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研究成果の概要（和文）：　膵β細胞機能維持におけるインスリン転写因子PDX-1の重要性：糖尿病状態では膵β細胞
においてPDX-1の発現が低下することを踏まえて、糖尿病モデルであるAkitaマウスにおいて膵β臓特異的にPDX-1を高
発現する遺伝子改変マウスを作成したところ、HbA1cの有意な低下が認められた。
　膵β細胞機能維持におけるインクレチンの重要性：糖尿病状態ではGLP-1受容体の発現が有意に低下することを踏ま
えて、膵β細胞特異的にGLP-1 受容体を高発現する遺伝子改変マウスを作成したところ、インクレチンであるexendin-
4投与下のインスリン分泌の上昇が認められた。

研究成果の概要（英文）：It is well known that pancreatic transcription factor PDX-1 plays a crucial role 
in maintenance of pancreatic beta-cell function but that its expression level is decreased under diabetic 
conditions. We made beta-cell-specific PDX-1 overexpressing transgenic mice. As the results, such PDX-1 
overexpresion ameliorated glycemic control in diabetic Akita mice.
 It is also known that incretins (GLP-1 and GIP) play a crucial role in maintenance of beta-cell function 
but that GLP-1 and GIP receptor levels are decreased. We made beta-cell-specific GLP-1 receptor 
overexpressing transgenic mice. As the results, such GLP-1 receptor overexpresion augmented 
exendin-4-mediated insulin secretion in diabetic db/db mice.

研究分野： 糖尿病

キーワード： 膵β細胞機能
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１．研究開始当初の背景 
 

2 型糖尿病の特徴は、膵細胞におけるイン
スリンの生合成、分泌の低下および肝臓や末
梢組織でのインスリン抵抗性である。そして
臨床上最も大きな問題点は、高血糖が持続す
ると、細胞におけるインスリン生合成およ
び分泌障害はさらに顕著化し、また肝臓や末
梢組織でのインスリン抵抗性もさらに増加
するという悪循環に陥ることである。これは
「高血糖毒性」として臨床的にも広く知られ
ている。申請者らはこの「高血糖毒性」の悪
循環の原因の一つとして糖尿病状態におい
て惹起される酸化ストレスに注目して研究
を進めてきている。これまでに、酸化ストレ
スが膵細胞におけるインスリン生合成、分
泌を低下させ、細胞機能障害を引き起こす
こと、また「高血糖毒性」によるインスリン
遺伝子の発現低下には、酸化ストレスおよび
その下流のストレスシグナル経路が活性化
されることにより、（インスリン遺伝子の極
めて重要な転写因子である）PDX-1 の発現お
よび活性の低下が関与することを見いだし
ている。 
一方、インクレチンのひとつである GLP-1 

は食事摂取に応じて腸管から分泌されるホ
ルモンで、多彩な作用を有している。また、
糖尿病状態においては「インクレチン効果」
が低下していることが知られている。すなわ
ち、健常者の場合、グルコースを静脈注射し
た時に比べて経口摂取した時の方が、より多
くのインスリンが分泌されて血中インスリ
ン濃度が高くなるが、糖尿病状態ではこの差
が少なくなっている。血中 GLP-1 濃度自体
は糖尿病状態でも低下しているわけではな
く、申請者らは膵細胞におけるインクレチ
ンの受容体の低下が関与しているのではな
いかと考えている。実際、申請者らはこれま
でに、いくつかの糖尿病モデル動物において
GLP-1 受容体の発現が低下すること、またそ
のような糖尿病動物から単離した膵島にお
いては GLP-1 応答性インスリン分泌が低下
していること、さらにインスリン療法などで
高血糖を是正することによって膵細胞にお
ける GLP-1 受容体の発現が回復することを
見いだしている。海外からは 2 型糖尿病症例
においても膵細胞における GLP-1 の発現
が低下していることも報告されている。膵
細胞における GLP-1 シグナルの重要性から
考えると、「高血糖毒性」の悪循環の原因の
一つとして GLP-1 受容体の発現低下が関与
する可能性が考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
膵β細胞機能維持における転写因子 PDX-1
の重要性： 
糖尿病状態において認められる膵細胞で

