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研究成果の概要（和文）：血糖値維持に必須な膵β細胞の機能を支える転写因子 MafA を、GSK3

に加えて MaCK がリン酸化することが MafA の機能発揮（DNA 結合と Beta2 との会合）に必

須であることを明らかにした。また、糖尿病によるβ細胞の機能破綻には、原因不明の MafA

リン酸化低下が主たる原因である可能性を突き止め、リン酸化を模倣する小分子化合物も１種

同定した。リン酸化低下の原因解明により、β細胞の血糖感知系を含めた機能維持と、糖尿病

時の機能破綻の分子機構の解明に近づくことができるだろう。 

 
研究成果の概要（英文）：We have found that multiple phosphorylation events on MafA 

transcription factor by GSK3 and MaCK are required for its function in -cells through 

enhancing DNA-binding and Beta2 association. Furthermore, We demonstrated that 

decreased MafA phosphorylation is one of the main causes of -cell dysfunction in type II 

diabetes. We also identified a small molecule inhibitor that mimics endogenous MafA 

de-phosphorylation in -cells. These findings led to understanding of molecular 

mechanisms of -cell function and dysfunction. 
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１．研究開始当初の背景 

 膵島β細胞は、血糖値を維持するためにき
わめて特化した細胞であり、血糖値を低下さ
せることのできる唯一のホルモンであるイ
ンスリンを産生・分泌する。また膵島β細胞
は、他の細胞とは異なる独特のグルコース感
知とシグナル伝達系を備えている。インスリ
ンの発現・産生・分泌と、グルコースの感受

システム・シグナル伝達システムは、β細胞
の機能発揮に必須であり、この系の破綻はβ
細胞のグルコース感受性の低下およびイン
スリン分泌の低下を招き、ひいては糖尿病
（２型）につながる。しかしながら、２型糖
尿病の発症・増悪の過程で、この系がどのよ
うな分子機構で破綻するのかは全く明らか
になっていなかった。特に、グルコースの感
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受システムおよびシグナル伝達システムが
どのような生体分子から構成されているか
についてすらもほとんど分かっていなかっ
た。 

 われわれを含む内外の研究グループは、こ
れらのβ細胞特異的な一連の機能は、β細胞
に特異的な遺伝子発現制御システムによっ
て支えられており、その中核を担っているの
はPdx1, Beta2, MafAの３つの転写制御因子
であることをこれまでに明らかにしてきた。
例えば、これらの３つの転写因子が同時に存
在するときにのみ、インスリン遺伝子のプロ
モーターは効率よく活性化されることをわ
れわれは示した。また、これらの３つの転写
因子を膵外分泌細胞に導入すると、効率よく
β細胞へと分化転換（リプログラミング）で
きることも示されており（ただし Beta2 は構
造的に類似した Neurogenin3 と置換が可能
である）、実用的な遺伝子治療・細胞治療の
開発のツールとしても用いられているので
ある。 

 これらの重要な転写因子群のうち、特にわ
れわれは、β細胞の成熟過程と機能維持に必
須な転写因子としてMafAを同定してきた経
緯から、MafA の機能制御機構に注目してこ
れまで詳細に解析を行ってきた。本研究の開
始当初までに、MafA の N 末端領域の Lys32

が SUMO 化修飾を受けて、転写活性化能が
抑制されることを見出だしてきた。また、タ
ンパク質の安定性がMafAの複数部位のリン
酸化によって制御されていることを明らか
にし、そのリン酸化部位を同定し、当該のリ
ン酸化を担っている責任キナーゼ GSK3 を
発見することに成功してきた。 

  

２．研究の目的 

 これまでの一連の解析を通じて明らかに
なってきたことは、MafA の活性が、β細胞
のグルコース感知システムおよびシグナル
伝達システムによって制御されているとい
う事実である。そこで、MafA タンパク質の
活性の制御の分子機構を解明することによ
って、これまで未知であったグルコース感知
システムとシグナル伝達システムの分子実
体を明らかにすることができるだろうと考
えた。このことは、膵島β細胞の特殊性を理
解することにつながり、ひいては糖尿病の新
しい予防法や治療法の確立に寄与できるだ
ろう。 

