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研究成果の概要（和文）：高血糖を主症状とする糖尿病は、全世界における患者数が年々増加している。多くの
治療薬が使用されているが、低血糖などの副作用も多く、膵臓β細胞を保護する治療薬は存在しない。Znイオン
はインスリン様活性を有するため、本研究ではZn錯体の安全性と高活性に注目し、インスリン様活性の作用メカ
ニズムの解明を第一の目的とした。
亜鉛錯体は内因性インスリンの作用を助けるように、インスリンの作用とは独立して働いた。すなわち、脂肪細
胞内に取り込まれた後、インスリンシグナル経路においてPTP1B、PTENに対して阻害的に働くことでAktのリン酸
化を促進させて細胞内のインスリンシグナル伝達を増強した。

研究成果の概要（英文）：Diabetes mellitus is a disease mainly with hyperglycemia, and its patients 
are increasing year by year. Many types of anti-diabetic medicines are clinically used, however, 
severe side effects such as hypoglycemia have been reported, and especially there is no therapeutic 
medicines protecting the pancreatic beta cell in the present. Zinc (Zn) ion is well known to have 
the insulin-mimetic activity, and thus we primarily intended to elucidate the action mechanism of 
insulin-mimetic Zn-complexes in terms of relatively higher safety and effect of Zn-complexes. 
Zn-complexes were found to act independently from endogenous insulin as like supporting and 
enhancing insulin function, that is, Zn-complexes increased the cellular insulin-signal because they
 inhibited both the PTP1B and PTEN, and thus enhanced Akt phosphorylation in the insulin-signal 
transduction pathway after uptake into adipocytes.

研究分野： 生物無機薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
日本国内における生活習慣病（メタボリッ

クシンドローム）の成人の有病者は、男性の
23.0％、女性の 8.9％を占めている。メタボ
リックシンドロームの主要な原因が、肥満と
糖尿病であることは論を待たない。その 1つ
である糖尿病は、2011 年 12 月に厚労省によ
り公表された 2010 年の「国民健康・栄養調
査結果」によると、増加ペースが加速されて
おり、糖尿病が強く疑われる日本人が 890 万
人、否定できない日本人（予備軍）が 1,320
万人に増加し、合わせると 2,210 万人に達す
ることが明らかにされた。「健康日本 21」で
も謳われているように、近未来のわが国にお
ける高齢化社会の到来を考慮すると、何らか
の画期的な対策が必要とされる待ったなし
の状況である。糖尿病が生活習慣病の中で問
題視される点として、合併症の恐怖が上げら
れる。糖尿病性合併症としては、糖尿病性腎
症、糖尿病性網膜症、糖尿病性血管症が知ら
れているが、これらの疾患は生命の維持に障
害をきたすものも多い。さらに、糖尿病にお
ける持続的高血糖状態は酸化的ストレスを
惹起し、この酸化的ストレス刺激が糖尿病合
併症の一因となることも分かってきており、
糖尿病治療には血糖値の正常化のみならず、
酸化ストレスの軽減も重要な対象であるこ
とが明らかにされている。 
このような背景の下、生体微量元素であり、

近年は細胞内シグナル伝達物質として世界
中の研究者から大きな注目を集めている亜
鉛は、1980 年にそのインスリン様作用が証明
されて以来、多くの研究が進められてきた。
研究者らのグループは、10 年前から、2型糖
尿病を発症し、かつ肥満型のメタボリックシ
ンドローム様症状を示すモデル動物である
KKAyマウスを用いて、亜鉛錯体の抗糖尿病作
用を研究し、経口投与で効果を発揮するいく
つかの亜鉛錯体の開発に成功してきた。さら
に、一部の亜鉛錯体が、KKAyマウスのメタボ
リックシンドロームに関する生化学パラメ
ータも改善できることを明らかにしてきた。 
一方、2013 年 9月に順天堂大学医学部の藤

谷准教授らの研究グループから、インスリン
の血糖値低下作用と膵臓β細胞内の亜鉛と
の関係について画期的な発表（J. Clin. 
Invest., 123: 4513-4524, 2013）がなされ
た。藤谷准教授らは、膵臓のβ細胞から分泌
される亜鉛がインスリンを体中に供給する
のに重要な役割を果たしていることを世界
で初めて発見された。亜鉛の膵臓からの分泌
量が少ない場合、門脈から肝臓を通過する際
にインスリンが過剰に分解されてしまい、全
身に循環するインスリン量が低下すること
を明らかにされた。この成果は、糖尿病発症
の新たなメカニズムと考えられ（インスリン
分泌不全、インスリン感受性不全に続く「第
三の機構としてインスリン循環不全」）、亜鉛
の膵分泌量を正常化する手法や医薬品を開
発できれば、糖尿病の予防や治療に結びつく

