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研究成果の概要（和文）：妊娠期には膵β細胞が代償性に増殖し、インスリン分泌量の増加を通じて血糖値の恒
常性が維持されている。我々は、妊娠期のマウス膵島においてPDZ binding kinase（Pbk）の発現が増加するこ
とを見出した。Pbkは癌細胞において細胞増殖に関与するとの報告があるため、Pbkが妊娠期のβ細胞増殖に関与
するとの仮説を立て、その検証を行った。解析の結果、Pbkはエストロゲン応答性に発現が増加し、Ccnb1の発現
増加を介してβ細胞増殖に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The proliferation of pancreatic β-cells is enhanced to enable an increase 
in β-cell mass during pregnancy. To elucidate the mechanisms involved, we investigated islets from 
pregnant and nonpregnant mice by gene expression profiling, and found that the expression of Pbk is 
increased in pregnant mouse islets compared with control mouse islets. Among the pregnancy hormones,
 treatment with estradiol upregulated Pbk expression. Knockdown of Pbk reduced BrdU incorporation in
 MIN6 cells, which was accompanied with a decreased expression of Ccnb1, a regulatory gene involved 
in mitosis. Ccnb1 expression was augmented in mouse islets during pregnancy. The forced expression 
of Pbk in isolated mouse islets increased Ccnb1 expression, and the Pbk inhibitor HI-TOPK-032 
suppressed Ccnb1 expression in islets isolated from pregnant mice. Our results suggest that Pbk 
contributes to the expansion of islets during pregnancy, and Ccnb1 may assist Pbk in its role in β
-cell proliferation.

研究分野： 糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病は1型糖尿病あるいは2型糖尿病に限らず、その発症にはβ細胞量の低下が関与している。現在、β細胞を
補充する治療として、臨床現場で提供されている唯一の方法が膵/膵島移植であるが、ドナー不足により適応が
極めて限定される。本研究は、妊娠期にβ細胞が増加することに着目し、その新規メカニズムの一端を明らかに
している。患者自身のβ細胞を十分に増やすことができれば、血糖値の改善や正常化が可能となる。本研究は、
β細胞の増殖を標的とする新たな糖尿病治療法開発の一助となることが期待される。

※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 
(1) 糖尿病は、糖代謝異常に伴う血糖値の上昇を特徴とし、血糖上昇に付随して様々な合
併症を併発する疾患である。高血糖により引き起こされる細小血管障害（網膜症・腎症・神経障
害）あるいは大血管障害（脳梗塞・心筋梗塞・閉塞性動脈硬化症）が重症化した場合には、生活
の質が著しく損なわれ、生命予後にも影響を及ぼす。血糖低下作用を主に担うホルモンがインス
リンであり、インスリンを分泌する膵 β 細胞の機能不全が、糖尿病の発症に重要な役割を占めて
いる。1 型糖尿病は、自己免疫を主因とする膵島炎により β 細胞が破壊され、インスリン分泌量
が絶対的に不足する疾患である。2 型糖尿病では発症前段階において、インスリン抵抗性の上昇
に応じてインスリン分泌量は一時的に増加するが、代償機構の破綻に伴い β 細胞量が漸減し、イ
ンスリン分泌量が相対的に不足することによって血糖値が上昇する。従って、1 型糖尿病あるい
は 2 型糖尿病にかかわらず、β 細胞の絶対量を増加させることが、究極的な糖尿病治療と目され
ている。  

現在、β 細胞を補充する治療として、臨床現場で提供されている唯一の方法が膵臓もし
くは膵島移植である。ただし、日本ではドナー不足により膵臓/膵島の入手が極めて困難である
ことから、適応症例が限られており、膵臓/膵島移植が受けられる患者は極少数である。iPS 細胞
の出現に伴い、将来は膵再生医療により β 細胞の補充が可能になることが予想される。ただし、
再生医療は個々の患者の病状に応じたオーダーメード治療とも捉えられ、治療コストは高額で
あることが考えられる。以上より、糖尿病患者自身の β 細胞量を保持し、インスリン分泌能を可
能な限り維持する方法が確立できれば、iPS 細胞を用いずとも血糖値管理が容易となり、より多
くの糖尿病患者がその恩恵を享受できる可能性があり、医療経済面と併せて、その有用性が期待
される。 