 そこで本研究では、申請者が同定したβ細
胞の機能を司る転写制御因子MafAの翻訳後
制御機構、特にリン酸化に注目し、それがど
のような仕組みで制御されているのか、どの
ようなシグナル伝達系を介しているのか、な
どを解明することによって、β細胞の血糖感
知系・シグナル伝達系を明らかにし、糖尿病
における破綻の分子機構を解明することを

目指した。 

 

３．研究の方法 

 まず、MafAの翻訳後修飾としてリン酸化に
注目した。リン酸化部位が複数あることがす
でにわかっていたので、リン酸化される可能
性が高いセリン・スレオニン残基をアラニン
に置換した変異体を多数作製し、膵島β細胞
由来の細胞株（インスリノーマ）に導入し、
Western blotによって移動度を判定すること
によって同定した。 
 また、リン酸化部位周辺のアミノ酸配列か
ら、リン酸化を担う責任キナーゼ候補を選び、
実際に MafAを in vitroおよび in vivoでリ
ン酸化できるかを検証し、特異的阻害剤や
RNAiによって MafAのリン酸化が低下するか
どうかを調べた。 
 その上で、同定した候補キナーゼの活性が
調節される仕組みを、培養β細胞株（インス
リノーマ由来）を用いて、あるいは試験管内
の生化学的な各種アッセイなどを用いて明
らかにすることを試みた。 
 一方で、リン酸化による MafAタンパク質
の機能変換の仕組みを探るため、培養β細胞
におけるタンパク質の安定性や、Pdx1, Beta2
などの転写因子との相互作用、DNA結合能な
どを調べた。 
 
４．研究成果 
 インスリノーマ細胞株において、MafAを含
む核内の DNA結合性の複合体を調べることに
よって、MafAが、これまでに知られていたβ
細胞の機能に必須な転写因子 Pdx1, Beta2だ
けではなく、発現がユビキタスでストレス応
答などと関連の深い転写因子 ATF2 と複合体
を形成することを明らかにした。この複合体
形 成 に は 、 MafA と ATF2 の 双 方 の
basic-leucine zipper（bZip）領域が必要で
あることを免疫沈降法や GST pull-down法に
よって示したが、MafAのリン酸化は無関係で
あった。さらに詳細な相互作用モードを免疫
沈降実験などによって調べたところ、ATF2は
予想外にも、Pdx1や Beta2とも直接に相互作
用することも判明した。 
 そして、膵島β細胞株におけるクロマチン
免疫沈降実験（ChIP assay）や、RNAiを利用
した発現阻害実験などにより、ATF2は、MafA, 
Pdx1, Beta2 などのこれまでに知られていた
β細胞特異的な転写因子群とともに、インス
リン遺伝子のプロモーター上に結合するこ
とを示し、そしてインスリン遺伝子の発現を
活性化する上で必須の因子であることを明
らかにした。 
 
 また、MafAの N末端付近の５カ所（Ser49, 
Thr53, Thr57, Ser61, Ser65）のリン酸化部
位のうち、Ser49, Thr53, Thr57, Ser61の４



