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研究成果の概要（和文）：本研究は、セマフォリン3G(Sema3G)がグルカゴン分泌を調節し、糖代謝の恒常性維持
に寄与しているという仮説のもと行われた。
sema3gノックアウトマウスを用いた解析で、膵α細胞の増加および、pancreas duodenum homeobox 1(Pdx1)、
Neurogenen3(Ngn3)といった膵内分泌細胞の分化、機能維持に必須の転写因子の発現亢進を認めた。一方で、グ
ルカゴンは低値であり、膵島周囲の神経細胞の増加、膵島内への交感神経終末の貫入を認めた。以上より、
Sema3Gは膵α細胞の増殖・分化および、神経網の構築に関与し、グルカゴン分泌に重要な役割を果たしているも
のと考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study was performed on the basis of the hypothesis that Semaphorin 3G 
(Sema3G) regulated glucagon secretion and contribute to the homeostasis of glucose metabolism.
Analysis of Sema3G deficient mice shows increase of pancreatic α cells and elevated expression of 
pancreas duodenum homeobox 1 (Pdx1) and Neurogenen3 (Ngn3), transcription factors essential for the 
differentiation and function maintenance of pancreatic endocrine cells. On the other hand, serum 
glucagon level was low and it was found that nerve cells were increased on the periphery of 
pancreatic islets and sympathetic nerve ending intruded into islets. These results indicates that 
Sema3G plays an important role in glucagon secretion by regulating proliferation and differentiation
 of pancreatic α cells and the organization of nerve network.
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１．研究開始当初の背景 
⑴【糖尿病におけるグルカゴン分泌異常の重
要性】 
 糖尿病はインスリン作用の不足により生
じる慢性高血糖を主徴とする代謝疾患群と
定義され、インスリン作用不足は、膵β細胞
からのインスリン分泌の低下、および肝臓、
筋肉、脂肪などの標的器官におけるインスリ
ンに対する反応性の低下を原因とする。その
ため、これまでは、インスリンの補充や膵
細胞からのインスリン分泌の促進、そしてイ
ンスリン抵抗性の改善を目指した治療が行
われてきた。しかし一方で、糖尿病ではイン
スリン拮抗ホルモンの増加により、インスリ
ン作用が低下していることも知られており、
その中でも中心的な役割を持つグルカゴン
の作用が、グルカゴン分泌抑制作用を持つと
されるインクレチン関連薬の登場とともに、
注目を集めている。 
 通常、グルカゴンは飢餓状態のときに膵
細胞から分泌され、主に肝臓に作用し、グリ
コーゲンの分解、糖新生を促進することで、
血糖値を維持している。しかし、糖尿病患者
では、グルカゴン分泌調節異常が存在する。
つまり、食前のグルカゴン分泌が増加してい
るうえ、食後もグルカゴン分泌の抑制がみら
れず、逆に奇異性上昇を呈する例もある。こ
のことから、糖尿病における食後高血糖には
インスリン分泌不全のみでなく、グルカゴン
の過剰分泌が寄与しており、グルカゴンは糖
尿病の病態形成に不可欠の役割を果たして
いると考えられている。 
 グルカゴンの分泌調節機構としては、膵α
細胞自身がグルコースの変化を感知し、KATP
チャネルの活性化を介してグルカゴンの分
泌が抑制されるという機構に加え、周辺細胞
や栄養素によるパラクライン調節を受けて
いると考えられている。膵β細胞から分泌さ
れるインスリン、亜鉛、GABA、アミリンはグ
ルカゴン分泌を抑制し、また、膵δ細胞から
分泌されるソマトスタチンもグルカゴン分
泌を抑制し、GLP1 によるグルカゴン分泌抑制
作用の一端を担うものと考えられている。ア
ミノ酸は促進的に、遊離脂肪酸、ケトン体は
抑制的にグルカゴン分泌に作用すると考え
られている。しかし、膵α細胞のグルカゴン
分泌調節の分子機構は不明な点が多く、明確
には証明されていない。糖尿病において、な
ぜグルカゴン分泌調節異常が認められるの
かは未だ明らかではなく、膵α細胞機能の詳
細を解明することは糖尿病の病態を知る上
で極めて有用であると考えられる。 
⑵【Sema3G の膵島機能における役割】 
 申請者らは、これまで、腎糸球体上皮細胞
に特異的に発現している遺伝子として、セマ
フォリン 3G (Sema3G) を同定し、機能解析
を行ってきたが、この分子が膵α細胞の恒常
性維持に関与している可能性を見出した。 
 まず、Sema3G 遺伝子の発現様式を、
Sema3G 欠損マウス作製時にノックアウト

