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研究成果の概要（和文）：Znt8に依存して膵β細胞から分泌される亜鉛イオンは、肝細胞において、インスリン-イン
スリン受容体複合体のクラスリンに依存したendocytosisを阻害することにより、肝インスリンクリアランスを抑制す
ることが明らかとなった。
また、Zip13KOマウスの皮下組織においてベージュ脂肪細胞が増加することをこれまでに見出していた。本研究では、
脂肪細胞褐色化におけるZip13の役割について解析を行った。その結果、ZIP13は細胞・個体レベルで脂肪細胞褐色化を
抑制することを見出した。

研究成果の概要（英文）：We showed that zinc ion secreted in concert with insulin from pancreatic beta 
cell suppressed hepatic insulin clearance by inhibiting clathrin-dependent insulin endocytosis.
In addition, we demonstrated that inactivation of Zip13 preferentially promotes beige adipocyte 
biogenesis, energy expenditure and ameliorates diet-induced obesity in mice. Our data reveal unexpected 
association between zinc homeostasis and beige adipocyte biogenesis, which may contribute significantly 
to novel therapies for diabetes.

研究分野：糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
 
糖尿病や糖代謝における亜鉛の重要性は、1

世紀以上前から、繰り返し指摘されていると

ころであるが、その分子メカニズムの詳細は

明らかにされてこなかった。そのような中で、

最近 GWAS 解析(genome-wide association 

study)により、亜鉛トランスポーター

8(ZnT8)をコードする SLC30A8 遺伝子が、２

型糖尿病感受性遺伝子として報告されたこ

とを契機に、亜鉛代謝異常がヒトにおいて糖

尿病発症に関係することが明らかとなった

(R. Saxena et al. Science 316: 1331: 2007)。

多くのグループが ZnT8 を欠損したマウスの

作製・解析を行い、その中のいくつかのグル

ープは、ZnT8 欠損マウスでは糖負荷時の末梢

インスリン濃度が低値を示すことから、ZnT8

は膵β細胞からのインスリン分泌を正に制

御することによりβ細胞機能を調節するも

のと報告した(Pound et al. Biochem J 

421:371: 2009,Nicolson et al. Diabetes 58: 

2070: 2009)。我々も独自に膵β細胞特異的

ZnT8 欠損マウスを作製した。ZnT8 欠損マウ

スは、糖負荷後に軽度の耐糖能異常を示し、

末梢血インスリン濃度は低値を示した。しか

しながら、膵β細胞からのインスリン分泌は

むしろ増加しており、インスリン分泌と末梢

血インスリン濃度の間に著しい乖離を認め

た。この乖離を説明すべく、ZnT8 欠損マウス

の解析を継続した結果、膵β細胞からインス

リンと協調分泌される亜鉛イオンが、肝臓に

おけるインスリンの分解を抑制することで

食後の末梢血インスリン濃度を高く維持す

る機構があることをつきとめた。 

さらに、db/dbマウスや Akitaマウスにおい

て、随時血糖値が上昇しない糖尿病の初期の

段階において、すなわち、膵島に十分なイン

スリン蛋白質の発現が認められる時期で

ZnT8 の蛋白質の発現が低下することを見出

し、報告していた(Tamaki, Fujitani et al. 

Islets 1:124-128, 2009)。 

２．研究の目的 
 
本研究においては、（1）亜鉛イオンが肝臓で

のインスリンクリアランスを抑制する分子

メカニズムを解明し、（2）初期の糖尿病状態

において、膵島での ZnT8 の発現低下が糖代

謝異常を増悪させる可能性の検討と、その是

正による、新たな糖尿病治療戦略の開発を目

的とした。さらに、(3) Zip13は中胚葉由来の

結合組織に加えて骨や脂肪細胞のゴルジ装

置の膜表面に発現する亜鉛トランスポータ

ーであるが、研究期間の途中で並行して行っ

ていたZip13欠損マウスの表現型解析のプロ

ジェクトが本格的に進展を見せ始めたため、

研究期間の後半では、研究対象とする亜鉛ト

ランスポーターを ZnT8から Zip13に徐々に

切り替えることとなった。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 亜鉛イオンが肝臓でのインスリンクリア

