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研究成果の概要（和文）： 

  主要なｲﾝｽﾘﾝ転写因子であり、糖尿病状態で発現の低下する Mafa の糖尿病状態での重要性
を直接評価すべく、膵β細胞において Mafa 発現誘導し得る糖尿病ﾏｳｽの作製を行った。Mafa

過剰発現糖尿病ﾏｳｽでは、ｲﾝｽﾘﾝ分泌能が改善し、耐糖能の改善を認めた。また、同ﾏｳｽでは膵島
量の増大も認められた。これら結果から、糖尿病状態にある膵β細胞において Mafa を特異的
に発現維持させることにより膵β細胞機能障害の進展が抑制され、膵島量の維持につながるも
のと考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The insulin gene transcription factor Mafa is known to regulate insulin biosynthesis and 

secretion, but there is no in vivo evidence of the patho-physiological involvement of Mafa in 

diabetes. To examine how Mafa is critical for glycemic control under diabetic conditions, we 

generated transgenic mice overexpressing Mafa conditionally and specifically in islet  cells of 

diabetic mice. The sustained expression of Mafa in diabetic mice resulted in significantly lower 

plasma glucose and higher plasma insulin levels. In these mice, Mafa restored the expression of 

insulin and other potential Mafa target genes including genes newly identified by microarray 

analysis, and improved  cell function. In addition, islet mass was significantly restored in these 

mice. These results demonstrate that restoration of Mafa expression in islet  cells preserves islet 

 cell function and mass, leading to the improvement of glycemic control in type 2 diabetes. 
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１．研究開始当初の背景 

２型糖尿病患者においてよく認められ
る長期高血糖下での膵β細胞機能障害(糖毒
性)、即ちｸﾞﾙｺｰｽ応答性のｲﾝｽﾘﾝ分泌及び合成
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能の低下のﾒｶﾆｽﾞﾑはいまだ明らかではなく、
その臨床における重要性からも解明が待た
れている。我々はこれまで、膵β細胞におけ
るｲﾝｽﾘﾝ合成に注目し研究を進めており、膵
β細胞における糖毒性の一因として、高血糖
により惹起される活性酸素がｲﾝｽﾘﾝ転写因子
の活性を低下させ、ｲﾝｽﾘﾝ遺伝子発現を低下
させること、糖尿病ﾓﾃﾞﾙﾏｳｽでは、活性酸素
を抑制するとｲﾝｽﾘﾝ合成が一部回復すること
などを報告している。ｲﾝｽﾘﾝ遺伝子５’隣接
転写調節領域には様々な転写因子が結合し
転写活性が調節されているが、その中でも、
Pdx1、 BETA2、及び C1/RIPE3b1 activator が、
それぞれの binding cis-element に対する
mutation study の結果から、ｲﾝｽﾘﾝ合成におい
て中心的な役割を果たしているのは間違い
ない。C1/RIPE3b1 activator は、近年我々を含
む３つのｸﾞﾙｰﾌﾟからほぼ同時期にｸﾛｰﾆﾝｸﾞさ
れ、basic leucine zipper を有する large Maf 

family のひとつである Mafa であることが判
明した。我々はこれまでに、Mafa が他のｲﾝｽ
ﾘﾝ転写因子に比べて膵β細胞への発現特異
性が高く、他の膵島細胞である α, δ, pp 細
胞には発現を認められないこと、膵臓の発生
段階においてもMafaの発現はｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞
のみに認められ、ｲﾝｽﾘﾝ陽性細胞数の急激な
増大を示す時期(secondary transition phase)に
一致して Mafa の発現が認められるようにな
ること、さらに、膵β細胞の最終的な分化に
関わるとされていた Nkx6.1 の K.O.ﾏｳｽでは、
Mafa の発現も認められなくなることなどを
報告しており、Mafa はｲﾝｽﾘﾝ合成における key 

factor であると考えている。また、全身での
Mafa ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽの結果では、やはりｲﾝｽﾘﾝ
mRNA 量の低下が認められ糖尿病にいたる。
面白いことに Mafa ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽでは、ｲﾝｽﾘﾝ合
成ばかりではなくｸﾞﾙｺｰｽ応答性ｲﾝｽﾘﾝ分泌に
も有意な低下が認められ、Mafa がｲﾝｽﾘﾝ分泌
にも関与することが示された。これらの結果
からも Mafa の活性・発現の低下が膵β細胞
機能を低下させることは容易に想像できる。
膵β細胞株を用いた in vitro の実験系におい
ては長期の高ｸﾞﾙｺｰｽへの暴露により、Mafa

