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研究成果の概要（和文）：インスリン依存性の糖輸送は、インスリン作用の最も基本的ステップ

である。しかし、インスリンがこのステップをどのように調節しているか未だ良く分かってい

ない。今回は、微小管（細胞骨格の一つ）に結合する蛋白質の網羅的解析から CLIP170 を同

定し、糖輸送における役割を検討した。その結果、インスリン依存性糖輸送（GLUT4 小胞の

細胞膜へのトランスロケーション）を調節していることが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Insulin dependent glucose transport is one of the most important 

steps for insulin action in peripheral tissues. However, the precise mechanism how insulin 

regulates glucose transport is still unclear. In this project, CLIP170 was identified as a 

microtubule plus –end protein by MALDI-TOF MS analysis. This protein had a essential 

roles on GLUT4-vesicle translocation to the plasma membrane and glucose uptake in 

response to insulin stimulation. 
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病の発症に肥満などによるインスリ
ン抵抗性とインスリン分泌不全の２要素が
重要である。私は前者に注目し、インスリン
作用の分子メカニズムの解明に研究の主眼
をおいている。具体的には、インスリン刺激
により、ブドウ糖は細胞膜の糖輸送担体
（GLUT4）を介して細胞内に取り込まれる。
このステップには、小胞輸送によって膜まで
GLUT4 が輸送されることが重要であり、この
ステップがインスリン作用の律速段階であ

る。この GLUT4 の細胞内輸送のメカニズムは
複雑で、多くのシグナル分子によって調節さ
れている。 
 
２．研究の目的 
 GLUT4 分子がインスリンによって膜へ輸送
されるメカニズムを解明したい。特に、細胞
骨格依存性の膜輸送を分子生物学的に、その
シグナル経路を生化学的に解明することを
目的とする。 
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３．研究の方法 

 培養脂肪細胞を用いる。CLIP170 の細胞内
の局在変化は間接蛍光免疫染色と共焦点顕
微鏡にて観察する。３重、四重染色により、
GLUT4 や細胞骨格との共局在の有無を検討す
る。CLIP170 に結合し、糖輸送に関連する分
子の同定は、免疫沈降法を基本とし、様々な
変法を用い、分子の同定には MALI-TOF MS 質
量分析計を使用する。糖輸送活性の測定は、
2deoxy-d-glucose の取り込み率で測定する。 
 
４．研究成果 
 
(1)CLIP170 の同定 

微小管結合蛋白質として CLIP170 を同定
した。 
 

図１．微小管結合蛋白の網羅的解析の結
果（矢印：TOF-MS によって同定された蛋
白質の一部） 
 

(2)CLIP170 の細胞内局在 
抗 CLIP170 ポリクローナル抗体を作成し、
脂肪細胞内の局在を共焦点顕微鏡を用い
て検討した。その結果、細胞内に彌慢性
に点状に存在した。同時に微小管、GLUT4
小胞を同時に染色し詳細に観察すると、
微小管とはきれいに共局在した。さらに
微小管の先端（+端）で GLUT4 とも共局在
した。 

 
 

  図２．脂肪細胞を蛍光免疫染色した。赤：
GLUT4 小胞、緑：微小管 

 
(3)CLIP170 の機能解析 

CLIP170 に特異的 shRNA を用いてノック
ダウンした脂肪細胞を作成した。この細
胞を用いてインスリン依存性糖輸送能を
検討した。CLIP170 ノックダウン細胞で
は、インスリン依存性糖輸送がおよそ半
分に抑制された。一方、CLIP170 を過剰
に発現すると微小管の形態に異常を認め
るため、微小管結合ドメインを欠失した
変異体を過剰に発現した細胞を作成した。
この細胞においてもインスリン依存性糖
輸送は抑制された。 
 

(4)CLIP170 と GLUT4 小胞の挙動 
前述の CLIP170 変異体を過剰に発現した
細胞では、インスリン依存性 GLUT4 小胞
のトランスロケーションが強力に抑制さ
れた。以上より、CLIP170 は微小管の先
端で GLUT4 小胞の移動を調節していると
考えられた。 
 

(5)CLIP170 調節性シグナルの解析 
CLIP170 結合蛋白の解析から CLIP170-BP
（CLIP170 結合蛋白）を同定した。予備
的な実験の結果から、本蛋白は CLIP170
と細胞膜を結び付ける機能を持っている
と考えている。現在、インスリンシグナ
ルによる調節機構を含め、検証中である。 

 
(6)現在、上記結果をまとめ論文投稿準備中

である。また、どのインスリンシグナル分
子が、CLIP170 依存性の糖輸送に関与して
いるのか検討を続けている。このシグナル
経路が判明すると新しい糖尿病治療のタ
ーゲット分子になると考えられる。 
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