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研究成果の概要（和文）：本研究により、肝臓から分泌されるタンパク質（ヘパトカイン）として新しく同定し
たニューレグリン1が2型糖尿病のマウス肝臓で発現誘導され、それに伴い血中のニューレグリン１レベルが増加
することが分かった。また、肝臓のニューレグリン1遺伝子欠損が2型糖尿病の耐糖能を悪化させること、逆に、
ニューレグリン1タンパク質投与により2型糖尿病の病態が改善することを見出した。以上の結果より、ニューレ
グリン1はヘパトカインとして2型糖尿病に対する内因性防御因子として作用すること、またニューレグリン1が2
型糖尿病の新しい治療標的になりうることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have demonstrated for the first time that a newly 
identified liver-derived factor, neuregulin 1, is induced in liver of diabetic mice with increased 
its protein levels in blood. In diabetic conditions, loss of hepatic neuregulin 1 aggravates glucose
 tolerance while administration of neuregulin 1 protein ameliorates it. These results strongly 
suggest that neuregulin 1 serves as a defensive mechanism against type 2 diabetes and could be a 
novel therapeutic target for type 2 diabetes.

研究分野：病態医化学

キーワード： 肝臓　ヘパトカイン　糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により新たに同定されたニューレグリン1は、肝臓から分泌されるタンパク質として、2型糖尿病の病
態を抑制する血糖降下作用を持つ内因性防御機構であることが分かった。このことは、ニューレグリン1を介し
た臓器間相互作用が2型糖尿病の病態の形成や進展に重要であることを示した新しい発見である。また、ニュー
レグリン1が、既存の治療薬とは異なる作用点に働きかけることができる2型糖尿病の新しい治療標的になりうる
ことが明らかになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、肝臓がセレノプロテイン P、フェチュイン A や FGF21 など多様な生理活性を示すさまざ

まなタンパク質（ヘパトカイン）を分泌することで 2型糖尿病の病態進展にかかわることが明ら
かになり、ヘパトカインを介した新しい代謝制御システムの理解が急速に深まりつつある。 
 
我々はこれまで、肥満、2 型糖尿病や非アルコール性脂肪性肝疾患などの生活習慣病において、

共通の病態基盤としてかかわる「低酸素」の役割について解析を進めてきた。その結果の 1つと
して、低酸素応答の中心的な転写制御因子 Hypoxia Inducible Factor1（HIF1）の肝臓特異的な
遺伝子欠損マウスにおいて、2 型糖尿病により誘導される膵ラ氏島の代償性過形成が減弱し、か
つ耐糖能が増悪することを見出してきた。一方で、この変異マウスでは末梢組織におけるインス
リン感受性には変化が認められなかった。これらの結果は、2 型糖尿病において HIF1 により発
現調節を受けるヘパトカインが存在し、それが膵ラ氏島の増殖応答を制御していることを強く
示唆していると考えた。そこで、病態の進行に伴って HIF1 依存的に発現が亢進し、かつ分泌シ
グナル配列をもつ遺伝子を網羅的に探索した。その結果、新規ヘパトカイン候補分子としてニュ
ーレグリン 1 を見いだしてきた。 
 
ニューレグリン 1 は神経系に発現が高く、統合失調症の感受性遺伝子として注目されている

膜貫通ドメインを持つ成長因子として報告されている。また、ヒトニューレグリン 1遺伝子産物
には 30 種以上のアイソフォームの存在が推定されており、共通に保存されている上皮成長因子
（EGF）様ドメインを含む細胞外ドメインが切断・分泌され、主にパラクラインやオートクライ
ンを介して標的細胞に対してその生理活性を発揮することが分かっている。これまでの我々の
予備的検討から、マウスニューレグリン 1 遺伝子を一過性に正常マウス肝臓に発現させると肝
糖新生能が低下し、糖負荷後の血糖値上昇が抑制されることを見いだしている。しかしながら、
2 型糖尿病で発現誘導される肝臓のニューレグリン 1 の作用について十分に解明されていない。 
 
