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研究成果の概要（和文）：糖尿病は予備軍を含めれば実に2200万人との報告され、国民病として理解されつつある。最
近、インスリン分泌不全の原因として膵β細胞における糖毒性(glucotoxicity)のみならず、脂肪毒性（lipotoxicity
）が注目されており、グルコース感受性の低下が指摘されている。我々は、膵β細胞における脂肪毒性の細胞内情報伝
達系メカニズムを網羅的に解明し、インスリン分泌不全の病態を解明する。また治療に関しては、脂肪毒性の解除に向
けたインクレチン療法の効果および細胞内情報伝達系への影響、さらには新たなトランスレーショナルによる膵β細胞
の機能改善について検討した。

研究成果の概要（英文）： The reasons for beta-cell dysfunction in type 2 diabetes are incompletely 
understood. Recently, abnormalities in cholesterol metabolism have emerged as a potential contributor to 
beta-cell dysfunction. ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1), a cytoplasmic membrane protein, is a 
pivotal regulator of lipid efflux from cells to apolipoproteins and plays an important role in reverse 
cholesterol transport. A recent study reported that mice with specific inactivation of the Abca1 gene in 
their beta cells had markedly impaired glucose tolerance and defective insulin secretion, but normal 
insulin sensitivity. Pancreatic islets isolated from these mice demonstrated altered cholesterol 
homeostasis and impaired insulin secretion in vitro. These results establish a new role for the ABCA1 
gene in beta cell cholesterol homeostasis and insulin secretion, indicating that cholesterol accumulation 
may contribute to beta cell dysfunction in type 2 diabetes, so called “pancreatic lipotoxicity”.
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１．研究開始当初の背景 
（１）糖尿病は予備軍を含めれば実に 2200 万人
との報告され、国民病として理解されつつある。
病因的にはヘテロな集団ではあるが、日本にお
いてはインスリンの分泌不全が重要な要因であ
る。最近、インスリン分泌不全の原因として膵
β細胞における糖毒性(glucotoxicity)のみな
らず、脂肪毒性（lipotoxicity）が注目されて
おり、グルコース感受性の低下が指摘されてい
る。しかし膵β細胞における脂肪毒性の細胞内
情報伝達系メカニズム、インスリン分泌不全の
病態に関する詳細は不明である。 
（２）脂肪毒性の病態の中心である膵β細胞に
おけるインスリン生合成低下の分子メカニズム
は不明であるが、細胞内情報伝達系が関与する
との報告がある。生体内の生命現象は、タンパ
ク質のリン酸化反応により調節されている。こ
のタンパク質リン酸化反応をおこなう酵素がプ
ロテインキナーゼである。プロテインキナーゼ
は、大きく分けるとセリン・スレオニンキナー
ゼとチロシンキナーゼの２種類に分類すること
ができる。我々は２種類のキナーゼの保存され
た触媒ドメインをもとに、セリン・スレオニン
キナーゼを網羅する抗体（Multi-PK）、チロシン
キナーゼを網羅する抗体（Multi-YK）を作成し、
脂肪毒性に関連した細胞内情報伝達系に関与し
た分子の同定を進めてきた。 
２．研究の目的 
（１）膵β細胞における ABCA1 発現調節と
CaMKK/CaMKIV pathway の役割を明らかにする。
我々は膵β細胞の脂肪毒性に重要な役割をにな
う ABCA1 は glucagon-like peptide 1 (GLP-1)
のアナログ Exendin-4 投与により脂肪毒性が解
除されることを報告した。この機序は、
Exendin-4 が CaMKK/CaMKIV pathway を活性化し、
ABCA1 遺伝子発現をプロモーターレベルで刺激
することであることを報告した。今回の検討で
は、GLP-1 受容体と CaMKK/CaMKIV pathway 活性
化の分子メカニズム解明を目指す。また新たな
知見として、炎症性サイトカイン TNF-が膵β
細胞に脂肪沈着をおこし、ABCA1 発現の抑制、
インスリン分泌抑制を来すことを見いだした。
今回の検討では、炎症性サイトカインによる脂
肪 蓄 積 の 機 序 と 細 胞 内 情 報 伝 達 系
CaMKK/CaMKIV pathway の役割についても検討す
る。 
（ ２ ） 次 に ABCA1 を 分 子 標 的 と し た
translational research を検討する。最近、
mRNA-33 が ABCA1 遺伝子の 3’UTR に結合し、
ABCA1 発現を抑制することが報告された。まず
CaMKK/CaMKIV pathway による ABCA1 発現促進作
用と microRNA-33 の関連について検討する。さ
らには膵β細胞に選択的に anti-microRNA-33
を遺伝子導入し、ABCA1 の活性化を検討する。
anti-microRNA-33 遺伝子導入法に関しては、マ
イクロバブルと anti-microRNA-33 発現ベクタ
ーでミセルを形成し、ウイルスベクターなどの
外来性抗原の暴露がなく、侵襲性が少なく、臓
器選択性に遺伝子導入が可能な超音波法を利用

