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研究成果の概要：培養神経系細胞系において、Glycogen synthase kinase 3β (GSK-3β) 活性

を抑制すると、インスリン受容体細胞膜発現が減少すること、一方、GSK-3β活性を回復させる

と受容体発現は増加に転じた。GSK-3β活性は、神経細胞において適正なインスリン受容体シグ

ナルを保持するために不可欠なものであり、それによって細胞の構造・機能が保たれているこ

とが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) Glycogen synthase kinase-3β(GSK-3β) 
に関する研究開始当初の背景 
神経細胞に豊富に存在するセリン・スレオ
ニン蛋白質リン酸化酵素 GSK-3βは、構成
的活性を有し、シグナル伝達分子 (e.g. グ
リコーゲン合成酵素)、転写調節因子 (e.g. 
β-catenin)、翻訳開始因子 eIF2B、細胞骨
格蛋白 (e.g.タウ蛋白質) 等、多くの基質
蛋白質をリン酸化／不活性化している。し
かし、インスリン、insulin-like growth 

factor I (IGF-I)、Wnt など細胞外からの
シグナルを受け、GSK-3β Ser9 がリン酸化/
不活性化されると、それまで抑制されてい
た多くの基質蛋白質は活性化し、多彩な生
理作用を示すようになる [Jope and 
Johnson (2004) The glamour and gloom of 
glycogen synthase kinase-3. Trends 
Biochem Sci 29:95-102]。一方、GSK-3β構
成的活性そのものも、細胞生存に不可欠で
あり、ノックアウトマウス表現型は、肝細
胞のアポトーシスにより、胎生期致死を示
す [Hoeflich et al. (2005) Requirement 



for glycogen synthase kinase-3β in cell 
survival and NF-κB activation. Nature 
406:86-90.]。さらに、GSK-3β活性制御は、
神経細胞の極性形成に必要である。胎生期
ラットの培養海馬神経細胞において、
GSK-3β恒常的活性化型変異体を過剰発現
させると、通常細胞に生じる軸索は、形成
されなかった。一方、活性阻害薬により
GSK-3β活性を抑制すると、本来一本でなけ
ればならない軸索は、複数本形成された 
[Jiang et al. (2005) Both the 
establishment and the maintenance of 
neuronal polarity require active 
mechanisms: critical roles of GSK-3β and 
its upstream regulators. Cell 120: 
123-135.]。以上のことから、GSK-3βは、
神経細胞が回路網を構築、機能を発揮する
ためには、適切な時期、適切な場所に局在
し、適正な活性量を保持していることが、
必要と考えられていた。 
 
(2) 神経インスリン受容体シグナル変動に
関する研究開始当初の背景 
脳・神経細胞において、インスリン受容体シ
グナルは、軸索の伸長、髄鞘形成、シナプス
形成など、神経回路網を構築し、学習・記憶
能力を向上、細胞寿命を延伸させること
[Wada et al. (2005) New twist on neuronal 
insulin receptor signaling in health, 
disease, and therapeutics. J Pharmacol Sci 
99:128-143]、インスリン受容体シグナル伝
達分子の発現量と機能は、加齢、糖尿病 
(Diabetic encephalopathy)、神経変性疾患
（アルツハイマー病、パーキンソン病など）
において、低下していること [Gispen and 
Biesseles (2000) Cognition and synaptic 
plasticity in diabetes mellitus. Trends 
Neurosci 23:542-549; Carro and 
Torres-Aleman (2004) The role of insulin 
and insulin-like growth factor I in the 
molecular and cellular mechanisms 
underlying the pathology of Alzheimer’s 
disease. Eur J Pharmacol 490:127-133] な
どが報告されていた。 
 
(3) GSK-3βは、インスリン受容体シグナル伝
達分子群の一つ Akt によってリン酸化・制御
されるが、Growth factor 等によって活性化
された PKC、PKA、p90RSK からのシグナルによ
っても、制御されている。ところが、各種シ
グナルを受けて活性が変動するGSK-3βが、神
経インスリン受容体シグナルそのものに及ぼ
す影響、特に、シグナル分子群の発現レベル・
リン酸化レベルについての、時間・日単位の
調節機序に関しての研究は、未開拓の分野で
あった。 
 

２． 研究の目的 
 
(1) GSK-3β活性がインスリン受容体、
Insulin-like growth factor I receptor、
phosphoinositide 3-kinase/Akt 経路上のシ
グナル分子群の発現や活性に与える影響に
ついて、シグナル分子群の発現量の変化・リ
ン酸化レベルの変化およびその調節機構の
分子基盤を解析する。 
 
(2) 病態モデルにおける GSK-3β活性および
インスリン受容体シグナル分子群の発現・リ
ン酸化レベルについて解析し、GSK-3β活性
制御が生体内の神経回路網に対してどのよ
うな役割を果たしているのか、検討する。 
 
