of a novel drug to treat diabetes mellitus. 
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１．研究開始当初の背景 

わが国を含む世界中の国々において、糖尿

病、高血圧、高脂血症を合併するインスリ

ン抵抗性症候群の患者の増加は顕著であ

る。この病態は高齢化の他、運動不足や高

脂肪の食事、肥満等の文化的背景によって

引き起こされており、分子機序としてはイ

ンスリン抵抗性が中心的な役割を果たし

ている。インスリン抵抗性は肝や筋肉にお

ける糖代謝の悪化のみならず、血管にも存

在し拡張不全や動脈硬化の病態形成にも

大きな役割を果たしている。従って、イン
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スリン抵抗性や血管機能障害の分子メカ

ニズムの解明、さらにはそれを正常化させ

る薬剤の開発は、極めて重要な研究テーマ

である。 

一方、ヒトやマウスの全ゲノム解読を基

盤にしたプロテオーム解析は、近年、生命

現象や病態の成因解明に大変有用な手段

となっている。我々は、この手法を用い、

糖・脂質代謝異常の病因及びインスリン抵

抗性の分子メカニズムの解明を進め、治療

への応用に結び付けることを目標として

いる。 

我々は、インスリン作用にとって鍵とな

る分子であるIRS蛋白ファミリー、PI3-キナ

ーゼ、Akt、GLUT4を軸としたシグナル伝達

について精力的な研究を継続してきた。ま

た、IRS-1やAktについては結合蛋白のクロ

ーニングを成功させ、遺伝子のクローニン

グ方法や蛋白の精製技術、クリーニングさ

れた遺伝子産物の解析方法についても多く

の経験を有している。さらに、これらのシ

グナル伝達をintactな単一細胞で検出する

ためのFRETのシステムを構築することにも

成功してきた。  

一方、ヒトやマウスの全ゲノム解読を基

盤にしたプロテオーム解析は、近年、生命

現象や病態の成因解明に大変有用な手段と

なっている。細胞刺激に応じて形成される

シグナル伝達複合体などの機能性タンパク

質複合体を、本来の機能を損なうことなく

培養細胞や生体から分離し、質量分析計を

用いて効率よく同定するためのシステムは、

多段階免疫沈降用のタグの開発、LC-MS/MS

を基盤とするタンパク質の超高感度同定シ

ステム（ダイレクトナノフローLC-MS/MS）

の整備、極微量タンパク質の前処理条件の

検討、最新の遺伝子組換え技術を利用する

ハイスループットなタンパク質の発現・機

能解析などの技術の開発によって、飛躍的

な進歩を遂げている。 

そこで、我々は、この先端的な手法を用い、

インスリンの作用機序及びインスリン抵抗

性、さらには動脈硬化の分子メカニズムの解

明に役立てたい。 

 

２．研究の目的 

我々は、最先端のプロテオーム解析の手

法を取り入れて、インスリンの作用機序及

び代謝異常疾患の分子メカニズムの解明に

取り組みたい。具体的には、 

（１）インスリン作用および糖・脂質代謝に

対する重要性が確立されている蛋白群につ

いて、蛋白自体の修飾及び結合蛋白の同定を、

網羅的に検索する。これには、新規に開発さ

れた多段階免疫沈降用のタグ（MEF タグ：後

述）を、baitとなるタンパクに取り付けて細

胞に発現させ、可溶化した後、タグを用いて

免疫沈降から高度に精製した後、LC-MS/MSを

基盤とするタンパク質の超高感度同定シス

テム（ダイレクトナノフローLC-MS/MS）を用

いる手法を駆使して行われる。（２）GLUT4、

インスリン受容体、LDL 受容体など細胞内分

布が機能調節に重要である膜蛋白について

も MEFタグを取り付けることで含んでいる小

胞全体を高純度に分離し、小胞内構成蛋白を

網羅的に同定する。小胞に含まれる蛋白の解

析から細胞内移動の分子メカニズムの解明

へと結びつける。 

 

