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研究成果の概要（和文）：膵β細胞量減少機序は未だ解明されていないが、2型糖尿病患者の膵島における
mTORC1活性化の関与が考えられている。そこで、膵β細胞特異的TSC2ノックアウト(βTSC2KO)を用いて解析を行
った。βTSC2KOではクロモグラニンA陽性かつ膵島ホルモン陰性細胞の増加を認めたことから、分化による影響
が考えられた。βTSC2KOの膵島においてはアミラーゼ陽性細胞が見られ、外分泌細胞の転写因子であるPtf1aと
クロモグラニンAとの共陽性も認められた。今回の結果から、mTORC1の恒常的活性化によって、β細胞は高齢期
において外分泌細胞に分化転換することでβ細胞の減少が引き起こされる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although the mechanism of pancreatic β-cell volume reduction has not yet 
been elucidated, mTORC1 activation in islets of type 2 diabetes patients is thought to be involved. 
In this study, we analyzed pancreatic β-cell-specific TSC2 knockout (βTSC2KO). βTSC2KO showed an 
increase in chromogranin A-positive and islet hormone-negative cells, suggesting a differentiation 
effect. βTSC2KO islets showed amylase-positive cells, which were associated with the exocrine 
cells, and co-positivity of Ptf1a and chromogranin A, a transcription factor of exocrine cells, was 
also observed. These results suggest that homeostatic activation of mTORC1 may cause a decrease in 
β-cells by converting them into exocrine cells in old age.

研究分野：糖尿病・代謝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病は1型、2型いずれにおいても、膵β細胞量が発症において重要な因子となる。膵β細胞量減少機序につい
ては、これまでに多くの報告があるが、いまだに臨床応用されるようなものはない。代表者は糖尿病膵島で
mTORC1が活性化されていることに注目し、mTORC1活性調節を制御することが出来れば、1型糖尿病の根治や2型糖
尿病の発症予測ができるのではないかと考えた。本研究を進展させることによって、将来的な膵β細胞不全の治
療・予防につながるものと期待している。

※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 
日本人の糖尿病有病者や糖尿病予備軍はいずれも 1000 万人と推計されており、年々増加の一
途をたどっている。2 型糖尿病の発症には膵 β 細胞不全やインスリン抵抗性が関係しており、
特に日本を含めた東アジア人では膵 β 細胞不全が重要であることが知られている。膵 β 細胞
不全は、グルコースなどの刺激に対してインスリンを適切に分泌できないインスリン分泌不全
と膵 β 細胞量の減少によって引き起こされるが、インスリン分泌能や膵 β 細胞量の調節には
膵β細胞におけるインスリンシグナルが関わっていることが明らかとなってきている。インス
リンシグナル中の mTOR は複数のタンパク質と複合体を形成し、複合体は mTORC1 と mTORC2 と呼
ばれる。2型糖尿病の膵島では特に mTORC1 が活性化しているとされている。 
これまでに、インスリンシグナルに含まれる PDK1 をノックアウトすると転写因子 Foxo1 が活性
化しβ細胞量が減少するが、Foxo1 をノックアウトするとβ細胞数が回復し血糖値が改善する
ということを報告した。PDK1 をノックアウトすると mTORC1 活性も低下するため同時にβ細胞
のサイズが減少する。したがって mTORC1 を活性化させると β 細胞が増大し糖尿病発症を抑制
できるのではないかと考え、mTORC1 を抑制している TSC2 を膵 β細胞特異的に欠損させたマウ
スを作製した。TSC2 は結節性硬化症の原因遺伝子として同定された遺伝子でもあり、Akt によっ
てリン酸化を受け mTORC1 活性を制御し、膵β細胞サイズの規定に関与している。これまでの研
究で膵β細胞特異的 TSC2 ノックアウトマウス(βTSC2KO)では、mTORC1 の活性化によりβ細胞
の大きさが増加し、若年では低血糖および高インスリン血症を示すが、高週齢になると主に β
細胞数の減少が原因で血糖値が上昇しはじめることが分かっている。また、βTSC2KO は肥満に
はならないという特徴がある。この血糖推移はヒトが 2型糖尿病を発症する際と同様であり、か
つ日本人は肥満になりにくいことから、βTSC2KO は日本人の 2 型糖尿病モデルマウスになりう
ると考えている。我々の研究室ではこれまでに、βTSC2KO が高血糖になり糖尿病を発症する際、
mTORC1 の活性化を介してインスリンシグナルの減弱化やオートファジー障害が起こっているこ
とを報告している。 
 
