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研究成果の概要（和文）：細胞内蛋白へのO-GlcNAc修飾における転移酵素O-GlcNAc transferase(OGT)の役割を
明らかにするために、タモキシフェン(TM)誘導性の膵島特異的OGT遺伝子ノックアウトマウスを作成した。これ
らのマウスは一過性に低血糖や高インスリン血症、脂肪量の増加を呈していたが、その後高血糖やインスリン分
泌能の低下へと変化しており、膵β細胞におけるアポトーシスが認められた。また、TM誘導性の全身OGTノック
アウトマウスはTM投与4週後までに8割のマウスが致死性表現系を示した。これらのことから、O-GlcNAc修飾は膵
β細胞機能や生存に対して重要な役割を持つものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：O-GlcNAcylation is characterized by the addition of N-acetylglucosamine to 
various proteins by O-GlcNAc transferase (OGT) as the post-translational modification and serves in 
sensing intracellular nutrients by modulating various cellular process. Abnormality of 
O-GlcNAcylation may be associated with the pathogenesis of metabolic disease such as diabetes 
mellitus. We investigated insulin secretion and pancreatic beta cell function using 
tamoxifen-inducible pancreatic beta cell-specific Ogt-KO mice. These mice displayed transient 
hypoglycemia associated with higher insulin secretion and accelerated adiposity (early phase), 
followed by subsequent hyperglycemia with insulin depletion accompanied by beta cell apoptosis (late
 phase). In addition, tamoxifen-inducible global Ogt-KO mice exhibited a lethal phenotype from 4 
weesks post injection. These findings suggest that O-GlcNAcylation plays a crucial role in 
pancreatic beta cell function and survival under physiological conditions. 

研究分野：代謝学
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１．研究開始当初の背景
 膵β
分泌不全が
いるが、近年、糖毒性や脂肪毒性などといっ
た、過栄養や食事バランスの失調などがもた
らす高血糖や過剰な飽和脂肪酸刺激による
膵β細胞への悪影響が問題とされている。

我々は
内蛋白の翻訳後修飾の重要性を明らかにし
つつある。
キソサミン経路
産 物
（UDP
る（O
修 飾 に は 、 転 移 酵 素
transferase(OGT)
O-GlcNAcase(OGA)
調節されており
異常が糖尿病や代謝異常と関連性が高いこ
とが話題となっている。我々はショウジョウ
バエの脳に存在するインスリン分泌細胞に
おけるこれら
ノックダウンさせたところ、インスリンの産
生量や末梢組織でのインスリンの感受性が
変化している
そこで我々は、本研究に向けて
システムを用いて膵
するタモキシフェン誘導性
と OGT
出生した児にタモキシフェンを投与し、膵
細胞特異的
作成することに成功した。
 
 
２．研究の目的
 食事バランスの不均衡がもたらす膵
胞の機能不全による糖尿病進展に、細胞内蛋
白への
常が関与しているかを、転移酵素
transferase(OGT)
トマウスを用いて明らかにさせる。
 
 
３．研
本研究を行うに際し、滋賀医科大学遺伝子
組換え安全委員会での遺伝子組換え実験計
画および
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遺伝子ノックアウ

