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研究成果の概要（和文）：申請者は、新規の糖尿病薬を目指して多くの亜鉛錯体を合成し、培養細胞および実験動物に
よる評価系に基づいた開発を行っている。一部の亜鉛錯体が、転写因子であるPdx-1の遺伝子発現を上昇させ、Pdx-1の
リン酸化・活性化を促進し、インスリンの発現および分泌作用を示すことを培養細胞系から見出した。現状で有望な亜
鉛錯体であるZn(opt)2およびZn(ac)2は、１型糖尿病モデルにおいて膵臓より肝臓における転写因子Foxo-1を活性化す
ること、および２型糖尿病モデルにおいて膵臓と肝臓の両臓器に作用することが示唆された。今後、標的臓器とターゲ
ット分子、それらの治療効果への寄与をより明確にする必要がある。

研究成果の概要（英文）：Zinc is one of the essential trace elements playing an important role in our life.
 From the recent studies of molecular biology, the zinc-homeostasis in the animal body has been found to b
e properly controlled by 22 kinds of zinc transporters. Concerning the Japanese aging of the population, l
ifestyle-related diseases as metabolic-syndromes mainly derived from obesity and type-2 diabetes are more 
urgent issues.
From these backgrounds, we have investigated the anti-diabetic action and effects of zinc closely related 
with insulin homeostasis and activity, and succeeded the development of several orally-active zinc complex
es. In this study, first we focused to cure both the type 1 and type 2 diabetes on the basis of activatiin
g transpciption factor, Pdx-1, expressed in the pancreas. Secondly, we indicated the new positive results 
for both the biochemical and morphological analyses of dramatically improved pancreas and liver in zinc co
mplex-treated type-2 diabetic KK-Ay mice.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
日本国内における生活習慣病（メタボリッ

クシンドローム）の成人の有病者は、男性の
23.0％、女性の 8.9％を占めている。メタボ
リックシンドロームの主要な原因が、肥満と
糖尿病であることは論を待たない。その 1 つ
である糖尿病は、2008 年 12 月に厚労省によ
り公表された 2007 年の「国民健康・栄養調
査結果」によると、増加ペースが加速されて
おり、糖尿病が強く疑われる日本人が 890 万
人、否定できない日本人（予備軍）が 1,320
万人に増加し、合わせると 2,210 万人に達す
ることが明らかにされた。近未来のわが国に
おける高齢化社会の到来を考慮すると、何ら
かの画期的な対策が必要とされる待ったな
しの状況である。糖尿病が生活習慣病の中で
問題視される点として、合併症の恐怖が上げ
られる。糖尿病性合併症としては、糖尿病性
腎症、糖尿病性網膜症、糖尿病性血管症が知
られているが、これらの疾患は生命の維持に
障害をきたすものも多い。さらに、糖尿病に
おける持続的高血糖状態は酸化的ストレス
を惹起し、この酸化的ストレス刺激が糖尿病
合併症の一因となることも分かってきてお
り、糖尿病治療には血糖値の正常化のみなら
ず、酸化ストレスの軽減も重要な対象である
ことが明らかにされている。 
このような背景の下、生体微量元素であり、

近年は細胞内シグナル伝達物質として世界
中の研究者から大きな注目を集めている亜
鉛は、1980 年にそのインスリン様作用が証
明されて以来、多くの研究が進められてきた。
研究者らのグループは、10 年前から、2 型糖
尿病を発症し、かつ肥満型のメタボリックシ
ンドローム様症状を示すモデル動物である
KK-Ay マウスを用いて、亜鉛錯体の抗糖尿病
作用を研究し、経口投与で効果を発揮するい
くつかの亜鉛錯体の開発に成功してきた。さ
らに、一部の亜鉛錯体が、KK-Ay マウスのメ
タボリックシンドロームに関する生化学パ
ラメータも改善できることを明らかにして
きた。 
一方、ごく最近になって、研究者らのグル

ープは、亜鉛錯体の抗糖尿病作用機構の一つ
として、GPCR の一つである GPR39 の活性
化を介した膵臓β細胞からのインスリン分
泌促進作用があることを世界で初めて見出
した（未発表）。そこで、インスリノーマ様
の培養細胞を用いて亜鉛錯体のインスリン
分泌促進効果とその作用機構を詳細に検討
し、さらに、この作用の一部が亜鉛錯体によ
る膵臓β細胞の保護作用に起因するのでは
ないかと考え、これについても検討を追加し
た。 
 海外の研究グループから、最近、亜鉛イオ
ンがインスリン遺伝子や GLUT2 (glucose 
transporter 2) 遺伝子などの発現を制御する
転写因子である Pdx-1 (Pancreatic and 
duodenal homeobox 1) の発現を調節してい
るという報告がなされた。そこで、本課題で