の発現低下が生じ、それと平行してｲﾝｽﾘﾝ遺
伝子の発現が低下すること、それらの発現量
低下が活性酸素によりもたらされることな
どが示されているが、これまで糖尿病状態に
おける in vivo での Mafa の重要性は評価され
ていない。 

 

２．研究の目的 

我々は本研究課題において２型糖尿病
状態における in vivo での Mafa の重要性を評
価することを目的とし、２型糖尿病ﾓﾃﾞﾙﾏｳｽ
の膵β細胞への Mafa の過剰発現を予定して
いる。さらに、最近の我々の研究結果から、
活性酸素により発現量・活性が増大する c-Jun

が糖尿病ﾓﾃﾞﾙﾏｳｽの膵島において発現量が増
大しており、c-Jun 陽性細胞では Mafa 及びｲﾝ
ｽﾘﾝの発現量が低下していることが明らかと
なった。膵β細胞株を用いた検討において、
c-Jun の過剰発現は Mafa 蛋白量を著明に低下
させることも明らかとなり、c-Jun の発現抑制
が糖尿病における膵β細胞機能障害を改善
させる可能性についても、c-Jun ﾉｯｸｱｳﾄﾏｳｽを
用いて検討する予定としている。これらの結
果において Mafa の重要性が確認され、その
低下のﾒｶﾆｽﾞﾑに迫れれば、今後 Mafa をﾀｰｹﾞｯ
ﾄとした新たな治療法の開発へと結びつくこ
とも期待している。 

 

３．研究の方法 

（1）本申請における我々の第一の目的は、
２型糖尿病における Mafa の重要性を評価す
ることである。その強力なｲﾝｽﾘﾝ遺伝子転写
活性化能およびｲﾝｽﾘﾝ分泌に関与する可能性
からも、２型糖尿病患者での膵β細胞の機能
異常に関与している可能性が高いと考えら
れるが、実際の糖尿病状態において Mafa が
どのような動態を示すのかは解明されてい
ない。そこでまず、ﾚﾌﾟﾁﾝ受容体異常により
過食をきたし２型糖尿病を呈するﾓﾃﾞﾙﾏｳｽ
（C57BLKs db/db ﾏｳｽ）における Mafa 発現
量の経時的変化を免疫組織染色により確認
した。Mafa 蛋白量は明らかに糖尿病ﾏｳｽにお
いて週齢を追うごとに低下しており、その低
下に一致して、当初ｲﾝｽﾘﾝ抵抗性に対し代償
的高値を呈していた db/db ﾏｳｽの血漿ｲﾝｽﾘﾝ値
も低下している。さらに db/db ﾏｳｽの膵島で
は、Mafa 蛋白の低下している細胞において
ｲﾝｽﾘﾝ蛋白の発現量も低下していることを確
認している。これら結果から、Mafa の糖尿
病における病理学的意義がより強く推察さ
れるが、機能異常を来たした膵β細胞に随伴
した現象とも考えられる。 

そこで、明確に Mafa の糖尿病状態での重
要性を評価すべく、糖尿病ﾏｳｽの膵β細胞に
おける Mafa の過剰発現を計画している。こ
の実験のため、既に CAG-CAT-Mafa ﾄﾗﾝｽｼﾞ
ｪﾆｯｸﾏｳｽの作製を終了している。これは、
CAG (chicken-actin promoter/enhancer 

と  cytomegalovirus immediate-early 

enhancer と を 組 み 合 わ せ た 強 力 な
promoter/enhancer 領域)の下流に、 loxP 

site で挟まれた CAT 遺伝子(stuffer として
使用)を、さらに下流に Mafa の coding 

region を組み込んだ construct を用いて作
製したﾄ ﾗ ﾝ ｽ ｼ ﾞ ｪ ﾆ ｯ ｸ ﾏ ｳ ｽであり、 Cre 

recombinase が作用した場合にのみ CAT 遺
伝子が除かれ、Mafa が CAG ﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ下に発
現 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
CAG-CAT-Mafa ﾏｳｽが正常に機能すること
は、膵内・外分泌及び導管細胞すべてに共通
する前駆細胞において胎生期に発現する



