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研究成果の概要（和文）：インスリンは膵β細胞から分泌される血糖降下ホルモンで、血糖値の恒常性維持に不
可欠である。日本において、慢性的な高血糖を主徴とする2型糖尿病の大部分はインスリン分泌不全を成因とし
ている。膵β細胞のミトコンドリアは血糖依存的にインスリンを分泌する上で重要な役割を果たしているが、糖
尿病患者の膵β細胞では機能不全となったミトコンドリアが蓄積していることが報告されていた。本研究では膵
β細胞特異的なマイトファジー（機能不全となったミトコンドリアを分解するオートファジー）を可視化するマ
ウスを用い、ミトコンドリア品質管理の破綻が膵β細胞からのインスリン分泌不全の形成に重要であることを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Insulin is a blood glucose-lowering hormone secreted from pancreatic 
beta-cells and is essential for maintenance of normoglycemia.  In Japan, a large proportion of type 
2 diabetes is caused by deficiency of insulin secretion.  It is well known that mitochondria in 
pancreatic beta cells play an indispensable role in glucose-dependent insulin secretion, but 
morphologically and functionally abnormal mitochondria were accumulated in pancreatic beta cells of 
diabetic patients.  In this study, using CMR mice which enable to visualize mitophagy (selective 
autophagy that specifically targets damaged or dysfunctional mitochondria for degradation), we 
revealed that the failure of mitochondrial quality control would cause the deficiency of insulin 
secretion in pancreatic beta cells.

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではこれまで技術的に困難であった膵β細胞におけるマイトファジーを評価する実験系を構築した。ま
た、本研究により、膵β細胞におけるミトコンドリア品質管理機構が破綻することがインスリン分泌不全を惹起
し、糖尿病発症の一因となる可能性が明らかとなった。このことは膵β細胞におけるミトコンドリア品質管理を
維持することにより、2型糖尿病の発症を抑制する新規治療法の開発につながるものと期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
インスリンは膵臓のランゲルハンス島（膵島）内の膵β細胞から血中グルコース濃度（血糖値）
依存的に分泌される。分泌されたインスリンは脂肪細胞や筋細胞などにおいて血中からの糖の
取り込みを促進させると共に、肝臓からの糖の放出を抑制することで血糖値の上昇を抑制する。
膵β細胞が血糖値を抑制するのに十分な量のインスリンを分泌できなくなると、慢性高血糖と
なり、糖尿病を発症する。日本における糖尿病の大部分を占める 2 型糖尿病の初期の膵β細胞
は血糖値を抑制するためにインスリンを活発に分泌するが、その状態が慢性的に続くと「膵β細
胞の疲弊」として知られる過程により、インスリン分泌量が徐々に減弱し、最終的にはインスリ
ン分泌不全へと至ることが知られている(1)。すなわち、2型糖尿病の発症を抑制するには「膵β
細胞の疲弊」の抑制が重要であるが、その分子機構は明らかではない。 
膵β細胞は血糖値の上昇に応じて細胞内に取り込んだグルコースをミトコンドリアで代謝す
ることでインスリン分泌に必須である ATPを産生している。すなわち、血糖依存的なインスリ
ン分泌において膵β細胞のミトコンドリアは重要な役割を果たしている。一方、ミトコンドリア
における ATP産生過程では副産物として活性酸素種（ROS）が発生し、この ROS によって機
能不全となったタンパク質や脂質がミトコンドリア内に徐々に蓄積していく。機能不全となっ
たミトコンドリア分子は不良ミトコンドリアとして分離され、マイトファジー（ミトコンドリア
を分解するオートファジー）によって分解される(2, 3)。不良ミトコンドリアは正常なミトコン
ドリアよりも多量の ROSを産生したり、アポトーシス誘導シグナルを発することから、マイト
ファジーによる不良ミトコンドリアの分解によってミトコンドリア品質を維持することは膵β
細胞からのインスリン分泌を維持する上でも重要である。そこで本研究では膵β細胞における
ミトコンドリア品質管理に着目し、「膵β細胞の疲弊」との関連について解析を行った。 
ミトコンドリア品質管理について解析する上で、マイトファジーの活性を測定することは必
要不可欠である。しかしながら、研究開始当初は膵β細胞ではマイトファジーの検出が技術的に
困難であった。そこで本研究ではマイトファジーを可視化する conditional mitochondria matrix 
targeting mitophagy repoter (CMR)プローブを膵β細胞に特異的に発現させることにより、膵
β細胞におけるマイトファジーを評価する実験系を構築した（図 1）。CMRプローブはミトコン
ドリア局在シグナにmCherryと EGFPをタンデムにつないだ蛍光タンパク質である。CMRプ
ローブを発現するミトコンドリアが細胞質に存在する時は mCherry と EGFP の両方から蛍光
が観察されるのに対し、マイトファジーによってリソソームへと移行すると、リソソームの酸性
環境により EGFPが素早く消光するのに対し、mCherryはしばらく蛍光を発し続ける。結果的
に CMR プローブを用いればマイトフ
ァジーによりリソソームへと移行した
ミトコンドリアを蛍光の変化を通して
検出することが可能となる。作出した
CMR プローブを膵β細胞特異的に発
現させたマウス（CMRマウス）を用い、
糖尿病モデルマウスの膵β細胞におけ
るマイトファジーおよびミトコンドリ
ア品質管理状態について評価を行っ
た。 
 
