
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成 22 年 4 月 5 日現在

研究成果の概要（和文）：

我々は器官形成期に，胎児膵臓において甲状腺ホルモン受容体が高容量発現していることを

報告してきた。膵β細胞に，甲状腺ホルモン受容体発現アデノウイルスベクターを用い甲状腺

ホルモン受容体を強制発現させ，30nM T3 を負荷したところ BrdU assay において細胞周期・細

胞増殖の進展が見られ，cyclinD1 の発現の増加がみられていた。また，siRNA を用いて cyclin

D1 の発現を阻害したところ，甲状腺ホルモン受容体を介した膵β細胞の細胞周期・細胞増殖の

進展は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：

Lineage tracing studies indicate that replication of existing beta-cells is important

for beta-cell proliferation in adult animals. In rat pancreatic beta-cell lines (RIN5F),

treatment with 100 nM of thyroid hormone (T3) enhances cell proliferation. This result

suggests that T3 is required for beta-cell proliferation or replication.
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１．研究開始当初の背景

甲状腺ホルモン受容体(TR)にはαとβのサ

ブユニットが存在する。TRβ遺伝子変異は甲状

腺ホルモンに対する反応性が著しく低下する甲

状腺ホルモン不応症の病態を呈する。我々は

RTH患者家系から同定された TRβ遺伝子の点

変異を Cre-LoxP system を用い遺伝子導入し

た変異 TRβ（βPV）マウス，変異 TRα（α

PV）マウスを作成し, βPV マウスにおいて甲

状腺濾胞癌の発癌や，PI3K 経路の活性化が誘

導されることを報告してきた。さらに，αPV

マウスでは PPARγ発現の低下に伴い，褐色脂

肪・白色脂肪の著しい形勢不全が見られた。ま

た，βPV マウスでは甲状腺や肝臓において細

胞周期制御因子の一つである PTTG の蛋白質

レベルでの発現増加に伴い，細胞周期や細胞増

殖に異常が見られた。このように dominant

negative な TR 変異マウス（αPV およびβPV

マウス）において膵臓，肝臓などの臓器の形成

異常が見られ，TR の中胚葉由来臓器の形成に

対する影響の存在が考えられている。

２．研究の目的

（１） TR 変異マウスにおける膵臓，肝臓器官

形成の評価

TR 変異マウス（αPV，βPV マウス）にお

ける膵臓，肝臓の器官形成を，胎生期，月齢３・

７・１１において形態学的に評価する。胎生期

における膵管，内分泌,外分泌器官の形成

過程について組織を採取し形態学的な

評価を行う。またマウス膵臓における

PI3K 経路下流の転写因子, 細胞周期制

御遺伝子の発現レベル及び活性化の変

化についても経時的に評価する。

TR 変異マウス（αPV，βPV マウス）

における血糖値，インスリン分泌能につ

いて月齢３・７・１１において経時的に

測定することで膵機能の評価を行う。

野生型マウス，TRα変異マウス，TR

β変異マウスにおいて，これらの膵臓の

形態変化，膵臓の外分泌機能および内分

泌機能を比較検討することにより，TR

α，TRβのいずれかが主たる誘導因子

として膵臓の器官形成に働いているか

を確定することができる。

（２） TR が膵臓器官形成において果た

す分化誘導因子としての分子生物学的

機序の解明

膵臓の器官形成における TR の作用の

機序を解明するために，膵β細胞由来の

cell line である MIN6 細胞，RIN5F 細

胞に対し，アデノウイルスベクターを用

い野生型 TR（TRα，TRβ），変異 TR

（αPV，βPV）を強制発現させ，リガ

ンド(T3)存在下，非存在下における細胞

周期制御遺伝子の発現量の変化を定量



的 PCR（RT-PCR），Western blot を用いて解

析する。更に野生型 TR，変異 TR 遺伝子導入

した MIN6 細胞，RIN5F 細胞においてリガン

ド(T3)存在下，非存在下における細胞増殖能の

変化，細胞周期の変化，アポトーシス刺激に対

する変化について FACS analysis，RT-PCR 法

等を用いて検討する。また，2 つの野生型 TR

と変異 TR を用いることで，膵臓の細胞周期に

対して甲状腺ホルモンの作用が TRα，TRβの

いずれの受容体を介して行われているのかも解

明される。

（３）膵臓での転写因子（ISL-1 および Pdx-1）

と TR との蛋白―蛋白結合，およびインスリン

プロモータ活性に対する相互関係

膵臓形成過程で重要な作用を有する転写因子

ISl-1, Pdx-1 の発現量は胎生期に最も多く，器

官形成期以後はその発現量が減少することが知

られている。この発現調節については未だ不明

な点が多い。また，ISL-1 については近年，神

経細胞における発現調節に TR と同じ内ホルモ

ン受容体スーパーファミリーに属するエストロ

ゲンホルモン受容体（ER）との蛋白－蛋白結合

が重要な作用を及ぼしていることが報告されて

いる。

そこで，これらの転写因子と TR との蛋白結合，

転写因子蛋白の degradation に対する TR の作

用について検討を行い，TR を介した ISL-1，

Pdx-1 の発現量調節機構についてのメカニズム

を明らかにする。

３．研究の方法

（１）平成 20 年度

○1 TR 発現アデノウイルスベクターの作成

サイトメガロプロモータにより強制発現され

る野生型 TRα・TRβ，変異 TRα・TRβ（α

PV・βPV）発現アデノウイルスベクターを作

成した。これらのウイルスベクターを強

制発現させ，リガンド(T3)存在下，非存

在下における細胞周期制御遺伝子の発

現量の変化を定量的 PCR（RT-PCR），

Western blot を用いて解析した。更に野

生型 TR，変異 TR 遺伝子導入した MIN6

細胞，RIN5F 細胞においてリガンド(T3)

