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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病の進展に小胞体ストレス(ER stress)による膵β細胞量減少は重要である。
Casein kinase 2 (CK2)はER stress下で、抗アポトーシス作用を持つことが報告されており、CK2の膵β細胞で
役割の解明を目的とした。
MIN6細胞は、ER stress 下でのK2βノックダウンにより、unfolded protein response(UPR)は亢進した。MIN6細
胞にCK2βの強制発現 を行うと、CK2活性化、EDEM,GRP78が増加し、UPRは減少した。以上よりCK2はMin6細胞で
ERADを亢進し小胞体ストレスを軽減し、2型糖尿病の治療に役立つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) stress due to obesity and systemic insulin 
resistance is an important pathogenic factor that might lead to pancreatic β cell failure. CK2 has 
a pro-survival function in ER stress function. The aim of this study is to clarify the role of CK2 
in the pancreatic beta cells.
CK2beta, which leads to activation of CK2, overexpressed Min6 cells improved UPR signals　induced by
 tunicamycin and showed increase in EDEM and GRP78. The alpha1-antitrypsin variant is known to a 
model of ERAD substrate. The degradation of the alpha1-antitrypsin　variant was promoted by 
co-expression with CK2beta.
The findings of this study suggested that CK2beta ameliorated UPR via ERAD activation and prevented 
pancreatic beta cells from ER-stress induced apoptosis. CK2 activation　might be a new strategy for 
prevention of pancreatic β cell failure.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2型糖尿病の人口は増加傾向であり、日本での有病率は20歳以上で9%、高齢者ではさらに上昇する。
高血糖や肥満によるインスリン合成の負荷は小胞体ストレスを引き起こし、膵β細胞量の減少の原因となる。こ
れまでには、糖尿病モデルマウスにおいてCHOP、C/EBPβの欠損、分子シャペロンの投与などにより小胞体スト
レスを改善させ耐糖能の改善がみられている。
今回もCK2活性化により小胞体ストレス軽減がみられ、2型糖尿病の治療に役立つと考えられた。また、小胞体ス
トレスは2型糖尿病だけでなく、肥満、神経変性疾患など多数の疾患との関連が示唆されており、他分野にも原
因の解明に役立つと考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

2 型糖尿病の発症・進展において、小胞体ストレスによる膵β細胞量の減少は重要な原因のひ

とつである。膵β細胞では、肥満に伴うインスリン抵抗性や高血糖への反応としてインスリン

合成が増大するため、膵β細胞は発達した小胞体を持つ。過度のインスリン合成の負荷により

正常に立体構造がつくられなかったタンパク(unfolded protein)は蓄積し、小胞体ストレス亢

進がアポトーシスを誘導することで、膵β細胞量は減少する。 私たちの研究室では、

CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) family に属する転写因子である C/EBPβに注目し

ている。C/EBPβは小胞体ストレスによって発現が誘導され、GRP78 の誘導抑制を介してさらに

小胞体ストレスを増悪させることで、膵β細胞量を減少させることを明らかにした。最近私た

ちは、C/EBPβは膵β細胞株である Min6 細胞内で、Casein kinase 2 (CK2)によりリン酸化さ

れていることを明らかにした。CK2 はキナーゼ活性をもつαサブユニット、活性調節を行うβ

サブユニット各 2個ずつから構成されている。既報において CK2 は小胞体ストレスに対して翻

訳抑制を行う ATF4、 アポトーシスを誘導する CHOP をリン酸化し、転写機能の調節により小胞

体ストレスに対して抗アポトーシス作用を持つと考えられていた。 

このため CK2 活性化は小胞体ストレスを軽減させ、C/EBPβの蓄積の減少や膵β細胞の維持に

つながると考えられ、研究を行うこととした。 

 

２．研究の目的 

CK2は、小胞体ストレスに対して抗アポトーシス作用を持つと考えられていた。CK2 の阻害は

小胞体ストレスを増強しアポトーシスを引き起こすことが知られており抗癌剤として研究され

ているが、CK2 の膵β細胞への作用に関する報告はこれまでにみられなかった。 

このため膵β細胞への CK2 の作用を明らかにし、2型糖尿病の治療に役立てることを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

独自に作成した小胞体ストレス関連糖尿病モデルマウス(膵β細胞特異的 C/EBPβトランスジ

ェニックマウス)を保有しており(J Clin Invest. 2010;120:115-26)、このマウスや 2型糖尿病

のモデルマウスである db/db マウスなどを用いて膵島での CK2 の発現を検討し、マウス膵β細

胞株である Min6 を使用して CK2 阻害・活性化による小胞体ストレスシグナルへの影響を検討し

た。 

 