２．研究の目的 
膵β細胞における mTORC1 活性化が膵β細胞量減少に寄与していることは、我々を含め複数の研
究室から報告されており、確かな現象であると考えられる。一方、膵β細胞量減少の機序として
は、アポトーシス亢進と増殖能低下が知られているが、分化に関する検討はこれまで報告されて
いない。近年、膵β細胞量減少において膵β細胞脱分化が重要であることが明らかになっており、
膵β細胞における mTORC1 活性亢進が、脱分化と関連している可能性を考えた。そこで本研究計
画では、膵β細胞における mTORC1 活性亢進が膵島の分化に及ぼす影響について検討することを
目的として研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
マウス 
2 型糖尿病モデルマウスとして、膵β細胞に特異的に Cre が発現する Ins-Cre マウスと TSC2 
floxed マウスを交配して膵β細胞特異的 TSC2 ノックアウトマウス(βTSC2KO)を作製した。対
照(Control)として TSC2 flox/flox マウスを使用した。βTSC2KO と Control の血糖値と体重を
10 週齢から測定し、β細胞量やα細胞量の変化を観察した。またインスリンが発現した細胞で
のみ YFP が継続的に発現するように、R26R YFP マウスとβTSC2KO を交配し、βTSC2KO・YFP マ
ウ スとして、 TSC2(flox/flox)YFP(YFP/+)Cre+ を 作 成した。対照 (Control) と し て、
TSC2(flox/+)YFP(YFP/+)Cre+を使用した。マウスのジェノタイピングは尻尾から抽出した DNA を
用いて PCR により確認した。 
免疫染色 
解剖で摘出したマウスの膵臓に対して、4% paraformaldehyde (PFA)で固定し、パラフィン 
切片にした。また、PFA で固定した膵臓を OTC コンパウンドを用いて凍結切片にした。インスリ
ン・グルカゴン染色では、賦活化処理はせず、blocking one histo(ナカライ)でブロッキングを
した。一次抗体は抗インスリン(DAKO)、抗グルカゴン(Sigma)を使用し、二次抗体には FITC また
は Cy3 標識抗マウス・モルモット抗体(Jackson Immuno Research)を用いた。 
RNAseq 



βTSC2KO の膵島単離を行い、RNA 抽出を行った。RNA 抽出は RNeasy Plus Mini Kit(QIAGEN)
を用いて行った。RNA サンプルは 18µl使用し、Macrogen Japan に解析を依頼した。 
統計解析 
データ分析にはスチューデントの t検定を使用した。統計的に有意差を示すために、  p＜
0.05 の閾値を使用した。p＜0.05 なら＊、p＜0.01 なら＊＊と示した。 
 
４．研究成果 
Control とβTSC2KO の 10 週齢、40週齢、60週齢についてのβ細胞量、α細胞量を比較する
と、血糖値が上昇していない 10週齢から 40週齢にかけて既にβ細胞量減少を認めた。血糖値
の上昇後 40 週齢から 60 週齢にかけてさらにβ細胞量は減少し、α細胞も 60 週齢において減
少した。さらに、インスリン･グルカゴンの免疫染色を行った。10 週齢と 40 週齢の膵島は Control
に比べて著しく大きく、細胞 1つ 1つの大きさが肥大化していた。それに比べて 60 週齢では 40
週齢よりも膵島は小さく形も崩れていた。 
 そこでβ細胞量減少の機序を解明するべく、分化に関する検討を行った。膵臓内分泌 4ホ
ルモン(インスリン、グルカゴン、ソマトスタチン、PP)とクロモグラニン Aの免疫染色を行った
(図 1)。Control では、4ホルモンとクロモグラニン Aが共染するのに対して、βTSC2KO ではク
ロモグラニン A陽性、4ホルモン陰性細胞が確認された。 
膵内分泌細胞の可塑
性の評価の一環として
インスリン･アミラーゼ
の共染色を行った(図
2)。結果、Control では
アミラーゼとインスリ
ンが著明に染め分けら
れたのに対し、βTSC2KO
ではアミラーゼ・インス
リンが共染している像
を低倍率で確認した。強
拡大においても 60 週齢
の βTSC2KO ではアミラ
ーゼとインスリンが共
染した。45週齢のマウス
にアミラーゼ･クロモグラニン A 染色を行った。Control ではアミラーゼとクロモグラニン A が
染め分けられる一方、βTSC2KO では共染が確認された。強拡大でも周囲の外分泌腺よりは淡い
ものの、Control と比較してアミラーゼが発現する膵島を認めた。また、膵島でのアミラーゼ発
現の経過を観察すると、10週齢においてアミラーゼ染色では Control とβTSC2KO に差は認めら
れない。しかしβTSC2KO では、40w はアミラーゼが弱く発現し、60w では周囲の外分泌腺と同程
度に発現する。 
そこで膵島に発現したアミラーゼ陽
性細胞の由来を検討するべく、アミラー
ゼの転写因子である Ptfla に注目した。
40 週齢のマウスにクロモグラニン A・
Ptfla 染色を行ったところ、Control で
は染め分けられたのに対し、βTSC2KO で
は共染していた。また 10 週齢のマウス
に関しても、クロモグラニン A・Ptfla 染
色を行ったところ、40 週齢と同様に
βTSC2KO のみ共染していた。よって
βTSC2KO の膵島では早期から内分泌細
胞で Ptfla が発現している。 
次に低週齢で起きていることを確認
するべく、10 週齢βTSC2KO の膵島を用
いて、RNAseq を行った。すると、膵β細
胞の成熟に関するマーカーが低下して