PTF-1 のﾌﾟﾛﾓｰﾀｰ下に Cre を発現するﾏｳｽ
(PTF-1-Cre)と CAG-CAT-Mafa とを交配す
ることによって確認しており、本来膵β細胞
に限局して発現している Mafa を膵臓全体
に発現誘導することに成功している。この
CAG-CAT-Mafa と、膵β細胞特異的に Cre 

recombinase を発現するﾏｳｽとの交配により、
Mafaを膵β細胞特異的に過剰発現させる計
画である。組織特異的 Cre 発現ﾏｳｽとして、
Pdx1PST-BST-CreER (Pdx1 enhancer の中で
も膵細胞特異的発現に必要な転写調節領域
の下で、CreER を発現する) ﾏｳｽを使用し、
CAG-CAT-Mafa との交配により、ｴｽﾄﾛｹﾞﾝ
受容体agonistである tamoxifen誘導性に膵
β細胞に、また、膵β細胞特異的に Mafa を
過剰発現させる予定である。前述の db/db

糖尿病ﾏｳｽの膵β細胞特異的に Mafa を過剰
発現させることを目的として、C57BLKs 

db/dbﾏｳｽとdb遺伝子以外は同じ遺伝的背景
を有するC57BLKs m/mﾏｳｽ (db/dbﾏｳｽは不
妊) との戻し交配を行い、最終的には、同糖
尿病ﾏｳｽの膵β細胞特異的に Mafa の過剰発
現を誘導する予定としている。 

（2）我々は、活性酸素によるｲﾝｽﾘﾝ遺伝子転
写調節障害に注目し研究を進めてきたが、近
年、長期に高ｸﾞﾙｺｰｽ条件下で膵β細胞株を培
養すると、Mafa は翻訳後調節を受け蛋白量
が低下すること、その背景に活性酸素による
障害が存在するとの報告がなされた。我々は
活性酸素によりその活性が増大する因子、な
かでも p38、JNK、c-Jun に着目し in vitro
での解析を行っていたところ、膵β細胞株で
ある MIN6 細胞では、ﾚﾎﾟｰﾀｰ遺伝子解析上
c-Jun が著明にｲﾝｽﾘﾝ遺伝子転写活性を低下
させることを確認した。これは以前報告され
た結果と一致するものであったが c-Jun 発現
ｱﾃﾞﾉｳｨﾙｽを作製することにより、c-Jun の過
剰発現が内因性ｲﾝｽﾘﾝ遺伝子発現においても
抑制的に作用すること、c-Jun が著明に、そ
して選択的に Mafa 蛋白量を抑制することを
新たに見出した。そこで、糖尿病状態での
c-Jun 蛋白の発現量を実際に C57BLKs 

db/db ﾏｳｽを用いて検討したところ、免疫組織
染色上、血漿ｲﾝｽﾘﾝ値の低下とは逆に発現量
が増大していた。これは Mafa 発現とは逆の
動態を示しており、C57BLKs db/db や KKA

ｙ糖尿病ﾏｳｽの膵島では、c-Jun の発現してい
る細胞において Mafa 及びｲﾝｽﾘﾝ蛋白の発現
量が減少していることが確認された。さらに、
c-Jun と Mafa を同時に MIN6 細胞に過剰発
現させると、c-Jun によるｲﾝｽﾘﾝ遺伝子転写活
性抑制作用がほぼ消失した。これら結果から、
糖尿病状態での膵β細胞では c-Junの発現量
が増大し、Mafa の発現抑制を介してｲﾝｽﾘﾝ発
現が低下していることが推測され、糖尿病状
態で発現量および活性が増大している c-Jun

を抑制すれば膵β細胞機能の低下を抑制し

得るのか？という疑問が生じた。そこで、既
に我々が有している floxed c-Jun mice を用
いて、糖尿病状態における膵β細胞での
c-Jun ﾉｯｸｱｳﾄを計画している。 Floxed c-Jun 

mice では c-Jun locus が loxP site で挟まれ
ており、Cre recombinase により conditional

に c-Jun 欠失ﾏｳｽを作製することが可能であ
る。我々はこれまでに、floxed c-Jun mice と
PTF-1-Cre miceとの交配によりE9以降の膵
臓において c-Jun を欠失させることに成功し
ているが、膵臓は正常な発生・分化を示し、
成体となっても膵臓は正常に発育し、膵β細
胞機能にも明らかな障害を認めないことが
判明した。これは、正常状態においては c-Jun

