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研究成果の概要（和文）：本研究では、誘導性細胞標識システムを用いてマウスの膵β細胞を選択的に標識し追跡する
ことによってその運命追跡を行った。アロキサン糖尿病マウスにおけるヒトGLP-1受容体作動薬リラグルチドの作用を
モデル系として、膵β細胞の機能と量を改善する仕組みを解析した結果、GLP-1シグナルの活性化が増殖を促進して細
胞死を抑制するが、新生は誘導しないことを見出した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we chased the fate of pancreatic beta cells by utilizing 
inducible cell labeling system. In alloxan-induced diabetic mice, the human GLP-1 receptor agonist 
liraglutide restored function and mass of beta cells. Liraglutide increased beta cell proliferation and 
decreased beta cell death, but did not induce neogenesis of beta cells.

研究分野：医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
再生医療は、不可逆的な損傷を受けた組
織・細胞を、何らかの方法で新たな組織・細
胞で置換して治癒しようとするものである。
糖尿病では、膵臓をまるごと再生する必要は
なく、インスリンを分泌する膵 β細胞さえ再
生できれば、高血糖を是正して深刻な合併症
を阻止することが可能であるので、再生医療
に対する期待は大きい。膵 β細胞はきわめて
大量のインスリンを産生・蓄積し、血糖の上
昇に伴い、必要に応じてインスリンを分泌す
る機能を有する高度に分化した細胞である。
糖尿病の細胞移植治療に応用可能な再生膵 β
細胞は、実際の膵 β細胞と質的にも量的にも
同等の機能を獲得している必要があるにも
かかわらず、過去の多くの再生膵 β細胞に関
わる研究では、新たに誘導された細胞のイン
スリン分泌機能の詳細についてはほとんど
解析されてこなかった。研究代表者らは、膵
島移植の副産物として大量に入手すること
ができる膵腺房細胞に着目し、世界で初めて
膵 β細胞と質的には同等のインスリン分泌機
能を有する細胞を in vitro で誘導することに
成功した (Minami et al, PNAS, 102:15116, 
2005; Okuno, Minami et al, AJP, 292:E158, 
2007)。さらに、膵腺房細胞からインスリン分
泌細胞への分化転換メカニズムの一端を解
明する(Minami et al, JBC, 283:13753, 2008)と
ともに、ヒトの膵外分泌細胞からもインスリ
ン分泌細胞が誘導できることも示した
(Minami et al, JDI, 2:271, 2011)。しかし、これ
までにデータが報告されたほぼ全ての再生
膵 β細胞は、実際の β細胞と比較してインス
リン産生能が低く、生理的刺激に対するイン
スリン分泌応答も不十分で、移植医療に用い
るための実用的なレベルには達していない
と判断される。これらの問題点を克服するた
めに、実際の膵 β細胞が分化過程でどのよう
にして精密なインスリン分泌機能を獲得す
るのかを理解することが不可欠であると考
えた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、誘導性 Cre/loxPシステムに基
づく膵 β細胞標識モデルマウスを用いて、そ
の分化・増殖・再生過程を比較解析すること
によって、膵 β細胞がどのようにインスリン
分泌機能を獲得して成熟した細胞に分化・再
生するのか、アロキサン糖尿病モデルにおけ
るヒト GLP-1 受容体作動薬リラグルチドの
効果を解析することにより、その一端を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 マウスインスリン 2遺伝子座にタモキシフ
ェン誘導性に Creを発現する遺伝子を導入し
たノックインマウス(Ins2-CreER)と、ROSA26
遺伝子座に YFP を導入したノックインマウ
ス (R26R-YFP) を 交 配 し た
Ins2CreER/R26R-YFP ダブルノックインマウ

