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研究成果の概要（和文）：インスリン分泌をコントロールできる新規化合物同定のため、スクリーニング解析を
行なったところ、新規インスリン分泌促進化合物と阻害化合物を数種類同定した。一つの新規分泌促進化合物に
おいて、細胞内でのターゲット分子を探索したところ、ミトコンドリアタンパク質であるVDACを同定した。
siRNAによるノックダウンにより、VDAC1の発現を抑制した膵β細胞では、化合物によるインスリン分泌増大が抑
制された。さらにこの化合物は、細胞内のATP濃度をグルコース刺激依存的に通常より増大させることがわか
り、VDACと結合し、細胞内のATP濃度を増大させることにより、インスリン分泌を促進させることが示された。

研究成果の概要（英文）：To identify novel small-molecules of insulin secretion regulator, we 
examined high-throughput screening analysis to identify chemical compounds that activate (or 
inhibit) insulin secretion in pancreatic beta-cells and identified several kinds of compounds as 
activator (or inhibitor) of insulin secretion. Pull-down assay experiment using chemical compound 
conjugated magnetic beads revealed that one of the activators binds to mitochondrial protein, VDAC. 
siRNA-mediated depletion of VDAC1 in INS1 832/13 cells reduced increase of insulin secretion by the 
activator, and in addition, intracellular ATP level is increased by the activator in beta-cells. 
These results demonstrate that glucose-stimulated insulin secretion is up-regulated by increase of 
intracellular ATP level through binding of the novel activator to VDAC protein.

研究分野：細胞生物学

キーワード： インスリン分泌　ケミカルバイオロジー　化合物ライブラリ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病は我が国を含め世界中で増加の一途をたどっており、より副作用の少ない、インスリン分泌をコントロー
ルできる新規薬剤の開発は以前重要な課題の一つです。本研究で行われた網羅的な薬剤スクリーニングにより、
新規に発見されたインスリン分泌促進・阻害化合物と、それら同定された化合物の詳細な分子メカニズム解析の
知見は、新しい糖尿病薬開発を行うための基盤になると考えています。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
　糖尿病患者数は我が国でも増加を続けており、深刻な社会問題である。糖尿病の主な原因と
して、β細胞の破壊(I型糖尿病)、β細胞機能低下によるインスリン分泌の減少、および骨格
筋や脂肪でのインスリン抵抗性の増大(II型糖尿病)が挙げられる。特に日本人はインスリン分
泌が欧米人よりも弱く、インスリン分泌低下による糖尿病発症が大きな要因になっている。イ
ンスリンは体内の血糖値の恒常性維持に必須なホルモンであり、体内の血糖値が上昇すると、
β細胞から分泌され、骨格筋や脂肪などからの糖の取り込みを促進し、血糖値を低下させる。
血糖値を下げる糖尿病治療薬のうち、β細胞に直接作用してインスリン分泌を促す薬剤として
は、KATPチャネルに作用して分泌を促すスルホニル尿素薬やグリニド製剤、インスリン分泌を
増強する消化管ホルモンGLP-1の分泌を抑えるインクレチン関連薬(DPP-4阻害剤)等が使用され
ている。しかしながら前者では、深刻な低血糖状態になったり、逆にβ細胞の疲弊や細胞死を
早め、より病状を進行させるなどの副作用がある。一方、後者では吐き気、便秘などの胃腸障
害の副作用が懸念される。より少ない副作用で、インスリン分泌をコントロールできる新規薬
剤の開発は依然必須である。 

２．研究の目的 
　研究代表者は、独自に確立したハイスループット化合物スクリーニング解析により、４種の 
新規インスリン分泌促進化合物と２種類の新規インスリン分泌阻害化合物を同定し、その促進
化合物の中の一つ、化合物Xでは、ミトコンドリア外膜に存在するチャネルたんぱく質である
VDACと結合する事を発見した。本研究の目的は、これら新規化合物のインスリン分泌に作用す
る詳細な分子メカニズムを解析し、新規糖尿病治療薬開発への可能性を探ることである。 

