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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで膵β細胞機能維持にオートファジーが重要な役割を果たすことを明ら
かにした。しかし、２型糖尿病で認められる後天性のオートファジー不全が膵β細胞不全の原因となっているか
は明らかでない。そこで、今回、後天的に膵β細胞のオートファジー不全を誘導するマウスを作製しそのマウス
の糖代謝を検討した。その結果、オートファジー不全の数週にわたる継続が膵β細胞不全を引き起こすことを明
らかとした。さらに、膵α細胞におけるオートファジー不全は糖代謝異常に直接関与しないこと、最近同定され
たマイトファジーに必須な分子Atg32の哺乳類ホモログであるBCL2L13は膵β細胞機能維持に関与しないことを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated that autophagy plays an important role in 
maintenance of pancreatic β-cell function. However, it is not clear whether the acquired autophagy 
deficiency observed in type 2 diabetes causes pancreatic β-cell failure. Therefore, this time, we 
established the mice with inducible autophagy deficiency of pancreatic β cells, and examined the 
glucose metabolism of the mice. As a result, it was revealed that continuation of autophagy 
deficiency for several weeks causes pancreatic β-cell failure. Furthermore, we revealed that 
autophagy deficiency in pancreatic α cells is not directly involved in abnormal glucose metabolism,
 and BCL2L13, a mammalian homologue of Atg32, a recently identified molecule essential for 
mitophagy, is not involved in the maintenance of pancreatic β cell function. 

研究分野： 糖尿病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々の研究グループは、膵β細胞におけるオートファジー機能不全が膵β細胞機能不全に関与することを世界
に先駆けて解明し、この分野における世界のリーダー的立場にいる。本研究はこれまでの研究を継承し、膵β細
胞機能不全とオートファジー機能不全の一端を解明した。本研究の結果は、２型糖尿病における膵島不全の病態
解明に貢献し、新規糖尿病治療薬の分子標的の発見につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
オートファジーはタンパク質分解の主要な経路であり、飢餓時の細胞内再利用のためのアミ

ノ酸分解機構として、また細胞質内機能維持のための細胞内浄化・品質管理機構として生体の恒
常性維持に重要なはたらきを担っている。この生理的重要性はオートファジーの分子機構の解
明の研究にノーベル賞が授与されたことからも明らかであるが、未解明の点も多数あり、今後の
データの積み重ねが大事である。 
我々はこれまで、糖尿病の根本病態である膵β細胞機能不全におけるオートファジーの重要

性に焦点を当てて研究を行ってきた。その結果、糖尿病モデルマウスの膵β細胞においてオート
ファジー不全が認められること、さらにラットインスリンプロモーター下に Cre リコンビナー
ゼを発現するトランスジェニックマウスと、オートファジー機構に必須な遺伝子である Atg7 の
flox マウスを交配させた膵β細胞特異的オートファジー不全マウスである RIPCreAtg7f/f マウ
スでは、膵β細胞の増殖、細胞死の調節機構不全と、インスリン分泌不全を認めること、さらに
膵β毒性をもつヒト IAPP 発現マウスでは膵β細胞不全が悪化すること等を報告してきた
(Ebato C. et al Cell Metab 2008, Abe H. et al Endocrinology 2013, Shigihara N. et al J Clin 
Invest 2014)。しかし、残された課題が多数ある。 
我々がモデルとして用いてきた RIPCreAtg7f/f マウスは組織形成において重要な胎生期から

オートファジーが欠損しているため、２型糖尿病で推定されているような後天性のオートファ
ジー不全が膵β細胞不全の原因となっているか否かは解明できていない。また、２型糖尿病での
特徴的膵島機能不全である 1)インスリン分泌不全 2)膵β細胞容積低下 3)グルカゴン分泌不全の
なかでグルカゴン分泌不全に対するオートファジー機構の関与に関しては一切検討できてない。 
また、最近、オートファジー機構にもさまざまなタイプのものが存在することが明らかされて

