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研究成果の概要（和文）：２型糖尿病では、膵β細胞機能不全に加えて、α細胞機能不全も重要であるが、その分子機
序は未解明である。そこで、我々はα細胞特異的にNAD依存性脱アセチル化酵素であり、細胞のエネルギーセンサーで
もあるSirt1を欠損、あるいは過剰発現するマウスを作製し、解析した結果、α細胞においてSirt1は細胞の分化、増殖
を負に制御し、グルコース反応性のグルカゴン分泌は正に制御することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic alpha cell dysfunction as well as beta cell dysfunction is known to be 
important for pathophysiology of type 2 diabetes. However, its molecular mechanism has been unclear. 
Thus, we generated both knockout mice and knockin mice in which Sirt1, an NAD-dependent deacetylase and a 
cellular energy sensor, lack or overexpress specifically in alpha cells. The metabolic profiles and 
histological analysis revealed that Sirt1 negatively regulates alpha cell differentiation/proliferation, 
and positively regulates glucose-dependent glucagon secretion.

研究分野： 内分泌学

キーワード： グルカゴン　Sirt1

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
現在、我が国における糖尿病患者数は８４
０万人と、５０年前に比べて３８倍に激増
している。従って、糖尿病に対する新しい
治療法、あるいは予防法の開発が、医学研
究者にとって急務である。これまで、糖尿
病研究者の多くは、２型糖尿病に伴う細
胞障害（インスリン分泌障害）に着目し、
その分子機序の解明と細胞機能を改善す
る薬剤の開発に力を注いできた。しかしな
がら、２型糖尿病では、細胞におけるグ
ルカゴン分泌抑制の障害も認められる。通
常、食後にグルカゴン分泌が低下するが、
２型糖尿病はこの反応が障害されている。
２型糖尿病における細胞機能障害のメカ
ニズムは全く不明である。最近、インクレ
チン関連薬が糖尿病治療に使用される様に
なってから、血糖コントロールにおけるグ
ルカゴン分泌抑制の重要性が再認識され始
めた。しかしながら、グルカゴン分泌抑制
のメカニズムに関しては、あまり研究され
ていない。その最大の理由は、血中グルカ
ゴン濃度を正確に測定できる系が存在しな
いからである。申請者はこの問題を克服す
べく、高感度•高特異性グルカゴン測定系の
開発を行った。現在、ヒトとげっ歯類に共
通して標準的に使用されているグルカゴン
測定キットはグルカゴンのC末端アミノ酸
配列に対する抗体を用いたものである。プ
ログルカゴンは翻訳後に様々なプロセッシ
ングを受け、いくつかの異なるペプチドが
産生されるが、C 末抗体ではグルカゴン
（33-61）以外にグリセンチン（1-61）と
交叉反応が起こり得る。また、従来測定系
は感度が低く、測定に血漿 100ul が必要と
なる為、マウスの採血量に限界があった。
一方、申請者が開発した測定系は C 末抗体
と N 末抗体のサンドイッチ法であり、グリ
センチン（1-61）との交叉反応は全くなく、
感度は従来測定系の１０倍以上であった。
本研究課題ではマウス血中グルカゴン濃度
の測定をグルカゴンサンドイッチ ELISA
を用いて行った。 
 
２．研究の目的 
申請者は最近、細胞内エネルギーセンサー
分子である Sirt1 が膵臓ではラ氏島細胞に
特異的に発現していることを確認した（未
発表）。しかしながら、α細胞におけるSirt1
の役割については全く不明である。一方、
申請者は以前にSirt1がFoxO1を脱アセチ
ル化することで FoxO1 の転写活性を調節
することを報告している（Kitamura et al. 
Cell Metab 2005）。また、細胞では Sirt1
は UCP2 を制御することでインスリン分
泌に関与すること、FoxA2 の転写調節を介
して細胞の分化や増殖を制御することが
報告されており、同様のメカニズムが細
胞にも存在するならば、Sirt1 が UCP2 や
FoxA2 を介して血中グルカゴン濃度の調