やイン
スリン分泌能の経時的な変化を検討した。 

129S1/SvJ 
社より
マウスには

を含む領域が Cre 
領域により
の作用にて

を含む領域を欠損させることにより、
臓器特異的ノックアウトモデルを作成させ
ることができる。一方、タモキシフェン投与

遺伝子が誘導される
マウス）を

Maureen Gannon 氏

マウスと雄
マウスとを交配させ、出生した

週齢においてタモキシフェンを 5 日
）し、膵β

ノックアウトマウスを作成し
た。一方でタモキシフェン非誘導性野生型マ

マウスとを交配さ
せたマウスを対照とし、同様にタモキシフェ

それぞれのマウスの体重や血糖値、

それぞれの膵臓を摘出し組織標本
GlcNAc

修飾蛋白発現やプロインスリンやインスリ
染色、免疫組織染色を用い

細胞の機能低下の機構として、
細胞内アポトーシスや小胞体ストレス、酸化
ストレス等の関与を仮説としている。膵β細

遺伝子ノックアウトモデルマウ
および対照マウスの膵臓組織標本や単離

法による細胞内ア
ポトーシスの評価や、小胞体ストレスや酸化
ストレスに関連した遺伝子や蛋白の発現や

単離した膵島細胞における、グルトース
応答性のインスリン分泌能の変化を検討し



た。 
A） 膵
モデルマウス
ラゲナーゼ法にて膵臓を還流し、膵島の
単離を行った。単離された膵島から蛋白
抽出や
法や半定量
細胞内蛋白や遺伝子発現の変化を検討
した。

B） 低グルコース及び高グルコース刺激下
での細胞内でのインスリン遺伝子発現
量や培養上清へのインスリン分泌量を
測定し、インスリン分泌能の経時的変化
の評価を行った。

 
3) ２型糖尿病モデル動物である
トを用いて、膵
O-GlcNAc
 
4) 培養膵
入を行い、細胞でのインスリン発現や
O-GlcNAc
 
5) タモキシフェン誘導性に全身での
伝子をノックアウトさせたマウスを作成し
た。 
 タモキシフェンにて全身で誘導される雄
Cre マウス（
floxed
にタモキシフェンを
（0.15g/
ウトマウスを作成し、生存可能かを評価した。
これらのマウスで膵島を含めた全身の臓器
でのOGT
について、免疫組織染色等を用いて評価した。
また、体重や血糖値、血中インスリン、脂肪
量、体温、生存率などを測定した。
 
４．研究成果
a) 膵
モデルマウスにおける、
分泌能の変化

タモキシフェン投与後
臓を用いて組織学的に検討したところ、対照
マウスの膵島において

 
膵β細胞特異的
モデルマウス
ラゲナーゼ法にて膵臓を還流し、膵島の
単離を行った。単離された膵島から蛋白
抽出や RNA
法や半定量PCR
細胞内蛋白や遺伝子発現の変化を検討
した。 
低グルコース及び高グルコース刺激下
での細胞内でのインスリン遺伝子発現
量や培養上清へのインスリン分泌量を
測定し、インスリン分泌能の経時的変化
の評価を行った。

２型糖尿病モデル動物である
トを用いて、膵β
GlcNAc 修飾の変化の検討した

培養膵β細胞モデルへの
入を行い、細胞でのインスリン発現や
GlcNAc 修飾の変化を評価した

タモキシフェン誘導性に全身での
伝子をノックアウトさせたマウスを作成し
 
タモキシフェンにて全身で誘導される雄
マウス（R26-
floxed マウスと交配させて出生したマウス
にタモキシフェンを
0.15g/体重 kg/day
ウトマウスを作成し、生存可能かを評価した。
これらのマウスで膵島を含めた全身の臓器
OGT遺伝子や蛋白発現が欠失しているか

について、免疫組織染色等を用いて評価した。
また、体重や血糖値、血中インスリン、脂肪
量、体温、生存率などを測定した。

４．研究成果 
膵β細胞特異的
モデルマウスにおける、
分泌能の変化 

タモキシフェン投与後
臓を用いて組織学的に検討したところ、対照
マウスの膵島において

細胞特異的OGT遺伝子ノックアウト
モデルマウスおよび対照マウスよりコ
ラゲナーゼ法にて膵臓を還流し、膵島の
単離を行った。単離された膵島から蛋白
RNA 抽出を行い、
PCR法を用いて膵島における

細胞内蛋白や遺伝子発現の変化を検討

低グルコース及び高グルコース刺激下
での細胞内でのインスリン遺伝子発現
量や培養上清へのインスリン分泌量を
測定し、インスリン分泌能の経時的変化
の評価を行った。 

