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研究成果の概要（和文）：SPHKAPがインスリン分泌に与える影響を検討した。SPHKAPの発現はqRT-PCR法及びウエスタ
ンブロット法により、細胞内局在は免疫染色及び電子顕微鏡解析により検討した。INS-1D細胞と単離膵島を用いてSPHK
APがグルコースおよびエキセンジン-4応答性インスリン分泌に与える影響を評価した。SPHKAPは膵β細胞に高発現し、
インスリン分泌顆粒に局在していた。INS-1D細胞および単離膵島を用いた検討では、SPHKAPの過剰発現によりグルコー
スおよびエキセンジン-4応答性インスリン分泌は抑制され、低発現により増強された。以上からSPHKAPは、インスリン
分泌を抑制することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We examined the role of SPHKAP in glucose- and exendin-4-stimulated insulin 
secretion. Quantitative real-time PCR and western blot showed that SPHKAP was highly expressed in 
beta-cells. Immunoprecipitation showed that SPHKAP interacted with PKA-RI subunit but not with PKA-RII 
subunit in SPHKAP-overexpressed HEK293 and INS-1D cells. Immunohistochemical staining revealed that 
SPHKAP was localized in beta-cells and not in alpha-cells of islets from Wistar rats, C57BL/6 mice and 
human. Confocal microscopy and electron microscopy analysis clarified that SPHKAP was co-localized with 
insulin secretory granules. Overexpression of SPHKAP decreased glucose-stimulated insulin secretion by 
about 50% and exendin-4-stimulated insulin secretion by about 35%. Knock down of endogenous SPHKAP 
resulted in about 1.5-fold increase in glucose- and exendin-4-stimulated insulin secretion. These results 
demonstrate that SPHKAP is localized on insulin secretory granules, and inhibits insulin secretion.

研究分野： 糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
経口摂取により誘導される腸管由来のイ

ンスリン分泌促進ホルモンをインクレチン

という。インクレチンとして gastric 

inhibitory polypeptide(GIP) と glucagon- 

like peptide-1(GLP-1)の 2 つの消化管ホルモ

ンが同定されている。糖尿病では、GIP によ

るインスリン分泌増強作用が低下している

ことが明らかとなり、主に GLP-1 の作用を

標的とした GLP-1 受容体作動薬や DPP-4 阻

害薬が糖尿病治療薬として広く用いられて

いる。京都大学糖尿病・栄養内科では 30 年

以上前から GIP を中心としたインクレチン

の研究に携わり、GIP の cDNA(Takeda J. 

Proc Natl Acad Sci USA 84:7005-8, 1987)や

遺 伝 子 の 構 造 決 定 (Inagaki N. Mol. 

Endocrinol. 3: 1014-21, 1989)ならびに GIP

受容体の cDNA 構造の決定 (Yasuda K. 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 205:1556 