可能性が高まった。この機構に関する生体分
子も特定され、亜鉛トランスポーターの一つ
である ZnT8 の機能低下により亜鉛分泌が不
全となり、糖尿病の発症リスクが高まること
が判明した。ZnT8 を欠損させたマウスでは、
全身のインスリン量は低下していたが、β細
胞からのインスリン分泌量は正常マウスに
比べて約 2倍高くなっていた。すなわち、糖
尿病の発症には、インスリンそのものではな
く膵臓の亜鉛が非常に重要な役割を担って
いることが明らかとなった。 
 一方、β細胞からのインスリン分泌には
「インスリンの生化学振動」も重要である。
食事後の 1～2 時間ほどの消化の間、膵臓か
らのインスリンの放出は血中濃度が一定と
なるようには放出されてはおらず、3～6分の
周期で血中インスリン濃度をおおよそ 100～
800 pmol/L以上へと変動するように放出され
ている。これは細胞表面にあるインスリン受
容体の脱感作を避け、インスリンの主要標的
である肝臓・筋肉・脂肪の細胞に対してイン
スリンが十分に作用を果たせるようにする
ためと考えられている。インスリン受容体の
脱感作はインスリン抵抗性とも関連があり、
インスリン療法の管理には、このインスリン
振動（血中濃度が周期的に変動）を惹起、ま
たは促進するような医薬品の投与について
検討する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を踏まえ、平成 23 年度基盤研
究（C）、2011-2013年度、「GPR39作動性のPdx-1
発現により膵β細胞を保護する抗糖尿病亜
鉛医薬品の開発」において、申請者らのグル
ープは亜鉛錯体の抗糖尿病作用機構の一つ
として、ラットインスリノーマ培養細胞を用
いて亜鉛錯体のインスリン分泌促進効果と
その作用機構を詳細に検討し、Akt/PKB→
Pdx-1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1) 
の活性化を介した膵臓β細胞からのインス
リン分泌促進作用があることを見出した。さ
らに、インスリン分泌不全型の２型糖尿病モ
デル動物であるSTZ-nマウスに対しても血糖
値降下作用およびHbA1c低下作用が新たに見
出され、この作用の一部は亜鉛錯体の連続経
口投与によるPdx-1活性化による膵臓β細胞
保護作用に基づくものと示唆された。 
一方で、研究者らは 10 年以上にわたり、

亜鉛と生体との相互作用について着目し、糖
尿病患者のQOL増進を目指したインスリンに
代わりうる、あるいはインスリンの補助とな
る無機医薬品の開発を行ってきた。その過程
で、高活性な亜鉛含有医薬品もしくは栄養機
能性食品の開発をめざし、種々の亜鉛錯体を
合成してきた。その中でも特に、3 つのタイ
プの亜鉛錯体（亜鉛-ペプチド錯体、亜鉛-ビ
タミン錯体、亜鉛-環状有機配位子-錯体）が、
生体利用率と生体安全性の高い候補化合物
として絞り込むことに成功した。生体利用率
の高い亜鉛錯体の設計は、「安定度定数、油



水分配係数、細胞膜透過性」などの物性デー
タと「Caco-2 細胞を用いた上皮細胞透過性」、
「脂肪細胞を用いた遊離脂肪酸放出抑制活
性およびグルコース取込促進活性」、「3T3-L1
細胞を用いた細胞内インスリンシグナル伝
達系におけるPI3-K/Akt活性化および転写因
子 FOXO 活性化作用」、および「RIN-5F ラット
インスリノーマ細胞を用いたpdx-1を介した
膵β細胞の保護とインスリン分泌促進作用」
の相関性をプロファイルし、高活性な候補化
合物を効率よく選別する新規探索評価系を
確立できたことによるものである。 
本課題では、上記の生体適合性の高い亜鉛

錯体が、藤谷らの提唱した「インスリン循環
不全」および既知の「インスリンの生化学振
動」を正常化させる機構に基づいて内因性イ
ンスリンの作用を調整・増強させる抗糖尿病
薬（予防薬もしくは治療薬）となりうるかど
うかを、KKAyマウスなどの糖尿病モデル動物
を用いて研究することを目的とした。さらに、
これまでに申請者らが得ている亜鉛錯体に
関するデータから、亜鉛錯体のインビボにお
ける標的臓器として筋肉および脂肪組織が
重要視されており、これらは亜鉛錯体の体内
分布特性に大きく依存することも分かって
きた。上記の目的に加えて、亜鉛錯体が筋肉
や脂肪組織におけるインスリンシグナル系
を活性化するかについても同時に評価する
ことで、活性機序として新規性に富んだ亜鉛
医薬品の開発に繋がると考えられる。 
 
