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研究成果の概要（和文）： 

インスリン刺激によるGlut4トランスロケーションに対してBIG2は、インスリン存在下および

非存在下どちらの場合においてもGlut4小胞形成に必須な因子であることを、in vivoおよびin 

vitroにおいて明らかにした。そして、BIG2は、リサイクリングエンドソームからのGlut4小胞形

成に作用しており、また、このGlut4小胞形成にArf3が関与していることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We here show that BIG2 plays an important role in a formation of Glut4 vesicles 
from endosomal compartment in both basal and insulin-stimulated adipocytes. In 3T3-L1 
adipocytes, knockdown of BIG2 by RNA interference leaded to insufficient 
insulin-stimulated Glut4 translocation to the plasma membrane. The basal distribution 
of Glut4 was analyzed by subcellular fractionation. It was shown that the formation of 
Glut4-vesicles in the BIG2-knockdown cells was strongly repressed. Here, we used an in 
vitro reconstitution of Glut4-vesicles in order to demonstrate that these Glut4-vesicles 
are formed from endosomal membranes in a BIG2-dependent manner. Reducing endogenous BIG2 
inhibited in vitro formation of Glut4 vesicles from the endosomal compartment prepared 
from not only unstimulated but insulin-stimulated adipocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

 厚生労働省発表の「平成 18 年 国民健康・

栄養調査の概要」によると、「糖尿病」は約

820万人、「糖尿病予備軍」は約1,050万人で、

合計すると約 1,870 万人となっており、成人

の約 6人に 1人が糖尿病かその予備軍であり、

その発症機序の解明が急務である。糖尿病は、

血糖値を低下させるために作用する唯一の
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ホルモンであるインスリンの標的細胞にお

ける作用不全がその発症の大きな要因の一

つであると考えられている。そして、インス

リンの最も重要な作用の一つが、脂肪組織及

び骨格筋に作用し、これら細胞内に貯蔵され

ているインスリン応答性グルコーストラン

スポーター（Glut4）の細胞膜への移行（ト

ランスロケーション）の促進と、その結果起

こるグルコースの細胞内への取込みである。

そして、このインスリン刺激による Glut4 ト

ランスロケーション機構の破綻が糖尿病発

症の主要な原因の一つであると考えられて

いる。 

 

２．研究の目的 

 申請者は、3T3-L1 脂肪細胞において BIG2

を siRNA によりノックダウンすると、インス

リン刺激による Glut4 トランスロケーション

が抑制されることを明らかにしていた。しか

し、これまでに Arf のグアニンヌクレオチド

交換因子である BIG2 が Glut4 トランスロケ

ーションに関与していることは報告されて

おらず、その作用も明らかではない。そこで、

本研究では、Glut4 トランスロケーションに

対する BIG2 の機能を明らかにすることを目

的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)Glut4 トランスロケーションの解析 

 3T3-L1 脂肪細胞を 0.1% BSA を含む KRH 緩

衝液で 37℃、1 時間インキュベートした後、

インスリン刺激する場合は、最終濃度が 10-7M

となるようにインスリンを添加し、さらに 10

分間インキュベートした。その後、3% PFA に

より細胞を固定し、一次抗体に抗 Glut4 抗体、

二次抗体に HRP-conjugated 抗マウス IgG 抗

体を用い細胞表面の Glut4 を標識した。そし

て、Infinit F500(TECAN)を用い、ECL 反応に

より細胞表面の Glut4 を定量した。 

(2)細胞分画 

 細胞を 0.25Mスクロース緩衝液により洗浄

を、テフロンホモジナイザーにより細胞を破

砕した。細胞破砕液を 16,000g で 15 分間遠

心分離し、ペレット(A)と上静(B)とに分離し

た。ペレット(A)を 0.25M スクロース緩衝液

に懸濁後、1.12M スクロース緩衝液上に重層

し、100,000g で 70 分間遠心分離した。ペレ

ットを核画分(N)として回収した。中間層を

0.25M スクロース緩衝液で希釈した後、

100,000g で 70 分間遠心分離し、ペレットを

細胞膜画分(P)として回収した。また、(B)の

上静は 48,000g で 20 分間遠心分離し、ペレ

ットを high density microsome 画分(H)とし

て回収した。そして、上静をさらに 212,000g

で 70 分間遠心分離しペレットを low density 

microsome 画分(L)として、上静をサイトゾル

画分(C)として回収した。 

(3)in vitro Glut4 小胞再構成 

 細胞分画により取得したH画分(10 gタン

パク質を含む)とC画分(100 gタンパク質を

含 む ) を 反 応 用 緩 衝 液 (20mM Hepes-KOH 

(pH7.4), 0.25M Sucrose, 0.1M KCl, 5mM MgSO4, 

0.5mM CaCl2, 38mM potassium aspartate, 

38mM potassium gluconate, 38mM potassium 

glutamate, 1mM ATP, 8mM creatin phosphate, 

1.5unit/ml creatin phosphokinase, 

protease inhibitor cocktail (Roche))と混

合し 37℃で 20 分間インキュベートした。そ

の後、48,000g で 20 分間遠心分離し、H 画分

をペレットとして回収し、上静をさらに

212,000g で 70 分間遠心分離することで新た

に形成された小胞をペレットとして回収し、

ここに含まれる Glut4 を抗 Glut4 抗体を用い

たウェスタンブロットにより検出した。 

 

４．研究成果 

 3T3-L1 脂肪細胞において、BIG2 を siRNA

によりノックダウンすると図１のように

siRNA の濃度依存的に Glut4 トランスロケー

ションが抑制される。 

 