３．研究の方法 
　３−１プルダウン法による、新規分泌促進・阻害化合物のターゲット分子の同定 

　最初に同定された化合物群の中で、特に分泌促進化合物二種類について解析を続けた(No.76
化合物、No.460化合物と呼称)。まず分泌促進の分子メカニズムを調べるため、特異的に結合
する分子の探索を行った。一般的に薬理作用のある化合物は、ターゲットが機能タンパク質で
あるので、まずターゲットとなるタンパク質の探索を行った。No.76化合物の末端構造にアル
キン基を付与したものを用意し、アジド基が表面に修飾された磁気ビーズとクリックケミスト
リーを利用した反応によって共有結合させ、No.76化合物ビーズを作成した。この化合物ビー
ズとラットβ細胞株INS1 832/13細胞の抽出液を混合するプルダウンアッセイ法により、β細
胞内でNo.76化合物と結合するタンパク質の探索を行った。特異的に結合してきたタンパク質
は、SDS-PAGEにより分離し、高感度タンパク質染色液にて検出した。検出されたバンドは質量
分析によるタンパク質同定を行った。No.460化合物についても、化合物ビーズを作成し、特異
的結合タンパク質の探索を行っており、これまでにいくつかの候補タンパク質を同定してい
る。 
　 
　３−２siRNAトランスフェクションによる、ターゲットタンパク質のノックダウン解析 

　３−１にて同定されたタンパク質と化合物との結合が、分泌活性に関わるのかどうかを調べ
た。ターゲットタンパク質に対するsiRNAを、トランスフェクションによりINS1 832/13細胞に
導入した。72時間後、No.76化合物を添加・非添加時における、グルコース刺激による分泌活
性を調べた。 

　３−３細胞内ATP活性の測定 
　 
　膵β細胞は、グルコースを細胞内に取り込み、ミトコンドリア内で代謝してATPを産生し、
これを感知するKATPチャネルの閉鎖を介して、脱分極を引き起こす。その結果、電位依存性の
Ca2+チャネルが解放され、細胞内に流入するCa2+上昇が、分泌顆粒の開口放出（分泌）を促
す。高グルコース刺激時のβ細胞内サイトゾルATP濃度上昇が、No.76化合物添加により変化す
るかどうかを調べた。No.76化合物添加・未添加のINS1 832/13細胞に、高グルコース刺激の
後、細胞を回収、ホモジネートし、100000×Gの超遠心分離により細胞質画分を得た。これに
ルシフェラーゼの生物発光作用を利用したATP測定キットを用い、ATP定量を行った。 

　３−４Hispidulinの作用機序解析 
　 
　Hispidulinは、キク科の植物に含まれるフラボン類の一つで、これまでに抗酸化作用や抗炎
症作用、抗腫瘍作用などの機能性が報告されている。パキスタンの研究チームとの共同研究に
より、Hispidulinが膵β細胞に作用し、インスリン分泌に関係していることを見出した。そこ



で我々が有している化合物に結合するタンパク質を探索する手法（３−１参照）を用いて、膵
β細胞内でHispidulinと特異的に結合しているたんぱく質分子の探索を行なった。エポキシ基
を表面に持った磁気ビーズに、Hispidulinに存在するヒドロキシル基を利用して共有結合さ
せ、Hispidulinビーズを作成した。そのビーズにIns1 832/13細胞の抽出液を添加することに
よるプルダウン実験を行った。結合してきたタンパク質群は、SDS−PAGEと高感度タンパク質染
色により検出した。検出されたタンパク質バンドを切り取り、質量分析装置によるタンパク質
同定を行った。 

４．研究成果 

　４−１No.76化合物はVDACタンパク質と結合する。 
　 
　３−１によって行われたプルダウン法により検出されたバンド
は、それぞれ質量分析装置を用いたタンパク質同定が試みられ
た。すると、同定されたタンパク質群のうち、多くはミトコンド
リア由来であることがわかり、それらは大きないくつかの複合体
の成分であることがわかった。それらのうち、最も強いバンドと
して検出され、薬剤が作用する可能性の高い外膜に存在する、
VDACタンパク質に着目した。No.76化合物ビーズによるプルダウ
ン実験のサンプルに対して、抗VDAC1/2/3抗体によるウエスタン
ブロット解析を行い、確かに結合することが確認できた（図
１）。No.460化合物については、いくつかの候補タンパク質が同
定されているので、これらを現在特異抗体によるウエスタンブ
ロットにより確認中である。 