２．研究の目的 
2 型糖尿病のマウス肝臓で発現誘導され、肝臓から分泌されたニューレグリン 1 が、血糖値の

調節にかかわる因子として作用することを分子機構とともに解明し、ニューレグリン 1 が生体
内における糖代謝の恒常性維持にかかわるヘパトカインとして機能すること明らかにすること
を目的とした。具体的には、マウス肝臓にニューレグリン 1 遺伝子を過剰発現させた場合と大腸
菌で作出したニューレグリン 1 の活性部位の EGF 様ドメインのタンパク質を投与した場合、そ
れぞれの耐糖能、インスリン分泌能および膵ラ氏島の増殖応答を解析する。また、肝臓特異的な
ニューレグリン 1 遺伝子欠損マウスを作出し用いて、2型糖尿病が増悪するのかについて、その
作用機序を含めて検討する。さらに、分離マウス膵ラ氏島細胞あるいはマウス膵細胞株 MIN6 細
胞を用いて、ニューレグリン 1 によるインスリン増強作用および細胞増殖応答を合わせて解析
する。 
 
３．研究の方法 
(1) C 末に FLAG タグを付加したマウスニューレグリン 1 遺伝子発現ベクターを作成した。

この発現プラスミド30g を、Hydrodynamic Tail Vein Injection(HTVi)法により 6日毎に3回、
C57BL/6 マウスに投与した。対照群には空ベクターを同量投与した。最終投与後 4 日目以降に、
経口糖負荷試験、ピルビン酸負荷試験およびインスリン負荷試験を行った。血糖値は Accu-Check
で、血中インスリンは ELISA を用いて測定した。肝糖新生律速酵素の遺伝子発現を定量的 PCR 法
を用いて解析した。肝臓、骨格筋および脂肪組織のタンパク質を用いて、インスリン感受性を AKT
のリン酸化を指標に、肝糖新生律速酵素発現機構については FOXO1 の発現を解析した。膵ラ氏島
のサイズは HE 染色で、ラ氏島の細胞増殖応答は Ki67 染色を行い組織学的解析を行った。 
 
(2) マウスニューレグリン 1 の細胞外領域中の生理活性部位に相当する EGF 様ドメイン部

（約 7Kda）と His タグの融合タンパク質（リコンビナントニューレグリン 1）を大腸菌を用いて
作成した。このリコンビナントタンパク質を正常マウスおよび 2 型糖尿病モデルマウス ob/ob マ
ウスに、グラム体重当たり 100ng を週 3 回 4 週間に亘って投与した。対照群には、同量の PBS を
投与した。解析手法は上記（1）に記載した方法に準じて行った。 

 
(3) Cre-loxP システムを用いて、肝臓特異的ニューレグリン 1 遺伝子欠損マウスを作出し

た。この変異マウスに対して、通常食あるいは 15 週間の高脂質高糖質食投与を行った。対照群
は、loxP 配列を有するが Cre 遺伝子を発現していない遺伝子改変マウスを用いた。解析手法は
上記（1）に記載した方法に準じて行った。 
 
全ての統計解析は Student’s t あるいは Mann-Whitney U 試験を行い、p 値が 0.05 未満で有意
差とした。 
 
４．研究成果 
(1) マウスニューレグリン 1 発現プラスミドを用いた解析 



肝臓から分泌されるニューレグリン 1 による血糖値調節機構を明らかにするために、マウス
の肝臓にニューレグリン 1 遺伝子を強制発現させ解析を行った。まず、HTVi 法による遺伝子発
現が肝臓特異的であることを抗 FLAG 抗体で確認した結果、肝臓以外の組織では全く発現は認め
られず、肝臓でのみ発現誘導されていることを確認した。 
次に、ニューレグリン 1発現マウスの耐糖能を経口糖負荷試験によって解析したところ、空プ

