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研究成果の概要（和文）：糖尿病は、世界中に患者が四億人以上いると言われ、β細胞の状態を良好に保ち、か
つ分泌をコントロールできるような新規薬剤の開発が望まれる。研究代表者らは、ハイスループットにインスリ
ン分泌をアッセイできる系を開発し、ケミカルライブラリを用いて、インスリン分泌に直接影響のある化合物の
網羅的スクリーニングを行った。その結果、分泌に強く影響のある化合物を同定した。さらにこれら化合物に結
合するたんぱく質を探索したところ、分泌促進化合物の一つがミトコンドリアたんぱく質と特異的に結合するこ
とがわかった。これにより本研究の目的であった、新規糖尿病薬開発へつなげるための基礎的なデータを得るこ
とが出来た。

研究成果の概要（英文）：Over 400 million people had diabetes mellitus in the world, and new drug 
development is important for the reason. We established a high-throughput screening assay system for
 the identification of chemical compounds that enhance (or inhibit) insulin secretion. In 
consequence, we identified six effective chemicals. To investigate  molecular mechanism of these 
chemical compound activated (or inhibited) insulin secretion, we performed comprehensive binding 
assay with these chemicals in INS1 832/13 cells. we identified mitochondrial protein as the one of 
activator of chemical. Therefore, we obtained basic data to develop a new drug for diabetes.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 糖尿病は、世界中に患者が４億人以上いる

と言われる。我が国でも増加の一途を辿って

おり、国民の健康維持や医療費の増加におい

て深刻な問題になっている。糖尿病の主な原

因として、膵β細胞の破壊 (1型糖尿病)、も

しくは機能低下によるインスリン分泌の減

少（2型糖尿病の主因の一つ）が挙げられる。

特に我が国ではインスリン分泌低下による

糖尿病発症が大きな要因になっており、イン

スリン分泌をコントロールできる薬剤の開

発は依然重要である。したがってβ細胞の

状態を良好に保ち、かつ分泌をコントロー

ルできるような新規薬剤の開発が望まれる。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者らは、ハイスループットにイ

ンスリン分泌をアッセイできる系を開発し、

理化学研究所が所有するケミカルライブラ

リを用いて、インスリン分泌に直接影響の

ある化合物の網羅的スクリーニングを行っ

た。その結果、分泌に強く影響のある化合

物を 6種同定した。本研究の目的は、これ

らヒット化合物を元にして、より効果的な

化合物の同定、さらにβ細胞や個体におけ

る作用機序を解析し、新しい糖尿病薬開発

へとつなげることである。 

 

３．研究の方法 

３−１化合物スクリーニング解析   

 研究代表者らは、インスリン顆粒に内包さ

れるたんぱく質と緑色蛍光たんぱく質を融

合した分子(NPY-Venus)を、安定的に発現さ

せた INS1ラットβ細胞株を作成し、グルコ

ース刺激時のインスリン分泌量を、培養液中

に放出される GFP 蛍光量に置き換えて、マ

イクロプレートリーダーで簡便かつハイス

ループットに計測できる系を開発した(図 1)。 

この系を用いて、理研・NPDepoの化合物ラ

イブラリ(約 25000種類)から類縁体ごとにク

ラスタリングした、パイロットライブラリ

376化合物を細胞に添加し、スクリーニング

解析を行った(図 1)。その結果、著しくイン

スリン分泌に影響のある 6種類の化合物を同

定した。すなわち、1 種類は追加分泌（グル

コース刺激時の分泌）のみを、3 種類は基礎

分泌（グルコース非刺激時の分泌）のみを促

進する化合物であり、他の 2種類は分泌をほ

ぼ完全に阻害する化合物であった。分泌促進

化合物は、新規糖尿病薬となる可能性を秘め

ており、阻害化合物においては、その作用機

序を調べることにより、新たな分泌メカニズ

ムの解明につながる可能性がある。実際、こ

れらの化合物をマウス膵島に付加してイン

スリン分泌を計測したところ、本アッセイ系

での知見と同様の効果が得られることを確

認している。 

 

