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研究成果の概要（和文）：今回、我々は２型糖尿病の病態、特に膵β細胞不全の病態解明を目的として、膵β細胞にお
けるオートファジー機構に着目して検討を行った。２型糖尿病の膵β細胞では、しばしばアミロイドの沈着が認められ
るが、この原因蛋白であるヒトIAPPがどのように毒性を発揮するかは明らかにされていなかった。本研究の結果、ヒト
IAPPはオートファージー機能が正常であれば明らかな膵β細胞傷害性は示さないが、高脂肪食などのストレス下にオー
トファジー不全という状態が存在すると膵β細胞毒性が亢進し、膵β細胞のアポトーシスの増加を介して膵β細胞容積
を低下させ、その結果糖代謝障害を引き起こすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Type2 diabetes mellitus is a serious health problem in the world. In this study, 
to uncover the pathophisiology of beta cells observed in type 2 diabetes mellitus, we investigated the rol
e of autophagy failure on the human islet amyloid polypeptide (hIAPP) toxicity. Detailed analyses using kn
ock-out mices revealed that autophagy failure deteriorats beta cell toxicity of hIAPP under insulin resist
ance condition. These data suggest that autophagy failure may be involved in the pathogenesis of beta cell
 failure in type 2 diabetes.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
２型糖尿病患者の特筆すべき特徴は、
膵β細胞の脆弱性である。この特徴を糖
尿病の病期に従って列記する。 
①糖尿病発症前：耐糖能は比較的保たれ
ているが、ブドウ糖応答性インスリン分
泌低下を示す。 
②糖尿病初期～中期：過栄養状態などに
よりインスリン抵抗性が出現するが、本
来認められるべき膵β細胞容積増加が認
められず、逆に膵β細胞容積が低下し、
耐糖能の悪化を招く。 
③糖尿病中期～後期：膵β細胞から分泌
されるIslet Amyloid Polypeptide 
(IAPP)がアミロイドとよばれる繊維状の
凝集体を形成し、膵ラ氏島に蓄積する。
このIAPPは特にoligomerの状態で細胞毒
性を有するため、２型糖尿病における膵
β細胞機能不全に拍車をかけることが予
測される。 
以上のような膵β細胞異常を一義的に
説明できる機構は未だ明らかになってい
ない。我々は、これまで、膵β細胞にお
けるオートファジー機構に着目し、膵β
細胞特異的にオートファジー機構に必須
なタンパクAtg7を欠損させた膵β細胞特
異的Atg7ノックアウトマウスを作製し、
オートファジー機構がこの病態に関与す
る可能性に関して検討を行ってきた。そ
の結果、以下の結果が明らかになった。 
①インスリン抵抗性状態では膵β細胞
のオートファジーが活性化している。 
②膵β細胞におけるオートファジー不
全はミトコンドリアにおけるATP産生低
下を伴ったブドウ糖応答性インスリン分
泌不全を引き起こす。 
③膵β細胞におけるオートファジー不
全は、本来認められるインスリン抵抗性
に伴う膵β細胞増殖亢進による膵β細胞
量の増加の障害を引き起こす。この際、
膵β細胞のApoptosisが亢進することが
その一因として考えられる (Ebato et a
l. Cell Metabolism 8:325-332,2008)。 
この結果は、膵β細胞オートファジー
不全が、糖尿病発症前、糖尿病初期～中
期の特徴的異常を引き起こすことを示唆
する。一方で、糖尿病中期～後期の異常
に関しては、IAPPに代表される不要なタ
ンパクの蓄積が細胞障害を招くという事
実を鑑みると、タンパク分解の中核を担

