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研究成果の概要（和文）：　細胞レベルの実験ではグルカゴン分泌細胞株を用いグルカゴン分泌を検討した。
PKCδの阻害薬やsiRNAを用い、PKCδがアルギニン応答性グルカゴン分泌を正に制御することを明らかにした。
生体レベルの実験では膵α細胞特異的PKCδノックアウトマウス（αPKCδKO）を作製した。αPKCδKOではアル
ギニン応答性グルカゴン分泌が低下していた。また、αPKCδKOから単離した膵島でのアルギニン応答性グルカ
ゴン分泌も同様に低下していた。
以上から、PKCδがアルギニン応答性グルカゴン分泌において重要な分子であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In cellular experiments, glucagon secretion was examined using 
glucagon-secreting cell lines. We showed that PKCδ positively regulated arginine-induced glucagon 
secretion using inhibitor and siRNA for PKCδ. In animal experiments, we have established pancreatic
 α-cell-specific PKCδ knockout (αPKCδKO) mice, which revealed decreased arginine-induced 
glucagon secretion. In addition, arginine-induced glucagon secretion was decreased in islets 
isolated from αPKCδKO mice as well. In summary, we showed that PKCδ is pivotal molecule in 
arginine-induced glucagon secretion.

研究分野： 糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により細胞および生体レベルで膵α細胞からのグルカゴン分泌にPKCδが関与することが示唆された。
元来、グルカゴンは血糖を上昇させることが知られており、今後より詳細なPKCδ依存性グルカゴン分泌の分子
機序を明らかにすることで、PKCδを標的とした糖尿病診断や糖尿病治療に繋がる可能性がある。
また、PKCδは腎症と網膜症の発症・進展、骨格筋細胞のインスリン抵抗性にも関与している。よって本研究
は、糖尿病におけるグルカゴン分泌異常や耐糖能異常だけでなく合併症予防をも見据えた可能性を有している。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 

2 型糖尿病は相対的なインスリン分泌不全とインスリン抵抗性が原因とされてきた。しかし、

近年グルカゴン受容体[1]または膵α細胞欠損マウス[2]に streptozotocin で膵β細胞を破壊し、

インスリン分泌を枯渇させても耐糖能が悪化しないことが報告された。これより糖尿病におけ

る耐糖能障害にグルカゴンとグルカゴン受容体が極めて重要と考えられ、グルカゴンシグナル

の解明が待たれている。一方、近年、糖尿病の細小血管障害、耐糖能、膵β細胞死に対し Protein 

kinase C (PKC) δの関与が注目されている[3-6]。PKCδは PKC ファミリーのうち novel PKC

に属し、ジアシルグリセロールにより活性化を受け細胞増殖・分化・アポトーシスに関与する。

糖尿病では大小様々な血管に障害をきたすが、この全身 PKCδのノックアウト (KO) マウスで

は網膜症や腎症といった合併症の進行を抑制することが報告された[3,4]。さらに、マウスの単離

膵島に PKCδの特異的阻害薬を添加したところ、グルカゴン分泌が抑制されることが報告され

た[7]。すなわち膵島レベルでのグルカゴン分泌に PKCδが関与する可能性が示唆された。しか

し、膵α細胞からのグルカゴン分泌における PKCδの詳細な生理学的役割は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は膵α細胞からのグルカゴン分泌に PKCδが関与することを明らかにすること

である。膵α細胞グルカゴン分泌への PKCδの関与を細胞・生体レベルで証明する。さらに、

PKCδが新規糖尿病治療の分子標的となり得るかをも検討する。また近年、PKCδが腎症と網

膜症の発症・進展に関与することが報告されており、本研究はグルカゴン分泌だけでなく細小血

管障害を含めた新規糖尿病治療薬の基礎的知見を得られると推察される。 
 
 
３．研究の方法 
本研究はグルカゴン分泌細胞株 InR1G9 細胞[8]を用いた細胞レベルの実験系と膵α細胞特異

的 PKCδKO マウスを用いた生体レベルの実験系からなる。 

（1）細胞レベルの実験ではグルカゴン分泌細胞株 InR1G9 細胞を用い PKCδの特異的阻害薬

Rottlerin や、PKCδ siRNA を用い PKCδをノックダウンしグルカゴン分泌の検討を行う。加

えて、グルカゴン分泌刺激（Insulin、Arginine）時に PKCδをノックダウンしグルカゴン分泌

を検討する。この時、PKCδの活性化（リン酸化、Catalytic fragment、translocation）に変化

を伴うか検討する。またグルカゴン分泌は未だ不明な点が多いものの、Ca チャネル、cAMP、

ATP 等が分泌に寄与するとされ、グルカゴン分泌の変化に伴うこれら分子の検討も行う。 

（2）生体レベルでの実験では、Glucagon-CreERT2 マウス[9]に PKCδ floxed マウス[10]を交

配し膵α細胞特異的 PKCδノックアウトマウス（αPKCδKO）を作製し表現型を検討する。樹

立確認はⅰ）遺伝子レベルではαPKCδKO マウスの膵島より DNA 抽出を行い PCR にて

deletion band の確認を行う。ⅱ）赤色蛍光蛋白 tdTomato を有する CAG-tdTomato マウス[11]

を交配に追加し Cre 発現効率を検討する。また樹立後は 24 週齢で空腹時/随時血糖値、空腹時/

随時グルカゴン値の測定、耐糖能・インスリン感受性の評価、膵切片より膵α/β細胞増殖・容

積比の検討を行う。 

 
 