 
(2) 妊娠中は胎盤から分泌される胎盤ラクトーゲンなどの影響によりインスリン抵抗性が
誘導されるが、インスリン分泌量が増加することで、糖代謝の恒常性が維持されている。齧歯類
の解析では、妊娠に伴い母体において β 細胞量が増加することが報告されている。妊娠期には、
エストロゲン等の妊娠ホルモン分泌が増加しており、β 細胞はそれらに対する受容体を有してい
ることから、妊娠期の β 細胞増殖機構は、肥満に伴うインスリン抵抗性に応じた代償性 β 細胞
増殖機構とは異なることが想定されている。 

我々は妊娠期の β 細胞増殖に着目し、妊娠マウスと非妊娠マウスから膵島を採取し、
マイクロアレイ法を用いて遺伝子発現を網羅的に解析した結果、セロトニンの合成律速酵素で
ある Tryptophan hydroxylase 1（Tph1）が妊娠膵島に発現することを発見し、セロトニンがプ
ロラクチン応答性に生成され、妊娠期の β 細胞増殖に関与することを報告している（Kim H, et 
al: Nature Med 16, p804, 2010, Iida H, Ogihara T, et al: J Mol Endocrinol 55, p41, 2015）。そ
して、マイクロアレイの追加解析を施行した結果、マウス膵島においてリン酸化酵素 PDZ 
binding kinase (Pbk)の発現が妊娠応答性に増加することを見出した。 
 

(3) Pbk は T lymphokine-activated killer の cDNA ライブラリーから同定された 36kDa の蛋
白であり、p38MAP kinase をリン酸化する MAPKK-like protein として報告された。ヒト正常組織
における Pbk の発現は限定的であり、精巣や胎生期の神経前駆細胞での発現が確認されている。
そして、Pbk は、白血病細胞・乳癌・大腸癌・肺癌・肝細胞癌などの癌細胞に高発現することが
報告され、更なる解析から、Pbk は細胞周期に介入し、腫瘍増殖作用を有すると考えられている。
Kim らは、大腸癌を移植したマウスに Pbk 阻害薬である HI-TOPK-032 を投与し、腫瘍増殖抑制
効果を報告しており、Pbk は抗癌剤の新たな分子標的としての役割が期待されている(kim DJ, et 
al: Cancer Res 72, p3060, 2012)。以上の前提から、Pbk は β 細胞においても細胞増殖に関与する可
能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 

本研究において、申請者は Pbk が妊娠期の β 細胞増殖に関与するとの仮説を立てた。 
癌細胞を対象とした先行研究では、Pbk による細胞増殖作用を検証し、その下流として複数の経
路を提示している。Ayllon らは、Pbk が p38MAPK の活性化を通じて、IGF-1 依存性の腫瘍増
殖を促すと報告した（Ayllon V and O’Connor R: Oncogene 26, p3451, 2007）。また、転写因子
p53 はサイクリン依存性阻害因子である CDKN1A（p21）のプロモーター領域に結合し、p21 の
発現を促して細胞周期を抑制することが知られている。Pbk は p53 と複合体を形成し、p53 の
抑制を介して細胞増殖を促進すると報告された。その際、Pbk が p53 の転写活性機能を抑制す
るとの説、あるいは Pbk が p53 蛋白の安定性を低下させるとの説が提唱されている（Hu F, et 
al: Oncogene 29, p5456, 2010, Namdi AK, et al: BBRC 358, p181, 2007）。更に、Pbk は Pten
の発現を低下させ、PI3 kinase の活性化を維持することで細胞増殖を促すと報告する研究グル
ープもある（Shih MC, et al: Oncogene 31, p2389, 2010）。まとめると、Pbk は、(i) p38MAPK
経路、(ii) p53-p21 経路、(iii) PI3K/Akt 経路を介して腫瘍増殖を制御する可能性がある。それら
を参考にしつつ、我々の研究の目的は β 細胞における Pbk の細胞増殖作用を検証し、そのメカ
ニズムの詳細を解析することである。 
 
