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緒言

2型 糖 尿 病 はインスリン抵 抗 性 の増 悪 が発 症 の起 点 となるが、欧 米 人 にお ける2

型 糖 尿 病 と日本 人 にお ける2型 糖 尿 病 は 、インスリン分 泌 の程 度 に違 い があるこ

とが知 られ ている(1)。インスリンは 、糖 代 謝 以 外 にもタンパ ク合 成 や 中性 脂 肪 分 解

の抑 制 、細 胞 増 殖 の促 進 などの様 々な生 理 作 用 を有 しているが 、インスリン抵 抗

性 は、糖 代 謝 に直 接 関係 す る作 用(肝 臓 糖産 生 の抑 制 、骨 格 筋 と脂 肪 組 織 にお

ける糖 取 り込 み の促 進 など)が、血 中 に存 在 す るインスリン量 か ら期 待 され るだ け得

られない状 態 を指 す。欧 米 の2型 糖 尿 病 患 者 は高 度 のインスリン抵 抗 性 の肥 満

患 者 が多 く、高 インスリン値 を示 しながら、インスリン抵 抗 性 を代 償 し切 れ ず に発 症

す るケー スが多 い。一 方 、日本 人 の2型 糖 尿 病 患 者 の平 均Body Mass 

Index(BMI)は24程 度 とされてお り、極 度 の肥 満 でなくても、内臓 脂 肪 の若 干 の

増 加 、加 齢 などによる軽 度 のインスリン抵 抗 性 状 態 に陥 っただ けで発 症 している

(1)。これ は 、欧 米 人 に比 べ 日本 人 のインスリン分 泌 能 が低 い ことに起 因す る。日

本 人 では 、糖 負 荷 試 験 にお けるインスリン値 が最 大 でも50μU/mL,未 満 にも関わ

らず 、糖 尿 病 を発 症 する患 者 が多 く見 られ る(1)。ゆえに、日本 人 の糖 尿 病 治 療 を

考 える上 で、インスリン抵 抗 性 を代 償 す るに足 るだけのインスリン量 を膵 β細 胞 か

ら分 泌 させ ることは重 要 な課 題 である。しかしながら、代 償 的インスリン分 泌 増 加 の

メカニズムは、必 ず しも十 分 明 らかとなってい るとは言 えない。そこで、筆 者 は 上 述

した膵 β細 胞 にお けるインスリン分 泌 増 加 の分 子 メカニズムを解 明 す ることを 目的

として、本 研 究 に着 手 した。



要 旨

インスリン分 泌 が増 加 した膵 β細 胞 はインスリン分 泌 能 が活 性 化 され てい るだ けで

なく、増 殖 能 を強 化 して細 胞 数 を増 加 していると言 われ ている。このように細 胞 の機

能 を変 化 させ るには、遺 伝 子 の発 現 パ ター ンを多 様 に変 動 させ る必 要 があると考 え、

膵 β細 胞 に発 現 す る転 写 因 子 の 中 に代 償 的インスリン分 泌 増 加 に 関 与 す る因 子

があると予 想 した。始 め に、代 償 的 インスリン分 泌 増 加 が起 きている膵 ラ氏 島 と通 常

の膵 ラ氏 島 の遺 伝 子 発 現 プ ロファイル を比 較 して、発 現 量 が変 化 す る転 写 因 子 の

選 抜 を試 み た。す なわち、高 脂 肪 食 負 荷 マウスと通 常 食 マウスそれぞ れか ら膵 ラ氏

島 を摘 出 し、両 者 の遺 伝 子 発 現 プロファイル をDNAマ イクロアレイ法 とQRT-PCR

法 を組 み合 わせ て比 較 解 析 した。高脂 肪 食 負 荷 マウスはインスリン抵 抗 性 が惹 起 さ

れ 、通 常 食 マ ウスに比 べ てインスリン分 泌 が増 加 す るモ デル マウスである。その 結 果 、

両 者 の発 現 量 に2倍 以 上 の差 のある転 写 因 子 を17個 見 出 した。次 に、選 抜 した17

個 の転 写 因 子 がインスリン分 泌 を制 御 す るか調 べ るため に、MIN6細 胞(マ ウス膵 β

細 胞 由来 培 養 細 胞)に レトロウイルスを用 いて該 転 写 因子 を強 制 発 現 した。その結

果 、代 償 的 インスリン分 泌 増 加 時 に発 現 減 少 す る転 写 因 子 である

Sex-determining region Y-box containingg ene 6(SOX6)が イン ス リン 分 泌 を

負 に 調 節 す るこ とを 見 出 した 。

SOX6の インスリン分 泌 抑 制 メカニズムを解 析 す るため に、グル コース依 存 性 イン

スリン分 泌 のキーステップ である細 胞 内ATP合 成 及 びインスリン含 量 に対 す る

SOX6の 影 響 を検 討 した。その結 果 、SOX6は 細 胞 内ATP/ADP比 を減 少 させ ると

共 に、細 胞 内インスリン含 量 も減 少 させ ることが 明 らかとなった。そこで、SOX6強 制



発 現MIN6細 胞 とコントロールMIN6細 胞 においてATP合 成 に関 与 す る遺 伝 子

群 及 び インスリン遺 伝 子 の発 現 量 を比 較 したところ、酸 化 的 リン酸 化 酵 素 群 の 一 部

と、インスリン遺 伝 子 の発 現 量 が 、SOX6強 制 発 現MIN6細 胞 において約50%減

少 していることが分 かった。そこで 、SOX6の 転 写 抑 制 メカニズムをラットインスリン遺

伝 子 のプ ロモ ーターを用 いて解 析 したところ、MIN6細 胞 にお いてSOX6は インスリ

ンプ ロモ ーター 転 写 活 性 を抑 制 す ることが分 かった。更 に、非 膵 β細 胞 である

BHK21細 胞 にお いても、Pancreatic-duodenal homeobox factor-1(PDX1)と

E47を 共 発 現 す ることで活 性 化 されたインスリンプロモー ター がSOX6に よって抑 制

された。次 に、SOX6がPDX1かE47ど ちらの転 写 活 性 を阻 害 しているかを、

mammalian two-hybridア ッセイを用 いて検 討 した結 果 、SOX6はGAKL4融 合

PDX1の 転 写 活 性 を抑 制 したのに対 して、GAKL4融 合E47の 転 写 活 性 には影 響 し

なかった。そこで 、以 降 はSOX6とPDX1に 注 目して更 に解 析 を進 めた。

SOX6とPDX1の 間 の相 互 作 用 をGSTプ ル ダウンアッセイにより調 べ た結 果 、

PDX1のN末 端 がSOX6のHMG領 域 と結 合 す ることが分 かった。更 に、クロマチ

ン免 疫 沈 降 法 を用 いることで 、SOX6とPDX1が 細 胞 内 においても結 合 し、インスリ

ンプロモー ター 上 に共 存 していることを確 認 した。以 上 の結 果 から、SOX6は 転 写 因

子PDX1と 結 合 しそ の転 写 活 性 を抑 制 す ることによって、インスリンプロモー ター 活

性 を抑 制 していることが示 され た。

SOX6の インスリン分 泌 抑 制 メカニズムの解 析 結 果 から、SOX6がPDX1の レプ レ

ッサー として働 くこと、酸 化 的 リン酸 化 酵 素 群 の一 部 及 び インスリン遺 伝 子 の発 現 を

抑 制 す ることで 、細 胞 内ATP/ADP比 、インスリン含 量 を減 少 させ ることが示 された。

一 方
、代 償 的 インスリン分 泌 増 加 のメカニズムにお い て、インスリン分 泌 能 の増 強 に



加 えて、膵 β細 胞 の細 胞 増 殖 活 性 の上 昇 も重 要 である。そこで 、SOX6の 膵 β細

胞 増 殖 に対 す る影 響 を検 討 した結 果 、SOX6強 制 発 現 細 胞 の細 胞 増 殖 が著 明 に

抑 制 され ることが分 か った。逆 に、siRNAを 用 いて膵 β細 胞 由 来 細 胞 である

INS-1E細 胞 のSOX6の 発 現 を抑 制 したところ、細 胞 増 殖 が促 進 された。そこで 、

筆 者 はSOX6の 膵 β細 胞 増 殖 抑 制 メカニズムの解 析 に取 り組 んだ。

まず 、SOX6強 制 発 現 細 胞 のFACS解 析 を行 った結 果 、SOX6はG1期 からS期

へ の移 行 を妨 げていることが分 かった。次 に、SOX6強 制 発 現 細 胞 とコントロール 細

胞 におい て、G1期 か らS期 へ の移 行 を制 御 す る遺 伝 子 群 の発 現 変 動 をQRT-PCR

法 を用 い て検 討 した。そ の結 果 、SOX6強 制 発 現NIH-3T3細 胞 にお いて、サイクリ

ンD1、D2、D3、E1の 減 少 が認 め られ た。特 に、サイクリンD1の 発 現 抑 制 は顕 著 で

あり、70%以 上 抑 制 されることが分 かった。これ らサイクリン遺 伝 子 群 は β-カテニン

とい う転 写 活 性 化 因子 により転 写 制 御 されることが知 られ ている。そ こで 、筆 者 は

SOX6と β-カテニンの 関係 に着 目して以 降 の解 析 を進 めた。

サイクリンD1プ ロモ ーター活 性 に対 す るSOX6と β-カテニンの影 響 を調 べたとこ

ろ、β-カテニンはサイクリンD1プ ロモ ーター活 性 を増 加 させ るが 、SOX6を 共 発 現

させ ると増 加 した活 性 が減 少 す ることが分 かった。続 いて、SOX6と β-カテニンのサ

イクリンD1プ ロモ ーター 上 の結 合 様 式 をクロマチ ン免 疫 沈 降法 を用 いて検 証 した

結 果 、SOX6は β-カテニンを介 してサイクリンD1プ ロモー ター に結 合 し、その転 写

活 性 を抑 制 していると考 えられ た。

更 に、ヒストンデ アセチラーゼ(HDAC)の 阻 害 剤 の一 種 であるスクリプタイドを培 地

