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研究成果の概要（和文）：我々はまず、3種のMAPキナーゼ蛋白に特殊なMEF tagを取り付けた蛋白をコードするcDNAを
作成後、これらの蛋白を発現するアデノウイルスを作成、大量に増幅した後に濃縮精製した。さらに精製したアデノウ
イルスをマウスのヒラメ筋に直接注射することで、目的の蛋白質を骨格筋に過剰発現させる手法を確立させるため、詳
細な条件検討を繰り返した。マウス筋肉に過剰発現させた後は、運動させた群とさせない群の両群から筋肉を採取後に
可溶化し、上清を精製処理後に得られたサンプルをLC/MSにより解析する。Bait蛋白に結合する蛋白質の網羅的解析を
行い、最も有意な蛋白の同定に繋げていく。

研究成果の概要（英文）：To elucidate mechanisms by which exercise improves inflammation induced by type 2 
diabetes, we chose the unique method which we have previously taken (J Biol Chem. 2011;286:20812-22, J 
Biol Chem. 2010;285:33018-27). The Myc-TEV-FLAG (MEF) tag cassette was generated by DNA synthesis and 
inserted into cloning sites in the mammalian expression vector pcDNA3. To create the N-terminally 
MEF-tagged MAP kinase constructs, each cDNA of three MAP kinases was inserted into pcDNA3-MEF. Then the 
coding portion of MEF-tagged MAPK was isolated from pcDNA3-MEF-MAPK, and the recombinant adenoviruses 
containing the cDNA coding for MEF-tagged MAPK were constructed. Recombinant adenoviruses expressing MAPK 
with the N-terminal MEF tag were used for adenoviral gene transfer to mouse muscles as previously 
described (Am J Physiol Endocrinol Metab. 2002;282:E1239-44). Subsequent purification of the complex 
containing MAPKs will clarify the key protein which binds to MAPKs in mouse muscles during exercise.

研究分野：糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
(1)2型糖尿病患者数の急増は世界的な問題と
なっており、心血管疾患や腎不全、失明、下
肢切断などの重篤な糖尿病合併症による生
活の質の悪化や若年死を予防する為の、健康
維持に要する支出は増大の一途である。2 型
糖尿病は、インスリン分泌とインスリン作用
の両者の障害による血糖値上昇を特徴とす
る多因子疾患である。慢性的な高血糖のみな
らず、間歇的な血糖上昇も大血管や細小血管
合併症を進展させるが、これには、酸化スト
レスや軽度の慢性炎症を含む、多くの因子が
関与している。現代人の抱える過食、運動不
足、ストレスといった生活習慣、またその結
果としての肥満が大きく影響していると考
えられているが、これらに対する介入は大変
困難で、日本においても 2型糖尿病新規発症
者における肥満の割合は増加している。 
(2) 運動不足が常態化している現代の 2 型糖
尿病の病態の分子レベルの理解として、現在、
非酵素反応的糖化反応、ミトコンドリアでの
電子伝達系経路、膜型 NADPHオキシダーゼ、
キサンチンオキシダーゼなど種々の機序を
介して、多様な組織で活性酸素（ROS）が産
生されていることが明らかとなっており、イ
ンスリン抵抗性と膵β細胞機能不全が、とも
に過剰な ROS が原因となりうることが知ら
れている。糖尿病モデル動物を用いた研究で
は、適度な運動習慣が抗酸化作用や抗炎症作
用を介して、2 型糖尿病に関連する病態生理
学的に多様な側面を広く改善させることが
証明されている。運動は、広く代謝制御に関
して改善効果を発揮するだけでなく、重篤な
副作用が無い。 
(3)運動により、3種のMAPキナーゼ経路が
抑制されることがこれまでも報告されてい
たが、最近、高脂肪食負荷肥満動物を用いた
研究で、定期的な運動習慣だけでなく、単回
運動でも、筋肉・肝臓・脂肪の Toll様受容体
4(TLR4)の発現やシグナルの減弱を介して、
最終的にインスリン感受性が改善すること
が報告された。MAP キナーゼ経路は TLR4
の下流に存在しており、運動による全身性の
抗炎症作用に非常に重要な役割を果たして
いる可能性が示唆される。 
 
