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研究成果の概要（和文）：糖尿病病態では高グルカゴン血症が認められる。特に食後の高グルカゴン血症が顕著
であることを糖尿病患者及び糖尿病モデルマウスで明らかとしてきた。その中でも、糖尿病病態では、分岐鎖ア
ミノ酸（BCAA）の摂取後にグルカゴンの分泌応答が亢進していることを見出している。BCAA応答性のグルカゴン
分泌障害のメカニズムとして、膵α細胞のBCAA代謝異常が関与していることを考えた。そこで、膵α細胞特異的
BCAA代謝関連酵素欠損マウス（Glucagon Cre, BDK floxedマウスを交配：αBDK-KOマウス）を作製し、グルカゴ
ン分泌能の評価を行った。

研究成果の概要（英文）：Dysregulation of glucagon is associated with the pathophysiology of type 2 
diabetes. We previously reported that postprandial hyperglucagonemia is more obvious than fasting 
hyperglucagonemia in type 2 diabetes patients. Among them, postprandial hypersecretion of glucagon 
in the diabetic state is attributable to disordered BCAA catabolism in pancreatic islet cells. 
Therefore, we generated mice deficient in pancreatic α-cell-specific BCAA metabolism-related 
enzymes (Glucagon Cre, BDK floxed mice were crossed: αBDK-KO mice) and evaluated their glucagon 
secretory ability.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病病態では、インスリンの分泌障害に着目されがちな中、グルカゴンの分泌障害も病態に強く影響を及ぼし
ている。本研究ではグルカゴンの分泌障害機序を代謝の観点から解明し、食事療法および薬物療法双方への応用
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 
糖尿病では高グルカゴン血症が認められ、高血糖の一因となっている。しかしながら、糖尿病

病態でのグルカゴンの分泌動態は不明であった。申請時の所属研究室では、2型糖尿病患者のグ
ルカゴン動態を解析し、食後の高グルカゴン血症が顕著であることを見出した。さらに、グルカ
ゴン過剰分泌に関与する栄養素の特定を行ったところ、分岐鎖アミノ酸（バリン、ロイシン、イ
ソロイシン。Branched-Chain Amino Acid; BCAA）が抽出された。さらに、BCAA 代謝障害が BCAA
によるグルカゴン分泌過剰に関与していることを見出した。我々は、膵α細胞特異的に BCAA 代
謝抑制酵素である BDK 欠損マウスを作製し、BCAA 代謝障害とグルカゴン分泌過剰の分子機序の
解明を試みた。糖尿病の膵島では、BDK 発現が増加していることを我々は既に明らかにしている。
これより、αBDK-KO マウスで高脂肪食負荷による糖尿病モデルを作製すると、グルカゴン過剰
分泌が起こりにくく、耐糖能が改善するといった仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、糖尿病におけるグルカゴン過剰分泌のメカニズムについて、分子レベルで解明し、

膵α細胞をターゲットとした新たな糖尿病治療法の開発に結び付けることを目的とする。特に
糖尿病病態の食後グルカゴン分泌障害に着目し、その分子機序の解明を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 膵α細胞特異的 BCAA 代謝関連酵素ノックアウトマウスの解析 

 現在までに、膵島の BCAA 代謝抑制酵素（BDK）の阻害剤を用いて、グルカゴンの分泌が変化す
ることを明らかにしている。このことをより直接的に検証するため、膵α細胞で特異的に BDK を
ノックアウトしたマウス（αBDK-KO）を作製する。膵α細胞特異的 BDK ノックアウトマウスは、
すでに保有しているGlucagon Creマウスと、名古屋大学 北浦靖之博士より供与いただいたBDK 
Flox マウスをそれぞれ交配させて作製した。続いて、αBDK-KO マウスに対し、講師防食負荷で
耐糖能障害を惹起し、糖尿病の表現型やグルカゴン分泌能を評価していく。また、αBDK-KO か
ら膵島を単離し、BCAA 添加試験や遺伝子解析を行い、BCAA 代謝の変化がα細胞機能に与える影
響を調べる。 
 