中 に添 加 することで、SOX6強 制 発 現 により減 少 したサイクリンD1プ ロモ ーター活

性 が回 復 することが分 かった。このことか ら、SOX6はHDACを サイクリンD1プ ロモ



ーター上 にリクル ー トす ることでヒストンの脱 アセチル 化 を引 き起 こし、そ の転 写 活 性

を抑 制 していることが示 唆 され た。次 に、SOX6が どのHDAC分 子 種 をサイクリン

D1プ ロモー ター 上 ヘ リクル ー トするかをクロマチ ン免 疫 沈 降 法 を用 いて調 べ たところ、

HDAC1がSOX6を 強 制 発 現 することによりサイクリンD1プ ロモ ーター ヘ リクル ー ト

され ることが分 か った。更 に、β-カテニン、SOX6、HDAC1の3者 が複 合 体 を形 成

しているか を免 疫 沈 降 法 を用 いて検 討 した結 果 、SOX6を 橋 渡 し役 とす る β-カテニ

ン/SOX6/HDAC1の3者 の複 合 体 が細 胞 内で形 成 され ていることが分 かった。

SOX6に よる膵 β細 胞 増 殖 抑 制 メカニズムの解 析 結 果 か ら、SOX6は β-カテニ

ン転 写 複 合 体 にHDAC1を リクル ートす ることでその転 写 活 性 を阻 害 し、サイクリン

D1等 の細 胞 周 期 を調 節 す る遺 伝 子 群 の転 写 を抑 制 す ることが分 か った。

本 研 究 成 果 か ら、SOX6は 膵 β細 胞 の細 胞 増 殖 とインスリン分 泌 の両 方 を抑 制 す

る機 能 を持 った転 写 因 子 であること、インスリン分 泌亢 進 状 態 の膵 β細 胞 にお いて

発 現 が減 少 す ることが分 かった。このことか ら、SOX6が インスリン抵 抗 性 を代 償 す る

ためのインスリン分 泌 増 加 メカニズムの一 端 を担 っている可 能 性 が示 唆 され た。イン

スリン感 受 性 臓 器 へ十 分 にインスリンが供 給 され てい る糖 代 謝 が正 常 な状 態 で は、

膵 β細 胞 においてSOX6は ブ レー キ役 として働 きインスリン分 泌 量 を適 正 に調 節 し

ているが、インスリン分 泌 を充 進 させ る必 要 が生 じた場 合 は、膵 β細 胞 はSOX6の

発 現 を抑 制 して、言 わ ばブレー キを外 す ことでインスリン分 泌 、細 胞 増 殖 を活 性 化 し、

インスリン需 要 に応 えていると考 えられ る。

日本 人 の糖 尿 病 患 者 は、欧 米 人 のような極 度 の肥 満 患 者 は少 なく、軽 度 の肥 満

や インスリン抵 抗 性 にインスリン分 泌 不 足 が重 なっていることが多 い。日本 人 の糖 尿

病 治 療 には 、軽 度 のインスリン抵 抗 性 を代 償 するた めに十 分 なインスリン量 を膵 β



細 胞 に分 泌 させ ることは、効 果 的 な手 段 であると考 えられ る。本 研 究 か ら、代 償 的イ

ンスリン分 泌 充 進 の分 子 メカニズムの1つ としてSOX6発 現 減 少 によるPDX1、 β-

カテニンの活 性 化 が示 唆 され た。今 後 、PDX1、 β-カテニンを活 性 化 す る低 分 子 化

合 物 が得 られ れ ば、日本 人 に向 いた2型 糖 尿 病 治 療 薬 となる可 能 性 があると考 え

る。



第1部 転 写 因子SOX6とPDX1に よるインスリン分泌調 節

機構

1-1緒 言

血 糖 維 持 のた め には、適 切 な膵 β細 胞 か らのインスリン分 泌 調 節 が重 要 である。

現 在 、インスリン分 泌 の機 序 で主 要 な経 路 と考 えられ ているのが 、ATP感 受 性 カリ

ウムチャンネル(KATPチ ャンネル)を 介 す る経 路 である(図1)。 グル コースは 、糖 輸

送 トランスポー ター であるグル コーストランスポー ター2(Glut2)を 介 して、細 胞 外 か

ら細 胞 内 へ 取 り込 まれ 、解 糖 系 、TCA回 路 、酸 化 的 リン酸 化 により代 謝 され 、

ATPが 産 生 され る。このグル コー ス代 謝 でATP産 生 が充 進 する一 方 で、生 理 的 グ

ル コー ス濃 度 条 件 下 で は細 胞 内ADP量 はほとん ど変 化 しない。その結 果 、細 胞

内ATP/ADP比 が上 昇 し、それを細 胞 膜 上 に局 在 す るKATPチ ャンネル が感 知 し、

チ ャンネル を閉 鎖 す る。それ により膜 電 位 が上 昇 して脱 分 極 を起 こし、電 位 依 存

型 カル シウムチャンネル(VDCC)が 開 口、細 胞 内 ヘカル シウムイオ ンが流 入 す る。

流 入 したカル シウムイオンがインスリン分 泌顆 粒 を刺 激 し、細 胞 膜 へ の融 合 を促 す

ことで 、顆粒 中 のインスリンが細 胞 外 へ と分 泌 される(2)。

インスリン分 泌 は様 々 な転 写 因 子 により制 御 され て い ることが 知 られ て お り、膵 β

細 胞 か らのインスリン分 泌 不 全 が 主 な病 態 で あるMaturity-onset diabetes of 

the young(MODY)と 呼 ば れ る若 年 性 糖 尿 病 は 、Hepatocyte Nuclear 

Factor(HNF)-4α 遺 伝 子(MODY1)、HNF-1α 遺 伝 子(MODY3)、

Pancreatic-duodenal homeobox factor-1(PDX1)遺 伝 子(MODY4)、HNF-1



β遺 伝 子(MODY5)等 の転 写 因 子 の変 異 により発 症 す る(2一5)。しか しなが ら、イ

ンスリン抵 抗 性 を代 償 す るため のインスリン分 泌亢 進 の過 程 にお けるこれ ら転 写 因

子 の役 割 は十 分 解 明 されてお らず 、別 の転 写 因 子 の関 与も考 えられ る。そこで 、

筆 者 はインスリン分 泌亢 進 が起 きた膵 ランゲル ハンス氏(ラ 氏)島 と通 常 の膵 ラ氏 島

の発 現 プ ロファイル 解 析 とインスリン分 泌 アッセイ等 の各 種 機 能 解 析 を組 み合 わ

せ ることで、発 現 変 動 遺 伝 子 の1つ であるSex-determining region Y-box 

6(SOX6)と いう転 写 因 子 がPDX1の 活 性 を抑 制 す ることで 、インスリン分 泌 を負 に

調 節 す ることを見 出 した。

SOX6はHMG boxと いうDNA結 合 領 域 を共 通 して保 有 す るSOX転 写 因 子

ファミリー の一 員 である。SOXフ ァミリー は20以 上 の相 同 遺 伝 子 か ら成 り、構 造 上

の特 徴 か ら8つ のサブ グル ープ(A-H)に 分 類 されてお り、SOX6はSOX5、13と

共 にグル ープDに 属 している。グル ープDは 他 のファミリーと異 なり、ポリQド メイ

ンや ロイシンジッパー ドメインといったタンパクータンパ ク相 互 作 用 に関 わる機 能 ドメ

インを有 している(6,7)。 また、SOX6はSOX5と 協 調 して軟 骨 の分 化 マーカー遺

伝 子 であるCo12a1遺 伝 子 の発 現 を亢 進 し軟 骨 の分 化 に働 くことや 、心 筋 の発 達

に関 与 す ることが知 られていたが 、膵 β細 胞 にお ける役 割 は報 告 され てい なかっ

た(8-10)。

一 方
、PDX1はN末 端 に転 写 活 性 化 領 域 を、中央 にDNA結 合 領 域 であるホ

メオドメインを有 する全 長284ア ミノ酸 か らなる転 写 因子 である。ホメオドメインを介

してインスリン遺 伝 子 のプ ロモーター 上 にあるAボ ックス(A/Tリ ッチドメイン)と呼 ば

れ る配 列 に結 合 す ることが知 られている(11)。インスリンプロモー ター 上 にはEボ ッ

クスと呼 ばれる配 列 も存 在 し、E12、E47が 結 合 し、PDX1と 協 調 して転 写 活 性 を



促 進 す る。PDX1のN末 端 はp300と いう転 写 コファクターをリクル ー トす ることが

知 られてお り、興 味 深 いことに高 グル コー ス時 にp300の リクル ー トが増 加 す る(12)。

また、個 体 レベル の解 析 か らPDX1は 膵 ラ氏 島 の β細 胞 に発 現 してお り、インスリ

ン、IGF-1シ グナル と共 に、膵 臓 の発 生 に重 要 であることが報 告 され ている(13)。

ホモ欠 損 マウスは膵 臓 の形 成 不 全 が認 められるのに対 して、ヘ テロ欠 損 マウスや

変 異 マウスは耐 糖 能 異 常 を呈 する(14-16)。 このように、PDX1の 膵 β細 胞 機 能 に

お ける重 要 性 は明 らかであるが 、インスリン抵 抗 性 によるインスリン分 泌亢 進 にお け

る役 割 は不 明 であった。

第1部 で は、SOX6が 高 脂 肪 食 負 荷 マウス、ob/obマ ウスの膵 β細 胞 で発 現 減

少 し、インスリン及 び酸 化 的 リン酸 化 酵 素 の発 現 を抑 制 す ることでインスリン分 泌 を

抑 制 す ることを明 らか とした。更 に、SOX6がPDX1の 転 写 活 性 を抑 制 す るメカニ

ズムを明 らかとした。



1-2結 果

①膵 β細胞 における転 写因 子SOX6の 発 現制 御

筆 者 はインスリン抵 抗 性 を代 償 す るため にインスリン分 泌 が増 加 したモデ ル マウ

スとして、9週 間 の高 脂 肪 食 負 荷 をか けたC57BL/6Jマ ウスを作 製 した。高 脂 肪

食 負 荷(High Fat Diet:HFD)マ ウスと通 常 食 負 荷(Normal Chow Diet:

NCD)マ ウスの随 時 摂 食 時 のインスリン値 、血 糖 値 、及 び 体 重 を比 較 す ると共 に、

腹 腔 内 投 与 グル コース負 荷 試 験 を行 った(図2)。 その結 果 、HFDマ ウスはインスリ

ン抵 抗 性 、高 インスリン血 症 を呈 するモデル マウスであることが確 認 された。

アフィメトリックス社MOE430を 用 いたHFDマ ウスとNCDマ ウス由来 の膵 ラ氏 島

のDNAチ ップ解 析 結 果 とBeta Cell Biology Consortium

(http://www.cbil.upenn.edu/EPConDB/index.shtml)と い う公 共 デ ー タベ ー

スの膵 β細 胞 発 現 遺 伝 子 情 報 から、59個 の転 写 因 子 が膵 β細 胞 に発 現 す ること

が分 かった。これ らの転 写 因 子 につ いてHFDマ ウスとNCDマ ウスの膵 ラ氏 島 にお

ける発 現 変 動 をQRT-PCRに より調 べ たところ、2倍 以 上 の発 現 変 動 が認 められた

転 写 因 子 が17個 あった(表1)。 次 に、選 抜 した17個 の転 写 因 子 をレトロウイル ス

を用 いて過 剰 発 現 させ たマウスインスリノーマMIN6細 胞 のインスリン分 泌 量 をコン

トロール のMIN6細 胞 と比 較 した(図3)。 その結 果 、転 写 因 子SOX6を 過 剰 発 現 さ

せ たMIN6細 胞 にお ける16.7mMグ ル コース処 理 群 のインスリン分 泌 量 がコントロ

ール 細 胞 に比 べ て約60%減 少 していた。このことから、転 写 因 子SOX6が グル コ

ース依 存 性 インスリン分 泌 を抑 制 す ることが分 か った
。

また、SOX6は 高 脂 肪 食 負 荷 マウスだけでなく、ob/obマ ウスにお いてもmRNA



の発 現 減 少 が認 められた(図4A)。 この結 果 か ら、SOX6の 発 現 はグルコー スある

い はインスリンにより負 に制 御 され ていることが示 唆 され た。そこで 、血 中 グル コース

とインスリンが急 激 に変 動 す る絶 食 マウス及 び再 摂 食 マウスの膵 ラ氏 島 にお ける

SOX6の 発 現 を調 べたところ、自由摂 食 マウスと比 較 して有 意 な変 動 は認 め られ

なかった(図4B左 図)。一 方 、インスリン制 御 遺 伝 子 の一 つ であるstearoyl-CoA

desaturase　 2(SCD2)の 発 現 は、インスリンが減 少 す る絶 食 時 には減 少 し、インス

リンが上 昇 す る再 摂 食 時 には増 加 した(図4B右 図)。この結 果 か ら、SOX6の 発

現 は 単 純 にグル コース、インスリン量 の変 化 で は制 御 され てお らず 、インスリン抵 抗

性 に起 因 す る慢 性 的 な状 態 変 化 によって制 御 されていることが示 唆 され た。

次 に、膵 ラ氏 島 とMIN6細 胞 の核 抽 出 物 中 にお けるSOX6タ ンパクの発 現 を

抗SOX6抗 体 を用 いたイムノブ ロットで調 べ たところ、SOX6タ ンパ クの予 想 分 子

量 付 近 にバ ンドが検 出された(図5A)。 更 に、免 疫 組 織 化 学 染 色 により

C57BL/6Jマ ウスとob/obマ ウスの膵 ラ氏 島 にお けるSOX6タ ンパ クの発 現 を調 べ

たところ、QRT-PCRの 結 果 と同様 にob/obマ ウスにお いてSOX6タ ンパ ク発 現 細

胞 の減 少 が認 められた(図5B)。 また、膵 β細 胞 特 異 的 遺 伝 子 で あるPDX1と の2

重 蛍 光 免 疫 染 色 の結 果 、SOX6は 膵 ラ氏 島 の β細 胞 に発 現 していることが確 認

された(図6)。

②SOX6に よるグル コース依 存 性 インスリン分 泌 抑 制

レトロウイル スを用 い てSOX6を 過 剰 発 現 させ たMIN6細 胞 と、コントロー ル の

MIN6細 胞 の グル コー ス濃 度5.6mM及 び16.7mM時 のインスリン分 泌 量 を測 定

した ところ、16.7mMグ ル コー ス濃 度 のSOX6過 剰 発 現MIN6細 胞 か らの インス



リン分 泌 量 が コン トロー ル に比 べ て60%程 度 減 少 して い ることが 分 か った(図7)。

次 に、他 のSOXフ ァミリー 遺 伝 子 の インスリン分 泌 に対 す る影 響 を調 べ るた め に 、

SOX2、4、5、8、9、10、13、15、18、30を レトロウイル スを用 い てMIN6細 胞 に 強

制 発 現 した。そ の 結 果 、SOX6と 同 じサ ブ ファミリーDに 属 す るSOX5、13も グル コ

ー ス依 存 性 インスリン分 泌 を抑 制 す ることが 分 か った(図8A)
。しか し、SOX5、13

はSOX6と 異 な り、高 脂 肪 食 負 荷 マ ウスの 膵 ラ氏 島 にお い て は 発 現 減 少 が 認 め ら

れ なか った(図8B)。 以 上 か ら、SOXフ ァミリー の 中 で はSOX6が インスリン抵 抗 性

に伴 うインスリン分 泌亢 進 に 関 与 して い ることが 示 唆 され た。

更 に 、内 因 性SOX6の インスリン分 泌 へ の 寄 与 を調 べ る 目的 で 、MIN6細 胞 と

ラットインス リノー マINS-1E細 胞 にSOX6のsiRNAを 導 入 して発 現 をノックダ ウ

ン した 。そ の 結 果 、両 細 胞 でSOX6のmRNA発 現 は50%程 度 抑 制 され た が 、

SOX5、13の 発 現 は 変 動 が 認 め られ な か った(図9A)。 従 っ て、実 験 に 用 い た

siRNAはSOX6の み 発 現 抑 制 す ることが 確 認 され た。更 にmRNA発 現 抑 制 と

同 様 に 、SOX6の タンパ ク発 現 もMIN6細 胞 、INS-1E細 胞 で 抑 制 され てい ること

をイム ノブ ロッテ ィングで 確 認 した(図9B)。 この 時 、16.7mMグ ル コー ス時 のSOX6

のsiRNA導 入 細 胞 か らの インスリン分 泌 が 約1.4倍 増 加 す ることが 分 か った(図

9C)。 一 方 、5.6mMグ ル コー ス時 のインスリン分 泌 はSOX6 siRNA導 入 細 胞 とコ

ン トロー ルsiRNA導 入 細 胞 で 差 は認 め られ なか っ た。以 上 の 結 果 か ら、SOX6は

グル コー ス濃 度 依 存 的 にインスリン分 泌 を抑 制 してい ることが 明 らか となった 。



③SOX6に よる細 胞 内ATP量 、インスリン量 の減 少

SOX6の インスリン分 泌 抑 制 メカニズムを解 析 す るため に、グル コース以 外 の分

泌 促 進 剤 によるインスリン分 泌 に対 す るSOX6の 効 果 を調 べ た。使 用 したインスリ

ン分 泌 促 進 剤 は α-ケトイソカプロン酸(α-KIC)、 トル ブタミド(Tolb)、 塩 化 カリウム

(KCl)の3種 類 で、それ ぞれインスリン分 泌 に対 す る作 用 点 が異 なっている(17)。

α-ケトイソカプ ロン酸 はロイシンの脱 アミノ基 体 であり、ミトコンドリア内 のATP合 成

を促 進 することが知 られ ている。トル ブタミドはスル ホニル 尿 素 剤 の一 種 であり、膜

タンパ ク質 であるSUR1に 結 合 しKATPチ ャンネル 活 性 を抑 制 す ることで 、細 胞 内

ATP濃 度 非 依 存 的 に脱 分 極 を誘 発 す る。また、塩 化 カリウムを培 地 中 に添 加 する

と、細 胞 外 のカリウムイオン濃 度 が増 加 す るため 、KATPチ ャンネル が 閉 じ、脱 分 極

が起 こることが知 られている。

0.3mMト ル ブタミド及 び20mM塩 化 カリウム添 加 によるインスリン分 泌 には

SOX6強 制 発 現 は影 響 しなかったが、10mMα-ケ トイソカプ ロン酸 誘 導 インスリ

ン分 泌 は5.6mM、16.7mM何 れ のグル コース濃 度 においても、SOX6強 制 発 現

により抑 制 された(図10)。 この結 果 は、SOX6が ミトコンドリア内 のATP合 成 を阻

害 していることを示 唆 している。次 に、細 胞 内ATP合 成 および細 胞 内ATP/ADP

比 に対 す るSOX6の 影 響 を検 討 した。その結 果 、SOX6強 制 発 現MIN6細 胞 に

おいて、細 胞 内ATP量 は16.7mMグ ル コース時 のみ減 少 した のに対 して、細 胞

内ADP量 は変 化 が認 められ なかった(図11)。 つまり、SOX6は16.7mMグ ルコ

ース時 にのみ細 胞 内ATP/ADP比 を25%程 度 減 少 させ ることが分 かった(図11)
。

ATP/ADP比 の減 少 に伴 い、グル コース依 存 性 の細 胞 内 カル シウムイオン濃 度 の

上 昇 もSOX6に より抑 制 され た(図12)。 更 に、SOX6は 細 胞 内 インスリン含 量 も



10%程 度 減 少 させ ることが確 認 され た(図13A)。 以 上 の結 果 か ら、SOX6は ミトコ

ンドリア内 のATP合 成 とインスリン合 成 の両 者 を抑 制 していることが示 唆 され た。

④SOX6に よるATP合 成 遺 伝 子 、インスリン遺 伝 子 の発 現 抑 制

次 に、SOX6強 制 発 現MIN6細 胞 とコントロー ルMIN6細 胞 にお ける遺 伝 子

発 現 変 動 を調 べ たところ、ATP合 成 に関 与 す る遺 伝 子(OXPHOS)群 お よびイン

スリン遺 伝 子 の発 現 量 に違 い が認 められ た。NADH脱 水 素 酵 素 複 合 体 サブユニ

ット(複合 体I)、 チトクロー ムbc1複 合 体 サブユニット(複合 体III)、 チトクロームc

酸 化 酵 素 複 合 体 サブユニット(複合 体IV)、ATP合 成 酵 素 複 合 体 サ ブユニット(複

合 体V)等 の酸 化 的 リン酸 化 酵 素 群 の一 部 と、インスリンI、II遺 伝 子 の発 現 量 が

SOX6強 制 発 現MIN6細 胞 にお いて約50%減 少 していることが分 かった(表2及

び 図13B)。SOX6は これまで転 写 活 性 化 因 子 と考 えられ ていたため、SOX6が 複

数 の遺 伝 子 群 の発 現 を抑 制 す ることは極 めて興 味 深 い知 見 であった。

そこで 、SOX6の 転 写 抑 制 メカニズムをラットインスリンII遺 伝 子 のプロモ ーター

(開 始ATGか ら-872塩 基 対 ～-176塩 基 対)を 用 いて解 析 した。当該 プロモー タ

ー をpGL3-basicプ ラスミドに挿 入 し作 製 したレポー ター プラスミド

(pINS(-872)-luc)とSOX6発 現 プラスミド(pCMV-SOX6)を 共 形 質 導 入 した

MIN6細 胞 のル シフェラーゼ 活 性 を測 定 したところ、pCMV-SOX6量 依 存 的 に活