３．研究の方法 

インスリン作用や糖代謝に重要な蛋白の修

飾や結合蛋白の同定 

インスリン受容体からのシグナル伝達

は、IRS-1/2リン酸化→PI 3-キナーゼ活性

化→Aktリン酸化が主なる経路である。筋

肉や脂肪細胞では、Akt以降の経路は不明

であるがGLUT4が細胞膜上へ移動すること

でグルコースの取り込みが促進される。一

方、肝臓では、AktによってFOXO1がリン酸

化されることで、グリコーゲン合成促進や

糖新生の抑制が引き起こされる。これらの

シグナル伝達蛋白には、それぞれいくつか

の結合蛋白が見出されており、また、IRS-1

についてはセリンリン酸化によって

14-3-3が結合し、インスリン受容体による

チロシンリン酸化が抑制される。 

一方、運動や、レプチンやアディポネク

チン等の刺激による代謝には、LKB1→AMPK

の活性化が重要であることが示されてい

る。また、AMPKの下流には、Rheb→mTORの

活性化が誘導される。 

そこで、IRS-1、IRS-2、p110 、p110

（PI 3-キナーゼの活性サブユニット）、

Rictor、Akt、GSK3、FOXO1、c/EBP 、PPAR 、

PPAR 、Rheb、TSC1/TSC2、LKB1、AMPK各

サブユニットに対しては、MEF法を適用し、

相互作用解析を行う。 

以下のように培養細胞の系とマウスの臓器

を用いる手法を平行して進める。 

(ⅰ)培養細胞を用いた結合タンパク同定 

①これらの cDNA を MEF タグ発現ベクター

のマルチクローニング部位に、それぞれ挿

入し、N端に MEＦを取り付けた融合蛋白発

現ベクターを作成する。さらに、培養肝細

胞、培養筋肉細胞、3T3-L1 脂肪細胞等に

効率的に発現させるためのアデノウイル



スを作成する。 

②各アデノウイルスを各種培養細胞に導

入し発現させ、界面活性剤を含む緩衝液で

細胞を溶解することで、MEF融合蛋白を含

む細胞抽出液を調製する。 

③抽出液から、MEF法を用いて MEF-融合ウ

イルス蛋白とそれに結合している宿主細

胞タンパク質を回収する。MEF 法の手順

は： 

(a) 抽出液に、1/20 容の myc-抗体を不

溶化したセファロースビースを加えて

免疫沈降を行う。 

(b) ビーズを洗浄後、MEF-蛋白とそれに

結合しているタンパク質を TEVプロテア

ーゼを用いた切断反応によりビーズか

ら解離させて上清に回収する。 

(c) 上清に1/20容のFLAG-抗体を不溶化

したセファロースビースを加えて再度

免疫沈降を行う。 

(d) ビーズを洗浄後、MEF-蛋白とそれに

結合しているタンパク質を FLAG 合成ペ

プチドを加えてビーズから解離させる。 

④回収したタンパク質を SDS－電気泳動

（銀染色）で分析する。また、検出した

タンパク質バンドを、ゲル内でトリプシ

ン消化し、消化物をダイレクトナノフロ

ーLC-MS/MS システムにより分析する。ま

た、回収したタンパク質を全体として評

価するために、試料を溶液状態のまま

（SDS－電気泳動を行わずに）トリプシン

消化し、消化物を LC-MS/MS 分析する。

IRS-1/2に関しては、結合蛋白の同定に加

え、セリンリン酸化の部位と程度につい

ても検討する。 

⑤得られた MS/MSスペクトルを、タンパク

質データベース（Masccot）に照合し、タ

ンパク質を同定する。 

⑥また、必要に応じて、同定したタンパク

質を MEF タグで標識し、リバースタグ法

やダブルタグ法を併用することでデータ

の信頼性を検証する。 

⑦我々は、現在なでに以下のような結合タ

ンパクプロファイルを得ることに成功

しつつあり、さらにデータベース化を進

めたい。 

(ⅱ)マウス臓器を用いた結合タンパク同

定 

①上記のアデノウイルスはマウスに注入

することで、肝臓に用に高い発現を誘導す

ることが可能である。そこで、通常食もし

くは高脂肪食を付加したマウスに各アデ

ノウイルスを注入し、肝臓に発現させる。 

②マウスの肝臓をインスリンや AICARによ

る刺激を行った後、取り出し、核分画と細

胞質分画に分離する。両方の分画を界面活

性剤を含む緩衝液で細胞を溶解すること

で、MEF 融合蛋白を含む細胞抽出液を抽出

し、上記の培養細胞の場合と同様の実験を

進める。 

 

