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-本文中および図中に用いた略語- 
Akt  : Akt/protein kinase B 
BCA  : bicinchoninic acid 
BSA  : bovine serum albumin 
DM  : diabetes mellitus 
DMEM  : Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO  : dimethylsulfoxide 
DTPA  : diethylenetriaminepentaacetic acid 
EDTA  : ethylenediaminetetraacetic acid 
ELISA  : enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS  : fetal bovine serum 
FFA  : free fatty acid 
GLUT  : glucose transporter 
HbA1c  : hemoglobine A1c 
HFD  : high fat diet 
HRP  : horseradish peroxidase 
HSP90  : heat shock protein 90 
IDF  : International Diabetes Federation 
IRβ  : insulin receptor β 
IRS-1  : insulin receptor substrate-1 
NCS  : newborn calf serum 
PBS  : phosphate-buffered saline 
PCR  : polymerase chain reaction 
PDX-1  : pancreastic and duodenal homeobox-1 
PI3K  : phosphatidyl inositol 3-kinase 
PMSF  : phenylmethylsulfonyl fluoride 
PTP1B  : protein tyrosine phosphatase 1B 
QOL  : quality of life 
RT-PCR  : reverse transcription polymerase chain reaction 
RPMI-1640 : Roswell Park Memorial Institute-1640 
SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
TBS  : tris-buffered saline 
TPEN  : N,N,N’,N’-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine 
Zn(OAc)2·2H2O : zinc acetate dihydrate 
ZnSO4  : zinc sulphate 
[Zn(glc)2] : bis(gluconato)zinc(II) complex 
[Zn(hkt)2] : bis(hinokitiolato)zinc(II) complex 
[Zn(trp)2] : bis(tropolonato)zinc(II) complex  
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序 章 研究の背景と目的 
 

糖尿病（DM）は高血糖を主症状とする慢性代謝疾患である。膵臓からのインスリン分

泌量の不足、インスリン標的組織におけるインスリンの機能不全の一方、もしくは両方

が原因となり、結果として慢性的な高血糖をもたらす。国際糖尿病連合（IDF）の最近の

発表によると、全世界の DM 人口は爆発的に増加しており、2015 年現在では DM 有病患

者数は 4 億 1,500 万人に上り、有効な対策を取らなければ 2040 年までに 6 億 4,200 万人

にまで増加すると予測している[1]。日本においては 2015 年厚生労働省が発表した「2014
年国民健康・栄養調査」の結果から、DM が強く疑われる人の割合は日本人口のうち、

男性で 15.5%、女性で 9.8%と 2006 年調査に比べ増加している[2]。また、「糖尿病アトラ

ス 2015」では、世界を 7 区域に分けて統計を出しており、日本が属する「西太平洋地域」

は世界最大の DM 人口を抱えている。この地域の DM 有病者数は 1 億 5,320 万人であり、

全世界の 37％がこの地域に集中している計算となっている。現に、2015 年の DM 人口ト

ップ 10 ヶ国には、西太平洋地域に含まれる、中国（1 位；1 億 960 万人）、インドネシア

（7 位；1,000 万人）、日本（9 位；720 万人）の 3 ヶ国が入っている。IDF は「DM はコ

ントロールできる病気であり、適切な治療を続けていれば合併症を予防できる」と呼び

かけている。DM 性合併症（腎症・網膜症・神経障害）は難治性疾患であり、未だに医

療品や医療への強い要望が求められており、アンメットメディカルニーズに分類されて

いる。適切な DM の治療を続けていれば、合併症の多くは予防が可能であり、DM の早

期診断、治療及び症状の進行遅延は患者の生活の質（QOL）を維持、向上させる上で非

常に重要である。 
世界保健機関（WHO）は、不健康な食事や運動不足、喫煙、過度の飲酒などの発症の

原因が共通しており、生活習慣の改善により予防可能な疾患をまとめて「非感染性疾患

（Non-Communicable diseases; NCDs）」と位置付けている。心血管疾患、がん、慢性呼吸

器疾患などが主であり、DM もこの一つに含まれている[3]。DM は NCD による死亡の直

接的な原因であり、全体の 3.5％を占めると報告されている。「糖尿病アトラス 2015」に

おいても、DM が原因で死亡する人の数は年間 500 万人に上り、DM と DM 合併症はほ

とんどの国で死亡原因の上位を占めている。 
一方、DM に対する「豊かな先進国に多い病気」というイメージは偏ったものであり、

DM 有病者の 4 分の 3 は低・中所得の国に集中している。この理由として、低・中所得

の国では食事の中心が、安価な炭水化物で占められていることが指摘されている。日本

においても「所得が低い人ほど肉類、野菜類を避け、栄養源として穀類に頼り、所得が

高い人ほど、穀類の摂取量が少なく、肉類、野菜類を多く摂取する」傾向があることが

厚生労働省による調査で明らかとなっている[2]。DM は病因に基づき、主に 3 つのタイ

プ（1 型 DM、2 型 DM、妊娠 DM）に分類される。1 型 DM は膵臓ランゲルハンス島 β
細胞の破壊により、インスリンの分泌不全が生じることによって引き起こされる DM で

ある。2 型 DM はインスリン分泌低下とインスリン抵抗性の 2 つの要因により、結果と

してインスリンの作用不足に伴うグルコースの利用低下を引き起こし発症する。また妊
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娠 DM は、妊娠中にはじめて発見される糖代謝異常のことを指す。いずれの DM のタイ

プにおいても血糖値のコントロールは必要であり、患者はその症状、重症度によってイ

ンスリン注射または経口治療薬を単剤もしくは複数剤服用する。日々のインスリン注射

がもたらす苦痛とストレス、治療薬の長期服用による浮腫や重篤な低血糖などの深刻な

副作用の発現は、患者の QOL を著しく低下させている。このような DM 及び DM 患者

を取りまく現状のもと、病態改善のための生活習慣の改善と同時に、副作用の少ない新

規 DM 治療薬の開発が望まれている。 
亜鉛（Zn）は生体必須微量元素の１つであり、様々な生体調節機能を示す。ヒトの体

内に約 2 グラム存在しており、細胞の恒常性維持において重要な役割を担っている。Zn
欠乏症及び過剰症は細胞の増殖、分化、生存に関連する生体の情報伝達機構を破綻させ、

その結果、細胞死をもたらすことが報告されている[4, 5]。また Zn イオンはインスリン

合成、インスリン分泌、並びに細胞内シグナル経路における情報伝達物質の 1 つとして

機能する[6-8]。以上のように、Zn は様々な生体への機能を有しており、Zn を含む製剤

は胃潰瘍治療薬（ポラプレジンク）、皮膚疾患治療薬（亜鉛華軟膏）、ウィルソン病治療

薬（ノベルジン）として、臨床現場において使用されている[9-11]。 
また、Zn は DM と関連していることが、以前より報告されている。1980 年に ZnCl2

がラット脂肪細胞において脂質生成量を増加し、インスリン様活性を有することが報告

されている[12]。その他、Zn イオンが受容体およびキナーゼを介した作用メカニズムに

よりグルコース輸送を促進すること[13]、マウス由来培養脂肪細胞である 3T3-L1 細胞を

用いた検討より、Zn イオンが示すグルコース輸送に関するインスリン様活性は PI3K お

よび Akt のリン酸化によるものであることが報告されている[14]。最近の研究では、生体

内でのグルコース恒常性に関与している GPR39 に対して Zn イオンが GPR39 の発現を増

強し、インスリン分泌に関与していること[15]、細胞外の Zn イオンが GPR39 を直接的

に活性化し、Akt のリン酸化を調節することが報告されている[16]。ヒトにおいては、健

常者と DM 患者では体内の Zn 量が異なることが明らかになってきている。DM 患者の血

漿中および臓器中の Zn 量は健常者に比べると低く、一方で、尿中に排泄される Zn 量は

健常者よりも多いことが報告されている[17-20]。また最近では、健常者のうち「家族歴

の中に DM を患っている人がいる健常者」と「家族歴の中に DM を患っている人がいな

い健常者」とで血清中 Zn 濃度を比較したところ、「家族歴の中に DM を患っている人が

いる健常者」では、そうではない健常者に比べて、有意に低い結果が報告されており、

Zn と DM の関係は密接であることがうかがえる[21]。以上のことから、体内 Zn 量の減

少が DM の重症度を反映していると言っても過言ではなく、DM 患者における体内 Zn 量

を調節することは DM 治療の新たな指針の１つになり得ると考えられる。 
そこで、著者の所属する研究室では、これまでの研究報告から高用量の Zn イオンが使

用されていることに着目し、低用量で高いインスリン様活性を示す Zn 化合物として様々

な化学構造の Zn 錯体を合成してきた。マルトールを配位子に用いた亜鉛マルトール錯体

（[Zn(mal)2]）が Zn イオンよりも高いインスリン様活性を示すことを報告した 2000 年以

降[22]、様々な配位子と配位形式を有する Zn 錯体を合成し、評価してきた[23-27]。本研
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究では、それらの中で配位子にヒノキチオールを用いた亜鉛ヒノキチオール錯体

（[Zn(hkt)2]）に着目した。ヒノキチオールは 1936 年に野副らによりタイワンヒノキの精

油成分から発見され、1944 年にその化学構造が決定された化合物である。このヒノキチ

オールは天然物から抽出された化合物であり、人に対する安全性は高いことが報告され

ている化合物でもあり[28]、現在では、アトピー性皮膚炎に見られる肌の痒みや乾燥を抑

えることを目的として、入浴オイルや化粧品に使用されている。実際に、広い生理活性

を有することも報告されている[29-33]。 
加えて、前述の[Zn(hkt)2]は同じ O4 配位様式の Zn 錯体である[Zn(mal)2]や亜鉛アリキシ

ン錯体よりも in vitro系における遊離脂肪酸放出抑制作用やグルコース取り込み活性が高

いことが報告されている[34]。さらに、[Zn(hkt)2]の腹腔内投与により血糖降下作用や糖

化ヘモグロビン（HbA1c）低下作用、インスリン抵抗性、レプチン抵抗性改善作用が認

められている[34]。これらの結果は、[Zn(hkt)2]が末梢組織、特に、膵臓や脂肪組織に作

用していることを示唆している。以上のことから、高い生理活性を有する O4 型配位様式

を持つ Zn 錯体の中で、生体適合性が高いと考えられる[Zn(hkt)2]の脂肪組織もしくは膵臓

への作用機構を検討するため、本研究に着手した。 
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第 1 章 [Zn(hkt)2]を用いたマウス由来 3T3-L1 培養細胞におけるインスリン様活性の評価 
 

1-1 緒言 
以前から、著者の所属する研究室では様々な化学構造および配位様式を持つ Zn 錯体が

in vitro 系では高いインスリン様活性を、in vivo 系では DM モデル動物において強い抗 DM
作用を有することを示してきた[22, 35-37]。これらの研究結果から、著者は Zn 錯体の方

が Zn イオンよりも高い抗 DM 効果を示すと判断してきた。しかし、Zn イオンや Zn 錯体

が示すインスリン様活性の作用メカニズムは未だ完全には解明されていない。一方、こ

れまでの先行研究の報告から Zn が示す抗 DM 作用のメカニズムとして、Zn がインスリ

ンシグナル経路に作用し、GLUT4 の膜移行性を促進していることが考えられている[14, 
38, 39]。 

これらのことから Zn 錯体摂取が血糖降下作用、すなわち、DM 治療方法のひとつにな

る可能性がある。それゆえ、配位子に天然物由来化合物のヒノキチオールを用い、in vitro
における高いインスリン様活性と in vivo における抗 DM 活性を示した亜鉛ヒノキチオー

ル錯体（[Zn(hkt)2]）に着目し[34]、インスリン標的組織の 1 つである脂肪組織における

インスリンシグナル経路への影響を検討した。 
 

1-2 実験材料及び実験方法 
1-2-1 試薬 

3T3-L1 マウス線維芽細胞は、DS ファーマバイオメディカル株式会社（大阪）から購

入した。ウシ胎仔血清（FBS）は Thermo Fisher Scientific 株式会社（マサチューセッツ

州、アメリカ合衆国）、Equitech-Bio 株式会社（テキサス州、アメリカ合衆国）より購入

し、新生仔ウシ血清（NCS）は GIBCO 株式会社（カリフォルニア州、アメリカ合衆国）

より購入した。抗生物質-抗真菌剤は Invitrogen 株式会社及び、ナカライテスク株式会社

（京都）から購入した。細胞培養のため Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）

を、ウシ血清アルブミン（BSA）は標準タンパク質として使用するため、デキサメサゾ

ン、3－イソブチル－1－メチルキサンチンは 3T3-L1 線維芽細胞の分化誘導に使用する

ため Sigma-Aldrich 社（ミズーリ州、アメリカ合衆国）から購入した。特異的抗体とし

て、モノクローナルマウスホスホチロシン抗体（Phosho-Tyrosine Mouse mAb (P-Tyr100)）、
モノクローナルウサギ抗マウス IRβ 抗体（Insulin Receptor β (4B8) Rabbit mAb）、モノク

ローナルウサギ抗マウス IRS-1 抗体（IRS-1 (D23G12) Rabbit mAb）、ポリクローナルラ

ビット抗マウス Phospho-Akt (Ser473)抗体（Phospho-Akt (Ser473) Antibody）、ポリクロー

ナルラビット抗マウス Akt 抗体（Akt Antibody）、ポリクローナルラビット抗マウス

Phospho-GSK-3β (Ser9) 抗体（Phospho-GSK-3β (Ser9) Antibody）、モノクローナルラビッ

ト抗マウス GSK-3β 抗体（GSK-3β (27C10) Rabbit mAb）および、HRP 標識抗マウス IgG
抗体（Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody）、HRP 標識抗ラビット IgG 抗体（Anti-Rabbit 
IgG, HRP-linked Antibody）を Cell Signaling Technology 社（マサチューセッツ州、アメリ

カ合衆国）から購入した。イモビロン化学発光検出試薬（Immobilon™ Western 
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Chemiluminescent HRP Substrate）は、ミリポア社（マサチューセッツ州、アメリカ合衆

国）から購入した。PI3K 阻害剤であるワートマニンは ENZO Life Sciences 社（ペンシル

ベニア州、アメリカ合衆国）から購入した。トロポロン（IUPAC 名; 2­ヒドロキシシク

ロヘプタ­2,4,6­トリエノン）は東京化成工業株式会社（東京）から購入した。4­(2­ヒド

ロキシエチル)­1­ピペラジンエタンスルホン酸（HEPES）は同仁化学研究所（熊本）よ

り購入した。グルコン酸 Zn（[Zn(glc)2]）、ヒノキチオール（IUPAC 名; 2­ヒドロキシ­4­
イソプロピルヘプタ­2,4,6­トリエノン）、ヒトインスリン組換え体（細胞培養用）、クロ

ロホルム、および分子生物学用ジメチルスルフォキシド（DMSO）、誘導結合プラズマ

質量分析法（ICP-MS）に使用した亜鉛標準液、インジウム標準液、硝酸（有害金属測

定用）、過塩素酸（有害金属測定用）、過酸化水素（原子吸光分析用）は和光純薬工業株

式会社（大阪）から購入した。 
 

1-2-2 Zn 錯体の合成 
亜鉛トロポロン錯体（[Zn(trp)2]）及び[Zn(hkt)2]は以前に報告された方法に従って、本

研究室で合成した[34]。 
 

1-2-2-1 [Zn(trp)2]の合成 
トロポロン（995.7 mg、8.2 mmol）および Zn(OAc)2·2H2O（878 mg、4 mmol）をそれ

ぞれ超純水に溶解し、30 分間攪拌した。その後、これらの溶液を混合し、室温で一晩

攪拌した。生じた沈殿物を濾取し、真空下で乾燥させ、淡黄色固体を得た。 
なお、実験に用いた全ての超純水は Milli-Q 超純水装置システム（日本ミリポア、東

京）により調製された超純水（比抵抗値 18.2 MΩ·cm）を使用した。 
 

1-2-2-2 [Zn(hkt)2]の合成 
ヒノキチオール（3.3 g、20 mmol）を試薬特級エタノール（99.5）（純正化学株式会社、

東京）に溶解し、Zn(OAc)2·2H2O（2.2 g、10 mmol）は超純水に溶解した。それぞれの溶

液は 30 分間攪拌した後、混合し、室温で一晩攪拌した。生じた沈殿物を濾取し、冷エ

タノールで洗浄した後、真空下で乾燥させ、淡黄色固体を得た。 
 

1-2-3 Zn 錯体の特性とその油水分配係数（log P）の測定 
合成した[Zn(trp)2]及び[Zn(hkt)2]は、元素分析及び電子イオン化質量分析（EI-MS）、赤

外吸収スペクトルを測定し、その構造を推定した。元素分析、EI-MS は KPU 共同機器

利用センターにおいて測定し、赤外吸収スペクトルは Shimadzu FTIR-8400s（株式会社

島津製作所、京都）を用いて KBr 錠剤法により 400-4600 cm-1 の波長領域で測定を行っ

た。 
また、Zn 錯体の log P 値はフラスコ振盪法により求めた。Zn 錯体を終濃度 5 μM とな

るように 10 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）に溶解し、遠心分離を行い、上清を回収して

サンプルとした。回収した Zn 錯体含有 HEPES 緩衝液の上清に同量のクロロホルムを添
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加し、37°C 1 時間振盪させ、10 分間静置後、HEPES 層（水層）中の亜鉛錯体濃度を UV
スペクトルにより測定した。log P は log P = log ((Abs0 時間後−Abs1 時間後)/Abs1 時間後)式を用

