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研究成果の概要（和文）：本研究課題ではβ細胞の低酸素誘導因子として新たに見出したProlyl-hydroxylase 3
 (PHD3)について以下の点を明らかにした。(1)２型糖尿病モデル(ob/ob)マウスのβ細胞では低酸素に陥ってい
ることに対応してPhd3の遺伝子発現が亢進していることが判明した。(2) ob/obマウスにおいてβ細胞特異的に
Phd3遺伝子を欠損したモデルマウスを樹立した。(3) (2)のマウスでは通常のob/obマウスと比較して耐糖能が改
善していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We have recently identified prolyl-hydroxylase 3 (PHD3) as highly 
up-regulated genes in hypoxic β-cells. This study revealed the role and expression of PHD3 in 
hypoxic and diabetic β-cells as follows. (1) In consistent with the occurrence of hypoxia in the β
 cells of type 2 diabetes (T2D) mice, these cells show highly upregulation of Phd3 expression. (2) 
β-cell-specific Phd3 knockout mice in T2D mice background were established. (3) PHD3 deletion in β
-cells improved glucose tolerance in T2D mice.

研究分野： 低酸素

キーワード： 低酸素　糖尿病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
２型糖尿病の病態に膵β細胞における低酸素ストレスが関与している可能性が示唆されているが、その具体的な
メカニズムは知られていない。本研究ではβ細胞における低酸素応答因子であるPHD3が糖尿病病態において血糖
値に影響を及ぼす重要な因子であることを明らかにした。今後PHD3の機能の詳細を明らかにしていくことで、２
型糖尿病の病態解明や新たな治療戦略の開発につながることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
全身の糖代謝は膵β細胞とインスリン感受性臓器細胞との連携した働きによって制御されてい

る。肥満等によりインスリン抵抗性を発症した場合、β細胞がインスリン分泌を増大することで

血糖を維持する代償メカニズムが存在するが、この代償メカニズムが十分に機能しなくなると

血糖が上昇しはじめる。慢性的な高血糖状態はβ細胞において酸化ストレスや小胞体ストレス、

炎症などの有害な影響を及ぼし、糖尿病の発症や増悪につながる。研究代表者らの研究グループ

は、糖応答性のインスリン分泌は酸化的リン酸化に対する依存性が高いため、２型糖尿病マウス

のβ細胞では大量のインスリンを分泌するために酸素消費が著しく亢進し、β細胞内が低酸素

状態に陥っていることを近年明らかにした。β細胞株や単離膵島を低酸素培養することでβ細

胞死やインスリン分泌不全が誘導されることから低酸素ストレスによるβ細胞機能不全が２型

糖尿病の病態に関与している可能性が示唆されている。 

低酸素ストレスに対する適応応答では hypoxia-inducible factor （HIF）と呼ばれる低酸素

誘導性の転写因子が中心的な役割を果たしていることが様々な臓器や組織の細胞において報告

されている。しかしながら興味深いことに、研究代表者は２型糖尿病マウスの β細胞では低酸

素状態に陥っているにも関わらず、HIF 自身や HIF 標的遺伝子の多くは発現上昇していないこと

を見いだした(未発表データ)。さらに低酸素ストレスによるインスリン分泌不全には、HIF 経路

に依存しない AMPK-HNF4α経路（Tsuyama 2017 JBC）や Bhlhe40-MafA 経路（Tsuyama 投稿準備

中）が関与していることを解明してきた。さらに研究代表者は HIF 経路の活性化が低酸素暴露直

後の短期的なものであることに着目し、HIF 経路の活性が消失している長期低酸素状態において

高発現している因子を探索した結果、prolyl hydroxylase domain-containing protein 3 (PHD3）

を新たに見出した。PHD3 は HIF を標的とするプロリン残基の水酸化酵素であることが報告され

ているが、低酸素下のβ細胞における役割は不明である。 

 

