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研究成果の概要（和文）：膵β細胞特異的にTsc2を欠損させたマウス（βTSC2KO)では、高齢期になると膵β細
胞量減少、高血糖を呈する。膵β細胞量減少の機序として、膵β細胞の可塑性に注目が集まっており、βTSC2KO
においても影響している可能性が考えられる。βTSC2KOの膵島では、若齢期から腺房細胞マーカーであるPtf1a
が発現しており、高齢期になるとアミラーゼ陽性細胞が多数認められるようになった。Lineage-tracingでは、
膵β細胞由来マーカーであるＹＦＰとアミラーゼの共陽性細胞が確認された。以上より、mTORC1活性亢進が膵β
細胞の可塑性に影響することで、腺房細胞に分化転換している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Mice lacking Tsc2 specifically in pancreatic β-cells (βTSC2KO) show 
decreased pancreatic β-cell volume and hyperglycemia in old age. In islets of βTSC2KO mice, Ptf1a,
 an acinar cell marker, is expressed from young age, and many amylase-positive cells are observed in
 old age. Lineage-tracing revealed co-positive cells for amylase and YFP, a marker derived from 
pancreatic β-cells. These results suggest that increased mTORC1 activity may affect the plasticity 
of pancreatic β-cells, leading to their differentiation into acinar cells.

研究分野： 糖尿病・代謝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
2型糖尿病患者では膵β細胞量が減少しているが、その機序についてはまだよくわかっていない。膵β細胞量減
少の機序が解明されれば、糖尿病発症・進展を阻止する治療が可能となり、多くの患者にとっても医療経済にと
っても大きな改善点であると考えられる。本研究で代表者は、膵β細胞が腺房細胞に分化転換することを明らか
にした。この現象はこれまでに報告されておらず、糖尿病の発症・進展予防において大きく寄与する可能性があ
る。今後、この現象を防ぐ機序についても検討を行い、実臨床への応用を目指したい。

※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 

日本人の糖尿病有病者や糖尿病予備軍はいずれも 1000 万人と推計されており、年々増加の一

途をたどっている。2 型糖尿病の発症には膵 β細胞不全やインスリン抵抗性が関係しており、特

に日本を含めた東アジア人では膵 β 細胞不全が重要であることが知られている。膵 β 細胞不全

は、グルコースなどの刺激に対してインスリンを適切に分泌できないインスリン分泌不全と膵 β

細胞量の減少によって引き起こされるが、インスリン分泌能や膵 β 細胞量の調節には膵 β 細胞

におけるインスリンシグナルが関わっていることが明らかとなってきている。インスリンシグ

ナル中の mTOR は複数のタンパク質と複合体を形成し、複合体は mTORC1 と mTORC2 と呼ば

れる。2 型糖尿病の膵島では特に mTORC1 が活性化しているとされている。 

これまでに、インスリンシグナルに含まれる PDK1 をノックアウトすると転写因子 FoxO1 が活

性化し β 細胞量が減少するが、FoxO1 をノックアウトすると β 細胞数が回復し血糖値が改善す

るということを報告した (Nat Genet. 2006)。PDK1 をノックアウトすると mTORC1 活性も低下す

るため同時に β 細胞のサイズが減少する。したがって mTORC1 を活性化させると β 細胞が増大

し糖尿病発症を抑制できるのではないかと考え、mTORC1 を抑制している TSC2 を膵 β 細胞特

異的に欠損させたマウスを作製した。膵 β 細胞特異的 TSC2 ノックアウトマウス(βTSC2KO)で

は、mTORC1 の活性化により個々の β 細胞のサイズが増大し、若週齢では低血糖および高イン

スリン血症を示すが、高週齢になると主に β 細胞数の減少が原因で血糖値が上昇しはじめるこ

とが明らかとなった（Mol Cell Biol. 2008）。この血糖推移はヒトが 2 型糖尿病を発症する際と同

様であり、βTSC2KO は日本人の 2 型糖尿病モデルマウスになりうると考えている。さらに我々

の研究室ではこれまでに、βTSC2KO が高血糖になり糖尿病を発症する際、mTORC1 の活性化を

介してインスリンシグナルの減弱化やオートファジー障害が起こっていることを報告している。 

以上の結果では、β 細胞の増殖低下やアポトーシス亢進が β細胞量に大きく寄与していることが

明らかになっているが、β 細胞分化に mTORC1 活性がどのような役割を担っているかは不明の

ままであった。 

 