いて算出した。なお、本計算式における各項目は、以下のことを表す。 
 
Abs0 時間後−Abs1 時間後:クロロホルム層（油層）に移行したと考えられる Zn 錯体による

吸光度の計算値 
Abs1 時間後: HEPES 層（水層）における Zn 錯体による吸光度 
 
UV スペクトルは Agilent-8453 spectrometer（株式会社横河アナリティカルシステムズ、

東京）を用いて測定した。 
 

1-2-4 細胞培養 
3T3-L1線維芽細胞は 60 mmおよび 100 mmディッシュに播種し、10% NCS含有DMEM

中で 37°C、5% CO2 条件下で培養した。成長した細胞が 70%コンフルエント状態に達す

ると、0.25% Trypsin-EDTA 溶液を用いて細胞を剥離し、1,000 rpm で 1 分間遠心し、沈

殿した細胞を 10% NCS 含有 DMEM で播種、培養し 2 代目より実験に用いた。なお、す

べての培地において 50 U/mL ペニシリン及び 50 μg/mL ストレプトマイシンを含有した

DMEM を使用した。細胞が 100%コンフルエント状態に達した後、分化誘導処理を行っ

た。分化誘導には、0.5 mM 3-イソブチル-1-メチルキサンチン、0.25 μM デキサメサゾン

および 10 μg/mL インスリンを溶解した 10% FBS 含有 DMEM を用いて、72 時間培養し

た。続いて、培養液を 10 μg/mL インスリンを溶解した 10% FBS 含有 DMEM に交換し、

48 時間培養した。その後の培養には、10% FBS 含有 DMEM を用い、2 日毎に培地交換

を行った。実験には、分化誘導後 9-15 日目の細胞を用い、実験に用いる際には直前に 6
時間及び 12 時間無血清処理を行った。 

 
1-2-5 [Zn(hkt)2]およびヒノキチオールによる細胞毒性 

分化誘導処理を行った 3T3-L1 脂肪細胞を 10% FBS 含有 DMEM で培養し、分化誘導

後 9-15 日の 3T3-L1 脂肪細胞を FBS 非含有 DMEM で 6 時間インキュベートし、FBS の

影響を除いた。3T3-L1 脂肪細胞に[Zn(hkt)2]、ヒノキチオールを処理し、37°C で 10 分間

インキュベートを行った。その後、37°C に温めたリン酸緩衝食塩水（PBS）を用いて 2
回洗浄し、0.2%トリパンブルー溶液を用いて細胞を染色した後、再度、PBS を用いて 2
回洗浄し、細胞を顕微鏡下で観察した。 

 
1-2-6 Zn 錯体による 3T3-L1 脂肪細胞インスリンシグナル経路への影響 
1-2-6-1 イムノブロッティング 

分化誘導処理を行った 3T3-L1 脂肪細胞を 10% FBS 含有 DMEM で培養し、分化誘導

後 9-15 日の 3T3-L1 細胞を FBS 非含有 DMEM で 6 時間及び 12 時間インキュベートし、

FBS の影響を除いた。3T3-L1 脂肪細胞にインスリン、Zn 錯体、もしくはインスリン＋
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Zn 錯体を処理し、37°C で各処理時間インキュベートを行った。その後、サンプルを処

理した細胞は氷冷した PBS を用いて 2 回洗浄し、細胞溶解液（10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、
0.875% Brij-97、0.125%ノニデット P-40 (NP-40)、150 mM NaCl、2.5 mM EDTA、10 mM NaF、
0.1 mM Na3VO4、200 μM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、5 μg/mL leupeptin）で細

胞抽出液を回収し、氷上で 30 分間静置した。回収した細胞抽出液は 4°C、15,000 × g、
20 分間遠心分離を行い、上清を回収した。回収した上清は、Pierce BCA protein assay kit
（Thermo Fischer Scientific 社）を用いて BCA 法によりタンパク質の定量を行った。標

準タンパク質としては、BSA を用いて測定を行った。総タンパク質量として 5 μg また

は 10 μg を含有するサンプル溶液を 10%ミニプロティアン® TGX™プレキャストゲル

（BIO-RAD 社、カリフォルニア州、アメリカ合衆国）により分離した。分離されたタ

ンパク質は PVDF 膜に転写し、0.1% Tween 20 含有 TBS（TBS-T）にスキムミルクを溶

解し 5%スキムミルク­TBS-T 溶液としたものをブロッキング剤とし、室温で 1 時間ブロ

ッキング処理を行った。その後、ブロッキング剤に溶解した一次抗体（希釈倍率: 1,000
倍）を 4°C 条件下において、一晩振盪させた。その後、PVDF 膜を TBS-T で洗浄した後、

2 次抗体（希釈倍率: 1,000-5,000 倍）を室温で 1 時間振盪させた。特異的免疫反応は

Immobilon™ウェスタン化学発光 HRP 基質を用いて可視化し、Amersham Hyperfilm™ 
ECL（GE ヘルスケア・ジャパン株式会社、東京）に感光させた。 

なお、一次抗体にポリクローナルラビット抗マウス Phospho-Akt (Ser473)抗体

（Phospho-Akt (Ser473) Antibody）、ポリクローナルラビット抗マウス Akt 抗体（Akt 
Antibody）、ポリクローナルラビット抗マウス Phospho-GSK-3β (Ser9)抗体

（Phospho-GSK-3β (Ser9) Antibody）、モノクローナルラビット抗マウス GSK-3β 抗体

（GSK-3β (27C10) Rabbit mAb）、モノクローナルラビット抗マウス HSP90 抗体（HSP90 
(C45G5) Rabbit mAb）、ポリクローナルラビット抗マウス β-actin 抗体（β-actin Antibody）
を、二次抗体には HRP 標識抗ラビット IgG 抗体（Anti-Rabbit IgG, HRP-linked Antibody）
を用いた。 

 
1-2-6-2 免疫沈降法 

分化誘導処理を行った 3T3-L1 脂肪細胞を 10% FBS 含有 DMEM で培養し、分化誘導

後 9-15 日の 3T3-L1 細胞を FBS 非含有 DMEM で 6 時間及び 12 時間インキュベートし、

FBS の影響を除いた。3T3-L1 脂肪細胞にインスリン、Zn 錯体、もしくはインスリン＋

Zn 錯体を処理し、37°C で各処理時間インキュベートを行った。その後、サンプルを処

理した細胞は氷冷した PBS を用いて 2 回洗浄し、細胞溶解液（10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、
1% NP-40、150 mM NaCl、1 mM EDTA、10 mM NaF、1 mM Na3VO4、1 mM PMSF、5 μg/mL 
leupeptin）を用いて細胞抽出液を回収した。回収した抽出液は氷上で 30 分間静置した

のち、4°C、13,000 × g で 30 分間遠心分離を行った。その後、上清を回収し BCA 法によ

りタンパク定量を行い、総タンパク質量として、160 μg または 170 μg を免疫沈降法に

用いた。サンプルのクリーニングを目的として 50% [v/v] nProtein A Sepharose 4 Fast Flow
（GE ヘルスケア・ジャパン株式会社）を添加し、4°C 条件下、2 時間緩やかに振盪した
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後、4°C、1,600 × g、3 分間遠心分離を行い、得られた上清を回収した。その後、回収し

た上清に抗体を添加し、4°C 条件下、一晩緩やかに振盪し抗原抗体反応を進めた。なお、

免疫沈降法に用いた抗体は、モノクローナルウサギ抗マウス IRβ 抗体（Insulin Receptor β 
(4B8) Rabbit mAb）、モノクローナルウサギ抗マウス IRS-1 抗体（IRS-1 (D23G12) Rabbit 
mAb）であり、希釈倍率はともに 100 倍となるように添加した。その後、抗原抗体複合

体を形成するための担体である 50% [v/v] nProtein A Sepharose 4 Fast Flow を添加し、4°C
条件下でさらに 1 時間緩やかに振盪した。抗原抗体複合体を沈降させるため、4°C、13,000 
× g、10 秒間遠心分離を行い、上清を除いた。沈殿物として得られた抗原抗体複合体は、

洗浄を行うため細胞溶解液を添加し懸濁化させ、さらに 4°C、13,000 × g、10 秒間遠心

し、上清を除いた。この操作を 5 回繰り返した。得られた沈殿に 2 × SDS-PAGE サンプ

ルバッファー（100 mM Tris-HCl (pH 6.8)、20% グリセロール、4% SDS、12% 2-メルカ

プトエタノール、0.01% ブロモフェノールブルー）を加え、95°C、3 分間煮沸し、4°C、
13,000 × g、10 秒間遠心し、上清を回収した。回収した上清を 4-15%ミニプロティアン® 
TGX™ プレキャストゲルに添加し、SDS-PAGE を行った。分離されたタンパク質は

PVDF 膜に転写し、0.1% Tween 20 含有 TBS（TBS-T）に BSA を溶解し 5% BSA­TBS-T
溶液としたものをブロッキング剤とし、室温で 2 時間ブロッキング処理を行った。その

後、ブロッキング剤に溶解した一次抗体（希釈倍率: 1,000 倍）を 4°C 条件下において、

一晩振盪させた。その後、PVDF膜をTBS-Tで洗浄した後、2次抗体（希釈倍率: 1,000-5,000
倍）を室温で 1 時間振盪させた。特異的免疫反応は Immobilon™ウェスタン化学発光 HRP
基質を用いて可視化し、Amersham Hyperfilm™ ECL に感光させた。 

なお、一次抗体にはモノクローナルマウスホスホチロシン抗体（Phosho-Tyrosine 
Mouse mAb (P-Tyr100)）、モノクローナルウサギ抗マウス IRβ 抗体（Insulin Receptor β 
(4B8) Rabbit mAb）、モノクローナルウサギ抗マウス IRS-1 抗体（IRS-1 (D23G12) Rabbit 
mAb）、二次抗体に P-Tyr100 は HRP 標識抗マウス抗体、IRβ および IRS-1 は HRP 標識

抗ラビット抗体を用い、リプローブ処理にはストリッピング溶液（和光純薬工業株式会

社）を使用した。 
 

1-2-7 Zn 錯体による in vitro 酵素阻害活性の検討 
1-2-7-1 Protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B)に対する阻害活性 

PTP1B に対する阻害活性は、p-ニトロフェノールリン酸（pNPP）を基質、Na3VO4 を

PTP1B 阻害剤のポジティブコントロールとして検討を行った。PTPase バッファー（10 
mM Tris-HCl (pH 7.5)、50 mM NaCl、1 mM MnCl2、2 mM ジチオトレイトール（DTT））
を調製し、これを用いて実験した。[Zn(hkt)2]およびヒノキチオールは 100% DMSO に溶

解させた後、PTPase バッファー中の DMSO の割合が 1% DMSO（終濃度: 10-100 μM）

となるように添加した。これに 1 μg PTP1B（14 ユニット）を加え 37°C、10 分間インキ

ュベートを行った。これに 50 mM pNPP を添加し、さらに 37°C、10 分間インキュベー

トを行った。その後、反応中止液として、0.1 M NaOH を添加した。酵素基質反応によ

り生成した p-ニトロフェノールをプレートリーダースペクトラフルオプラス（テカンジ
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ャパン、神奈川）を用いて測定波長 405 nm における吸光度により定量した。コントロ

ールサンプルの吸光度に対する Zn 錯体サンプルの吸光度の割合から、阻害率を算出し

IC50 値を求めた。 
 

1-2-7-2 Phosphatase and Tensin Homolog Deleted from Chromosome 10 (PTEN)に対する阻

害活性 
PTEN に対する阻害活性について、PIP3 を基質として検討を行った。アッセイバッフ

ァー（25 mM Tris-HCl (pH 8.0)、100 mM NaCl、0.5% DTT、0.03% Brij-35）を調製し、実

験に用いた。[Zn(hkt)2]及びヒノキチオールを 100% DMSO に溶解した後、アッセイバッ

ファー中に 1% DMSO となるように添加した。なおこの時、終濃度が[Zn(hkt)2]は 100 μM、

ヒノキチオールは 200 μM となるように調製した。PTEN（40 ユニット）を加え、37°C、
10分間インキュベートを行った。その後、基質である 120 μM PIP3を添加し、さらに 37°C、
60 分間インキュベートした。BIOMOL® GREEN 溶液（BML-AK111-0250, Enzo Life 
Sciences, Inc.、ニューヨーク州、アメリカ合衆国）をサンプルに添加し、室温で 20 分間

インキュベートすることで、遊離した無機リン酸をマラカイトグリーン法に基づいて測

定波長 620 nm における吸光度により定量した。 
 

1-2-8 [Zn(hkt)2]と PTP1B、PTEN のドッキングシミュレーション解析 
[Zn(hkt)2]の構造は、以前に報告された 3 次元座標[40]を参考に、単量体、正四面体型

となるように MOPAC（半経験的分子軌道法）により最適化して使用した。ドッキング

シミュレーションに用いたヒト PTP1B (4I8N)、ヒト PTEN (1D5R)は、プロテインデータ

バンク（http://www.rcsb.org/pdb/）から構造データを得た。[Zn(hkt)2]とドッキングする酵

素の標的領域は、UniProt に登録されているデータから、PTP1B は Asp-181、Cys-215、
Gln-262 の 3 領域、PTEN は Cys-124 の 1 領域を対象とした。酵素と[Zn(hkt)2]とのドッ

キングシミュレーションには、Molegro Virtual Docker (MVD) 2013.6.0.1 をソフトウェア

として使用した。 
 

1-2-9 [Zn(hkt)2]の 3T3-L1 脂肪細胞への取り込み評価 
Zn 錯体による 3T3-L1 脂肪細胞への Zn 取り込み量については、ICP-MS を用いて検討

を行った。分化誘導後 9-15 日の 3T3-L1 脂肪細胞を FBS 非含有 DMEM で 6 時間培養し

た後、ZnSO4（終濃度: 20 μM）、[Zn(hkt)2]（終濃度: 20 μM）を用いて 10-30 分間、37°C
でインキュベートを行った。その後、細胞を 1 mM EDTA 含有 PBS を用いて 3 度洗浄し、

1 mL 滅菌水を添加し細胞を回収した。回収した細胞液は、湿式灰化を行った。すなわ

ち、回収した細胞液の全量をトールビーカーに移し、180°C に加熱し、細胞液中に含ま

れる有機物を除去するため、60% HNO3 を 2 mL、60% HClO4 を 2 mL、30% H2O2 を 2 mL
順次添加し、白色の残渣物が得られるまで、この作業を繰り返した。室温において 5% 
HNO3 9 mL を添加し、2 時間静置し白色残渣物を溶解させた。このサンプルを Agilent 
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7700x/Mass Hunter ICP-MS（アジレントテクノロジー株式会社、カリフォルニア州、ア

メリカ合衆国）を用いて、細胞内の全 Zn 量を定量した。 

 
1-2-10 Zn 錯体によるグルコース取り込み促進評価 

分化誘導後 9-15 日の 3T3-L1 脂肪細胞を FBS 非含有 DMEM で 6 時間培養した後、

3T3-L1 脂肪細胞を 100 nM インスリンまたは 50 μM [Zn(hkt)2] を溶解させたフェノール

レッド非含有 FBS 非含有 DMEM を用いて 10 分間、37˚C 条件下で刺激を行った。その

後、刺激に用いたディッシュ中 DMEM をすべて回収し、グルコース取り込み量を

DRI-CHEM4000sV （富士フィルム株式会社、東京）を用いて定量した。 
 

1-2-11 統計解析法 
得られた全ての実験結果は平均値および標準偏差として表し、統計的な有意差は

Student’s t 検定もしくは、Tukey-Kramer 法を用いて評価した。 
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1-3 結果 
1-3-1 Zn 錯体の特性とその log P の測定 

[Zn(trp)2]と[Zn(hkt)2]は以前に報告されている方法に従い作成し、その特性を測定した

[41]。[Zn(trp)2]と[Zn(hkt)2]の物性データは Table 1-1 に示す通りである。これらの錯体構

造は、元素分析、EI-MS、および赤外吸収スペクトルの結果から、Zn：配位子= 1：2 の

比で結合した Zn(O4)型配位様式であると推定した。配位子であるグルコン酸、トロポロ

ン、ヒノキチオールでの赤外吸収スペクトルから O-H 結合および C=O 結合の伸縮振動

に起因するスペクトルは、3,000-3,250 および 1,600 cm-1 付近で観測された。合成した

Zn(II)錯体における赤外吸収スペクトルでは、O-H 伸縮振動に起因するスペクトルは消

失し、C=O 結合による伸縮振動スペクトルは低波数側にシフトした（Table 1-1）。これ

らの結果から、Zn 錯体のヒドロキシル基およびカルボニル基の配位様式は Fig. 1-1 に示

す構造であると示唆される。3 種類の Zn 錯体（[Zn(glc)2]、[Zn(trp)2]、および[Zn(hkt)2]）
の log P 値は、クロロホルム/ HEPES（pH 7.4）緩衝液系で測定し、Table 1-1 の結果を得

た。 
 
Table 1-1 Physicochemical properties of Zn(II) complexes  
（Bull. Chem. Soc. Jpn. 2011, 84, 298-305., Table 1 より一部改変） 

 

 
Fig. 1-1 Estimated structures of Zn complexes 
（Bull. Chem. Soc. Jpn. 2011, 84, 298-305., Fig. 2 より一部改変） 

Complexes
(Chemical formula)

Elemental analysis
(found/estimated)

Infrared spectra
(complex/ligand) EI(+) MS Partition coefficient 

Yield (%)
C (%) H (%) v(C=O) (cm-1) m/z (log P)

