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研究成果の概要（和文）：転写因子ARXは、膵島内分泌細胞の分化に決定的な作用を発揮していることが知られている
が、詳細な作用機構は不明である。我々が作製したグルカゴン(Gcg)遺伝子ノックアウトマウス（GcgKO）の膵島ではAR
Xの発現増加とα細胞の過形成が認められた。そこで、本研究ではGcgKOとArx遺伝子改変マウスのダブルミュータント
の表現型を解析することによりARXの膵島内分泌細胞に及ぼす作用機構の解明を目指した。その結果、変異Arx導入によ
り、GcgKOで観察されるα細胞の過形成が有意に減弱することが示され、ARXがGcg作用欠損により生ずるα細胞の過形
成に必須の役割を演じていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：A transcription factor, aristaless-related homeobox (ARX), is known to play a pivo
tal role in the development of pancreatic islet cells. However, its precise mechanism remains to be clarif
ied. We recently found that a marked hyperplasia was associated with increased expression of ARX in the pa
ncreatic islet in mice deficient in glucagon gene-derived peptides. In this study, we sought to elucidate 
the role of ARX in the hyperplasia of alpha cells through analyses of two Arx mutant alleles that have dif
ferent levels of impairment of their function. The increase in islet size and number of alpha-like cells w
ere reduced in those mutant mice, indicating that the alpha cell hyperplasia induced by the inactivation o
f glucagon gene is reduced by introduction of an Arx mutation. In addition, the reduction was correlated w
ith severity of disrupted ARX function, showing that the function of ARX is one of the key modifiers for t
he proliferation of pancreatic alpha cells.
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1. 研究開始当初の背景と目的 

Arx 遺伝子 (the Aristaless-related homeobox 

gene)は、ホメオボックスを有する転写因子ファミリ

ーに属し、哺乳類では X 染色体上に位置する。

Arx は、主として中枢神経系に発現し、Arx 遺伝子

変異は、伴性遺伝性精神発達遅滞や滑脳症など

を引き起こす。一方、Arx は膵臓でも発現しており、

膵島内分泌細胞の分化に決定的な影響を与える

ことが知られており、Arx 変異を有する症例では一

過性の低血糖発作が報告されている。 

我々は、これまで不明な点が多かったグルカゴン

の生体内での作用を明らかにする目的でプログル

カゴン遺伝子に GFP(Green Fluorescent Protein) 

を組み込むことで、グルカゴンを含むプログルカゴ

ン遺伝子由来ペプチドがすべて欠損するグルカゴ

ンノックアウトマウス(GcgKO, あるいは Gcggfp/gfp)を

作製した。興味あることに、GcgKO の膵島では本

来はグルカゴンを産生するはずのα-like 細胞の

著明な過形成が観察され、Arx の発現が有意に増

加していた。これまで ARX はα細胞の分化に不可

欠とされてきたことから、GcgKO で観察されるα

-like細胞の過形成にARXの過剰発現が重要な役

割を演じていることが想定された。そこで、本研究

は以上の仮説を実証する目的で、ARX の機能が

部分的に障害されている 2 種類の Arx ノックインマ

ウスを入手し、これらをGcgKOと交配することにより

Gcg と Arx のダブルミュータントマウスを作製して、

その表現型を解析することを計画した。 

 

2. 研究方法  

＜動物実験＞理研バイオリソースセンターから

寄贈を受けた 2種類のノックインマウスの 1つ

は、ヒトではミオクローヌス発作や知的障害を

もたらす P355L:PL 変異のノックインマウス

（Arxpl/Y）であり、もう 1つはウエスト症候群

をもたらす変異 330ins(GCG7):G7 変異を組み込

んだ Arxg7/Yである。これらを図１に示した方法

で交配し、Gcgと Arxのダブルミュータントマ

ウスを作製した。得られた変異マウスの遺伝的

背景を均一化するため、少なくとも 10世代のも

どし交配を行い、実験に供した。すべてのマウ

スは、SPF(specific pathogen free)環境下で飼

育され、実験は米国 NIH（国立衛生研究所）が

定める動物実験指針に則り実施された。 

図１: 交配実験計画 

＜膵形態学的の定量的解析＞ 摘出した膵は、重

量測定後、4%パラホルムアルデヒドにより固定

し、パラフィン包埋した。パラフィン切片は 6

μm厚とし、90μm間隔の標本を HE染色後形態

学的解析に供した。膵島の数、面積など定量的

解析は、ナノズーマ 2.0 RS（浜松フォトニクス

社製）を用いて行った。また、切片にある膵臓

全体の面積は Image Pro Plus 6.1(Media 

Cybernetics 社製)を用いて計測した。定量的

RT-PCR や免疫組織化学などは既報に従った。 

 

3. 研究成果 

(1) Gcg/Arxダブルミュータントマウスの体重

および血糖値 

図１に示した交配により、メンデルの遺伝法則

から予想された数の Gcgと Arxのダブルミュー

タントマウスが出生した。生後 2週令における

体重は、ゲノタイプ Arx7/Yを持つ個体が Gcgゲ

ノタイプの如何に関わらず、有意に減少してい

た。一方、ArxPL/Yは体重には影響しなかった。

同様に、Arx7/Yを持つ個体の血糖値はこれを持

たない個体に比べ有意に低下していた。このこ

とから、ARX-G7 導入による ARXの機能障害の程

度は PLに比べ大きいと考えられたが、これは 

Arx7/Yを持つ個体の神経症状が ArxPL/Yを持つ個

体に比べ重症であるという報告に合致するもの

である。 

(2) Gcg/Arxダブルミュータントマウスに於け

る膵島面積、膵島数、および膵全体サイズ 

HE染色切片に於ける膵島数と膵島面積をナノ

ズーマを用いて定量的に解析した際の典型的な

光学顕微鏡所見を図 2Aに示し、その結果を図 2 

B,C,D,E に示した。 

 