 
２．研究の目的 
糖尿病発症に際して観察される「膵β細胞の疲弊」の過程におけるミトコンドリア品質管理の
重要性を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) CMR マウスの作出 
ミトコンドリア局在シグナルに mCherry と EGFP をタンデムにつないだ CMR プローブ配列の両
端に flox 配列を挿入した DNA を Rosa26 にノックインしたマウスと膵β細胞特異的に Cre 
recombinaseを発現するRIP-Creマウスを交配することにより膵β細胞特異的にCMRプローブを
発現するマウスを作出した。 
 
(2) CMR プローブを用いたマイトファジー解析 
灌流固定した CMR マウスより作製した膵臓凍結切片を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。得
られた画像のうち、EGFP のシグナル強度から mCherry のシグナル強度を差し引くことによりマ
イトファジーのシグナルを検出した。また、EGFP シグナルもしくは mCherry シグナルが検出さ
れた面積から総ミトコンドリア量を推定した。これらの値から総ミトコンドリア量におけるマ
イトファジーシグナルの比率を算出した。 



 
(3) 不良ミトコンドリア蓄積量の解析 
不良ミトコンドリアは ROS の産生が高まることが知られていることから、ROS の産生を OxyBlot
法および MitoSOX を用いた可視化解析により評価した。また、不良ミトコンドリア量を推定する
ために、機能的なミトコンドリアを MitoTracker Red CM-H2Xros で、総ミトコンドリアを抗 Tom20
抗体でそれぞれ染色し、総ミトコンドリアに対する機能的なミトコンドリアの比率を算出した。 
 
(4) 高脂肪食飼育マウスの作製およびインスリン慢性投与 
雄マウスに 60%脂肪含有餌を 6週齢から 26週齢までの 20 週間投与した。慢性的にインスリンを
投与するために、高脂肪食で 14 週間飼育したマウスの背部皮下に浸透圧ミニポンプを埋設し、
0.36U/日の割合でインスリンを 6 週間投与した。血糖値および血中インスリン濃度を測定する
ために、一晩絶食したマウスに 1.25g グルコース/kg を投与し、投与直前と投与から 15、30、
60、120 分後に尾静脈より採血を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 膵β細胞特異的マイトファジー可視化マウス（CMR マウス）の確認 
灌流固定した CMR マウスの膵臓切片を観察したところ、インスリンで染色される膵β細胞特
異的に CMR プローブが発現していることが確認できた。また、CMR マウスの培養膵β細胞を観察
したところ、CMR プローブはミトコンドリアに局在し、マイトファジーを誘導する DFP 処理によ
ってリソソームへと輸送され、EGFP が消光して mCherry のみのシグナルを発することが確認で
きた。さらに、CMR マウスの培養膵β細胞において、オートファゴソーム形成必須分子である Atg7
をノックダウンすると、DFP 処理依存的な mCherry のみのシグナルの出現が抑制されることを見
いだした。すなわち、CMR マウスを用いて膵β細胞におけるマイトファジーが評価できることが
確認できた。 
 
(2) 高脂肪食飼育マウス膵β細胞におけるマイトファジー活性の評価 
糖尿病モデルとして高脂肪食で 20 週間飼育したマウスを用いて実験を行った。高脂肪食飼育
したマウスにおいて血糖値が上昇すると共に、それを抑制するために血中インスリン濃度も上
昇していることを確認した。CMR マウスを高脂肪食で飼育すると、膵β細胞におけるマイトファ
ジーが誘導されることを見いだした。高脂肪食で飼育すると、膵島が肥大化することが広く知ら
れている(4)。そこで次に、どのような膵島でマイトファジーが誘導されているか調べるために、
高脂肪食飼育したマウスの膵島を通常サイズの膵島と巨大サイズの膵島に分類し、マイトファ
ジー活性の評価を行った。すると、高脂肪食飼育によって肥大化した膵島においてマイトファジ
ーがより活発に起こっていることが明らかとなった。その一方、マイトファジーが活発に起こっ
ている巨大膵島では不良ミトコンドリアが多く蓄積していることも明らかとなった。これらの
結果から、巨大膵島ではマイトファジーが活発に起こっているが、マイトファジーの処理容量を
超える量の不良ミトコンドリアが産生されるため、結果的に不良ミトコンドリアが細胞内に蓄
積し、ミトコンドリア品質管理状態が悪化していると結論した。 
 