は、亜鉛イオンおよび亜鉛錯体が膵臓β細胞
におけるカルシウム動態に与える影響、イン
スリン分泌に与える影響、インスリン遺伝子
と Pdx-1 遺伝子の発現に対する変動、および
Pdx-1 リン酸化による Pdx-1 活性化について
ラットインスリノーマ細胞を用いて検討す
ることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
研究者らは、重要な生体微量元素の 1 つで

ある亜鉛（Zn）と生体との相互作用について
着目し、糖尿病患者の QOL 増進を目指した
インスリンに代わりうる、あるいはインスリ
ンの補助となる無機医薬品の開発を行って
きた。その後、高活性な亜鉛含有医薬品もし
くは栄養機能性食品の開発をめざし、種々の
亜鉛錯体を合成してきた。しかしながら、高
い経口吸収性を有する亜鉛錯体の開発は非
常に難しく、検討を継続し、数年間は模索中
であった。また、同時期にメタボリックシン
ドロームの重要性が注目され、経口投与によ
る抗メタボリックシンドローム作用を示す
高活性亜鉛錯体の開発が急務となった。 
そこで、より生体利用率を上昇させるため、

亜鉛との結合力を強固にした錯体を設計す
べく、O 原子を S 原子に置換した天然型化合
物や合成型化合物を用いた亜鉛錯体の合成
を試みた。最近になり、マルトールの酸素原
子を硫黄原子に置換したチオマルトールお
よびそのアシル誘導体、イオノフォアである
ピリチオンおよびそのアシル誘導体、さらに、
天然型トロポノイド化合物であるトロポロ
ン、ヒノキチオール、およびそれらの酸素原
子を硫黄原子に置換したチオトロポロン類
を、それぞれ配位子にもつ生体利用率の高い
新規亜鉛錯体を合成することに成功した。 
これらの成果は、「安定度定数、油水分配

係数、赤血球膜透過性」などの物性データと、
「Caco-2 細胞を用いた上皮細胞透過性」、
「脂肪細胞を用いた遊離脂肪酸放出抑制活
性およびグルコース取込促進活性」、「3T3-L1
細胞を用いた細胞内インスリンシグナル伝
達系における PI3-K/Akt 活性化および転写
因子 FOXO 活性化作用」、「3T3-L1 細胞を用
いたアディポネクチン分泌促進作用および
炎症性アディポカイン（TNF-α、MCP-1）
分泌抑制活性」、および「RIN-5F ラットイン
スリノーマ細胞を用いた GPCR39（GPR39）
を介した膵β細胞の保護とインスリン分泌
促進作用」の相関性をプロファイルし、高活
性な候補化合物を効率よく選別する新規探
索評価系を、研究室を立ち上げてから効率的
に確立できたことによるものである。 
生体利用率を上昇させた、亜鉛との結合力

を強固にした錯体である、亜鉛イオンと配位
結合する原子がO原子とS原子である合成型
ピリチオンの亜鉛錯体、および一部の O 原子
をS原子に置換した天然型チオトロポロンの
亜鉛錯体の合成と活性増加に成功したため、
次に、両化合物による KK-Ay マウスを用い



た抗メタボリックシンドローム作用のイン
ビボ評価を行ったところ、経口投与による抗
糖尿病作用と共に、抗メタボリックシンドロ
ーム作用を示すことが最近明らかとなった。
前述のインビトロ系に加えて、KK-Ay マウス
を用いた抗メタボリックシンドローム作用
のインビボ評価系も既に確立できたため、次
のステージではヒトへの適用を視野に入れ
た亜鉛製剤の効率かつ合理的な評価系を構
築する必要があると考えられた。 
そこで、本申請では、抗糖尿病作用および