３−２類縁体の解析 

 分泌に影響のあった６種類の化合物それ

ぞれの類縁体（一つにつき約６０種類）につ

いて、スクリーニング解析で用いたアッセイ

系による再解析を行った。 

 

３−３単離膵島を用いた解析 

 C３H マウスから膵島を単離し、それに化

合物を添加し、グルコース刺激によるインス

リン分泌への影響を調べた。 

 

３−４同定されたインスリン分泌促進化合物

 図 1インスリン分泌アッセイ系の概要 



のターゲット分子の同定 

 同定された分泌促進化合物がどのような

メカニズムでβ細胞に作用するかを調べる

ため、これら化合物と結合する細胞内たんぱ

く質を探索し、作用するターゲット分子の同

定を試みた。まずアガロースビーズにヒット

化合物を共有結合させたものを、共同研究先

の理化学研究所・ケミカルバイオロジー研究

グループから供与を受けた。これと INS1細

胞のたんぱく質抽出液を混合してプルダウ

ンアッセイを行った。結合たんぱく質は

SDS-PAGEにより展開し、たんぱく質検出試

薬によりたんぱく質バンドを検出した。その

後バンドを切り出し、質量分析装置によりた

んぱく質を同定した。 

 

４．研究成果 

 細胞から分泌されるインスリン量をハイ

スループットに計測できる系を開発し (図 1)、

化合物ライブラリの化合物を一種類づつ添

加して、グルコース刺激によるインスリン分

泌に影響のある化合物を探索した。その結果、

著しくインスリン分泌に影響のある 6種類の

化合物を同定した。すなわち、1 種類は追加

分泌（グルコース刺激時の分泌）のみを、3

種類は基礎分泌（グルコース非刺激時の分

泌）のみを促進する化合物であり、他の 2種

類は分泌をほぼ完全に阻害する化合物であ

り、これらの化合物を以後の解析に用いた。   

 分泌に影響のあった６種類の化合物それ

ぞれの類縁体（一つにつき約６０種類）につ

いてアッセイ系を用いた再解析を行い、より

効果的に分泌に影響する類縁体を同定した。 

 次にマウス単離膵島においてインスリン

分泌に影響があるかどうかを調べた。ヒット

化合物をマウス膵島に付加し、高グルコース

刺激によるインスリン分泌を計測したとこ

ろ、アッセイ系での知見と同様の促進・阻害

効果が得られることを確認した。このことに

より、これらヒット化合物が in vivo におい

ても同様の効果を示す可能性が示唆された。 

 次にこれらヒット化合物が、どのような分

子メカニズムで膵β細胞に働き、インスリン

分泌を促進・阻害するのかを調べるため、ヒ

ット化合物に特異的に結合するたんぱく質

分子の同定を行った。解析の結果、最も強く

分泌を促進する化合物に、ミトコンドリアの

たんぱく質が結合することがわかった。ミト

コンドリアは、高グルコース刺激によるイン

スリン分泌メカニズムに必須の役割を担っ

ており、本分泌促進化合物がミトコンドリア

のたんぱく質に作用している可能性は、十分

に考えれらえる。今後同定されたミトコンド

リアたんぱく質に、この分泌促進化合物がど

のように作用しているのかを解析する予定

である。 

 これまでにも膵β細胞に直接働きかける

糖尿病薬はいくつか開発されているが、基礎

分泌、追加分泌特異的に作用し、より少ない

副作用で効果的にインスリン分泌をコント

ロールできる薬剤の開発は未だ喫緊の課題

である。本研究で行われた網羅的な薬剤スク

リーニング解析は、今後行われる新規糖尿病

薬開発や、新しい分泌調節機序解明のための

基盤となると思われる。 
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