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研究成果の概要（和文）：キネシン-1分子モーターの糖尿病における役割を探るため、KIF5B遺伝子をマウスの
膵β細胞にて特異的に欠損させた。すると膵島からのグルコース刺激性インスリン分泌が特に第二相で減弱し、
耐糖能異常を生じた。膵β細胞では、グルコース刺激性のCa2+トランジェントおよびアクチンリモデリングが低
下した。その分子機序として、キネシン-1がERでのタンパク質折り畳みを制御するHsp70からHsp90へのシャペロ
ン交換を担い、CaV1.2の発現に必須であることを同定した。またこれに関連した細胞外小胞の分泌機構を発見し
た。以上のことから、糖尿病に抗するキネシン-1による新しいERの機能的制御機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：We generated pancreatic beta-cell-specific conditional knockout (cKO) mice 
for the kinesin-1 molecular motor KIF5B. They were suffered from glucose intolerance mainly because 
of significant decrease in glucose-stimulated insulin secretion (GSIS), especially in its second 
phase. In cKO beta cells, glucose-stimulated calcium transients, actin remodeling, and full-fusion 
exocytosis of insulin granules were diminished. At the molecular level, we identified abnormalities 
in heat-shock-protein-induced quality control of protein folding in the ER, leading to significant 
decrease of the voltage-gated calcium channel, CaV1.2. We also identified a new regulation mechanism
 of extracellular vesicle secretion through those processes. Accordingly, we show a novel 
kinesin-1-mediated anti-diabetic mechanism through the ER quality control of beta cells, which 
augments the stimulation-secretion coupling for GSIS. These results will greatly enhance the 
translational research of kinesins.

研究分野： 分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
キネシン-1はこれまで小胞体の形態を制御する分子モーターであると考えられてきたが、本研究ではこれに加
え、熱ショックタンパク質の交換によるタンパク質折り畳み機構に大きな機能的意義を担っていることを発見
し、小胞体の分子細胞生物学を大きく進展させた。さらにこの機構が膵β細胞のインスリン分泌を司るCaV1.2タ
ンパク質の発現や、細胞外小胞の分泌制御に必須であることを発見し、キネシン-1の新たな細胞生物学的役割を
解明した。
これらの発見は学術の発展のみならず、キネシンのトランスレーショナルリサーチの重要な基盤として糖尿病や
老化の新しい治療法開発への道を拓くものであり、人類の健康と福祉に大きく貢献する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) ２型糖尿病は文明世界における生活習慣病の最たるものであり、肥満等による末梢
のインスリン抵抗性を代償する膵β細胞からのインスリン分泌の破綻により発症に至
る [Kasuga, J Clin Invest 2006]。この機序に関係する膵β細胞糖毒性の際、GSK3 経路の
活性化が生じ [Sacco et al., Cell Metab 2019]、GSK3 によるキネシン-1 軽鎖のリン酸化は
モーター活性を抑制する[Morfini et al., EMBOJ 
2002]。さらに、キネシン-1 の欠損により第二相
インスリン分泌が著明に障害されるが[Cui et al., 
Diabetes 2011]、その分子機序となる膵β細胞の刺
激分泌連関（図１）におけるキネシン-1の関与は
これまで不明であった。 
(2) 小胞体 (ER)における蛋白質品質管理
[Ellgaard et al., Science 1999; 細川 , 化学と生物 , 
2005]において、Hsp70–Hsp90 分子シャペロン間
のクライアント蛋白質授受は重要な役割を担う
[Luengo et al., Mol Cell 2018; Genest et al., JBC 
2018]。このチェックポイント通過に失敗すると
クライアント蛋白は Hsp70 型のまま滞留し小胞体関連分解(ERAD)へと向かう
[Donnelly et al., JBC 2013]。この授受の場の細胞内局在はまだ明らかとなっておらず
[Vembar et al., Nat Rev Mol Cell Bio 2008; Leitman et al., DNA Cell Biol 2013]、小胞体に局在
するキネシン-1の働きも不明であった[Gupta et al., Traffic 2008; Wozniak et al., JCS 2009]。  
 
２．研究の目的 
 ERAD/ERQC は主に生化学的観点から解析が進んでいたが、本研究では斬新な分子
遺伝学モデルを用い、形態学的な観点から新知見を得ることを目的とした。申請者はキ
ネシンによるシグナル伝達複合体の細胞内動態の可視化に成功しているが[Tanaka et al., 
Neuron 2016; Wang et al., Cell Rep 2018]、本研究はこの観点に基づき立案され、キネシン
生物学の背景からこれまで困難であった ERAD/ERQC の空間的制御の解明を図った。 
 