節に関与している可能性がある。従って、
本研究課題ではα細胞における Sirt1 の生
理的役割、並びに糖尿病病態との関連を明
らかにするために、α細胞特異的にこれら
の遺伝子を改変したマウス（ノックアウト
マウスとノックインマウス）を作製し、そ
の表現型の解析を行った。本研究課題は、
これまでほとんど注目されてこなかった
細胞におけるグルカゴン分泌抑制障害のメ
カニズムを分子レベルで解明しようと試み
る点でユニークであり、その成果は細胞
における Sirt1 を操作することで、糖尿病
の病態を改善する新しい治療法の開発につ
ながる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
本研究課題では Cre-loxP システムを用い
て膵細胞特異的に Sirt1 をノックアウト
（loss of function）、あるいはノックイン
（gain of function）したマウスを作製し、
その表現型解析、各種代謝パラメータの測
定、各種負荷試験、膵臓の組織学的解析を
行うことで、Sirt1 の細胞における生理的
役割を解析した。血中グルカゴン濃度の測
定には申請者が開発したサンドイッチ
ELISA 系を用いた。詳しくは以下に記載す
る。 
（１）α細胞特異的 Sirt1 ノックアウトマ
ウス（α-Sirt1 KO）の作製と解析 
 Glucagon-CreマウスとSirt1 floxマウス
（ハーバード大学、Alt 教授から供与）を
交配し、α細胞特異的 Sirt1 ノックアウト
マウスを作製した。作製したマウスの各種
代謝パラメータ（空腹時、及び随時血糖値、
血漿グルカゴン、インスリン、GLP-1 値な
ど）の測定に加え、各種負荷試験（糖負荷
テスト、インスリン耐性テスト）、及び高イ
ンスリン低血糖クランプ実験を施行中のグ
ルコース注入量（内因性の肝糖産生量を表
す）と血中グルカゴン濃度を評価した。ま
た、膵臓の組織学的解析を行い、α細胞量
や細胞量を調査した。さらに、細胞では
Sirt1 が UCP2 の発現量を制御することが
報告されていることから、α細胞の培養細
胞株（αTC 細胞）を用いて、Sirt1 阻害薬
添加時の UCP2 の発現量を調査した。 
（２）α細胞特異的 Sirt1 ノックインマウ
ス（α-Sirt1 KI）の作製と解析 
 上記のα-Sirt1 KO に加えて、gain of 
function の検討として Glucagon-Cre マウ
スを Rosa26-Sirt1 マウスを交配し、α細
胞特異的 Sirt1 ノックインマウスを作製し
た。使用した Rosa26-Sirt1 マウスの
Transgene は Rosa26 locus に loxP 配列に
挟まれた形で Pgk-Neo カセット（stop コ
ドン含む）を挿入し、下流に野生型の Sirt1
を polyA と伴に配置している。この
transgene を相同性組み換えで内因性
Rosa26 locus に導入したマウスを既に作
製済みであり、Glucagon-cre マウスと交配



することで、Cre レコンビナーゼが発現す
るα細胞でのみ Pgk-Neo カセットが除か
れ、内因性の Rosa26 プロモーターによっ
て Sirt1 が発現するようになる。これらの
マウスの解析については上述の Sirt1 ノッ
クアウトマウスに準じて行った。 
 
４．研究成果 
（１）α細胞特異的 Sirt1 ノックアウトマ
ウスの解析結果 
まず、マウスの膵臓の組織学的解析を行っ
たところ、β細胞量にはコントロールマウ
スと差が認められなかったが、α細胞量は
有意に増加していた（図１参照） 

しかしながら、マウスの血糖値、及び血中
グルカゴン濃度は空腹時、随時ともにコン
トロールと差がなく、糖負荷試験を行った
が、耐糖能も全く正常であった。そこで、
インスリン負荷試験を行った所、図２上に
示すように KO マウスでは低血糖からの回
避が遅延していることが判明した。また、
その際の血中グルカゴン濃度は KO マウス
で有意に低下していることも明らかとなっ
た（図２上、下参照）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に、さらに詳細に解析するために、高イ
ンスリン低血糖クランプ実験を行ったとこ
ろ、インスリンによる低血糖誘導早期には
グルコース注入量が KO マウスで多く（従
って、内因性糖産生が低下しており）、その
後は逆転して KO マウスで注入量が減少し
（従って、内因性糖産生は亢進している）
ことが判明した（図３参照） 

興味深いことに、クランプ早期には KO マ
ウスで血中グルカゴン濃度は低下していた
が、その後、コントロール群ではグルカゴ
ン濃度が低下して行くのに対し、KO マウ
スでは低下せず、結果としてコントロール
マウスよりも血中グルカゴン濃度は高い値
を示した（図３下）。 
 （２）α細胞特異的 Sirt1 ノックインマ
ウスの解析結果 
一方で、KI マウスの方は図４に示すように、
インスリン負荷試験でコントロールと全く
差がなく、その際の血中グルカゴン濃度も正
常であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
しかしながら、高インスリン低血糖クランプ
を行うと、図５に示すように KI マウスで明
らかな内因性糖産生の低下と、その際の血中



グルカゴン濃度の低下が認められた。 
さらに、膵臓の組織学的解析から、KI マウス

ではα細胞量の減少傾向が確認された（図６
参照）。 
 
 
従って、α細胞特異的 Sirt1KO マウスと KI

マウスの両方の解析から、α細胞の Sirt1 は
α細胞の分化増殖を負に制御しており、グル
カゴン分泌は正に制御している可能性が示
唆された。現在、その分子メカニズムを解析
中である。 
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