
	 

様式Ｃ－１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 
平成２５年	 ６月１８日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：膵β細胞障害は、 2 型糖尿病の病態の主要因である。本研究
では、テトラサイクリン制御系システムを利用して、成獣マウスの膵β細胞特異的に転

写因子 MafA を発現させ、膵β細胞障害の改善効果を解析した。MafA の発現により、
MafA KOマウスの耐糖能異常の改善、高脂肪食を給餌したマウスの空腹時血糖の低下ならびに
耐糖能異常の改善を認めた。以上より、膵β細胞における MafA の発現が、糖尿病の治療的効
果を生じうる事が示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Type 2 diabetes results from dysfunction of pancreatic β-cells. 
The expression of MafA is impaired in the compromised β-cells. The adult β-cell specific 
expression of MafA by the tetracycline-inducible system improved glucose intolerance 
of MafA knockout mice and high fat diet-fed (HFD) mice, and lowered fasting blood 
glucose of HFD mice. These results indicated that the expression of MafA can be a 
therapeutic target for diabetes. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) はじめに 
	 世界の糖尿病罹患者は 2007年に 2億 4千
万人、2012年には 3億 7千百万人以上とみら
れ（IDF Atlas 5th edition）、その病態解明およ
び新規治療法の開発は急務である。糖尿病は
多因子疾患であるが、病態の中心を占めるの

は膵臓のβ細胞からのインスリンの分泌不
全と、骨格筋・肝臓・脂肪組織での作用不全
（インスリン抵抗性）である。特に日本人の
場合、欧米人に比べ、インスリンの分泌不全
が特徴的であり、また早期にその障害が進行
していく。よって糖尿病における膵β細胞の
機能障害のメカニズムの解明とその対策は、
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糖尿病の病態解明と新規治療法の開発に大
きく貢献すると考えられる。 
 
(2) インスリンの発現およびインスリン分泌
に重要な転写因子 MafA 
	 膵β細胞におけるグルコース濃度依存性
のインスリンの発現は、主にインスリンプロ
モーター上の A3、E1、C1-A2 の 3 つのエレ
メントによって制御されている。転写因子
Pdx1、NeuroDは、それぞれ A3、E1に結合し
これを活性化する。我々は、転写因子 MafA
が C1-A2エレメントに結合し、インスリンプ
ロモーターを活性化する事を見出し、以後そ
の機能解析を進めてきた (Nishimura W, et al., 
2005)。MafAはβ細胞の成熟分化、グルコー
ス応答性インスリン分泌に重要である
（Nishimura W, et al., 2008; Zhang C, et al., 
2005）。これら MafA、Pdx1、NeuroD の 3 つ
の転写因子は相互作用しながら、インスリン
遺伝子の発現を制御する。また、この 3因子
を肝細胞や膵外分泌細胞に導入すると、イン
スリンの発現が誘導される（Kaneto H, et al., 
2005; Zhou Q, et al., 2008）。 
 
(3) 糖毒性モデルの膵β細胞株における
MafAの発現低下と、MafAの過剰発現による
β細胞障害の改善効果 
	 慢性高血糖が膵β細胞の機能障害および
インスリン抵抗性の増悪を来たし、代謝動態
に悪影響をもたらす状態は糖毒性と呼ばれ
ている。膵β細胞は糖毒性の影響を特に受け
易いが、その理由の一つとして抗酸化酵素の
発現が他の組織に比べて低く、慢性高血糖に
起因する酸化ストレスによる障害を受けや
すいことが挙げられている。膵β細胞におけ
る糖毒性は、経時的にインスリン遺伝子の発
現低下、インスリンの生合成ならびに分泌の
障害を引き起こすが、この過程への MafA と
Pdx1 の発現ならびに機能の低下の関与が多
数示されている。高グルコース濃度下で長期
間培養したβ細胞株における MafA と Pdx1
の発現および DNA 結合能は著しく阻害され
ており、これはインスリンプロモーターの活
性低下とインスリンの発現低下につながる。
この高グルコース濃度下で長期間培養した
β細胞株に、外来的に MafA を過剰発現させ
ると、インスリンプロモーターの活性が上昇
し、インスリンの発現が増加する。この時、
Pdx1 を共発現させるとその効果が増強する。
このように in vitroにおいては、MafAと Pdx1
の発現ならびに機能の低下が、高グルコース
濃度下で長期培養したβ細胞株の機能障害
の主要因と考えられ、かつ治療標的にもなり
得る（Robertson RP, et al., 2005）。 
	 一方、ヒトならびにマウスにおいて、2 型
糖尿病下のβ細胞におけるMafAとPdx1の発
現はインスリンと共に低下する（Butler AE, et 

