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研究成果の概要（和文）：様々な細胞の代謝センサーであるATP感受性カリウムチャネル（KATPチャネル）を欠
損させたマウスにおける、脂肪組織インスリン依存的糖取り込みの亢進について解析を進めた。欠損マウスの脂
肪組織へのインスリン刺激により、Aktと未知タンパク質との結合が誘導されることを見出した。活性化Aktと未
知タンパク質との結合は、インスリン濃度依存的に増大した。欠損マウス脂肪細胞内インスリン応答には、Akt2
が主に寄与することが示された。マス解析により未知タンパク質の同定を試み、14-3-3タンパク質ファミリーが
その候補として挙げられた。

研究成果の概要（英文）：ATP-sensitive potassium (K(ATP)) channel is critical in metabolism control. 
Previous reports showed that insulin-dependent glucose uptake is enhanced in adipose tissues of KATP
 channel knockout (KO) mice compared with that in wild-type mice. Insulin stimulated in vivo 
interaction of Akt and unknown factor in adipose tissues. The interaction was enhanced dependent on 
amount of injected insulin. Akt2 mainly played role for the interaction in adipose tissues of KO 
mice. Mass spectrometry analysis showed 14-3-3 family proteins are candidates for the interaction 
with Akt2.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ATP は生体の重要なエネルギー源である
が、KATP チャネルは細胞内 ATP 濃度を感知
することで様々な細胞の応答センサーとし
て機能している。研究協力者のグループは、
KATP チャネルが膵β細胞のインスリン分泌
や、脳や心筋細胞の細胞保護を司ることを報
告していた[1–4]。これらの解析の過程で、
KATP チャネル欠損（KO）マウスではインス
リン標的組織である骨格筋と脂肪組織の糖
取り込みが亢進していることを発見した（図
１）。KATP チャネルが欠損した脂肪細胞内で
なぜインスリン応答依存的に糖取り込みが
亢進されるかについては明らかにされてい
なかった。 
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２．研究の目的 
 本研究は、KATPチャネルが脂肪組織インス
リンシグナルを制御する分子メカニズムと
生体でのシグナルネットワークの解明を目
的とした。 
 脳のインスリンシグナルは肝臓や脂肪組
織の糖・脂質代謝制御に関与することが報
告され、また脳 KATP チャネルも中枢のイ
ンスリン作用に必要であることが明らかに
されていた。これらのことから申請者は、
脳 KATP チャネルが脳インスリンシグナル
を制御し、神経性制御を介して脂肪組織の
インスリン作用を調節している組織連関モ
デルを着想した（図２）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 KATP チャネルによるインスリンシグナ
ル制御機構解明のため、脂肪組織インスリ
ン依存的糖取り込み機構への脳特異的
KATPチャネルの関与、リン酸化 Akt と結合
する未知タンパク質の同定と機能解析、
KO マウスの脂肪組織におけるインスリン
作用の解析、ならびに課題４.インスリンシ
グナルの多様性獲得の分子メカニズムを検
証することとした。 
 セリン/スレオニンキナーゼ Akt は、イン
スリン刺激による Thr308 ならびに
Ser473 のリン酸化を介して活性化され、
様々な標的タンパク質の活性を制御する、
インスリンシグナルの要となるシグナル分
子である。興味深い事に、KO マウスの脂
肪組織へインスリン刺激を加え、Akt 
Ser473 のリン酸化を解析したところ、非還
元泳動条件下(β-ME 未添加)でのみ通常の
リン酸化Aktより移動度の小さい新規のバ
ンドが検出され、また同バンドは還元条件
下で消失した (図 3)。このことから本バン
ドは、リン酸化 Akt と未知タンパク質の複
合体であり、本複合体が KO マウスでの脂
肪組織におけるインスリン作用亢進に関与
している可能性が考えられる。そこで本研
究では、本 Akt 結合タンパク質の同定と機
能解析を行うこととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
【１年目の研究成果】 
ATP感受性カリウムチャネル（KATPチャネル）
は様々な細胞の代謝センサーであるが、KATP
チャネル欠損マウス（本マウス）では本来
KATP チャネルの発現がない脂肪組織でイン
スリン依存的糖取り込みが亢進していた。本
研究では、KATP チャネルが脂肪組織インスリ
ンシグナルを制御する分子メカニズムと生
体でのシグナルネットワークの解明を目的
としている。本年度は、本マウスの脂肪組織
へのインスリン刺激により誘導される、Akt
と未知タンパク質との結合を解析した。イン
スリン刺激したマウスから脂肪細胞を取得
し、活性化 Akt 抗体を用いたウエスタンブロ
ッティングに供したところ、本マウス脂肪細
胞では Akt サイズから約 20kDa ほど上部（該
当サイズ）に、未知のバンドが検出されるこ
とを確認した。活性化 Akt と未知タンパク質
との結合は、インスリン濃度依存的に増大し
た。この結合は、β-ME 存在下では消失した。
活性化Akt抗体結合ビーズを用いた免疫沈降
後、SDS-PAGE ゲル上の該当サイズ箇所を抽出
し、LC-MS/MS に供した。その結果、本マウス
サンプル内に Akt2 が検出された。このこと
から、該当サイズバンドは、抗体の非特異性
によるものではなく、Akt2 と未知タンパク質
との複合体であることが強く示唆された。現
在、その候補タンパク質として、14-3-3 タン
パク質ファミリー等がリストアップされた。 
 
【２年目の研究成果】 
ATP感受性カリウムチャネル（KATPチャネル）
は様々な細胞の代謝センサーであるが、KATP
チャネル欠損マウス（本マウス）では本来
KATP チャネルの発現がない脂肪組織でイン
スリン依存的糖取り込みが亢進していた。本
研究では、KATP チャネルが脂肪組織インスリ
ンシグナルを制御する分子メカニズムと生
体でのシグナルネットワークの解明を目的
としている。昨年度、活性化 Akt 抗体結合ビ
ーズを用いた免疫沈降から、Akt2 と 14-3-3
タンパク質ファミリーが見出された。ウエス
タンブロッティングによる解析から、本マウ
ス脂肪細胞では、Akt1 よりも Akt2 がインス
リン刺激により Ser473 ならびに Thr384 のリ
ン酸化が誘導されること、すなわち本マウス
脂肪細胞内インスリン応答には Akt2 が主に
寄与することが示された。昨年度の免疫沈降
ならびにマス解析を再実験した結果、14-3-3
タンパク質ファミリーのうち14−3−3sigmaペ
プチドのみが検出された。しかし、結合サン
プルのウエスタンブロッティング解析の結
果、14-3-3sigma は Akt2 と複合体を形成して
いないことが示唆された。また、14-3-3 以外
の新たな候補として、Transkelotase が見出
されたが、ウエスタンブロッティングでは検
出できなかった。インスリン非刺激状態での
本マウス脂肪細胞をSDS-PAGEに供した結果、
対照の C57BL/6J と比較して、異なるバンド

様式が観察された。このことから、本マウス
脂肪細胞では、細胞内タンパク質の量比が大
きく変化していることが示され、その変化が
インスリン応答糖取り込み機構の差異に関
与している可能性が示された。 
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