ラスミド投与群と比較して、空腹時血糖値には差は認められなかったが、糖負荷後 15 分以降観
察時間の 120 分まで血糖値の上昇が明らかに低下することが分かった。また、ピルビン酸投与に
より肝糖新生能を評価したところ、ニューレグリン 1 の発現により 24 時間絶食後の血糖値と糖
負荷後 60 分以降の血糖値上昇が有意に抑制された。一方、末梢組織のインスリン感受性には影
響が認められなかった。糖新生能の解析結果に一致して、PEPCK や G6Pase などの糖新生系律速
酵素の発現とこれらの遺伝子発現を上位で制御する FOXO1 の核内発現量が、ニューレグリン 1 を
発現させた肝臓で減少していた。一方、骨格筋や脂肪組織におけるインスリン負荷後の AKT リン
酸化レベル、つまりインスリン感受性には変化が認められなかったが、肝臓の AKT リン酸化は有
意にニューレグリン 1 の発現により減弱していた。 
最後に、糖負荷後のインスリン分泌量と膵島の組織学的な解析を行った。その結果、糖負荷後

15 分値でのみ、ニューレグリン 1 発現によりインスリンの追加分泌量が有意に高値を示した。
また組織学的解析から、ニューレグリン 1 発現群において膵ラ氏島サイズおよびラ氏島内の増
殖マーカーの Ki67 陽性細胞数が有意に上昇することが分かった。 
以上の結果より、正常マウスの肝臓にニューレグリン 1 を長期間発現させると、糖処理能力が

増強され血糖値の上昇を低下させることが分かった。この作用発現には、オートクラインあるい
はパラクラインを介した肝糖新生の抑制と、膵臓に対してホルモン様に作用した結果誘導され
たラ氏島の細胞増殖（肥大）による糖負荷時のインスリン分泌の増強の 2 つのメカニズムがかか
わっていることが示唆された。ニューレグリン 1 の膵島への作用以外の結果は、2017 年に
Scientific Reports で論文発表した。 
 

(2) マウスニューレグリン 1 タンパク質を用いた解析 
ニューレグリン 1 はその細胞外領域が切断・分泌され、それが標的細胞の ErbB 受容体に結合

することで作用を発揮する。まず、2 型糖尿病の肝臓で発現誘導されるニューレグリン 1が実際
に分泌されることを初代培養肝細胞にアデノウイルスを用いてマウスニューレグリン 1 遺伝子
を発現させ解析した。その結果、細胞可溶化分画にはニューレグリン 1 タンパク質の発現がほと
んど確認できず、一方で培養上清中に 46Kda 弱の切断片を確認した。つまり、ニューレグリン 1
タンパク質は直ちにその細胞外領域が切断・分泌されることが明らかになった。この結果より、
ニューレグリン 1 がヘパトカインとして作用する可能性が確認できた。 
そこで次に、大腸菌を用いて作出したリコンビナントニューレグリン 1 タンパク質を用いて

その生理作用を解析した。その結果、正常マウスに 4 週間に亘って投与すると、PBS 投与群と比
較し、経口糖負荷後 15 分および 30 分のみで軽度ではあるが血糖値の上昇が抑制された。一方、
長期投与による肝糖新生への影響は、リコンビナントタンパク質の 1 回投与や発現プラスミド
投与の結果とは異なり、24 時間空腹時血糖、ピルビン酸負荷試験および糖新生関連遺伝子の発
現には大きな変化をもたらさなかった。末梢組織のインスリン感受性にもリコンビナントタン
パク質の長期投与の影響は認められなかった。インスリンの追加分泌量は、PBS 投与群と比べる
と、糖負荷後 60 分までの時間で増加傾向が認められたが、統計学的な有意差があったのは 15 分
値のみであった。この結果に一致して、長期のリコンビナントタンパク質投与により、膵ラ氏島
サイズおよびラ氏島内 Ki67 陽性細胞数が有意に増加することが組織学的解析より分かった。 
最後に、2 型糖尿病モデルマウスの ob/ob マウスを用いて解析を行った。リコンビナントニュ

