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研究成果の概要（和文）：本研究では、Hhシグナルの膵β細胞における糖尿病でのグルコース代謝異常に対する
関与およびその分子メカニズムを明らかにすることを目的とする。グルコース刺激によるインスリン分泌はHhシ
グナル刺激薬の中でPartial agoinstであるCyclopamineでのみ有意に増強された。さらに、Cyclopamineはミト
コンドリアにおけるATP産生を増加させることでインスリン分泌を増強することが示された。また、
Smoothened、Gpr161、AMPK非依存性の未知のcanonical signaling因子がインスリン分泌に関与している可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to clarify the involvement of Hh signaling in 
glucose metabolism abnormalities in diabetes mellitus and its molecular mechanism. 
Glucose-stimulated insulin secretion was significantly enhanced only by cyclopamine, which is a 
partial agoint among Hh signaling stimulants. Furthermore, it was shown that enhanced insulin 
secretion by cyclopamine is attributed to increasing mitochondrial ATP production. It was also 
suggested that Smoothened, Gpr161, and unknown canonical signaling factors independent of AMPK may 
be involved in insulin secretion.

研究分野： 糖尿病学

キーワード： インスリン分泌　糖尿病　一次繊毛　ヘッジホッグシグナル　β細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Hhシグナルはこれまで他の臓器と同様に膵臓の発生・分化に関与することは示されているが、成熟膵β細胞にお
ける機能やグルコース代謝への関与は検討されていない。それどころか、β細胞における一次繊毛シグナルと糖
代謝との関係を明らかにする検討はなされておらず、これまでにない発想であることから学術的独自性が高い。
この糖尿病における代謝のスイッチングメカニズムが明らかにされれば、糖尿病の膵β細胞障害の理解において
画期的な研究発展となり得る。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
2 型糖尿病におけるインスリン分泌不全ではグルコースに対する分泌が選択的に低下してい

る。膵β細胞に取り込まれたグルコースは解糖系や TCA サイクルを経て ATP を産生するが、こ
の ATP 産生がインスリン分泌機構において主要な役割を果たしており、糖尿病では ATP 産生低
下によるインスリン分泌不全が認められる。申請者らは糖尿病の膵 β 細胞において、グルコー
ス刺激による ROS 産生が増加していることで ATP 産生が低下すること、それには Src の活性化
が関与していることを明らかにした(Diabetologia 2008, Diabetes 2011)。しかし、なぜ糖尿
病状態で Src が活性化しているかは不明である。また一方で、酸化ストレス下にある糖尿病の
慢性状態では、Hif1α 発現上昇による乳酸デヒドロゲナーゼ(LDH)の増加により、乳酸産生が
亢進していることを明らかにした(Diabetes 2013)。これは、糖尿病の膵 β 細胞グルコース代
謝において、がん細胞でみられるような Warburg 効果が生じていることを初めて示したもので
あり、慢性的な酸化ストレス下ではグルコース代謝の変換すなわちスイッチングが起こると考
えられる。 
細胞膜に存在するアンテナのような突起部分である一次繊毛は細胞外シグナルを感知するセ

ンサーとして機能し、細胞内への情報伝達において重要な役割を果たすことが示されている。
以前より、一次繊毛関連因子の遺伝子異常は繊毛病を引き起こすことが知られており、バルデ
ー・ビードル症候群(BBS)やアルストレム症候群(ALMS)は糖尿病などの代謝疾患を呈する。近年
になり、一次繊毛構造因子 Bbs4 や Ift88 を欠損したマウスではインスリン分泌が減少すること
や、糖尿病 GK ラットにおける一次繊毛の数の減少や一次繊毛関連遺伝子発現の異常などが示さ
れている(Nat Commun 2014, Nat Commun 2019)。また、糖尿病になりやすいマウスとなりにく
いマウス間での differentially expressed gene は 1048 あり、そのうち 327 は一次繊毛関連遺
伝子であること、297 のヒトオーソログとの両方で糖尿病による遺伝子発現変化があったもの
は 81 あったことも報告されている（Cell Rep 2019）。このように、一次繊毛と糖尿病発症との
関係に関する報告はなされてきているが、その機能不全の分子メカニズムは不明である。 
一次繊毛における Hh シグナルは胚発生における細胞の増殖や分化、形態形成に重要なシグナ

ルとして知られている。Hh シグナルは Off state では Patched1(Ptch1)と Gpr161 が一次繊毛に
局在することで、Smoothened(Smo)を抑制し、Smo の一次繊毛局在を抑制する。On state では、
Hh シグナルにおける代表的なリガンドである Sonic hedgehog(Shh)が Ptch1 に結合することで 
Smo の抑制が解除されて Smo が一次繊毛に局在し、シグナル伝達が起こる。canonical 経路は、
転写因子 Gli1 依存的な経路で、遺伝子発現を介したシグナルであり、主に正常な胚発生におい
て重要な役割を担っている。一方、non-canonical 経路は Gli1 非依存的な経路で遺伝子発現を
介さないシグナルであり、軸策ガイダンスで Src ファミリーキナーゼの活性化が関与している
こと(Neuron 2009)、また筋肉および褐色脂肪組織では AMP-activated protein kinase(AMPK)を
介して Warburg 様グルコース代謝をもたらすことが報告されており、代謝制御に Hh シグナルが
関与していることが示されている(Cell 2012)。また最近、Hh リガンドのアンタゴニストとし
て知られる Hedgehog interacting protein(Hhip)が高脂肪食負荷糖尿病マウスにおける膵β 細
胞インスリン分泌不全に関与していることが報告されている(Sci Rep 2019)。これらのことか
ら、Hh シグナルが膵 β 細胞のインスリン分泌機能や糖尿病でのグルコース代謝変化に重要な
役割を果たしている可能性が考えられるが、Hh シグナルと膵 β 細胞グルコース代謝との関係
は検討されていない。 
 