コンストラクトに LacZ 遺伝子を導入し、
ガラクトシダーゼ染色を行うことで、詳細に
検討した結果、Sema3g は糸球体のみならず、
膵臓でも発現していることを発見した。
Sema3G は分泌型のセマフォリン分子であ
る。セマフォリンはもともと、神経軸索の反
発因子として同定されたが、その後、血管新
生や免疫の制御など多彩な機能を有してい
ることが明らかになっており、Sema3G も血
管 新 生 へ の 関 与 が 推 察 さ れ て い る 
(Kutschera et al. Arterioscler. Thromb. 
Vasc. Biol, 31(1):151, 2011)。Sema3G を含
むセマフォリンは、細胞膜受容体であるニュ
ーロピリン (NRP) と結合することが示され
ており、膵細胞は NRP を発現していること
が報告されているものの、これまでセマフォ
リンが膵島機能及ぼす影響は全く知られて
いない。 
 
２．研究の目的 
 新規のセマフォリン分子であるセマフォ
リン 3G(Sema3G)がグルカゴン分泌を調節し、
糖代謝の恒常性維持に寄与しているという
仮説のもと、Sema3G ノックアウトマウスお
よび培養膵細胞を用いて、グルカゴン分泌
調節のメカニズムを解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
⑴ Sema3G 欠損マウスにおける膵内分泌細

胞の形態学的解析 
 糖尿病におけるグルカゴン分泌異常には
膵α細胞容積の変化が関与している可能性
が報告されており、申請者らの行った予備実
験の結果からは、Sema3G が膵細胞容量を調
節していることが示唆される。そこで、
Sema3G 欠損マウスにおいて、高脂肪餌負荷、
また、ストレプトゾトシン (STZ) 投与によ
る糖尿病惹起を行い、膵、、細胞の局在、
構成比、増殖、アポトーシスなどを解析する。
増殖は BrdU 染色、アポトーシスは TUNEL 染
色、カスパーゼ3の活性変化などで評価する。 
⑵ Sema3G 欠損マウスにおける膵島の血管

網、神経網の形態学的解析 
 膵α細胞におけるグルカゴン分泌は周辺
細胞からの分泌物質や栄養素、自律神経など
によっても調節を受けており、微小循環や神
経系の関与も重要である。セマフォリンは元
来、神経軸索に対する反発因子として同定さ
れた分子であり、さらに、血管新生へも関与
することから、Sema3G 欠損マウスでは膵島
周囲の神経、膵島内部の血管網の異常を生じ
ている可能性が考えられ、これらの構造を免
疫染色法および電子顕微鏡を用いて詳細に
解析する。 
⑶ Sema3G 欠損マウスにおける糖代謝制御

機構の解析 
 Sema3G 欠損マウスにブドウ糖負荷試験
を行い、グルコース誘導性インスリン分泌能、
グルカゴン分泌抑制能を評価する。また、イ
ンスリン負荷試験にて、インスリン抵抗性お



よび低血糖に対するグルカゴンの分泌反応
を評価する。さらに、絶食、再摂食時におけ
る、肝臓のグリコーゲン含量、ホスホエノー
ルピルビン酸カルボキシナーゼ、グルコース
-6-ホスファターゼ遺伝子の発現を測定し、肝
グリコーゲン代謝、肝糖新生調節能を評価す
る。 
 