(2) 膵α細胞のソーティング 
 膵α細胞そのものを評価する系を作製するため、グルカゴン陽性細胞特異的 TdTomato が発

現するマウス（αTdTomato）を Glucagon Cre マウスと Rosa TdTomato マウスを交配することで
作製した。αTdTomato マウスより膵島を単離し、膵島細胞を分離させ、フローサイトメトリー
法により TdTomato 陽性細胞をソーティングし、RNA 抽出を行った。また、TdTomato 陰性細胞分
画も回収し、遺伝子発現量の比較を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) αBDK-KO マウスの作製 
αBDK-KO を作製し、30週間以上の高脂肪食負荷を行い、耐糖能を評価した。αBDK KO マウス

においては、グルコース負荷試験およびインスリン負荷試験の結果、耐糖能障害の改善傾向が認
められた。グルカゴン分泌能を調べるため、BCAA 負荷試験を行った。しかし、BCAA 応答性のグ
ルカゴン分泌の亢進は耐糖能障害が強いほど強く認められることを確認しているが、講師防食
負荷マウスの耐糖能は低度の障害のため、BCAA 応答性のグルカゴン分泌亢進は強度には認めら
れなかった。このため、検出限界以下の個体も多く、ノックアウトマウスとの比較が困難であっ
た。 
このため、今後は、αBDK KO マウスにストレプトゾトシンを投与し、耐糖能障害を更に増悪

させたうえで、比較検討を行う必要があることが分かった。 
 

(2) 膵島の BCAA 代謝とグルカゴン分泌障害 
糖尿病モデルマウスから膵島を単離し、BCAA を添加した。その結果、BCAA 添加によって上清

中のグルカゴン濃度の増加が認められた。続いて、BCAA 代謝阻害酵素 BDK の阻害剤、BT2 を BCAA
と同時に添加すると、上清中のグルカゴン濃度の上昇は抑制された（図 1）。以上より、糖尿病
病態における膵島細胞の BCAA 代謝異常が、グルカゴン過剰分泌に関与していることが考えられ
た。 
しかしながら、BT2 は膵島細胞すべてに作用するため、膵α細胞そのものの BCAA 代謝障害が



グルカゴン過剰分泌に関与しているかは不明なままである。
そこで、αBDK KO マウスより膵島を単離し、BCAA 添加試験を
同様に行った。その結果、αBDK KO マウスの膵島では、BCAA
による上清中のグルカゴン濃度の増加が抑制された。 
以上より、膵α細胞の BCAA 代謝異常が、グルカゴン過剰分

泌に関与していることが示唆された。 
 

(3) 膵α細胞のソーティング 
膵α細胞における BCAA 代謝関連酵素の発現やその意義を

解析するため、膵α細胞のソーティングを試みた。膵α細胞
特異的 TdTomato 発現マウスの膵島を単離し、膵島細胞を分
離したうえで、FACS により TdTomato 陽性分画のソーティン
グを行った。回収した TdTomato 陽性細胞および TdTomato 陰
性細胞中のグルカゴン・インスリン濃度を測定した。その結
果、TdTomato 陽性分画においてグルカゴン発現量が高値であるとともに、インスリンの発現量
の低値を認めた。一方 TdTomato 陰性分画においてはグルカゴン発現量が低値であり、インスリ
ン発現量は高値であった。以上より、膵α細胞特異的 TdTomato 発現マウス由来の膵島を用いる
ことで、膵α細胞をソーティングすることが可能であることが分かった（図 2）。 
今後、高脂肪食負荷やストレプトゾトシン投与による糖尿病モデルマウスを膵α細胞特異的

TdTomato 発現マウスで作製し、膵α細胞のアミノ酸代謝関連酵素の発現変動を解析する。また、
カルシウムイメージング法による膵α細胞刺激実験等も行い、分泌動態を ex vivo の実験系で
も進めていく。 
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