ランスを抑制する分子メカニズムの解明 

肝臓におけるインスリン分解の経路はこれ

までにも、ある程度明らかとなっており、①

インスリン(Ins)がインスリン受容体(IR)に結

合するステップ、②Ins-IR複合体が細胞表面

から endosomeへと endocytosisされるステ

ップ、➂インスリンが endosome において

insulin degrading enzyme (IDE)により分解

をうける 3 つのステップに分けられる。こ

れまでに、①および➂のステップには Zn2+

の濃度による影響はほとんど受けず、主に②

のステップが Zn2+により阻害を受けるとい

う予備データが得られていたため、本研究に

おいては上記のステップ②にターゲットを

しぼり、Zn2+がおよぼす影響について検討を

加えた。 
 
(2) 初期の糖尿病状態において、膵島での

ZnT8 の発現低下が生じるメカニズムの解明

とその介入法の開発 

我々は先に述べたように、糖尿病モデルマウ



スにおいて、糖尿病の初期に ZnT8が低下す

ることを報告していたため、初期の食後の血

糖上昇が ZnT8の発現低下の原因かを探るた

めに、食後に血糖が変動するマウスモデルを

開発し、食後の高血糖を改善させる薬剤介入

により、ZnT8の発現を維持できるかどうか

を検討した。さらに ZnT8の発現低下の分子

機構の詳細を検討するために SLC30A8遺伝

子のプロモーター解析を行なった。 
 
(3) Zip13 の脂肪細胞褐色化における機能解

析 

Zip13欠損マウス（Zip13KO）は、脂肪組織

の量が少ないとの報告がなされていたため、

脂肪組織における、Zip13 の機能に着目して

解析を行なった。Zip13KO の脂肪組織の

histologyの変化と、遺伝子発現解析を施行し、

KO 個体でのインスリン抵抗性の評価、高脂

肪食負荷時の体重の増加推移や、酸素消費量

の測定を行なった。その後、Zip13KOとコン

トロールマウスの脂肪前駆細胞から細胞株

を樹立し、Zip13 欠損と脂肪細胞の褐色化の

関係を明らかにすることとした。 
 
４．研究成果 
 

(1) 亜鉛イオンが肝臓でのインスリンクリア

ランスを抑制する分子メカニズムの解明 

これまでに、トランスフェリン受容体(TfR)

の細胞内移行がZn2+により阻害されるという

報告がある。トランスフェリン受容体はクラ

スリン依存性経路により細胞内に移行する

受容体の代表的なものである。従って、Zn2+ 

はクラスリン依存性の endocytosis を抑制す

る可能性がある。一方で、インスリン受容体

(IR)はクラスリン依存性の経路と、カベオリ

ン依存性の経路の両方で endocytosis をうけ

ることが報告されていた。IR が肝細胞へと

endocytosis されるのを観察できる系におい

て、カベオリン依存性の endocytosis を阻害

する chlorpromazine を添加すると、有意に

endocytosis の抑制が認められた。その状況

下で Zn2+を添加すると IR の endocytosis は

さらなる抑制を受けた。一方、クラスリン依

存性の経路を阻害する薬剤 MCD の添加に

より endocytosis が抑制されている状況下で

は、Zn2+を添加しても、もはやそれ以上の抑

制は観察できなかった。以上より、Zn2+は IR

のクラスリンに依存した endocytosis 経路を

抑制することが明らかとなった。 
 
 

(2) 初期の糖尿病状態において、膵島での

ZnT8 の発現低下が生じるメカニズムの解明

とその介入法の開発 

肥満糖尿病モデルである雄の db/dbマウスに、

午前中２時間、午後に２時間の合計４時間の

み食事を与える、食事制限を加えると、通常

の体重増加の約半分程度のスピードに体重

増加が抑えられるとともに、食後においての

み血糖値が上昇する食後高血糖モデルとな

った。 6週令から 6週間、非治療群とmiglitol 

+ vildagliptinで治療する群に分けて、治療 6

週間後の膵島組織での ZnT8の蛋白質発現を

比較した。治療群では、毎食後の食後高血糖

がほぼ正常化していた。治療開始後 6週間後

の膵島において、非治療群では ZnT8の膵島

における発現が著しく低下していたのに比

較し、治療群では ZnT8の発現が保持されて

いた。以上のことから、初期の糖尿病であっ

ても、繰り返す食後の高血糖を介して Zn8の

発現低下が誘導されることが明らかとなっ

た。 

次に、SLC30A8 遺伝子上流 10kbp 領域の

cloning を行なった。β細胞株において、各

種長さの SLC30A8 遺伝子 5’ フラグメント

を用いたプロモーター解析を行うことによ

り、β細胞での発現を担う SLC30A8遺伝子

の領域の同定を試みたが、その同定には至ら

なかった。 

 

(3) Zip13 の脂肪細胞褐色化における機能解



析 

Zip13KO マウスの脂肪組織に対し HE 

(hematoxylin eosin)染色を行なったところ、

皮下脂肪組織の褐色化が認められた。このこ

とは、UCP1蛋白質発現や、UCP1を含む複

数の褐色脂肪細胞特異的遺伝子発現の誘導

によっても裏付けられた。Zip13KOでは、コ

ントロールマウスに比してインスリン感受

性の有意な上昇が認められ、高脂肪食負荷時

の体重の増加が有意に抑制された。また、

Zip13KO では酸素消費量の有意な上昇が観

察された。 

以上から、Zip13KOでは皮下脂肪において褐

色化が誘導されることにより、エネルギー消

費量が増加することで高脂肪食誘導性の肥

満に対する抵抗性を示すことが明らかとな

った。 

次に、コントロールマウスと Zip13KO の鼠

蹊部から前駆脂肪細胞を採取し、それぞれ不

死化細胞株を樹立した。不死化したコントロ

ールの前駆脂肪細胞においてZip13を不活性

化させると、褐色化が亢進し、Zip13KOの前

駆脂肪細胞にZip13を発現させると褐色化が

抑制された。以上のことから、Zip13 は脂肪

細胞自律的に褐色化を負に制御しているこ

とが明らかとなった。今後、この現象の背景

にある分子機序の解明に取り組んでゆく予

定である。 
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