 



３．研究の方法 
 妊娠及び非妊娠マウスから膵島を単離し、Pbk
の発現量を定量的 RT-PCR 法、またはウェスタンブロッ
ト法で確認する。 

β 細胞の腫瘍株である MIN6 細胞において、
RNA 干渉法を用いて Pbk の発現を抑制、あるいは Pbk
阻害薬 HI-TOPK-032 で前処理した後に BrdU 導入率を
測定し、細胞増殖能を評価する。更に、前述の検体を用
いて、定量的 RT-PCR 法およびウェスタンブロット法に
て細胞増殖に関与する因子を解析し、Pbk を抑制するこ
とによって生じ得る細胞内シグナル伝達系の変化を明
らかにする。 

単離膵島に対して Pbk 阻害薬 HI-TOPK-032
を投与することで Pbk の作用を抑制、あるいはアデノウ
ィルスを用いて Pbk を過剰発現することで Pbk 作用を
増強させた上で検体を採取し、細胞内シグナル伝達系へ
及ぼす影響を比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 妊娠マウスと非妊娠マウスから膵島を採取し、
それらの遺伝子発現を比較したマイクロアレイの解析
結果では、非妊娠マウスに比して妊娠マウスの膵島にお
いて Pbk の発現増加を認めた。定量的 RT-PCR 法を用
いて追試した結果、非妊娠マウスの膵島と比較し、妊娠
マウスの膵島で Pbk の発現が、約 3 倍に増加していた
（図 1A）。続いてウェスタンブロット法で検証した結果、
妊娠マウスの膵島で PBK の蛋白量が増加傾向であった（図 1B）。興味深いことに、既報におい
て Pbk の発現調節に関与すると報告されている転写因子 E2f1 も、妊娠期の膵島において発現
が約 2 倍に増加していた（図 1B）。以上より、マウスの膵島において Pbk は妊娠期に発現が増
加することが確認された。 

Pbk が β 細胞においても細胞
増殖に関与するかを検証するために、
マウスの β 細胞腫瘍株である MIN6 細
胞において、RNA 干渉法を用いて Pbk
の発現を抑制した。Pbk をノックダウ
ンすることによって、Pbk の発現量は
70％以上低下し、それに付随して BrdU
取り込み率が有意に低下した（図 2A）。
さらに、MIN6 細胞を Pbk 阻害薬 HI-
TOPK-032 で処理したところ、BrdU 取
り込み率が低下した（図 2B）。すなわち、
Pbk は β 細胞においても細胞増殖に関
与することが示唆された。 
 

(2) 先行研究において、Pbk が p53 を介して細胞増殖を制御すると報告されていることか
ら、ウェスタンブロット法を用いて p53 発現量を解析した。その結果、MIN6 細胞において Pbk
をノックダウンすることにより p53 の蛋白量が増加した（図 3A）。p53 の蛋白量増加は、Pbk 阻
害薬にて処理した MIN6 細胞におい
ても確認された（図 3B）。p53 の作
用として、細胞周期に対して抑制的
に作用する Cdkn1a（p21）の発現増
加を介して細胞増殖を低下させるこ
とが知られている。定量的 RT-PCR
法を用いて解析した結果、予想に反
して Cdkn1a 発現量は Pbk ノックダ
ウンによる影響を受けなかった。膵
島から採取したサンプルに立ち戻
り、定量的 RT-PCR 法で評価した結
果、非妊娠マウスと妊娠マウスとの
比較おいて、Cdkn1aの発現に有意差
を認めなかった。以上より、Cdkn1a
は、妊娠期の β 細胞増殖には関与し
ない可能性が示唆された。 