[Zn(glc)2]・2.5H2O

[Zn(trp)2]・0.5H2O

[Zn(hkt)2]・0.8H2O

28.78
28.78

53.26
53.10

59.40
59.14

5.46
5.43

3.63
3.50

5.91
5.86

1600/1633

1595/1606

1591/1608

‒

‒

390
[M]+

-1.19 ± 0.78

0.45 ± 0.02

0.81 ± 0.28

‒

65

57

Complexes X
[Zn(trp)2] H
[Zn(hkt)2] -CH(CH3)2
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1-3-2 3T3-L1 脂肪細胞に対する[Zn(hkt)2]およびヒノキチオールによる細胞毒性につい

ての検討 
1-3-1 で合成した Zn 錯体のうち、細胞実験を行うにあたり[Zn(hkt)2]および、その配

位子であるヒノキチオールについて細胞毒性について検討を行った。分化誘導後 9-15
日目の 3T3-L1 脂肪細胞に対して[Zn(hkt)2]、ヒノキチオールを処理し、0.2%トリパンブ

ルー溶液を用いて細胞を染色し、顕微鏡で細胞の状態を検討した。20 μM [Zn(hkt)2]、50 
μM [Zn(hkt)2]、40 μM ヒノキチオール、100 μM ヒノキチオール処理細胞のほか、比較の

ため、無処理、CNT（1% DMSO 含有）処理細胞についても同様に 0.2%トリパンブルー

溶液で染色を行った（Fig. 1-2）。その結果、今回の細胞毒性の検討に用いた [Zn(hkt)2]
およびヒノキチオールの濃度設定では細胞毒性を示さないことを確認した。 

Fig. 1-2 Cell staining by 0.2% Trypan blue solution after 10-min sample treatment. 
The examination was conductied to analyze the cell toxicity of [Zn(hkt)2] or hinokitiol. 
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with [Zn(hkt)2] or hinokitiol for 10 min and 
then analyzed by the trypan-blue staining. 
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1-3-3 3T3-L1 脂肪細胞でのインスリンシグナル経路における Akt リン酸化促進作用 
3 種類の Zn 錯体によるインスリンシグナル経路への影響を検討するため、3T3-L1 脂

肪細胞を無刺激（Non）、コントロール（CNT; 1% DMSO）、100 nM インスリン及び 25 μM 
Zn 錯体で刺激し、37°C、10 分間インキュベートした。その結果、[Zn(hkt)2]の刺激によ

る Akt タンパク質のリン酸化促進効果が最も高かった（Fig. 1-3）。 

Fig. 1-3 Akt/PKB phosphorylation by Zn(II) complexes. 
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with 25 μM Zn complexes for 10 min. The 
cell lysates (10 μg of protein) were separated with 10% SDS-PAGE, and immunoblotted 
with phospho-Akt (p-Akt) and Akt antibodies. Data are expressed as the means and standard 
deviations for three separated experiments. Significance: ‡P < 0.01 vs. Non, **P < 0.01 vs. 
CNT  
（Bull. Chem. Soc. Jpn. 2011, 84, 298-305., Fig. 3 (A), (B)より一部改変） 
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1-3-4 Akt および GSK3β リン酸化促進効果における[Zn(hkt)2]の濃度依存性評価 
[Zn(hkt)2]が他の 2 種類の Zn 錯体よりもリン酸化促進効果が高かったため、以降の検

討では、[Zn(hkt)2]に注目した。 
Akt および GSK3β に対するリン酸化促進効果が[Zn(hkt)2]濃度依存的なものであるか

検討するため、[Zn(hkt)2]を終濃度 10、25、および 50 μM となるように調製し、3T3-L1
脂肪細胞に 37°C で 10 分間作用させた。本実験では、Akt のリン酸化促進効果だけでな

く、GSK3β のリン酸化促進効果についても併せて検討を行った。Fig. 1-4 (A)に[Zn(hkt)2]
による Akt リン酸化促進効果について、Fig. 1-4 (B)には GSK3β のリン酸化促進効果に

ついて示した。Fig. 1-4 (A)と(B)から[Zn(hkt)2]は濃度依存的に Akt、GSK3β のリン酸化

促進効果を示すことが分かった。特に、50 μM [Zn(hkt)2]は Akt リン酸化を強く促進する

結果となった。 
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Fig. 1-4 Concentration-dependent Akt (A) and GSK3β (B) phosphorylation by [Zn(hkt)2]. 
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with the different concentration of [Zn(hkt)2] 
for 10 min and the cell lysates (10 μg of protein) were separated with 10% SDS-PAGE, and 
immunoblotted with phospho-Akt (p-Akt) and Akt antibodies or phospho-GSK3β 
(p-GSK3β) and GSK3β antibodies. Data are expressed as the means and standard deviations 
for three separated experiments. Significance: *P < 0.05 vs. CNT, **P < 0.01 vs. CNT, #P < 
0.01 vs.10 μM [Zn(hkt)2], ‡P < 0.01 vs. 25 μM [Zn(hkt)2] 
（Bull. Chem. Soc. Jpn. 2011, 84, 298-305., Fig. 4 より一部改変）  
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1-3-5 [Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進効果における時間依存性評価 
[Zn(hkt)2]による濃度依存的な Akt リン酸化促進効果が判明したことから、時間依存性

についても併せて検討を行った（Fig. 1-5）。20 μM [Zn(hkt)2]を 10、20、30 分間 3T3-L1
脂肪細胞に処理すると、時間依存的に Akt リン酸化促進効果が上昇し、20 分処理時お

よび 30 分処理時には有意なリン酸化促進効果が見られた。ポジティブコントロールに

は 1 nM インスリンを使用し、インスリン処理サンプルについては時間依存的にリン酸

化促進効果が減少する傾向が観察された。 

Fig. 1-5 Effects of [Zn(hkt)2] on Akt phosphorylation with respect to time in 3T3-L1 
adipocytes. 
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with 20 μM Zn complexes for 10, 20, and 30 
min. The cell lysates were separated with 10% SDS-PAGE and immunoblotted with 
phospho-Akt (p-Akt) and Akt antibodies. Data are expressed as means and standard 
deviations for three independent experiments. Significance: **P < 0.01 vs. CNT 
30min-treatment, #P < 0.01 vs. insulin 30 min-treatment, †P < 0.05 vs. [Zn(hkt)2] 10 
min-treatment, ‡P < 0.01 vs. [Zn(hkt)2] 10 min-treatment, &P < 0.01 vs. [Zn(hkt)2] 20 
min-treatment 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 2 (A)）  
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1-3-6 インスリン併用刺激時における Akt リン酸化促進効果への影響 
[Zn(hkt)2]を単独で作用させた場合、Akt リン酸化促進効果が濃度依存的、時間依存的

に得られることが分かった。そこで、インスリンを併用して 3T3-L1 脂肪細胞に作用さ

せた場合のリン酸化促進効果について検討を行った。併用刺激に用いるインスリンは 1 
nM とした。結果、1 nM インスリンと 20 μM [Zn(hkt)2]併用刺激サンプルでは、20 μM 
[Zn(hkt)2]単独刺激サンプルに比べて有意にリン酸化促進効果が上昇した（Fig. 1-6）。イ

ンスリンと[Zn(hkt)2]を併用することによって、相加効果が得られることが分かった。 

Fig. 1-6 Effects of [Zn(hkt)2] on Akt phosphorylation by the combined stimulation with 1 
nM insulin + [Zn(hkt)2]. 
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with the combination of 1 nM isnulin + Zn 
complexes for 10 min. The cell lysates were separated with 10% SDS-PAGE and 
immunoblotted with phospho-Akt (p-Akt) and Akt antibodies. Data are expressed as the 
means and standard deviations for six to seven experiments. Significance: **P < 0.01 vs. 
CNT, #P < 0.01 vs. 1nM insulin, $P < 0.05 vs. 20 μM [Zn(hkt)2] 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 2 (B)） 
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1-3-7 キレート剤処理時の[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進効果への変化 
[Zn(hkt)2]の示す Akt リン酸化促進効果が、3T3-L1 脂肪細胞の膜表面に作用した結果

もたらされるものであるのか、もしくは、[Zn(hkt)2]が細胞内に取り込まれた後に Akt
リン酸化活性化をもたらしているものかを検討するために、キレート剤である DTPA 及

び TPEN を用いて実験を行った。なお、DTPA は細胞外キレート剤、TPEN は細胞内キ

レート剤として実験に用いた。 
3T3-L1 脂肪細胞に対して 50 μM のキレート剤を 20 分間処理した後に、20 μM 

[Zn(hkt)2]を 10 分間刺激した（<Pre-treatment 実験>）。DTPA 処理時における[Zn(hkt)2]の
Akt リン酸化促進作用は、DTPA 未処理サンプルと比較して、変化は見られなかった（Fig. 
1-7 (A)）。一方で、TPEN 処理時における促進作用は、抑制された（Fig. 1-7 (B)）。これ

らの結果から、[Zn(hkt)2]は細胞内へ輸送された後、インスリンシグナル経路を活性化し

ていることが考えられる。 
そこで、[Zn(hkt)2]を作用させた後に、キレート剤を添加した場合の Akt リン酸化促進

効果について検討を行った。[Zn(hkt)2]を 10 分間刺激した後にキレート剤を 20 分間作用

させた（<After-treatment 実験>）。キレート剤として DTPA、TPEN のいずれを使用して

も Akt のリン酸化促進効果は著しく抑制された（Fig. 1-8 (A), (B)）。これらの結果から、

キレート剤を添加すると[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進作用は抑制されること、また、

[Zn(hkt)2]は時間依存的に細胞内へ取り込まれ、細胞内でインスリンシグナル経路を活性

化させることがわかった。 
なお、本キレート剤添加の実験（Figs. 1-7, 1-8）におけるタイムスキームを以下に示

す（Scheme 1-1）。 

Scheme 1-1 
Time scheme of sample treatment using chelators on the chelators experiments 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Scheme 1 より一部改変） 

  

Serum-free DMEM
Wash / sample 

stimulation
Cell lysate
collection

10 min6 hr

<Pre-treatment>

20 min

Chelator
stimulation

Serum-free DMEM
Sample

stimulation
Cell lysate
collection

10 min6 hr

<After-treatment >

20 min

30 min

Chelator
stimulation



 21

 

 

 
Fig. 1-7 Continued 
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Fig. 1-7 Effects of [Zn(hkt)2] on Akt phosphorylation (A) after pre-treatment with 50 μM 
DTPA and (B) 50 μM TPEN.  
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with chelators for 20 min. Cells were then 
washed with ice-cold PBS and stimulated with [Zn(hkt)2] for 10 min. The lysates (10 μg) 
were separated with 10% SDS-PAGE and immunoblotted with phospho-Akt (p-Akt) and Akt 
antibodies. Data are expressed as the means and standard deviations for five to six 
experiments. Significance: *P < 0.01 vs. CNT, #P < 0.05 vs. 50 μM chelator, ##P < 0.01 vs. 50 
μM chelator, †P < 0.05 vs. 1nM insulin + 20 μM [Zn(hkt)2], ‡P < 0.01 vs. 1 nM insulin + 20 
μM [Zn(hkt)2] 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 3 (A), (B)） 
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Fig. 1-8 Continued  
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Fig. 1-8 Continued 
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Fig. 1-8 Effects of [Zn(hkt)2] on Akt phosphorylation (A) after treatment with 50 μM DTPA 
and (B) 50 μM TPEN.  
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with [Zn(hkt)2] for 10 min. Then, chelator 
was added to the cells, when [Zn(hkt)2] was still present, for 20 min. The lysates were 
separated with 10% SDS-PAGE and immunoblotted with phospho-Akt (p-Akt) and Akt 
antibodies. Data are expressed as the means and standard deviations of four independent 
experiments. The upper western blotting data and bar graph showed the differences of Akt 
phosphorylation between insulin or [Zn(hkt)2] treatment on time-dependency and chelators 
treatment. The bottom ones showed the results of the combined effect using chelators 
comparing the single treatment of insulin or [Zn(hkt)2]. Significance: *P < 0.01 vs. 30-min 
CNT treatment, #P < 0.01 vs. 30-min insulin treatment, †P < 0.01 vs. insulin + Zn2+ chelator 
treatment, ‡P < 0.01 vs. 10-min [Zn(hkt)2] treatment, &P < 0.01 vs. 30-min [Zn(hkt)2] 
treatment, $P < 0.01 vs. 10-min insulin + [Zn(hkt)2] treatment, §P < 0.01 vs. 30-min insulin + 
[Zn(hkt)2] treatment 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 4 (A), (B)） 
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1-3-8 PI3K 阻害剤ワートマニン処理下における[Zn(hkt)2]の Akt リン酸化促進効果への

影響 
[Zn(hkt)2]が Akt を直接的にリン酸化させているかどうかの検討を行うため、本実験で

は PI3K 阻害剤であるワートマニンを用いて検討した。[Zn(hkt)2]が Akt に直接的に作用

しリン酸化を促進している場合、ワートマニン処理条件下においても[Zn(hkt)2]による

Akt リン酸化促進効果は観察されるはずである。一方、[Zn(hkt)2]による作用が Akt に対

して間接的である場合は、ワートマニン処理下における[Zn(hkt)2]の Akt リン酸下促進効

果は抑制されると仮定した。 
3T3-L1 脂肪細胞は無血清処理後、ワートマニン処理群には 100 nM ワートマニンを 60

分間、37°C でインキュベートし処理を行った。ワートマニン未処理群については、無

血清処理細胞に対して引き続き無血清 DMEM を用いて 60 分間、37°C でインキュベー

トした。その後、両群ともに 100 nM インスリンまたは 50 μM [Zn(hkt)2]を用いて、10
分間、37°C 条件下で刺激を与えた。ワートマニン処理条件下における[Zn(hkt)2]による

Akt リン酸化促進作用は、ワートマニン未処理群に比べ約 80%抑制された。インスリン

による Akt リン酸化促進効果については、ワートマニン未処理/処理群の間では約 70%
の差があった。（Fig. 1-9 (A)）。また、ワートマニン処理によって GSK3β のリン酸化促

進効果が減少した。しかしながら、この GSK3β リン酸化促進効果の減少は、ワートマ

ニン処理時の Akt リン酸化促進効果でみられたような強い抑制効果ではなく（Fig. 1-9 
(B)）、GSK3β リン酸化抑制は部分的なものであった。 

これらの結果から、ワートマニン処理によって PI3K の機能が阻害された 3T3-L1 脂肪

細胞での Akt 活性化、すなわちリン酸化促進効果は減少した。よって、[Zn(hkt)2]による

Akt リン酸化促進効果は PI3K を介するものであり、これらの結果は[Zn(hkt)2]が PI3K の

上流に存在する IRβ および IRS-1 に対して作用し、結果として Akt を間接的に活性化し

ていることを示唆している。 
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Fig. 1-9 Inhibitory affect of wortmannin on [Zn(hkt)2]-induced both Akt (A) and GSK3β (B) 
phosphorylation. 
The cells were pretreated with (+) or without (-) 100 nM wortmannin for 60 min, then 
incubated with 100 nM insulin and 50 μM [Zn(hkt)2]. The cell lysates (10 μg of protein) 
were separated with 10% SDS-PAGE, and immunoblotted with phospho-Akt (p-Akt) and 
Akt antibodies or with phospho-GSK3β (p-GSK3β) and GSK3β antibodies. Data are 
expressed as the means and standard deviations for three separated experiments in Akt 
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phosphorylation experiments and for five separated experiments in GSK3β phosphorylation 
experiments. Significance: *P < 0.05, **P < 0.01 vs. wortmannin (-) 
（Bull. Chem. Soc. Jpn. 2011, 84, 298-305., Fig. 5 より一部改変） 
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1-3-9 HSP90 の阻害剤であるタネスピマイシン（17-AAG）処理時における[Zn(hkt)2]に
よる Akt リン酸化促進効果への影響 

[Zn(hkt)2]が Akt のリン酸化を促進させることはこれまでの結果で示した通りである。

しかしながら、この[Zn(hkt)2]が示す Akt に対するリン酸化促進効果が、インスリンシグ

ナル経路によるものだけかは明確には分かっていない。そこで Akt に関連するシグナル

経路の中で HSP90 というタンパク質に注目した。HSP90 は Akt と結合することで、Akt
の活性化を維持する。そこで、[Zn(hkt)2]が示す Akt のリン酸化促進効果について、

[Zn(hkt)2]が HSP90 に対して作用を示した結果、リン酸化 Akt の発現上昇につながるの

かを検討するため、HSP90 特異的阻害剤である 17-AAG を用いて検討した。17-AAG を

濃度依存的（5-500 nM）に 6 時間 3T3-L1 脂肪細胞に処理した後、50 μM [Zn(hkt)2]を 10
分間刺激した。その結果、17-AAG 処理の有無による Akt のリン酸化促進効果の変化は

見られず、また同時に HSP90 の発現減少も見られなかった（Fig. 1-10）。このことから、

[Zn(hkt)2]が示すリン酸化促進効果には HSP90 は関与せず、Akt よりも上流である PI3K
に対して影響を示すことで、リン酸化促進効果を発揮していると考えられる。 
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Fig. 1-10 Effect of [Zn(hkt)2] on HSP90-related Akt phosphorylation (A) and HSP-90 
protein expression (B). 
The cells were pretreated with 5-500 nM 17-AAG for 6 h, and then incubated with 100 nM 
insulin or 50 μM [Zn(hkt)2]. The cell lysates (5 μg of protein) were separated with 10% 
SDS-PAGE, and immunoblotted with phospho-Akt (p-Akt) and Akt antibodies. Data are 
expressed as the means and standard deviations for four separated experiments. 
Significance: *P < 0.05, **P < 0.01 vs. CNT 