２型糖尿病モデル動物である
β細胞でのインスリン発現や
変化の検討した

細胞モデルへのOGT
入を行い、細胞でのインスリン発現や

変化を評価した

タモキシフェン誘導性に全身での
伝子をノックアウトさせたマウスを作成し

タモキシフェンにて全身で誘導される雄
-Cre-ERT2)と、雌

マウスと交配させて出生したマウス
にタモキシフェンを 5 日間腹腔内投与

kg/day）し、全身
ウトマウスを作成し、生存可能かを評価した。
これらのマウスで膵島を含めた全身の臓器
遺伝子や蛋白発現が欠失しているか

について、免疫組織染色等を用いて評価した。
また、体重や血糖値、血中インスリン、脂肪
量、体温、生存率などを測定した。

細胞特異的 OGT 遺伝子ノックアウト
モデルマウスにおける、糖代謝やインスリン

タモキシフェン投与後4週時に摘出した膵
臓を用いて組織学的に検討したところ、対照
マウスの膵島において OGT 蛋白や

遺伝子ノックアウト
および対照マウスよりコ

ラゲナーゼ法にて膵臓を還流し、膵島の
単離を行った。単離された膵島から蛋白

抽出を行い、Western blot
法を用いて膵島における

細胞内蛋白や遺伝子発現の変化を検討

低グルコース及び高グルコース刺激下
での細胞内でのインスリン遺伝子発現
量や培養上清へのインスリン分泌量を
測定し、インスリン分泌能の経時的変化

２型糖尿病モデル動物である OLETF ラッ
細胞でのインスリン発現や
変化の検討した。 

OGTの si-RNA
入を行い、細胞でのインスリン発現や

変化を評価した。 

タモキシフェン誘導性に全身での OGT
伝子をノックアウトさせたマウスを作成し

タモキシフェンにて全身で誘導される雄
と、雌 OGT 遺伝子

マウスと交配させて出生したマウス
日間腹腔内投与

）し、全身 OGT ノックア
ウトマウスを作成し、生存可能かを評価した。
これらのマウスで膵島を含めた全身の臓器
遺伝子や蛋白発現が欠失しているか

について、免疫組織染色等を用いて評価した。
また、体重や血糖値、血中インスリン、脂肪
量、体温、生存率などを測定した。 

遺伝子ノックアウト
糖代謝やインスリン

週時に摘出した膵
臓を用いて組織学的に検討したところ、対照

蛋白や O-GlcNAc

遺伝子ノックアウト
および対照マウスよりコ

ラゲナーゼ法にて膵臓を還流し、膵島の
単離を行った。単離された膵島から蛋白

Western blot
法を用いて膵島における

細胞内蛋白や遺伝子発現の変化を検討

低グルコース及び高グルコース刺激下
での細胞内でのインスリン遺伝子発現
量や培養上清へのインスリン分泌量を
測定し、インスリン分泌能の経時的変化

ラッ
細胞でのインスリン発現や

RNA導
入を行い、細胞でのインスリン発現や

OGT 遺
伝子をノックアウトさせたマウスを作成し

タモキシフェンにて全身で誘導される雄
遺伝子

マウスと交配させて出生したマウス
日間腹腔内投与
ノックア

ウトマウスを作成し、生存可能かを評価した。
これらのマウスで膵島を含めた全身の臓器
遺伝子や蛋白発現が欠失しているか

について、免疫組織染色等を用いて評価した。
また、体重や血糖値、血中インスリン、脂肪

遺伝子ノックアウト
糖代謝やインスリン

週時に摘出した膵
臓を用いて組織学的に検討したところ、対照

GlcNAc

修飾蛋白（
し、膵
マウスの膵島における
修飾蛋白の発現が減少していることを確認
した（図
 膵
ウスは、タモキシフェン投与後
時血中インスリン値の上昇および空腹時血
糖値の低下を認め、タモキシフェン投与後
週より体重増加を認めていた。タモキシフェ
ン投与後
脂肪量が対照マウスと比較して増加してい
た。一方、タモキシフェン投与
血中インスリン値は対象
有意に低下していた。それと同時に空腹時血
糖値の上昇及び体重減少を認め糖尿病モデ
ルを呈していた（図
5-8
を評価したところ、対照マウスと比較して
−6 週（早期相）においてはインスリン濃度の
上昇や血糖値の減少を認めたものの、
（後期相）においては血糖値の上昇を認め、
二相性の変化を呈していた。これらのことは、
インスリン分泌能が早期相では亢進してい
るものの、後期相では逆に減少していること
に関連していると考えられた。