性 が減 少 することが明 らか となった(図14A)。 更 に、ラットインスリンIIプ ロモー ター

内 にある3箇 所 のSOXコ ンセンサス(5'-(A/T)(A/T)CAA(A/T)G-3')相 同 配 列

を欠 失 したプロモー ター を用 いてもSOX6の 活 性 抑 制 が確 認 され た(図14B)。 この

ことは 、SOX6が プ ロモー ター 内 の非 コンセンサス配 列 に結 合 し転 写 抑 制 す る可



能 性 と、SOX6が 直 接 のDNA結 合 を介 さず に転 写 抑 制 効 果 を発 揮 す る2つ の可

能 性 を示 唆 した。そこで 、非 膵 β細 胞 系 のBHK21細 胞 にお けるSOX6の インスリ

ンIIプ ロモーター に対 す る抑 制 効 果 を調 べたところ、PDX1とE47を 共 発 現 す るこ

とで活 性 化 され たインスリンIIプ ロモー ター は 、SOX6に よってその転 写 活 性 が抑

制 され た(図15A)(18)。 つ まり、SOX6はPDX1又 はE47の 転 写 活 性 を抑 制 して

いる可 能 性 が示 唆 された。そこで 、E47応 答 配 列 であるIgH遺 伝 子 のエンハ ンサ

ー 配 列 をpGL3-basicプ ラスミドに挿 入 したp(μE5+μE2+μE3)4-lucレ ポー ター

プラスミドを作 製 し、SOX6のE47転 写 活 性 へ の影 響 を検 討 した。その結 果 、E47

により活 性 化 されたp(μE5+μE2+μE3)4-lucの ルシフェラー ゼ活 性 は、SOX6

発 現 ベ クターをE47発 現 ベ クター の3倍 量 共 形 質 導 入 しても変 化 が見 られ なかっ

た(図15B)。 このことか ら、SOX6はE47の 転 写 活 性 には影 響 しないことが示 唆 さ

れた。更 にこの結 果 を確 かめるため に、PDX1とE47に つ いて転 写 因 子GAL4の

DNA結 合 領 域 との融 合 タンパ ク(GAL4-PDX1、GAL4-E47)を 作 製 し、GAL4応

答 配 列 を用 いたmammalian two-hybrid assay系 でSOX6の 転 写 抑 制 効 果 を

調 べ たところ、SOX6はGAL4融 合PDX1の 転 写 活 性 を抑 制 したの に対 して、

GAL4融 合E47の 転 写 活 性 には影 響 しなかった(図15C)。 以 上 の結 果 から、

SOX6は 直接 的 なDNA結 合 を介 さず に別 の転 写 因 子 であるPDX1の 転 写 活 性

を抑 制 することで、インスリンIIプ ロモー ター 活 性 を抑 制 している可 能 性 が示 唆 さ

れた。

⑤SOX6とPDX1の 直 接 結 合

SOX6とPDX1間 の相 互 作 用 を検 討 す るため に大 腸 菌 発 現GST融 合SOX6タ



ンパ クとin vitro翻 訳 した35S標 識PDX1の 各 種 断 片 タンパ クを用 いたGSTプ ルダ

ウンアッセイを行 った。全 長PDX1及 びホメオ ドメインとC末 端(145ア ミノ酸-284ア

ミノ酸)を 欠 失 したPDX1は 、GST融 合SOX6と 結 合 したが(図16A(i)と(iii))、N

末 端(1ア ミノ酸-144ア ミノ酸)を 欠 失 したPDX1はSOX6と の結 合 能 を失 っていた

(図16A(iv))。 この結 果 、PDX1のN末 端 が 、SOX6と の結 合 に必 須 であることが

分 かった。一 方 、大 腸 菌 発 現GST融 合PDX1タ ンパ クとin vitro翻 訳 した35S標

識SOX6の 各 種 断 片 タンパ クを用 いて 同様 の解 析 を行 ったところ、SOX6のHMG

領 域 とPDX1が 結 合 す ることが分 か った(図16B(v))。SOX6のHMG領 域 と

PDX1のN末 端 領 域 の結 合 を模 式 的 に図16Cに 図 示 す る。

次 に、PDX1と の結 合 領 域 であるHMG領 域 欠 失SOX6(ΔHMG)を 作 製 した

ところ、HMG領 域 がSOX6の インスリン分 泌 抑 制 に必 須 であることが分 か った(図

17A上 図)。この 時 の、SOX6とΔHMG-SOX6の タンパ ク発 現 はイムノブ ロッティ

ングで図17A下 図 に確 認 した。同様 に、HMG領 域 の欠 失 によりSOX6の インス

リンプ ロモー ター転 写 抑 制 機 能 も失 われ ることが分 かった(図17B)。 更 に、SOX6

との結 合 領 域 であるPDX1のN末 端(1ア ミノ酸-144ア ミノ酸)を 強 制 発 現 す ると、

SOX6の インスリン発 現 抑 制 効 果 が解 除 され ることも分 かった(図17C)。 これ は 、

PDX1のN末 端 がdecoyと して働 き、SOX6と 内 因 性PDX1と の結 合 を阻 むこと

で 、SOX6の 転 写 抑 制 効 果 を打 ち消 した結 果 であると考 えられ る。これ らの結 果 か

ら、SOX6の インスリン発 現 ・分 泌 の調 節 メカニズムはPDX1に 直 接 結 合 し、その

機 能 を抑 制 す ることであると予 測 され た。



⑥SOX6とPDX1の インスリンプロモー ター へ の結 合

SOX6とPDX1がin vitro系 だけでなく細 胞 内 でも結 合 し、インスリンプロモー

ター上 に局 在 することをクロマチ ン免 疫 沈 降 法 を用 いて調 べた。クロマチン免 疫 沈

降 の結 果 はQRT-PCRに より評 価 した。図18に 、インスリンプ ロモ ーターを特 異 的

に認 識 す るプライマー の位 置 を模 式 的 に示 す 。レトロウイル スを用 い てSOX6を 過

剰 発 現 させ たMIN6細 胞 にお いては、抗SOX6抗 体 による免 疫 沈 降 物 中のイン

スリンプロモー ター 断 片 量 が増 加 していた。す なわち、インスリンプロモー ター 上 の

SOX6量 の増 加 が観 察 され た(図18A上 図 レー ン2と4)。 この結 果 と対 照 的 に、

SOX6を 過 剰 発 現 してもインスリンプロモー ター 上 のPDX1の 量 は変 わらなか った

(図18A上 図 レー ン6と8)。 つまり、SOX6は 単 純 にPDX1の インスリンプロモ

ー ター への結 合 を妨 げることで、その転 写 活 性 を抑 制 しているので はないことが示

された。なお 、図18A下 図 のイムノブロットに免 疫 沈 降 前 後 のSOX6タ ンパ クを

示 す 。この結 果 から、コントロール レトロウイルス感 染 細 胞 に対 するSOX6レ トロウイ

ルス感 染 細 胞 のSOX6タ ンパク発 現 量 の比(約6.5倍:LumiVisionPROに よる

定 量 結 果)が 抗SOX6抗 体 による免 疫 沈 降 の前 後 で 変 化 していないことが確 認 さ

れた。

MIN6細 胞 にお いて、PDX1が インスリンプロモーター に結 合 していることはクロ

マチン免 疫 沈 降 法 により証 明 され ている(19)。48時 間 のPDX1 siRNA処 理 によ

って、インスリンプロモ ーター 上 のPDX1は 約80%減 少 す ることが分 かった(図

18B上 図 レー ン6と8)。 このPDX1の 減 少 に伴 い 、興 味 深 いことに、インスリン

プロモー ター 上 のSOX6も60%程 度 減 少 す ることが分 か った(図18B上 図 レー

ン2と4)。 す なわ ち、SOX6の インスリンプ ロモ ーター へ の結 合 にはPDX1が 必 要



なのである。この結 果 とGSTプ ル ダウンアッセイの結 果 か ら、SOX6は 直 接 的 な

DNA結 合 ではなくPDX1と の結 合 を介 してインスリンプ ロモ ーター上 に存 在 してい

ることが証 明 され た。

⑦SOX6に よるインスリンプ ロモーター 上 のアセチル化 ピストンの減 少

PDX1は ヒストンアセチル 化 酵 素 の一 種 であるp300を リクル ー トす ることで転 写

活 性 化 す ることが知 られ てお り、p300はSOX6と 同 様 、PDX1のN末 端 に結 合

す ることが報 告 されている(18,20-22)。 転 写 因 子 が標 的 遺 伝 子 に結 合 す ると、

PCAFやp300な どのコアクチ ベ ーターがリクル ー トされる。コアクチベ ー ター はヒス

トンアセチル 化 酵 素 活 性 を持 ってお り、周 辺 のヒストンをアセチル 化 す る。これ を引

き金 としてクロマチ ンリモデ リング因 子 が リクル ー トされ 、クロマチ ンリモ デ リングが誘

導 され ることで 、基 本 転 写 因子 とRNAポ リメラーゼ による転 写 が 開 始 す る。特 に転

写 活 性 化 とよく相 関 するアセチル 化 として、ヒストンH3K9とK14の アセチル 化 が

知 られ てい る(23,24)。

そこで、SOX6を 強 制 発 現 した 時 のインスリンプロモー ター のアセチル 化 ヒストン

の量 を抗 アセチル 化 ヒストンH3、H4抗 体 を用 いたクロマチ ン免 疫 沈 降 法 によって

定 量 した。既 報 の通 り、MIN6細 胞 を30mMの 高 濃 度 グル コー スを含 む 培 地 で

培 養 すると、インスリンプロモー ター 上 のアセチル化 ヒストンH4量 は顕 著 に増 加 す

るが(図19Bレ ーン2と4)、 アセチ ル化 ヒストンH3量 には変 化 は認 め られなかっ

た(図19Aレ ーン2と4)(12,25)。 一 方 、SOX6過 剰 発 現 細 胞 にお いては、ヒスト

ンH3、H4両 方 のアセチル 化 が著 明 に抑 制 され ることが分 かった(図19AとBレ

ーン2と6 、4と8)。 以 上 の結 果 から、SOX6は インスリンプ ロモーター 上 のPDX1



に結 合 し、ヒストンアセチル 化 を阻 害 することでインスリンプロモー ター活 性 を抑 制

している可 能 性 が示 唆 された。



1-3考 察

第1部 で は、SOX6が 膵 β細 胞 で発 現 してお り、その発 現 はmRNA及 びタン

パク共 に高 脂 肪 食 負 荷 マウスやob/obマ ウスで顕 著 に減 少 す ることを明 らかとした。

両マウスは 、インスリン抵 抗 性 に伴 う高 インスリン血 症 を呈 し、膵 β細 胞 マスの増 加 、

インスリン分 泌 の増 加 が認 め られ る。一 方 、SOX6のmRNAは 絶 食 マウス、再 摂

食マウスにお いては変 動 がみ られ なかったことか ら、SOX6の 発 現 制 御 は急 性 の

血糖 値 及 びインスリン値 の変 動 によるもので はないことが示 唆 され た。また、SOX6

はPDX1の 転 写 活 性 を抑 制 す ることで 、グル コース依 存 性 インスリン分 泌 を抑 制

することも明 らか とした。以 上 か ら、SOX6とPDX1の 量 比 の変 化 により、インスリン

抵抗 性 を代 償 するインスリン分 泌 充 進 が起 こると予 想 され る。