４．研究成果 
 ノックアウトコンストラクトに LacZ 遺伝
子を導入した sema3g LacZ/+マウスを用いた
基礎検討で、膵臓においても Sema3G が発現
していることが確認されていたが、膵臓にお
ける発現細胞を明らかにするため、βガラク
トシダーゼと膵島構成細胞の特異的マーカ
ーに対する二重染色を行った。その結果、β
ガラクトシダーゼとインスリンとの共染色
を認め、Sema3G は膵β細胞に発現しているこ
とが示唆された。また、膵島外では PECAM と
の共染色がみられ、血管内皮細胞にも発現し
ているものと考えられた。一方で、Sema3G の
受容体として報告されているニューロピリ
ン 2はグルカゴンと共発現しており、膵α細
胞で発現していることが免疫染色で明らか
になった。このことより、膵β細胞で分泌さ
れた Sema3G が膵α細胞にパラクラインに作
用しうることが示唆された。 
 さらに、Sema3G の糖代謝における影響を明
らかにするため、Sema3G ノックアウトマウス
の解析をすすめた。空腹時の血中グルコース
および、インスリン濃度は野生型マウスと同
程度であり、腹腔内ブドウ糖負荷試験でも血
中グルコース濃度の反応性に有意な差はみ
られなかった。一方で、空腹時の血中グルカ
ゴン濃度は sema3g ノックアウトマウスにお
いて有意に低値であり、Sema3G が膵α細胞に
作用し、グルカゴン分泌に影響を及ぼしてい
ることが示唆された。 
 次いで、sema3g ノックアウトマウスにおけ
る、膵島の形態変化を検討したところ、膵島
の数および大きさ、膵β細胞、膵δ細胞の割
合は野生型に違いがみられなかったものの、
膵α細胞が約2倍に増加していることが免疫
染色にて明らかになった (図 1)。膵α細胞増
加の機序を明らかにするため、膵α細胞の増
殖およびアポトーシスをそれぞれ、PCNA 染色、
TUNEL 染色で解析したが、sema3g ノックアウ

トマウスと野生型マウスでは違いはみられ
なかった。一方、Sema3g ノックアウトマウス
の膵島では膵内分泌細胞の分化、機能維持に
必須の pancreas duodenum homeobox 1 (Pdx1)、
Neurogenen3 (Ngn3) といった転写因子の発
現が亢進していることが RT-PCR にて明らか
となった。このことより、Sema3G は分化を抑
制することにより膵α細胞数を減少させる
ことが考えられた。 
 膵島機能には自律神経や血管網も重要な
役割を果たしているが、セマフォリンは、神
経軸索の反発因子であり、血管新生への関与
も知られているため、膵島における神経や血
管網の走行をそれぞれ、PECAM、PGP9.5 に対
する免疫染色で検討した。その結果、sema3g
ノックアウトマウスでは、血管網は野生型マ
ウスと同様であったものの、膵島周囲の神経
細胞の数が多く、また、野生型ではほとんど
みられない、膵島内への貫入を多く認めた
(図 2)。この膵島内への神経の貫入は電子顕
微鏡による観察でも確認された。さらに、膵
島 内 へ 貫 入 し て い る 神 経 は tyrosine 
hydroxyrase 陽性であり、交感神経終末であ
ることが示された。一方で抗 vesicular 
acetylcholine transporter 抗体の免疫染色
では副交感神経の走行には違いはみられな
かった。 

 
 以上のことから、Sema3G は膵α細胞の増
殖・分化のみならず、神経網の構築に関与し
ている可能性が考えられ、神経の走行異常の
ため空腹時のグルカゴン分泌が低下してい
る可能性が考えられた(図 3)。 
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図1 Sema3Gノックアウトマウスにおける膵α細胞量の変化

図2 Sema3Gノックアウトマウスにおける膵島神経網の変化

図3 膵島機能維持におけるSema3Gの役割
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