ーレグリン 1 の長期投与では、PBS 投与群と比較し、マウスの体重と肝体重比に大きな変化を誘
導しなかった。一方、経口糖負荷試験では、糖負荷後 15 分以降 90 分までの間の血糖値が有意に
低下した。また、糖負荷によるインスリン追加分泌量（15 分値）は正常マウスよりも増強して
いたが、この応答がリコンビナントタンパク質投与によりさらに上昇することが明らかになっ
た。この結果に一致して、正常マウスと比較し、ob/ob マウスの膵ラ氏島サイズは拡大し、ラ氏
島内の増殖マーカーの Ki67 陽性細胞数が増加していたが、リコンビナントタンパク質投与によ
りその変化はさらに増強することが分かった。 
以上の結果より、リコンビナントニューレグリン 1 タンパク質の長期投与は、正常マウスのみ

ならず 2 型糖尿病発症マウスにおいても、脂肪組織や骨格筋などの末梢組織には影響を与えず、
主に膵臓に対して作用しラ氏島の細胞増殖（肥大）を促すことで糖負荷時のインスリン分泌の増
強とそれによる血糖上昇抑制作用を示すことが明らかになった。また、発現プラスミドを用いた
解析結果と異なり、リコンビナントタンパク質の長期投与では肝糖新生能に対する影響がなか
ったことから、2 型糖尿病におけるニューレグリン 1の主な作用点が膵臓にあることが強く示唆
された。 
 

(3) 肝臓特異的ニューレグリン１遺伝子欠損マウスを用いた解析 
ニューレグリン 1 の発現プラスミドやリコンビナントタンパク質を用いた解析から、その作

用点が膵ラ氏島にあり、膵細胞の増殖応答を刺激することでインスリンの基礎分泌能を亢進し、
その結果、糖負荷後の血糖値上昇を抑制することが明らかになった。この知見に基づき、2 型糖



尿病の肝臓で発現誘導されるニューレグリン 1 が、高血糖に対する防御機構としての代償性膵
ラ氏島過形成にかかわるヘパトカインであることを、肝臓特異的ニューレグリン１遺伝子欠損
マウスを用いて解析を行った。この変異マウスはメンデルの法則に従って正常に発生し、通常食
を投与した環境下では対照群のマウスと同等の体重増加を示し、かつ空腹時血糖および糖負荷
試験における耐糖能は差を示さなかった。また、膵ラ氏島のサイズも両群間で差はなく、血中ニ
ューレグリン 1 量は両群ともほぼ検出限界値以下であった。 
次に、このマウスに高脂質高糖質食を 15 週間投与して肥満を伴う 2 型糖尿病を発症させた。

高脂質高糖質食投与による体重増加、食事摂取量、肝体重比および脂肪体重比は、変異マウスと
対照群マウスの間で差は認められなかった。対照群マウスにおいて、血中ニューレグリン 1量は
高脂質高糖質食の投与により顕著に増加した。一方、変異マウスでは通常食投与時とほぼ同程度
で増加しなかった。24 時間絶食時およびピルビン酸投与後の血糖値は両群間で差は認められず、
肝糖新生律速酵素の PEPCK や G6Pase の遺伝子発現にも差はなかった。また、インスリン負荷後
の血糖値低下は同等の変化を示した。また、インスリン投与の AKT リン酸化レベルを解析した結
果、骨格筋と脂肪組織のリン酸化レベルは高脂質高糖質食投与により減弱したが、その程度は両
群間で差は認められなかった。つまり、2 型糖尿病において、肝臓のニューレグリン 1発現は肝
糖新生能と末梢のインスリン感受性には何ら影響を与えないことが明らかになった。 
経口糖負荷試験の結果では、まず 16 時間の空腹時血糖値が変異マウスでほんの少し、しかし

ながら有意に上昇することが分かった。また、糖負荷試験後 2 時間までの血糖値上昇は変異マウ
スで有意に上昇していた。さらに、糖負荷 15 分後のインスリン追加分泌量は変異マウスで低下
していた。この結果に一致して、膵ラ氏島サイズおよびラ氏島内 Ki67 陽性細胞数が変異マウス
で有意に減っていることが組織学的解析より明らかになった。 
以上の結果より、ニューレグリン 1 はヘパトカインとして膵臓に作用し、血糖上昇に対する代

償性膵島過形成を誘導することで、インスリンの分泌量を増加し耐糖能の増悪を抑制すること
が明らかになった。 
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