３．研究の方法 
本課題では、最初に、メディシナルケミス

トリーの王道から有機・無機化学アプローチ
として(1)イミダゾールペプチド・ビタミン C
誘導体・クリオキノールを基本骨格とし、置
換体を中心とする配位子および亜鉛錯体を
合成し、亜鉛含有医薬品の候補物質となる可
能な限りのライブラリーを構築する。(2)合
成された亜鉛錯体の立体構造をＸ線解析し、
微視的な配位構造を含む化学構造を決定す
る。(3)pH 滴定法による pH に依存した亜鉛ス
ペシエーション、安定度定数（結合定数）を
推定する。 
続いて、物理化学的アプローチとして(4)

有機層－水層間の分配測定による分配係数
を算定し、亜鉛錯体の水溶性／脂溶性を評価
する。(5)Caco-2 細胞を用いた上皮細胞透過
性の評価、赤血球や白血球を用いた細胞膜透
過性などを評価する。(1)～(5)の結果より、
亜鉛錯体ライブラリーにおける「化学構造－
中性 pH における安定性－脂溶性（logP）－
細胞膜透過性」といった一連の構造物性相関
に関する情報が得られる。 
次に、化学的・分子生物学的アプローチと

して、(6)膵臓β細胞（ラット由来 RIN-5F イ
ンスリノーマ）、脂肪細胞（3T3-L1 アディポ
サイト）、骨格筋細胞（SkMC）に発現する
Akt/PKB シグナル系のリン酸化による活性化
および細胞内伝達経路の促進を、ウェスタン

ブロット法を用いたタンパク質リン酸化機
構にもとづいて調べる。 
続いて、薬理学的アプローチとして、(7)

インスリン分泌不全型の２型糖尿病モデル
動物として STZ-n マウスおよび nodマウスを
用いて、亜鉛錯体の連続経口投与による膵臓
β細胞からのインスリン分泌促進作用、食後
血糖値の低下作用、膵臓β細胞の保護作用を
評価する。投与終了後は、血清生化学パラメ
ータの測定、各臓器内の亜鉛含量の定量、膵
臓中のバイオマーカー（Pdx-1 およびインス
リン）の定量（リアルタイム PCR 法およびウ
ェスタンブロット法）、および肝臓中のバイ
オマーカー（HNF-1αおよび HNF-4α）の定量
を行う。(8)インスリン抵抗性の２型糖尿病
モデル動物として KKAyマウスを用いて、亜鉛
錯体の連続経口投与による血糖値降下作用、
高インスリン血症改善作用、高レプチン血症
改善作用、低アディポネクチン血症改善作用
を評価する。投与終了後は、血清生化学パラ
メータの測定、各臓器内の亜鉛含量の定量、
脂肪・筋肉・肝臓中のバイオマーカー
（pAkt/Akt、pAMPK/AMPK）の定量を行う。 
最後に、組織標本学的アプローチとして、

(9)亜鉛錯体のインビボにおける薬効変化を
調べるため、投与後の組織染色を行う。特に、
膵臓β細胞の保護作用と肝臓の脂肪蓄積改
善作用について、統計学的解析を含めた詳細
な評価を行う。(10)これらの結果を統合して
合理的分子設計を行い、最終的に医薬品へ向
けた化合物を決定する。インスリンの作用を
調整および増強する新規化合物の有機化学
的、無機化学的、物理化学的、生化学的、分
子生物化学的、薬理学的、および組織化学的
指標のトランスレーショナル実験を総合的
に行い、ヒト治験へ供与しうる亜鉛含有医薬
品の新規評価系の構築を目指す。 
 
４．研究成果 
亜鉛錯体の安全性と高活性に留意し、イン

スリン様活性の作用メカニズムを解明する
ことを最初の目的とし、まずインスリン標的
組織の一つである脂肪組織に着目し、マウス
培養脂肪細胞である 3T3-L1 脂肪細胞を用い
て検討を進めた。生体内においてインスリン
が標的組織における細胞に作用すると、イン
スリンは細胞膜に存在するインスリン受容
体に結合し、IRβのチロシンリン酸化をきっ
かけに、シグナル伝達が下流へと伝わり、
PI3Kを介してAktのリン酸化が促進されてい
く。この時 PTP1B は、IRβに対してチロシン
ホスファターゼとして働き、脱リン酸化を促
し、PTEN は PI3K を介して生成された PIP3 を
脱リン酸化し、インスリンシグナル経路を抑
制する働きをする。これに対して、3T3-L1 脂
肪細胞において一部の亜鉛錯体はインスリ
ンとは異なる作用点によってAktのリン酸化
を促進することが示唆された。すなわち、一
部の亜鉛錯体はまず細胞内に取り込まれた
後、インスリンシグナル経路において PTP1B、