存在下，非存在下における細胞増殖能の

変化，細胞周期の変化，アポトーシス刺

激に対する変化について FACS

analysis を用いて解析した。

○2 野生型マウス，変異 TR 遺伝子導入マ

ウスに用いた胎児期の膵臓，肝臓形成過

程の形態学的検討および遺伝子発現の

検討

TR 変異マウス（αPV，βPV マウス）

における膵臓，肝臓の器官形成を胎児期，

月齢３・７・１１において形態学的に評

価する。胎児期における膵管，内分泌，

外分泌器官の形成過程について組織を

採取し形態学的な評価を行う。またマウ

ス膵臓における TR 蛋白の発現レベル，

PI3K 経路下流の転写因子(AKT, GSK，

Foxo，Bad)蛋白，細胞周期制御遺伝子

(PTTG, cyclinD1) 蛋白の発現レベル及

び活性化の変化について，Western Blot

法，PI3K assay kit を用いて経時的に評

価する。

○3 変異 TR 遺伝子導入マウスからの膵臓

初期培養細胞の作成

上記１）では，TR および変異 TR 強

制発現下での，T3 の細胞周期に対する

影響の検討を行う予定である。更に，内

因性の TR(endogenous TR)を介した T3

の細胞周期調節因子，膵特異的転写因子

発現レベルの変化に対する検討を行う。



(2)平成 21 年度

○1 TR と転写因子（Pdx-1, ISL-1）との蛋白－蛋

白結合，相互関係の評価と分子生物学的意義に

ついての検討

予備実験の段階であるが，膵β細胞由来の

RIN 細胞，MIN6 細胞では T3 を培養液に添加

することで約 5 倍もの細胞増生が誘導される。

一方，同じ中胚葉由来臓器である肝臓由来の

HepG2 細胞では，このような T3 を介した著し

い細胞増殖の誘導は見られなかった。また，

RT-PCR 法での内因性 TR（TRα，TRβ）の

mRNA の発現量はこれらの 3 つの培養細胞系

においてほぼ同量であった。これらの事実は，

TR を介した膵臓β細胞の細胞増殖調節に際し

て，膵臓におけるその他の転写因子の関与が示

唆される。転写因子の一つで，膵β細胞の細胞

増殖を誘導することが報告されている ISL-1 は

核内ホルモン受容体 ER との蛋白－蛋白結合の

存在が報告され，運動神経分化への関与が報告

されている。GST-pull down assay による in

vitro レベルでの蛋白－蛋白結合についての検

討，共焦点顕微鏡，免疫沈降法による in vivo

レベルでの蛋白―蛋白相互関係についての検討

を行っていく。Pdx-1，ISL-1，TR の相互関係，

それぞれの転写因子の強制発現下での膵臓β細

胞の細胞増殖能の変化についての検討を行った。

４．研究成果

我々はRTH患者家系から同定されたTRβ遺伝

子の点変異を Cre-LoxP system を用い遺伝子導

入した変異 TRβ（βPV）マウス，変異 TRα（α

PV）マウスを作成し，βPV マウスにおいて甲状腺

濾胞癌の発癌や，PI3K 経路の活性化が誘導され

ることを報告してきた。さらに，αPV マウスでは

PPARγ発現の低下に伴い，褐色脂肪・白色脂肪

の著しい形勢不全が見られた。また，βPV

マウスでは甲状腺や肝臓において細胞周

期制御因子の一つである PTTG の蛋白質

レベルでの発現増加に伴い，細胞周期や

細胞増殖に異常が見られた。このように

dominant negative な TR 変異マウス（αPV

およびβPV マウス）において膵臓，肝臓な

どの臓器の形成異常が見られ，TR の中胚

葉由来臓器の形成に対する影響の存在が

考えられている。

胎生期ラット膵臓β細胞において器官形

成期にTRαmRNAが成人ラット膵臓とβ細

胞と比較して60倍もの高容量発現している

ことを明らかにした。この事実は膵β細胞

の増殖に TR が重要な役割を果たしている

可能性を示唆するものであり，TRの膵β細

胞への作用を検討する目的で TR 発現ア

デノウイルスベクター(AdTR)を作成し，膵

β細胞株（RIN5F）に対し AdTR を感染させ

TR の遺伝子導入を行った。BrdU assay に

よる細胞増殖能の検討で，TR 導入膵β細

胞では非導入細胞と比較して有意に細胞

増殖能が誘導されていることが明らかにな

った。
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