  

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity
 o

f
H

SP
90

/β
-a

ct
in

17-AAG (nM)

100 nM insulin
50 μM [Zn(hkt)2] -

+-
-

-

-
+
-

+
-

+
-

-
-

-
5

-
50

-
500

+ + + +

5 50 500

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity
 o

f
pA

kt
/A

kt

17-AAG (nM)

100 nM insulin
50 μM [Zn(hkt)2] -

+-
-

-

-
+
-

+
-

+
-

-
-

-
5

-
50

-
500

+ + + +

5 50 500

* *** **

B 

A 



 31

1-3-10 免疫沈降法を用いた[Zn(hkt)2]によるインスリンシグナル上流に存在する IRβ、
IRS-1 への影響 

これまでの結果より、[Zn(hkt)2]によるインスリンシグナル経路への影響はインスリン

シグナル経路上流へ作用していることが示唆された。そこでより詳細な検討を行うため、

免疫沈降法を用いて IRβ、IRS-1 のチロシンリン酸化活性について評価を行った。これ

までの実験と同様に[Zn(hkt)2]を単独で 3T3-L1 脂肪細胞に 10 分間、37°C においてイン

キュベート処理した場合、IRβ、IRS-1 におけるチロシンリン酸化活性は見られなかった

（Fig. 1-11）。過去の報告から亜鉛マルトール錯体（[Zn(mal)2]）をインスリンと併用す

ることによって、亜鉛錯体の示すインスリン様作用が増強するという知見が得られてい

る[42]。そこで、本実験においてインスリンを併用した場合のシグナルへの影響を検討

した。1 nM インスリンと[Zn(hkt)2]を併用して 3T3-L1 脂肪細胞に作用させた場合のチロ

シンリン酸化の変化について検討を行った（Fig. 1-12 (A)）。この時、IRβ、IRS-1 に対す

るチロシンリン酸化促進効果は見られなかった。一方でインスリン高用量（100 nM イ

ンスリン）を併用して細胞を刺激した場合、チロシンリン酸化活性は起こり、また IRβ
に対して 100 nM インスリンと 50 μM [Zn(hkt)2]の併用サンプル処理時に、有意なチロシ

ンリン酸化活性が見られた（Fig. 1-12 (B)）。すなわち、[Zn(hkt)2]はインスリンの働きを

強める作用があることを見出した。 
 

 
Fig. 1-11 Effects of [Zn(hkt)2] on tyrosine phosphorylation of IRβ and IRS-1 for a 10-min 
treatment. 
The cells were treated with 10-50 μM [Zn(hkt)2] for 10 min. As an immunoprecipitation 
control, membranes were reprobed with anti-IRβ (insulin receptor β (4B8) rabbit mAb), or 
anti-IRS-1 (IRS-1 (D23G12) rabbit mAb). 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. S1） 
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Fig. 1-12 Continued 
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Fig. 1-12 Effects of the combination of insulin + [Zn(hkt)2] on tyrosine phosphorylation of 
IRβ and IRS-1 for a 10-min treatment. 
The cells were treated with (a) a low dose of insulin, 1 nM, and (b) a high dose of insulin, 
100 nM. Data are expressed as the means and standard deviations for four to seven 
experiments. Significance: *P < 0.05 vs. CNT 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 6） 
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1-3-11 PTP1B および PTEN に対する[Zn(hkt)2]による阻害活性 
PTP1B の酵素活性に対して、Zn イオンが阻害活性を示すことは、過去に報告されて

いる[43, 44]。そこで、Zn 錯体である[Zn(hkt)2]による PTP1B への阻害活性について検討

を行った。[Zn(hkt)2]は PTP1B の pNPP に対するリン酸加水分解反応を阻害し、その IC50 
値は 40.3 μM であった（Table 1-2）。なお、本実験において Na3VO4 は PTP1B 阻害作用

を示すポジティブコントロールとして使用した。 
また、PTEN はインスリンシグナル経路において PIP3 の脱リン酸化をおこし、インス

リンシグナル経路においてシグナル伝達を抑制する働きをすることが知られている。こ

の PTEN に対する 100 μM [Zn(hkt)2]時の阻害活性についてマラカイトグリーン法を用い

て検討を行った。阻害活性の強度を比較するため 100 μM ZnSO4、200 μM ヒノキチオー

ルについても検討を行った。その結果、100 μM [Zn(hkt)2]が PTEN に対して最も強い阻

害作用を示した（Fig. 1-13）。 
 
Table 1-2 Inhibitory activity on PTP1B (J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Table 2) 

Significant difference: # P < 0.01 vs. Na3VO4, ‡ P < 0.01 vs. ZnSO4, 
&P < 0.01 vs. [Zn(hkt)2] 

Fig. 1-13 [Zn(hkt)2] inhibited in vitro PTEN enzyme activity.  
Data are expressed as the means and standard deviations for three to four experiments. 
Significance: **P < 0.01 vs. CNT 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 7） 
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1-3-12 [Zn(hkt)2]による PTP1Bおよび PTENへのドッキングシミュレーションを用いた

検討 
1-3-11 の酵素阻害実験により、[Zn(hkt)2]が PTP1B と PTEN へ作用していることが示

唆された。そこで、[Zn(hkt)2]が錯体として両酵素へ接近し、作用することが可能である

のかドッキングシミュレーションを用いて検討を行った。なお、PTP1B と PTEN の三次

元構造は、UniProt から情報を得て、シミュレーションに用いた。計算の結果、[Zn(hkt)2]
は PTP1B と PTEN の両酵素に対して、その活性部位に錯体として接近し、水素結合を

形成することが可能であることがわかった（Fig. 1-14）。 
 

 

Fig. 1-14 Molecular modeling of [Zn(hkt)2] interactions with (A) PTP1B and (B) PTEN. 
We evaluated the docking models by simulations based on Rerank Scores reported in Yang 
JM, Chen CC, GEMDOCK (2015) Proteins 55: 288-304. 
(A) left: the whole view of the interaction with human PTP1B and [Zn(hkt)2], right: the 
magnified view of the interaction of human PTP1B and [Zn(hkt)2] with amino acids  
(B) left: the whole view of the interaction with human PTEN and [Zn(hkt)2], right: the 
magnified view of the interaction of human PTEN and [Zn(hkt)2] with amino acids. 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. S2）  

A 

B 
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1-3-13 [Zn(hkt)2]の 3T3-L1 脂肪細胞内への取り込み評価 
これまでの実験結果より、[Zn(hkt)2]は 3T3-L1 脂肪細胞に作用することで最終的に Akt

のリン酸化を促進することが分かり、その作用は Zn イオンよりも高いことを示した。

この[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進効果は[Zn(hkt)2]が細胞膜受容体に対して作用し

発揮されるのではなく、[Zn(hkt)2]はその脂溶性の高さから受動拡散などによって細胞膜

を透過し、細胞質内に取り込まれてから発揮する可能性が高いことを IRβ、IRS-1 のチ

ロシンリン酸化活性および重金属キレート剤添加時における Akt のリン酸化促進効果

の結果は示唆している。そこで、本実験では[Zn(hkt)2]が細胞内に取り込まれ、様々なタ

ンパク質に作用しているか否かを検討するため、ICP-MS を用いて 3T3-L1 脂肪細胞内の

Zn 量を定量評価した（Fig. 1-15）。 
3T3-L1 脂肪細胞に対して 20 μM ZnSO4 で継時的に刺激した場合、細胞内 Zn 量に変化

はあまり見られなかった。一方で、20 μM [Zn(hkt)2]を継時的に刺激した場合、細胞内

Zn 量は継時的に増加し、30 分間刺激時においては有意な増加を認めた。 
3T3-L1 脂肪細胞へは、[Zn(hkt)2]を長時間作用させた場合に 3T3-L1 脂肪細胞内への

Zn 取り込み量の上昇が見られたため、Akt リン酸化促進効果を検討した実験と同様に

[Zn(hkt)2]の細胞内への取り込み評価においても、キレート剤を用いた検討を行った

（[Zn] + DTPA; [Zn(hkt)2] 20 分間刺激したのち、DTPA を培地中に添加し、さらに 10 分

間作用、DTPA + [Zn], TPEN + [Zn]; キレート剤 20 分間作用させたのち、[Zn(hkt)2]を培

地中に添加し 30 分間作用）。なお、細胞液回収時に 1 mM EDTA 含有 PBS を用いて 3 度

細胞を洗浄し、細胞外に残留した Zn は取り除いた。これらの実験では、[Zn(hkt)2]単独

処理時における細胞内の Zn 量と、キレート剤を処理した場合での細胞内の Zn 量を比

較することによって、[Zn(hkt)2]が細胞膜受容体のみならず、細胞膜表面に作用している

かどうかを検討することを目的とした。なお、[Zn(hkt)2]による 3T3-L1 細胞への作用時

間が 30 分となるように、先の[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進作用におけるキレート

剤処理実験でのサンプル処理を参考にした。その結果、キレート剤を処理した場合の細

胞内 Zn 量は、CNT に比べて有意な差は見られなかった。また、[Zn] + DTPA サンプル

では、理論上では[Zn(hkt)2] 20 分間処理時と細胞内の Zn 量は同等になると予想されたが、

結果として、[Zn(hkt)2]のみを 20 分間処理した時よりも細胞内の Zn 量は減少する傾向と

なった。つまり、[Zn(hkt)2]は細胞膜受容体などを介さず、[Zn(hkt)2]の脂溶性によって細

胞膜を透過し、細胞内に取り込まれていることが分かった。 
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Fig. 1-15 Zn uptake in 3T3-L1 adipocytes treated with [Zn(hkt)2]. 
Serum-starved 3T3-L1 adipocytes were treated with 20 μM ZnSO4 or [Zn(hkt)2] and 
incubated at 37°C for 10, 20, and 30 min. [Zn] + DTPA means 20 μM [Zn(hkt)2] 20 
min-pretreatment and then DTPA 10 min-treatment, and chelators + [Zn] means chelators 20 
min-pretreatment and 20 μM [Zn(hkt)2] 30 min-treatment. The whole cell lysates were used 
to measure Zn uptake. Data are expressed as the means and standard deviations for five to 
six experiments. Significance: *P < 0.01 vs. non-30-min treatment, #P < 0.01 vs. 30-min 
CNT treatment, ‡P < 0.01 vs. ZnSO4 30 min-treatment, &P < 0.01 vs. [Zn(hkt)2] 10 
min-treatment, $P < 0.05 vs. DTPA 20 min + [Zn(hkt)2] 30 min-treatment 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 5 より一部改変） 
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1-3-14 Zn 錯体によるグルコース取り込み促進効果の評価 
本研究において対象としている DM は高血糖を主症状とする慢性代謝疾患である。そ

のため、治療には血糖値レベルを改善し、コントロールすることが重要となってくる。

これまでの実験結果より、[Zn(hkt)2]がインスリンシグナル経路においてインスリン様活

性を有することが示唆された。そこで、抗 DM 作用のうち血糖値降下作用について評価

を行った。 
この実験では、コントロールとして 1% DMSO 含有フェノールレッド非含有 DMEM

培地を用い、50 μM [Zn(trp)2]、50 μM [Zn(hkt)2]と比較した。その結果、各サンプルを 10
分間刺激した場合、50 μM [Zn(hkt)2]刺激により、培地中の 93 mg/L に相当するグルコー

スが細胞質内に取り込まれた（Fig. 1-16）。この結果は、コントロール（1% DMSO 含有

フェノールレッド非含有 DMEM）処理サンプルよりも、約 3.7 倍高い取り込み量であっ

た。 

 
Fig. 1-16 Glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes treated with [Zn(trp)2] and [Zn(hkt)2]. 
3T3-L1 adipocytes were treated with 50 μM [Zn(trp)2] or [Zn(hkt)2] and incubated at 37˚C 
for 10 min. The outer media of phenol red free DMEM were used for measuring the glucose 
uptake. Significant difference: **P < 0.01 vs. CNT 
（Bull. Chem. Soc. Jpn. 2011, 84, 298-305., Fig. 7 より一部改変） 
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1-4 考察 
以前から、Zn と DM は細胞代謝において深く関連していることが報告されてきた[45]。

Zn がインスリンシグナル経路に影響を及ぼすことは報告されているが[12, 14, 20, 46-48]、
その多くが Zn イオン（Zn2+）を使用したものであり、相対的にバイオアベイラビリティ

が低いことが問題であった。そこで、Zn のバイオアベイラビリティ向上および治療効果

向上を目的として、様々な配位様式を持った Zn 化合物が合成されてきた[22, 35-37, 
49-51]。今回、抗 DM 効果が報告されている Zn 錯体のうち、亜鉛ヒノキチオール錯体

（[Zn(hkt)2]）に注目し研究を進めることにした。 
研究に用いる Zn 錯体を論文既知の方法に従い合成した[34]。得られた Zn 錯体につい

て、物性を評価し、Zn 錯体が合成できたと判断した（Fig. 1-1）。本研究において、配位

子に用いたヒノキチオールが天然由来化合物であることから安全性が高く、またその錯

体である[Zn(hkt)2]が細胞毒性を示しにくいことが期待される。そこで本研究において、

[Zn(hkt)2]の 3T3-L1 脂肪細胞に対する影響を検討するために、トリパンブルー染色法を用

いて[Zn(hkt)2]の細胞毒性について評価したところ、実験に用いた濃度において[Zn(hkt)2]
および配位子であるヒノキチオールは細胞毒性を示さないことが確認できた（Fig. 1-2）。 

続いて、[Zn(hkt)2]と同じ配位形式を持つ Zn 錯体を用いて、Zn 錯体間における 3T3-L1
脂肪細胞に対するインスリンシグナル経路の活性化促進作用を比較することにした。3
種類の O4 型 Zn 錯体（[Zn(glc)2]、[Zn(trp)2]、および[Zn(hkt)2]）を用いて 3T3-L1 脂肪細胞

に対するインスリンシグナル経路の活性化を比較したところ、[Zn(hkt)2]が最も高い Akt
および GSK3β のリン酸化促進作用を示した（Fig. 1-3）。先行研究における Zn 錯体のイ

ンスリン様活性評価の一つである、in vitro 遊離脂肪酸（FFA）放出抑制試験の結果にお

いても、[Zn(hkt)2]が高いインスリン様作用を示すことが報告されていた[34]。一般的に

Zn 錯体は、その配位子によって脂溶性を変えることができ、配位子の脂溶性が高いほど

Zn 錯体としての細胞膜透過性が高くなることが期待される。[Zn(glc)2]、[Zn(trp)2]、
[Zn(hkt)2]の log P を測定したところ、脂溶性の高い順に、[Zn(hkt)2] > [Zn(trp)2] > [Zn(glc)2]
であり（Table 1-1）、この順番はこれまでの FFA 放出抑制試験並びに 3T3-L1 脂肪細胞に

おけるインスリンシグナル経路中の Akt リン酸化促進効果と合致している。そこで、

3T3-L1 脂肪細胞での Akt リン酸化促進作用が高かった[Zn(hkt)2]を用いて、Zn 錯体によ

るインスリンシグナル経路活性化の詳細な作用機序を解明することを目的として、実験

を進めた。 
[Zn(hkt)2]による濃度依存的なインスリン様作用について検討を行った。10-50 μM 

[Zn(hkt)2]刺激時において、濃度依存的な Akt リン酸化促進作用が見られた。またこの時、

インスリンシグナル経路において Akt の下流に存在する GSK3βのリン酸化促進作用につ

いても検討したところ、GSK3β に関しても濃度依存的なリン酸化促進作用が見られた

（Fig. 1-4）。続いて、[Zn(hkt)2]による時間依存的なインスリン様作用について検討した。

これまで検討に用いた濃度よりも低い濃度を 3T3-L1 脂肪細胞に作用させ、10、20、30
分間経過後の時間依存的な Akt リン酸化促進作用を評価したところ、20 分および 30 分

作用時において有意な Akt リン酸化促進作用を示した。このことから 3T3-L1 脂肪細胞に
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対して[Zn(hkt)2]は単独刺激時において、濃度依存的、時間依存的な Akt リン酸化促進作

用を示すことがわかった。 
将来的に臨床現場において[Zn(hkt)2]を使用することを想定した時に、高用量の

[Zn(hkt)2]を単独で使用し高いインスリン様活性を得るよりも、インスリンと併用するこ

とでインスリンと[Zn(hkt)2]ともに低用量化が図れるのではないかと考え、1 nM という低

用量のインスリンとの併用作用について検討を行った。この併用刺激により、Akt リン

酸化促進作用は[Zn(hkt)2]単独刺激時よりも増加した。先行研究では、FFA 放出抑制試験

において配位子にマルトールを用いた[Zn(mal)2]がインスリンと併用することで相加効

果を示している[42]。これらの実験結果から、[Zn(hkt)2]は単独刺激によるインスリン様

作用を示すだけではなく、[Zn(hkt)2]はインスリンとの併用刺激によってインスリンシグ

ナル伝達を増強し、インスリンの作用を強める効果があることが示唆された（Fig. 1-6）。 
次に、[Zn(hkt)2]が脂肪細胞に対してどの様に作用しているのかについて、検討を進め