 
b) 
モデルマウス
のインスリン分泌能亢進の機構
 膵
デルマウスは早期相において、対照マウスと
比較して低血糖やインスリン分泌の増加を
認めていた。タモキシフェン投与後
膵臓を摘出して組織学的に検討を行ったと
ころ、膵
トマウスは対照マウスと比較して、膵島面積
の増加や
内プロインスリンやインスリン発現量の変

修飾蛋白（RL2）の発現が認めていたのに対
し、膵β細胞特異的
マウスの膵島における
修飾蛋白の発現が減少していることを確認
した（図 3）。 
膵β細胞特異的
ウスは、タモキシフェン投与後
時血中インスリン値の上昇および空腹時血
糖値の低下を認め、タモキシフェン投与後
週より体重増加を認めていた。タモキシフェ
ン投与後7週時の精巣上体脂肪含有量や肝内
脂肪量が対照マウスと比較して増加してい
た。一方、タモキシフェン投与
血中インスリン値は対象
有意に低下していた。それと同時に空腹時血
糖値の上昇及び体重減少を認め糖尿病モデ
ルを呈していた（図
8 週後に腹腔内ブドウ糖投与を行い耐糖能
を評価したところ、対照マウスと比較して
週（早期相）においてはインスリン濃度の
上昇や血糖値の減少を認めたものの、
（後期相）においては血糖値の上昇を認め、
二相性の変化を呈していた。これらのことは、
インスリン分泌能が早期相では亢進してい
るものの、後期相では逆に減少していること
に関連していると考えられた。

 
) 膵β細胞特異
モデルマウスの早期相における膵島細胞で
のインスリン分泌能亢進の機構
膵β細胞特異的
デルマウスは早期相において、対照マウスと
比較して低血糖やインスリン分泌の増加を
認めていた。タモキシフェン投与後
膵臓を摘出して組織学的に検討を行ったと
ころ、膵β細胞特異的
トマウスは対照マウスと比較して、膵島面積
の増加や Ki67
内プロインスリンやインスリン発現量の変

）の発現が認めていたのに対
細胞特異的 OGT 遺伝子ノックアウト

マウスの膵島における OGT
修飾蛋白の発現が減少していることを確認

 
細胞特異的OGT遺伝子ノックアウトマ

ウスは、タモキシフェン投与後
時血中インスリン値の上昇および空腹時血
糖値の低下を認め、タモキシフェン投与後
週より体重増加を認めていた。タモキシフェ

週時の精巣上体脂肪含有量や肝内
脂肪量が対照マウスと比較して増加してい
た。一方、タモキシフェン投与
血中インスリン値は対象マウスと比較して
有意に低下していた。それと同時に空腹時血
糖値の上昇及び体重減少を認め糖尿病モデ
ルを呈していた（図 4）。タモキシフェン投与
週後に腹腔内ブドウ糖投与を行い耐糖能
を評価したところ、対照マウスと比較して
週（早期相）においてはインスリン濃度の
上昇や血糖値の減少を認めたものの、
（後期相）においては血糖値の上昇を認め、
二相性の変化を呈していた。これらのことは、
インスリン分泌能が早期相では亢進してい
るものの、後期相では逆に減少していること
に関連していると考えられた。

細胞特異的 OGT 遺伝子ノックアウト
の早期相における膵島細胞で

のインスリン分泌能亢進の機構
細胞特異的OGT遺伝子ノックアウトモ

デルマウスは早期相において、対照マウスと
比較して低血糖やインスリン分泌の増加を
認めていた。タモキシフェン投与後
膵臓を摘出して組織学的に検討を行ったと

細胞特異的 OGT 遺伝子ノックアウ
トマウスは対照マウスと比較して、膵島面積

Ki67 陽性細胞の増加を認め、膵島
内プロインスリンやインスリン発現量の変

）の発現が認めていたのに対
遺伝子ノックアウト
OGT 蛋白や O-GlcNAc

修飾蛋白の発現が減少していることを確認

遺伝子ノックアウトマ
ウスは、タモキシフェン投与後 5週より空腹
時血中インスリン値の上昇および空腹時血
糖値の低下を認め、タモキシフェン投与後
週より体重増加を認めていた。タモキシフェ

