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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病は、インスリン感受性が低下しそれに伴う膵ラ島b細胞のインスリン分泌量
の増加、負担を強いられた膵ラ島b細胞が減少し、インスリン分泌量が不足することで発症する。最近の研究成
果により、生体内の栄養素で準必須アミノ酸の1つであるアルギニンが膵ラ島b細胞の強力なインスリン分泌誘導
因子であることを定量的に明らかとなった。アルギニンの生体内での役割について解析するため、独自に作製し
たアルギニンナノビーズを作製し、3種類のアルギニン結合因子(A/PBP1、bCGF、GK)を同定した。それらの生理
機能解析により、アルギニンを介したインスリン分泌制御およびその恒常性維持機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Type 2 diabetes mellitus is a multifactorial disease, due to decreased 
glucose peripheral uptake and beta cell dysfunction, due to reduced both insulin secretion and 
insulin sensitivity. In our previous study, we have identified several factors involved in 
arginine-induced insulin secretion. To understand the mechanism of arginine-induced insulin 
secretion, using arginine-immobilized magnetic nanobeads, A/PBP, bCGF and GK were isolated and 
identified as the arginine-binding protein complex. By analyzing their physiological functions, we 
clarified the mechanism of arginine-mediated regulation of insulin secretion and its homeostasis 
maintenance mechanism.

研究分野： 内分泌
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、膵b細胞の自己増殖を促すメカニズムと併せてアルギニンによる新規の分泌機構を明らかにした
ことは、現行の対症療法から、糖尿病病態の改善、さらには、根本的治療が可能な新薬の開発につながる可能性
を秘めており、糖尿病治療において大きな意義を有する。糖尿病研究業界においてもまだ認知の低いA/PBPや
bCGFについて新たな知見を提供することは、当該研究分野の視野を広げ、まだ未開拓な研究を展開させ得るとい
う点で非常に重要であり、大きなインパクトがある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

2型糖尿病は、肝臓、骨格筋などの組織におけるインスリン感受性が低下し、それに伴い膵臓
ランゲルハンス島 β 細胞 (膵 β 細胞)のインスリン分泌量の増加、その長期化によって負担を強
いられた膵 β細胞が減少し、インスリン分泌量が不足することで発症する。一方で、現所属研究
室は最近、生体内の栄養素で準必須アミノ酸の 1 つであるアルギニンが膵 β 細胞の強力なイン
スリン分泌誘導因子であることを発見した。さらに、アルギニンを固定化した独自のナノビーズ
を開発し(Masaki et al., Biomedi. Chromatogr., 24: 606-612 (2010))、インスリン分泌細胞抽出
液から新規アルギニン標的因子として arginine/proinsulin-binding protein (A/PBP)および
βCGF (β Cell Growth Factor) を世界に先駆けて同定した(WO2012029958 A1)。A/PBPについ
ては、膵 β細胞特異的に A/PBP が過剰発現するトランスジェニックマウス (A/PBP Tg マウス)

を作製したところ、野生型マウスと比較して膵島サイズや膵 β細胞の大きさは変化がなく、膵 β

細胞数が有意に増加していた。さらに、同マウスに糖尿病状態を誘導したところ、ダメージを受
けた膵 b 細胞の細胞死が抑制された。一方、βCGF については、精製した βCGF 組換えタンパ
ク質をマウス膵 β細胞株に添加したところ、有意な細胞増殖が認められているが、詳細な機能は
よくわかっていない。 

 

２．研究の目的 

上述の研究背景を踏まえ、申請時には βCGFを基軸とし糖尿病病態における膵 β細胞の増殖・
再生について解明することを目的としていた。しかし、ファミリーとして抽出してきた βCGFの
組換えタンパク質の精製およびトランジェニックマウスの作出が難航したため、A/PBP を含む
別のアルギニン結合因子 Glucokinase(GK)に標的を変え、これら因子が生体内でどのような分
子と相互作用をして機能発揮するのかを明らかにする。 

① 膵 β細胞の βCGF増殖メカニズムの解明(2017年~2018年) 

② アルギニンを介した A/PBP あるいは GK による膵 β 細胞インスリン分泌制御メカニズムの
解明(2018年~2020年) 

 