ス を 作 出 し た 。  6 週 齢 の 雄 性
Ins2-CreER/R26RYFPマウスに、タモキシフェ
ンを 2週間かけて 5回投与し膵 β細胞を標識
した。その 10 日後、尾静脈よりアロキサン
を 60 mg/kgの用量で投与し、翌日の血糖値が
300 mg/dl以上のマウスを実験に用いた。アロ
キサン投与翌日(Day 0)から、体重 1 kgあたり
200 µgのリラグルチドを 30日間一日一回皮
下投与し、コントロール群として生理食塩水
を投与した。リラグルチドは糖尿病治療薬と
してすでに市販されており、インスリン分泌
促進作用に加えて膵 β細胞に対する保護作用、
増殖作用があることが示唆されている。体重、
摂餌量、血糖値、血清インスリンおよび血清
グルカゴンを継時的に測定するとともに、
Day 0 、Day 15および Day 30で膵臓を摘出
して免疫組織化学的検討を行った。膵 β細胞
量、YFP標識率、細胞死、細胞増殖を定量化
した。また経口糖負荷試験により膵 β細胞機
能の評価を行った。 
 
４．研究成果 
 アロキサン投与後、コントロール群では 30
日間に渡って体重増加が抑制された。リラグ
ルチドの連日投与によっても体重に有意な
差は生じなかった（図１A）。一方、摂餌量は
リラグルチド群でコントロール群に比較す
ると、全体として低下する傾向が認められた
（図１B）。随時血糖値はアロキサン投与翌日
には 600mg/dl前後まで急激に上昇し、コント
ロール群ではその後も持続的な血糖値の上
昇が認められた。リラグルチド群においては
血糖値の上昇が抑制され、17日目以降ではコ
ントロール群に比較して有意に低い血糖値
を示した（図１C）。血清インスリン値はリラ
グルチド群でコントロール群に比較して 15
日目では高い傾向を示し、30日目には有意に
高値を示した（図１D）。 
 

図１．体重(A)、摂餌量(B)、随時血糖値(C)、
血清インスリン値(D)の変化 
*P<0.05; **P<0.01 (t-test) 
 
 アロキサン投与マウスでは経口糖負荷試
験におけるインスリン分泌不全に伴う耐糖
能の著しい低下が認められるが、リラグルチ



ドの投与によってインスリン分泌反応が回
復し、耐糖能も改善した（図２）。 
 

図２．経口糖負荷試験における血糖値とイン
スリン値の推移 
*P<0.05 (t-test) 
 
血中のインスリン濃度の増加は、膵 β細胞
からのインスリン分泌量の増加のみならず、
膵 β細胞自体の量の増加によっても生じ得る。
本研究では、膵 β細胞量に着目して検討を加
えた。膵 β細胞量は膵臓全体の面積に対する
インスリン陽性細胞部分の面積の割合に、膵
臓の重量を乗じることによって算出した。そ
の結果、膵 β細胞量は、リラグルチド群にお
いてコントロール群と比較して、15日目では
増加傾向を、30日目では有意に高い値を示し
た（図３）。この結果は、リラグルチドが膵 β
細胞量を増加（あるいは維持）することによ
って、血清インスリン値を増加させた可能性
を示唆している。 

 

図３．膵 β細胞量 
*P<0.05 (t-test) 
 
膵β細胞量が増加したメカニズムとして、

1）既存の膵 β細胞の自己複製、2）膵 β細胞
の細胞死と、3）非 β細胞（幹/前駆細胞など）
からの新生について解析することとした。ま
ず、既存の膵 β細胞の自己複製に対するリラ
グルチドの影響を、Ki67の免疫染色によって
評価した。コントロール群では、Ki67陽性の
膵 β細胞（インスリン陽性細胞）は 0.2%程度
であったが、リラグルチド投与 15日目では 4
倍近くまで有意に増加した（図４）。 
 
 
 
 
 

図４．膵 β細胞の増殖 
*P<0.05 (t-test) 
 
次に、膵 β細胞の細胞死にを TUNEL法に
よって検討した。その結果、TUNEL 陽性の
膵 β 細胞の割合はコントロール群では約
2.5%に達したが、リラグルチド群では有意に
低い値を示した（図５）。このことからリラ
グルチドは、アロキサン糖尿病マウスモデル
において、膵 β細胞の細胞死を強く抑制する
ことが判明した。 
 