抗メタボリックシンドローム作用を示す亜
鉛錯体の作用機構を詳しく解明することを
第一の目的とした。高活性亜鉛錯体の開発は
現在も進行中であり、ヒトへの適用を視野に
入れた亜鉛製剤の合理的な評価のためには
詳しい作用メカニズムの解明が必須である。
経口投与による抗メタボリックシンドロー
ム作用を示し、かつ安全に長期的服用が可能
な医薬品の開発は、早急な実現が待ち望まれ
ているため、社会的な要請にも見合っている。 
 最新の抗糖尿病薬、抗メタボリックシンド
ローム薬に関する知見を整理し、これまでに
申請者らが得ている亜鉛錯体に関するデー
タと併せて考察したところ、現在の作業仮説
は以下のとおりである。 
「膵臓β細胞の上皮細胞膜に発現する

GPR39 に基質として作用し、オートクリン
作用を示す少量のインスリン分泌を促し、膵
β細胞を保護する作用に加え、膵β細胞の増
殖を活性化させる。これに加えて、GPR40
を介した脂肪酸によるインスリン分泌作用
と同様に、亜鉛錯体が GPR39 に作用して下
流のシグナル系を活性化し、膵β細胞から治
療濃度域のインスリンを分泌させる。」 
次に、亜鉛錯体の構造の違いによる薬効の

変化が、インビボにおける標的臓器の相違に
よると仮説を立て、亜鉛錯体の二箇所を放射
性標識（亜鉛イオンおよび配位子の炭素）し、
理研分子イメージング科学研究センターと
の共同研究により体内組織分布のイメージ
ング解析を実施することを第二の目的とし
た。 
本研究における亜鉛錯体の安定度定数、脂

溶性、細胞膜透過性などの物性データと、脂
肪細胞や膵β細胞への生理活性などの［動態
＋活性］データは、単独では評価されている
ものの、錯体の化学構造を指標としてそれら
を統合させた構造活性相関研究は報告され
ていない。この評価系を構築することは、迅
速に新規物質を選別できるという点で、本研
究の基盤となる方法論は新規性に富むと考
えられる。 
 
３．研究の方法 
本課題では、最初に、メディシナルケミス

トリーの王道から有機・無機化学アプローチ
として 
（１）トロポロン類・ヒノキチオール類・ピ
リチオンの類を基本骨格とし、配位原子の O

原子→S原子→Se 原子（低毒性が確認されれ
ば）置換体を中心とする配位子および亜鉛錯
体を合成し、亜鉛含有医薬品の候補物質とな
る可能な限りのライブラリーを構築する。 
（２）合成された亜鉛錯体の立体構造をＸ線
解析し、微視的な配位構造を含む化学構造を
決定する。 
（３）pH 滴定法による pH に依存した亜鉛ス
ペシエーション、安定度定数（結合定数）を
推定する。 
 
続いて、物理化学的アプローチとして 

（４）有機層－水層間の分配測定による分配
係数を算定し、亜鉛錯体の水溶性／脂溶性を
評価する。 
（５）Caco-2 細胞を用いた上皮細胞透過性の
評価、細胞膜透過性などを評価する。 
（１）～（５）の結果より、亜鉛錯体ライブ
ラリーにおける「化学構造－中性 pH におけ
る安定性－脂溶性（logP）－細胞膜透過性」
といった一連の構造物性相関に関する情報
が得られる。 
 
次に、本題である生化学的・分子生物学的

アプローチとして、 
（６）膵臓β細胞（ラット由来 RIN-5F イン
スリノーマ）に発現する GPCR の 1 つである
GPR39（発現は RT-PCR 法およびウェスタンブ
ロット法により確認済みである）を介したオ
ートクリン様作用を示す低容量インスリン
分泌を促すこと、この機構に関する細胞内伝
達経路の解明、β細胞保護作用を示す転写因
子Pdx-1の発現上昇およびそのリン酸化によ
る活性化、および膵β細胞からの治療濃度域
のインスリン分泌促進を、細胞内のシグナル
伝達機構およびタンパク質リン酸化機構に
もとづいて調べる。 
続いて、薬理学的アプローチとして、 
（７）インスリン分泌不全型の２型糖尿病モ
デル動物として STZ-n マウスを用いて、亜鉛
錯体の連続経口投与による膵臓β細胞から
のインスリン分泌促進作用、食後血糖値の低
下作用、膵臓β細胞の保護作用を評価する。
投与終了後は、血清生化学パラメータの測定、
各臓器内の亜鉛含量の定量、膵臓中のバイオ
マーカー（Pdx-1 およびインスリン）の定量
（リアルタイムPCR法およびウェスタンブロ
ット法）、および肝臓中のバイオマーカーの
定量を行う。 
（８）インスリン抵抗性の２型糖尿病モデル
動物として KK-Ay マウスを用いて、亜鉛錯体
の連続経口投与による血糖値降下作用、高イ
ンスリン血症改善作用、高レプチン血症改善
作用、低アディポネクチン血症改善作用を評
価する。投与終了後は、血清生化学パラメー
タの測定、各臓器内の亜鉛含量の定量、脂
肪・筋肉・肝臓中のバイオマーカー（pAkt/Akt、
pAMPK/AMPK）の定量を行う。 
 
