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研究成果の概要（和文）：我々はadaptor protein, phosphotyrosine interaction, pleckstrin homology domain, an
d leucine zipper containing 1 (APPL1)が培養骨格筋細胞において伸展刺激による促進的に作用することを見出した
。そして、そのシグナル伝達はPKCζ依存性の経路を介し、リン酸化PKCζはこれまで機能が不明であったnon-muscle M
yosinIIA(NMIIA)に結合することが明らかとなった。本研究から糖取り込みに新たなシグナル伝達機構（PKCζ-NMIIA依
存性）が存在することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Expression of adaptor protein, phosphotyrosine interaction, pleckstrin homology 
domain, and leucine zipper containing 1 (APPL1) promoted glucose transporter 4 (GLUT4) translocation and 
glucose uptake in muscle tissues in response to stimulation with insulin, adiponectin, or exercise. We 
found APPL1 promotes glucose uptake In response to mechanical stretch. APPL1-induced increased glucose 
uptake was mediated by protein kinase C (PKC)ζ. Stretch-induced phosphorylated PKCζ 
co-immunoprecipitated with non-muscle myosin IIa (NMIIA). Blebbistatin, an inhibitor of myosin II ATPase 
activity, suppressed APPL1-mediated stretch-induced glucose uptake and PKCζ translocation. Taken 
together these data demonstrate that in response to mechanical stretch, APPL1 enhances glucose uptake by 
modulating the activation and localization of PKCζ, as well as its functional interaction with NMIIA.

研究分野：糖尿病

キーワード： 糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
 骨格筋は糖全体の70％を消費する最大の臓

器である。糖の取り込みを制御しているホル

モンは唯一インスリンのみであるが、骨格筋

においては運動・収縮刺激も糖代謝を制御し、

そのメカニズムは不明であるがインスリンシ

グナルと独立している (Coderre L et al. J Biol 

Chem 1995)。高齢者、肥満者、糖尿病患者は

インスリン作用が減弱しているため、骨格筋

での糖代謝機構の解明は新たな糖尿病、肥満

などの生活習慣病の予防・治療法に繋がる可

能性がある。 

 

２．研究の目的 

 申請者はこれまで糖代謝研究を行ってきた

中でAkt に結合するAPPL1(Adaptor protein 

containing PH domain, PTB domain, and leucine 

zipper motif 1)を同定し、インスリン刺激によ

る糖代謝に関与することを報告した(Saito et 

al.J Biol Chem 2007)。APPL1 は特に骨格筋で

高発現しており、骨格筋での重要な糖代謝制

御因子である可能性がある。申請者はAPPL1 

を過剰発現させた培養骨格筋細胞に伸展刺激

を加えたところ、糖取り込みが増加する事を

発見した。そのため、本研究では新規糖尿病/

肥満予防・治療法の開発を目的としたAPPL1 

依存性シグナル伝達を介した糖代謝メカニズ

ムを解明する。 

 

３．研究の方法 

（１）APPL1 の機能解析として 

①免疫染色を用いて細胞内局在の観察

②APPL1 を発現阻害、もしくはAPPL1 を過

剰発現後に伸展刺激を加え、糖取り込み、そ

のシグナル伝達機構をタンパクレベルで解析

する。 

 

（２）質量分析装置、マイクロアレイを用い

てAPPL1 依存性シグナル伝達分子の同定。 

 

（３）同定された分子の機能解析を生化学的

手法にて行い、抗糖尿病創薬のターゲットを

見いだす。 

 

４．研究成果 

（１）図１に示すとおり、APPL1（緑）は基

底状態（Basal）おいて細胞核周辺に局在して

おり、伸展刺激（Stretch）によって一部が細

胞膜近傍にトランスロケートし、細胞内局在

が変化することが明らかとなった。つまり、

伸展刺激は APPL1 の何らかの機能を制御し

ている可能性が判明した。 

 

図１ 

 

