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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病において、糖毒性とそれに伴うインスリン分泌抑制を制御

する情報伝達機構はほとんど分かっていない。我々は、糖毒性状態でのインスリン分泌量の減

少に伴って発現量が減少する PK として CaMKIV を同定した。CaMKIV は高グルコース条件で培養

した細胞抽出液により Ca2+依存的に分解され、カルパイン阻害剤により阻害された。また、INS-1

細胞に恒常的活性型 CaMKIV を導入することで、インスリンプロモーター活性が 4倍上昇した。

さらに、糖尿病モデルラットOLETFにおいても、糖毒性状態でCaMKIVの発現量が減少していた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Glucotoxicity is a critical component of the pathophysiology of 
type 2 diabetes mellitus; however, the molecular mechanisms of glucotoxicity are still 
not fully understood. In this study, we analyzed the protein kinase that correlated with 
insulin synthesis in INS-1 cells under glucotoxic conditions. When expression patterns 
of protein kinases in INS-1 cells were analyzed by Western blotting with Multi-PK 
antibodies, a kinase of 63 kd was significantly reduced concomitant with the decrease 
of insulin secretion under glucotoxic conditions. Judging from the molecular size of a 
native kinase/cyanogen bromide fragment and pI value, the 63-kd protein kinase was deduced 
to be CaMKIV. The decreased CaMKIV levels under glucotoxic conditions recovered to 
original levels after changing the medium to a normal glucose concentration. Recombinant 
CaMKIV was degraded in a Ca²+-dependent manner by incubation with cell lysates from INS-1 
cells under glucotoxic conditions, and degradation was protected by calpain inhibitor. 
Furthermore, CaMKIV was reduced in the pancreatic islets of diabetic Otsuka Long-Evans 
Tokushima fatty rats, whereas that of nondiabetic Long-Evans Tokushima Otsuka rats was 
not. This study suggests that the abnormal regulation of CaMKIV is a component of β-cell 
dysfunction caused by high glucose. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物において、血中グルコース濃度を

一定に保持することは生理的に重要な意味

を持つ。グルコース濃度の上昇はインスリン

やグルコース恒常性に関与するいくつかの

遺伝子の転写を促進する。一時的な細胞外グ

ルコース濃度の上昇は膵臓細胞の機能と生

存を促進するが、慢性的なグルコース濃度の

上昇は逆に細胞の機能を損なわせる。この

慢性的なグルコース濃度の上昇による毒性

を糖毒性と呼ぶ。糖毒性は、末梢組織におけ

るインスリンの作用と細胞のインスリン分

泌に対して障害を起こすため、2 型糖尿病の

病態生理において重要な意味を持つ。インス

リン分泌障害はグルコース濃度の上昇を促

進させ、その結果糖毒性を引き起こす。この

自己促進型のフィードバックメカニズムは

糖尿病の進行を加速し、糖尿病性合併症を引

き起こす。この糖毒性の特徴の一つは、イン

スリンプロモーター活性の低下によるイン

スリン遺伝子の発現抑制である。膵臓細胞

は 1型および 2型糖尿病の発病において重要

な役割を果たしており、その機能障害は主に

アポトーシスと高血糖の亢進による結果で

ある。グルコースによる毒性や細胞のアポ

トーシスには転写因子である pancreas 

duodenum homeobox-1 (PDX-1) や

CCAAT/enhancer-binding protein- 
(C/EBP-)が関与することが知られているが、

糖毒性の分子メカニズムは未だ十分には分

かっていない。 

 プロテインキナーゼはシグナル経路の制

御を通して様々な細胞内機能において中心

的な役割を果たすことが知られている。その

ため、それらの機能的役割を解明するために

は、細胞や組織における全てのプロテインキ

ナーゼの発現プロファイルを知ることが重

要である。これまでに、プロテインキナーゼ

の高度保存領域に対するユニークなモノク

ローナル抗体(マルチ PK 抗体)を作製し、こ

れらを用いて多数のプロテインキナーゼを

検出してきた。そして、これらの抗体がウエ

スタンブロッティングにより複数の種類の

プロテインキナーゼを検出するツールとし

て有用であることを示した。 

 

２．研究の目的 

（１）マルチ PK 抗体を用いて、細胞内に発

現している PK を網羅的に検出する手法、な

らびに検出した PK を簡便に特定する手法を

確立する。 

（２）確立した手法の応用例として、糖尿病

のモデル細胞である INS-1細胞において検出

された PK を同定し、インスリン分泌の制御

メカニズムへの関与を解明する。 

 

３．研究の方法 

インスリン分泌と相関して発現量が変動す

るプロテインキナーゼを調べるため、糖尿病

モデル細胞である INS-1細胞と網羅的にプロ

テインキナーゼを検出することが出来るマ

ルチ PK 抗体を用いた。ウエスタンブロッテ

ィングで解析し、変動があったバンドの同定

には、今回新たに開発した CnBr 分解法を利

用 し た ユ ニ ー ク な 2D-PAGE お よ び

MicroRotofor/SDS-PAGE を併用し、等電点や

分子量などの情報から PKを同定した。また、

糖尿病モデルラット OLETFとコントロールラ

ット LETO を用いて、動物レベルでの実験も

行った。 

 

