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研究成果の概要：我々は、膵発生とβ細胞機能を制御する遺伝子 PDX1 の発現調節機構を明らか

にすべく、先行研究において、PDX1 遺伝子 5’上流に種をこえて保存されたエンハンサー領域 

(AreaI-II-III)を同定した。本研究では、この領域の膵内分泌細胞分化における意義を明らか

にするため、この領域を膵分泌前駆細胞のみにおいて欠損するマウスを作製し、その解析をす

すめた。この領域は内分泌前駆細胞からβ細胞分化に必要であることが現在、明らかになりつ

つある。 
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１．研究開始当初の背景 
 
最近のヒトを対象とした研究において、イン
スリン抵抗性の長期にわたる持続や老化と
ともに、膵β細胞の機能および量が低下する
こと、それに伴い糖尿病が顕在化し、これを
放置するとβ細胞量低下は不可逆的に進行
することが報告されている。PDX1 (Pancreas 
duodenal homeobox gene-1)は膵の発生、β
細胞の分化・増殖に必須の役割を演ずるのみ
ならず、成熟膵β細胞の機能発現においても

重要な役割をはたす。マウスの２型糖尿病モ
デルにおいては、糖尿病の進展の過程にさい
して、膵島における PDX1 の発現が低下して
ゆくことが知られている。したがって、β細
胞の機能を維持し、糖尿病を発症あるいは進
行させないためには、膵β細胞における PDX1
の発現を高く維持することが重要であると
考えられる。 
研究代表者らは、PDX1 の発現調節機構を明ら
かにすべく、PDX1 遺伝子の 5’調節領域の解
析を行なった。 
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これまでにマウスの PDX1 の転写開始部位よ
り 5’上流-2.5kb の領域に、種をこえて高度
に 保 存 さ れ た エ ン ハ ン サ ー 様 領 域
(AreaI-II-III)が同定され、この領域が PDX1
のβ細胞特異的遺伝子発現を担うことが、お
もに reporter解析を用いて示唆されてきた。
研究代表者は、このエンハンサー領域の生理
的役割を明らかにする目的で、この調節領域
を胎生の最初から欠損する変異マウスを作
製し、解析を行なった。AreaI-II-III をホモ
に欠損するマウス(PDX1 ・ I-II-III/・・ I-II-III)の
膵臓は腹側膵臓は発生せず、背側膵臓も低形
成を示した。出生時の膵臓は、外分泌細胞、
導管の分化は認めるものの、β細胞数は著し
く減少し、分化した膵島は認められなかった。
以上の結果から、このエンハンサー領域
(AreaI-II-III)は胎生期の膵臓において、
PDX1 の発現調節において中心的役割を演じ、
正常な膵発生・β細胞分化において必須であ
ることが明らかとなった。(Fujitani et al. 
Gene Dev. 2006;20:253-266.) 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、以上の結果をさらに発展させ、
➀成熟β細胞のおける PDX1 の生理的な発現
調節機構の解明とその制御による治療への
可能性を探索する目的で、PDX1 遺伝子のプロ
モーター活性を in vivo において非侵襲的か
つ簡便にレポートするマウスモデルの開発
を行なうとともに、➁これまでに研究代表者
ら が 同 定 し た エ ン ハ ン サ ー 領 域
(AreaI-II-III)の膵の特定の細胞系譜にお
ける役割をマウス発生工学を用いた遺伝子
改変法により明らかにすることとした。内分
泌前駆細胞からβ細胞に分化する局面での
重要性を、 (研究計画当初は、RIP-CreER を
用いてadultβ細胞においてAreaI-II-IIIを
inducible に delete する予定であった。しか
しながら、tamoxifen による Cre の活性化の
効率の問題等実験の実現可能性を考慮し、以
下に示すように Ngn3-Cre を用いて、内分泌
前駆細胞特異的にエンハンサーを delete す
る実験へと変更した。) 
 
３．研究の方法 
 
➀PDX1 の転写活性を in vivo において簡便に
レポートするマウスモデルの開発：PDX1 遺伝
子の生理的な発現調節を反映することが示
されている、-4.6kb PDX1 promoter fragment
を用いて、その制御下に分泌型の Alkaline 
phosphatase (SEAP)を発現する transgenic 
mouse (PDX1-SEAP)を作製した。この SEAP は
免疫組織染色を用いて、その発現様式を in 
situ にて確認できることに加えて、血液中の
Alkaline phosphatase活性を測定することに