２．研究の目的 

膵 β 細胞における mTORC1 活性化が膵 β 細胞量減少に寄与していることは、我々を含め複数の

研究室から報告されており、確かな現象であると考えられる。一方、膵 β細胞量減少の機序とし

ては、アポトーシス亢進と増殖能低下が知られているが、分化に関する検討はこれまで報告され

ていない。近年、膵 β 細胞量減少において膵 β 細胞脱分化が重要であることが明らかになって

おり、膵 β 細胞における mTORC1 活性亢進が、脱分化と関連している可能性を考えた。そこで

本研究計画では、膵 β 細胞における mTORC1 活性亢進が膵島の分化に及ぼす影響について検討

することを目的として研究を開始した。 

 



３．研究の方法 

マウス 

2 型糖尿病モデルマウスとして、膵 β細胞特異的にCre が発現する Ins-Cre マウスとTSC2 floxed

マウスを交配して膵β細胞特異的TSC2ノックアウトマウス(βTSC2KO)を作製した。対照(Control)

として TSC2 flox/flox マウスを使用した。βTSC2KO と Control の血糖値と体重を 10 週齢から測

定し、β 細胞量や α 細胞量の変化を観察した。またインスリンが発現した細胞でのみ YFP が継

続的に発現するように、R26R YFP マウスと βTSC2KO を交配し、βTSC2KO・YFP マウスとして、

TSC2(flox/flox)YFP(YFP/+)Cre+を作成した。対照(Control)として、TSC2(flox/+)YFP(YFP/+)Cre+を

使用した。マウスのジェノタイピングは尻尾から抽出した DNA を用いて PCR により確認した。 

 

免疫染色 

解剖で摘出したマウスの膵臓に対して、4% paraformaldehyde (PFA)で固定し、パラフィン 

切片にした。また、PFA で固定した膵臓を OTC コンパウンドを用いて凍結切片にした。インス

リン・グルカゴン染色では、賦活化処理はせず、blocking one histo(ナカライ)でブロッキングをし

た。一次抗体は抗インスリン(DAKO)、抗グルカゴン(Sigma)を使用し、二次抗体には FITC または

Cy3 標識抗マウス・モルモット抗体(Jackson Immuno Research)を用いた。 

 

RNAseq 

βTSC2KO の膵島単離を行い、RNA 抽出を行った。RNA 抽出は RNeasy Plus Mini Kit(QIAGEN)

を用いて行った。RNA サンプルは 18µl使用し、Macrogen Japan に解析を依頼した。 

 

統計解析 

データ分析にはスチューデントの t 検定を使用した。統計的に有意差を示すために、  p＜

0.05 の閾値を使用した。p＜0.05 なら＊、p＜0.01 なら＊＊と示した。 

 