いた。なかでも転写因子である PDX1、NKX6.1、MafA に注目し、免疫染色を行った。Control と
比較し、βTSC2KO の膵島では、PDX1、NKX6.1、MafA の陰性細胞が増加していた。よってβTSC2KO
のβ細胞では成熟マーカーが低下していると考えられた。 
 
日本人の 2型糖尿病患者には、欧米人と比べ肥満があまり見られないことから、特に膵β細
胞不全に伴うインスリン分泌低下が重要な機序と言われている。2 型糖尿病患者の膵 β 細胞不
全の成因として、膵β細胞の質的異常に加え、量的異常も関連していると言われている。β細
胞は自己複製による増殖のみでなく、α 細胞から分化転換などで増殖し、異常時にはアポトー
シスや脱分化によって減少する。量的異常を起こす誘因として脂肪毒性や糖毒性などが挙げら
れるが、糖尿病状態のヒト膵島では mTORC1 が活性化していることが報告されている。mTORC1 は
リボソームの生合成、タンパク質合成、オートファジーの抑制を促進しており、mTORC1 が活性
化されるとこれらの代謝経路が亢進し、細胞成長が促されるので、β細胞サイズは大きくなる。
しかし、mTORC1 の恒常的な活性化が続くと、ネガティブフィードバック機構を介して IRS タン
パク量が減少し、最終的にβ細胞数は減少する。 
加えて、今回の結果から、mTORC1 が活性化したβ細胞は早期に未成熟化し、未成熟なβ細
胞は高齢期に外分泌細胞へと分化転換する可能性が示された。現在、内分泌細胞で起こる分化調
節のバリエーションについて、α細胞からβ細胞、δ細胞からβ細胞、β細胞からα細胞、
外分泌細胞からβ細胞などが認められている(1)。しかし、本研究で検討しているβ細胞から
外分泌細胞に関しての報告はない。また、糖尿病患者において高血糖状態では、ヒトの膵島でア
ミラーゼ陽性内分泌細胞を認める報告もあるが、メカニズムに関しては不明である(2)。これら
の点から、β細胞から外分泌細胞への分化を検討する本研究は新規性が高いと考える。 
 今後はこのβ細胞から外分泌細胞への分化がmTORC1特異的なものであることを証明したい。
そこで mTORC1 の抑制剤であるラパマイシンを投与し、βTSC2KO の膵島で Ptfla・アミラーゼ発
現が減少するか検討予定である(3)。 
そして、Wild マウスの親に高脂肪食負荷を行うことで、胎児で mTORC1 を活性化させ、膵島の未
成熟化や Ptfla 発現が起こるか検討予定である。また、生後に mTORC1 が亢進した場合でもこの
変化が起こるか検討するべく InsCre-ER マウスを用いて、タモキシフェン投与後に膵島の未成
熟化、Ptfla 発現が起こるか検討予定である。 
 糖尿病における前高血糖状態での mTORC1 活性化が膵 β 細胞量減少に与える影響が明らか
となれば、将来的に 2型糖尿病の予防や早期発見に繋がると期待される。 
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