（２）shRNA にて APPL1 をノックダウンさ

せた C2C12 myotubes を用いて、伸展刺激に

よる糖取り込みを観察した。図１に示すとお

り、APPL1の発現を抑制すると伸展刺激によ

る糖取り込みが有意に抑制されることが分

かった。さらに発現ベクターを用いて APPL1

を過剰発現させると図２に示すとおり、基底

状態と伸展刺激の両条件において糖取り込

みが有意に増加していた。以上から APPL1

は伸展刺激による糖取り込みに促進的に作

用することが明らかとなった。 

図２ 



 

（３）APPL1による糖取り込み促進作用を認

めたため、細胞内シグナル伝達をウェスタン

ブロットにて検討した。検討の結果、従来か

らインスリンや運動、筋収縮による糖取り込

み、GLUT4トランスロケーションに関与する

ことが報告されている Akt、AMPK、CaMKK

といった分子のリン酸化に変化は認めなか

ったが、PKCζ のみ有意にリン酸化(pPKCζ)

が増強されていた。そこで PKCζに特異的な

阻害剤を用いたところ伸展刺激による糖取

り込みが有意に抑制されることが確認出来

た（図３B）。同時に運動、筋収縮による糖取

り込みに重要な AMPK の阻害剤（compound 

C）を用いた実験においては、伸展刺激によ

る糖取り込みに変化はもたらさなかった（図

３A）。つまり、APPL1による伸展刺激による

糖取り込み促進作用は AMPK 非依存性、

PKCζ 依存性のシグナル伝達を使用している

ことが明らかとなった。 

 
図３ 

 

（４）PKCζ の作用機序としてその細胞内局

在が重要である。そのため伸展刺激による

pPKCζ の細胞内局在を細胞免疫染色にて検

討したところ、pPKCζは伸展刺激によりリン

酸化が増強し、細胞膜へトランスロケートす

ることが分かった。APPL1によって誘導され

る PKCζ依存性シグナル伝達機構を解明する

ため、伸展刺激により誘導された pPKCζの特

異的抗体を用いて免疫沈降を行い、共沈物を

質量分析にて解析した。するとこれまで成熟

した筋肉もしくは筋管細胞において機能が

不明であった non-muscle myosin IIa (NMIIA)

が同定された。そこで免疫沈降法にて結合状

態を確認したところ、controlベクターを発現

させた細胞では NMIIA との結合は認められ

なかったが、APPL1を過剰発現した細胞では、

伸展刺激により pPKCζと NMIIAが結合する

ことが確認された（図４）。また興味深いこ

とに、基底状態では pPKCζはフォスファター

ゼである PP2A と結合し、活性化を制御され

ている可能性が示唆された。 

図４ 

 

（５）pPKCζ と NMIIA の結合状態が糖取り

込み促進作用に重要であるかどうかを

NMIIA の特異的阻害剤(Blebbistatin)を用いて

検討した。Blebbistatin(Blebbi)によりリン酸化

pPKCζは減少し、糖取り込みは基底状態近く

まで減少した。つまり、APPL1を過剰に発現

した状態において、伸展刺激による糖の取り

込み作用は pPKCζ-NMIIA 依存性のシグナル

伝達経路である事が判明した（図５）。 

図５ 



これまで成熟筋管細胞における機能が不明

であった NMIIA が糖取り込みに関与するこ

とが明らかとなった。 

 耐糖能異常のあるマウスや糖尿病患者（自

検データ）での骨格筋内の APPL1発現量が減

少していることが確認されている。以上我々

の結果から糖尿病患者において骨格筋の

APPL1 の 発 現 量 が 低 下 し た た め 、

pPKCζ-NMIIA シグナル伝達の活性化が低下

している可能性が予想され、このシグナル伝

達経路を何らかの方法で活性化することに

より、糖取り込み作用が改善し、血糖値を管

理できる可能性が示唆された。 
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