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研究成果の概要（和文）：ABCA1の機能低下は膵β細胞に脂質の蓄積をもたらし、結果的にはインスリン分泌に
低下につながる。女性ホルモンがABCA1発現を促進することより、その代謝産物の中で、2-Methoxyestradiol
(2-ME)がABCA1発現を促進することを見出した。2-MEはABCA1プロモーター活性を増強したが、この効果はPI3K経
路を阻害した後に減少した。ABCA1プロモーター領域のFoxO1結合部位を変異させるか、FoxO1特異的siRNAで処理
すると、ABCA1発現に対する2-ME2の効果が失われた。またOxLDLは逆にABCA1遺伝子の発現を抑制し膵β細胞にお
けるインスリン分泌を抑制した。

研究成果の概要（英文）：The reduced function of ABCA1 leads to lipid accumulation in pancreatic β
-cells, which ultimately leads to reduced insulin secretion. Lipotoxicity is thought to be the cause
 of impaired glucose tolerance due to reduced glucose-responsive insulin secretion. Since female 
hormones promote ABCA1 expression, we comprehensively investigated the metabolites of female 
hormones. Among the metabolites, we found that 2-Methoxyestradiol (2-ME) promoted ABCA1 expression. 
2-ME enhanced ABCA1 promoter activity, but this effect was reduced after inhibition of the PI3K 
pathway.Furthermore, 2-ME stimulated rapid phosphorylation of Akt and FoxO1 and reduced nuclear 
accumulation of FoxO1. Mutation of the FoxO1-binding site in the ABCA1 promoter or treatment with 
FoxO1-specific siRNA abolished the effect of 2-ME2 on ABCA1 expression, and OxLDL conversely 
downregulated ABCA1 gene expression and inhibited insulin secretion in pancreatic β-cells.

研究分野：代謝
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、膵β細胞のコレステロール含量を調節するABCA1の発現調節メカニズムを解明し、コレステロ
ール蓄積によるインスリン分泌不全のメカニズムを網羅的に解析し、最終的にはHDL代謝, ABCA1代謝を賦活する
ことによる膵β細胞の脂肪毒性解除を目指した新たな治療ストラテージを確立することにある。 

※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。
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病における膵 β 細胞からのインスリン分泌低下をまねく病態として“脂肪毒性
（lipotoxicity）”が最近注目されている。その病態の中心である膵β細胞におけるインスリ
ン生合成低下の分子メカニズムは不明であるが、最近、膵 β 細胞における ATP-binding 
cassette transporter A1(ABCA1)の重要性が報告された。ABCA1 はコレステロールを細胞
内から High density lipoprotein (HDL)へ転送する分子であり、膵β細胞選択的な ABCA1
の knockoutは膵β細胞への脂肪の沈着（脂肪毒性）を惹起し、グルコース応答性インスリ
ン分泌不全をおこす。 
 
２．研究の目的 

膵β細胞における脂肪毒性がグルコース応答性インスリン分泌を低下せる機序が学術的な
問いであり、分子ターゲットとして ABCA1に着目し、その発現機序を解明し新たな治療方
法へ繋げる。女性ホルモンが ABCA1発現を促進することより、女性ホルモンの代謝産物を
網羅的に検討した。その代謝産物の中で、2-Methoxyestradiol(2-ME)が ABCA1発現を促進
することを見出し、分子機構について検討をおこなった。 
 
３．研究の方法 

（1）膵β細胞株への脂肪毒性の誘導をおこなう。ABCA1 遺伝子を knock-down した細胞
にコレステロールを負荷し、脂肪毒性を誘導する。この細胞でのインスリン分泌能について

検討し、インスリン分泌が低下することを確認した。コントロール細胞と脂肪毒性を認めた

細胞をメタボローム解析し、代謝産物の相違について解析する（図 3）。 
（2）GLP-1 analog, Exendin-4 を作用させることで ABCA1 遺伝子発現が増強することを
確認する。脂肪毒性を有した膵β細胞株に Exendin-4を添加し、ABCA1遺伝子の増加およ
びコレステロール含量の低下を検証する。また 2 つの細胞をメタボローム解析し、代謝カ
スケードの変化について検討し、脂肪毒性の解除のための代謝調節機序を検討する。 
（3）、ABCA1 promoterの deletion mutantを作成し、FoxO1, LXRに応答する領域を同定
する。FoxO1 CAの遺伝子導入と reporter assayで確認する。 
（4）、応答する ABCA1 promoter領域の sequenceと既知のコンセンサス sequenceをもと
に開発した DNA解析ソフトで結合する転写因子を割り出す。 
（5）、候補遺伝子について ChIP assayを用いて ABCA1 promoterの結合を確認する。 
 