最後に、薬物動態学的アプローチとして、 



（９）亜鉛錯体の化学構造に依存したインビ
ボにおける薬効変化を調べるため、薬物動態
実験を行う。亜鉛錯体の二箇所を放射性標識
（亜鉛イオンおよび配位子の炭素）したダブ
ルトレーサー亜鉛錯体を合成し、これを動物
に投与し、理研分子イメージング科学研究セ
ンターとの共同研究（研究代表者の安井は理
研の客員研究員を併任している）により、PET
や GREIを用いた体内動態-組織分布をイメー
ジング解析する。 
（１０）これらの結果を統合して合理的分子
設計を行い、最終的に医薬品へ向けた化合物
を決定する。抗メタボリックシンドローム作
用を有する化合物の有機化学的、無機化学的、
物理化学的、生化学的、分子生物化学的、薬
理学的、および薬物動態学的指標のトランス
レーショナル実験を総合的に行い、ヒト治験
へ供与しうる亜鉛含有医薬品の新規評価系
の構築を目指す。 
 
４．研究成果 
シーズ化合物が有するユニークな薬理作

用を有効に発揮させるため、標的臓器におけ
るターゲット分子の発現および活性化を定
量的に評価した。 
具体的に得られた実験データを以下に列

挙した。 
（１）連続経口投与による亜鉛錯体 Zn(VC)2

投与群および配位子（VC）投与群の血糖降下
作用の検討 
糖尿病コントロール群と比較して、Zn(VC)2

および VC ともに血糖値および体重において
有意に低下していた (Fig. 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 Changes of blood glucose [upper] and 

body weight [lower] in STZ-control 

mice and STZ mice treated with Zn(VC)2 
or VC by daily oral administration for 
29 days. Data are expressed as the mean 
± SD for 8-9 mice. 
Significance : *p＜0.05 vs. Control. 
Dose of Zn(VC)2 and VC were 
respectively 20 mg Zn/kg and 107.7 
mg/kg. 

 
また摂餌量および飲水量においてもコン

トロール群と比較して Zn(VC)2 投与群および
VC 投与群でともに低下していた。 
 
（２）ウェスタンブロット法による Pdx-1 お
よび FoxO1、p-FoxO1 タンパク質の検出 
正常 ddy マウスおよび STZ-コントロールマ
ウス、Zn(VC)2、VC 連続経口投与後の STZ マ
ウス膵臓中の Pdx-1 および FoxO1、p-FoxO1
タンパク質をウェスタンブロッティング法
で検出した。糖尿病コントロール群と比較し
て核内の Pdx-1 は Zn(VC)2の投与で低下し、
VC の投与で増加した。核内 FoxO1 においても
Zn(VC)2 の投与で低下し、VC の投与で増加し
た。 
本成果の中で、Zn(VC)2が亜鉛のインスリン

様活性により高い抗糖尿病効果を示すこと
を期待して、STZ 誘導糖尿病マウス膵臓中に
おいて Zn(VC)2 および VC の血糖降下作用と
Pdx-1 および FoxO1、p-FoxO1 タンパク質の
核内・細胞質内における発現への影響を調べ
た結果を中心に記述した。1 型糖尿病モデル
マウスである STZ 誘導糖尿病マウスを用い
てZn(VC)2およびVCの連続経口投与実験を行
った。Zn(VC)2および VC はともに糖尿病コン
トロール群と比較して有意に血糖値を低下
させたが、Zn(VC)2 群では Pdx-1 の核内移行
性がむしろ低下していた。また Zn(VC)2 は 
FoxO1 の核内移行性も低下させており、予想
とは異なる結果となった。したがって、肝臓
でも同様の傾向が見られれば Zn(VC)2の血糖
降下作用は FoxO1 が調節している PEPCK や
G6Pase などの糖新生の抑制（P. Puigserver 
et al.: Insulin-regulated hepatic 
gluconeogenesis through FOXO1-PGC-1 α 
interaction, Nature, 423, 550-555, 2003）
による可能性があるが、詳細な検討が必要で
ある（その後に検討した結果、肝臓における
FoxO1 の核内移行性を低下させることが分
かった）。 
一方、ＶC は Pdx-1 の核移行を促進してお