ることにした。[Zn(hkt)2]が細胞膜表面に作用しているのか、もしくは、[Zn(hkt)2]が脂肪

細胞内に取り込まれた後、インスリン様作用を示すのかについて検討するため、金属イ

オンキレート剤である DTPA および TPEN を用いた。DTPA および TPEN はそれぞれ細

胞外、細胞内のキレート剤として使用した。本実験では、それぞれのキレート剤を 1） 
[Zn(hkt)2]による刺激前に処理した場合（Fig. 1-7）、2）[Zn(hkt)2]による刺激後に処理した

場合（Fig. 1-8）に分けて、[Zn(hkt)2]による Akt のリン酸化促進作用について検討した。

1）、2）それぞれの実験の結果から、 キレート剤処理サンプルにおいて Akt のリン酸化

が抑制されており、[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進作用は、細胞内に[Zn(hkt)2]が持続

的に取り込まれることが重要であることが分かった（Figs. 1-7、 1-8）。特に 2）の[Zn(hkt)2]
による刺激後にキレート剤を処理した実験で、この作用は顕著であった。このことから、

[Zn(hkt)2]がインスリンシグナル伝達を増強させ、Akt のリン酸化を促進するには、

[Zn(hkt)2]が細胞内に取り込まれる、細胞内の Zn 濃度を上昇させる必要があることから、

ICP-MS を用いて[Zn(hkt)2]による細胞内 Zn 濃度の時間依存的な変化を定量評価した。20 
μM [Zn(hkt)2]を作用させたときの細胞内 Zn 濃度は時間依存的に上昇していた（Fig. 1-15）。
キレート剤を処理した場合における細胞内 Zn 濃度についても検討を行った結果、

[Zn(hkt)2]単独処理時に見られた細胞内 Zn 濃度よりも減少する結果が得られ、[Zn(hkt)2]
は細胞膜を透過して細胞内へ取り込まれ、3T3-L1 脂肪細胞内で作用していることが分か

った。このことからも、[Zn(hkt)2]は持続的に 3T3-L1 脂肪細胞に取り込まれ、その後、イ

ンスリンシグナル伝達を増強すると考えた。本研究におけるこれまでの実験結果のみな

らず、他の先行研究からも、細胞内でのシグナル伝達増強には、細胞内の Zn 濃度が重要

であることが示唆されている。例えば Haase らは、3T3-L1 脂肪細胞とは異なるラットグ

リア芽種 C6 細胞において、TPEN を処理した細胞ではインスリン刺激性、IGF-1 刺激性

のリン酸化が抑制され、チロシンリン酸化タンパク質の発現量が減少する一方で、DTPA
を処理した細胞ではチロシンリン酸化タンパク質の発現が減少しなかったことを報告し

ており、この差はキレート剤によって細胞内の Zn が抑制されたことによると結論付けて
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おり[43]、シグナル経路の調整には細胞内 Zn 濃度が非常に重要であることを明らかにし

た。 
これまで、[Zn(hkt)2]が Akt リン酸化促進効果を有することを示してきた。しかしなが

ら、この効果が Akt に対して[Zn(hkt)2]が直接的に作用し Akt リン酸化が促進しているの

か、また、インスリンシグナル経路のみに依存している作用かどうかは不明である。そ

こで、Akt リン酸化に関与する PI3K および HSP90 に注目し、[Zn(hkt)2]の PI3K、HSP90
それぞれへの影響について検討することにした。PI3K 阻害剤であるワートマニン存在下

における Akt リン酸化促進効果は、ほぼ完全に抑制された（Fig. 1-9 (A)）。一方、ワート

マニン存在下における GSK3β のリン酸化促進作用はワートマニン処理コントロールサ

ンプルに比べ、わずかにリン酸化が上昇していた（Fig. 1-9 (B)）。これらのワートマニン

処理時での Akt と GSK3β へのリン酸化促進効果の違いから、[Zn(hkt)2]がインスリンシグ

ナル経路以外に作用していることが考えられた。さらにHSP90に関する検討では、3T3-L1
脂肪細胞に対して HSP90 特異的阻害剤である 17-AAG を処理し、[Zn(hkt)2]による Akt リ
ン酸化促進効果を評価したところ、17-AAG の影響は無かった（Fig. 1-10）。これらの結

果から、[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進作用は PI3K を介するものであることが示唆さ

れ、また、[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化効果には HSP90 が関与していないことが示唆さ

れた。 
[Zn(hkt)2]によるAktのリン酸化促進作用がPI3Kを介したものであることが示唆された

ため、インスリンシグナル経路上流への影響について検討を進めた。様々な濃度に調製

した[Zn(hkt)2]を 3T3-L1 脂肪細胞に処理し、その時のインスリンシグナル経路上流に存在

する IRβ、IRS-1 のチロシンリン酸化活性について免疫沈降法を用いて評価した。この実

験結果から、[Zn(hkt)2]が単独処理ではインスリンシグナル経路上流に対しては直接的な

効果を示さず、インスリンを併用すると初めてチロシンリン酸化促進効果を示したこと

から、[Zn(hkt)2]は間接的な作用を示し、インスリン作用を増強させることで、インスリ

ンシグナル伝達の活性をより高めるていることが考えられる（Figs. 1-11, 1-12）。この時、

3T3-L1 脂肪細胞に対して、インスリン単独処理ではインスリン高用量（100 nM）時のみ、

チロシンリン酸化が見られた。 
高用量インスリン処理時よりも高用量インスリンと[Zn(hkt)2]の併用処理時の方が IRβ

のチロシンリン酸化を促進させること、ならびに、低用量インスリン処理時よりも低用

量インスリンと[Zn(hkt)2]の併用処理時の方が Akt のリン酸化を促進させることから、生

体酵素である PTP1B および PTEN に対する[Zn(hkt)2]の影響について評価を行った。これ

らの酵素はインスリンシグナル経路上流に存在するタンパク質に対して作用することで、

シグナル経路の活性化抑制に働く[52]。PTP1B は IRβ に対してホスファターゼとして作

用し、インスリンシグナル経路の活性化を抑制することが知られている[44, 53]。PTEN
は PIP3 を脱リン酸化させ、インスリンシグナル経路の活性化を抑制する[54-56]。PTP1B、
PTEN それぞれに対して、[Zn(hkt)2]を作用させたところ、[Zn(hkt)2]が PTP1B と PTEN の

それぞれに対して阻害作用を示すことが分かった。PTP1B については、Zn イオンの方が

[Zn(hkt)2]よりも強い阻害活性を示した。しかしながら、PTEN については、Zn イオンよ
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りも[Zn(hkt)2]の方が強い阻害活性を示した。これまでに PTP1B は IRβ の阻害酵素として

作用するため、インスリン抵抗性と DM への治療を目的として PTP1B をターゲットとし

た研究が数多く報告されてきた[57]。さらに PTP1B に対して Zn イオンが阻害作用を示す

ことも報告されているが[44]、PTP1B に対する Zn 錯体の阻害作用についての報告はなか

った。一方、PTEN に対しても Zn イオンが阻害作用を示し、PI3K シグナル経路を活性

化させることも報告されている[58]。Plum らは、マウス T リンパ球系 CTLL-2 細胞、ヒ

ト T 細胞系 Jurkat 細胞、HuT-78 細胞、Molt-4 細胞において Zn イオンとピリチオン混合

物（Zn2+/Pyr）を用いて PTEN への影響を検討しており、この混合物が Akt リン酸化を促

進し、PTEN siRNA 処理時には、Zn2+/Pyr 刺激によって Akt リン酸化が増大していた。こ

の時、PTEN のタンパク質レベルには影響を及ぼさないことも報告している[58]。以上の

ことをまとめると、今回の実験結果で得られた試験管レベルの反応だけでなく、細胞レ

ベルにおいても、[Zn(hkt)2]は PTP1B および PTEN に対して阻害作用を有する可能性があ

ることが分かった。 
また、[Zn(hkt)2]を作用させると、3T3-L1 脂肪細胞においてグルコースの取り込みが観

察された（Fig. 1-16）。以前に GLUT4 を蛍光標識抗体でラベル化し、Zn 錯体による影響

を検討したところ、Zn 錯体によって GLUT4 の膜移行性が高まった結果が得られている

[39]。今回の[Zn(hkt)2]処理によるグルコース取り込み促進作用はその先行結果と合致し

ており、[Zn(hkt)2]はインスリンシグナル経路を活性化し、GLUT4 の膜移行性を高めてい

ることが示唆される。 
さらに PTP1B や PTEN に対する[Zn(hkt)2]の詳細な阻害効果を検討するために、酵素と

[Zn(hkt)2]間のドッキングシミュレーションを行った。このシミュレーション結果から、

[Zn(hkt)2]は錯体構造を保持したまま、酵素に作用できる可能性があることが分かり、Fig. 
1-14 に示すように、[Zn(hkt)2]は PTP1B および PTEN の活性中心に結合するシミュレーシ

ョン結果が得られた。PTP1B はもちろんのことながら、リン脂質の脱リン酸化を触媒す

る PTEN もチロシン残基とセリン・スレオニン残基の脱リン酸化反応を触媒する MAP 
kinase phosphatase（MKP）と共に PTP ファミリーに含まれる。これらの PTP ファミリー

には活性部位のシステイン残基を中心とした HCXXXXXR の配列からなるモチーフが保

持されている（Table 1-3）。 
 
Table 1-3 Active center cysteine residues of PTP (protein tyrosine phosphatase) 

 

PTP1B Val Val His Cys215 Ser Ala Gly Ile Gly Arg Ser
PTEN Ala Ile His Cys124 Lys Ala Gly Lys Gly Arg Thr

MKP-1 Phe Val His Cys258 Gln Ala Gly Ile Ser Arg Ser
MKP-3 Leu Val His Cys293 Leu Ala Gly Ile Ser Arg Ser
MKP-5 Leu Ile His Cys408 Gln Ala Gly Val Ser Arg Ser
MKP-7 Leu Val His Cys244 Leu Ala Gly Ile Ser Arg Ser
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この活性中心のシステイン残基は極めてレドックス感受性が高く、容易に酸化される

ことになる[59]。この酸化体は極めて不安定であり、近傍にチオール基が存在するとジス

ルフィド結合を形成する。ジスルフィド結合は可逆的な酸化修飾であり還元剤でもとに

戻すことが出来る。これに対して、システイン残基における不可逆的な酸化修飾がおこ

ると、通常の還元剤処理ではもとに戻すことは出来ず、このような不可逆的な酸化修飾

に対してジスルフィド結合を形成することで、PTP1B および PTEN は活性中心を保護し

ていることが明らかにされてきた。例えば PTP1B は活性中心が酸化されるとスルフェニ

ルアミドと呼ばれる構造をとり[60, 61]、PTEN では、その活性中心のシステイン残基が

分子内ジスルフィド結合を形成することが報告されている[62]。これらの構造により、そ

れぞれの生体酵素は不可逆的な酸化修飾を防ぎ、酸化後の速やかな活性回復が得られる

と考えられている。つまり、PTP1B および PTEN の活性中心において、システイン残基

は Cys-SH から Cys-S-になることができる。Zn は 6 配位型を形成することが可能である

ため、[Zn(hkt)2]は 6 配位型として、これら酵素の活性中心である Cys-S-構造に近接、配

位することによって、酵素阻害活性を示すことが出来ると考えられる。先行研究では、

Zn イオンが PTEN の Cys124 の位置で配位結合することによって阻害作用を示すことが

報告されている[59]。Plum らは、H2O2 処理によって、Cys124 が Cys71 とジスルフィド結

合を形成することを利用した実験系を用いて Zn イオンが Cys124 と配位結合することを

示している[58]。さらに Plum らは、H2O2 存在下において Zn イオンを添加した後、カタ

ラーゼを加え H2O2 の影響を取り除き、その後、TPEN 溶液を加えて溶液中に存在する Zn
イオンを取り除くと、PTEN の酵素活性が回復することから、Zn イオンが Cys124 に配位

結合することにより、Cys124-Cys71 ジスルフィド結合によって生じる PTEN 酸化を防ぐ

ことを証明した[58]。これらの PTEN に関する先行研究は、今回行った PTEN と[Zn(hkt)2]
とのドッキングシミュレーションのデータを支持するものである。一方で、PTP1B に対

する阻害活性については、Zn イオンの方がその作用を強く示す結果であった。このため、

酵素阻害活性についてはターゲットとする酵素の活性中心周辺の微細構造によって Zn
イオンと Zn 錯体のどちらが強く作用するかは異なると考えられる。今回のドッキングシ

ミュレーションによる分子間相互作用の結果は、[Zn(hkt)2]が PTP1B と PTEN に対して影

響を及ぼし、両方の酵素に対して潜在的な阻害作用を示すことを示唆した。 
これまでの先行研究ならびに本研究における実験データより、Zn イオンよりも Zn 錯

体の方がより強いインスリン様活性を示すことは明らかである。しかし、細胞内におい

て作用している化学種が Zn イオンであるのか、Zn 錯体として作用しているかについて

は、明確には分かっていない。この点について議論する上では、溶液化学や錯体化学な

らびに生物学的な化学種の観点から、検討する必要がある。 
細胞に対して作用を示すためには、Zn 錯体が錯体の構造を維持し、細胞膜を透過する

ことが重要であり、pH 7.4 の水溶液環境下において[Zn(hkt)2]がどの程度の割合で錯体と

して存在しているかについて、明らかにしていく必要がある。Jakusch らは、2-ヒドロキ

シピリジン-N-オキシドやマルトールなどの O4 型配位形式をもつ配位子を用いて検討し

たところ、これらの亜鉛錯体が pH 7.4 の水溶液中で 45〜86%が錯体として存在し、難溶
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性である Zn(OH)2 がほとんど生成しないことを明らかにしている。なお、配位子に用い

た化合物の酸解離定数（pKa）は pKa = 7.00〜8.41 の範囲内にあった[63]。CAS（Chemical 
Abstract Service）登録番号（CAS: 499-44-5）による管理データより、ヒノキチオールの

pKa は 7.06 と推定され、上記の先行研究の結果を踏まえると pH 7.4 の水溶液中では

[Zn(hkt)2]は少なくとも 40%以上は水和を受けずに、その錯体構造を保持していると考え

られる。一方で pH 7.4 の水溶液中では Zn イオンは、そのほとんどは水分子が配位結合

した[Zn(OH2)4]2+（80%）、もしくは[Zn(OH2)3(OH)]+（20%）として存在している[64]。 
一方、[Zn(hkt)2]が細胞内で作用するにあたって、生理学的環境下における真の活性化

学種が何であるかを明らかにする必要が次の検討課題に挙げられる。 
細胞内において、リン酸イオン（pH 7.4 条件下：H2PO4

-、および HPO4
2-）は豊富に存

在し、細胞内の 2 価金属イオンと結合する。細胞内に取り込まれた[Zn(hkt)2]は、配位子

置換反応によって[Zn(hkt)(HPO4)]-を形成している可能性がある。Taniguchi らは以前にニ

ワトリ B 細胞由来の DT40 細胞を用いた検討結果から、Zn トランスポーターによる細胞

内の Zn 濃度の調整、及びそれに応答したシグナル活性が起こることを提唱している。

Zn トランスポーターには、細胞質から細胞外や細胞内小器官内の向きに Zn イオンを輸

送する ZnT と細胞外や細胞内小器官から細胞質の向きに Zn イオンを輸送する ZIP があ

る。このうち、ZnT 5/6/7 の働きでゴルジ体内に Zn イオンが蓄積され、細胞内の Zn 濃度

に応答して、ZIP9 によって細胞質内に Zn イオンを放出し、PTPase 阻害活性を示すこと

を報告している[65]。この先行結果は、細胞内に取り込まれた Zn イオンはゴルジ体内に

蓄積されることによって、細胞質内に多く存在しているリン酸イオンとの錯形成を免れ

ていると考えることができる。リン酸の酸解離定数、Zn-リン酸錯体の安定度定数を考慮

しても、配位子をヒノキチオールとした[Zn(hkt)2]が錯体構造を維持していることによっ

て、細胞内のリン酸イオンによる干渉から Zn イオンを保護し、細胞質内で錯体のままで

比較的安定に存在し、直接的に酵素タンパク質と反応することができていると考えられ

る。 
これまでのデータから[Zn(hkt)2]は錯体として細胞の中に取り込まれ、その取り込まれ

た[Zn(hkt)2]は PTP1B と PTEN に対して阻害作用を示し、インスリンシグナルの伝達を増

強させる働きがある。また、[Zn(hkt)2]はインスリンとは異なる作用点から Akt のリン酸

化を促進し、結果としてインスリンシグナル伝達を活性化すると結論付けた（Fig. 1-17）。 
この[Zn(hkt)2]によるインスリンの作用を増強させる働きは、今後、臨床現場において

インスリン療法におけるインスリン投与量の軽減や、慢性的なインスリン治療による自

己インスリン抗体産生を防ぐ可能性が期待できる。 
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Fig. 1-17 Insulin signaling pathway and the proposed effects of [Zn(hkt)2] 
[Zn(hkt)2] was taken up by cells as a complex, and had inhibitory effects on PTP1B and 
PTEN. Akt phosphorylation was then induced. 
（J. Biol. Inorg. Chem. 2016, 21, 537-548., Fig. 8 より一部改変） 

  

IRS

PI3K

Akt

-S-S-

P

P

PIP2 PIP3

P

insulin

PTP1B

GLUT4 translocation

PTEN

[Zn(hkt)2]

[Zn(hkt)2]

wortmannin

IRβ
[Zn(hkt)2]

[Zn(hkt)2]