-62, 1994) 、受容体欠損マウスの作製

(Miyawaki K. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

96:14843-7, 1999)など、この分野の研究をリ

ードしてきた。しかし今尚、インクレチンが

血糖依存性にインスリン分泌を増強する分

子機序は十分に解明されていない。マウス膵

灌流実験において、グルコース濃度を少しず

つ段階的に上昇させてもインスリン分泌は

ほとんど惹起されないが、GLP-1 存在下では

グルコース濃度の段階的な上昇に伴ってイ

ンスリン分泌が惹起される。食事の摂取によ

り血糖値が上昇すると同時にインクレチン

濃度も上昇することを考えると、このインク

レチンによるグルコース濃度依存性のイン

スリン分泌誘導は、血糖値の維持に大変重要

な役割を担っている。 

膵細胞では、インクレチンはその受容体

を介して細胞内 cAMP 濃度を上昇させイン

スリン分泌を増強するが、PKA と Epac2 が

cAMP シグナル伝達の主要分子である。

Epac2 は、下流シグナルである Rap1 を介し

てインスリン分泌を増強する。一方、PKA は、

SUR1 または VDCC をリン酸化してそれぞ

れのチャネルの活性を制御したり、細胞外か

らの Ca2+の流入を増加させたり、インスリン

顆粒開口分泌に関与する蛋白質をリン酸化

するなどによりインスリン分泌を調節する

とされている。しかし、その分子機序は明ら

かでない。PKA が様々に作用してインスリン

分泌を制御するには、PKA が適切に細胞内に

局在することが重要であり、PKA の調節サブ

ユ ニ ッ ト と 結 合 す る AKAPs(A-kinase 

anchoring proteins)が、細胞膜、小胞体、エ

ンドソーム、核周囲のマトリックスなど PKA

の様々な領域への局在を決定し、PKA の細胞

内領域特異的な作用を制御するとされてい

る。しかし、APKAs ファミリーには 70 分子

以上が報告されており、インスリン分泌に関

して中心的な役割を果たしている AKAPs は

不明である。PKA は 2 つの調節サブユニッ

トと 2 つの触媒サブユニットから構成され、

調節サブユニットは I と II の 2 種類がある。

最近、PKA 調節サブユニット I(PKA-RI) を

欠損したマウスでは、グルコース応答性イン

スリン分泌や GLP-1 によるインスリン分泌

増強作用が大きく障害されることが報告さ

れた(Song WJ. Cell Metabolism 13:308-19, 

2011)。ほとんどの AKAPs が PKA 調節サブ

ユニット II(PKA-RII)と結合するのに対し、

SPHKAP(SPHK1 interactor, AKAP contain 

-ing domain)は、その機能は不明だが、ヒト

において唯一 PKA-RI と結合する AKAP と

して報告されている。そこで、本研究では、

SPHKAP が、PKA を介するインスリン分泌、

特にインクレチンによるインスリン分泌増

強に関与しているとの仮説を立て、検証した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、グルコース応答性およびインク

