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研究成果の概要：IA-2(Insulin-associate antigen-2)および IA-2βが、1型糖尿病と膵ラ氏島

のホルモン分泌にかかわっているかを検討した。IA-2β欠損 NOD マウスでは、雌雄ともに遺伝

子欠損マウスの方が糖尿病発症率が有意に低かった。マウス膵ラ氏島およびα-TC1 細胞では、

遺伝子欠損の方にグルカゴン分泌の低下がみられ、同分子がグルカゴン分泌に関わっているこ

とが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 IA-2(Insulin-associate antigen-2)及び
IA-2(Insulin-associate antigen-2 β ) は
1994 年に発見された分泌膜蛋白で、1型糖尿
病(膵β細胞が主に自己免疫起序により破壊
されることにより惹起される糖尿病)の代表
的な自己抗原の 1つである。本抗原に対する
自己抗体は1型糖尿病の臨床診断に広く用い
られるようになった。 
 これらの膜蛋白は膵ランゲルハンス島(ラ
氏島)β細胞では、インスリン分泌顆粒に存

在する。同遺伝子欠損マウスにおいて、ブド
ウ糖負荷試験時の耐糖能が正常マウスと比
較して悪化し、さらにインスリン分泌の低下
が認められた。このことはこれらの膜蛋白が
インスリン分泌に重要な役割を担っている
蛋白質であることを意味している。 
 一方、同蛋白は膵のみならず、下垂体、副
腎、甲状腺など多くの腺組織に存在すること
も明らかにされつつある。1 型糖尿病ではグ
ルカゴン分泌障害や甲状腺機能異常など他
のホルモン分泌障害の合併が報告されてお
り、インスリン以外のホルモン分泌不全と同
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蛋白との関連が強く推察される。本蛋白がホ
ルモン分泌過程のどの段階で関与している
かはいまだ明らかになっていない。 
 また、同蛋白が１型糖尿病の発症に関わっ
ているか否かを検討するために、同遺伝子欠
損した NOD（Non-Obese Diabetes）mouse を
用いて検討が行われている。サイクロフォス
ファミドによる誘発試験では、同遺伝子欠損
マウスと wild type のマウスでは糖尿病の発
症に差はないとされているが、自然発症での
データはまだ報告されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 そこで本研究では、IA-2 および IA-2βが 1
型糖尿病の発症にどの程度かかわっている
のか、また、膵β細胞以外のホルモン分泌機
構にかかわっているのかを明らかにしたい
と考えた。 
（１）NOD background マウスを用いた同分子
の１型糖尿病発症への関与を検討する。（２）
他のホルモン（グルカゴン、ソマトスタチン
他）、及び他の腺組織由来のホルモン分泌障
害と本蛋白の関連を明らかにする。これは、
マウスのラ氏島を分離して行う試験と cell 
line での検討を行う。（３）正常及び遺伝子
欠損マウスの膵ラ氏島において、インスリン
分泌過程のどの段階で組織学的相異が存在
するかを検討する。以上のことを明らかにし、
最終的に結果をヒトの糖尿病の発症要因を
考察する手がかりにすることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
 IA-2 及び IA-2β欠損マウスは、米国 NIH
の Dr. Abner L. Notkins から提供いただい
た。 
マウスは tailの先を一部 cut し、DNA を抽出
し PCR 法 に よ る genotyping に よ り
homo-(KO)、hetero-zygote 及び wild type 
(WT)を選別した。 
 IA-2β欠損 NOD background マウスは、IA-2
β +/-マウスに WT の NOD で作成し、
heterozygote のマウスに WT の NOD マウスを
掛け合わせていき、G10 世代を実験に使用し
た。genotyping は IA-2 および IA-2β欠損マ
ウスと同様にPCR法でスクリーニングをおこ
なった。NOD マウスの糖尿病の発症は、週 2
回尿糖をスクリーニングし、陽性であれば血
糖値を簡易血糖測定器で測定。連続した測定
日で 250mg/dl 以上であれば、糖尿病と診断
した。 
 膵ラ氏島の分離は、成熟したマウスを全身
麻酔下に開腹し、総胆管十二指腸開口部を結
札。コラゲナーゼ注入により膵を膨化後、酵
素融解により膵ランゲルハンス島を得た。一