２. 研究の目的 

本研究では低酸素・糖尿病下のβ細胞における PHD3 の働きを明らかにすることで、新たな低酸

素応答機構・糖尿病病態の解明や糖尿病治療の開発に貢献することが目的である。 

 
３．研究の方法 

(1) ２型糖尿病マウスの膵島における PHD3 発現の検討 

２型糖尿病モデル(ob/ob)マウスと野生型 BL6 マウスとの膵島における Phd3 遺伝子の発現量を

RT-qPCR 法により評価・比較した。同様に免疫組織化学染色により両者の PHD3 タンパク量を評

価・比較した。 

 

(2) β細胞特異的に Phd3 をノックアウトした２型糖尿病モデルマウスの樹立 

Phd3 遺伝子のエキソン２を loxP 配列で挟んだ遺伝子座を有するマウス(Phd3fl/+)およびβ細胞

特異的に Cre リコンビナーゼを発現するマウス(Pdx1-Cre)を入手・購入した。次に Pdx1-

Cre:Phd3fl/fl:ob/+および Pdx1-Cre:Phd3fl/fl:ob/+の遺伝型を有するマウスを交配させることで、

β細胞特異的に PHD3 をノックアウトした糖尿病モデルマウス（Pdx1-Cre: Phd3fl/fl :ob/ob; β

PHD3KO:ob/ob）およびコントロールマウス(Phd3fl/fl :ob/ob; Ctrl:ob/ob)を作出した。 

 

 



(3) PHD3 が糖代謝に及ぼす影響の検討 

Ctrl:ob/ob およびβPHD3KO:ob/ob マウスにおける体重、随時血糖を評価した。また両者におけ

る糖負荷後の血糖値の推移(耐糖能)を評価・比較した。 

 

  (4) PHD3 の機能解析 

(3)の結果の理由を解明するため、Ctrl:ob/ob およびβPHD3KO:ob/ob マウスの単離膵島組織切

片を作製し、HE 染色法、BrdU 法、TUNEL 法によりそれぞれ膵島量、細胞増殖、細胞死を評価・

比較した。 

 

４．研究成果 

(1) ２型糖尿病マウスの膵島における PHD3 発現の検討 

研究代表者の研究グループでは２型糖尿病モデルマウスであ

るob/obマウスの膵島では低酸素が検出されることを報告して

いる(JBC 2011)。この事実に対応して、ob/ob マウスの膵島で

は野生型マウスの膵島と比較して顕著に Phd3 の遺伝子発現が

亢進していることを見出した(図１)。さらに PHD3 の増加は免

疫組織化学染色によりタンパクレベルにおいても確認するこ

とができた。 

 

(2) β細胞特異的に Phd3 をノックアウトした２型糖尿病モデルマウスの樹立 

糖尿病病態における PHD3 の役割を解明するために、βPHD3KO:ob/ob マウスおよび Ctrl:ob/ob

マウスを作出し、両者の膵島を単離後に RT-qPCR 法を用いて評価した結果、Ctrl:ob/ob と比較

してβPHD3KO:ob/ob マウス膵島において Phd3 の発現が減少していることを確認した。 

 

(3) PHD3 が糖代謝に及ぼす影響の検討 

Ctrl:ob/ob マウスおよびβPHD3KO:ob/ob マウスの

経時的な体重変化や随時血糖を比較したが、両群差

は確認できなかった。次に両者の耐糖能を比較した

結果、βPHD3KO:ob/ob マウスでは Ctrl:ob/ob マウ

スと比較して耐糖能が悪化していることが判明した

(図２)。このことからβ細胞の PHD3 は糖尿病病態に

関与していることが示唆された。 

 

  (4) PHD3 の機能解析 

PHD3 を過剰発現やノックダウンしたβ細胞株を用いて実施した以前の検討において、PHD3 がイ

ンスリン分泌機構自体にはほとんど影響しないことが既に判明している。そこで PHD3 は低酸素・

糖尿病下における細胞増殖や細胞死を調節しているものと考えられる。マウス膵島における膵

島量、細胞増殖能および細胞死を評価するためにそれぞれ HE染色法、BrdU 法、TUNEL 法の評価

系を確立した。現状ではこれらの指標に対するβPHD3KO:ob/ob マウスと Ctrl:ob/ob マウスとに

おける両群間比較は十分な解析数に至っておらず、今後引き続き検討していくべき課題である。 
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