Protein X

HSP90

CDC37GSK3β
P

Glycogen synsesis



 46

第 2 章 [Zn(hkt)2] を用いたラットインスリノーマ培養細胞（RIN-5F 細胞）における膵 β
細胞への影響 
 
2-1 緒言 

これまでの 3T3-L1 脂肪細胞を用いた研究から、[Zn(hkt)2]が脂肪組織においてインスリ

ンとは異なる作用機序を示し、Akt のリン酸化を引き起こすことによってインスリン様

作用を示すことが分かった。 
Pancreatic duodenal homeobox-1 (PDX-1)はアミノ酸 283 個からなる転写因子であり、近

年、DM との関連性が強く示唆されている[66]。PDX-1 は膵臓 β 細胞に発現しており、β
細胞内にグルコースが流入したり、β 細胞がインスリンにより刺激されると、PDX-1 は

リン酸化され、核内に移行し転写活性を示し、インスリン、GLUT2 などの転写を促進す

ることが知られている[67]。また、PDX-1 はインスリン及び IGF-1 シグナルとともに、

インスリン抵抗性に対する β 細胞の肥大化、β 細胞前駆体の分化・成熟、インスリン分

泌能の増強、及び、インスリン遺伝子の発現に深く関与していると言われている[68, 69]。
また PDX-1 の活性低下がインスリン合成の減少をもたらすことも報告されている[70]
（Fig. 2-1）。以上のことから、インスリン分泌能についての観点から[Zn(hkt)2]による

PDX-1 の発現量への影響を検討、評価することは亜鉛錯体による抗 DM 効果のメカニズ

ムを解明する上で非常に重要である。 
そこでまず、ラットインスリノーマ β 細胞である RIN-5F 細胞を用いた in vitro 系にお

ける[Zn(hkt)2]の影響を検討した。 

Fig. 2-1 PDX-1 activation pathway in pancreatic β cell 
 

2-2 実験材料及び実験方法 
2-2-1 試薬 

ラットインスリノーマ β 細胞 RIN-5F を DS ファーマバイオメディカル株式会社より

購入した。RPMI-1640 は Sigma-Aldrich 社（ミズーリ州、アメリカ合衆国）から、硫酸
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亜鉛七水和物（ZnSO47H2O）、ヒノキチオールは和光純薬工業株式会社（大阪）から購

入した。 
 

2-2-2 RIN-5F 細胞培養 
RIN−5F 細胞を 100 mm ディッシュに播種し、10%FBS 含有 RPMI-1640 中、CO2 5%、

37°C で培養した。成長した細胞は 0.25%トリプシン-EDTA 溶液を用いて剥離し、1,000 
rpm で 1 分間遠心し、沈殿した細胞を 10% FBS 含有 RPMA-1640 中で培養し、3 代目よ

り実験に用いた。なお、すべての実験において 50 U/mL ペニシリンおよび 50 μg/mL ス

トレプトマイシンを含有した RPMI-1640 を用いた。[Zn(hkt)2]およびヒノキチオールは

DMSO に溶解し、ZnSO4 は Milli-Q 超純水装置システム（日本ミリポア、東京）により

調製した超純水（比抵抗値 18.2 MΩ·cm）に溶解した。 
 

2-2-3 Zn 錯体合成 
実験に使用した Zn 錯体（[Zn(hkt)2]）の合成方法は、1-2-2-2 に示した通りである。 
 

2-2-4 ZnSO4 および[Zn(hkt)2]による PI3K/Akt シグナル経路への影響 
RIN-5F 細胞を RPMI-1640 中で培養し、80〜90%コンフルエント状態に達したものを

実験に用いた。RIN-5F 細胞を FBS 非含有 RPMI-1640 中で 4 時間インキュベートし、FBS
の影響を除いた。終濃度として 10 および 20 μM に調製した ZnSO4、[Zn(hkt)2]およびポ

ジティブコントロールとして 10、100 nMインスリンを低グルコース（11 mM）RPMI-1640
培地および高グルコース（25 mM）DMEM（Sigma-Aldrich 社）培地を用いて調製した

後、細胞に添加し 10 分間インキュベートした後に培地を除去し、氷冷した PBS を用い

て細胞を 2 回洗浄した。その後、細胞溶解液を用いて細胞抽出液を回収し、細胞からタ

ンパク質を得た。なお、細胞溶解液およびイムノブロッティング法については、1-2-6-1
に記載した内容に準じた。イムノブロッティング法に用いた一次抗体は、ポリクローナ

ルラビット抗マウス Phospho-Akt (Ser473)抗体（Phospho-Akt (Ser473) Antibody）、ポリク

ローナルラビット抗マウス Akt 抗体（Akt Antibody）、二次抗体には HRP 標識抗ラビッ

ト IgG 抗体（Anti-Rabbit IgG, HRP-linked Antibody）を用いた。特異的免疫反応は

Immobilon™ウェスタン化学発光 HRP 基質を用いて可視化し、Amersham Hyperfilm™ 
ECL に感光させた。バンドの解析は、Image J を用いて行った。 

 
2-2-5 ZnSO4 および[Zn(hkt)2]によるインスリン遺伝子発現量および PDX-1 遺伝子発現

量に及ぼす影響 
RIN-5F 細胞を RPMI-1640 中で培養し、80〜90%コンフルエント状態に達したものを

実験に用いた。RIN-5F 細胞を FBS 非含有 RPMI-1640 中で 4 時間インキュベートし、FBS
の影響を除いた。終濃度として 5 μM ZnSO4、1 μM [Zn(hkt)2]およびポジティブコントロ

ールとして 200 nM インスリンを低グルコース（11 mM）RPMI-1640 培地および高グル

コース（25 mM）DMEM 培地中に溶解し、細胞に添加した。2 時間インキュベートした
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後に培地を除去し、細胞から total RNA を回収した。Deoxyribonuclease I, Amplification 
Grade （Invitrogen 社）を用いて DNAase 処理した後、Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis Kit（Roche Diagnostics 社）を用いて逆転写反応を行い、cDNA とした。逆転写

反応によって得られた cDNA を用いて、Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
（Applied Biosystem 社）を使用し、SYBR-Green 法によるリアルタイム PCR 法により検

討を行った。 
各遺伝子の増幅に用いたプライマー配列は Table 2-1 に示す通りである。 
 
Table 2-1 RT-PCR primer sequences for mRNA quantification 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Table S1） 

 
2-2-6 統計学的処理法 

得られた全ての実験結果は平均値および標準偏差として表し、統計的な差は

Tukey-Kramer 法を用いて評価した。 
 

 
  

Gene Name Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')
Insulin AGCAAGCAGGTCATTGTTCC ACCAGGTGAGGACCACAAAG
PDX-1 GAGGACCCGTACAGCCTACA GGCCGGGAGATGTATTTGTT
β-actin CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC ATGGAGCCACCGATCCACA
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2-3 結果 
2-3-1 Zn 錯体の合成 

1-3-1 で示したものと同様に、元素分析、EI-MS、および赤外吸収スペクトルの結果か

ら、[Zn(hkt)2]が合成できていることを確認した。 
 
2-3-2 ZnSO4 および[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進効果への影響 

PDX-1 は膵臓の機能、分化に関与しており、PDX-1 の活性化経路の上流に Akt が存在

している。第 1 章の実験結果より、[Zn(hkt)2]が 3T3-L1 脂肪細胞においてインスリンシ

グナル経路に作用し、Akt のリン酸化を促進することがわかった。そこで、RIN-5F 細胞

においても同様に[Zn(hkt)2]が Akt のリン酸化を促進するかを検討した。無血清処理後の

RIN-5F 細胞に対して、終濃度が 10、20 μM ZnSO4 および[Zn(hkt)2]となるように（A）低

グルコース（11 mM）RPMI-1640 培地中に調製し、また、（B）高グルコース（25 mM）

DMEM 培地中には 20 μM ZnSO4 および[Zn(hkt)2]となるように調製し、これを細胞に添

加した。10 分間インキュベートした後、ウェスタンブロット法により Akt、phospho-Akt
を検出した。結果、（A）低グルコース RPMI-1640 培地を用いた検討では、[Zn(hkt)2]処
理によって Akt のリン酸化が有意に上昇した（Fig. 2-2 (A)）。一方で、（B）高グルコー

ス DMEM 培地を用いた検討では、100 nM インスリン処理サンプルにおいては有意な

Akt のリン酸化促進作用が認められたが、20 μM ZnSO4 処理サンプル、20 μM [Zn(hkt)2]
処理サンプルでは有意な Akt のリン酸化促進効果は見られなかった。しかし、20 µM 
[Zn(hkt)2]処理サンプルでは Akt のリン酸化が上昇する傾向は認められた（Fig.2-2 (B)）。
このことから、RIN-5F 細胞を用いた実験では、[Zn(hkt)2]が膵臓に直接作用した場合、

Akt リン酸化を介した PDX-1 の活性化をもたらすことが示唆された。 
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Fig. 2-2 Effects of [Zn(hkt)2] on Akt phosphorylation with (a) low glucose (11 mM) and (b) 
high glucose (25 mM) medium. 
Serum starved RIN-5F cells were treated with 100 nM insulin or 20 μM Zn samples for 10 
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min in (A) low glucose (11 mM) RPMI-1640 and (B) high glucose (25 mM) DMEM. The 
cell lysates were separated with 10% SDS-PAGE and immunoblotted with phospho-Akt 
(p-Akt) and Akt antibodies. Data are expressed as the means and standard deviations for 
three independent experiments. *Significance at P < 0.05 vs. CNT. **Significance at P < 
0.01 vs. CNT. 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Fig. 1） 
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2-3-3 ZnSO4および[Zn(hkt)2] によるインスリン遺伝子発現量および PDX-1遺伝子発現

量に及ぼす影響 
無血清処理を行った後、RIN-5F 細胞に対してそれぞれ終濃度が 5 μM ZnSO4 および 1 

μM [Zn(hkt)2]となるように調製し、高グルコース（25 mM）DMEM 培地を用いて 2 時間

刺激したところ、PDX-1 遺伝子発現量については 200 nM インスリン、1 μM [Zn(hkt)2]
処理サンプルにおいて有意な発現量増加が認められた（P < 0.01）（Fig. 2-3 (A)）。また、

インスリン遺伝子発現量については 200 nM インスリン、および 1 μM [Zn(hkt)2]処理サ

ンプルにおいて、有意な上昇が見られた（P < 0.01）（Fig. 2-3(B)）。 
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Fig. 2-3 PDX-1 (A) and insulin (B) mRNA expression levels in RIN-5F cells. 
The cells were starved in serum-free RPMI-1640 for 4 h at 37°C and stimulated with 200 
nM insulin, 5 μM ZnSO4, or 1 μM [Zn(hkt)2] for 2 h in high glucose (25 mM) medium. 
Real-time RT-PCR was performed using ABI PRISM 7500 Sequence Detection System and 
SYBR-Green with the primers. Data are expressed as the means and standard deviations for 
six to nine independent experiments. Significance: **P < 0.01 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Fig. S1） 
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2-4 考察 
[Zn(hkt)2]による膵臓での抗 DM 効果を評価、検討することを目的として実験を行った。

ラットインスリノーマ培養細胞である RIN-5F 細胞を用いて、[Zn(hkt)2]を作用させた場合

の Akt リン酸化を介した PDX-1 の活性化、PDX-1 およびインスリン遺伝子発現量への影

響を検討した。 
まず初めに、PDX-1 活性化経路の上流に Akt が存在することから、RIN-5F 細胞での

Akt リン酸化促進作用について実験を行った。本実験では、1）RPMI-1640 培地（低グル

コース濃度：11 mM）、および食事性高血糖状態を模すため 2）DMEM 培地（高グルコー

ス培地：25 mM）のそれぞれの条件下における[Zn(hkt)2]による影響を検討した。その結

果、1）の条件では[Zn(hkt)2]を RIN-5F 細胞に作用させると Akt のリン酸化が有意に上昇

したが、一方、2）の条件では[Zn(hkt)2]を RIN-5F 細胞に作用させると Akt のリン酸化は

上昇傾向を示したが、有意な促進効果は得られなかった（Fig. 2-2）。[Zn(hkt)2]がもたら

した 2 つの異なる条件における Akt リン酸化促進作用の結果から、RIN-5F 細胞を用いた

実験では、培地中のグルコース濃度、すなわち細胞に対するグルコース暴露量の違いに

よって[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化への効果が異なることが示唆された。[Zn(hkt)2]によ

る Akt リン酸化促進効果については、培地中のグルコース濃度条件によって異なる結果

を示したが、第 1 章で検討を行った 3T3-L1 培養脂肪細胞における結果と類似しており、

ラットインスリノーマRIN-5F培養細胞においても[Zn(hkt)2]はAktのリン酸化促進作用を

示し、この結果、PDX-1 の活性化が起こることが示唆された。また、今回の結果で[Zn(hkt)2]
が RIN-5F 細胞においても Akt のリン酸化促進作用を示したことから、[Zn(hkt)2]のリン酸

化促進作用に細胞種は影響しないことも分かった。 
続いて、膵 β 細胞において β 細胞の分化、増殖、機能調整、また、インスリンや GLUT2

の遺伝子発現調整を担っている PDX-1 に着目し、その mRNA 発現量について[Zn(hkt)2]
の影響を検討した。[Zn(hkt)2]による Akt リン酸化促進作用について、RIN-5F 細胞に対し

て暴露するグルコース濃度の条件により、細胞の応答性が異なることが判明したため、

高血糖状態を想定した DMEM 培地（高グルコース濃度）を用いた条件下で、リアルタイ

ム RT-PCR 法による検討を行うこととした。これまでの当分野における先行研究を参考

にし、高グルコース DMEM 培地中での[Zn(hkt)2]処理時間を 2 時間とし、この時の遺伝子

発現量への影響をリアルタイム RT-PCR 法を用いて検討した。無血清処理 4 時間後の

RIN-5F 細胞を用いて 2 時間処理時における PDX-1 mRNA 発現量を調べたところ、

[Zn(hkt)2]処理サンプルでは有意に増加する結果となった。この時、200 nM インスリン処

理サンプルにおいても有意な発現量の増加が認められた。またインスリン mRNA 発現量

についても検討したところ、200 nM インスリン処理サンプルならびに 1 μM [Zn(hkt)2]処
理サンプルにおいて発現量の増加が見られた（Fig. 2-3）。PDX-1 の発現量はインスリン

の生合成を調節していることから、高グルコース培地を用いた実験条件において、

[Zn(hkt)2]処理による結果は、高血糖状態に曝された膵臓 β 細胞に対して [Zn(hkt)2]が保護

的な働きがあることを示唆している。 
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これまでに報告されている研究から、PDX-1 遺伝子は膵臓の発生段階と、生後の内分

泌機能の 2 つ、すなわち、膵形成と β 細胞での適切なインスリン産生を維持する働きに

おいて重要な役割を果たしていると考えられている[71, 72]。インスリンの分泌と生合成

について注目すると、膵臓ランゲルハンス島細胞において、代謝時における膵臓ランゲ

ルハンス島細胞での理想的な遺伝子発現の調節は、グルコースによるインスリン遺伝子

の発現量調節である。β 細胞におけるインスリン mRNA の発現レベルはグルコース量に

応じて、インスリン遺伝子の転写の増加を伴い、インスリンプレ RNA スプライシングの

増加、インスリン mRNA 分解の減少が合わさることにより増加する[73-75]。グルコース

代謝によって β 細胞からインスリンが放出されると同時に、β 細胞を刺激して速やかに

インスリンの生合成を行い、インスリンを補充するという理想的な環境が整っている。

先行研究では、分泌されたインスリンが IR に作用し、IRβ、PI3K および下流のシグナル

経路を介して β 細胞中でインスリン遺伝子の転写を活性化するというフィードバック機

序が提唱されている[76-78]。つまり、先行研究と本研究における実験データは、[Zn(hkt)2]
はインスリン発現量を増加させる可能性があるという点で合致する結果であると言える。

これまでの先行研究、並びに、今回の in vitro 系での結果より、投与された[Zn(hkt)2]が生

体において膵臓に到達した場合、膵臓での PDX-1 発現量を増加することによって、膵臓

を保護する機能を有する可能性があることを示した。 
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第 3 章 [Zn(hkt)2]の 2 型糖尿病モデルマウス（KK-Ay マウス）への高脂肪食混餌長期投与

による抗 DM 効果の評価 
 
3-1 緒言 

これまでの培養細胞を用いた[Zn(hkt)2]の抗 DM 効果、インスリン様作用に関する in 
virto 検討の結果から、[Zn(hkt)2]が示すその効果は十分に高いことが伺える。そこで、2
型 DM モデルマウスの KK-Ay マウスを用い、[Zn(hkt)2]が示す in vivo における影響につい

て、検討を進めることとした。これまでに、 [Zn(hkt)2]を含む数多くの亜鉛錯体の抗 DM
効果について実験動物を用いた検討が報告されている[22-27, 34-36, 38, 39]。しかしなが

ら、亜鉛錯体の長期摂取による各組織への影響は十分に検討されていない。そこで今回

は、[Zn(hkt)2]を用いて高脂肪食（HFD）への混餌投与による 18 週間にわたる長期摂食実

験を行い、インスリン分泌を担う膵臓における保護作用、及び DM 性腎症への予防効果

を検討した。 
 
3-2 実験材料及び実験方法 

3-2-1 動物 
4 週齢雄性 C57BL/6J マウス（n=4）および KK-Ayマウス（n=23）を日本クレア株式会

社（大阪）より購入した。動物は実験開始まで KPU 中央動物研究センターで 12 時間周

期の照明調節のもと、固形飼料 MF（オリエンタル酵母工業株式会社、大阪）および水

道水を自由摂取させ、プラスチック製飼育ゲージで飼育した。本動物実験は、KPU 実

験動物委員会により認可され、KPU の動物実験ガイドラインに従って行った。 
 

3-2-2 動物の群分け及び HFD 作製 
6 週齢時に HFD 投与実験を開始した。C57BL/6J マウスは 2 型 DM モデルの対照とし、

健常群（Normal）とした。KK-Ay マウスはコントロール群（CNT、n=6）、ピオグリタゾ

ン摂取群（PIO、n=8）、[Zn(hkt)2]摂取群（Zn、n=9）の 3 群に分けた。PIO 群はポジテ

ィブコントロール群として設計した。Normal 群、CNT 群には HFD を、PIO 群には 15-35 
mg pioglitazone/kg BW/day となるように調製した薬剤を含有した HFD を、Zn 群には