うオートファジー不全の結果引き起こさ
れる特異的基質の蓄積が糖尿病中期～後
期の異常に密接に関与する可能性がある
と考えた。事実、ヒトIAPPを膵β細胞に
強制発現させると、耐糖能が悪化すると
ともに、膵β細胞におけるユビキチン化
蛋白の蓄積が認められることが報告され
ている(Huang CJ. et al. Am J Physiol
 Endocrinol Metab 293:E1656-62, 200
7)。 
以上の情報から、通常状態ではオート
ファジーがヒトIAPPの分解消去に関与し、
オートファジー不全状態ではヒトIAPPの
細胞毒性が表面化することにより、膵β
細胞機能傷害が誘導されるという仮説を
立てた。この仮説が立証されれば、膵β
細胞におけるオートファジーは、ヒトの
膵β細胞においてより生理的役割を有す
るということになり、きわめて興味深い。
 また、Komatsuらは、神経特異的ATG7
ノックアウトマウスと肝特異的ATG7ノッ
クアウトマウスをそれぞれオートファジ
ー不全で蓄積するタンパクであるp62の
ノックアウトマウスと交配し、ダブルノ
ックアウトマウスを作製後、両者のphen
otypeを比較した(Komatsu M. et al. Ce
ll 131:1149-63, 2007)。その結果、肝特
異的ATG7ノックアウトマウスの肝障害は、
P62欠損により、著明に改善したが、神経
特異的ATG7ノックアウトマウスの神経変
性には何ら影響を与えなかった。このこ
とは、p62の蓄積が臓器特異的に細胞障害
性を有していることを示してるが、膵β
細胞におけるP62蓄積の意義に関しては、
現在不明である。 
 
２．研究の目的 
 
以上の背景を鑑み、本申請では膵β細
胞障害に関与するオートファジーの基質
の候補として重要性がとりわけ高いと予
想されるp62とヒトIAPPに関して、その病
態生理学的意義を解析する。さらに、そ
れ以外の基質を網羅的に同定、機能解析
を進めてゆく。 
すなわち本申請の具体的目標は、 

１）ヒト IAPPによる膵β細胞障害とオ

ートファジーによる制御 

２）膵β細胞における p62蛋白蓄積の病

態生理学的意義の解明 



３）膵β細胞におけるオートファジーの

新規基質蛋白質の網羅的解析である。 
 
 
３．研究の方法 
 

１）ヒト IAPPによる膵β細胞障害とオー

トファジーによるその制御 

マウスの IAPPはアミノ酸配列の違いか

ら、ヒト IAPPのような toxic oligomerや

fibril のような高次構造をとらないことが

知られている。したがって、マウスモデル

を用いてヒトの IAPPの病態生理を解析す

ることは通常不可能である。 

そこで、ヒト IAPPの病態生理学的意義

を解析するためにしばしば用いられている

モデルは、ヒト IAPPトランスジェニック

マウスである。しかしながら、このモデル

は、大量の IAPPを膵β細胞に発現する非

生理的な系であるために、それ自体で小胞

体ストレスを惹起する(Matveyenko AV et 

al Diabetes. 58:906-916, 2009)。したがっ

て、発症前のヒトの糖尿病を反映するモデ

ルにはならないと我々は考えた。このよう

な中で、Mayo Clinicの Eberhardt博士ら

は、マウス IAPP遺伝子座にヒト IAPPを

組み込んだ、ヒト IAPPノックインマウス

を作製している。このモデルのすぐれた点

は、ヒト IAPPがマウスの内因性プロモー

タの制御下にコントロールされていること

であり、ヒト IAPPを過剰発現させるトラ

ンスジェニックマウスとは異なり、より生

理的な条件下でヒト IAPPの糖尿病におけ

る役割を in vivoで解析できることである。 

そこで、本研究では、ヒト IAPPノック

インマウスにおいて、膵β細胞特異的に

ATG7 を欠損させることにより、潜在的に

細胞毒性を有するヒト IAPPに対する、オ

ートファジーの膵β細胞保護効果について

解析する。 

 

２）膵β細胞における p62蛋白質蓄積の病

態生理学的意義の解明  

 申請者らの検討の結果、膵β細胞特異的

ATG7 ノックアウトマウスにおいては、神

経や肝特異的ATG7ノックアウトマウスと

同様に p62 (sqstm1)の蓄積が認められた。

肝においては、ATG7 ノックアウトマウス

とp62ノックアウトマウスを交配すること

で、肝逸脱酵素の著明な減少や組織学的異

常の改善などが観察された(Komatsu M. 