(3) 高脂肪食飼育マウス膵β細胞におけるマイトファジー誘導機構の解析 
巨大膵島におけるマイトファジー誘導機構について明らかにするために、マイトファジー誘
導機構として広く知られている PINK1/Parkin 経路(5)が膵β細胞におけるマイトファジーに関
与するか検討を行った。マイトファジーが活発に起こっている巨大膵島において Parkin の有意
な発現上昇が観察された。そこで膵β細胞に Parkin を強制発現したが、マイトファジーへの影
響は観察されなかった。さらに PINK1 の遺伝子欠失マウスを解析したところ、膵β細胞における
マイトファジーには影響が観察されず、耐糖能異常も正常であった。これらの結果から、膵β細
胞におけるマイトファジーには PINK1/Parkin 経路は関与していないと結論した。 
次に、膵β細胞における PINK1/Parkin 非依存的なマイトファジー誘導機構について検討を行
った。糖尿病モデルマウスの膵β細胞では低酸素ストレスによって低酸素依存的な転写因子で
ある Hif-1αの発現量増大・活性化していることが報告されている(2, 6)。また、ヒト糖尿病患
者の膵β細胞においても Hif-1αの発現量が増大していることが報告されている(2)。さらに、
PINK1/Parkin 非依存的なマイトファジー経路として、Hif-1α依存的に発現調節される BNIP3 を
介した経路が知られていた(7)。そこで、膵β細胞において低酸素-Hif-1α-BNIP3 の経路を介し
てマイトファジーが惹起されている可能性について解析を行った。 
巨大膵島は低酸素ストレスに曝されており、Hif-1α依存的に BNIP3 の発現が増強していた。
そこで BNIP3 を通常飼育したマウスの膵β細胞に強制発現したところマイトファジーの活性化
が観察された。一方、高脂肪食飼育したマウスの膵β細胞で BNIP3 をノックダウンするとマイト
ファジーの減弱が観察された。これらの結果から、膵β細胞におけるマイトファジーは
PINK1/Parkin 経路非依存的であり、低酸素ストレスにより Hif-1αを介して発現誘導される
BNIP3 依存的であると結論した。 
 
(4) インスリン慢性投与が膵β細胞のマイトファジーに与える影響についての解析 
高脂肪食飼育により誘導した糖尿病モデルマウスにおいて、インスリンを慢性的に投与する



と血糖値が改善し、膵β細胞からのグルコース刺激依存的なインスリン分泌も回復した。そこで、
糖尿病モデルマウスの膵β細胞機能を回復させるインスリン慢性投与が、膵β細胞におけるミ
トコンドリア品質管理状態へ与える影響について解析を行った。高脂肪食飼育し、インスリンを
慢性的に投与したマウスの膵β細胞ではマイトファジーの減弱が観察された。さらに、インスリ
ンを慢性投与した膵β細胞では低酸素ストレスが緩和され、不良ミトコンドリアの蓄積量も減
少していることを見いだした。すなわち、糖尿病モデルマウスに行った慢性的なインスリン投与
は膵β細胞のミトコンドリア品質管理状態を改善することを介して膵β細胞からのインスリン
分泌を回復させ、血糖値を改善させている可能性を見出した。 
 
(5) まとめ 
本研究により、糖尿病モデルマウスの膵β細胞ではマイトファジーが活性化し、不良ミトコン
ドリアを分解していることが明らかとなった。一方、糖尿病モデルマウスの膵β細胞では不良ミ
トコンドリアの蓄積が観察されたことから、糖尿病モデルマウスの膵β細胞では活性化したマ
イトファジーで分解できる容量を超える不良ミトコンドリアが産生されたため、結果的に不良
ミトコンドリアが蓄積し、ミトコンドリア品質管理状態が悪化していると考えられた。また、糖
尿病モデルマウスに慢性的にインスリンを投与すると、膵β細胞におけるミトコンドリア品質
管理状態が改善し、膵β細胞からのインスリン分泌が回復したことから、膵β細胞におけるミト
コンドリア品質管理状態を良好に保つことが膵β細胞からのインスリン分泌を維持する上で重
要であると考えられた。 
糖尿病発症時には膵β細胞が活発にインスリン分泌することに疲弊して、インスリン分泌不
全へ至ると考えられている。活発なインスリン分泌には大量の ATP が必要となるが、その副産物
である ROS に起因して不良ミトコンドリアは産生される。すなわち、活発なインスリン分泌によ
り膵β細胞が低酸素ストレス状態となり、細胞内に不良ミトコンドリアが蓄積し、その蓄積量が
膵β細胞におけるマイトファジー処理容量を超えた時に膵β細胞がインスリン分泌不全へと向
かうことが予想される。つまり、不良ミトコンドリアの蓄積によるミトコンドリア品質管理状態
の悪化が、糖尿病発症時に観察される膵β細胞の疲弊の分子機構である可能性が考えられた。 
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