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研究成果の概要（和文）： 

AS160はインスリンシグナル伝達のAktの下流にあり、GLUT4のトランスロケーションに関与すると報
告されている。我々は、GqPCR の活性化によっても GLUT4 のトランスロケーションが起こる
こと、また GqPCRの活性化は AMPKを介して AS160をリン酸化することを見出した。AS160

はインスリン及び GqPCR 活性化により引き起こされる GLUT4 トランスロケーションの共通のシグナ
ル伝達因子である。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Akt substrate of 160kDa (AS160) is a Rab GTPase activating protein (GAP) and was recently 
identified as a component of the insulin signaling pathway of glucose transporter type 
4 (GLUT4) translocation. We and others, previously reported that the activation of 
Galphaq protein-coupled receptors (GalphaqPCRs) also stimulated GLUT4 translocation 
and glucose uptake in several cell lines. Here, we report that the activation of 
GalphaqPCRs also promoted phosphorylation of AS160 by the 5'-AMP activated protein 
kinase (AMPK). Rat 3Y1 cells lacking AS160 did not show insulin-induced GLUT4 
translocation. The cells stably expressing GLUT4 revealed GLUT4 vesicles that were 
mainly localized in the perinuclear region and less frequently on the cell surface. 
After expression of exogenous AS160, GLUT4 on the cell surface decreased and GLUT4 
vesicles were redistributed throughout the cytoplasm. Although PMA-induced or sodium 
fluoride-induced GLUT4 translocation was significantly increased in these cells, 
insulin did not affect GLUT4 translocation. These results suggest that AS160 is a common 
regulator of insulin- and GalphaqPCR activation-mediated GLUT4 distribution in the 
cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 研究の背景  

インスリンは生体必須のホルモンであり、

その作用メカニズムを解明することは極めて

重要な課題である。我が国には約 740 万人の 2

型糖尿病患者と約 880 万人の｢糖尿病予備軍｣

がおり、４大疾患の１つに指定されており、

成人の 6 人に 1 人が糖尿病かその予備軍であ

る。それは標的細胞のインスリン作用不全に

１つの主な原因があると考えられており、そ

の病因の解明が緊急の課題となっている。 

申請者らは、世界に先駆け、インスリン受

容体 cDNAを単離した（図 1）(Cell, 1985. Ebina 

et al.)。 

そして、インスリン受容体のチロシンキナ

ーゼ活性がインスリン作用発現に必須である

ことを証明し (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

1987. )、受容体遺伝子上でチロシンキナーゼ

ドメインが欠失している糖尿病患者を発見し

た(Science, 1989)。また、インスリンの「細胞

内へのグルコース取り込み促進」作用には、

PI 3-キナーゼの活性化が必須であることを世

界に先駆けて報告した (BBRC, 1993., Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 1995.)。さらにその下流

の Akt2 がこの作用発現に重要であることを

RNAi の手法を用い明らかにした (J.Biol. 

Chem., 2003)。また、2 型糖尿病発症には、“肝

臓におけるインスリン作用不全”が重要であ

ることを見出した(Nature Genetics, 1998)。最

近、糖尿病患者の血清中にはインスリン受容

体の細胞外ドメイン（αサブユニット〔イン

スリン結合ドメイン〕とβサブユニットの一

部）が切断され、遊離していることを世界で

初めて発見した（図 2, Diabetes, 2007）。高血

糖が持続すると血中に多くのインスリン受容

体αサブユニットが遊離され、それは血中イ

ンスリンと結合し、インスリン作用を阻害し、

さらに糖尿病状態を悪化させると考えられる。

この発見は糖尿病研究に全く新しい展開を与

えるものである。 

 