いる。その中でも、特に異常ミトコンドリアの処理に関わるマイトファジーがさまざまな疾患と
の関連性から注目されている。我々はこれまで RIPCreAtg7f/f マウスの膵島においてブドウ糖
応答性の ATP 産生量増加不全を認めているが、この結果はオートファジー不全による障害ミト
コンドリアの残存が、オートファジー不全によるブドウ糖応答性インスリン分泌機構障害の原
因である可能性を示唆する。そこで、我々は、インスリン分泌障害の根本原因にマイトファジー
機構障害が関与するとの仮説のもと、マイトファジーに関わるとされている Parkin および
PINK1 のノックアウトマウスにおける膵β細胞機能を評価したが、膵β機能障害はほぼ認めら
れず(Miyatsuka T. et al unpublished observation)、オートファジー不全によるインスリン分泌
機構障害の原因として他の機構の関与が想定された。そのようななかで、酵母のマイトファジー
に必須な分子である Atg32 の哺乳類ホモログである BCL2L13 が同定され(Murataka T. et al 
Nat Commun 2015)、BCL2L13 依存性マイトファジーが膵β細胞の機能維持に関与する可能性
が考えられた。 

  
２．研究の目的 

 
 以上の背景を鑑み、本研究では膵島不全におけるオートファジー機構の役割のさらなる解明
を目的として以下を具体的目標として検討した。 

1) 膵β細胞特異的かつ薬剤誘導性に Atg7 を欠損するマウスを作成し、膵β細胞機能におけ
る後天的オートファジー不全の役割を解明する。 

2) 正常および糖尿病モデルマウスの膵α細胞を電子顕微鏡で観察し、生理的条件下および代
謝ストレス下における膵α細胞の autophagy status を評価するとともに、膵α細胞特異的 Atg7
欠損マウスを作製し、膵α細胞におけるオートファジー不全が膵α細胞数、グルカゴン分泌動態
に与える影響を検討する。 

3) 新規マイトファジーの鍵分子 BCL2L13 の膵β細胞での役割を解明するために、BCL2L13
欠損 MIN6 細胞株および、膵β細胞特異的 BCL2L13 ノックアウトマウスを作製し、インスリ
ン分泌機構における BCL2L13 依存性マイトファジー機構の意義を解明する。 
 
３．研究の方法 

 
1) 後天的膵β細胞特異的オートファジー不全モデルマウスの確立と解析 

我々はこれまで RIPCreAtg7f/f マウスがブドウ糖応答性インスリン分泌低下に基づく耐
糖能障害を示すこと、高脂肪食による膵β細胞容積増加が認められないことを報告してき
た。本研究では後天的オートファジー不全が膵β細胞機能に与える影響に関して検討する
ため、MIP-CreER マウス(Tamarina et al. Islets 6: e27685, 2014)と Atg7fl/fl マウスを交
配することにより、MIP-CreER;Atg7fl/fl マウスを作成し、十分膵発生が終了した段階でタ
モキシフェンを投与することにより、後天的オートファジー不全を導入するモデルを作成
し、週齢を追って、我々がすでに表現型を観察している RIPCreAtg7f/f マウスの膵β細胞
機能との比較を行うとともに、膵β細胞で、どのような遺伝子変化が起こるかに関して検
討を行う。 

 
2) 膵α細胞特異的 Atg７KO マウスの確立とその表現型の評価 



ピッツバーグ大学の Gittes 博士より供与された Glucagon-CreER マウスと Atg7 flox マ
ウスを交配し Tamoxifen を投与することで、膵α細胞特異的かつ後天的に Atg7 遺伝子を
欠失するモデルマウス、αAtg7KO マウスを作製し、本マウスの表現型を観察することで
膵α細胞におけるオートファジーの役割を解明する。 

 
3) 膵β細胞特異的 BCL2L13KO マウスの確立とその表現型の解明 

BCL2L13 が哺乳類の Atg32 ホモログであることを見い出した大津欣也博士(Kings 
College of London)から BCL2L13flox マウスを入手し、本マウスと MIP-CreER マウスと
を交配することで膵β細胞特異的 BCL2L13 ノックアウトマウスを作製し、膵β細胞機能
の評価を週齢を追って行う。 