GLUT4 含有小胞特異的蛋白の構造及び機能の

解析 

GLUT4 及び GLUT1 の C 末端に、flag tag

と myc tag を逆に配置した MEF タグを取り

付けた蛋白（GLUT4/1-flag-TEV-myc)をコー

ドする cDNAを作成する。これを発現するア

デノウイルスを作成し、3T3-L1脂肪細胞や

培養筋肉細胞に発現させる。これらの培養

細胞やマウス組織を homogenizeした後、細

胞膜分画と細胞質分画を除き、細胞内の膜

分画（low density microsome分画）を遠心

分離法によって採取する。これに、上述し

た MEF 法の手順を用い、高純度の GLUT4/1

含有小胞を精製する。得られた GLUT4/1 含

有小胞より蛋白を抽出し、２次元電気泳動

を行い、GLUT4/1含有小胞それぞれについて

プロテオームマップを作成する。また、

LC-MS/MSを用いて各小胞構成蛋白を網羅的

に同定すると共に、GLUT4/1含有小胞間の違

いに関しては、同位体ラベル法を用い、詳

細に検討する。これらから、パターン解析

と各蛋白の同定結果を基に、筋肉と脂肪細

胞の両方についてデータベース化を行う。 

さらに、非刺激時、インスリン刺激後、筋

収縮（電気）刺激後、インスリンと筋収縮

（電気）刺激の両方の刺激後の４群を作成

し、細胞内分画に残存している GLUT4 含有

小胞の構成蛋白を検討することで、インス

リン刺激と筋収縮のそれぞれによって細胞

膜上へ移動するための特別な小胞内構成蛋

白が同定する。 

培養細胞を用いた GLUT4 含有小胞特異的蛋白

の構造及び機能の解析 

上記の方法によって、最初の方法からは

GLUT4 と GLUT1 の細胞内分画の違いに関与

する蛋白が、後半の方法からはインスリン

と運動刺激を GLUT4 含有小胞へ伝達する蛋

白が同定されよう。これらの蛋白について

は、構造から役割を推測した後、特異的抗

体を作製し、臓器および細胞内分布を

Northern blotting や免疫染色によって明

らかにし、得られた蛋白の臓器特異的な役

割を想定し、詳細な機能解析に結び付けた

い。さらに、初代培養筋肉細胞、3T3-L1脂

肪細胞等に adenovirus を用いた遺伝子導

入によって、蛋白を発現させ、実際に



GLUT4/1 含有小胞に位置することを確認し

た後、GLUT4/1 の細胞内分布や糖取り込み

活性にどのような役割を有しているかにつ

いて検討する。培養細胞に遺伝子導入し、

機能の重要性が示唆される蛋白については、

次に生体における生理的役割を詳細に検討 

を行う。 
 
４．研究成果 

本研究期間中に、IRS-1 に Pin1 が結合す

ること、また、Pin1を baitとしたスクリー

ニングから Crtc2 を同定し、新たな糖新生

制御のメカニズムを報告した。この結果か

ら、代謝調節に Pin1が重要な役割を果たし

ていることが認識された。Pin1 や PAR14 を

発現させると、Aktのリン酸化が亢進するこ

とや、Pin1 が脂肪細胞の分化に必須である

ことも見出した。実際、高脂肪食負荷によ

って、正常マウスでは発現が顕著に増加す

るのに対し、Pin1 KOマウスでは高脂肪食負

荷による体重増加に明らかな抵抗性を呈し

た。さらに、興味深いことに、NASH の発症

を誘導するメチオニン・コリン欠乏食を投

与しても、Pin1 KOマウスでは肝障害が強く

抑制されていた。今後、Pin1 の発現量が非

常に高い膵β細胞を始めとして、脂肪、視

床下部、肝などでの役割、また類似蛋白の

PAR14 についても解明を進める重要性を認

識するに至った。 

さらに、以下の多数の重要な結合蛋白の同定

に成功した。具体的には、 

①IRS-1と結合する蛋白 ：IRS-1 を bait

とするスクリーニングからは、既知の PI 3

キナーゼや 14-3-3 に加え、新規に多数の結

合タンパクが同定された。その中で、我々は、

以下に着目している。  

(1) Nedd4：E3リガーゼの一種であるが、IRS-1

をモノユビキチン化し、細胞内分布に影響を

与える可能性が preliminaryな検討から示唆

された。さらに、インスリン作用への影響に

ついて検討を進める。 

(2) USP7：IRS-1/2 のユビキチン化に関与し

ている可能性を考慮し、検討を進める。 
②PTENと結合する蛋白：PTENを baitとする

スクリーニングから得られた複合体形成タ

ンパクの中で、特に注目しているのは、Tfg

と名付けられた機能不明タンパクである。

我々の検討から Tfgは PTENの C2ドメインに

結合することで、PTENのフォスファターゼ活

性を阻害し、細胞内 PIP3量を増やし、AKtの

りん酸化を亢進させる結果が得られた。また、

高脂肪負荷マウスや ob/ob マウスでは、Tfg

の発現量が低下しており、これはインスリン

抵抗性状態の Akt活性化障害に合致する。従

って、Tfg を代謝調節に重要と考え、臓器特

異的 KO マウスを作成し、その機能解析を in 

vitroと in vivoの両面から行う。 

③AS160 と結合する蛋白：AS160 は Akt の下

流に位置し、GLUT4の細胞内移動を制御して

いる重要なタンパクである。我々は INTS6と

名付けられた機能未解明のタンパクがイン

スリンや AICAR刺激に伴って、AS160と結合

する結果を得た。AS160 側の結合部位は

14-3-3が結合する部位の近傍であり、AS160

の機能調節に INTS6 が関与する可能性が高

い。我々は、INTS6の siRNAや過剰発現の系

で GLUT4移動への影響の有無を検討し、必要

に応じて、KOマウスを作成し検討する。 
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