 



図 2A:膵切片の HE染色像 
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図 2B:膵全体に占める膵島面積の割合 

(2 週令) 

Glucagon: gfp/+     gfp/gfp gfp/+    gfp/gfp gfp/+    gfp/gfp 
Arx: X/Y                     PL/Y                       G7/Y

2 weeks old  

 

図 2C: 膵全体の膵島数(2週令) 

Glucagon: gfp/+    gfp/gfp gfp/+    gfp/gfp gfp/+    gfp/gfp 
Arx: X/Y                     PL/Y                       G7/Y

2 weeks old  

 

図 2D:膵重量/個体重量(2週令) 

Glucagon: gfp/+    gfp/gfp gfp/+    gfp/gfp gfp/+   gfp/gfp 
Arx: X/Y                     PL/Y                       G7/Y

2 weeks old  

 

図 2E: 膵重量/個体重量(3ヶ月令) 

Glucagon: gfp/+        gfp/gfp gfp/+    gfp/gfp
Arx: X/Y                                PL/Y

3 months old
 

 膵島の面積は GcGKOで約2倍と有意に増加し

ていたが、2種類の Arx変異の導入により、い

ずれもコントロールである Gcggfpヘテロ個体

（Gcggfp/+）のレベルまで減少していた。同様に

膵単位面積あたりの膵島の数も GcGKOで有意に

増加し、2種類の Arx変異の導入により、いず

れも Gcggfp/+のレベルまで減少していた。 

 一方、膵重量は、GcGKOで有意に増加していた

が、この増加は 2種類の Arx変異の導入の影響

は受けなかった。3ヶ月令のマウスでも膵重量

は、GcGKOで有意に増加していたが、2週令のマ

ウスとは異なり ArxPLの導入により有意に減少

した。しかしながら、Gcggfp/+のレベルまで減少

することはなく、Gcggfp/+に比し、有意に増加し

ていた。なお、Arx7/Y導入マウスは体重減少と

低血糖が出現するため、生後数週で死亡してし

まうため、3ヶ月令の解析には用いることが出

来なかった。 

 



(3) 膵の免疫組織科学的解析 

変異 Arx導入の膵島αおよびα-like 細胞と

β細胞の分布に及ぼす影響を検討するため、抗

GFP抗体（α-like 細胞染色）、抗グルカゴン抗

体（α細胞染色）、および抗インスリン抗体（β

細胞染色）を用いた免疫組織化学による解析を

行い、その結果を図 3に示した。 

本来グルカゴンを産生するα-like 細胞を示

す抗 GFP抗体の免疫染色は既報(Hayashi Y. et 

al. Mol Endocrinol, 2009)と同様、

GcgKO(Gcgglp/glp)において著明に増加し、その数

も増加していることが示された。一方、この

GcgKO に変異 Arxである ArxPLを導入すると

（ArxPL/Y）、免疫染色の程度、および陽性細胞の

数が減少し、もう一つの Arx変異である Arx7

の導入個体(Arx7/Y)では陽性細胞はほとんど認

められなかった。同様にグルカゴン免疫染色性

も２つの Arx変異導入により減弱したが、その

減弱の程度は Arx7導入個体に於いてより著明

であった。これに対し、抗インスリン抗体によ

る免疫染色は Gcg、Arxいずれの遺伝子変異導入

によっても変化することがなく、Gcgや Arxの

変異は膵β細胞の機能および数に影響を及ぼさ

ないことが示された。 

 

図３：膵島の免疫組織化学 
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4. 考案と総括 

GcgKOやグルカゴン受容体ノックアウトマウス

において膵島α細胞(GcgKOにおいてはα-like

細胞)の著明な過形成が認められたことから、グ

ルカゴン作用の欠損がα細胞の過形成をもたら

すことは既に知られていたが、この過形成にど

のような因子が関与するかに関しては不明な点

が多かった。本研究は、GcgKO膵において転写

因子であるArx mRNAが過剰発現することに注目

し、GcgKOと変異 Arxノックインマウスのダブ

ルミュータントを作製、これを用いてグルカゴ

ン作用欠損によるα細胞過形成に及ぼす ARXの

作用を検討した。その結果、膵島の面積のみな

らず、数も GcgKO膵に於いて著明に増加してお

り、免疫組織化学の結果と合わせると、膵島面

積と数の増加は、α-like 細胞の過形成を反映

したものであることが明らかとなった。一方、

変異 Arxを導入したダブルミュータントマウス

ではα-like 細胞過形成が有意に減弱し、この

減弱の程度は ARX機能に強い障害をもたらす

Arx7変異導入個体においてより著明であった。

以上の結果より、ARXはグルカゴン作用欠損に

伴うα細胞の過形成に必須な役割を演じている

ことが示された。 
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