SOXフ ァミリー はDNA結 合 領 域 であるHMGボ ックスを有 す る転 写 因 子 ファミ

リー であり、種 間 で高 度 に保 存 されている。SOXタ ンパ クの多 くは 、同 じサ ブファミ

リー に属 するタンパクと機 能 面 、発 現 制 御 面 共 に類 似 していることが多 く、グル ー

プDに 属 す るSOX5、6、13は 全 て膵 臓 に発 現 す ることが知 られ てお り(26-28)、

発 現 組 織 分 布 は互 い によく似 ている。また、SOX13は1型 糖 尿 病 の原 因 である

自 己抗 原 の1つ であるとの報 告 があることか ら(29,30)、 膵 臓 の 中 でも膵 β細 胞 に

お ける発 現 が示 唆 される。一 方 、SOX5、6、13は 全 てグル コース依 存 性 インスリン

分 泌 を抑 制 す ることか ら、膵 β細 胞 にお ける機 能 も共 通 していることが分 かった。こ

のように発 現 組 織 、機 能 は共 通 であるにも関 わ らず 、高 脂 肪 食 負 荷 マウス、ob/ob

マウスの膵 β細 胞 で発 現 抑 制 が認 め られ たのは、SOX6の み であった。

SOX5,6,13は 全 て膵 β細 胞 で発 現 しているにも関 わらず 、なぜSOX6の み が高 イ



ンスリン状 態 にお いて発 現 変 動 す るのかは 明 らかではない。高 脂 肪 食 負 荷 マウス

にお けるSOX6特 異 的 な発 現 制 御 機 構 につ いて、今 後 検 討 する必 要 がある。

筆 者 は 、SOX6のHMG領 域 とPDX1のN末 端 が結 合 す ることで、ヒストンア

セチル 化 が抑 制 され 、転 写 活 性 が阻 害 されることを示 した(図16、19)。PDX1の

N末 端 はp300と 呼 ばれるヒストンアセチラー ゼの結 合 部 位 でもあり、p300の

PDX1へ の結 合 はインスリン遺 伝 子 の発 現 促 進 に重 要 であるとの報 告 もあることか

ら、SOX6がp300と 拮 抗 的 にPDX1と 結 合 している可 能 性 が考 えられる(12)。 ま

た近 年 、PDX1のC末 端 に結 合 し、転 写 活 性 を抑 制 する因 子 としてPDX1

C-terminal Interacting Factor 1 (PCIF1)と い う遺 伝 子 が発 見 され てお り、

PDX1転 写 複 合 体 の分 子 レベル での解 析 が進 んでいる(31)。SOX6に よりPDX1

転 写 複 合 体 がどのように変 化 す るのか につ いて更 に解 析 す る必 要 がある。

SOX6に よるインスリン分 泌 抑 制 の原 因 の一 つ はPDX1の 転 写 活 性 を阻 害 し、

インスリン遺 伝 子 の発 現 を抑 制 す ることであると考 えられ る。加 えて、筆 者 はSOX6

の過 剰 発 現 により細 胞 内ATP/ADP比 が減 少 し、一 部 の酸 化 的 リン酸 化 酵 素 群

の発 現 が抑 制 され ることも見 出した(図11、 表2)。 インスリン分 泌 において細 胞 内

ATP/ADP比 は重 要 であることか ら、酸 化 的 リン酸 化 酵 素 の発 現 抑 制 もSOX6に

よるインスリン分 泌 抑 制 の原 因 の一 つ と考 えられ る。インスリン遺 伝 子 同 様 、酸 化

的リン酸 化 酵 素 もSOX6とPDX1の 相 互 作 用 により発 現 抑 制 され ているのか 、あ

るいは別 のメカニズムで抑 制 され ているのか は現 在 の ところ明 らかで はない。しか し、

興 味 深 いことに、PDX1の 優 性 抑 制 変 異 体 をアデノウイル スを用 いて強 制 発 現 し

た単 離 膵 ラ氏 島 は 、ミトコンドリアの機 能 異 常 を引 き起 こし、ATP産 生 を障 害 す る

との報 告 がある(32)。 酸 化 的 リン酸 化 はミトコンドリアで行 われ る反 応 であるため、



SOX6とPDX1に より酸 化 的 リン酸 化 酵 素 の発 現 も調 節 されている可 能 性 もある。

SOX6の 新 たな機 能 としてインスリン分 泌 調 節 という生 理 作 用 を明 らかとしたこと

に加 えて、分 子 メカニズムの観 点 か ら他 の転 写 因 子 の活 性 を抑 制 す る機 能 を有

す ることを見 出 した。Hairy and enhancer of split (Hes)、 Kruppel-Like 

Factor (KLF) 6、 Liver Receptor Homolog (LRH)-1等 の転 写 因 子 や核 内 受 容

体 が、SOX6の ようにDNA結 合 を介 さず に他 の転 写 因 子 のコファクター 的 な働 き

をす る例 が、近 年 相 次 いで報 告 されている(33-35)。 ポストゲノム研 究 の立 場 から、

解 読 されたゲノム配 列 情 報 を基 に、ゲノム上 に存 在 する転 写 因 子 の結 合 コンセン

サス配 列 を検 索 す ることによって、その転 写 因 子 の 下流 遺 伝 子 を同 定 する作 業 が

進 んでいる(36,37)。 しか し、転 写 因 子 の直 接 のDNA結 合 を介 さないコファクター

機 能 を発 見 す るには、上 述 したゲノム配 列 情 報 からのアプ ローチ だけでなく、転 写

因 子 を発 現 させ ることで 実 際 に発 現 変 動 する遺 伝 子 を探 索 す ることや 、網 羅 的 な

クロマチン免 疫 沈 降 等 の 実 験 デ ー タに基 づ く解 析 が必 要 である(38)。 今 後も、新

たな転 写 因 子 のコファクター機 能 の発 見 が期 待 される。

第1部 では 、末 梢 組 織 のインスリン抵 抗 性 を代 償 す るためのインスリン分 泌亢 進

メカニズムの解 析 を 目指 して研 究 をスター トし、インスリン分 泌 抑 制 因 子 として転 写

因 子SOX6を 再 発 見 した。第2部 では、インスリン分 泌 増 加 にお いてインスリン分

泌 能 の充 進 と共 に重 要 である膵 β細 胞 の細 胞 増 殖 にお けるSOX6の 役 割 につ い

ての研 究 成 果 を述 べ る。
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表1高 脂肪食負荷 マ ウス と通 常食負荷 マ ウスの膵 ラ氏 島にお け る59転 写因子様遺

伝子の発現 変動

高脂肪食負荷マ ウス と通常食負荷マ ウスの膵 ラ氏 島RNAを 用 いて、実験 手法記載

の方法でQRT-PCRを 行 った。3列 目に、通常食負荷 マ ウスの膵 ラ氏島におけ る発現

量 を1と した時の、高脂肪食負荷マ ウスの膵 ラ氏島 にお ける発現量 を示す。高脂肪食

負荷 に よる発現変動 の基 準は上述 の値 が、2以 上あるいは0.5以 下 とした。
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図1膵 β細胞 のグル コー ス依 存性 インス リン分 泌の機序

グルコース はGlut2に よ り細胞 内へ取 り込 まれ、細胞 内代 謝によるATP上 昇 を介 して

KATPチ ャンネル活性 を抑制 する。膜 電位 が上昇 してVDCCが 開 口 し、

細胞 内カルシ ウム濃度 が上昇す る ことによ り、 イ ンス リン分 泌が起 こる。



図2高 脂肪食 負荷(HFD)マ ウス と通常食負荷(NCD)マ ウスの代 謝パ ラメーター

(A,B)18週 齢C57BL/6Jマ ウスの随時摂食時 の血中 インス リン値(A)と 血糖値(B)。

(C)体重推移。横 軸 は高脂肪 食負荷 開始後 の週数 を示 す。

(D)腹腔 内グルコース投与(2g/kg)後 の血糖値 の経 時変化。

エラーバー は標準 誤差(n=3)を 示す。

*はNCDマ ウスに対 してP<0.01で 有意 である ことを示 す。



図3SOX6の インス リン分泌の抑制

MIN6細 胞 をT25フ ラス コに2×105個 播種 した。翌 日、 実験手 法に記 載の方法で

下記 の遺伝 子 を含 む レ トロウイル スをMIN6細 胞 に感染 した。

感 染2日 後、MIN6細 胞 を トリプ シン処理 した後、24穴 プ レー トに5×104個/wellの

濃度 で再播種 した。更 にその2日 後、実験手法 に記載の方法 で1時 間、5.6若 し くは

16.7mMグ ル コース処理 した時の インス リン分泌量 を測定 した。

レーン1:alkaline phosphatase(コントロール)、レーン2:nucleobindin2、

レ ー ン3:YY1 associated factor 2、 レ ー ン4:RAR-related orphan receptor gamma、

レ ー ン5:GATA binding protein 4、

レ ー ン6:nuclear receptor subfamily 2, group C, member 1

レ ー ン7:basic transcription element binding protein 1

レ ー ン8:zinc finger protein 278、 レ ー ン9:zinc finger protein 202、

レ ー ン10:zinc finger protein 28、

レ ー ン11:Williams-Beuren syndrome chromosome region 14 homolog、

レ ー ン12:zinc finger protein 30、 レ ー ン13:forkhead box P1、

レ ー ン14:deltex 3 homolog、 レ ー ン15:forkhead box 03、

レ ー ン16:nuclear receptor subfamily 0,group B, member 1

レ ー ン17:SRY-box containing gene 6(SOX6)、 レ ー ン18:nuclear factor l/A

エ ラ ー バ ー は 標 準 誤 差(n=3)を 示 す 。

*は コ ン ト ロ ー ル(レ ー ン1)に 対 し てP<0.01で 有 意 で あ る こ と を 示 す 。



図4SOX6 mRNAの 発現 変動

(A)通常食 負荷(NCD)C57BL/6Jマ ウス、高脂肪 食負荷(HFD)C57BL/6Jマ ウス、

通常食負荷ob/obマ ウスの膵 ラ氏島のSOX6 mRNAの 相対値 。NCD C57BL/6Jマ ウス と

HFD C57BL/6Jマ ウスは8週 齢 か ら9週 間 それぞれの食 事負荷 をか けた オスマ ウス を

用いた。ob/obマ ウス は8週 齢 のオスを用 いた。

NCD C57BL/6Jマ ウスのSOX6 mRNA量 を1と して表記 した。

(B)絶 食 、 再 摂 食 に よ る膵 ラ氏 島 のSOX6、stearoyl-CoA desaturase2(SCD2)mRNA

の 発現 変 動 。8週 齢 の オ スC57BL/6Jマ ウス を自 由摂 食 群(fed)、 絶 食 群(fasted:

24時 間の 絶 食)、 再 摂 食 群(refed:24時 間 の絶 食 後 、1時 間 の 再 摂 食)の3群

に分 けた 。SOX6、SCD2各 遺 伝 子 の 発現 量 を 自由摂 食 群 のmRNA量 を1と して表 記 した。

膵 ラ氏 島 のtotal RNAを 調 製 し、QRT-PCRに よ る定 量 を行 った 。 マ ウ ス36B4遺 伝 子

(NM _007475)をQRT-PCRの 標 準 と した。 エ ラー バ ー は標 準 誤 差(n=3)を 示 す。

*はNCD C57BL/6J又 はfedマ ウ スに対 してP<0 .01で 有 意 で あ る こ と を示 す。



図5SOX6タ ンパ クの発現 変動

(A)C57BL/6Jマ ウスの膵 ラ氏島 とMIN6細 胞 の核抽出物の イム ノブ ロッ ト解析。

文献(55、57)記 載 の方法 で調製 した核 抽出物(20μg/レ ー ン)をSDS-PAGEに よ り

展開 した後、抗SOX6抗 体 を用 いて イム ノブ ロ ッ ト解析 を行 った。

矢印がSOX6の バ ン ドを示 す。

(B)C57BL/6Jマ ウス とob/obマ ウスの膵 ラ氏島の免疫組織化学染色。

実験手法 に記載の方 法で調 製 した膵 ラ氏島のパ ラフ ィン切 片 を抗SOX6抗 体 を

用 いて免疫組織化学 染色 した。 矢印がSOX6発 現細胞 を示す。



図6C57BL/6Jマ ウス膵 ラ氏島 の抗SOX6抗 体及 び抗PDX1抗 体 による2重 免疫染 色

上図:抗SOX6抗 体 を用 いた結 果。赤色 がSOX6発 現 細胞 を示す。

中図:抗PDX1抗 体 を用 いた結 果。緑色 がPDX1発 現 細胞 を示す。

下図:抗SOX6抗 体の結果 と抗PDX1抗 体 の結 果の重 ね合 わせ。

黄色がSOX6とPDX1の 両方が発現 している細胞 を示 す。



図7SOX6の グル コー ス依存性 インス リン分泌の抑 制

MIN6細 胞 をT25フ ラ スコに2×105個 播種 した。翌 日、実験手法 に記載の方法で

SOX6又 はアルカ リホ スファターゼ(ALP)を 含 む レ トロウイルスを

MIN6細 胞 に感染 した。感染2日 後、MIN6細 胞 を トリプシン処理 した後、

24穴 プ レー トに5×104個/wellの 濃度 で再播種 した。

更 にその2日 後、実験 手法 に記載の方法で1時 間、5.6若 し くは16.7mMグ ル コー ス

で処理 した時の インス リン分泌量 を測定 した。

エ ラーバー は標 準誤差(n=3)を 示す。

*は コン トロール(ALP)に 対 してP<0.01で 有 意である ことを示す。



図8SOXフ ァミ リーのイ ンス リン分 泌 に対す る影響 と発現 変動

(A)SOXフ ァミ リーの インス リン分泌に対する影響

図3の レジ ェン ドに記載の方法で横 軸 に記載 した遺伝子 を含 む レ トロウイルス を

感染 したMlN6細 胞 の インス りン分泌量 を測定 した。

グラフ中 にSOX5,9,15の イム ノブ ロッ ト解 析結果 を示 す。

レー ン1,3,5はAしP発 現MIN6細 胞 、 レー ン2はSOX5発 現MIN6細 胞 、

レー ン4はSOX9発 現MIN6細 胞 、 レー ン6はSOX15発 現MIN6細 胞 の細胞抽出液。

(B)高 脂肪食負荷(HFD)マ ウスと通常食負荷(NCD)マ ウスの膵 ラ氏島 にお ける

SOX5,6,13の 発現 比較

縦軸 はHFDマ ウス膵ラ氏島の発現 とNCDマ ウス膵ラ氏島の発現 の比 を表す。

エラーバー は標 準誤差(n=3)を 示す。

*は コン トロール(ALP)に 対 してP〈0.01で 有意である ことを示す。



図9SOX6ノ ック ダ ウ ン に よ る イ ン ス リン 分 泌 の 亢 進

実 験 手 法 に記 載 の 方 法 でSOX6に 対 す るsiRNA(si-SOX6)と

ス ク ラ ンブ ルsiRNA(si-cont)をMIN6、INS-1E細 胞 に トラ ン ス フ ェ ク トした 。

トラ ン ス フ ェク シ ョ ン2日 後 に、total RNA回 収 、 細 胞 抽 出液 調 製 、

イ ン ス リン分 泌 測 定 を実 施 した 。

(A)si-SOX6を 導 入 した 細 胞 とsi-contを 導 入 した 細 胞 に お け るSOX5,6,13

のmRNA量 の 比較 。(B)si-SOX6を 導 入 した 細 胞 とsi-contを 導 入 した細 胞 に お け る

SOX6と β-actinタ ンパ クの 発 現 。(C)si-SOX6を 導 入 した 細 胞 と

si-contを 導 入 した 細 胞 の5.6、16.7mMグ ル コー ス時 の イ ン ス リン分 泌量 。

エ ラー バ ー は標 準 誤 差(n=3)を 示 す 。

*は コ ン トロー ル(si-cont)に 対 してP<0.05で 有 意 で あ る こ とを示 す。



図10各 種 インス リン分泌促進剤 のSOX6発 現MIN6陥細胞 に対 する効果

SOX6又 はALPを 含 む レ トロウイルス を感染 させ たMIN6細 胞 の

10mMα-ケ トイソカプ ロン酸(α-KIC)、0.3mMト ルブタ ミ ド(Tolb)、

20mM塩 化 力 リウム刺激 によるインス リン分泌量 を測定 した。

エラーバ ー は標準誤差(n=3)を 示 す。

*は コ ン トロール(ALP)に 対 してP<0.01で 有意である ことを示 す。



図11SOX6に よ る細 胞 内ATP/ADP比 の 抑 制

SOX6又 はALPを 含 む レ トロ ウ イル ス を感 染 させ たMIN6細 胞 を1酬 グル コー ス を含 む

KRBHバ ッフ ァー で37℃ 、30分 間 プ レ イ ンキ ュベ ー トした 。 次 いで 、5.6又 は16.7mM

グ ル コ ー ス含 有KRBHバ ッフ ァー で イ ンキ ュベ ー トした 後 、 実 験 手 法 に記 載 の 方 法

で細 胞 内 のATP、ADPを 定 量 し、ATP/ADP比 を算 出 した 。

エ ラー バ ー は標 準 誤 差(n=3)を 示 す 。

*は コ ン トロー ル(ALP)に 対 してP<0 .01で 有 意 で あ る こ と を示 す。



図12SOX6の グル コー ス依存性細胞 内力ルシ ウム濃度 上昇の抑 制

実験手法 に記載の方法で、SOX6又 はALPを 含む レ トロウイル スを感染 させ た

MIN6細 胞の細胞 内力ル シウム濃度 を測定 した。

矢印が最終濃度40mMグ ル コー スを添加 した時間 を示す。



図13SOX6に よるインス リン発現 の抑制

(A)SOX6に よる細胞 内インス リン含量 の抑 制

SOX6又 はALPを 含 む レ トロウイル スを感染 させ たMIN6細 胞 中の

インス リンタンパ クを塩酸-エ タノール液 で抽 出 し、ELISA法 で測 定 した。

(B)SOX6に よるインス リンI,II遺 伝子発現 の抑制

レ トロウイル ス感染細胞か らRNAを 調製 し、36B4を 標準遺伝子 として、QRT-PCRで

インス リンI、IIのmRNA定K量 を行 った。

エラーバー は標準誤差(R=3)を 示す。

*は コン トロール(ALP)に 対 してP<0.01で 有意 である ことを示 す。



図14SOX6に よ る ラ ッ トイ ン ス リンIIプ ロモ ー タ ー活 性 の抑 制

(A)0.1μgの ラ ッ トイ ン スIIン ロプ ロモ ー タ ー を含 む レポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド

(plNS(-872)-luc)と0.01μgの 内 標 準 プ ラ ス ミ ド(pCMVβ)及 び横 軸 に記 載 した 量 の

pCMV-SOX6を 形 質 導 入 したMIN6細 胞 の相 対 ル シ フ ェラ ー ゼ 活 性 。

(B)0.1μgのplNS(-872)-luc又 は、SOXコ ンセ ンサ ス 配 列 を欠 失 した 変 異 体 と

0.01μgのpCMVβ 及 び0.1μgのpCMV-SOX6を 形 質 導 入 した

MIN6細 胞 の 相 対 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 。

相 対 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 はホ タ ル ル シ フ ェラ ー ゼ 活性 を β-ガ ラ ク トシ ダー ゼ 活 性

で補 正 す る こ とで 算 出 した 。 エ ラー バ ー は標 準 誤 差(n=3)を 示 す 。

*は レー ン1に 対 してP<0.01で 有 意 で あ る こ とを示 す 。



図15SOX6に よ るPDX1転 写 活 性 の 抑 制

(A)0.1μgのplNS(-872)-lucと0.01μgのpCMVβ 及 び横 軸 に記 載 した量 のpCMV-E47、

pCMV-PDX1、pCMV-SOX6を 形 質 導 入 したBHK21細 胞 の相 対 ル シ フ ェラー ゼ活 性 。

(B)0.1μgのE47応 答 配 列 を含 む レポ ー ター プ ラ ス ミ ド(p(μE5+μE2+μE3)4-luc)と

0.05μgのpCMVβ 及 び 横 軸 に記 載 した量 のpCMV-E47、pCMV-SOX6を 形 質 導 入 した

HEK293細 胞 の相 対 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 。

(C)0.1μgのGAL4応 答 配 列 を含 む レポー ター プ ラ ス ミ ド(pG5luc)と0.02μgのpCMVβ

及 び0.02μgのGAL4融 合 タ ンパ ク発 現 プ ラ ス ミ ド(pBlND-PDX1、pBlND-E47)と

横 軸 に記 載 した 量 のpCMV-SOX6を 形 質 導 入 したMIN6細 胞 の相 対 ル シ フ ェラ ー ゼ 活性 。

相 対 ル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 は、 ホ タ ルル シ フ ェ ラー ゼ 活 性 を

β-ガ ラ ク トシ ダー ゼ 活 性 で補 正 す る こ とに よ り算 出 した。

エ ラ ー バ ー は標 準 誤 差(n=3)を 示 し、*はP<0.01で 有 意 で あ る こ とを示 す。



図16SOX6とPDX1の 相 互 作 用

(A)GST融 合SOX6とin vitro翻 訳PDX1及 び その 変 異 体 の 結 合

(B)GST融 合PDX1とin vitro翻 訳SOX6及 び そ の変 異 体 の 結 合

グル タチ オ ン ビー ズ と結合 したGSTタ ンパ ク又 はGST融 合 タ ンパ ク と

35S標 識 したin vitro翻 訳 タ ンパ ク を室 温 で1時 間、 混 合 した 。

数 回洗 浄 した 後 、 ビー ズ に結 合 したin vitro翻 訳 タ ンパ ク と5%のinputをSDS-PAGE

で展 開 し、FUJIX BAS2000(富 士 フ ィル ム)で 解 析 した 。

(C)SOX6とPDX1の 結 合 模 式 図



図17SOX6とPDX1の 相 互 作用 に よ る イ ン ス リン発 現 、 分 泌 の 抑 制

(A)HMG領 域 欠 失SOX6(△HMG)の イ ン ス リン分 泌 に対 す る効 果

5.6又 は16.7mMグ ル コー ス濃 度 で、SOX6、 △HMG又 はALPを 含 む レ トロ ウ イル ス を

感 染 させ たMIN6細 胞 か らの イ ン ス リン分 泌 量 を測 定 した(上 図)。

イ ン ス リン分 泌 測 定 に使 用 した細 胞 の抽 出 液 を、 △HMGも 認 識 す る

抗SOX6抗 体(ab-12054)を 用 い て イ ム ノブ ロ ッ ト解 析 行 った(下 図)。

(B)HMG領 域 欠 失SOX6(△HMG)の イ ン ス リン発 現 に対 す る効 果

0.1μgのplNS(-872)-lucと0.01μgのpCMVβ 及 びpCMV-SOX6又 はpCMV-△HMGを

形 質 導 入 したMIN6細 胞 の 相 対 ル シ フ ェラ ー ゼ 活 性 を示 す 。

(C)PDX1 N末 端(PDX1 1-144)の イ ン ス リン発 現 に対 す る効 果

0.1μgのplNS(-872)-lucと0.01μgのpCMVβ 及 び 横 軸 に記 載 した量 のpCMV-SOX6、

pCMV-PDX1(1-144)を 形 質 導 入 したMIN6細 胞 の 相 対 ル シ フ ェラー ゼ活 性 を示 す。

相 対 ル シ フ ェラ ー ゼ 活 性 は、 ホ タ ル ル シ フ ェラ ー ゼ 活 性 を βガ ラ ク トシ ダ ー ゼ活 性

で補 正 す る こ と に よ り算 出 した。

エ ラ ー バ ー は標 準 誤 差(n=3)を 示 し、*はP<0.01で 有 意 で あ る こ と を示 す。

n.s.は 有 意 差 無 しを示 す。



図18イ ンス リンプ ロモー ター上 のSOX6とPDX1の 相 互作用

インス リンプ ロモー ターの模式 図。 プロモーター上の数字 は転写開始 点か らの

塩基数 を示す。矢印 は、 クロマチ ン免疫沈 降実験(Chlp)に 用 いたプ ライマー の

位置 を示 す。 アンプ リコンのサイズは314bpで ある。

(A)SOX6又 はALPを 含 む レ トロウイルスを感 染 したMIN6細 胞の抗SOX6抗 体 又 は

抗PDX1抗 体 を用 いたChlP解 析結果(上 図)。 下図 は免疫沈降前の細胞抽 出液(Pre)