al., 2012; Kitamura YI, et al., 2005; Ueki K, et al., 
2006）。この状態のβ細胞に抗酸化因子を発
現させると、β細胞障害の改善と共に MafA
の発現も改善する（Yamakoto M, et al., 2008）。
しかし、このメカニズムの詳細は不明であり、
MafA・Pdx1の糖毒性改善効果を、in vivoで
直接的に示した報告はほとんどない。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、in vivo での MafA・Pdx1
の過剰発現による膵β細胞障害の改善
効果を明らかにする。  
	 MafAのノックアウトマウスはβ細胞障害
により生後早期に糖尿病となる（Zhang C, et 
al., 2005）。また、MafAを胎生早期より過剰
発現した膵臓は低形成となり、生直後より糖
尿病となる（Nishimura W, et al., 2009）。この
ように、β細胞の機能に本質的な転写因子は
β細胞の発生・分化にも重要であるため、そ
れらの遺伝子改変マウスでは、胎生期膵臓に
何らかの表現型を認める事が多い。よって、
成獣の糖尿病モデルマウスのβ細胞におけ
るこれら転写因子の機能を直接的に検討す
るには、胎生期には遺伝子発現の変動を伴わ
ない、つまり任意の時期にその発現を調節で
きる人工的なシステムが必要である。 
	 そこで本研究では、我々の開発した下記の
システム（３．研究の方法の項参照）を用い
て、任意の時期に MafA、Pdx1、あるいは、
MafAと Pdx1の協調作用を誘導する目的で
MafAと Pdx1の両者を発現させる事により、
哺乳類の成体における糖毒性下のβ細胞障
害が、どの程度改善するのかを直接的に検討
し、その分子メカニズムを明らかにすること
を目的とする。これらの結果は、β細胞の機
能障害に主眼をおいた糖尿病の病態解明に
とって極めて重要と考えられる。 
 
３．研究の方法 
	 上記のように、膵β細胞の機能に重要な転
写因子の多くは、β細胞の発生・分化にも関
与するため、通常の発生工学的手法では、in 
vivoにおけるβ細胞障害の改善効果を直接的
に検証することはできない。我々はハーバー
ド大学医学部ジョスリン糖尿病センターに
おいて、膵臓の発生過程における MafAの機
能を解析する目的で、テトラサイクリン制御
系システムを利用して、任意の細胞特異的
に、任意の時期に MafA を発現させるこ
とができるトランスジェニックマウス
を開発した。つまり、 tetracycline 
transactivator (tTA)存在下で外来的に Mycタ
グ付き MafA（以下 MafA-Myc）を発現するマ
ウス tetOMafAを作製した（Nishimura W, et al. 
Dev Biol, 2009）。本研究では、このシステム
を利用して、膵β細胞特異的テトラサイクリ
ン作動性 MafA発現マウスを作製し、解析し



た。つまり、インスリンプロモーター作動性
に rtTA（reverse tTA）が発現する RIPrtTAマウ
スと、tetOMafAを交配し、ドキシサイクリン
（Dox）を投与すると、β細胞特異的に MafA
が過剰発現するマウス RIPrtTA;tetOMafAを作製
した（図 1、以降、RIPrtTA;tetOMafAを TGと表
記する）。同時に、rtTA存在下で外来的に Pdx1
を発現するマウス tetOPdx1を入手し、同様に
ドキシサイクリンの存在下で、β細胞特異的
に Pdx1が過剰発現するマウス RIPrtTA;tetOPdx1

を作製した。これらのマウスを用いて、
MafA・Pdx1 を、胎生期には発現誘導せ
ず、成獣になってからドキシサイクリン
を投与し、膵β細胞特異的に発現させる
システムを構築した。つぎに、高脂肪食
給餌（ high fat diet-fed、以下 HFD）マウス、
db/db マウスなど糖尿病モデルマウスの
膵β細胞にこれら転写因子を発現させ、
その効果を解析した。  
 

 
４．研究成果 
(1) 糖毒性モデルの膵β細胞株、HFDマウス、
db/dbマウス膵島における MafA・Pdx1の発
現の変動の解析 
	 糖尿病の病態およびβ細胞障害の進行と、
MafA、Pdx1、インスリンの mRNAや蛋白発
現との関係を、膵β細胞株、HFDマウス膵島、
db/dbマウス膵島を用いて解析した。 
 
① 膵β細胞株 INS-1を用いた検討 
	 前述のように、高グルコース濃度下で長期
培養した膵β細胞株は、糖毒性モデルとして
用いられている（Robertson RP, et al., 2005）。
通常の INS1細胞（継代回数 38回以下）を対
照として、高グルコース濃度下で長期培養し
た INS1細胞（継代回数 149回〜158回）にお
けるmRNAの発現を解析した結果、insulin1、
insulin2、MafA（n=3）、Pdx1（n=6）の発現は
対照群と比較して、それぞれ 0.22%±0.04%、
0.04%±0.01%、1.3±0.1%、49.6±2.6%であり、
MafAの発現低下は顕著であった（図 2）。 
 