et al. Cell 131:1149-1163, 2007)。このこと

より、肝臓においてオートファジー不全に

よりもたらされる細胞障害の多くはp62に

依存したものであることがわかる。一方、

神経特異的ATG7ノックアウトマウスにお

いて、p62 を欠損させても神経変性の表現

型になんら改善は認められなかった。以上

のことから、オートファジー不全による細

胞機能障害におけるp62の関与は臓器によ

り大きく異なるといえる。そこで、膵β細

胞のオートファジー機能不全による膵β細

胞機能障害において p62 の蓄積がその

phenotypeにどのように関与しているのか、

そのメカニズムは何かに関して、詳細に検

討を行う。 

 ただし、p62 の全身のノックアウトマウ

スはインスリン抵抗性を主因とする糖尿病

を発症することが知られているため、この

マウスは膵β細胞の詳細なphenotyoeの解

析には適さない。そこで、筑波大学の石井

哲郎博士らが作製した p62flox マウス

(Okada K et al. Hepatol Res. 39:490-500, 

2009)と膵β細胞特異的 ATG7 ノックアウ

トマウスを交配し、膵β細胞特異的 ATG7 

& p62 ダブルノックアウトマウスを作製

すべく、交配を進める。 

 

３）プロテオミクスを用いた膵β細胞にお

けるオートファジーの基質蛋白質の網羅的

解析 



膵β細胞でオートファジーの基質となっ

ている蛋白質を網羅的に同定することを目

的とする。具体的には膵β細胞特異的 ATG

７ノックアウトマウス（Rip-Cre;Atg7f/f）

及びコントロールマウス（Atg7f/fマウス）

の単離膵島からのタンパク抽出物を用いて

プロテオミックスの手法で両群間で発現の

異なるタンパクを同定。そのタンパクの膵

β細胞における役割を細胞株に強制発現す

ることにより検討する。 
 
４．研究成果 
 

１）ヒト IAPPによる膵β細胞障害とオー

トファジーによるその制御 

 ヒト IAPPが膵β細胞のオートファジー

に与える影響を観察する目的で INS1細胞

にヒト IAPPを添加した。その結果、ラッ

ト IAPP添加時に比し INS-1細胞における

オートファゴゾーム数の数が増加した。ま

た、タンパク分解酵素阻害剤を投与したさ

いの LC3type2の発現量が増加していた。

さらには、膵β細胞特異的ヒト IAPPノッ

クインマウスにおいてはコントロールマウ

スに比しオートファゴゾーム数の増加が観

察された。以上より、ヒト IAPPは齧歯類

のそれよりもオートファジーを活性化させ

ることが示された。 

 つぎにヒト IAPPがオートファジーを活

性化させる意義を検討する目的で、テトラ

サイクリン応答性 Atg7 ノックダウン細胞

を樹立した(Abe H. et al. Endocrinology, 

154: 4512-4524, 2013)。この細胞株にさら

にヒト IAPPを添加し、細胞数を計測した

ところ、細胞死が増加することが明らかに

なった。すなわちヒト IAPPの毒性の除去

に膵β細胞のオートファジー機構が必要で

ある可能性が示唆された。 

 次に、in vivoにおいて、ヒト IAPPと膵

β細胞オートファジー不全が糖代謝に与え

る影響を観察する目的でヒト IAPPノック

インマウスと膵β細胞特異的 Atg7 ノック

アウトマウスを交配させて、耐糖能負荷試

験をおこなった。その結果、高脂肪食負荷

の状況下で、ヒト IAPPノックイン膵β細

胞特異的 Atg7 ノックアウトマウスはヒト

IAPP ノックインマウスや膵β細胞特異的

Atg7 ノックアウトマウスに比べて耐糖能

が悪化することが観察された。 

 次に、in vivoにおいて、ヒト IAPPと膵

β細胞オートファジー不全が膵β細胞容積

に与える影響を観察する目的で、膵切片を

用いて膵β細胞容積、cleaved caspase3陽

性細胞数、Ki67陽性細胞数を計測した。そ

の結果、ヒト IAPPノックイン膵β細胞特

異的 Atg7 ノックアウトマウスはヒト

IAPP ノックインマウスや膵β細胞特異的