1) インスリン作用の中で最も重要なものの 1

つが、膜を 12 回貫通する GLUT4（Glucose 

Transporter Type 4; インスリン反応性グルコ

ーストランスポーター）のトランスロケーシ

ョンと、その結果起こるグルコースの細胞内

への取り込み促進である。申請者らは世界で

初めて、GLUT4 のトランスロケーションを

定量的に測定する画期的な方法を考案した

(J.Biol.Chem., 1993)（図 3,4）。 

 この新しい方法論により GLUT4 トランス

ロケーションには、PI3-キナーゼと Akt2 の

活性化が必須であること、GLUT4 はインス

リンによりのみ制御されると考えられてい

たが、三量体 G タンパクの Gq を活性化する

ような生理活性物質によってもおこること

を発見した（図 5） (J.Biol.Chem., 1996, 

Diabetes 1998)。申請者らは Gq 共役受容体刺

激によって、AMP protein kinase (AMPk)が活

性 化 さ れ る こ と を 初 め て 見 出 し た

(B.B.R.C.2000)。この酵素はインスリン刺激

によっては活性化されず、細胞内の高分子合

成を抑制し、ATP を生産する方向に細胞内代

謝を向かわせる key enzyme である。インス

図 3. C-myc エピトープを挿入した GLUT4 の
構想 

図 4.  蛍光顕微鏡による GLUT4myc 
     トランスロケーションの検出 

図 1.インスリンシグナル伝達 

図 2.高血糖が持続するとインスリン受容体は
切断される 



リンにより取り込まれたグルコースは

anabolic に（エネルギーの貯蔵）、Gq 共役受

容体を介して取り込まれたグルコースは

catabolic に（その臓器の機能のためのエネル

ギー源）代謝され、同じ取り込まれたルコー

スでもその代謝運命は異なると考えられた

（図 6）。Akt の基質であり、GLUT4 のトラ

ンスロケーションに関与すると報告された

AS160(Akt Substrate 160kDa ; Rab GTPase 

activating domain を持つ)は、ノルエピネフィ

リンやブラジキニン刺激でもリン酸化され

ることを、近年申請者らは発見した。AS160

がインスリンおよび Gq活性化により共通の

シグナル伝達因子となっている可能性が高

いと考えられる（図 6）。 

2) 申請者らは糖尿病患者ではインスリン受

容体の細胞外ドメインが切断され、インスリ

ン結合部位であるαサブユニットが血清中

に遊離され増量することを世界で初めて発

見した（図 2）（Diabetes, 2007）。そしてこの

現象は糖尿病モデルマウスでも起こる。この

発見は糖尿病研究に全く新しい展開を与え

るものであると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

 研究の目的  

 本研究は下記の事項を明らかにすること

を目的とした。 

1. インスリンにより活性化された Akt2

は、AS160 をリン酸化し、その先どの

ような分子メカニズムで GLUT4 のト

ランスロケーションを引き起こすのか

明らかにする。 

2. 三量体 G タンパクを介するグルコース

取り込み促進作用(GLUT4 トランスロ

ケーション )は従来の Gq→PLCb→

PKC の経路を介さない。Gq 活性化に

