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研究成果の概要：

研究代表者は転写因子であるHNF-1α遺伝子異常によりインスリン分泌不全型糖尿病が発

症すること、コレクトリンがHNF-1αの標的遺伝子であり、インスリン分泌促進作用を有してい

ることを見出した（Nature 1996, Cell Metabolism 2005）。本研究の結果、コレクトリンは膜

貫通領域の近傍で切断されてそのＮ末が細胞外へ放出されることが判明した。分泌型コレクト

リンの抗体がインスリン分泌のマーカーになりえるものと考えられた。
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１．研究開始当初の背景

研究代表者は転写因子である HNF-1α、
HNF-1β、HNF-4αの遺伝子異常によりインス
リン分泌不全を伴う糖尿病が発症すること
を明らかにし（Nature 1996a, 1996b, Nature
Genetics 1997）、HNF が膵β細胞におけるイ
ンスリン分泌に必須な分子であることを見
出した。ついで研究代表者は ACE2 に相同性

を有する機能未知の腎集合管特異的膜結合
タンパク質として報告されていたコレクト
リンが膵β細胞における HNF-1の新規標的遺
伝子であることを明らかにした（Cell
Metabolism 2005）。機能解析の結果、コレ
クトリンはインスリン開口放出に重要な
SNARE complex の形成を促進させることで、
インスリンの分泌を増加する作用を有して
いることが判明した。また、種々の病態マウ
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スの検討を行ったところ、高インスリン血症
を示すマウスにおいてはコレクトリンの発
現量は増加していることが判明した。

２．研究の目的

コレクトリンはインスリン分泌促進作用
を有することから、コレクトリンがβ細胞か
ら分泌されていれば、コレクトリンの血中濃
度測定系を構築することでインスリン分泌
を評価しうる新たなバイオマーカーとなり
うる可能性が考えられた。そこで膜結合タン
パク質であるコレクトリンがβ細胞内で切
断され、細胞外への放出が実際におきている
のかを検討し、放出がおきている場合にはコ
レクトリンの特異的抗体を用いた血中濃度
測定系を構築することを本研究の目的とし
て研究を開始した。

３．研究の方法

コレクトリンはＮ末にシグナルペプチド
配列を持ち、中央部に膜貫通領域を有する。
シグナルペプチド配列の直下に mycタグ配列
を 導 入 し た 発 現 プ ラ ス ミ ド
（pcDNA3.1-myc-collectrin）を作成し、MIN6
細胞に遺伝子導入した。遺伝子導入 36 時間
後から無血清培地に交換し、24 時間培養後に
上清を回収した。回収した上清を TCA処理し、
遠心後の沈殿物をウエスタンブロットに用
いた。

切断部位を同定するために MIN6 細胞のラ
イセートの２次元電気泳動を行い、コレクト
リンのＣ末を認識する抗体を用いてウエス
タンブロットを行った。電気泳動後、シプロ
ルビー染色を行い、ウエスタンブロットでシ
グナルの認められたスポットの回収を行っ
た。

４．研究成果

（１）コレクトリン切断に関する検討
コレクトリン発現プラスミドを MIN6 細胞

に遺伝子導入後、培養上清を回収し、ウエス
タンブロットを行った（図１）。

図１に示すように、myc 抗体を用いた場合、
MIN6 細胞のライセートでは全長のコレクト
リンより小さいサイズのバンドが検出され
た（レーン３）。培養上清を回収したサンプ
ルでは、このようなバンドは検出されなかっ
たが（レーン２）、６０倍に濃縮した培養上
清中には切断されたコレクトリンと考えら
れる短いサイズのバンドが検出された（レー
ン１）。一方、培養上清中には全長サイズの
コレクトリンは検出されなかった。このよう

なバンドは MIN6 細胞に導入したときのみ認

められ、コレクトリンがインスリン細胞特異
的に切断され、Ｎ端が放出されている可能性
が示された。

（２）コレクトリン切断部位の検索
コレクトリンの切断部位を決定するため

に２次元電気泳動後、ウエスタンブロットを
行った。
その結果、図２に示すように全長のコレクト
リンのバンド（45kDa）に加えて、切断型コ

レクトリンのシグナルが検出された（20kDa）。
現在、バンドを切りだし、タンパク質の同定
を試みている。

本研究の結果、HNF-1α標的遺伝子である
コレクトリンは N末が切断され、細胞外に放
出されることが判明した。切断部位の同定、
放出されるコレクトリンを認識する抗体を
作成し、インスリン分泌のバイオマーカとし
て利用することが可能か、さらに検討してい
く。現在、コレクトリンの膜結合ドメインよ
り N側部分を GST と融合させた発現ベクター
を作成しており、融合タンパク質をウサギに
免疫することで抗体の作成を行っていく予
定である。
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