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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BHLHE40およびPHD3に
ついて以下の点を明らかにした。（1）BHLHE40がインスリン分泌維持に必須なMAFA遺伝子の発現を抑制する分子
メカニズムを明らかにした。(2) BHLHE40はPGC-1α遺伝子の発現を抑制することでミトコンドリア量やミトコン
ドリアにおけるＡＴＰ産生を低下させる働きがあることを明らかにした。（3）PHD3は低酸素下の膵β細胞にお
いてAKTを水酸化し活性化することで細胞増殖を維持する働きがあることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study revealed the role of BHLHE40 and PHD3 in hypoxic response of 
pancreatic βcells as follows. (1) BHLHE40 transcriptionally suppresses MAFA gene expression by 
inhibiting PDX-1 binding to an enhancer region of Mafa gene. (2) BHLHE40 reduces mitochondrial mass 
and mitochondrial ATP production by suppressing the expression of PGC-1α. (3) It is suggested that 
PHD3 maintains cell proliferation under hypoxic condition by hydroxylating and activating AKT in 
pancreatic β cells.

研究分野：糖代謝
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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、そのメカニズ
ムの詳細は不明のままである。本研究では膵β細胞における低酸素応答因子であるBHLHE40やPHD3が糖尿病病態
における血糖値の制御に重要な影響を及ぼしている因子であることを明らかにした。今後BHLHE40やPHD3の発現
制御や機能についてさらに詳しく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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
膵β細胞は降血糖作用をもつホルモンであるインスリンを分泌する細胞であり、血糖調節に
おいて重要な役割を果たしている。膵β細胞は高血糖により細胞内が低酸素状態に陥りやすく、
２型糖尿病モデルマウスの膵島では慢性低酸素状態が検出されている。膵β細胞株や単離膵島
に対し低酸素刺激を与えると、インスリン分泌不全やアポトーシスが発生することから、膵β細
胞における低酸素ストレスは糖尿病病態に関与している可能性があるが、その分子メカニズム
の詳細は不明な点が多い。 
私は低酸素暴露後の膵β細胞株、マウス膵島、糖尿病マウス膵島における網羅的な遺伝子発現
解析を実施し、basic helix-loop-helix family, member e40(BHLHE40)や prolyl-hydroxylase 
3(PHD3) が低酸素下の膵β細胞において顕著に発現誘導されていることを見出した。
BHLHE40 は E-box 配列に結合する転写抑制因子であるが、膵β細胞における機能は不明であ
る。予備検討から BHLHE40 はインスリン分泌に必須な転写因子であるMAFA のエンハンサー
領域に結合し転写抑制することで、 インスリン分泌を低下させることが示された。一方、PHD3
は酸素を基質とし標的タンパクを水酸化する酵素であるが低酸素下の膵β細胞における標的因
子や機能は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は低酸素・糖尿病下の膵β細胞において BHLHE40 や PHD3 が果たしている役割とそ
の分子メカニズムを解明することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
予備検討から膵β細胞特異的に Bhlhe40 をノックアウトした ob/ob(βB40:ob/ob) マウスで
は糖応答性インスリン分泌が亢進し耐糖能が改善していることが判明している。さらにインス
リン分泌に必須な転写因子であるMAFAがBHLHE40の標的因子の一つであることをすでに見
出している。そこで本研究計画では、(1) BHLHE40 がインスリン分泌不全を誘導する分子メカ
ニズムを検討した。特に BHLHE40 が MAFA の発現を抑制する分子メカニズムを検討した。予
備検討から膵β細胞特異的に Phd3 をノックアウトした ob/ob マウスでは耐糖能が悪化するこ
とが判明している。さらに低酸素下のβ細胞に対し PHD3 を過剰発現することで細胞増殖が維
持されることが判明している。そこで本研究計画では、(2) PHD3 による水酸化の標的因子や水
酸化反応の役割について検討した。 
 
(1) BHLHE40 がインスリン分泌不全を誘導する分子メカニズムの検討 
既報から転写因子PDX-1 はMAFAのエンハンサー領域に結合することでMAFAの転写を活
性化していることが知られている。そこで低酸素刺激を与えたり、BHLHE40 を過剰発現した場
合の膵β細胞における MAFA エンハンサー領域に対する PDX-1 の結合量をクロマチン免疫沈
降(ChIP)-PCR 法により評価した。次に MAFA の発現低下がインスリン分泌に及ぼす影響を遺
伝子発現解析や生化学的アッセイによって評価した。さらに低酸素刺激した膵β細胞における
RNA-seq 解析の予備検討結果から MAFA 以外の BHLHE40 の転写抑制の標的因子を選出し、
その因子が関与するインスリン分泌関連機能について評価した。 
 
(2) PHD3 による水酸化の標的因子や水酸化反応の役割の検討 
 予備検討から PHD3 はインスリンシグナル経路中のセリンスレオニンキナーゼで細胞増殖・
生存に重要なAKTに結合することが判明している。そこでAKTが PHD3 の水酸化反応の標的
因子であることを明らかにするために、HEK293T 細胞に PHD3 発現ベクターと HA タグ付
AKT 発現ベクターをトランスフェクション後のタンパク試料に対して、HA に対する抗体で免
疫沈降後、水酸化プロリンに対する抗体を用いてウエスタンブロッティング法を実施した。さら
にプロリン水酸化活性を欠損させた PHD3 変異(H196A)を導入したMIN6 細胞株を作成し、低
酸素下における細胞増殖を検討した。 
 