より、その発現量を定量化可能にするという
ことを目指したものである。 
 
 
➁PDX1 のエンハンサー領域が、内分泌前駆細
胞からβ細胞への分化誘導過程において果
たす役割に焦点を絞り、解析を行なうことと
した。この目的のために、すべての膵内分泌
前駆細胞において一過性に発現する遺伝子、
Ngn3 の プ ロ モ ー タ ー 制 御 下 に Cre 
recombinaseを発現する transgene、Ngn3-Cre 
(Schonhoff SE et al. Dev Biol. 
2004;270:443-454.)を有するマウスを入手
した。また、PDX1 遺伝子の AreaI-II-III を
loxP 配列にて挟んだ conditional allele を
有する PDX1flox123と、PDX1 null の二種類のマ
ウスを準備した。これらを交配して、
Ngn3-Cre;PDX1flox123/- マウス（膵内分泌前駆
細胞において AreaI-II-III を欠損するマウ
ス）を作製し、その表現型を解析した。 

 
 
４．研究成果 
 
➀PDX1 の転写活性を in vivo において簡便に
レポートするマウスモデルの開発：まず、
PDX1-SEAP transgene が膵β細胞特異的に発
現することを in vitro の細胞培養系を用い
て確認した。次に作製した PDX1-SEAP 
transgenic mouse の 2 line において、膵島
特異的に Alkaline phosphatase が発現して
いることを Alkaline phosphatase 染色によ
り確認することができた(図１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          図１ 
 
これらのtransgenic lineはその発現様式か
ら、内因性のPDX1発現を反映したlineである
と考えられた。また、そのALP活性は、期待さ
れたとおり、血液サンプルからも簡便なアッ
セイにより検出可能であることが示された。 
 
 
➁膵前駆細胞からβ細胞分化誘導における
AreaI-II-IIIの役割：まず、Ngn3-Creマウス
とRosa26Rマウスを交配させて、Creの発現が
本来のNgn3の生理的な発現様式のコントロー



 

 

ル下に制御されていることを確認した。 
次に、Ngn3-Creマウスとpdx1flox123マウスおよ
びPDX1+/-マウスを交配することにより、
Ngn3-Cre;pdx1flox123/-マウスを得た。 
 
 

          図２ 
 
胎生15.5日においては、図２に示すようにコ
ントロールマウスにおいて、PDX1強陽性を示
す細胞が認められるが（図２下段）、Ngn3-Cre; 
pdx1flox123/-マウスにおいてはそのような細胞
が著減していた。 
 
新生児期において変異マウスを免疫染色にて
解析したところ、Ngn3-Cre; pdx1flox123/-マウ
スは膵島の大きさが減少していた。また膵島
を構成する細胞におけるβ細胞数が占める割
合は著減しており、非β細胞（glucagon, PP
産生細胞）の割合が増加していた。 
以上の結果から、AreaI-II-IIIを介した、Ngn3
の一過性発現に引き続くPDX1発現亢進は、膵
内分泌前駆細胞からのβ細胞へのcommitment
にきわめて重要な役割を果たすことがin 
vivoにおいて示された。(以上、未発表データ

。) 
 
[研究の意義と今後の展望] 
 
➀PDX1 の転写活性を in vivo において簡便に
レポートするマウスモデルの開発：われわれ
は、主に培養細胞系において明らかにされて
きた PDX1 の発現調節の分子機構が、はたし
て In Vivo においてもあてはまるのかどうか、
また In vitro study では明らかにしえない
発現調節の機構を解析する目的でエンハン
サー欠損マウス作製等の In Vivo 研究をこれ
まで展開してきた。しかしながら、そのよう
な遺伝子改変動物を用いても、遺伝子発現の
調節を非侵襲的かつリアルタイムに検出す
ることは一般的に困難を伴う。今回はそのよ
うな実験系開発の第一歩として、PDX1 プロモ
ーター活性を非侵襲的にレポートする In 
Vivo アッセイ系を開発した。今後、この in 
vivo reporter assay 系をもちいて、β細胞
機能に影響をあたえる薬剤のスクリーニン
グに応用できるかどうかを検証してゆきた
い。 
 
➁これまで、遺伝子エンハンサーの機能解析
はレポーター解析や、Chip assay などに拠っ
て通常行なわれてきており、本研究のように、
エンハンサーの生理的役割に迫った研究は
少ない。加えて、今回の変異マウスは、
AreaI-II-III の flox allele を作製している
ので、さまざまな Cre line を用いることに
より、膵発生の各局面におけるエンハンサー
の役割を明らかにしてゆくことが今後可能
である。PDX1 活性化にいたる上流シグナルを
明らかにすることにより、β細胞機能を制御
する薬剤の開発にも繋がる可能性があるだ
ろう。
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