した Ultrasonic microbubble destruction
法を検討し、臨床応用に向けた治療法の開発
をおこなう。 
 
３．研究の方法 
脂肪毒性が膵β細胞に及ぼす影響について、
特に細胞内情報伝達系(プロテインキナー
ゼ)に焦点をあて網羅的に解析をおこなう。
脂肪毒性の状態におけるインスリン分泌不
全と相関する分子を二次元電気泳動、等電点
電気泳動、質量分析法にて検討し、変動した
約６０kDの分子はCaMKIVであると同定した。
糖毒性をになう pathway として in vivo の糖
尿病ラットにおいて確認する。また脂肪毒性
の key molecule 、ABCA1 の発現調節メカニ
ズ ム を 解 析 し 、 細 胞 内 情 報 伝 達 系
CaMKK/CaMKIV pathwayによる調節されるメカ
ニズムを解析する。また最近のインクレチン
療法、GLP-1 analog による ABCA1 発現調節と
細胞内情報伝達系についても検討をおこな
う。細胞内情報伝達系 CaMKK/CaMKIV pathway
による microRNA-33の発現調節メカニズムに
つ い て 明 ら か に す る 。 最 終 的 に は 、
microRNA-33 の発現抑制を目指した新規の遺
伝 子 導 入 療 法 に つ い て translational 
research として取り組む。 
 
４．研究成果 
(1) 我々は２種類のキナーゼの保存された
触媒ドメインをもとに、セリン・スレオニン
キナーゼを網羅する抗体（Multi-PK）、チロ
シンキナーゼを網羅する抗体（Multi-YK）を
作成し、網羅的な検討をおこなった。 
1, 膵β細胞の cell line にコレステロール
を負荷し脂肪毒性を誘導し、プロテインキナ
ーゼの発現パターンを上記の multi-kinase
抗体で検討した。Multi-PK では、コントロ
ールと比較して、脂肪毒性状態で約 200kD, 
150kD, 90kD バンドが強く発現され、約 60kD
のバンドが消失した。また milti-YK 抗体で
は、112kD 以上の高分子バンドが消失し、逆
に 60kD のバンドが増強していた。 
2, 脂肪毒性誘導で変動を認めたプロテイン
キナーゼの同定をおこなう。上記の変動を認
めたバンドに関しては、二次元電機泳動、東
電点電気泳動、質量分析法にて解析をおこな
った。 
3, インスリン分泌の変動と同様であった約
60kD は calcium/calmodulin-dependent 
protein kinase IV(CaMKIV)であることを同
定した。 
(2) 膵 β 細 胞 に お け る ABCA1 発 現 と
CaMKK/CaMKIV pathway の役割を明らかにす
る。 
インクレチンの一つである GLP-1, GLP-1 
analog (Exendin-4)が膵β細胞において
CaMKK/CaMKIV pathway を活性化し、ABCA1 遺
伝子転写を刺激することを報告した（J Cell 
Mol Med 2010, Diabetes Obes Metab 2009）。



この細胞内情報伝達系によるABCA1発現調節メ
カニズムを検討した。 
１、膵β細胞における GLP-1 受容体と CaMKK, 
CaMKIV の共存を共役焦点レーザー顕微鏡にて
検討した。 
２、GLP-1 刺激における CaMKK/CaMKIV のリン酸
化について経時的に western blot にて検討す
る。リン酸化 CaMKK/CaMKIV 抗体は既に作成し
た。 
３、CaMKK/CaMKIVの特異的阻害剤であるSTO-69
を添加し、GLP-1 刺激時の ABCA1 転写活性、mRNA,
コレステロール汲み出しについて検討した。 
４、CaMKK/CaMKIV pathway のコンポーネント、
CaMKK, CaMKIV の constitutive active,  
dominant negative form の遺伝子導入により、
GLP-1 存在下における脂肪沈着に対する ABCA1
遺伝子発現に与える影響について検討した。 
５、CaMKK, CaMKIV それぞれに対する siRNA 法
による細胞内 knock down をおこなった。 
このような膵β細胞における ABCA1 の発現、コ
レステロール含量、インスリン分泌能について
検討し、CaMKK, CaMKIV それぞれの役割につい
て検討した。 

６、CaMKK/CaMKIV pathway の過剰発現細胞を作

成する。この細胞における ABCA1 発現と

microRNA-33 の発現パターンを比較検討する。

またABCA1の3’UTRをレポーター遺伝子に組み

込み、CaMKK/CaMKIV pathway 過剰発現時におけ

る microRNA-33 の ABCA1 遺伝子への影響につい

て検討した。 

（３）膵β細胞における ABCA1 発現と

CaMKK/CaMKIV pathway の役割を明らかにした。 

1, 培養細胞系を用いて anti-microRNA-33 遺伝

子を効率よく発現できるベクターを開発した。 

2, anti-microRNA-33 発現ベクターの遺伝子導

入法の検討と発現効率のモニター； 

超音波を利用した Ultrasonic microbubble 

destruction 法、adenovirus, naked DAN, エマ

ルジョン法などの遺伝子導入方法について、発

現効率、特異性に関して in vitro で検討し、

Ultrasonic microbubble destruction 法が有効

に遺伝子導入できる方法であることを検証した。 

3, 糖尿病モデルラットにおいてin vivoにおけ

る遺伝子導入法の効率を検討し、約２０％の細

胞に遺伝子導入できることが判明した。 
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