　４−２No.76化合物はVDACタンパク質と結合し、インスリン分泌 
       を促進する。 
 
　次にこの結合が分泌活性に関わるのかどうかを調べた。VDACに
は１から３までのアイソフォームが存在するが、最も豊富に存在
するVDAC1を、siRNAのトランスフェクションによりノックダウン
したINS1 832/13細胞では、No.76化合物を添加したときでもグル
コース依存性のインスリン分泌増強の効果が見られなかった。こ
の知見から、No.76化合物のターゲットがVDACであることが強く示
唆された（図２）。 

　４−３No.76化合物は細胞内ATPを増大させ
る。 

　膵β細胞は、グルコースをミトコンドリア
内で代謝してATPを産生し、KATPチャネルがこ
れを感知し、チャネルの閉鎖を介して、脱分
極を引き起こし、結果として分泌顆粒の開口
放出を引き起こす。この時VDACはミトコンド
リア内で産生されたATPをサイトゾルへ放出す
る役割のあることが知られている。このこと
から、No.76化合物がVDACと結合する知見と合
わせて、ミトコンドリアがNo.76化合物の作用
部位であることが予想され、No.76化合物がミ
トコンドリアから放出されるサイトゾルATP濃
度上昇を増強させ、その結果インスリン分泌
を増加させるという可能性が考えられた。そ
こで３−３の実験により、ATP定量を行ったと
ころ、有意にNo.76化合物添加時のサイトゾル
ATP濃度が増加することがわかった。また、群
馬大学未来先端研究機構高稲正勝助教との共
同研究により、ATPセンサーQUEENを用いた、
細胞内ATP濃度上昇をリアルタイムでモニター
するシステムを構築し、細胞内でATP濃度上昇
が、No.76化合物添加時に増加するかどうかの
観察を行なっている。 

　タンパク質を対象とした細胞生物学的、生化学的解析では、発現量はどの程度か、どのよう

図１：No76化合物ビーズ
とVDACタンパク質との結
合

図２：VDAC1ノックダウンによる、No76化合
物の分泌促進効果への影響



な複合体を形成しているか、酵素活性はあるのか等を調べていくのが定石である。そしてこれ
ら定石の中で最も重要な知見の一つが、細胞内局在であり、特定のオルガネラにのみ存在する
のかしないのか、するとすればさらに内部に存在するのか、外部に接しているのか、特定の刺
激でこの局在は変わるのかなど、機能を推定するのにとても強力な知見を与えてくれる。しか
しながら、ケミカルバイオロジ−の分野では、様々な検討がされてはいるが、未だ化合物のよ
うな低分子の物質の、細胞内での局在や挙動を調べているものは非常に少ないのが現状であ
る。我々はNo.76化合物がミトコンドリアに局在しているのかどうかを検証するために、大阪
大学工学部藤田克昌教授との共同研究により、ラマン分光顕微鏡により細胞内のアルキン基を
モニターできるというシステムを応用し、先程化合物ビーズ作成に用いたアルキン化No.76化
合物の細胞内局在を、生細胞にてリアルタイムに追跡するという試みを行った。しかしながら
ラマンスペクトルのシグナルが非常に弱いことが明らかになり、アルキン化No.76化合物の局
在は確認できなかった。これについては、さらに検出感度を上げるための顕微鏡システムの改
良や、化合物については、複数のアルキン基を用いてシグナルを増強するという試みを行なっ
ている。 

　４−４Hispidulinは膵β細胞内でAKAPタンパク質と結合する。 

　Hispidulinと特異的に結合するタンパク質を同定するため、３−４の実験を行い、質量分析
装置によるタンパク質同定を行った。幾つかの結合タンパク質候補が同定された中で、PKAを
特定のオルガネラ等に繋留するタンパク質である、A-kinase anchoring protein；AKAPファミ
リーの一つに着目した(AKAP-Xと呼称)。AKAPは細胞の特定の場所に局在し，その近傍にある
ターゲットタンパク質を、AKAPに繋留されたPKAでリン酸化するという、PKAを特定の部位で機
能させるのに必要なタンパク質であり、いくつかのアイソフォームは、インスリン分泌にも機
能していることが報告されている。Hispidulinビーズによるプルダウン実験の後、AKAP-X特異
的な抗体を用いたウエスタンブロットによっても、これらの結合が確認できた。このことから
HispidulinがAKAP-Xに作用し、その結果インスリン分泌に影響している可能性を考え、より詳
細な分子メカニズム解明を進めている。
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