レチン促進性インスリン分泌における PKA

依存性インスリン分泌機構の分子機序を、70

分子以上ある AKAPs の中でも唯一 PKA-RI



と特異的に結合する SPHKAP に焦点を当て

解明することを目的とした。インスリン分泌

に cAMP/PKA 経路が重要であることは長く

認識されているが、そのシグナル伝達機序は

未だ明らかでない。しかし PKA-RI がインス

リン分泌に重要であることが報告されたこ

とから、SPHKAP が PKA 依存性インスリン

分泌増強機構に重要な役割を果たしている

ことが想定された。 
 
 
３． 研究の方法 
(1) 膵細胞における SPHKAP の発現 

70分子以上存在するとされているAKAPsの

中でも SPHKAP が、他の AKAKs に比し最

も多く primary islets、膵細胞株である

INS-1 細胞や RIN-5 細胞に発現している

AKAPs であることを、quantitative real 

time PCR で明らかにした。また、SPHKAP

特異的抗体が市販されておらず蛋白レベル

での発現は実証できないことから、SPHKAP

特異抗体を独自に作成し、primary islets や

膵細胞株での SPHKAP のタンパク発現レ

ベルをウエスタンブロット法にて検討した。

さらに、膵島および膵細胞内における

SPHKAP の局在を、作成した抗体を用いて

免疫染色法や電子顕微鏡解析により検討し

た。 

(2) SPHKAP と PKA の相互作用の検討 

上記で作成した抗体を用いて、免疫沈降法に

より相互作用を確認した。 

(3) SPHKAP がインスリン分泌に及ぼす影

響 

SPHKAP がインスリン分泌に与える影響を

検討するため、齧歯類 primary islets と同等

の SPHKAP 発現レベルを有する INS-1 細胞

および RIN-5 細胞において、siRNA を用い

て RNA 干渉実験を行い、グルコース応答性

インスリン分泌およびインクレチン(エキセ

ンジン-4)促進性インスリン分泌を検討した。

次に、同細胞株にプラスミドベクターを用い

て SPHKAP を過剰発現させ、グルコースや

エキセンジン-4 によるインスリン分泌反応

を検討した。 

さらに、ウイルスベクターを用い、より効率

的に miRNA により SPHKAP を低発現させ

たり、あるいは、遺伝子導入により SPHKAP

を過剰発現させたりして、INS-1D 細胞でグ

ルコース応答性インスリン分泌やエキセン

ジン-4 促進性インスリン分泌を検討した。 

(4) SPHKAP と相互作用する分子群の探索 

ヒト SPHKAP は 1700 アミノ酸からなる比

較的大きな分子で、PKA 調節性サブユニット

結合部位を有するのみでなく、AKAPs の一

般的な特徴として他のシグナル分子と結合

する部位を有する。SPHKAP は Sphingosine 

kinase type 1(SPHK-1)と相互作用する分子

とされているが、実際には膵細胞における

相互作用は明らかでなく、また、他の分子と

相互作用する可能性がある。そこで、独自に

作成した SPHKAP 抗体を用いて免疫沈降法

を行い、SPHKAP と結合する分子群を探索

した。さらに、Yeast two-hybrid 法により、

SPHKAP 結合分子の同定を考慮した。 
 
４．研究成果 
(1) 膵細胞における SPHKAP の発現

qRT-PCR 法では、INS-1D 細胞とラットおよ

びマウス膵島で SPHKAP が高発現していた

(図 1)。心臓、腎臓、肝臓、筋肉などの他の

組織および線維芽細胞などの他の細胞株で

は SPHKAP の発現は認められなかった。ま

た、ウエスタンブロット法により、蛋白レベ

ルでも同様に SPHKAP が膵島において高発

現していることが確認された(図 2)。 

 



 

免疫染色法では、SPHKAP は細胞には発現

しておらず、細胞に特異的に発現していた

(図 3)。また、電子顕微鏡を用いた解析によ

り、SPHKAP はインスリン分泌顆粒に局在

していた(図 4)。 

 

   
(2) SPHKAP と PKA の相互作用 

免疫沈降法により、SPHKAP 過剰発現

HEK293 細胞および INS-1D 細胞にて、

SPHKAP と PKA-RI サブユニットの結合が

確認された(図 5)。一方、PKA-RII サブユニ

ットへの結合は認められず、SPHKAP は

PKA-RI サブユニットに特異的に結合するこ

とが確認できた。 

 

(3) SPHKAP がインスリン分泌に及ぼす影

響の検討 

SPHKAP 発現ベクターを用いて INS-1D 細

胞に SPHKAP を過剰発現させたところ、コ

ントロール細胞に比べグルコース応答性分

泌は約 50%、エキセンジン-4 応答性インスリ

ン分泌は約 60%抑制された(図 6)。一方、

INS-1D 細胞および単離膵島において RNA

干渉法により SPHKAP の発現をノックダウ

ンしたところ、コントロールに比べグルコー

ス応答性およびエキセンジン-4 応答性イン

スリン分泌が約 1.5 倍増強された(図 7)。ウイ

ルスベクターを用いた検討でも同様の結果

であった。このことから、SPHKAP はイン

スリン分泌を負に調節していることが明ら

かとなった。 

 

 
以上から、SPHKAP は、インスリン分泌顆

粒に局在し、グルコース応答性インスリン分

泌およびエキセンジン-4 応答性インスリン

分泌を抑制することが明らかとなった。 

 



(4) SPHKAP と相互作用する分子の検出 

独自に作成した SPHKAP 抗体を用いて免疫

沈降法とペプチドシークエンスにより

SPHKAP と相互作用する分子の検出を試み

たが、われわれの作成できた SPHKAP 抗体

は免疫沈降用の抗体としては十分に機能し

なかったため、SPHKAP に結合する新規分

子の発見はできなかった。そこで、Yeast 

two-hybrid 法により SPHKAP結合分子の同

定を開始した。 
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