カ所をリン酸化するキナーゼとして GSK3を
同定していたが、さらに C末端付近のリン酸
化部位 Ser342をリン酸化する候補キナーゼ
として MaCK（仮称）を同定した。GSK3がリ
ン酸化する前提条件として必須な Ser65のリ
ン酸化を担っているキナーゼはまだ同定で
きておらず、現在も候補を絞って探索を続け
ている。 
 MaCKに関しては、まず MafAと直接相互作
用することを免疫沈降実験により証明した。
この相互作用は、MafAのリン酸化状態や SUMO
化修飾には影響されないこともわかった。さ
らに、MaCKのキナーゼ活性を喪失させた点変
異体も MafAと結合できたことから、MaCKの
リン酸化活性も MafAとの結合には必要がな
いことが明らかになった。MaCKの欠失変異体
をいくつか作製し、それらと MafAとの結合
性を調べたところ、MaCKはそのC末端領域（こ
れまでに明確な機能が分かっていない）を介
して MafAタンパク質と会合することも判明
した。また、MaCKと複合体を形成することが
知られているクロマチン・リモデリング因子
についても MafAとの会合の可能性を調べた
ところ、少なくとも強制発現系では、お互い
に免疫共沈降することが判明した。従って、
MafAは MaCK（キナーゼ）とともにクロマチ
ン・リモデリング因子とも複合体を形成して、
インスリンなどのβ細胞特異的遺伝子の発
現を制御している可能性が示唆されたので、
この点をさらに詳細に追究しているところ
である。 
 また、意外なことに、MaCKは Pdx1および
Beta2をもリン酸化することが可能なことが
分かった。したがって、MaCKは MafA, Pdx1, 
Beta2を含む転写複合体の活性を統括的に制
御することのできるキナーゼとして重要な
役割を担っている可能性が示唆され、このこ
とは、やはり MaCKや MafAを含む複合体の重
要性を示しているだろう。 
 
 一方で、N末端の GSK3によるリン酸化部位
は、MafAタンパク質の分解に必須であること
をわれわれはこれまでに明らかにしてきて
おり、また、その分解はプロテアソーム阻害
剤である MG132 や Lactacystin, Epoxomicin
などによって阻害されることから、ユビキチ
ン・プロテアソーム経路に依存することも示
していたが、その分解経路の詳細は未知であ
った。われわれは、リン酸化された MafA を
分解に導くタンパク質として、PA28γを同定
した。PA28γは、6 量体を形成して 20S プロ
テアソームに結合し、いくつかの種類のタン
パク質の分解を促進することが知られてい
る。PA28γを膵島β細胞株で RNAi 法によっ
てノックダウンすると、MafAタンパク質が安
定化して蓄積することがわかった。 
 さらにわれわれは、免疫沈降実験や in 

vitro の pull-down 結合実験などによって、
PA28γがリン酸化された MafA タンパク質を
特異的に認識するという新しい分子間の認
識機構を発見した。類似のタンパク質ファミ
リーであるが細胞質で機能することが知ら
れている PA28αと PA28βは、MafA の分解促
進には無関係であった。さらに、PA28γは、
リン酸化された分子種の MafA タンパク質の
分解を特異的に促進することも明らかにし
た。ただし、この分解促進にユビキチン系が
必要とされるかについては、明快な答えが得
られていないのが現状である。その一方で驚
いたことに、6 量体形成能、20S プロテアソ
ームとの結合能、プロテアソームの持つ各種
のプロテアーゼ活性の活性化能などのさま
ざまな機能を特異的に欠損するような一連
の PA28γの変異体を用いることによって、
PA28γがリン酸化型 MafA の分解を促進する
分子機構は、これまでに知られていた
p21Cip1 などの分解を促進する機構とは異な
ることを証明した。 
 
 また、MafAがリン酸化されることの意義を
さらに深く理解することを目指して、膵β細
胞株における MafA の DNA 結合能を、各種の
リン酸化部位の変異体を用いて調べたとこ
ろ、N 末端側の５カ所がリン酸化されること
が、DNAとの結合に必須であることが、ゲル・
シフト法や DNA pull-down法などによってわ
かった。このことは、β細胞を GSK3 阻害剤
で処理して MafA のリン酸化を低下させたと
きにもその結合能が低下することからも示
唆された。このことは、クロマチン免疫沈降
実験によっても、MafAがリン酸化されないと
インスリンプロモーター上へのリクルート
メントが低下することからも示された。 
 MafAのリン酸化が低下してDNA結合能が失
われると、それに伴ってインスリンおよび
GLUT2 や Glucokinase などのβ細胞特異的な
遺伝子群の発現が低下することを、定量
RT-PCR法により確認することができた。 
 MafA の DNA 結合活性は C 末端領域にある
bZip構造に依存するのであるが、なぜ N末端
領域のリン酸化が DNA結合活性に影響を与え
るのかを調べることにした。リン酸化されな
い変異体を用いて２量体形成能を免疫沈降
実験によって調べたが、２量体形成能はリン
酸化の有無とは無関係であった。一方、N 末
端領域と C末端領域を別々に分けて細胞内で
発現させてみると、これら両者がお互いに免
疫共沈降されることがわかった。さらにこの
共沈降には、N 末端側のリン酸化が消失する
ことと、C 末端側の DNA 結合性塩基性領域の
双方が必要であった。したがって、N 末端領
域がリン酸化されていないときにのみ、C 末
端側の DNA結合領域に分子内で結合すること
によって、自身の DNA結合能を阻害するので