よる AS160 のリン酸化のシグナル伝達

のメカニズムを明らかにする。 

3. 高血糖になるとどのような分子メカニ

ズムでインスリン受容体細胞外ドメイ

ンが切断されるのか解明し、また糖尿

病悪化との関係を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

AS160 欠失細胞(3Y1 細胞)とセミインタクト細胞

の手法を用いた、新たなインスリンシグナル伝

達因子の発見。 

申請者のグループは 1998 年、ラット 3Y1 細

胞がインスリン刺激で GLUT4 のトランスロケー

ションが起こらないが、この細胞を NaF や PMA

で刺激すると GLUT4 のトランスロケーションが

起こることから、インスリンシグナル伝達因子の

何かが欠失していると予想され報告した

（J.Biol.Chem. 1998）。最近申請者らは、この細

胞では Akt の基質であり GLUT4 のトランスロケ

ーションに関与していると報告されているAS160

が欠失していることを見出した（図 7）(未発表)。 

しかし、この細胞で AS160 を安定に発現させ

ても〔3Y1(AS160)細胞〕、GLUT4の細胞内局在

が変化するが、インスリン刺激でトランスロケー

ションは引き起こされない事が判明した。3Y1 細

胞は AS160 下流の因子、または新たなシグナ

ル伝達因子の欠失が考えられた。 

図 7. ラット 3Y1細胞は AS160 の mRNA も 

タンパク質も発現していない〔未発表〕 

図 5. GLUT4ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ンのｼｸﾞﾅﾙ伝達ﾒｶﾆｽﾞﾑ 

図 6. AS160 は共通のシグナル伝達因子となっている 



（１） AS160下流の新規必須因子の同定 

(a) セミインタクト細胞の調製 

AS160 下流因子、または新たなインスリンシ

グナル伝達因子欠損 3Y1（AS160）細胞をス

トレプトリシン－O で処理し細胞膜を透過性

としたセミインタクト細胞を調製する。GLUT4

トランスロケーションを担う細胞内膜輸送機

構を維持した状態で膜透過処理を行うこと

が本研究における鍵となるが、このセミイン

タクト細胞調整条件についてはすでに決定

している。 

(b) 白色脂肪細胞細胞質成分の分画 

インスリン刺激下の白色脂肪細胞より調製し

た細胞質成分をゲルろ過により分画する。さら

に分画が必要な場合には、ゲルろ過画分を

ショ糖密度勾配遠心分離またはイオン交換ク

ロマトグラフにより分画を行い精製度を上げ

る。 

(c) 必須因子の同定 

(b)で調整した各々の画分を 3Y1（AS160）細

胞より調整した細胞抽出液に加え、この混合

物をセミインタクト細胞に加えた後、インスリン

刺激を加える。このとき、GLUT4 トランスロケ

ーションが起こる画分には白色脂肪細胞に由

来する AS160 下流の必須因子、または新た

なインスリンシグナル伝達因子が含まれてい

る。この画分より必須因子の同定を行う。そし

て、画分に含まれる蛋白質をMASSスペクトロ

メトリーにより同定し、各々の組換え蛋白質を

作成する。最終的には、各組換え蛋白質を

3Y1（AS160）細胞の細胞抽出液に加え、上

記のようにインスリン刺激によるトランスロケー

ションの有無を見ることにより新規必須因子を

同定する。 

 