と免疫沈降物(Post)の 抗SOX6抗 体に よるイム ノブ ロ ッ ト解析結 果 を示す。

(B)PDX1に 対 するsiRNA(PDX1 siRNA)を 形質 導入 したMIN6細 胞の抗SOX6抗 体 又 は

抗PDX1抗 体 を用 いたChlP解 析結果(上 図)。 下図 は免疫沈 降前の細胞抽 出液(Pre)

と免疫沈降物(Post)の 抗PDX1抗 体 によるイム ノブ ロ ッ ト解析結 果 を示す。

免疫沈降のネガテ ィブコン トロール にはウサギIgGを 使用 した。 インス リン

プ ロモーターのアンプ リコンはQRT-PCRに よ り定量 し、任意 の相対値 で示 した。

エ ラーバーは標準誤差(n=3)を 示 し、*はP<0.01で 有意 であるこ とを示 す。

n.s.は 有意差無 しを示 す。



図19SOX6に よるイ ンス リンプ ロモー ター上の アセチル化 ヒス トンH3、H4の 減 少

(A)SOX6又 はALPを 含む レ トロウイル スを感染 したMIN6細 胞の抗 アセチル化H3抗 体

(Anti-H3)を 用 いたChlP解 析結果 を示す。細胞 は、3又 は30mMグ ル コー ス を含 む

DMEM培 地で16時 間処理 した後、ChlP解 析 に用 いた。

(B)SOX6又 はALPを 含む レ トロウイル スを感染 したMIN6細 胞 の抗 アセチル化H4抗 体

(Anti-H4)を 用 いたChlP解 析結果 を示す。細胞 は、3又 は30mMグ ル コー ス を含 む

DMEM培 地で16時 間処理 した後、ChlP解 析 に用 いた。

免疫沈降のネ ガテ ィブ コン トロール にはウサ ギIgGを 使用 した。 インス リン

プ ロモー ターの アンプ リコンはQRT-PCRに よ り定 量 し、任意 の相対値 で示 した。

エ ラーバー は標準誤差(n=3)を 示 し、*はP<0.01で 有意である ことを示す。

n.s.は 有意差無 しを示す。



1-5実 験 手 法

①試薬

ル シ フ ェラ ー ゼ ア ッセ イ …pGKL3-basicはPromegaよ り購 入 して 使 用 した 。

RNA調 製 …RNeasy kitはQiagenよ り購 入 して 使 用 した 。

クロマ チ ン 免 疫 沈 降 …immunoprecipitation assay kitはUpstate

Biotechnologyよ り購 入 して 使 用 した 。

抗 体 …goat polyclonal anti-PDX1(sc-14664)、goatpolyclonal

anti-SOX6(sc-17332)、rabbit polyclonal anti-SOX5(sc-20091)、rabbit

polyclonal anti-SOX9(sc-20095)、peroxidase-conjugated

affinity-purified donkey anti-rabbit IgG、peroxidase-conjugated

affinity-purified donkey anti-goat IgGはSanta Cruzよ り購 入 した 。rabbit

polyclonal anti-SOX6(ab-12054),rabbit polyclonal anti-βactin

(ab-8226)はAbcam Ltd.よ り購 入 した 。rabbit polyclonal anti-PDX1

(KRO59)はTransGenic Inc.よ り購 入 した 。Alexa Fluor 488 anti-guinea pig

IgG、Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG、Zenon Alexa Fluor 594

anti-rabbit IgG labeling kitはMolecular Probesよ り購 入 した 。Chicken

polyclonal anti-SOX15(AB-9180)はChemicon Internationalよ り購 入 した 。

Control rabbit IgG(1-1000)はVector Laboratoriesよ り購 入 した 。

② 動 物 、飼 料 、膵 ラ氏 島 調 製 方 法

Charles Riverか ら購 入 したC57BL/6Jマ ウス とob/obマ ウス を 、室 温26.5℃ 、



湿 度35%、12時 間 の 明 暗 周 期(明 期;09:00-21:00、 暗 期;21:00-09:00)で 飼

育 した。普 通 食 にはCE-2(日 本 クレア)を 用 い 、高 脂 肪 食 には 文 献(39)記 載 の 方

法 で 作 製 した 飼 料 を 用 い た 。9週 間 、上 記 の 飼 料 を 自 由 摂 食 条 件 で 飼 育 した 後 、

膵 ラ氏 島 細 胞 を標 準 的 な コラゲ ナ ー ゼ 法 を用 い て 単 離 した(39,40)。

③ 定 量 的RT-PCR、 マ イクロア レイ

文 献(39,41)記 載 の 方 法 に 従 って 行 った 。定 量 的RT-PCRは384wellプ レー ト

でABI PRISM 7900HT Sequence Detection System(Applied Biosystems)

を用 い て行 った。プ ライマ ー 配 列 は表3に 記 載 す る。DNAマ イクロア レイは

Affymetrix Genechip MOE430-A、MOE430-Bを 用 い て行 った 。

④ 免 疫 組 織 化 学

単 離 したマ ウス膵 臓 組 織 を10%ホ ル マ リン で 室 温 、20時 間 固 定 した後 、アル コ

ー ル 脱 水 を行 い
、パ ラフィン に包 埋 した 。標 本 の 抗 原 性 を賦 活 化 す るた め に

121℃ 、15分 間 オ ー トクレー ブ した。切 片 を2,000倍 希 釈 した抗SOX6抗 体

(ab-12054)で4℃ 、16時 間 インキュベ ー トした。続 い て 、Simple Stain MAX-PO

(Multi)reagent(ニ チ レイ)と3,3'-diaminodenzidine(同 仁 化 学)を 用 い て発 色

を行 った。な お 、カウンター 染 色 はhematoxylinで 行 った。二 重 免 疫 染 色 を行 う

場 合 は 、凍 結 切 片 を0.2%Triton X-100を 用 い て4℃ 、20分 間permeabilize

した後 、2,000倍 希 釈 したZenon Alexa Fluor 594で ラベ ル した 抗SOX6抗 体

(ab-12054)と 、抗PDX-1抗 体(KR059)で インキュベ ー トした。抗PDX-1抗 体

(KR059)の 発 色 はAlexa Fluor 488 anti-rabbit IgGで 行 った。蛍 光 の検 出 は



共 焦 点 レー ザ ー 顕 微 鏡Fluoview FV500(オ リンパ ス)を 用 い た 。

⑤プラスミド

以 下 の 遺 伝 子 のcDNAは イ ン ビ トロジ ェン より購 入 した 。

nucleobindin 2(ク ロ ー ンID 3371745)、RAR-related orphan receptor

gamma(ク ロー ンID 4489193)、zinc finger protein 278(ク ロー ン

ID 4857537),Williams-Beuren syndrome chromosome region 14

homolog(ク ロー ンID3866131)、forkhead box O3(ク ロー ンID4111403)、

nuclear receptor subfamily 0,group B,member 1(ク ロー ンID4637694)、

nuclear factor I/A(ク ロー ンID4270934)、SOX2(ク ロー ンID2823424)、

SOX8(ク ロー ンID4937883)、SOX9(ク ロー ンID4299305)、SOX10(ク ロー ン

ID3635492)、SOX13(ク ロー ンID3493465)、SOX15(ク ロー ンID3447385)、

SOX18(ク ロー ンID3967084)、SOX30(ク ロー ンID5172577)、E47(ク ロー ン

ID2631291)