図５．膵 β細胞の細胞死 
*P<0.05 (t-test) 
 
さらに、非 β細胞（幹/前駆細胞など）から
の新生に対するリラグルチドの効果を検討
した。この目的のため、YFPで標識された膵
β 細 胞 の 割 合 の 推 移 を 解 析 し た 。
Ins2-CreER/R26R-YFP マウスでは、タモキシ
フェンの投与によってインスリンを発現す
る細胞（膵 β細胞）でのみ YFPを発現するこ
とができる。タモキシフェン投与直後の YFP
標識膵 β細胞の割合を基準として、追跡後に
その割合が減少した場合には、もともとイン
スリンを発現していなかった細胞がインス
リンを発現するようになった、すなわち新生
が生じたと判断できる。一方、標識率の変化
がなかった場合には、新生は生じておらず、
自己複製のみで細胞量が増加したものと推
測できる。実際に YFPとインスリンの二重免
疫染色を行ったところ、リラグルチド投与前
には、約 33%の膵 β細胞が YFP標識されてい
た。コントロール群、リラグルチド群ともに
30日後に至っても、その標識率に有意な変化



は認められなかった（図６）。以上の結果か
ら、アロキサン糖尿病マウスモデルにおいて
は、リラグルチド投与によって膵 β細胞の新
生はほとんど生じないものと考えられた。 

 

図６．膵 β細胞の新生 
 
 アロキサンは膵β細胞に取り込まれると
酸化ストレスを発生して細胞障害を引き起
こすことが知られている。また、持続的な高
血糖も膵β細胞における酸化ストレスを増
大させる。実際に、本研究で用いたマウスで
も酸化ストレスマーカーである 4-HNE の増
加が認められた。リラグルチドを 30 日間連
日投与すると、アロキサンと高血糖で引き起
こされた膵β細胞の酸化ストレスを軽減す
ることが明らかとなった（図７）。この時、
膵β細胞の機能と量の維持に関与する転写
因子である Pdx1と FoxO1の発現も回復する
ことが認められ、リラグルチドがアロキサン
と高血糖によって障害された膵β細胞を正
常化していることが示唆された。 
 

図７．膵島における酸化ストレスの検出 
 
 糖の再吸収阻害作用を持つ利尿薬のフロ
リジンを用いると、インスリン作用などの影
響なく血糖値をコントロールすることがで
きる。そこで、フロリジンによってリラグル
チドと同様の血糖コントロールを行って、膵
β細胞への効果を検討したが、糖負荷後のイ
ンスリン分泌機能も膵β細胞量も回復する
ことはなかった。したがって、リラグルチド
の膵β細胞に対する効果は、血糖値の改善に
よる二次的な影響だけでは説明することは
できず、直接的な作用があると考えられた。 
 さらに、本研究で認められたリラグルチド
の効果は、薬剤投与終了後少なくとも 2週間
は持続することが判明した。 
 
 以上の結果から、GLP-1受容体作動薬であ
るリラグルチドは、アロキサン糖尿病マウス
において、膵β細胞の量と機能を持続的に正

常化し糖尿病状態を改善することが示唆さ
れた。さらに本研究では、膵 β細胞を選択的
かつ不可逆的に蛍光標識するマウスモデル
を用いて、初めて膵 β 細胞の自己複製と非 β
細胞からの新生を区別して GLP-1 受容体作
動薬の効果を解析することができた。その結
果、少なくとも本研究で用いた条件下ではリ
ラグルチドは、膵 β細胞の新生に対して有意
な効果を発揮しないことが示された。今後、
膵 β細胞内でどのような変化が生じて細胞増
殖や細胞保護に結びついているのかを詳細
に検討するとともに、インスリン分泌機能に
対する効果についても十分な解析を実施す
ることが、膵β細胞機能の獲得、維持機構を
理解するうえで重要である。 
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