インスリン受容体 α サブユニットの血中への遊

離メカニズムの解明。 

インスリン受容体は生体内すべての組織で発

現しているが、特にインスリン標的組織である骨

格筋、心筋、脂肪細胞、肝臓では発現量が多

い。どのような分子メカニズムで、膜タンパクであ

るインスリン受容体の α サブユニットのみが血中

に遊離するのか解明する（図 2）。申請者は膜上

のタンパク分解酵素の活性化が関与すると考え

ている。申請者が確立した ELISA 測定系はヒト

インスリン受容体 αサブユニットを特異的に測定

するもので、マウスなど他のレセプターは全く認

識しない。そこで、ヒトインスリン受容体を安定に

発現させた CHO 細胞（PNAS, 1985, Ebina et 

al.）およびヒトインスリン受容体を全身で発現し

たトランスジェニックマウスを作製しているので

（Gene, 1994, Nature Genet., 1998, Diabetes, 

2007）この 2種を用い、何が引き金となりどのよう

なプロテアーゼが関与しどのような分子メカニズ

ムで膜タンパクであるインスリン受容体の α サブ

ユニットが遊離するのか検討する。一般的に膜

蛋白は ADAM （ a disintegrin and metallo- 

proteinase domain）ファミリープロテアーゼにより

切断(shedding)を受けることが知られている。実

際に ADAM 全般を阻害する阻害剤を用いると

インスリン受容体の切断が阻害される。特に

EGF 受容体や TNF 受容体など 膜貫通型の受

容体は ADAM10, ADAM17(TACE)による細胞

外ドメインの切断を受けることが知られている。 

我々は、先ずペプチドライブラリーのスクリー

ニングに基づく各 ADAM ファミリープロテアー

ゼのペプチド配列嗜好性のデータを下にサー

チエンジンを用いインスリン受容体細胞外ドメイ

ンをバイオインフォマティカルに検索した。

ADAM10 に関しては明らかな至適配列は見い

だせなかったが、ADAM17/TACEに関しては非

常に切断の可能性の高いペプチド配列が見出

された(aa890-900: PGNYS ^VRIRA)。このこと

によりインスリン受容体細胞外ドメインが TACE

により切断される可能性が高まった。まず、本当

に TACE が関与しているかどうかをスクリーニン

グするために TIMP (anti-tissue inhibitor of 

metalloproteinase)を用いる。TACEは TIMP3の

みにより抑制され、ADAM10 は TIMP1, 3 に抑

制される。他の ADAMは TIMP1,2,3全てにより

抑制される。この性質を利用しスクリーニング後、

siRNAを用い、TACEを特異的にノックダウンす

る事により確認する。また、TACE特異的阻害剤

の使用やバキュロウイルスを用いた精製 ADAM

蛋白を用いて無細胞系或いは昆虫細胞にての

再構成のシステムを用い傍証を得る。このように、

システムバイオロジーの技術を駆使して証明を

行う。インスリン受容体 α サブユニットはインスリ

ンと結合するので、血中の実質的なインスリン濃

度を下げ、血中グルコース濃度が高くなる（高血

糖）（BBRC, 2003, Kanezaki, Obata et al.）。従っ

て、血中遊離インスリン受容体 α サブユニットの

増加は、糖尿病発症の増悪因子となる可能性

がある（図 8）。 

図 8.糖尿病病態悪化サイクルの発見〈仮説〉 
（Diabetes,2007） 



何らかの引き金で細胞表面上で活性化された

プロテアーゼによりレセプターが切断され、α サ

ブユニットが遊離し、血中に放出されている可

能性がある。その分子メカニズムを明らかにする

と、糖尿病改善薬の発見に結びつく可能性があ

る。申請者らは、ヒトインスリン受容体を全身で

発現させたトランスジェニックマウスを既に確立

しており（Diabetes, 2007）、このマウス個体を用

い、糖尿病の時になぜ血中 IRα が増加するの

か、その分子メカニズムを明らかにする。 

 

４．研究成果 

 

1. インスリン刺激によるGLUT4トランスロケー

ションの分子メカニズム 

インスリン作用の中で最も重要な物は血糖降

下作用である。それは主に骨格筋において、通

常は細胞内膜分画に存在するGLUT4が細胞表

面上に出て、細胞外のグルコースを細胞内に取

り込むことにより起こる。GLUT4を細胞内に繁留

する分子としてTUG（Tether containing UBX 

domain for GULT4）が報告されている（Nature, 

2003, Bogan et al.）。我々はTUGがGLUT4小胞

・Tubulinなどと複合体を形成していることを見出

した。GLUT4小胞はこれらの分子が関与して、

インスリン刺激により微小管上を移動し、細胞膜

内へグルコースを取り込むと考えられた。しかし

、インスリンシグナル伝達との関係を結ぶ因子は

明らかになっていない。 

 

2. 糖尿病になると、なぜ血中に切断されたイン

スリン受容体細胞外ドメイン【sIR; soluble 

insulin receptor（可溶性インスリン受容体）】

が増加するのか？ 

我々は高血糖が続くと血中に sIR が増加して

くることを報告した（Diabetes, 2007）。なぜ高血

糖で血中 sIRが増加するのかその分子メカニズ

ムを明らかにするため、ヒト培養細胞を用いて

細胞培養系での再現を試みた。各種ヒト培養細

胞を用いたところ、ある種の細胞のみが

medium中に sIRを放出していることが明らかに

なった。しかしその濃度は，ヒト血清中の 1/100

程度であるので、通常の sIR 測定 ELISA では

測定できなかった。そこで、back ground を下げ

ることにより超高感度 ELISA測定系を作製する

ことに成功した。この細胞を用い高グルコース

存在下で培養するとmedium中 sIRが増加して

くることが明らかとなった。現在その分子メカニ

ズムを解析中である。 
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