２．研究の目的 
本研究では、膵β細胞における正常と糖尿病状態でのグルコース代謝の違いについて、Hhシ

グナルの関与や一次繊毛との関係を検討し、糖尿病発症における代謝制御変換の基盤分子メカ
ニズムを明らかにする。Hh シグナルはこれまで膵臓の発生・分化に関与することは示されてい
るが、成熟膵 β 細胞の機能やグルコース代謝への関与ならびに β 細胞における一次繊毛との
関係を明らかにする検討はなされておらず、これまでにない発想であることから学術的独自性
が高い。この糖尿病における代謝のスイッチングメカニズムが明らかにされれば膵 β 細胞研究
において画期的な研究発展となり得る。 
 
３．研究の方法 
下記に示す方法で、糖尿病での膵 β 細胞グルコース代謝変換に対する Hh シグナルの関与に

関する検討を行った。 
①マウス膵β細胞株である MIN6 細胞を用いた。 



②インスリン分泌実験：バッチインキュベーション法、ELISA（モリナガ） 
③細胞内 ATP 量の測定：Intercellular ATP 測定キット(東洋ビーネット) 
④乳酸測定：Lactate Assay Kit-WST（同人化学） 
⑤PDH 測定：Pyruvate Dehydrogenase Activity Assay Kit (Sigma-Aldrich) 
⑥AMPK リン酸化測定：Western Blotting 
⑦遺伝子ノックダウン：siRNA 導入 
⑧定量的リアルタイム PCR 
 
４．研究成果 
まず、Shh の各刺激薬による膵

β細胞からのインスリン分泌を検
討した。Shh (canonical and non-
canonical agonist) 、
Cyclopamine (canonical 
antagonist and non-canonical 
agonist) 、 GSA-10 (non-
canonical agonist)、SANT-1(Hh 
signal antagonist)を使用したと
ころ、Cyclopamine でのみグルコ
ース刺激によるインスリン分泌を
有意に増強した（図 1）。 
Cyclopamine によるインスリン

分泌増強のメカニズムを検討する
ために、ATP 産生を測定したところ、Cyclopamine は
グルコース刺激によるATP産生を有意に増強した（図
2）。このことから、Cyclopamine は細胞内代謝に作用
することでインスリン分泌を増強することが示され
た。 
さらに、乳酸産生について検討したところ、

Cyclopamine は乳酸産生に影響を与えず、また、PDH
活性についてもCyclopamine により変化は認められな
かった。これらのことから、Cyclopamine はミトコン
ドリア代謝に作用することが示唆された。 
Non-canonical経路にAMPKが関与していることが脂

肪細胞で報告されていることか
ら、膵β細胞におけるAMPKの関
与について検討した。Shh、
Cyclopamine、GSA-10、SANT-1 の
効果を検討したところ、Shh およ
び Cyclopamine でのみ AMPK リン
酸化が有意に増加し、GSA-10 お
よび SANT-1 によっても増加傾向
がみられた（図 3）。このことか
ら、AMPK は膵 β 細胞における
Non-canonical 経路に関与してい
ることが示された。 しかし、
Cyclopamine 以外はインスリン分泌
に影響をおよぼさなかったことか
ら、AMPK のリン酸化は Cyclopamine
によるインスリン分泌増強には関与
していないと考えられる。 
次に、Cyclopamine によるインス

リン分泌増強の上流のメカニズムを
調べるために、SmoおよびGpr161の
関与について検討した。Smo および
Gpr161 をそれぞれ siRNA にてノックダウンし Cyclopamine によるインスリン分泌増強を検討し
たところ、どちらも有意な変化を与えなかったことから（図 4）、両因子はインスリン分泌増強
に関与しないことが示された。 



今回用いた刺激薬の中で、Hh シグナルの partial agonist（canonical antagonist/non-
canonical agonist）として知られる Cyclopamine のみで GSIS を増強することが示された。そ
のメカニズムとして、ミトコンドリアでの ATP 産生を増加させることが明らかとなったから、
ATP 産生増加の詳細なメカニズムについて今後検討を行う。また、non-canonical 経路として
AMPK 活性化の関与は低いと考えられ、それ以外の遺伝子発現を介さない未知のシグナルが関与
する可能性が示唆されたことから、今後は他の Hh シグナル制御因子の関与について検討する。
今回の検討で、partial agonistであるCyclopamineのみでインスリン分泌に影響があった。こ
のことは、現在 canonical 経路と non-canonical 経路とに分類されているが、それ以外の未知
の経路や因子の関与が考えられる。Hh シグナルの全貌の解明にもつなげていきたい。 
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