の転写因子PDX-1の発現低下と細胞機能障

害（高血糖毒性）との関連を検討するために、
糖尿病モデルマウスにおいて膵細胞特異的
かつ誘導性に PDX-1 を高発現させて、細胞
における PDX-1 の役割を検討すること 
 
膵細胞機能維持におけるインクレチンの重
要性： 
糖尿病状態において認められる膵細胞で

の GLP-1 受容体の発現低下と細胞機能障害
（高血糖毒性）との関連を検討するために、
糖尿病モデルマウスにおいて膵細胞特異的
かつ誘導性に GLP-1 受容体を高発現させて、
細胞における GLP-1 シグナルの役割を検
討すること 
 
 
３．研究の方法 
 

膵β細胞機能維持における転写因子 PDX-1
の重要性： 
 
研究代表者らは以前に chicken β-actin gene 

(CAG) promoter の下流に stuffer 構造 CAT を
介して PDX-1 遺伝子をつないだ construct を
作成し、これを組み込んだトランスジェニッ
クマウスを作成している（CAG-CAT-PDX-1 
マウス）。このマウスは Cre 酵素の存在下に
おいてのみ stuffer gene が除かれ、CAG 
promoter の支配下に PDX-1 が発現するよ
うになる。本研究においては、この 
CAG-CAT-PDX-1 マウスを（膵細胞特異的
に、またタモキシフェン投与した際のみ Cre 
酵素を発現する）PDX-1 promoter-Cre-ER マ
ウスと交配することにより、膵β細胞におけ
る PDX-1 の gain of function が細胞機能に
及ぼす影響を検討する。さらに、
PDX-1-Cre-ER マウス、 CAG-CAT-PDX-1 マ
ウスを C57BLKsJ line と 10 回 backcross 行っ
た後、（肥満 2型糖尿病マウスである）
C57BLKsJ-db/db マウスにおいて細胞特異的
かつ誘導性に PDX-1 を過剰発現させるマウ
ス（PDX-1-Cre-ER/ CAG-CAT-PDX-1/ 
C57BLKsJ-db/db マウス）を作成して、PDX-1 
を過剰発現させることによって、膵細胞を
「高血糖毒性」から保護できるかどうかを検
討する。 
具体的には、PDX-1-Cre-ER/ 

CAG-CAT-PDX-1/ C57BLKsJ-db/db マウス（8
週齢）にタモキシフェンを投与して PDX-1 
を高発現させ、16～20 週くらいまで血糖値、
体重変化などを経時的に測定し、また、適時
腹腔内ブドウ糖負荷試験などを行ない、血糖
値および血中インスリン値を測定する。さら
に、やはり 16～20 週くらいにおいて、膵組
織を取り出して組織学的に検討し、インスリ
ンをはじめとする膵細胞関連因子の発現が
どのように変化しているか、膵島の mass、
細胞の増殖能、アポトーシスの頻度がどのよ
うに変化しているかなどを詳細に検討する
計画である。また、PDX-1 はグルコキナーゼ、



GLUT2 遺伝子の重要な転写因子なので、単
離した膵島を用いて単位蛋白あたりのイン
スリン含量を測定し、さらに膵島より単離し
た total RNA を用いて real-time RT-PCR 法
にてインスリン、グルコキナーゼ、GLUT2 な
どの mRNA 量を検討する計画である。 
 