② 糖尿病モデルマウスの膵島を用いた検討 

	 24週齢の糖尿病モデルマウス db/dbの体重、
随時血糖はそれぞれ 59.0±1.6g、490.8±11.4 
mg/dl （n=12）であり、対照群 db/m（32.9±4.2g、
130.1±5.6 mg/dl; n=10）と比較して、著しい体
重増加と食後血糖の上昇を認めた。db/mマウ
スと比較した db/dbマウス膵島における
insulin1（n=4）、insulin2（n=4）、MafA（n=7）、
Pdx1（n=6）の mRNA発現は、それぞれ
7.8%±1.5%、31.3%±11.5%、3.6±1.1%、
27.4±6.9%であり、MafAの発現低下は顕著で
あった。組織学的解析による蛋白発現も、同
様の結果であった。一方、4週齢より 13週齢
まで高脂肪食を給餌したマウスでは、体重、
随時血糖はそれぞれ 37.3±1.1g、204.1±14.0 
mg/dlであり、通常食群（26.5±0.4g、153.6±9.8 
mg/dl）と比較して、軽度の体重増加と食後血
糖の上昇を認めた（n=11）。これら HFDマウ
ス膵島におけるMafAのmRNA発現は通常食
群と比較して 106.8±24.1%であり、低下を認
めなかった（n=4）。組織学的解析による蛋白
発現も、同様の結果であった（図 2）。 
 

 
(2) TGマウス、RIPrtTA;tetOPdx1マウスにおける
膵β細胞特異的な transgeneの発現の確認 
 

 
	 作製したトランスジェニックマウスにお
いて、テトラサイクリン制御系システムが適
切に作動しているかどうかを確認する目的
で、TGマウスと RIPrtTA;tetOPdx1マウスにドキ



シサイクリンを投与し、単離膵島および膵臓
切片を解析した。その結果、TGマウス膵島
にはMycタグ付きMafAの蛋白発現を認めた。
また RIPrtTA;tetOPdx1マウス膵島においては、
Pdx1と同時に、IRES配列により発現するGFP
の蛋白発現を認めた。以上より、2つのシス
テムでは、ドキシサイクリンの投与により、
それぞれ Transgeneが期待通り発現する事が
確認された（図 3）。 
 

(3) MafAKOマウスにおける Transgene 
MafA-Mycの発現効果 
	 Transgene MafA-Mycの機能を解析する目
的で、RIPrtTA、tetOMafAマウスと MafA KOマ
ウスを交配し、TG;MafA-/- (KO)、TG;MafA+/- 
(hetero)マウスを作製し、MafA-/-、MafA+/-マ
ウスの膵β細胞特異的に、4週齢から 8週齢
まで transgene MafA-Mycを発現させ、非発現
群（MafA-/-マウス、MafA+/-マウス）と比較
した。8週齢に施行した intraperitoneal glucose 
tolerance test (IPGTT)では、MafA-Myc 発現群
では、MafA KOに認められる耐糖能異常が改
善した（図 4、n=4〜6）。この結果より、本
システムの transgeneは、機能的に内在性の
MafAの代わりとして用いることができると
考えられた。 
 

 
(4) HFDマウス膵β細胞における MafA・Pdx1
の発現効果の解析 
	 TGマウス、RIPrtTA;tetOPdx1マウス、
RIPrtTA;tetOMafA;tetOPdx1マウスをそれぞれ 2群
に分け、両群に生後 5週から 13週齢まで高
脂肪食を給餌し、一方に同時期にドキシサイ
クリンを投与し、膵β細胞特異的に MafA、
Pdx1あるいは MafA・Pdx1を同時に、それぞ
れ発現させた。他方はドキシサイクリン非投
与群とした。これらを、通常食マウス群と比
較した。TG;HFDマウスの両群の体重は、ド
キシサイクリン投与群と非投与群で有意差
を認めなかった。投与群（MafA発現群）で
は、非投与群に比べ、有意に空腹時血糖の低
下を認め、耐糖能異常が改善した（図 5、n=4）。 
	 以上より、MafAの過剰発現は、膵β細胞

障害を改善する事が明らかになった。一方、
RIPrtTA;tetOPdx1マウス、RIPrtTA;tetOMafA;tetOPdx1

マウスにおいては、血糖の低下を認めなかっ
た。 
 

 
(5) db/dbマウス膵β細胞におけるMafA・Pdx1
の発現効果の解析 
	 TG;db/dbマウスを作製し、db/dbマウスの
膵β細胞特異的に、4週齢より 6〜9週齢まで
MafAを発現させ、非発現群（db/dbマウス）、
db/mマウスを対照として解析した。TG;db/db
マウスの体重は、db/dbマウスと比べ、有意
差を認めなかった。一方、膵β細胞特異的に
MafAを発現した db/dbマウスでは、空腹時血
糖が低下する傾向を示した（図 6、n=3）。 
 

 
（結論） 
	 以上より、成獣における膵β細胞特異的に
発現誘導された MafAが、膵β細胞の機能を
改善し、糖尿病の治療的効果を生じうる事が、
in vivoで示された。これらの研究結果により、
MafAの発現を分子標的とした、糖尿病の新
規治療法の開拓が期待される。 
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