図１．BIG2 ノックダウンによる Glut4 トランスロ

ケーションの抑制 

BIG2 siRNA(0, 1, 2.5, 10nM)により BIG2 をノッ

クダウンした 3T3-L1 脂肪細胞においてインスリ

ン刺激(10-7M, 10 分間)の有無による細胞表面の

Glut4 レベルを比較した。 



 

 

 

 なぜ、BIG2 ノックダウンにより Glut4 トラ

ンスロケーションが抑制されるのかを明ら

かにするために、3T3-L1 脂肪細胞を細胞分画

により分画し Glut4 の細胞内分布を解析した

（図２）。 

 

図２．細胞分画による Glut4 細胞内分布の解析。 

N: 核画分, P: 細胞膜画分, H: high density 

microsome 画分, L: low density microsome 画分, 

C: サイトゾル画分, (-Ins):インスリン刺激無, 

(+Ins):インスリン刺激有り(10 分間) 

 

図２に示す様に、BIG2 ノックダウンによりイ

ンスリン刺激時の細胞膜画分(P 画分)で検出

される Glut4 は減少しており、Glut4 トラン

スロケーション解析（図１）で見られる結果

と同様の結果が得られた。この時、細胞内の

Glut4 分布をみると、インスリン刺激の有無

にかかわらず、low density microsome 画分

(L 画分)における Glut4 が減少していた。

Glut4 小胞は主にこの L 画分に含まれている

ことから、BIG2 ノックダウンにより Glut4 小

胞形成が抑制されていることが示唆された。

また、図３に示されるように、Glut4 は H 画

分に蓄積していることが明らかになった。 

 

 

図３．BIG2 ノックダウンによりインスリン非存在

下における Glut4 小胞形成が抑制されＨ画分にＨ

画分に蓄積する。 

C:control, S1:BIG2 siRNA(1), S2: BIG2 

siRNA(2); P: 細胞膜画分, H: high density 

microsome 画分, L: low density microsome 画分 

 

 次に、BIG2 の変異体である BIG2(E738K)を

大量発現させた場合の Glut4 トランスロケー

ションに対する影響を解析した(図４)。 

図４．BIG2(E738K)は Glut4 トランスロケーション

を抑制する。 

野生型 BIG2(wt)または E738K 変異型 BIG2(E783K)

を強発現させた 3T3-L1 脂肪細胞においてインス

リン刺激の有無による細胞表面の Glut4 レベルを

比較した。 

 

この変異体は、リサイクリングエンドソーム

からの小胞形成を抑制することが既に示唆

されている。また、リサイクリングエンドソ

ームはおもに H 画分に分画される。これらの

結果より、BIG2 は、リサイクリングエンドソ

ームからの Glut4小胞形成に関与していると

考えられた。 

 

図５．in vitro Glut4 小胞構成系における Big2

の影響 

Lane 1&4: control  siRNA, lane 2&5, Big2 

siRNA(1), lane 3&6: Big2 siRNA(2) 

 

 この様な結果をさらに確認するために、in 

vitro における Glut4 小胞構成系を確立し、

この解析系により Glut4 小胞に対する BIG2

の作用を確認したところ、Big2 をノックダウ



 

 

ンすることによりインスリン非存在下にお

いて high density microsome 画分からの

Glut4 小胞形成が抑制されていることが明ら

かになった（図５）。また、インスリン存在

下においても high density microsome 画分

からの Glut4 小胞形成が抑制されているのか

を確認するために、インスリン刺激細胞にお

いても同様の解析を行った結果、やはり、イ

ンスリン存在下においても high density 

microsome 画分からの Glut4 小胞形成が抑制

されていることが明らかになった（図６）。 

図６．in vitro Glut4 小胞構成系におけるインス

リンおよび Big2 の影響 

 

 この BIG2の作用をさらに確認するために、

siRNAではなく抗体を用いてBIG2の機能を抑

制したところ、抗 BIG2 抗体は in vitro にお

ける Glut4 小胞形成を抑制した。また、ここ

に、抗BIG2抗体のエピトープ部位を含むBIG2

断片を添加することにより Glut4 小胞形成は

回復したため、やはり、BIG2 は high density 

microsome 画分からの Glut4 小胞形成に必要

であるとが確認された。 

 また、BIG2 は Arf のグアニンヌクレオチド

交換因子として作用することにより細胞内

における小胞形成に関与している。そこで、

BIG2 を介した high density microsome 画分

からの Glut4 小胞形成にはどの Arf が関与し

ているのかを明らかにするために、BIG2 をノ

ックダウンした細胞に Arf1～Arf6 各々の活

性型変異体を大量発現させた。図７は、各々

の細胞膜 Glut4 レベルを示す。すると、BIG2

がノックダウンされているにもかかわらず、

Arf3 の活性型変異体を導入することにより

細胞膜 Glut4 レベルの上昇がみられた。この

ことから、BIG2 は、Arf3 を介して Glut4 小

胞形成を行っていると考えられた。 

 以上の結果より、BIG2 はインスリン存在下

および非存在下どちらの場合においても

Glut4 小胞形成に必須な因子であり、特に、

リサイクリングエンドソームからの Glut4小

胞形成を担っていることが明らかになった。

また、この Glut4 小胞形成には Arf3 が関与

していることが示唆された。 

図７．BIG2 は Arf3 の活性化を介して Glut4 小胞

を形成に関与する 
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