 
４．研究成果 
 
1)  後天的膵β細胞特異的オートファジー不全モデルマウスの確立と解析 

 
上述の方法で、MIP-CreER;Atg7fl/fl マウスの作製に成功した。本マウスに 2 週間およ

び 6 週間タモキシフェンを作用させ、それぞれのマウスの表現型を調べた。2 週間オート
ファジー 不全を誘導したマウス(iβAtg7KO-2W)の膵β細胞には p62 の蓄積は認めるもの
のドットは認めず、耐糖能は対照同胞マウスと同等であった。一方、6 週間オートファジー
不全を誘導したマウス(iβAtg7KO-6W)の膵β細胞には p62 陽性ドットが細胞に認められ、
また、インスリン分泌不全を伴う高血糖を認めた。これらの知見はオートファジー不全そ
のものというよりもオートファジー不全がある程度継続することがβ細胞不全を引き起こ
すことを示している。 次に、その分子メカニズムを解明するために iβAtg7KO-2W, iβ
Atg7KO-6W、および対照マウスの膵島を単離し、RNA sequencing を行なった。iβ
Atg7KO-6W マウスでは、インスリン分泌能を制御する多くの遺伝子の発現が低下してい
た。iβAtg7KO-2W マウス膵島で対照マウスに比較して有意に発現が亢進しているのは 8
遺伝子のみであり、これらのうち、iβ Atg7KO-6W マウスで共通して発現が亢進している
のは Sprr1a のみであった。db/db マウス膵島で Sprr1a mRNA を定量化すると、耐糖能正
常である 4 週齢では遺伝子発現に変化はなかったが、β細胞不全およびオートファジー不
全の進行した 8 週齢、12 週齢において有意な発現亢進が確認された。次に iβAtg7KO-6W
マウスの膵切片において抗 Sprr1a 抗体を用いた免疫組織染色を行ったところ、p62 凝集
塊を伴うオートファジー不全β細胞の一部にのみ SPRR1A タンパクの発現を認めたこと
から、SPRR1A の発現とオートファジー不全とには相関が認められ、SPRR1A がオートフ
ァジー不全による膵β細胞機能不全に何らかの役割を有することが示唆された。 

 
2) 膵α細胞特異的 Atg７KO マウスの確立とその表現型の評価 

 
まず、膵α細胞におけるオートファジーの状態を調べる目的で、GFP-LC3 トランスジェニ

ックマウスを用いて絶食によるオートファジーの誘導を調べた。その結果、膵α細胞でも
絶食によりオートファジーが誘導されることが確認された。次に上述の方法で膵α細胞特
異的 Atg７KO マウスを作製し、タモキシフェン投与後６週後に膵α細胞のオートファジ不
全による糖代謝状態を調べたが、コントロールマウスと比較してあきらかな異常は認めな
かった。生体におけるグルカゴンはアミノ酸代謝制御が主であるとの報告もあるため、血
中アミノ酸に関しても調べたが、明らかな異常は認められなかった。 
次に、膵α細胞の細胞容積に注目して解析すると、平均的な膵α細胞数には変化はない

ものの膵α細胞数の増加が著しい膵島が膵α細胞特異的 Atg７KO マウスの膵で認められた。  
したがって、膵α細胞特異的 Atg７KO マウスでは膵島内α細胞数の不均一化が認められ

ることが明らかになった。 
 
3) 膵β細胞特異的 BCL2L13KO マウスの確立とその表現型の解明 

 
上述した方法で膵β細胞特異的 BCL2L13KO マウスを作製した。タモキシフェン投与後

６週間観察したが、糖代謝異常は一切認めなかったため、高脂肪食８週間後さらに S961 負
荷を行ったが、明らかな異常は認められなかった。これらのデータから BCL2L13 が膵β
細胞のマイトファジーに必須な役割をして、膵β細胞の機能維持に関わる可能性はほとん
どないことが示唆された。 
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