 また、Pbk は p38MAPK のリン酸化酵素として同定された蛋白質であり、癌細胞にお
いて、リン酸化によって活性化された p38MAPK は細胞増殖に関与することが知られている。
MIN6 細胞において p38MAPK のリン酸化をウェスタンブロット法で評価したところ、Pbk の
ノックダウンの有無で、リン酸化に差を認めなかった。PI3K/Akt 経路は、細胞増殖における細
胞内シグナル伝達経路の一つである。Pten は PI3K の抑制因子であり、Pbk は Pten の発現を
抑制するとの既報がある。MIN6 細胞において、定量的 RT-PCR 法を用いて Pten の発現量を
測定したが、Pbk のノックダウンの有無で、Pten の発現量に差を認めなかった。そして、非妊
娠期と妊娠期の膵島において比較したところ、同じく Pten の発現量に差を認めなかった。以上
より、p38MAPK 経路、PI3K/Akt 経路は、Pbk 依存性の β 細胞増殖に関与しない可能性が示唆
された。 
 
(3) Pbk の抑制による p53 蛋白量の増加は既報と類似した結果であったが、Cdkn1a の発
現量には変化がなく、腫瘍細胞において提示されたメカニズムとは一致しなかった。そのため、
Pbk の新たな標的遺伝子の検索を目的として、細胞周期を制御するサイクリン関連の遺伝子発
現量を、定量的 RT-PCR 法を用いて測定した。Pbk をノックダウンした MIN6 細胞において、
Ccna1、Ccnb1、Ccnb2、Ccnd2、Ccnd3、Cdk1、Cdk4 の発現低下を認めた。また、Pbk 阻害
薬で処理した MIN6 細胞においても、Ccna1、Ccnb1、Ccnb2、Ccnd2、Ccnd3、Cdk1、Cdk4
の発現量が低下した。 
 マウスから膵
島を単離し、アデノウ
ィルスを用いて Pbk を
過剰発現させた結果、
前述の遺伝子の中で、
Ccnb1 の発現のみが増
加していた(図 4A)。非
妊娠マウスおよび妊娠
マウスから採取した膵
島を比較したところ、
妊 娠 期 に Ccna1 、
Ccnb1、Cdk4 の発現増
加を認めた（図 4B）。次
に、妊娠期に単離した
膵島を Pbk 阻害薬で処
理した結果、妊娠に付
随して増加していた
Ccnb1 の発現が、Pbk
阻害薬の投与により有
意に低下していた（図
4B）。 

まとめると、β 細胞おいて Pbk を抑制すると Ccnb1 の発現が低下し、過剰発現を用い
て Pbk 作用を増強すると Ccnb1 の発現が増加していたことから、Ccnb1 は Pbk の標的遺伝子
の有力な候補の一つと考えられた。 
 
(4) 妊娠が Pbk 発現増加の契機となって
いることから、Pbk の上流シグナルの解析を目
的として、単離膵島を各種の妊娠ホルモン（エ
ストロゲン・プロゲステロン・プロラクチン・
HCG）で刺激し、Pbk の発現量を定量的 RT-
PCR 法で測定した。その結果、Pbk はエストロ
ゲンの刺激に応じて、Pbk の発現が増加してい
た（図 5）。MIN6 細胞を用いて追試したとこ
ろ、エストロゲン応答性の Pbk 発現増加が確
認された。 
 
(5) 以上の解析から、妊娠期の β 細胞にお
いて、Pbk はエストロゲン応答性に発現が上昇
し、Ccnb1 を介して、細胞増殖を促進する可能
性が示唆された。本研究によって、妊娠期に伴
う β 細胞増殖の新たなメカニズムの一端が、明らかとなった。ただし、Pbk がどのようなメカニ
ズムで Ccnb1 の発現を制御しているかは未解明である。細胞増殖に重要な役割を果たす p53 の
蛋白量が Pbk の影響を受けて変化することも大変興味深い。p53 の下流には様々な標的が存在
するため、p53 が Cdkn1a（p21）以外の経路を介して、妊娠期の β 細胞増殖に関与している可
能性も考えられる。 



今後、Pbk 作用のより詳細なメカニズムを明らかにし、あるいは Pbk の発現調節機構
などを解析することによって、β 細胞増殖を治療戦略とする新たな糖尿病治療法の開発が期待さ
れる。 
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