３．研究の方法 
本研究では「膵β細胞小胞体におけるキネシン-1 の機能は何か、小胞体制御因子群の

細胞周縁部への移動は何をもたらすか」を研究課題の核心をなす学術的な「問い」とし
て設定し、具体的には以下の３点について検討した。 
1. 膵β細胞特異的なキネシン-1ノックアウトマウスを用いて、グルコース負荷時の血

糖変動・膵島における刺激分泌連関の各ステップの表現型を時間軸に沿い検索した。 
2. キネシン-1ノックダウンMIN6細胞を用いて、VGCC蛋白質のERADにおけるキネ

シン-1の役割をシャペロン群との結合変化を焦点として生化学的に解析した。 
3. キネシン-1欠損マウス膵β細胞の初代培養系を用いて小胞体シャペロン群の動態

をイメージングし、ERADにおけるキネシン-1の作用点を解明した。 
 

４．研究成果 

(1) 膵β細胞特異的キネシン-1欠損マウスのインスリン刺激分泌連関の解析 

図１ 膵β細胞の刺激分泌連関 

(VGCC) 



 膵β細胞特異的キネシン-1 欠損マウスと対照群
マウスを用い、膵β細胞におけるインスリン刺激分
泌連関を解析した。グルコース腹腔内注射による耐
糖能試験(IPGTT)を行うと、図 2 のように顕著な耐
糖能異常が示された。次に、単離膵島をグルコース
刺激し ATP/ADP 比・インスリン分泌量を経時的
に測定した。前者には有意な差は認められなかった
が、後者のインスリン分泌量は図 3 のように ➀基
底分泌量の顕著な増加 ➁グルコース刺激第一相の
顕著な減少 ➂グルコース刺激第二相の廃絶 の表
現型を示した。 
 そこで膵β細胞をグルコース刺激し、イ
ンスリン顆粒のダイナミクスを TIRF 顕微
鏡や高速コンフォーカル顕微鏡を用いてラ
イブイメージングした。その結果、キネシ
ンが欠損すると図 4 のようにインスリン顆
粒の細胞表層におけるスタビリティが減少
することがわかった。この表現型は、アク
チン脱重合剤によってレスキューされたた
め、グルコース依存性のアクチンダイナミ
クス変化の障害が関与していることが示唆
された。実際、グルコース刺激による表層の
アクチンリモデリングは、キネシン欠損に
より顕著に障害されていた。 
 このグルコース刺激性の膵β細胞のアク
チンリモデリングは、 pSFK/Rho family 
GTPase 経 路 な ら び に KATP/ 脱 分 極
/VGCC/Ca2+上昇経路のシナジーによっても
たらされる。そこで両者をイメージングによ
って定量すると、図 5 のようにいずれの経路
も廃絶しているこ
とがわかった。た
だし Ca イオノフ
ォアによってアク
チンリモデリング
が回復できたため、キネシン-1 欠損膵β細胞を電気生理
学的に評価したところ、顕著な Ca2+内向き電流密度の減
少ならびに基底状態での脱分極傾向が認められた。 
(2) キネシン-1 による膵β細胞の小胞体関連分解抑制機
構の生化学的解析 
そこでMIN6細胞においてキネシン-1をノックダウン

し、VGCC (CaV1.2, CaV2.3)、KATP サブユニット(Kir6.2, 
SUR1)、その制御因子である PIPK5αタンパクや PIP2 の発現
量を蛍光抗体法・イムノブロットにより比較したところ、

図 5キネシン-1欠損膵β細胞
における pSFK/Rho family 
GTPase 経路(E-G)と Ca2+ト
ランジェント(H)の廃絶。 

図２キネシン-1膵β細胞特異的欠損
(cKO) マウスと対照群マウス (CT) 
における耐糖能試験。cKO マウスは
有意な耐糖能低下を示している。 

図 3 キネシン-1欠損膵島におけるグルコース
刺激前後のインスリン分泌の変化。 

図 4 初代培養膵β細胞におけるインスリン顆
粒の時間プロジェクション。キネシン-1 欠損
細胞 (cKO) ではインスリン顆粒の細胞膜へ
の full fusion exocytosis が減少し、表面直下
の long-range transport が増加する。 