２．研究の目的 
運動と MAPK シグナルを直接つなぐ因子に
ついては未解明であり、これを見出すことに
よって、運動の好ましい効果を模した全く新
しい治療を開発できる可能性がある。 
Steno-2 などの大規模臨床研究や最近のメタ
解析の結果から、2 型糖尿病に伴う心血管疾
患リスク低減の為には、血糖値だけでなく、
血圧や脂質などの他の因子も統合的に改善
させることが重要とされている。脂質異常、
高血圧、血栓傾向といった 2型糖尿病に伴う
代謝異常と、それに伴う大血管障害には、間
歇的高血糖、酸化ストレスや軽度の慢性炎症
が重要な役割を果たし、インスリン抵抗性を

病態の基盤としている。これらの病態に対し
て現在は個別に薬剤を用いて対応せざるを
得ないが、結果的に多剤併用療法が必須とな
り、費用の問題だけでなく、副作用問題も無
視できなくなる。糖尿病に対する薬剤として、
不足したインスリン分泌を補う薬は最近の
研究の成果として創薬に成功し、新規の薬剤
も続々と開発が進められている。一方、イン
スリン抵抗性に対する薬剤はビグアナイド
系以降新規の薬の開発が思わしくない。しか
しながら、2 型糖尿病の心血管リスク低減の
ためには、インスリン抵抗性に介入し、酸化
ストレスや慢性炎症に伴った血管障害に介
入する薬剤の開発が望まれる。そこで、運動
を模した効果を得る方法を開発することを
目的に、本研究を着想した。 
 
３．研究の方法 
2 種類の独立したエピトープタグ（myc：
MEQKLISEED と FLAG：MDYKDDDDKD）を、TEV プ
ロテアーゼ切断配列（ENLYFQG）とスペーサ
ー配列を用いて直列に連結させた構造を持
つ特殊なタグを用いることによって、目的の
蛋白に結合している蛋白質を極めて高純度
に調整することが可能となる（J Biol Chem. 
2011;286(23):20812-22, J Biol Chem. 2010; 
285(43):33018-27）。我々はまず、3種の MAP
キナーゼ蛋白のそれぞれに、myc tag、TEV プ
ロテアーゼによる切断配列、flag tag を順番
に取り付けた蛋白をコードする cDNA を、PCR
を用いて作成した。次にこれらの tag 付き蛋
白を発現するアデノウイルスを作成し、大量
に増幅した後に濃縮精製した。我々は、マウ
スのヒラメ筋にアデノウイルスを直接注射
することで、目的の蛋白質を骨格筋に過剰発
現させる手法を報告してきた(Am J Physiol 
Endocrinol Metab. 2002; 282(6):E1239-44)。
この手法で、高脂肪食を負荷した肥満・イン
スリン抵抗性糖尿病モデルマウス（db/db マ
ウス)の筋肉に目的の蛋白質を大量に発現さ
せ、運動させた群(Am J Physiol Endocrinol 
Metab. 2008 ;295(3):E586-94)とさせない群
の両群から筋肉を採取後に可溶化し、遠心分
離する。上清を myc tag に対する抗体をつけ
たビーズと混合することによって、bait を含
む結合蛋白をビーズに結合させる。ビーズを
洗浄したのちに TEV プロテアーゼによって
tag を切断し、結合蛋白をビーズから一旦切
り離す。上清を分離し、これを flag tag に
対する抗体を取り付けたビーズと混合させ、
最後に flag ペプチドにより溶出する。得ら
れたサンプルを LC/MS により解析し、bait 蛋
白に結合する蛋白質の網羅的解析を行い、最
も有意な蛋白を同定する。 
 
４．研究成果 
我々はこれまでに、3 種の MAP キナーゼがイ
ンスリン抵抗性に与える影響について詳細
に検討し報告してきた（Mol Endocrinol. 
2003;17 (3):487-97, J Biol Chem. 2001;276 



(23): 19800-6）。 
平成 24 年度には 3 種の MAP キナーゼ蛋白に
上記の特殊なtagを取り付けた蛋白をコード
する cDNA を作成後、これらの蛋白を発現す
るアデノウイルスを作成、大量に増幅した後
に濃縮精製した。平成 25年度から平成 26 年
度にかけて、精製したアデノウイルスをマウ
スのヒラメ筋に直接注射することで、目的の
蛋白質を骨格筋に過剰発現させる手法を確
立させるため、詳細な条件検討を入念に繰り
返した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
筋肉に過剰発現さた後は、運動させた群とさ
せない群の両群から筋肉を採取し可溶化す
る。上清を前述の如く処理後に得られたサン
プルを LC/MS により解析し、bait 蛋白に結合
する蛋白質の網羅的解析を行い、目的の蛋白
同定に繋げていく。 
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