が膵臓において大きな働きはしていない、も
しくは代償が可能であることを示している。
この結果から、糖尿病状態の膵β細胞で
c-Jun をﾉｯｸｱｳﾄしても膵β細胞機能異常を来
たす可能性は低いと考えられ、そのﾉｯｸｱｳﾄに
より糖尿病で増大している c-Jun の役割を純
粋に評価できるものと考えている。 

 

４．研究成果 
（1）CAG-CAT-Mafa と、Pdx1PST-BST-CreER

のそれぞれをC57BLKs m/m ﾏｳｽとの間で 10

世代の戻し交配を行い、さらに C57BLKs 

db/m との 交配を進めることで db/db 糖尿
病ﾏｳｽであり、これら transgene を有するﾏｳｽ
(CAT-Mafa;Pdx1-Cre;db)を作製した。TM 投
与前には随時血糖、血漿ｲﾝｽﾘﾝ濃度および
HbA1c 値は、CAT-Mafa;Pdx1-Cre;db とｺﾝﾄ
ﾛｰﾙ db/db ﾏｳｽ群との間で差は認められなかっ
たが、TM 投与後、CAT-Mafa;Pdx1-Cre;db ﾏ
ｳｽでは対照群に対し随時血漿ｲﾝｽﾘﾝ濃度が有
意に高値となり、随時血糖は有意に低値を示
した。TM 投与後 8 週目で測定した HbA1c

値も、CAT-Mafa;Pdx1-Cre;db ﾏｳｽでは対照
群より有意に低値を示した。糖負荷試験にお
いても、ｲﾝｽﾘﾝ分泌能が改善し、耐糖能の改
善 を 認 めた 。 また 、免 疫 組織 染 色上
CAT-Mafa;Pdx1-Cre;db ﾏｳｽでは、膵β細胞
での Mafa 発現及びｲﾝｽﾘﾝ及びが保たれてい
た。一方、対照群との間でｲﾝｽﾘﾝ抵抗性に有
意差は認められず、耐糖能改善は膵β細胞機
能の改善によるものと考えられた。実際に単
離膵島を用いた灌流実験によりｸﾞﾙｺｰｽ応答
性ｲﾝｽﾘﾝ分泌の改善が認められ、膵β細胞へ
の Mafa 過剰発現が膵β細胞機能障害を改善
し、結果として耐糖能をも改善することが明
らかとなった。Mafa 発現による膵β細胞機
能改善のﾒｶﾆｽﾞﾑを検討すべく、膵島 RNA を
用いて Microarray analysis を行ったところ、
ｺﾝﾄﾛｰﾙ db/db ﾏｳｽと比較して、Mafa 発現誘導
により、その標的遺伝子である insulin や
Glut2 の他、GST family の幾つかの発現増大
が認められた。これらは Mafa の膵β細胞株
でのﾉｯｸﾀﾞｳﾝにより有意に発現が低下してお



り、Mafa は GST 発現を増大することにより
膵β細胞機能を保持する可能性が示唆され
た。さらに、Dithizone 染色を用いて膵臓全
体の膵島量を評価したところ、ｺﾝﾄﾛｰﾙ db/db

ﾏｳｽに比べ、Mafa 発現ﾏｳｽでは有意な膵島量
の増大が認められた。これら結果から、糖尿
病状態にある膵β細胞において Mafa を特異
的に発現維持させることにより膵β細胞機
能障害の進展が抑制され、膵島量の維持につ
ながるものと考えられた。（論文投稿中） 

（2）in vivo での c-Jun の Mafa および膵β
細胞機能への影響を明らかにすべく、
c-Junflox/flox ﾏｳｽを C57BLKs m/m ﾏｳｽとの間
で８世代の戻し交配を行い、floxed c-Jun ﾏｳ
ｽを Ks background とし、C57BLKs ob/+ﾏｳｽ
との交配により ob/ob 糖尿病ﾏｳｽとした上で、
膵β細胞において c-Jun を欠失させることに
成 功 し た 。 現 在 、
c-Junflox/flox;Pdx1PST-BST-CreER;ob/ob ﾏｳｽを
用いて、成体期膵β細胞特異的に c-Jun をﾉｯ
ｸｱｳﾄした影響につき、耐糖能異常を中心に評
価している。まだ検討数は充分ではないが、
ｺﾝﾄﾛｰﾙ ob/ob ﾏｳｽに比べ、血糖値の改善傾向を
認めており、c-Jun のβ細胞機能障害への関
与が示唆された。 
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