図３ 膵島還流試験におけるグルコース刺激
性インスリン分泌の比較。 



図 6,7 のように KATPは著変が認め
なかったが VGCC, PIPK5α, PIP2

は顕著に発現が低下していた。L-
type VGCC である CaV1.2 のアゴ
ニスト Bay-K 8644 によりグルコ
ース刺激性インスリン分泌が回復
したため、CaV1.2 に焦点を絞り研
究をつづけた。 
タンパク質翻訳阻害剤シクロヘ

キシミド(CHX)処理によりCaV1.2
タンパク質のターンオーバーを定
量的に解析した。するとキネシン-
1欠失細胞において CaV1.2のター
ンオーバー速度が亢進し、これは
図 8 のようにプロテアソーム阻害
剤 MG132 により抑制された。 
さらにキネシン-1 と VGCC を

膵β細胞で共染色し TIRF-
STORM 顕微鏡で観察した。図 9
のように ER におけ
る共局在が認められ
たため、ERにおける
タンパク品質管理
(ERQC)との関連を
追究した。これまで
の成果から、キネシ
ン-1 は Hsc70 熱シ
ョックタンパク質と
の直接結合が示唆
されていたため 
[Terada et al., 
EMBO J 2010] 、
ERQC における
STIP1 依存性の
Hsp70 から Hsp90
へのシャペロン交
換[Genest et al., JBC 
2019, 図 10H]に焦
点をあて解析した。 
キネシン-1 欠失

群及び対照群細胞を
プロテアソーム阻害
剤で前処理し、ベジクル免疫沈降法ならびに近接ライゲーションアッセイにより、シャ
ペロン群と VGCC、KATP等のイオンチャネル間の結合を定量的に解析した。VGCC は

図 6 キネシン-1 欠失細胞のイムノブロットにおける
VGCC, PIPK5αタンパク質の発現低下(B)。mRNA には著変
を認めなかった(C)。 

図 7 キネシン-1欠失細胞の免疫
染色における PIP2 ならびに
PIPK5αの発現低下。 

図 8 プロテアソーム阻害剤 MG132 処理に
よってキネシン-1欠失細胞におけるCaV1.2
のターンオーバーが抑制されることを示し
た免疫染色の結果。 

図 9 膵β細胞の表層 ERネットワーク上における VGCCとキネシン-1の共局
在。TIRF-STORM 顕微鏡により観察した。 



KATPとは共沈せず、Hsc70, Hsp90の両方と共沈した。KATPはHsc70 のみと共沈したた
め、CaV1.2 のみがシャペロン交換システムのクライアントであり、キネシン-1 により
発現量が維持されていると推測された(図 11)。さらにキネシン-1 を欠損すると VGCC
の Hsp90 との結合が著減した (図 10I,J)。また STIP1 をノックダウンすると CaV1.2 の
発現は低下した(図 10K)。すなわち、キネシン-1 が欠損すると VGCC は Hsp70 から
Hsp90 への授受における品質管理機構から排除され、ERAD 経路へとソーティングさ
れ分解が促進されるものと推測された。 

(3) 膵β細胞小胞体のシャペロン交換におけるキネシン-1の役割の可視化 
 膵β細胞の初代培養系において、Hsp90 と KIF5B を共発現して可視化したところ、
図 12 に示すように ER シートに近接した微小液滴様構造を形成しダイナミックに内容
を交換している像が得られ、一部に液-液相平衡の関与が示唆された。またこれに関連
して Hsp90/KIF5B 依存的な細胞外小胞の放出制御機構を同定した。 

以上のように、キネシン-1 が ERシートにおける熱ショックタンパク質のシャペロン
交換システムを担い、これに依拠する電位依存性カルシウムチャネルの発現を促進して
抗糖尿病作用を示すことを解明した。これについて論文投稿し、現在すべての修正意見
をクリアし審査中である。また、知財化ならびに 3 件の学会発表を行った。 

図 12 膵β
細胞 ER シ
ート上にお
けるキネシ
ン -1 と
Hsp90の複
合体のダイ
ナミクス。 

図 10 STIP1 に依拠する ERにおける Hsp70-Hsp90 シャペロン交換システムのキネシン-1 への依存性。
(H) 模式図 (I,J) 近接ライゲーションアッセイ。キネシン-1 欠損細胞では CaV1.2 は Hsp90 へと移行せ
ず Hsp70 と結合したままである。(K) CaV1.2 発現の STIP1依存性をみたイムノブロッティング。 

 

図 11 CaV1.2 は ER においてキネシン-1 依存性のシャペロン交換システムのクライアントであるが、
KATP サブユニット Kir6.2 は異なる。 
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