 
３． 研究の方法 
 
(1) ウシ副腎髄質クロマフィン細胞培養系
を用いての解析 
発生学的に神経堤に由来する細胞の培養系
において、 GSK-3β 阻害薬 (lithium、
valproic acid、SB216763、SB415286)、イン
スリン、成長因子など、GSK-3β 活性に影響
を及ぼす薬物及び生理活性物質をメディウ
ム中に添加し、短時間、及び長時間暴露させ
る。以後、インスリン受容体シグナル分子群
の発現量、機能の変化を、解析していく。 
① 125I-Insulin 結合実験、125I-IGF-I 結合実
験を行い、細胞膜受容体の量的・質的変動、
結合のカイネティクスを測定する。 
② インスリン受容体シグナル分子について、
蛋白質発現量およびリン酸化レベルを、ウ
ェスタン・ブロット法および免疫沈降法を
用いて解析する。 
③ 蛋白質発現量に変化を認めたシグナル分
子については、mRNA 量をノーザン・ブロ
ット法を用いて測定する。また、mRNA 量
が変化した場合は、nuclear run-on assay 
法により遺伝子転写率を測定する。 
 
(2) 病態動物モデルを用いての解析 
全身性炎症マウスモデルにおいて、GSK-3β
活性およびインスリン受容体シグナル分子
群の発現量、リン酸化レベルを解析する。 
① マウスに盲腸結紮穿孔術 (cecal 
ligation and puncture: CLP) を施行するこ
とで、臨床像に類似した多菌性敗血症病態を
作成し解析を行う。 
② モデルマウス作成後からの経過時間に伴
い、脳神経を中心に各種臓器サンプルを作成
する。また、抗炎症、抗インスリンシグナル
を有する試薬は、適時腹腔内投与するなどし
て、シグナル伝達分子に及ぼす影響を解析し
ていく 
③ 上記(1)の細胞培養系での解析と同様に、



ウェスタン・ブロット法等の分子生物学的手
法を用いて、コントロール群との比較検討を
行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 培養副腎髄質クロマフィン細胞に各種
GSK-3β 活性阻害薬処置を行うと、細胞膜イ
ンスリン受容体発現が減少した（図１）。さ
らに、ウェスタン・ブロット解析を行うと、
GSK-3β 阻害薬処置により、インスリン受容
体蛋白質発現量が、経時的にかつ阻害薬の濃
度依存的に減少していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図２ 
 
(2) 培養副腎髄質クロマフィン細胞に
GSK-3β 阻害薬であるリチウム処置を行う
と、GSK-3βセリン残基のリン酸化が生じ、
GSK-3β 活性が抑制されることが示唆され
た（図３）。その際のインスリン受容体細胞
膜発現量を解析すると、GSK-3β のリン酸化
増加とは対称的に、膜発現量は減少した（図
４）。さらに、リチウム処置細胞をノーマル
メディウムで洗浄・置換すると、GSK-3β の
リン酸化は減少し、GSK-3β の活性が回復す
ることが示唆されたが（図３）、このときの
インスリン受容体細胞膜発現量は、増加に転
じていた（図４）。GSK-3β活性が抑制される
と細胞膜インスリン受容体発現が減少、イン
スリン受容体シグナルが減じることが示唆
された一方で、GSK-3β の構成的活性は、神
経系細胞においてインスリン受容体細胞膜
発現を保持することによって、細胞にとって
適正なインスリン受容体シグナルを維持す
るという重要な役割をはたしていることが
示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図３ 
 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図４ 
 
(3) 培養副腎髄質クロマフィン細胞におけ
る GSK-3β 阻害薬リチウム処置がインスリ
ン受容体発現を減少させる細胞内メカニズ
ムを探索するために、インスリン受容体 
mRNA 量の変化を、ノーザン・ブロット法等
を用いて解析した。インスリン受容体 mRNA 
量は、時間経過とともに減少した（図５）。
また、遺伝子転写率測定には影響なかったこ
とから、GSK-3β 活性は、インスリン受容体
mRNA 量の安定性に関与して、インスリン受容
体発現を調節していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
  図５ 
 
(4) GSK-3β 活性阻害はインスリン受容体発
現を減少させるが、実際にインスリン受容体
シグナルを減少させているのかについて、
GSK-3β 阻害薬処置細胞とコントロール細胞
とにおいて、インスリン刺激による受容体リ
ン酸化レベルを比較解析した。GSK-3β阻害



薬処置細胞では、インスリン刺激インスリン
受容体リン酸化レベルは減少していた（図
６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図６ 
 
(5) 全身性炎症マウスモデル、CLP マウスに
おける解析。 
各種病態において、GSK-3β活性およびイン
スリン受容体シグナルとの間には、どのよう
な関係があるか、動物モデル脳組織における
GSK-3βをはじめとするインスリン受容体シ
グナル分子のリン酸化レベルを検討した。
CLP マウスモデル脳組織においては、Akt、
GSK-3βといったシグナル分子のリン酸化は、
CLP 施術後に増加した（図７）。一方、心臓、
血管といった末梢組織では、インスリン受容
体シグナルは減少していた。全身性病態モデ
ルについては更なる解析を必要とするが、脳
組織は末梢組織と異な GSK-3βはリン酸化/
不活性されており、それによって、炎症反応
から組織を保護する機構が備わっている可
能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図７ 
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