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緒　言

　我が国には現在約 740 万人以上が糖尿に罹患し
ていると推測されており，その中の90％以上を2 型糖
尿病が占めている．2 型糖尿病では，インスリン分泌
障害と同時にインスリン抵抗性が認められる．インス
リン抵抗性とは，インスリンがインスリン感受性臓器
である筋肉，脂肪組織において，糖をうまく取り込め
ない状態であり，その病態の解明には，それらの組織
において，インスリン作用（インスリンのインスリン
レセプター結合）後の糖取り込みのメカニズムを明ら
かにする必要がある．その中でも必須な機構は，イン
スリンによる糖輸送担体 GLUT4の細胞膜への動員で
ある．今日までこの分野において，世界中で数々の研
究がなされてきたにもかかわらず，いまだに解明はさ
れていない．　特にインスリン受容体，phosphatidyl 
inositol（PI）3キナーゼ，Akt2と続く細胞内情報伝達
の次のステップから最終段階のGLUT4の細胞膜動員
のステップの間については全くのブラックボックスの
状況である．
　研究代表者らは，インスリンによる糖輸送機構
の イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー 基 質 及 び 下 流 のPI3 - キ
ナ ー ゼ ア イ ソ フ ォ ー ム を 同 定 し て（J Biol Chem 
1996;271(10):5317 -20., 1997;272(12):7873 -82），それぞ
れの役割を明らかにした．現在インスリンによる糖輸
送機構にPI3 - キナーゼとAkt2が必須であると考えら
れている．いくつかの候補分子もあり，研究代表者ら
も含めて，国内外でAkt2の下流タンパクの同定が長
年行われてきたが未解決の状態のままである．同様に
一般的な小胞輸送関連タンパクを候補にGLUT4 小胞
に関与しているかの研究も精力的に行われてきたが，
未だにGLUT4 小胞移動とインスリンシグナルを結び
つける必須のタンパクは見つかっていない．以前よ
り，インスリン存在，非存在下において，ラットの脂
肪細胞，培養脂肪細胞からGLUT4 小胞構成タンパク
は遊離され解析はされてはきたが，未だにインスリン
シグナルに必須のタンパクは見つかっていない．研究

者代表者もGLUT4 小胞に存在し，インスリンにより
細胞膜に移動するほぼ100％ GLUT4と同様な動態を
示す膜タンパクIRAPをえさに結合タンパクp115の同
定，解析を行った（Mol Biol Cell. 2005;16(6):2882 -90）．
p115は，インスリン依存性のGLUT4 小胞の細胞内貯
蔵部位につなぎ止めておくために必須なタンパクで
あることがわかった．しかしながらインスリン依存性
膜動員関連した蛋白ではなかった．インスリン刺激後
に細胞内 GLUT4 小胞は，細胞内貯蔵部位から細胞膜
に移動する．現在まで一部明らかとなった小胞関連蛋
白だけでは，インスリンの特異性を完全に説明するこ
とはできず，新たな細胞内局在関連蛋白（つなぎ止め
蛋白など），細胞膜結合，融合に関連した蛋白の存在
が示唆される．小胞のリサイクリングなどでGLUT4
小胞すべてが単離されても，バックグランドが影響し
て，インスリン感受性 GLUT4 小胞における必須タン
パクの同定には限界があるものと思われた．そこで本
研究では，遺伝子改変培養脂肪細胞（アデノウイルス
を使ったdominant negative Akt or constitutive Akt 過
剰発現細胞株）でGLUT4, IRAP（GLUT4の小胞に存在
し同様の動態を示すタンパク）の細胞内ドメインとの
結合する新規タンパク質の同定，解析を行うことで，
GLUT4膜動員に必須のタンパクが同定され，そのタン
パクをターゲットとした糖尿病治療薬の開発につな
がると推測される．