４．研究成果 

 

(1) 膵β細胞での CK2 の発現 

CK2は酵素活性をもつαサブユニットとβサブユニット それぞれ 2個ずつの 4量体で形成

されている。また、Cdc37 は CK2 によって特異的にリン酸化されシャペロンとして働くこ

とが示されており CK2 活性の評価に用いた。 

はじめに、Min6 細胞において小胞体ストレス下(ツニカマイシン 2μg/mL)での CK2 の発現

について検討した。小胞体ストレス下において CK2αの発現量はあまり変化がなかったが

CK2βは増加を認めた。また、p-CDC37 は小胞体ストレス下において亢進した。 

次にdb/dbマウスの膵島を摘出しコントロールマウスであるdb/mマウスと比較したところ



同様の変化を認めた。また、膵β細胞特異的 C/EBPβトランスジェニックマウス、高脂肪

食飼育マウスにおいても同様の結果を得た。 

以上のことから、2型糖尿病モデルマウスの膵β細胞において、小胞体ストレスにより CK2

βが増加し CK2 活性は増加することが示された。 

(2) CK2 が Min6 細胞の増殖、小胞体ストレスシグナルに与える影響 

Min6 細胞にツニカマイシン(2μg/L)処理を行い小胞体ストレス下で培養し、CK2 阻害薬

(CX4549 10uM)による UPR への影響について検討した。Min6 細胞はツニカマイシン(2μg/L)

処理により unfolded protein response は亢進し、C/EBPβ、CHOP の発現の亢進、アポト

ーシスの亢進による Cleaved caspase 3 の増加を認め、cell viability は減少した。 

ツニカマイシンと CK2 阻害薬の併用により UPR はさらに亢進し、cell viability は減少し

た。 

次にアデノ随伴ウイルスにより Min6細胞へ CK2βの過剰発現を行ったところ Cdc37 のリン

酸化は亢進し、CK2 の活性化が確認できた。この際分子シャペロンである GRP78、小胞体関

連分解(Endoplasmic reticulum-associated degradation, ERAD)タンパクである EDEM, 

Derlin-2 の増加を認めた。この Min6 細胞へツニカマイシン処理を行ったところ、ツニカ

マイシンによる C/EBPβ、CHOP の発現の亢進、アポトーシスの亢進による Cleaved caspase 

3 の増加は軽減された。また、Min6 細胞へ CK2βのノックダウンを行ったところ、UPR は亢

進した。GRP78, EDEM, Derlin-2 は CK2βノックダウンにより減少を認めた。 

(3) CK2 活性化による小胞体ストレス改善の機序 

これまでに CK2 は CHOP や ATF4 のリン酸化し転写活性を調節することで、小胞体ストレス

から保護していると考えられていた。 

しかし、私たちの検討では CK2β過剰発現により GRP78, EDEM, Derlin-2 の増加を認め、

ERAD を亢進させる働きが示唆され、その機序について検討した。 

CK2 は CHOP や ATF4 と DNA と結合する領域である bZip ドメインを介して結合する。ATF6 は

小胞体膜貫通タンパクで、通常状態では小胞体に存在する。ATF6 は unfolded protein の

蓄積を感知すると切断され細胞質側領域が核へ移行し転写因子として働き UPR シグナルを

誘導する。その細胞質側領域に bZip ドメインを持つことから、CK2 は ATF6 と結合してい

ると考えた。Min6 細胞内で、共免疫沈降により CK2α・βと ATF6 の結合を示した。また、

大腸菌で TF タグ融合 ATF6 を作成し、CK2 と in vitro で反応させたところ結合が示され、

また phos-tag ゲルを用いてリン酸化を確認した。 

CK2 による ATF6 のリン酸化部位の同定や、その部分のアラニン置換による GRP78, EDEM, 

Derlin-2 の発現への効果は現在検討中である。 

(4) CK2 活性化による unfolded protein 蓄積の改善 

これまでの結果から CK2 の活性化により GRP78, EDEM, Derlin-2 の増加による ERAD を亢進

が示唆されたため、実際に Unfolded protein が減少するかを検討した。 

アンチトリプシン欠損症の患者から単離されたアンチトリプシン変異型は、ERAD の基質
となる。Min6細胞にアンチトリプシン変異型と CK2βを共発現させたところ、アンチト
リプシン変異型の蓄積は抑制された。 
 
以上より、CK2は ATF6のリン酸化により GRP78, EDEM, Derlin-2 の増加による ERAD の亢進
を通して小胞体ストレスに対し保護効果をもつと考えられた。CK2活性化は膵β細胞で小胞
体ストレスを改善し、2型糖尿病の治療につながると考えられた。 
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