週時の精巣上体脂肪含有量や肝内
脂肪量が対照マウスと比較して増加してい
た。一方、タモキシフェン投与 10 週後では

マウスと比較して
有意に低下していた。それと同時に空腹時血
糖値の上昇及び体重減少を認め糖尿病モデ

）。タモキシフェン投与
週後に腹腔内ブドウ糖投与を行い耐糖能
を評価したところ、対照マウスと比較して
週（早期相）においてはインスリン濃度の
上昇や血糖値の減少を認めたものの、7−
（後期相）においては血糖値の上昇を認め、
二相性の変化を呈していた。これらのことは、
インスリン分泌能が早期相では亢進してい
るものの、後期相では逆に減少していること
に関連していると考えられた。 

遺伝子ノックアウト
の早期相における膵島細胞で

のインスリン分泌能亢進の機構 
遺伝子ノックアウトモ

デルマウスは早期相において、対照マウスと
比較して低血糖やインスリン分泌の増加を
認めていた。タモキシフェン投与後 5週目に
膵臓を摘出して組織学的に検討を行ったと

遺伝子ノックアウ
トマウスは対照マウスと比較して、膵島面積

陽性細胞の増加を認め、膵島
内プロインスリンやインスリン発現量の変

）の発現が認めていたのに対
遺伝子ノックアウト

GlcNAc
修飾蛋白の発現が減少していることを確認

遺伝子ノックアウトマ
週より空腹

時血中インスリン値の上昇および空腹時血
糖値の低下を認め、タモキシフェン投与後 6
週より体重増加を認めていた。タモキシフェ

週時の精巣上体脂肪含有量や肝内
脂肪量が対照マウスと比較して増加してい

週後では
マウスと比較して

有意に低下していた。それと同時に空腹時血
糖値の上昇及び体重減少を認め糖尿病モデ

）。タモキシフェン投与
週後に腹腔内ブドウ糖投与を行い耐糖能
を評価したところ、対照マウスと比較して 5
週（早期相）においてはインスリン濃度の

−8 週
（後期相）においては血糖値の上昇を認め、
二相性の変化を呈していた。これらのことは、
インスリン分泌能が早期相では亢進してい
るものの、後期相では逆に減少していること

遺伝子ノックアウト
の早期相における膵島細胞で

遺伝子ノックアウトモ
デルマウスは早期相において、対照マウスと
比較して低血糖やインスリン分泌の増加を

週目に
膵臓を摘出して組織学的に検討を行ったと

遺伝子ノックアウ
トマウスは対照マウスと比較して、膵島面積

陽性細胞の増加を認め、膵島
内プロインスリンやインスリン発現量の変



化は認めなかったものの、単離膵島あたりの
インスリン濃度は増

単離膵島に対してグルコースを投与した
ところ、膵
ウトマウスは対照マウスと比較して、低濃度
（2.8mmol/l
グルコース投与に対するインスリンの分泌
量が増加していた。
単離膵島におけるインスリン分泌に関連
する様々な遺伝子発現を検討したところ、膵
β細胞特異的
は対照マウスと比較して、
現に差は認めなかったが、インスリン遺伝子
Ins2
増加していた。
 
c) 膵
モデルマウス
のインスリン分泌不全の機構
膵β
デルマウスは後期相において、対照マウスと
比較して高血糖やインスリン分泌の低下を
認めていた。タモキシフェン投与後
に膵臓を摘出して組織学的に検討を行った
ところ、膵
ウトマウスは対照マウスと比較して、膵島面
積の減少や細胞数の減少を認めていた。さら
に、膵
モデルマ
減少やインスリン陽性細胞数の減少を認め
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