４．研究成果 

 日本人の膵島における mTORC1 活性を免疫染色で確認したところ、2 型糖尿病患者で明ら

かに活性が亢進していた(図 1)。Control と βTSC2KO の血糖値を比較すると、Control は 140mg/dL

前後で維持していたのに対し、βTSC2KO は 45 週齢頃までは 100mg/dL 程度と Control よりも低

く、その後 45 週齢以降から 60 週齢にかけて血糖値が上昇した。10 週齢、40 週齢、60 週齢につ

いての β細胞量、α細胞量を比較すると、血糖値が上昇していない 10 週齢から 40 週齢にかけて

既に β 細胞量減少を認めた。血糖値の上昇後 40 週齢から 60 週齢にかけてさらに β 細胞量は減

少し、α 細胞も 60 週齢において減少した。そこで β 細胞量減少の機序を解明するべく、分化に

関する検討を行った。膵臓内分泌 4 ホルモン(インスリン、グルカゴン、ソマトスタチン、PP)と

クロモグラニン A の免疫染色を行った(図 2)。Control では、4 ホルモンとクロモグラニン A が共

染するのに対して、βTSC2KO ではクロモグラニン A 陽性、4 ホルモン陰性細胞が確認された。



45 週齢のマウスにアミラーゼ･クロモグラニン A 染色を行った。Control ではアミラーゼとクロ

モグラニン A が染め分けられる一方、βTSC2KO では共染が確認された。強拡大でも周囲の外分

泌腺よりは淡いものの、Control と比較してアミラーゼが発現する膵島を認めた。また、膵島で

のアミラーゼ発現の経過を観察すると、10週齢においてアミラーゼ染色ではControlと βTSC2KO

に差は認められない。しかし βTSC2KO では、40w はアミラーゼが弱く発現し、60w では周囲の

外分泌腺と同程度に発現する(図 3)。 

そこで膵島に発現したアミラーゼ陽性細胞の由来を検討するべく、アミラーゼの転写因子で

ある Ptfla に注目した。40 週齢のマウスにクロモグラニン A・Ptfla 染色を行ったところ、βTSC2KO

でのみクロモグラニン A と Ptf1a の共陽性細胞が認められた(図 4)。また 10 週齢のマウスに関し

ても、クロモグラニン A・Ptfla 染色を行ったところ、40 週齢と同様に βTSC2KO のみ共染して

いた。よって βTSC2KO の膵島では早期から内分泌細胞で Ptfla が発現している。 

次にインスリンが発現した細胞でのみ YFP が継続的に発現する Lineage-tracing 法を用いて、β

細胞の追跡を行った。10 週齢のマウスを YFP・Ptfla 染色を行ったところ、Control では染め分け

られたのに対し、βTSC2KO では共染していた。また、45 週齢のマウスを YFP・アミラーゼ染色

を行ったところ、Control では染め分けられたのに対し、βTSC2KO では共染していた。よって、

βTSC2KO 膵島における Ptfla 陽性、アミラーゼ陽性細胞は β細胞由来と確認できた。 

次に低週齢で起きていることを確認するべく、10 週齢 βTSC2KO の膵島を用いて、RNAseq を

行った。すると、膵 β 細胞の成熟に関するマーカーが低下していた。なかでも転写因子である

PDX1、NKX6.1、MafA に注目し、免疫染色を行った。Control と比較し、βTSC2KO の膵島では、

PDX1、NKX6.1、MafA の陰性細胞が増加していた。よって βTSC2KO の β 細胞では成熟マーカ

ーが低下していると考えられた。 

先述のような β 細胞の変化の直接的な原因を探るため、βTSC2KO に mTORC1 阻害剤である

ラパマイシンを投与した。10 週齢で解剖し、クロモグラニン A・Ptf1a 染色、pS6・インスリン染

色を行った。ddH2O 投与群では、これまでの結果と同様、βTSC2KO でのみクロモグラニン A と

Ptf1a の共陽性細胞を認めた。しかし、ラパマイシンを投与し、mTORC1 活性が阻害された

βTSC2KO 膵島では Ptf1a 発現が認められず、ddH2O 投与 Control と類似した染色結果が得られ

た。60 週齢のマウス膵島を電子顕微鏡で詳細に解析したところ、βTSC2KO の β 細胞では、イン

スリン顆粒の減少、膜状構造を伴う正体不明の顆粒、小胞体の拡張、ミトコンドリアの膨化など

を認めた。 

 

 

【図 1.日本人の 2 型糖尿病患者膵

島における mTORC1 活性】 
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【図 3. Amylase 染色】 

10、40、60 週齢でのアミラーゼ発現

の検討(20 倍率) 

【図 4. ChromograninA/Ptf1a/DAPI 染色】 

40 週齢でのクロモグラニン A、Ptfla 発

現の検討 

(上段；弱拡大、下段；強拡大) 

 

【図 2. 4Holumon(Insulin, 

Glucagon, somatostatin, PP)/ 

Chromogranin A/DAPI 染

色】 

膵島内分泌 4 ホルモン発現

の比較 
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