 
４．研究成果 
InR1G9 細胞において PKCδをノックダウンするとグルカゴン分泌が低下する（Fig.1） 



まず我々は、グルカゴン分泌細胞株 InR1G9 細胞を用い PKCδ誘導性グルカゴン分泌を検討

した。InR1G9 細胞に PKCδの特異的阻害薬とされる Rottlerin を投与したところ、有意にグル

カゴン分泌は低下した（Fig.1a）。しかし Rottlerin

は PKCδの特異的阻害薬としては疑問視されて

いる[12]。よって、次に我々は InR1G9 細胞にお

いて PKCδの siRNA を用い PKCδのノックダ

ウン（KD）を試みた。蛋白レベルにおいて 2 種

類の PKCδ siRNA（#1 and #2）を用い KD を行

ったところ、各々で蛋白発現は有意に低下した

（Fig.1b,1c）。また PKCδの活性化を示す

Catalytic Fragment (CF)の発現もそれら 2 種類

の PKCδ siRNA で有意に低下していた（Fig.1d）。

以降は KD 効率の良い PKCδ siRNA（#2）を用

い検討を行った。mRAN レベルにおける KD 効

率は 49.9%であった（Fig. 1e）。そして、この PKC

δを KD した InR1G9 細胞を用いグルカゴン分

泌を検討したところ、グルカゴン分泌は有意に低

下していた（Fig 1f）。 

 

InR1G9 細胞においてアルギニン応答性グルカゴン分泌は PKCδをノックダウンすることで低

下する（Fig.2） 

次に我々はグルカゴン分泌を亢進するとされ

るアルギニンや IBMXを用いグルカゴン分泌を

検討した。InR1G9 細胞にアルギニンや IBMX

を添加したところ有意にグルカゴン分泌は上昇

した（Fig. 2a）。我々はよりグルカゴン分泌が亢

進した a アルギニンに注目し、膵α細胞におけ

るアルギニンと PKCδの関係について検討し

た。ウエスタンブロットにてアルギニン投与時

の蛋白発現を検討したところ、PKCδの活性化

を示す PKCδのリン酸化（Thr505）が亢進して

いた（Fig.2b, 2c）。そして、InR1G9 細胞におけ

るアルギニン応答性グルカゴン分泌は PKCδ

の KD でその分泌亢進がキャンセルされた

（Fig.3d）。 

 

膵α細胞特異的 PKCδノックアウトマウスの樹立（Fig.3） 

次に我々は細胞レベルで得られたアルギニン応答性グルカゴン分泌への PKCδ の関与を、膵

α細胞特異的 PKCδ ノックアウト（αPKCδKO）マウスを作製し検討した。αPKCδKO マウスは

Glucagon-CreERT2 マウスと PKCδ floxed マウスの交配によって作製した。今回、Glucagon 



CreERT2 / +;Prkcd floxed / floxed を αPKCδKO マウ

ス、Glucagon Cre + / +;Prkcd floxed / floxedをControl

とし実験を行った。作製したマウスは生後 5 週

で tamoxifenを皮下注射し生後 24週で同マウ

スの樹立確認を行った。PKCδ floxed マウスで

は Cre recombinase が働いた組織では約 500 

bp のバンドが出るようにプライマーが設計さ

れている。同マウスの PCR では tail にて 500 

bp のバンドは認めなかったが、islet では Cre

の発現に伴い約 500 bp のバンドの出現を認

め、DNA レベルでの樹立が確認できた

（Fig.3a）。次に蛋白レベルでの樹立証明を行

った。αPKCδKO マウスに CAG-tdTomato 

mouse を交配させ Cre recombinase の発現を

間接的に検討することにした。24 週齢の Glucagon CreERT2;Prkcd floxed；R26 tdTomatoの膵島免疫

染色では、膵 α細胞特異的に tdTomatoの発現を認め蛋白レベルでの樹立確認ができた（Fig.3b）。 

 

膵α細胞特異的 PKCδノックアウトマウスではアルギニン応答性グルカゴン分泌が低下した

（Fig.4） 

αPKCδKO マウスは 5 週齢で Tamoxifen 投与

後、24 週齢時にマウスの表現型の検討を行った。

24 週齢の αPKCδKO マウスでは Control マウス

に比べ、空腹時血糖値（Fig.4a）、随時血糖値

（Fig.4b）に有意差はなかった。同様に、空腹時

グルカゴン値（Fig.4c）、随時グルカゴン値

（Fig.4d）ではグルカゴン値は有意な差は認めな

かったものの、低下傾向を示していた。さらにア

ルギニン（3g/kg wt、pH 7.4）投与時のグルカゴ

ン分泌を検討したところコントロールに比較し

αPKCδKO マウスでは有意にグルカゴン分泌が

低下していた（Fig.4e）。次に、24 週齢の

αPKCδKO マウスから膵島を単離しアルギニン

応答性グルカゴン分泌の検討を行った。コントロ

ールマウスでは単離膵島にアルギニンを添加し

たところグルカゴン分泌は亢進したが、

αPKCδKO マウスではその亢進が有意に阻害された（Fig.4f）。また KOマウスでは 5mM Glucose

でもコントロールマウスに比しグルカゴン分泌は低下傾向を示していた（Fig.4f）。 

 

以上から、アルギニン応答性グルカゴン分泌に PKCδの関与が示唆された。 
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