３．研究の方法 

現在までに、膵 β 細胞は胎生期の急速な β 細胞の成長および妊娠中や高血糖時の膵島の傷害状
態において増殖する報告があり、今回新たに βCGF が培養細胞レベルで自己増殖を促すことが
わかった。そこで、生体での β 細胞の自己増殖における βCGF の役割を詳細に検討するため、
βCGF強制発現トランスジェニックマウス(βCGF Tg マウス)を作成する。一方で、アルギニンの
生体内での役割についてより具体的に解析するため、先に作成していたアルギニンナノビーズ
を用いて同定したアルギニン結合因子の機能解析を試みた。その１つである A/PBP1 では遺伝
子改変マウス・組換えタンパク質実験に加えて、イメージング解析により、A/PBP とアルギニ
ンとの β細胞内器官におけるインスリン分泌までの変化を解析する。また、GK についてはイン
スリン分泌においてグルコキナーゼ酵素活性が関与している事が報告されていることから、ア
ルギニンによる GK 酵素活性への影響について生化学的な解析を執り行う。インフォマティク
ス解析においては、アルギニンと A/PBP あるいは GK との結合活性ドメインを同定し、さらに
若年発症成人型糖尿病(MODY)患者の全ゲノム解析を行うことで、それらの遺伝子変異がアルギ
ニン誘導性インスリン分泌制御を関与しているのか検討する。 

 
４．研究成果 
① 膵 β細胞の βCGF増殖メカニズムの解明 

ヒト β 細胞株 PANC1 あるいはマウス β 細胞株 NIT1 において、βCGF による細胞増殖活性
が認められた。また、当研究室のこれまでの研究によりマウス膵 β細胞株抽出液中から細胞膜に
発現する βCGFs受容体候補 (βCGFR）がいくつか同定された。そのうちのイムノグロブリン様
ドメインを保有する膜糖タンパク質の 1 つを上記細胞にて安定的に発現させたところ、コント
ロールと比較して細胞増殖が 2-3 倍程度促進された。さらにこれら細胞株に対して組換え体
βCGFの投与によって相乗的な細胞増殖活性が認められた。しかしながら先述の通り、βCGF Tg

マウスの作成を予定していたが、当初の研究に含めていた βCGF タンパク質投与後の βCGF の
組織局在や機能の解析において βCGF Tgマウスと大きく異なる可能性が示唆されたため計画が
大きく遅れた。 

 

② アルギニンを介した A/PBPあるいは GK による膵 β細胞インスリン分泌制御機構の解明 

我々は、アルギニンが小胞体に存在する未成熟なインスリンの放出に関与すること明らかに
しているが(Umeda et al., Biochem Biophys Res Commun, 466(4):717-22 (2015))、詳細なメカ
ニズムは分かっていない。アルギニン誘発インスリン分泌のメカニズムを理解するために、アル
ギニン枯渇培地培養または絶食状態において、細胞内アルギニン濃度を低下させた状態からア
ルギニンを加え、インスリン分泌への影響を観察した。まず、アルギニン枯渇は、A/PBP を介
して小胞体へのプロインスリンの蓄積および保持を誘導した。次に、A/PBP に競合的に結合す
るアルギニンの追加により、処方帯からゴルジ体および分泌小胞に転位した。このことから
A/PBPからプロインスリンが放出され、インスリン分泌に至り、アルギニンが A/PBPの機能調
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節することが明らかとなった。さらに、MODY 患者の全ゲノムデータにおける解析結果からプ
ロインスリンと A /PBP の相互作用に関与する各分子の遺伝子変異が MODY患者におけるイン
スリン分泌不全に関与する可能性が示唆された。これらの遺伝子改変インスリンおよび A/PBP

を作製し、アルギニン投与実験を行ったところ、アルギニンとの競合反応の欠損あるいはプロイ
ンスリンと A / PBPの結合が阻害され、インスリン分泌が抑制されること明らかとなった。 

MODY2 はグルコースからグルコース 6 リン酸への変換を促す GK の変異が原因とされてい
るが、具体的な分子機構を不明である。MODY2患者の中にはアルギニン不耐性インスリン分泌
不全が報告されている。GK 介したアルギニン誘発インスリン分泌のメカニズムを解明するため
に、ドッキングモデルによる相互作用部位の予測を基に in vitro での結合および酵素活性試験を
行った。結果としてまず、異性体 D-アルギニンではなく、L-アルギニンが直接 GK に結合し、
グルコース-6-リン酸の生産においてグルコキナーゼ酵素活性を刺激した。L-アルギニンは 3 つ
のグルタミン酸残基を介して GK に直接結合していることが分かった。また、アルギニンはグ
ルコキナーゼ活性を刺激して、アルギニン誘発性インスリン分泌を誘導した。 

 

以上の研究成果により、膵 β 細胞におけるアルギニンによるインスリン分泌および恒常性維持
機構の役割が明らかとなり、特にインスリン分泌需要の高まる糖代謝時に重要であることが示
された。本研究では A/PBPシグナル下流でアルギニンのセンシングにより競合的にプロインス
リンが成熟化しインスリン分泌顆粒へ移行し、アルギニン制御下の GK 酵素活性により分泌促
進されることで細胞外が輸送されていることを見出だした。さらに糖尿病患者由来の遺伝子デ
ータベースから得られたデータを基に作製した遺伝子改変実験により、それら分子の遺伝子変
異が実際のMODY 患者においても原因因子となりえることから、今後引き続き具体的な治療法
の開発にむけて解析を進めたい。 
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