10-30 mg Zn/kg BW/day となるように[Zn(hkt)2]を含有した HFD を 18 週間与えた。投与

開始から 29 日目まで、10 mg Zn/kg BW/day を、30 日目から 80 日目には 20 mg Zn/kg 
BW/day、81 日目から投与実験終了まで 30 mg Zn/kg BW/day を投与した。投与実験終了

後に 12 時間絶食処置を行い、エーテル麻酔下においてヘパリン処理したシリンジで腹

部大静脈より血液を採取した。これを 4˚C、600 × g、10 分間遠心分離を行い、血漿を得

た。また採血後に肝臓、腎臓、脂肪組織、骨格筋、膵臓を摘出した。肝臓、脂肪組織、

骨格筋は液体窒素に入れ、瞬時に凍結させた。本実験に用いた HFD は全て神戸女子大

学健康福祉学部にて作製した。なお、各群における HFD 組成は、Table 3-1 に示す通り

である。 
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Table 3-1 Composition of the experimental diet 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Table 1） 

 
3-2-3 飼育期間中における測定項目及び HFD 摂取時の[Zn(hkt)2]による抗 DM 効果の検

討 
飼育期間中、血糖値は 6 日毎に、体重、摂水量、摂餌量は 3 日毎に測定した。血糖値

測定はマウスの尾静脈から血液を採取し、グルコカード（アークレイ株式会社、京都）

を用いて行った。18 週間摂食実験終了後に、HbA1c 測定および経口糖負荷試験（OGTT）
を行った。OGTT は 12 時間絶食処置後、グルコース 1 g/kg BW を経口投与し、投与後 0、
15、30、60、90、120 分の血糖値を経時的に測定した。HbA1c 値は DCA2000（バイエ

ル‒三共、東京）を用いて免疫測定法により測定した。 
 

3-2-4 生化学検査 
得られた血漿中のトリグリセリド（TG）、尿素窒素（BUN）、アラニンアミノトラン

スフェラーゼ（ALT (GPT)）、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST (GOT)）、
総コレステロール（TCHO）、高比重リポタンパク質（HDL）は富士ドライケム（富士

フィルムメディカル株式会社、東京）を用いて測定した。血漿インスリン値は超高感度

マウスインスリン測定キット（森永生科学研究所、横浜）を用いて、血漿アディポネク

チン濃度は Quantikine（R&D システム社、ミネソタ州、アメリカ合衆国）を用いて定量

した。摘出した臓器のうち、肝臓、腎臓、膵臓は生理食塩水で洗浄した後、10％ホルマ

リン緩衝溶液に浸け、病理組織学的検査に用いた。 
 

3-2-5 病理組織学的検査 
10％ホルマリン緩衝溶液中で保存していた肝臓、腎臓、および膵臓は京都大学大学院

10 mg Zn 20 mg Zn 30 mg Zn
casein 18.2 18.2 18.2 18.2 18.2

sucrose 30.0 30.0 30.0 30.0 30.0
lard 18.2 18.2 18.2 18.2 18.2

vitamin mix.  AIN 93N 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9
mineral mix. AIN 93N 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2

cellulose 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5
L-cystine 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

choline bitartrate 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
t-butylhydroquinone 0.0007 0.0007 0.0007 0.0007 0.0007

cornstarch 15.5 15.5 15.5 15.4 15.3
sample 0.00 0.02 0.04 0.08 0.19
water 9.1 9.1 9.1 9.1 9.1
Total 100 100 100 100 100

[Zn(hkt)2]
PIONormal and CNT

(%)
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医学研究科附属総合解剖センターに、パラフィン包埋ブロック作成および、HE 染色、

腎 PAS 染色を依頼した。膵臓については酵素標識二重染色法により、膵臓ランゲルハ

ンス島中のインスリンとグルカゴンの二重染色を神戸大学大学院保健学研究科にて行

った。染色には抗インスリンウサギ抗体 Insulin (H-86)（Santa Cruz 社、テキサス州、ア

メリカ合衆国）、抗グルカゴンマウス抗体 Glucagone Antibody（Novusbiological 社、コロ

ラド州、アメリカ合衆国）を用いた。 
 
3-2-6 臓器中の Zn 量の定量 

ホルマリン溶液中で保管していた腎臓、膵臓は生理食塩水で洗浄し、減圧下で乾燥し

た。凍結していた肝臓、脂肪組織、骨格筋は室温において溶解させた後、生理食塩水で

洗浄し、減圧下で乾燥させた。その後、適当量（臓器乾燥重量: 25-100 mg）を 50 mL ト

ールビーカーに量りとり、60％硝酸（有害金属測定用）、60％過塩素酸（有害金属測定

用）および 30％過酸化水素（原子吸光分析用）を用いて湿式灰化した。残留物は超純

水で希釈調製した 5％硝酸 9 mL に溶解させ、ICP-MS を用いて、臓器中の Zn 量の定量

を行った。 
 

3-2-7 統計解析法 
すべての実験結果は、平均値および標準偏差として表し、統計的な差は CNT を対照

群として Dunnett 検定を用いて評価した。 
  



 59

3-3 結果 
3-3-1 飼育期間中における変動 

飼育期間中の体重、血糖値変動、摂餌量、摂水量の変化を測定した（Fig. 3-1）。体重

は Normal 群で緩やかに増加し、PIO 群では顕著な体重増加が見られた。CNT 群、Zn 群

では Normal 群よりも体重が増加する結果となったが、CNT 群、Zn 群の 2 群間での差は

見られなかった（Fig. 3-1 (A)）。PIO 群の示した顕著な体重増加は、ピオグリタゾンの副

作用として報告されている体重増加と一致している。血糖値変動は、投与実験開始直後

から、PIO 群では CNT 群に対して有意な血糖降下作用が見られ、Normal 群とほぼ同じ

血糖値レベルを維持した。一方で、Zn 群では PIO 群が示した明らかな血糖降下作用は

見られなかったが、飼育期間中、CNT群よりも低い血糖値を維持していた。特にDay 42、
93、111 において CNT 群よりも有意に血糖値が低下し、Day 93 以降は CNT 群と Zn 群

との血糖値の差が大きくなっていった（Fig.3-1 (B)）。摂餌量は Normal 群と他の 3 群で

差が見られたが、KK-Ay マウスを用いた 3 群（CNT、PIO および Zn 群）間では差が無

かった（Fig. 3-1 (C)）。摂水量は、Normal 群と PIO 群がほぼ同じ摂水量を示し、CNT 群、

Zn 群の 2 群と比較するとその摂水量は少なく、約 4 mL/day であった（Fig. 3-1 (D)）。 
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Fig. 3-1 Changes in body weight (A), blood glucose level (B), food intake (C), and water 
intake (D) in normal C57BL/6J mice (●), control KK-Ay mice (○), and KK-Ay mice treated 
with PIO (□) or [Zn(hkt)2] (∆). 
Significance: *P < 0.05 vs. CNT, ** P < 0.01 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Fig. 2） 

 
  

(A)

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

0 20 40 60 80 100 120

B
od

y 
w

ei
gh

t (
g)

time (Day)(C)

0.0
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0
8.0
9.0

10.0

0 20 40 60 80 100 120

Fo
od

 in
ta

ke
 (g

)

time (Day)

(D)

0

5

10

15

20

25

30

35

0 20 40 60 80 100 120

W
at

er
 in

ta
ke

 (m
L)

time (Day)

(B)

**

**

**

0

100

200

300

400

500

600

700

0 20 40 60 80 100 120

Bl
oo

d 
gl

uc
os

e 
le

ve
l (

m
g/

dL
)

time (Day)



 61

3-3-2 生化学的検査 
HFD 及び Zn 長期間摂取による腎機能、肝機能、脂質代謝への影響を、血漿サンプル

を用いて測定した。腎機能の指標である BUN については 4 群間で差は見られなかった

（Table 3-2）。肝機能については、ALT (GPT)、AST (GOT)ともに Normal 群に対して CNT
群で上昇し、DM 発症により肝機能が悪化していることが分かった（Table 3-2）。ALT 
(GPT)については PIO 群、Zn 群ともに CNT 群に対して数値が減少し、有意に肝機能が

改善した。AST (GOT)については、PIO 群のみ CNT 群に対して有意な改善を示した。脂

質代謝の指標である TG、TCHO、HDL についても測定を行った。TG では 4 群間で有意

な変動は見られなかった。一方で、TCHO、HDL では PIO 群が有意に低値を示し、HDL
では CNT 群に比べて Zn 群は減少傾向を示した。以上のことから、[Zn(hkt)2]摂取によっ

て肝機能が回復する傾向にあることが示された。 
長期間にわたる血糖値変動の指標である HbA1c 値は PIO 群で有意な低下を示した

（Fig. 3-2）。これは、飼育期間中の随時血糖値変動の結果と一致している。Zn 群につい

ては、CNT 群と有意な差は見られなかったが低下傾向を示した。 
また、投与実験終了後に、インスリン抵抗性の指標である OGTT の実施ならびに血

漿中インスリン濃度、アディポネクチン濃度の測定を行った。OGTT の結果、実験開始

後 15 分、30 分、1 時間のポイントにおいて、Zn 群は CNT 群に対して有意な変化を示

した（Fig. 3-3 (A)）。この時の血中濃度−時間曲線下面積（AUC）を算出すると、Zn 群

は CNT 群に対して AUC が有意に減少し、空腹時における耐糖能の改善傾向が見られた

（Fig. 3-3 (B)）。血漿インスリン濃度については、CNT 群に対していずれの群において

も有意なインスリン濃度の低下が見られた（Fig. 3-4 (A)）。血漿アディポネクチン濃度

については、CNT 群において低アディポネクチン血症を示し、Zn 群は CNT 群に対する

有意な増加は見られなかった。一方で PIO 群は Normal 群と同程度にまで血漿中アディ

ポネクチン濃度が回復していた（Fig. 3-4 (B)）。 
以上の結果から、Zn 群では PIO とは異なる作用点により、インスリン抵抗性が改善

されている傾向にあると考えた。 
 
Table 3-2 Serum parameters of normal C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay mice 
(CNT), and KK-Ay mice treated with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn).  

Significance: * P < 0.05 vs. CNT, ** P < 0.01 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Table 2 より一部改変） 

  

BUN TG TCHO HDL ALT (GPT) AST (GOT)

Normal 21.2 ± 1.7 108 ± 20 135 ± 35 101 ± 28 16 ± 6 43 ± 5
CNT 21.5 ± 1.0 151 ± 29 184 ± 42 132 ± 31 95 ± 40 100 ± 7
PIO 20.2 ± 4.7 138 ± 36 121 ± 24 96 ± 9 61 ± 20 68 ± 10
Zn 18.6 ± 4.9 165 ± 47 175 ± 39 108 ± 28 53 ± 13 92 ± 22

(mg/dL) (U/L)
*

** *

**

**
* **

**
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Fig. 3-2 HbA1c levels in control KK-Ay mice (CNT), and KK-Ay mice treated with PIO or 
[Zn(hkt)2] (Zn).  
Significance: **P < 0.01 vs. CNT 
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Fig. 3-3 OGTT for normal C57BL/6J mice (●), control KK-Ay mice (○), and KK-Ay mice 
after daily oral ingestion of PIO (□) or [Zn(hkt)2] (∆). 
After being fasted for 12 h, mice were given an oral glucose solution at a dose of 1 g/kg 
body weight (A). Area under the blood glucose concentration-time curve (AUC) of normal 
C57BL/6J mice, control KK-Ay mice, and KK-Ay mice after daily oral ingestion of PIO or 
[Zn(hkt)2] (B). 
Significance: *P < 0.05 vs. CNT, **P < 0.01 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Fig. 3） 
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Fig. 3-4 Concentration of insulin (A) and adiponectin (B) in plasma of normal C57BL/6J 
mice (Normal), control KK-Ay mice (CNT), and KK-Ay mice treated with PIO or [Zn(hkt)2] 
(Zn). 
Significance: **P < 0.01 vs. CNT 
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3-3-3 病理組織学的検討 
[Zn(hkt)2]の長期間摂取により血漿インスリン濃度が改善していることから、インスリ

ン分泌に関与している膵臓の病理学的検討を行うこととした。また[Zn(hkt)2]長期摂取に

よる、DM 性合併症への進展予防効果についても併せて検討するため、腎臓についても

病理組織学的検討を行った。膵臓については HE 染色ならびに酵素標識二重染色法によ

り、インスリン陽性細胞およびグルカゴン陽性細胞について免疫染色を行った。腎臓は

糸球体の変化を観察するため HE 染色に加え、PAS 反応を用いて染色を行った。 
膵臓では、HE 染色標本から CNT 群において著しいランゲルハンス島の肥大化が観察

されたが、PIO 群、Zn 群ではランゲルハンス島の肥大化が抑制されていた（Fig. 3-5）。
そこで、膵臓ランゲルハンス島中のインスリン陽性細胞数ならびにグルカゴン陽性細胞

数について、二重免疫染色法を用いて定量的な評価を行った（Fig. 3-6）。その結果、1
つのランゲルハンス島中のインスリン細胞数は CNT 群に対して PIO 群、Zn 群は有意に

減少し、Normal 群と同レベル程度であった（Fig. 3-6）。 
また、膵臓における機能や分化の役割を担う PDX-1 についても免疫染色を行い、ラ

ンゲルハンス島中の PDX-1 陽性細胞数を定量した。その結果、PDX-1 陽性細胞数の群

間における変動は、インスリン陽性細胞数の結果と類似した。CNT 群は Normal 群に比

べて PDX-1陽性細胞数が増加し、PIO群、Zn群は CNT 群に比べると減少した（Fig. 3-7）。 
腎臓においては、組織切片中の皮質における一定面積あたりの糸球体ボーマン嚢数に

ついて PAS 染色標本を用いて観察した。4 群間での糸球体ボーマン嚢数に差は見られな

かった（Fig. 3-8）。また同じ PAS 染色標本を用いて、DM による糸球体肥厚の変化を観

察したが、糸球体肥厚についても 4 群間における組織形態学的な変化は見られなかった

（Fig. 3-9）。 
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Fig. 3-5 HE staining of pancreatic islet cells in normal C57BL/6J mice (Normal), control 
KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn). 
HE staining (scale bar = 100 μm) (A) and pancreatic islet area (B) in normal C57BL/6J mice 
(Normal), control KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn). 
The numbers of analyzed images are as follows: for the Normal group n = 35, the CNT 
group n = 42, the PIO group n = 33, and the Zn group n = 52. 
Significance: **P < 0.01 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Fig. 4） 
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Fig. 3-6 Immunostaining of insulin in normal C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay mice 
(CNT), KK-Ay mice treated daily with PIO or with [Zn(hkt)2] (Zn). 
Double immunostaining for insulin (brown color) and glucagon (red color) (scale bar = 100 
μm) (A) and insulin positive cell counts (B) in normal C57BL/6J mice (Normal), control 
KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn). The numbers of 
analyzed images are as follows: for the Normal group n = 59, the CNT group n = 90, the 
PIO group n = 48, and the Zn group n = 100. 
Significance: *P < 0.05 vs. CNT, **P < 0.01 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Fig. 5） 
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Fig. 3-7 Immunostaining of PDX-1 in normal C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay 

mice (CNT), KK-Ay mice treated daily with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn). 
Immunostaining for PDX-1 (scale bar = 100 μm) (A) and PDX-1 positive cell counts (B) in 
normal C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated 
with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn). The numbers of analyzed images are as follows: for the Normal 
group n = 31, the CNT group n = 33, the PIO group n = 36, and the Zn group n = 59. 
Significance: *P < 0.05 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Fig. 6） 
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Fig. 3-8 PAS staining of kidney glomeruli in normal C57BL/6J mice (Normal), control 
KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn). 
PAS staining (scale bar = 200 μm) (A) and kidney Bowman’s capsule counts (B) in normal 
C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO 
or [Zn(hkt)2] (Zn). The numbers of analyzed images are as follows: for the Normal group n 
= 60, the CNT group n = 60, the PIO group n = 60, and the Zn group n = 60. 
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Fig. 3-9 PAS staining of kidney glomeruli to measure the thickened glomeruli in normal 
C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO 
or [Zn(hkt)2] (Zn). 
PAS staining (scale bar = 100 μm) in normal C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay mice 
(CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO or [Zn(hkt)2] (Zn). 
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3-3-4 [Zn(hkt)2]長期摂取による各組織への Zn 集積性 
病理組織学的検討から、[Zn(hkt)2]長期摂取による膵臓への影響が示唆されたので、膵

臓への Zn 集積性について検討するため、ICP-MS を用いて膵臓中の Zn 量を定量した。

また、膵臓の他に肝臓、腎臓、骨格筋、脂肪組織についても Zn 集積性に関して臓器中

の Zn 量を定量し、検討を行った（Table 3-3）。 
膵臓において Zn の集積性は 4 群間に差は見られず、乾燥臓器重量 1 g あたり約 40 μg

量の Zn が集積していた。肝臓については、Normal 群に対して CNT 群では Zn の集積性

が著しく減少していた。一方、Zn 群は臓器中 Zn 量が回復する傾向にあった。腎臓にお

いては、CNT 群に対して Zn 群は有意に減少する結果となった。骨格筋では、CNT 群に

比べて PIO 群、Zn 群では Zn 量が増加する傾向にあった。脂肪組織では、Normal 群に

比べ DM 状態である KK-Ay マウスでは Zn 量が蓄積する傾向にあり、さらに PIO 群、Zn
群では CNT 群に対して Zn 量が増加する傾向であった。 

Zn 群について、特に注目すべき点として肝臓中の Zn 量が CNT 群に比べて増加して

いることが挙げられる。加えて、骨格筋と脂肪組織でも増加傾向であった。一方で、PIO
群について着目すると、膵臓と腎臓では Zn 量に大きな変化は見られなかったが、肝臓、

骨格筋、脂肪組織では Zn 量が増加する傾向にあった。このことから、PIO による DM
治療効果には、インスリン抵抗性関連臓器における Zn 量の回復が関係している可能性

がある。 
 

Table 3-3 Organ distribution of Zn concentration (μg/g wet weight) in normal C57BL/6J 
mice (Normal), control KK-Ay mice (CNT), and KK-Ay mice treated with pioglitazone 
(PIO) or [Zn(hkt)2] (Zn).  