４．研究成果 

(1) 2-Methoxyestradiol(2-ME)は ABCA1 発現を促進した。 
女性ホルモンが ABCA1発現を促進することより、女性ホルモンの代謝産物を網羅的に検討
した。その代謝産物の中で、2-Methoxyestradiol(2-ME)が ABCA1発現を促進することを見
出した。2-MEは ABCA1プロモーター活性を増強したが、この効果は PI3K経路を阻害し
た後に減少した。Aktまたは p110の過剰発現は ABCA1プロモーター活性を誘導し、ドミ
ナントネガティブ Aktは 2-ME2による ABCA1プロモーター活性の阻害作用を示した。さ
らに、2-MEは Aktと FoxO1の急速なリン酸化を刺激し、FoxO1の核内蓄積を減少させた。
クロマチン免疫沈降法では、FoxO1 が ABCA1 プロモーター領域に結合していることが確
認された。ABCA1 プロモーター領域の FoxO1 結合部位を変異させるか、FoxO1 特異的
siRNAで処理すると、ABCA1発現に対する 2-ME2の効果が失われた。 
 
(2) OxLDLは ABCA1発現を抑制し、インスリン分泌を抑制する。 
インスリン分泌障害は、2型糖尿病の主な原因の 1つである。コレステロール蓄積誘発性脂
肪毒性は、膵臓ベータ細胞におけるインスリン分泌障害に寄与している。本研究では、酸化



低密度リポタンパク質（OxLDL）がインスリン含有量を減少させ、PDX-1発現を低下させ、
INS-1 細胞におけるグルコース刺激インスリン分泌（GSIS）を障害し、高密度リポタンパ
ク質（HDL）の添加によって回復したことを証明した。OxLDL受容体とコレステロール含
有量は、OxLDL によって増加した。一貫して、OxLDL は用量依存的かつ時間依存的にコ
レステロールトランスポーターABCA1 の発現と転写を抑制した。MEK をその特異的阻害
剤 PD98059で阻害すると、OxLDLの ABCA1転写と ERKの活性化に対する効果が変化し
た。次に、クロマチン免疫沈降アッセイにより、肝臓 X受容体（LXR）が ABCA1プロモー
ターに直接結合し、この結合が OxLDL によって阻害されることが実証された。さらに、
OxLDLは核 LXR発現を減少させたが、これは HDLによって妨げられた。LXR増強によ
る ABCA1転写は OxLDLによって抑制され、その効果は LXR結合部位の変異によって打
ち消された。要約すると、私たちの研究は、OxLDLがMEK/ERK/LXR経路によって ABCA1
発現をダウンレギュレーションし、INS-1細胞でのコレステロール蓄積につながり、インス
リン合成と GSISの障害につながる可能性があることを示している。 
 
(3)GLP-1は ABCA1発現を促進する 
GLP-1 は、Ca2+/カルモジュリン（CaM）依存性タンパク質キナーゼキナーゼ/CaM 依存
性タンパク質キナーゼ IV（CaMKK/CaMKIV）経路を介して肝臓 ABCA1 の発現と転写を
刺激したが、GLP-1受容体拮抗薬エキセンディン 9-39はこの効果を打ち消した。したがっ
て、GLP-1は肝臓脂質含有量を減少させた。ChIPは、PREBが ABCA1プロモーターに直
接結合し、それが GLP-1によって強化されることを示した。さらに、PREBは ABCA1プ
ロモーター活性を刺激し、ABCA1 プロモーターの PREB 結合部位の変異は、GLP-1 によ
って強化された ABCA1プロモーター活性を打ち消した。PREBのサイレンシングは GLP-
1の効果を減弱させ、肝臓コレステロール蓄積を誘発した。STO-609または siRNAによる
CaMKKの遮断は、GLP-1によって誘発された ABCA1および PREB の上方制御を打ち消
した。生体内では、GLP-1または PREBの過剰発現により肝臓 ABCA1発現が増加し、HFD
によって引き起こされる脂質蓄積と高血漿コレステロールが減少した。 
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