膵細胞機能維持におけるインクレチンの重
要性： 
 
研究代表者らはこれまでに、糖尿病状態に

おいて膵細胞が慢性的に高血糖に曝される
と、GLP-1 受容体の発現が低下することを報
告している。膵細胞における GLP-1 シグナ
ルの重要性から考えると、「高血糖毒性」の
悪循環の原因の一つとして GLP-1 受容体の
発現低下が関与する可能性が考えられる。本
研究においては、Cre-loxP システムを用いて、
タモキシフェン投与により Cre 酵素を発現
させた時のみ、膵細胞特異的に GLP-1 受容
体を過剰発現する遺伝子改変マウスを作製
し、膵細胞における GLP-1 シグナルの重要
性を検討する。すなわち、糖尿病状態におい
ては「高血糖毒性」のため膵細胞機能は障
害されるが、GLP-1 受容体を過剰発現させる
ことにより膵細胞機能障害が軽減するか否
かを検討する。 
本研究においては、（上記の

CAG-CAT-PDX-1 マウスの作成と同じ手法
で）Cre-loxP システムにより GLP-1 受容体を
異所性に、かつ恒常的に発現誘導できる遺伝
子改変マウス（CAG-CAT-GLP-1 receptor マウ
ス）を作成し、この CAG-CAT-PDX-1 マウス
を（タモキシフェン応答性に、また膵細胞
特異的に Cre 酵素を発現する）PDX-1 
promoter-Cre-ER マウスと交配することによ
り、膵細胞における GLP-1 受容体の重要性
を検討する。すなわち膵細胞における 
GLP-1 receptor の gain of function が細胞機
能に及ぼす影響を検討する。さらに、
PDX-1-Cre-ER マウス、 CAG-CAT-GLP-1 
receptor マウスを C57BLKsJ line と 10 回
backcross 行った後、（肥満 2型糖尿病マウス
である）C57BLKsJ-db/db マウスにおいて細
胞特異的かつ誘導性に GLP-1 receptor を過
剰発現させるマウス（PDX-1-Cre-ER/ 
CAG-CAT-GLP-1 receptor/ C57BLKsJ-db/db マ
ウス）を作成する。 
 

４．研究成果 
 

膵β細胞機能維持における転写因子 PDX-1
の重要性： 

Akita マウスはインスリン 2遺伝子に変異
を有し、異常インスリン遺伝子の蓄積により
小胞体ストレスを介した細胞死が誘導され、
5週齢頃には高血糖状態となる。本検討にお
いては、Akita マウスにインスリンの転写因
子である PDX-1 を膵臓特異的かつ誘導性に
発現させる遺伝子改変マウスを作成し、

PDX-1 発現の重要性に関して検討している。
バッククロスを２回終えた Akita マウスにお
いて、PDX-1 を 4週齢より過剰発現させ、8
週齢で検討したところ、HbA1c の有意な低下
が認められた。現在、バッククロスをさらに
進め、同様の検討を進めている。Akit マウス
において膵細胞特異的かつ誘導性に4～5週
齢頃において PDX-1 を高発現させ、膵島を
単離し、その遺伝子プロファイルを対象マウ
スと比較検討する。さらに、（血糖値のかな
り上昇した）6 週齢以降の Akita マウスに
PDX-1 を過剰発現させて、細胞死が進行し、
糖尿病が顕在化した状態における外因性
PDX-1 の細胞保護効果を解析する。 
 
膵細胞機能維持におけるインクレチンの重
要性： 

db/db マウスおよびコントロールの膵島単
離を行い、TaqMan array により細胞特異的遺
伝子の発現を継時的に定量化を行ったとこ
ろ、GLP-1 受容体の発現は、4週齢では同程
度だったが、8週齢以降では db/db マウスの
方が有意に低下していた。この結果をふまえ
て、現在膵細胞特異的 GLP-1 受容体高発現
マウスを作成し、C57BKS とのバッククロス
をさらに進めている。CAG-CAT-GLP-1 
receptor（GFP）マウスを PDX-1-Cre-ER マ
ウスと交配し、タモキシフェンを投与したと
ころ、膵島に GFP の発現が確認でき、GFP
陽性細胞はほぼインスリンが陽性となって
いることが確認できたので、今後そのコロニ
ーの拡大と BKS への backcross をさらに進め
ていく。 
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