PTEN に対して阻害的に働くことでインスリ
ンシグナル伝達が増強し、加えて、PI3K に対
して作用する Integrin-FAK (Focal Adhesion 
kinase) 、 Paxillin-ILK (Integrin-linked 
kinase)、GPCRs 経路などインスリンシグナル
経路外のタンパク質を介してAktリン酸化を
促進する可能性が考えられた。 
臨床現場における最近の糖尿病治療指針

の一つとして、膵臓ランゲルハンス島β細胞
数を保持し、インスリン分泌能を可能な限り
維持させることが重要であると考えられて
いる。そこで、亜鉛錯体が膵臓へ直接作用し
た場合の影響について検討するため、続いて
ラットインスリノーマ RIN-5F 細胞を用いて
実験を行った。グルコース濃度の異なる 2つ
の培地条件で検討したところ、RIN-5F 細胞は
一部の亜鉛錯体によるAktリン酸化促進作用
に対して異なる応答性を示し、RIN-5F 細胞に
対するグルコース暴露量の違いによって、細
胞の応答性が異なることが明らかとなった。
膵β細胞におけるインスリンシグナル経路
は、膵β細胞機能や膵β細胞量の調節に関わ
っている。Akt リン酸化促進作用の応答性が
顕著では無かった高グルコース培地条件下
でリアルタイムPCRを用いて検討したところ、
2時間の亜鉛錯体処理時には PDX-1 mRNA 発現
量が増加し、またこの時のインスリン mRNA
は、亜鉛錯体処理によって発現量が増加して
いることが分かった。高グルコース培地条件
下では、亜鉛錯体は膵β細胞の機能維持およ
びβ細胞量の調節に寄与していると考えら
れ、亜鉛錯体の処理によって、まずPDX-1 mRNA
発現量が増加し、続いてインスリンの転写活
性が上昇したと考えられる。以上より、一部
の亜鉛錯体処理は膵臓機能に影響する可能
性があることが示された。 
これまでの 3T3-L1 脂肪細胞およびラット

インスリノーマ RIN-5F 細胞を用いた in 
vitro 系の評価において亜鉛錯体が示す抗糖
尿病作用やインスリン様活性を示す作用メ
カニズムを明らかにしてきた。そこで、最後
に、2 型糖尿病モデルの KKAyマウスを用いて
in vivo 系における亜鉛錯体が示す血糖降下
作用、長期投与による安全性ならびに、イン
スリン分泌を担う膵臓に対する保護作用を
検討した。 
亜鉛錯体を 18 週間長期間摂取した場合、

グルコース処理能力の改善が認められた。血
漿中インスリン濃度、および、血漿中アディ
ポネクチン濃度について測定した結果は、亜
鉛錯体]摂取による糖尿病治療効果が、既存
のチアゾリジン系系薬剤による作用とは異
なることを示唆した。インスリン分泌に関与
している膵臓について病理組織学的検討を
行い、形態的変化および機能的変化を評価し
たところ、亜鉛錯体摂取群においてはランゲ
ルハンス島の肥大化が有意に抑制されてい
た。これらの変動は、主要臓器への亜鉛移行
性の解析結果から、以下のような結論を得た。
つまり、亜鉛錯体が脂肪組織や筋肉において

作用することで、インスリンとは異なる作用
点に働きかけ、インスリンシグナル経路を活
性化させ、インスリン刺激によるシグナル伝
達の活性化を促進する。これらの作用はチア
ゾリジン系薬剤が示すアディポネクチン分
泌促進作用を介したものとも異なっていた。 
すなわち、脂肪組織におけるインスリン抵

抗性を改善することで、糖尿病時に代償的に
増加するインスリン産生を抑制し、血中イン
スリン濃度を正常化に導く。その結果、膵臓
ランゲルハンス島中のβ細胞数の増加抑制
ならびにランゲルハンス島の肥大化を抑制
する。このランゲルハンス島の肥大化抑制が、
最終的に膵臓における機能保護作用を示し、
一部の亜鉛錯体は末梢組織におけるインス
リン抵抗性の改善作用ならびに間接的な膵
臓保護作用により、安定的、持続的な抗糖尿
病作用を示すと結論づけた。 
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