材料と方法

材料
プラスミド
IRAP(1-109)- His8 -CBD: pTYB4 IRAP(1-109)- His8 -CBD
　pTYB4 vector の Chitin binding domain（Intein）
の 外 側 にHis 配 列 を8 回 繰 り 返 し た tagを 付 け て，
IRAP(1-109)をligationさせたVectorを作製
pTYB4 vector（New England Biolab）
細胞：3T3 -L1脂肪細胞
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方法
培養，継代
　培養前駆脂肪線維芽細胞 3T3 -L1 fibroblastを15 cm 
dishでMedium（DMEM 25 mM Glucose ＋ 10 ％ CS，
500 units Penicillin/Streptomycin）を使用し，37℃，5％
CO2で培養した．Fibroblastの状態で100％ Confluent
か ら2 日 後 に 分 化 導 入 Medium（DMEM 25 mM 
Glucose ＋ 10％ FBS with 10 μg/ml Insulin, 0.5 mM 
IBMX, 100 μM Dexamethazone, 0.1％ Troglitazone）に
交換する事で，分化導入を行った（Day0）．分化導入
Mediumを48 ～ 72 時間作用させた．その後は，2 日
おきにMedium 交換（Medium: DMEM 25 mMGlucose
＋ 10％ FBS）を行った．実験に用いる際は，Day8 ～
Day10の脂肪細胞を用いた．
IRAP（1 - 1 0 9）-His 8 -Ni Columnを用いてのL 1 細胞
株からの結合蛋白の同定
　IRAP(1 -109)-His8 - intein - ベ ク タ ー が 導 入 さ れ た
BL21(DE3)から，IPTGを使い融合蛋白を発現，抽
出，その後 2 回にわたるビーズの精製法を用いて，
IRAP(1 -109) -His8 -Ni Columnを作製した．このカラム
を用いて，まずは，正常 3T3 -L1 脂肪細胞株の細胞分
画［cytosol，LDM（low density microsome）］とのアフィ
ニティクロマトグラフィを行った．その後結合した
タンパクを抽出，濃縮し，SDS-PAGEで分離，CBB
染色で検出されたバンドを切り出しMS解析（MALDI -
TOF）で結合蛋白の同定をおこなった．

結　果

IRAP（1 - 1 0 9）に結合したタンパクのMS 解析の結果
　図1に示したようなサイトゾル，LDMのSDS-PAGE
のバンドを切り出して解析することでタンパクを同
定した（代表的な蛋白を表 1, 2に示す）．今回の数回の
実験ではインスリン刺激によって明らかに変化を認
めるIRAP 結合タンパクはSDS-PAGEでは見つけるこ
とはできなかった．表 1, 2で示したタンパクの中には，
GLUT4のトランスロケーションへの関与が報告され
ているタンパクも同定されている．一方でGLUT4 小
胞に直接結合するとの報告はされていない蛋白も見つ
かっており現在特異的な結合に関して免疫沈降法など
を使って確認中である．さらにcytosol 及びLDMのど
ちらにおいても細胞骨格関連タンパクは認められた
が，LDMでは，G蛋白やモーター蛋白等も同定された

（表2）．

考　察

　今回のアプローチでGLUT4 小胞の細胞内輸送に関
与している細胞骨格蛋白（gelsolin, vimentin, vinculin）
やインスリン応答性 GLUT4トランスロケーションに
関与している微小管のモーター蛋白に関連したKIF5B
なども同定されている．さらにGLUT4を豊富に含む

エンドソーム分画でアクチンと結合し存在することで
IRS -PI3Kシグナル伝達を保つ機能を果たしていると考
えられている膜結合蛋白のspectrinも見つかっている．
　今回の研究代表者らのアプローチでは，非特異的な
結合を最小限に減らしたIRAP -N 末端のアフィニティ
カラムを作製し，これを用いる事で結合候補タンパ

図 1. インスリン刺激後 IRAP1-109に結合した蛋白．イン
スリン刺激後 3 T 3 - L1 脂肪細胞から抽出したcytosol, 
LDMを IRAP1-109ビーズに結合させ，SDS - PAGEで
分離後クマジーブルー染色を行った．

表 1.サイトゾルで同定した代表的なIRAP(1-109)結合蛋白
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クの同定に成功した．今後，この方法を発展させて，
緒言にものべた遺伝子組み換え法によりインスリンシ
グナルを改変させたインスリン感受性細胞から効率よ
くIRAP，GLUT4 小胞に結合するインスリン関連タン

パクの同定などの実験を継続して進める予定である．
一方で，今回のアプローチから新規のGLUT4 小胞に
結合する脂肪酸結合蛋白も同定しており，現在機能解
析およびノックアウトマウスの作製を開始している

（詳細非表示）．また，現在同定した機能不明のタン
パクや今後見つかるであろう IRAP，GLUT4 小胞結合
タンパクの中には，今後の糖尿病治療薬開発につな
がる可能性を秘めているものもあると考えられ更なる
解析を進めている．
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© 2012 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/