はないかと考えられる。N 末端側がリン酸化
されると、この分子内相互作用は解除され、
DNA 結合活性が現れるのであろうと考えられ
た。 
 そこで次に、このリン酸化がβ細胞内でど
のように制御されているのかが大きな問題
となる。この問題を解決するため、培養β細
胞株を長期にわたって高グルコース条件下
で培養することによって、再現的に機能低下
させる系を確立し、MafAのリン酸化のようす
を調べてみたところ、機能低下（インスリン
をはじめとするβ細胞特異的遺伝子の発現
低下）に伴って、MafAのリン酸化が低下する
ことがわかった。このとき、MafAの DNA結合
活性が低下していることは、ゲル・シフト法、
DNA pull-down 法、クロマチン免疫沈降実験
によって証明した。従って、MafAのリン酸化
の低下が、DNA 結合ひいては遺伝子発現の低
下を招き、β細胞の機能低下・破綻につなが
っている可能性がある。 
 また、MafAのリン酸化は、Beta2との会合
にも必須であることが免疫共沈降実験から
判明した。このことも、MafAのリン酸化が維
持され続けることがβ細胞の機能を保持し
続けるために必須であることを示唆してい
る。 
 
 さらに、培養β細胞の長期培養系での機能
破綻の際に MafA のリン酸化が低下するにも
関わらず、キナーゼ GSK3 の活性は全く低下
していなかった。MafAのリン酸化低下の原因
を詳細に調べたところ、GSK3がリン酸化する
前提条件である Ser65のリン酸化が低下する
ためであることが判明した。Ser65 をリン酸
化する責任キナーゼはまだ同定できていな
いので、これを同定することが現在の急務と
なった。 
 そこでこのキナーゼを同定するため、各種
のキナーゼ阻害剤を用いて、β細胞株の内在
性 MafA のリン酸化を低下させるものをスク
リーニングしたところ、１種の低分子化合物
を同定することができた。培養β細胞にこの
化合物を添加すると、MafAのリン酸化が GSK3
を阻害したときよりもさらに低下すること
が判明し、また、MafAの一連のリン酸化部位
の変異体を用いることによって、Ser65 のリ
ン酸化が阻害されていることも明らかにす
ることができた。また、この化合物を作用さ
せたβ細胞では、MafAの DNA結合活性が低下
し、インスリンをはじめとするβ細胞特異的
な遺伝子発現が低下しており、糖尿病に伴う
β細胞の機能低下・機能破綻を模倣するよう
な状態になっていることも明らかにするこ
とができた。 
 現在、この低分子化合物が阻害するとされ
ているキナーゼ・ファミリーを候補と考えて、
RNAi を用いた阻害実験によって、MafA の

Ser65 をリン酸化する責任キナーゼの同定を
行っているところである。 
 
 以上の成果から、β細胞の機能維持に必須
な転写制御因子 MafA と、これを含むタンパ
ク質複合体の成分を明らかにすることがで
き、またこれらの翻訳後修飾を丹念に解明す
ることに成功した。特に MafA のリン酸化と
それに伴う機能発揮、あるいはリン酸化の低
下に伴うβ細胞機能低下・機能破綻の分子機
構の大枠を明らかにすることができた。した
がって今後は、これらの成果を基盤として、
糖尿病の発症と増悪におけるβ細胞の破綻
の分子機構の全貌の解明が期待できる。 
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