り、膵β細胞の保護による抗糖尿病効果が示
唆された。また、p-FoxO1 はどの群において
もほとんど検出されず、FoxO1 の大部分が核
内に移行し転写活性を示していたことが示
唆された。インビトロにおいて酸化ストレス
下では、Pdx-1 と FoxO1 は相反するように核
と細胞質に分布するという報告（D. Kawamori 
et al.: The forkhead transcription factor 
Foxo1 bridges the JNK pathway and 



transcription factor PDX-1 through its 
intracellular translocation., J. Biol. 
Chem., 281, 1091-1098, 2006）があるが、
本実験の結果はそれと反するものであった。
また、Zn(VC)2投与群で核内 FoxO1 が減少した
のは JNK の抑制などによる可能性があった
が、今後の詳細な検討が必要である。 
投与期間中において飲水量、体重、摂餌量

が Zn(VC)2群および VC 群でともに低下した。
飲水量の低下においては、血糖値の低下によ
って糖尿病症状の1つである多飲が改善され
ていると考えられた。体重、摂餌量の減少に
おいて、Zn(VC)2においては FoxO1 の活性低下
を介した、摂食促進神経ペプチド Agrp の減
少を伴う摂食抑制神経ペプチド Pomc の増加
による影響と推定された（T. Kitamura et 
al.: Forkhead protein FoxO1 mediates 
Agrp-dependent effects of leptin on food 
intake., Nat. Med.,12, 534-540, 2006; M.S. 
Kim et al.: Role of hypothalamic Foxo1 in 
the regulation of food intake and energy 
homeostasis, Nat. Neurosci., 9, 901-906, 
2006）。 
糖尿病条件下では糖毒性により種々の臓

器において活性酸素種（ROS）が発生してお
り、ROS が膵β細胞を障害してインスリン分
泌能の低下やインスリン抵抗性の増悪を招
き、更に糖毒性が悪化していくことが知られ
ている（J.W. Baynes and S.R. Thorpe: Role 
of oxidative stress in diabetic 
complications: A new perspective on an old 
paradigm, Diabetes, 48, 1-9, 1999; M. 
Brownlee: Biochemistry and molecular cell 
biology of diabetic complications, Nature, 
414, 813-820, 2001）。また、糖毒性下では
Pdx-1 タンパク質は糖化反応を受け、DNA 結
合能が低下し転写活性が失われることが知
ら れ て い る （ T. Matsuoka et al.: 
Glycation-dependent, reactive oxygen 
species-mediated suppression of the 
insulin gene expression and antioxidative 
defense status of insulin-producing cells, 
Diabetes, 46, 1733-1742, 1997）。これらの
ことは、抗酸化能に着目した抗糖尿病効果の
検討の重要性も示唆している。 
 本実験では STZ 誘導糖尿病マウスを使用
して評価を行ったが、Pdx-1 量が正常マウス
と比較して極めて少量であった。Zn(VC)2 お
よび VC の正常マウスに及ぼす影響や 2 型糖
尿病モデルマウスなどのインスリン分泌能
がある程度維持された動物における糖毒性
解除効果についても更なる検討が必要と考
える。 
上に述べてきた結果を踏まえた現状を要

約する。新しい作用機序を有する抗糖尿病候
補物質を探索することを目的とし、膵臓β細
胞の重要な保護因子として最近明らかにさ
れた転写因子Pdx-1の発現量および核内移行
性を促進する新規亜鉛錯体の調査、評価を実
施した。その結果、高活性を示すことを既に

確認している Zn(opt)2以外に、より生体適合
性の高い配位子と結合した Zn(VC)2 を候補と
して取りあげたが、その活性は Zn(opt)2と比
較して低い結果であった。そこで、その後の
検討から、臓器に分布しやすく脂溶性のより
高い、かつ生体適合性も高い配位子と結合し
た亜鉛錯体を試験物質に追加して検討を継
続しており、有望な候補物質となる可能性を
見出しつつある。 
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