Atg7 ノックアウトマウスに比べて膵β細

胞容積が減少しており、かつ cleaved 

caspase3 陽性細胞数が増加していること

が明らかになった。 

 これに関して、膵β細胞における p62の

免疫染色を行ってみると、興味深いことに

膵β細胞特異的 Atg7 ノックアウトマウス

ではp62陽性の凝集体形成が認められるが、

ヒト IAPP ノックイン膵β細胞特異的

Atg7ノックアウトマウスでは、p62陽性凝

集体が認められずに、代わりに p62が細胞

質に均一に存在していた。 

 これらのデータよりヒト IAPPはオート

ファージー機能が正常であれば明らかな膵

β細胞傷害性は認めないが、高脂肪食など

のストレス下にオートファジー不全という

状態が存在するとなんらかの機序で膵β細

胞毒性が亢進し、膵β細胞のアポトーシス

の増加を介して膵β細胞容積を低下させ、

その結果糖代謝障害を引き起こすと考えら

れえる。その機序のひとつに p62の凝集障

害が考えられた (Shigihara N. et al. J. 

Clin. Invest. 2014 in press)。 

 このようにオートファジー機能不全は膵



β細胞機能において重要であるが、現在臨

床で広く用いられている GLP-1 受容体作

動薬がオートファジー機能不全による膵β

細胞傷害にどのように作用するかに関して

は明らかではなかった。そこで追加検討を

行った。具体的には、膵β細胞特異的 Atg7

ノックアウトマウスに GLP-1 受容体作動

薬を投与し耐糖能が改善するか否かを検討

した。その結果、GLP-1受容体作動薬の慢

性投与はブドウ糖応答性のインスリン分泌

能を改善させることが明らかになった

(Abe H. et al. Endocrinology, 154: 

4512-4524, 2013)。 

 

２）膵β細胞における p62蛋白質蓄積の病

態生理学的意義の解明  

 

 筑波大学の石井哲郎博士らが作製した

p62flox マウス(Okada K et al. Hepatol 

Res. 39:490-500, 2009)と膵β細胞特異的

ATG7 ノックアウトマウスを交配し、膵β

細胞特異的 ATG7 & p62 ダブルノックア

ウトマウスの作製をすすめ、現在そのライ

ンの作製が終わった。現在、膵β細胞特異

的 Atg7 ノックアウトマウスと膵β細胞特

異的 ATG7 & p62 ダブルノックアウトマ

ウスを作製できたので、両者の phenotype

の比較を行っている。 

 

３）プロテオミクスを用いた膵β細胞にお

けるオートファジーの基質蛋白質の網羅的

解析 

 

 膵β細胞特異的 ATG７ノックアウトマ

ウス（Rip-Cre;Atg7f/f）及びコントロール

マウス（Atg7f/fマウス）の単離膵島からの

タ ン パ ク 抽 出 物 を 用 い て 1D 

gel-electrophoresis を行った。その結果、

発現量が異なると推測されるバンドが認め

られた。そのバンドからタンパクを抽出し、

ERp57が同定された。このタンパクの発現

がオートファジー不全の結果増加するかを

さらに確認する目的でテトラサイクリン誘

導性 Atg7 ノックダウン膵β細胞株を用い

て ERp57の発現を検討すると、Atg7ノッ

クダウンにより ERp57 の発現が増加する

ことが明らかになった。 

 次に膵β細胞のオートファジー不全時に

おける ERp57 の意義に関して検討した。

具体的には、Atg7ノックダウン膵β細胞株

において ERp57 の発現を抑制することで

細胞死にどのような影響を与えるかを検討

した。その結果、ERp57抑制により cleaved 

caspase3の発現が増加し、細胞数が減少し

た。以上のことから、膵β細胞オートファ

ジー不全により増加する ERp57 は細胞死

に抑制的に作用することが明らかになった 

(Yamamoto et al. in submission 2014)。 
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