４． 研究成果 
(1) BHLHE40 がインスリン分泌不全を誘導する分子メカニズムについての研究成果 
FLAG タグ付きの PDX-1 を過剰発現した膵β細胞株(MIN6)に対して BHLHE40 の過剰発現
後のタンパク試料を回収し、FLAGタグで免疫沈降後、MAFA のエンハンサー領域(転写開始点
から-8152 bp̃ -7780 bp)を PCR法で定量した結果、BHLHE40 を過剰発現することで PDX-1
が MAFA エンハンサー領域に結合する量が有意に低下することが判明した(図１)。BHLHE40
を過剰発現する代わりに低酸素刺激を与えた場合においても同様の結果が確認された。以上の
ことから低酸素下における膵β細胞では BHLHE40 が PDX-1 による MAFA の転写活性化を阻
害することでMAFA の発現を抑制していることが判明した。 
既報からMAFA はインスリンの開口放出に関与する遺伝子群(Stxbp1, Napa, Syt7, Stx1a)の発
現を制御していることが知られている。低酸素刺激した MIN6 細胞ではこれら開口分泌遺伝子



群の発現が低下するが、BHLHE40 を欠損したり、MAFA を過剰発現することでこれらの発現
低下が有意に回復することが判明した(図 2)。また in vivo においても同様に、膵β細胞特異的
に Bhlhe40 をノックアウトすることで ob/ob マウスにおけるこれら開口分泌遺伝子群の発現が
有意に増加することが判明した (図 3)。次に開口分泌機能を評価するためにヒト成長ホルモン
(hGH)分泌アッセイを実施した。その結果、低酸素刺激したMIN6 細胞では KCl 誘導性の hGH
分泌が低下するが、BHLHE40 を欠損することでこの分泌低下が有意に回復することが判明した
（図 4）。以上のことから、低酸素下の膵β細胞では BHLHE40 が MAFA の発現を抑制し、その
結果開口分泌機能に障害が生じていることが判明した。 
 低酸素膵β細胞における RNA-seq 解析の結果から、ミトコンドリアの生合成や酸化的リン酸
化に重要なPpargc1a (PGC-1αをコードしている)の発現が低酸素によって低下していることが
判明した。他細胞種において PCG-1αは BHLHE40 の転写抑制の標的因子であることが報告さ
れている。これらのことと対応し、BHLHE40 を過剰発現したMIN6 細胞では Ppargc1a の発現
が有意に低下し、低酸素刺激したMIN6 細胞では Ppargc1a の発現が有意に低下するがこの発現
低下は BHLHE40 を欠損することで回復することが判明した。また in vivo においても同様に、
膵β細胞特異的に Bhlhe40 をノックアウトすることで ob/ob マウスにおける Ppargc1a の発現
が有意に増加することが判明した (図 3)。さらに低酸素下のMIN6細胞ではミトコンドリア量、
ミトコンドリア膜電位、ミトコンドリアタンパク量、細胞内 ATP 量が有意に低下するが、
BHLHE40 を欠損することでこれらの低下が回復することが判明した。ミトコンドリアにおける
ATP 産生は糖誘導性のインスリン分泌過程において重要な役割を果たしていることがよく知ら
れている。以上のことから、低酸素下の膵β細胞ではBHLHE40 が PGC-1αを減少することで、
ミトコンドリア量やATP 産生の減少に関与しているものと考えられる。 
 
(2) PHD3 による水酸化の標的因子や水酸化反応の役割についての研究成果 
AKTは PHD3 の結合因子の一つであることから、AKTが PHD3 によって水酸化されるかど
うかを検討した。その結果、PHD3 を過剰発現することでAKTの水酸化が増加することが判明
した。次にプロリン水酸化活性を欠損させた PHD3 変異(H196A)を導入したMIN6 細胞株を作
成し、低酸素下における細胞増殖を検討した結果、PHD3 による細胞増殖効果が見られなくな
ることが判明した。以上の結果から、PHD3 は低酸素下の膵β細胞においてAKTを水酸化する
ことで細胞増殖を維持する働きがあることが示唆された。 
 
(3) 研究成果(1), (2)の位置づけとインパクトおよび今後展望 
従前の研究では低酸素状態に陥った膵β細胞においてインスリン分泌不全が起きる分子メカ
ニズムは解明されていなかった。本研究成果として低酸素下の膵β細胞では BHLHE40 が増加
し、MAFA や PGC-1αの発現抑制を介してインスリン分泌を抑制していることが明らかになっ
た。ob/ob マウス膵島では慢性低酸素に陥っているが、膵島量は増加する。慢性低酸素下におい
て細胞増殖性を維持するメカニズムについては不明であったが、本研究成果としてその分子メ
カニズムが解明されつつある。本研究成果は糖尿病病態における低酸素応答メカニズムの解明
の新たな地平を拓くものであり、今後新たな糖尿病治療薬の開発につながることが期待できる。 
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