以 下 の 遺 伝 子 のcDNAはK.K.ダ ナ フォー ムより購 入 した。

zinc finger protein 28(理 研 マ ウスcDNAク ロー ンID2700045L05)、zinc

finger protein 30(理 研 マ ウスcDNAク ロー ンID 3110018N02)RIKEN

mouse cDNA clonesは 理 研Genome Exploration Research Groupが 文 献

(42-45)及 びhttp://genome.gsc.riken.go.jpに 示 すfull-length

technologiesを 用 い て 作 製 したもの で あ り、複 製 、販 売 は株 式 会 社 ダナ フォー ム

が行 って い る。

以 下 の遺 伝 子 のcDNAは マウス膵 ラ氏 島cDNAか らPCRに よりクロー ニング



し、配 列 確 認 を行 った 。

  YY1 associated factor 2、GATA binding protein 4、nuclear receptor

subfamily 2,group C,member 1、basic transcription element binding

protein 1、zinc finger protein 202、forkhead box P1、deltex 3 homolog、

SOX4、SOX5、SOX6

レトロウイル ス用 発 現 ベ クター は東 京 大 学 北 村 俊 雄 教 授 より供 与 頂 い たpMX

ベ クター を用 い て 作 製 した(46)。pCMV-PDX1は 大 阪 大 学 山 縣 和 也 教 授 より供

与 頂 い た(47)。PDX1(ア ミノ酸1-205、1-144、145-284)とSOX6(ア ミノ酸

181-827、263-827、617-827、697-827、617-696)の 各 接 デ リー シ ョン変 異 体 及

び 全 長E47はPCRに より各 フラグメントを増 幅 した 後 、pcDNA3ベ クター に組 み

込 ん で 作 製 した 。pCMV-ΔHMG-SOX6はHMG領 域(ア ミノ酸563-827)を

ApaI処 理 に てpCMV-SOX6か ら抜 き取 ることで 作 製 したを。BIND-PDX1と

pBIND-E47はpBIND(Promega)に 各 遺 伝 子 の 全 長 配 列 を挿 入 して作 製 し

た。

⑥ リポー タープラスミド

pINS(-872)-lucは ラットイ ンス リンIIプ ロモ ー ター の-872～-176に 相 当 す る領

域 をpGL3-basicのKpnI-SmaJサ イ トへ 挿 入 して 作 製 した(48)。

pINS(-552)-lucとpINS(-413)-lucはpINS(-872)-lucの5'末 端 を 欠 失 した 変

異 体 で あ り、3'末 端 は 共 通 で あ るを。pINS(-413mut)-lucはSOXの 結 合 コン セ ン

サ ス 配 列(-248～-242)をpINS(-413)-lucか ら削 除 した 変 異 体 で あ り、

pINS(-370mut)-lucはpINS(-413mut)-lucの5'末 端 を-370に した 変 異 体 で あ



る。作 製 に使 用 したプライマー配 列 は

-872(5'-TATAGGTACCCCCAACCACTCCAA-3')
、

-176R(5'-TATACCCGGGGGTTACTGAATCC-3')
、

-552(5'-TATAGGTACCTGTGAAACAACAGTTCAAGGG-3')
、

-413(5'-TATAGGTACCTTCATCAGGCCACCCAGGAG-3')で あ る
。

p(μE5+μE2+μE3)4-lucは マ ウスIgHプ ロモ ー ター 由 来 のE47応 答 配 列 で あ る

(5'-ACACCTGCAGCAGCTGGCAGGAAGCAGGTCATGTGGCA-3')を タン

デ ム に4個 連 結 した レポ ー ター プ ラスミドであ る(49)。 合 成DNAを アニ ー リング した

後 、pGL3-basicのMluI-BglIIサ イトへ 挿 入 した。全 ての プ ラスミドはDNAシ ー ケ

ンシ ング により確 認 した。また 、GAL4結 合 サ イトを持 つ レポ ー ター プ ラスミドで ある

pG5lucはPromegaか ら購 入 した。

⑦細胞培 養 とレトロウイルス感 染

MIN6細 胞(マ ウス膵 β細 胞 由 来 細 胞)(50)とINS-1E細 胞(ラ ット膵 β細 胞 由

来 細 胞)(51,52)は そ れ ぞ れ 、大 阪 大 学 宮 崎 純 一 教 授 とUniversity Medical

Center at Switzerland Pierre Maechler教 授 か ら供 与 頂 い た。MIN6細 胞 は

25mMグ ル コー ス 、5.5μMβ-メ ル カ プ トエ タノー ル 、100units/mlペ ニ シ リン 、

100μg/mlス トレプ トマ イシ ン、15%FBSを 含 むDMEM培 地 中 で37℃ 、5%

CO2の 条 件 下 で 培 養 した。INS-1E細 胞 は11.6mMグ ル コー ス、10mM

Hepes pH7.4、1mMピ ル ビン酸 ナ トリウム、50pMβ-メ ル カプ トエ タノー ル 、

2mMグ ル タミン 、100units/mlペ ニ シ リン、100μg/mlス トレプ トマ イシ ン 、5%

FBSを 含 むRPMI1640培 地 中 で37℃ 、5%CO2の 条 件 下 で 培 養 した 。レトロウ



イル ス感 染 は 文 献(41,46,53)記 載 の 方 法 に従 った。HEK293、BHK21細 胞 は

東 北 大 学 加 齢 医 学 研 究 所 附 属 医 用 細 胞 資 源 セ ン ター か ら供 与 して 頂 き 、

100units/mlペ ニ シリン、100μg/mlス トレプ トマイシ ン、10%FBSを 含 む

DMEM培 地 中 で37℃ 、5%CO2の 条 件 下 で 培 養 した。

⑧一過性 形 質導 入

MIN6、HEK293、BHK21細 胞 を24穴 プ レー トに1ウ ェル 当 た り、5×104個 の

細 胞 を播 接 した。翌 日 、リポ フェクトアミンプ ラス試 薬(Invitrogen)を 用 い て、レポ

ー ター プ ラスミドと各 接 発 現 ベ クター 及 び 内 部 標 準 プ ラスミドで あ るpRL-TKと

pCMVβ を上 記 細 胞 に形 質 導 入 した(41,54-56)。 な お 、1ウ ェル あ た りのDNA量

は 空 ベ クター を添 加 す ることで0.2～0.7μg/ウ ェル に合 わ せ た 。翌 日 、細 胞 を細

胞 溶 解 液(Promega)で 溶 解 し、該 細 胞 溶 解 液 の ホタル ル シ フェラー ゼ 、ウミシ イタ

ケル シフェラー ゼ 、β-ガ ラクトシダ ー ゼ 活 性 をPromega、BD Biosciences社 の キ

ットを用 い て測 定 した。

⑨siRNA導 入

マウス、ラットSOX6特 異 的 なsiRNAと して括 弧 内 に示 す 、開 始ATGか ら2249

番 目-2267番 目の塩 基 配 列 に相 当す る配 列 を用 いた

(5'-UGAGGUGAUGGUGUGCACCAUCACCUCAdTdT-3'と

5'-UGAGGUGAUGGUGUGGUCGdTdT-3')。 ネ ガ ティブ コントロー ル に は ダ

ー マコン社 のsiCONTROL nontargeting siRNA2を 用 い た
。PDX1 siRNAは

アンビオ ン社ID No.155849を 購 入 して使 用 した 。siRNA導 入 は リポ フェクタミン



プ ラスを用 い て行 った(54,55,57)。

⑩インスリン分 泌 量 、細 胞 内インスリン量 、細 胞 内ATP量 、細 胞 内カル シウムイオ

ン濃 度 の測 定

グル コー スや そ れ 以 外 の 分 泌 促 進 剤 に 対 す るインスリン分 泌 量 を測 定 す る際 に

は 、経 代 数16～35回 のMIN6細 胞 と経 代 数54～95回 のINS-1E細 胞 を使 用 し

た(50,58)。 測 定 前 に2度PBSで 洗 浄 して か ら、グル コー ス不 含 のKRBHバ ッファ

ー(129mM NaCl
,4.7mM KCl,5.0mM NaHCO3,1.2mM KH2PO4,1.2

mM MgSO4,2.0mM CaCl2,and 10mM HEPES,pH7.4.Bovine serum

albumin(0.1%))で37℃ 、30分 間 プ レインキュベ ー トした。そ して グル コー ス 不 含

のKRBHバ ッフ ァー で 細 胞 を洗 浄 した後 、各 分 泌 促 進 剤 を含 むKRBHバ ッファー

で1時 間 インキ ュベ ー トした 。そ の 後 、プ レー トを氷 上 に 置 くことで インキ ュベ ー シ ョ

ンをストップ させ 、上 清 を 回 収 しインスリン分 泌 測 定 用 サ ンプ ル とした。細 胞 内 イン

スリンは0.4MHCl/74% EtOHで4℃,overnightで 抽 出 した(40)。 分 泌 インス リ

ン 、細 胞 内 インスリン量 共 にシバ ヤ ギ社 製 ラットインスリンELIZAキ ットを用 い て 測

定 した 。MIN6細 胞 のATP、ADP量 はATP assay system(東 洋 紡 ネ ット)を用 い

て測 定 した(40,59)を 細 胞 内 カル シ ウムイオ ン濃 度 は 、2μM fura-21AM(同 仁 化

学)を10mMグ ル コー ス含 有KRBHバ ッファー 中 で 室 温 、1時 間 か けて ロー ドした

MIN6細 胞 を用 い て測 定 した 。上 記 溶 液 を除 去 した 後 、Functional Drug

Screening System 6000(浜 松 ホトニクス)を 用 い て340と380nmで 励 起 した 時

の510nmの 発 光 量 の 比 を測 定 した(60)。



⑪クロマチン免疫 沈 降

Upstate社 のImmunoprecipitation assay kitを 用 い た 。2×106個 のMIN6

細 胞 を37℃ 、15分 間1%の ホ ル ム ア ル デ ヒド溶 液 で 固 定 した 。次 い で 、プ ロテ ア ー

ゼ イン ヒビ ター を 含 むPBSで2回 洗 浄 した 後 、細 胞 を 回 収 し0.5mLの 細 胞 溶 解 液

(50mM Tris-HCl at pH8.1,10mM EDTA,1% SDS)に 懸 濁 した 。そ して 、氷

上 でsonifier Cell Disrupter Model Micro-150(GENEQ inc.,Montreal,

QC)を 用 いて30秒 間 のパル スを10回 かけることで、細 胞 を破 壊 した。遠 心 分 離 に

より、上 清 を回収 し以 降 の免 疫 沈 降 実 験 のサンプル とした。まず 、非 特 異 的 結 合

を抑 制 するためにサ ンプル をプロテインAセ ファロー スと鮭 精 子DNAで4℃ 、1時

間 プ レインキ ュベ ー トした 。遠 心 分 離 により得 られ た上 清 を抗 体(anti-PDX1、

anti-SOX6、anti-acetyl Histone H3 and H4)若 しくは コン トロー ル ウサ ギIgGと

4℃ 、オ ー バ ー ナ イトで インキュベ ー トを行 ったを次 い で 、プ ロテインAセ ファロー スを

添 加 し、4℃ 、1時 間 インキュベ ー トした 。キット添 付 の マニ ュアル に 従 って セ ファロ

ー スを洗 浄 した 後
、250μLの 溶 出 液(1% SDS and 0.1M NaHCO3)で 室 温 、15

分 間 の溶 出 を2度 行 った。そ の 後 、クロスリンクをは ず す た め に 、20uLの5M

NaClと1uLの10mg/mL RNaseAを 添 加 し、65℃ 、6時 間 保 温 した 。最 後 に

1.5uLの10μg/μLプ ロテイナ ー ゼKで 処 理 してか ら、フェノー ル/ク ロロホル ム抽 出 、

エタノール 沈 殿 を行 うことで、DNAを 精 製 した。こうして得 られ たDNAを 鋳 型 として

QRT-PCRを 実 施 した。免 疫 沈 降 サ ンプル の 定 量 値 は 、免 疫 沈 降 処 理 していない

DNA(Input DNA)に 対 す る相 対 比 として評 価 した。QRT-PCRに もちいたプライ

マー 配 列 は 、マウスインスリンプロモー ター

(5'-GGAACTGTGAAACAGTCCAAGG-3'、5'-GTCGTGGAGTCTACTGGT



GTC-3')で あ る。

⑫GST-pull downア ッセ イ

全 長mPDX1(ア ミノ酸1-284)、 全 長mSOX6(ア ミノ酸1-827)のGST融 合 遺 伝

子 のコンス トラクトはpGEX-4T-2(Amersham Biosciences)を 用 い て 作 製 し、大

腸 菌BL21に 形 質 転 換 した後 、IPTGに より発 現 誘 導 す ることで 、各 接 融 合 タンパ

クを得 た(41,61)。[35S]-ラ ベ ル のin vitro発 現 タンパ クは 、T7プ ロモ ー ター 制 御

下 に 各 接 遺 伝 子 断 片 を挿 入 したpcDNA3を 鋳 型 として、TNT Quick Coupled

Transcription/Translation system(Promega)とL-[35S]methionine

(1000 Ci/mmol;Amersham Bioscience)を 用 い て 作 製 した 。GST若 しくはGST

融 合 タン パ クと[35S]-ラ ベ ルin vitro発 現 タ ンパ クを2時 間 、4℃ で イ ン キ ュ ベ ー トし

た 後 、TNT Quick Coupled Transcription/Translation system添 付 の バ ッフ

ァー で5回 洗 浄 した 後 、SDS-PAGEを 行 い イメー ジ ン グ ア ナ ライ ザ ー(BAS2000)

を用 いて画 像 解 析 を行 った。

⑬イムノブ ロット解 析

各 ウェル 当 た り同 一 タンパ ク量 をSDS-PAGEで 展 開 した 後 、イムノブ ロット解 析

に供 した。1次 抗 体 に は 抗SOX5抗 体(1/1,000希 釈)、 抗SOX6抗 体

(ab-12054)(1/1,000希 釈)、 抗SOX9抗 体(1/1,000希 釈)、 抗SOX15抗 体

(1/1,000希 釈)、 抗PDX1抗 体(ab-14664)(1/500希 釈)、 抗 β-actin抗 体

(1/5,000希 釈)を 用 い た 。検 出 試 薬 はECL-PLUSシ ステ ム(GEヘ ル スケ ア)を 使

用 し、定 量 はLumiVisionPRO(タ イテ ック)を 使 用 した(55,57,62)。