４．研究成果 

（１）細胞内に発現するプロテインキナーゼ

を簡便に同定するために、CNBr 分解法を利用

したユニークな 2D-PAGE を考案した。プロテ

インキナーゼのサブドメイン VIB配列を含む

CNBr 分解断片をマルチ PK 抗体を用いて検出

することによって、その分子量を知ることが

できる。さらに、MicroRotofor/SDS-PAGE 解

析を行うことにより、プロテインキナーゼの

分子量および等電点が決定できる。実際にリ

コンビナント DCLK および CaMKII をこの新た

な 2D-PAGE で解析すると、予想される断片の

分子量にスポットが検出された。さらにラッ

ト脳抽出液を MicroRotofor と 2D-PAGE を組

み合わせて解析したところ、ネイティブの分

子量が約 63 kDa で、等電点が約 5 のプロテ

インキナーゼの CNBr 分解断片の分子量は約

19 kDa であった。これらの情報をもとに、イ

ンターネットデータベースから相当するプ

ロテインキナーゼを検索したところ、CaMKIV

であると推測された。そこで CaMKIV の発現

を CaMKIV 特異的な抗体を用いることにより

確かめた。これらの結果から、新たに考案し

た 2D-PAGE と MicroRotofor を用いることに

より、細胞や組織に発現する未知のプロテイ



ンキナーゼを簡便に同定することが可能で

あると考えられる。 

（２）糖毒性は 2型糖尿病の病態生理におけ

る重要な構成要素である。しかし、糖尿病の

分子メカニズムはまだ十分に理解されてい

ない。そこで今回の研究では、新しく開発し

た手法を用いて膵臓細胞の糖毒性に関与す

るプロテインキナーゼの同定を試みた。糖尿

病モデル細胞である INS-1細胞に発現するプ

ロテインキナーゼを調べるため、多様なプロ

テインキナーゼを検出できるマルチ PK 抗体

を用いたウエスタンブロッティング解析を

行った。その結果、インスリン分泌量と相関

して発現量が変動する 63 kDa のプロテイン

キナーゼを見出した。この 63 kDa のプロテ

インキナーゼを同定するために、ユニークな

2D-PAGE の手法と MicroRotofor/SDS-PAGE を

利用した。63 kDa のプロテインキナーゼは、

ネイティブの分子量、CNBr 断片の分子量、等

電点の情報から CaMKIVであると推測された。

そこで、CaMKIV であることを CaMKIV に特異

的な抗体を用いたウエスタンブロッティン

グにより確かめた。糖毒性条件下における

CaMKIV の減少は、通常のグルコース濃度の培

地で培養することによって回復した。リコン

ビナント CaMKIV は糖毒性条件下の INS-1 細

胞抽出液によって Ca2+依存的に分解され、こ

の分解は calpain inhibitor III によって抑

制された。さらに、糖尿病モデルである OLETF

ラットにおいて CaMKIV が減少し、コントロ

ールラットでは減少していないことを確か

めた。これらの結果から、慢性的な高グルコ

ースによって引き起こされる細胞の機能障

害は、CaMKIV の異常制御が関係していること

を示唆する。 

（３）CaMKIV の他にも 2型糖尿病に関与して

いると考えられる PK がないか探索した。マ

ルチ PK 抗体を用いたウエスタンブロッティ

ングにより、2 型糖尿病のモデル動物である

OLETFラットとコントロールラットのLETOの

各臓器に発現する PK のプロファイリングを

行い比較したところ、膵臓に発現する 58 kDa

の PK が OLETF ラットでは減少していること

が明らかとなった。この 58 kDa の PK につい

て、MicroRotofor で等電点を調べたところ、

約５であった。分子量 58 kDa と等電点約５

という情報をもとに、該当する PK を ExPASy 

TagIdent tool で検索すると、インスリンシ

グナル経路に関わっている PKB alpha やスト

レス応答性キナーゼである MAPKK5 など 24種

類の PK が候補に挙がった。この 58 kDa の PK

は、OLETF ラットが糖尿病を発症する 25 週齢

以降で減少していることから、糖尿病に関与

している可能性がある。一方、ラットインス

リノーマ INS-1 細胞の抽出液をマルチ PK 抗

体を用いて解析したところ、インスリン分泌

抑制（糖毒性）が起こる 22.4 mM グルコース

で培養したときに発現量が増加する 210 kDa

と 170 kDa の PK を検出した。これらの PK の

分子量と、MicroRotofor における等電点（pI 

= 6）に基づいたデータベース検索により、

膜貫通型 PK である MRCK と ROCK が候補に挙

がった。本研究において、OLETF ラットの膵

臓および INS-1 細胞から 2型糖尿病に関与し

ていると思われるいくつかの PK が検出され

た。今後はこれらの PK を同定し、2型糖尿病

の発症との関わりを明らかにする必要があ

る。 
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