晩培養してラ氏島が酵素反応から回復後、翌
日arginine-potassium負荷試験を施行した。
KRB バッファー中にて、正常ブドウ糖濃度
（5.5mＭ）を負荷前の条件として９０分
incubate した。その後同じブドウ糖濃度下で、
KCl(20mＭ)+L-Ｌ-アルギニン（２０ｍM）を
加えた KRB Buffer にラ氏島を移し、再び９
０分間 incubate した。負荷前後の溶液中グ
ルカゴン濃度を測定し、genotype 別にその相
違を検討した。 
 一方、同分子のグルカゴン分泌への関与を
細胞レベルでも調べるため、膵ラ氏島のグル
カゴン分泌培養細胞α‐TC1 細胞を用いた。
同細胞は DMEM溶液（10％FBS、3.0g/l ブドウ
糖、4mML グルタミン、15mMHEPES、100U/ml 
PCG+100ug/ml SM）で培養した。RNAiは
stealth RNAi (invitrogen) 、IA-2sequence： 
AACCAGAATTGAGTCTGCAGAGATT を用いた。
6-well plate にα-TC1 細胞を撒き、48時間
後にIA-2あるはIA-2β遺伝子のRNAiをトラ
ンスフェクションした。またその 48時間後
に負荷試験を行い、培養液中のグルカゴン濃
度を測定した。そして、RNAi トランスフェク
ション群とコントロール群との分泌の相違
を比較した。 
 
 
４．研究成果 
 
１）IA-2β欠損 NOD マウスの自然発症糖尿病
の頻度 
 
 生後 40 週までの糖尿病発症率は、雄では 
IA-2β+/+ 66.6％ (n=33)、IA-2β-/- 28.6％
（n=21）、雌では IA-2β+/+ 85.7％ (n=28)、
IA-2β-/- 58.3％（n=24）であり、雌雄とも糖
尿病発症率は IA-2β-/- NOD マウスの方が、有
意に低値であった（p<0.05）（図 1a,b）。 
 
 
（図１a） 
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 発症までの期間および発症時の血糖値は
WTと KO の間で有意な差はなかった。 
 
(図２b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
２）IA-2βおよび IA-2β欠損マウスから分離
した膵ラ氏島によるグルカゴン分泌の比較 
 
５ｍMブドウ糖濃度下で、KCl (20mＭ)+Ｌ-

アルギニン（２０ｍM）負荷後のWTマウスの
グルカゴン濃度を 100 とした場合、IA-2 欠負
荷マウスのラ氏島の反応は、雌で 38.8％、雄
で 39％に低下していることを見出した（図
2a, b）。 
(図２a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
(図２b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図２ｃ） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、IA-2βマウスに関しては、WTマウス 
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のグルカゴン濃度を 100 とした場合、同遺伝
子欠負荷マウスのラ氏島の反応は、雄で 69.
９％に低下していた（図 2c）。今後は IA-2 及
び IA-2βダブルノックアウトマウスのラ氏
島を用いて、ホルモン分泌の検討をしたいと
考えている。 
 
 
３）RNAi を用いたα-細胞（α-TC1）におけ
る IA-2 遺伝子抑制とグルカゴン分泌 
 
 α-TC1での細胞実験では、RNAiによるIA-2
分子の抑制効果を time-course、dose-effect、 
cell density を検討した。結果はトランス
フェクションしてからの time-course は、
90nM の RNAi を投与してから、24、48、72 時
間後の IA-2 分子の発現をウエスタンブロッ
トで検討したが、48時間後の発現最も抑制さ
れていた（表）。Dose-effect は 60、90、120、
150、180mM の濃度で 72時間後のIA-2 分子の
発現を検討した。Control vector の発現を
100％とした場合、60nM: 54.5％、90nM: 
45.2％、120nM: 54.0％、150nM: 88.9％、
180nM: 47.6％の発現となった。また
cell-density の検討では、0.5x105/well、
0.75x105/well、1.25x105/well の条件で 72
時間後の IA-2分子の発現を検討した。それ
ぞれ 35.5％、42.3％、66.9％に低下しており、
0.5x105/wel が最も抑制されていた。以上よ
り、RNAiのトランスフェクションの条件とし
て、90nM、48時間後、0.5x105/well を採用し
た。 
 
(表) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
上記を基本条件として、ブドウ糖濃度25m 

MのKRB溶液をcontrol条件とし、30分のpre- 
incubation の後に同溶液と負荷条件 2.5ｍM

の低ブドウ糖濃度でそれぞれ 45分間
incubation して、上澄み液のグルカゴン濃度
を測定した。また、16.7ｍMブドウ糖濃度の
KRB 溶液を基本条件とし、20ｍMアルギニン
＋20mMKCｌを負荷条件として負荷試験を行
った。 
 前者ではIA-２RNAiをトランスフェクシ
ョンした細胞では、コントロールと比較して
グルカゴン分泌低下傾向が認められた。しか
し、後者の負荷条件では、両者で明らかな差
は認められなかった。今後は、他の条件を考
慮して負荷試験を施行する、また IA-2β単独
及び IA-2、IA-2βダブルノックアウトの条件
下で同様の実験を行い、IA-2 および IA-2β
分子が、グルカゴンの分泌に明確に関与して
いることを証明したい。またさらにδ細胞の
ソマトスタチン、F細胞のPPの分泌について
も検討したい。また分泌顆粒における分泌起
序についても解明していきたいと考えてい
る。 
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