Significance: *P < 0.05 vs. CNT 
（Biol. Pharm. Bull. 2017, 40, 318-326., Table 3） 

 
  

PancreasLiver Kidney Fat

Normal 44±662±14 67±4 1.9±0.7

CNT 37±520±6 71±3 5.6±2.3

PIO 36±839±8 62±8 8.4±6.0

Zn 44±849±21 56±10 7.4±3.7

(μg/ g organ)

Muscle

30±7

41±10

57±13

52±18*

*
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3-4 考察 
第 2 章の研究結果より、[Zn(hkt)2]が直接膵臓に作用した場合、膵臓機能を保護する作

用を有する可能性が示された。この知見をもとにして、18 週間の長期間にわたり、

[Zn(hkt)2]を摂取した場合の DM 治療効果について検討を行った。 
長期間の[Zn(hkt)2]摂取では、飼育期間中の顕著な血糖降下作用は見られなかった（Fig. 

3-1 (B)）。しかし、摂取期間終了後に行った OGTT では[Zn(hkt)2]摂取群において有意な変

化が見られ、かつ、解剖時に採取した血漿サンプルを用いて測定したインスリン濃度は

有意に低下していた（Figs. 3-3, 3-4）。これらのデータは、[Zn(hkt)2]摂取群では、空腹時

におけるグルコース処理能力が改善し、DM の症状の一つである高インスリン血症が正

常化に向かう結果であり、[Zn(hkt)2]摂取はインスリン抵抗性を改善することが示唆され

た。一方、血漿中アディポネクチン濃度について ELISA 法を用いて測定した結果、

[Zn(hkt)2]摂取群ではアディポネクチン量の増加は見られなかった。これらの結果から、

[Zn(hkt)2]が示す抗 DM 効果、in vivo におけるインスリン抵抗性改善効果は、PIO が示す

抗 DM 効果とは異なることが示唆された。一方、チアゾリジン系薬剤である PIO を摂取

した群では、飼育期間中、投与開始直後から顕著な血糖降下作用を示し、血漿中インス

リン濃度および血漿中アディポネクチン濃度においても CNT 群に対して有意に改善す

る結果となった。 
チアゾリジン系薬剤が脂肪細胞分化誘導作用を有していることはこれまでの研究から

明らかであり[79]、PPARγ に直接結合して転写活性化能を上昇させる[80]。また、血中ア

ディポネクチン濃度はチアゾリジン薬によって正に制御されることが知られている[81]。
実際、本研究においても、PIO 群は血漿中アディポネクチン濃度を上昇させ、血漿中イ

ンスリン濃度は減少させる結果となり、インスリン抵抗性を改善している。PIO 摂取で

は有意な血糖降下作用とインスリン抵抗性の改善が見られたが、飼育期間中において体

重増加が顕著であり、他の KK-Ayマウス群よりもその増加率は大きかった。この著しい

体重増加は、PIO 摂取による副作用の一つである浮腫によるものと考えられる[82]。この

ような顕著な体重増加は、[Zn(hkt)2]摂取では見られなかった。この点において、[Zn(hkt)2]
摂取は PIO 摂取に比べると副作用が少ないと言える。 

病理組織学的に形態的および機能的評価を行ったところ、[Zn(hkt)2]摂取は膵臓ランゲ

ルハンス島の肥大化抑制と、それに伴うランゲルハンス島 1 個あたりのインスリン陽性

細胞数を Normal 群レベルにまで回復する効果が認められた（Figs. 3-5, 3-6）。血漿中イン

スリン濃度の結果を踏まえると、[Zn(hkt)2]摂取はインスリン抵抗性を改善すると結論づ

けることが可能である。また、膵臓の機能的評価の一つとして抗 PDX-1 抗体を用いた免

疫染色を行った結果、CNT 群、PIO 群、および[Zn(hkt)2] 群のうちでは有意な変化は見ら

れなかったが、PDX-1 陽性細胞数はインスリン陽性細胞数のカウント結果と類似した結

果を示し、CNT 群で著しく上昇した PDX-1 陽性細胞数は、[Zn(hkt)2]摂取によって減少す

る傾向となった（Fig. 3-7）。 
一方、PIO 摂取群においては、血漿中インスリン濃度および膵臓におけるインスリン

陽性細胞数が減少した。PIO は末梢組織の一つである脂肪組織において強い作用を示す
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ことが知られている[83, 84]。すなわち、PIO は PPARγ の標的分子の協調的変化に基づく

糖代謝改善によって、肝臓や骨格筋に蓄積した脂肪が脂肪細胞へと流れるようになり、

脂肪毒性が軽減し、また、アディポネクチンの分泌を促進させることでインスリン抵抗

性を改善すると考えられている[81, 85, 86]。 
さらに、各臓器中での Zn 量を ICP-MS を用いて測定を行い、群間における変化を評価

した。膵臓における Zn 量は各群間で有意な差は認められなかった。また、形態的および

機能的評価から膵臓ランゲルハンス島の単位面積あたりのインスリン陽性細胞数や、

PDX-1 陽性細胞数には、CNT 群、PIO 群、Zn 群間では有意な差は無かった（Fig. 3-10）。
さらに、2-3-3 の結果より、仮に膵臓に対して Zn の直接作用があればインスリンや PDX-1
の陽性細胞数は増加すると予測されるため、in vivo において[Zn(hkt)2]が膵臓に直接作用

して、DM 治療効果を示す可能性は低いと考えられた。 

Fig. 3-10 Immunostained cell numbers of insulin (A) and PDX-1 (B) per unit area in normal 
C57BL/6J mice (Normal), control KK-Ay mice (CNT), KK-Ay mice daily treated with PIO 
or [Zn(hkt)2] (Zn). 
The numbers of analyzed images are the same as in Fig. 3-6, and Fig. 3-7. 
Significance: **P < 0.01 vs. CNT 

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

Normal CNT PIO Zn

**

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

Normal CNT PIO Zn

PD
X-

1 
po

si
tiv

e 
ce

lls
 

(/
un

it 
ar

ea
)

In
su

lin
 p

os
iti

ve
 c

el
ls

 
(/

un
it 

ar
ea

)

(A)

(B)



 74

また、肝臓における Zn 量は、[Zn(hkt)2]摂取群では CNT 群に比べると約 2 倍程度まで

上昇していた（P < 0.08）（Table 3-3）。アディポネクチン受容体（AdipoR）として、AdipoR1
と AdipoR2 が知られている。AdipoR1 は主に骨格筋に発現し、肝臓中にも存在している。

さらに、AdipoR2 は肝臓中で発現していると言われている[87]。Tanabe らは、AdipoR1
と AdipoR2 の 7 回膜貫通構造中での金属イオン配位領域において、Zn イオンが受容体に

配位結合していることを報告している[88]。その X 線結晶構造解析による報告では、

AdipoR1 と AdipoR2、およびそれぞれの変異型 AdipoR を用いた実験により、受容体が機

能を発揮するための分子構造を維持するうえで受容体への Zn の配位結合が必要である

ことを示している。これらのことから、肝臓中における Zn 量の減少は AdipoR1、AdipoR2
の機能を低下し、アディポネクチン結合後における AdipoR の活性化を抑制することが示

唆される。本研究において、CNT 群で減少していた肝臓中の Zn 量が、[Zn(hkt)2]摂取群

で回復していたことは、[Zn(hkt)2]摂取が肝臓中の Zn 量を高め、AdipoR の感受性を改善

し、結果として、アディポネクチンの効果を強めた可能性もある。 
これまでに、著者は in vitro 系において[Zn(hkt)2]が末梢組織の脂肪細胞においてインス

リン様作用を示すことを報告している[89, 90]。[Zn(hkt)2]は脂肪細胞に対して作用し、イ

ンスリンシグナル経路を活性化するが、本長期投与実験で用いた[Zn(hkt)2]設定量（10-30 
mg Zn/kg BW）では骨格筋や脂肪組織といった末梢組織において作用し、インスリン抵

抗性を改善したが、随時血糖値を正常化するには不十分であったと考えられる。しかし、

膵臓ランゲルハンス島の肥大化を抑制し、その結果インスリン陽性細胞数の増加を抑制

し、最終的に膵臓ランゲルハンス島の機能保護作用に至ることは認められた[91]。今後、

最適な Zn 投与量を確立していけば、より有効な結果が得られる可能性は高い。なお、こ

の抗 DM 効果は PIO 摂取によるアディポネクチン分泌促進を介した抗 DM 効果とは異な

るメカニズムである。 
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総 括 
 

DM は高血糖を主症状とする慢性代謝疾患であり、全世界における DM 患者数は年々増

加している。また、DM 治療のみならず、発症予防についても有効な対策を取らなければ、

DM 患者数はさらに増加すると考えられている。DM 治療の指針として、運動療法、食事

療法の後に薬物療法があり、現在、様々な種類の DM 治療薬が臨床現場では使用されてい

るが、現在使用されている DM 治療薬では低血糖など重篤な副作用を起こす可能性があり、

副作用の少ない新規 DM 治療薬の開発が望まれている。 
Zn イオンはインスリンと β 鎖 10 位のヒスチジンに配位結合することでインスリン六量

体を形成することができ、このインスリン六量体は血液中で安定に存在している。Zn イオ

ンはインスリン様活性を有するといった生理学的、薬理学的機能において非常に重要な役

割を担っている。一方で、これまで数々の研究において、DM 患者の体内 Zn 量と健常者の

体内 Zn 量が異なり、重症の DM 患者は尿中の Zn 排泄量が多いことも知られている。この

ことから、Zn 量をコントロールすることが、新たな DM 治療の一つになり得る。 
本研究では、Zn 錯体の安全性に留意し、配位子に天然物抽出化合物であるヒノキチオー

ルを使用した[Zn(hkt)2]を用い、この[Zn(hkt)2]が示すインスリン様活性の作用メカニズムを

解明することを目的とし、第 1 章ではインスリン標的組織の一つである脂肪組織に着目し、

マウス培養脂肪細胞である 3T3-L1 脂肪細胞を用いて検討を進めた。 
生体内においてインスリンが標的組織における細胞に作用すると、インスリンは細胞膜

に存在するインスリン受容体に結合し、IRβ のチロシンリン酸化をきっかけに、シグナル

伝達が下流へと伝わり、PI3K を介して Akt のリン酸化が促進されていく。この時 PTP1B
は、IRβ に対してチロシンホスファターゼとして働き、脱リン酸化を促し、PTEN は PI3K
を介して生成された PIP3 を脱リン酸化し、インスリンシグナル経路を抑制する働きをする。

これに対して、3T3-L1 脂肪細胞において[Zn(hkt)2]はインスリンとは異なる作用点によって

Akt のリン酸化を促進することが示唆された。すなわち、[Zn(hkt)2]がまず細胞内に取り込

まれた後、インスリンシグナル経路において PTP1B、PTEN に対して阻害的に働くことで

インスリンシグナル伝達が増強し、加えて、PI3K に対して作用する Integrin-FAK (Focal 
Adhesion kinase)、Paxillin-ILK (Integrin-linked kinase)、GPCRs 経路などインスリンシグナル

経路外のタンパク質を介して Akt リン酸化を促進する可能性が考えられた。 
臨床現場における最近の DM 治療指針の一つとして、膵臓ランゲルハンス島 β 細胞数を

保持し、インスリン分泌能を可能な限り維持させることが重要であると考えられている。

そこで、[Zn(hkt)2]が膵臓へ直接作用した場合の影響について検討するため、第 2 章ではラ

ットインスリノーマ RIN-5F 細胞を用いて実験を行った。 
グルコース濃度の異なる 2 つの培地条件で検討したところ、RIN-5F 細胞は[Zn(hkt)2]によ

る Akt リン酸化促進作用に対して異なる応答性を示し、RIN-5F 細胞に対するグルコース暴

露量の違いによって、細胞の応答性が異なることが明らかとなった。膵 β 細胞におけるイ

ンスリンシグナル経路は、膵 β 細胞機能や膵 β 細胞量の調節に関わっている。Akt リン酸

化促進作用の応答性が顕著では無かった高グルコース（25 mM）培地条件下でリアルタイ
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ム PCR を用いて検討したところ、2 時間の[Zn(hkt)2]処理時には PDX-1 mRNA 発現量が増加

し、またこの時のインスリン mRNA は、[Zn(hkt)2]処理によって発現量が増加していること

が分かった。高グルコース（25 mM）培地条件下では、[Zn(hkt)2]は膵 β 細胞の機能維持お

よび β 細胞量の調節に寄与していると考えられ、[Zn(hkt)2]処理によって、まず PDX-1 mRNA
発現量が増加し、続いてインスリンの転写活性が上昇したと考えられる。以上より、

[Zn(hkt)2]処理は膵臓機能に影響する可能性があることが示された。 
これまでの 3T3-L1 脂肪細胞およびラットインスリノーマ RIN-5F 細胞を用いた in vitro

系の評価において[Zn(hkt)2]が示す抗 DM 作用やインスリン様活性を示す作用メカニズムを

明らかにしてきた。そこで第 3 章では、2 型 DM モデルの KK-Ay マウスを用いて in vivo 系

における[Zn(hkt)2]が示す抗 DM 作用、長期投与による安全性ならびに、インスリン分泌を

担う膵臓に対する保護作用および DM 性腎症への予防効果を PIO 摂取群を対照薬物として

検討した。なお DM 症状を早期に発症させ、重篤化させるため、HFD 負荷条件で検討した。 
HFD に混ぜた[Zn(hkt)2]を 18 週間長期間摂取した場合、CNT 群に比べてグルコース処理

能力の改善が認められた。血漿中インスリン濃度、および、血漿中アディポネクチン濃度

について測定した結果は、[Zn(hkt)2]摂取による抗 DM 治療効果が、PIO 摂取による作用と

は異なることを示唆した。インスリン分泌に関与している膵臓について病理組織学的検討

を行い、形態的変化および機能的変化を評価したところ、[Zn(hkt)2]摂取群においてはラン

ゲルハンス島の肥大化が有意に抑制されていた。これらの変動が、膵臓への Zn の移行性に

よるものかを検討するため、ICP-MS を用いて各臓器における Zn 量について定量した。膵

臓においては、[Zn(hkt)2]摂取により CNT 群よりも Zn 量が増加する傾向にあった。しかし、

この変化は有意なものでは無かったため、[Zn(hkt)2]摂取では膵臓への移行性および膵臓で

の直接的な作用は起こらなかったと考えた。その他、肝臓、骨格筋、脂肪組織についても

[Zn(hkt)2]摂取により増加する傾向が見られたが、腎臓においては逆に[Zn(hkt)2]摂取群では

CNT 群と比べると Zn 量が有意に減少し、[Zn(hkt)2]摂取による腎臓への蓄積は認められな

かった。[Zn(hkt)2]摂取による DM 性腎症に対する保護効果を期待していたが、Zn の摂取過

多により腎機能が低下するという報告もあるため、病理組織学的検討を同時に行った。そ

の結果、腎臓への影響は CNT 群でも、各種サンプル投与群でも認められなかったため、今

回の研究における Zn 量の変動は腎臓に影響を及ぼすレベルではないと判断した。 
[Zn(hkt)2]が脂肪組織内において作用することで、インスリンとは異なる作用点に働きか

け、インスリンシグナル経路を活性化させ、インスリン刺激によるシグナル伝達の活性化

を促進する。これらの作用は PIO のようなチアゾリジン系薬剤が示すアディポネクチン分

泌促進作用を介したものとも異なっていた。つまり、脂肪組織におけるインスリン抵抗性

を改善することで、DM 時に代償的に増加するインスリン産生を抑制し、血中インスリン

濃度を正常化に導く。その結果、膵臓ランゲルハンス島中の β 細胞数の増加抑制ならびに

ランゲルハンス島の肥大化を抑制する。このランゲルハンス島の肥大化抑制が、最終的に

膵臓における機能保護作用を示し、[Zn(hkt)2]は末梢組織におけるインスリン抵抗性の改善

作用ならびに間接的な膵臓保護作用により、安定的、持続的な抗 DM 作用を示すと結論づ

けた。  
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