
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24年 5月 25日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：2型糖尿病では小胞体ストレス(ERS)がβ細胞機能の障害の一因であ

ることが指摘されている。インクレチンの一つ、GLP-1 の受容体作動薬 exendin-4(Ex-4)の投

与により、Akita マウスのβ細胞障害が抑制され、β細胞の数・量が保たれた。このβ細胞保

護効果は、インスリン非依存的に血糖を低下するフロリジンを用いた場合は認められなかった

ことから血糖低下効果とは独立した作用であることが示唆された。β細胞のアポトーシス、

ERSマーカーである CHOPの発現が著明に減少していたことから、Ex-4によるβ細胞保護効

果は ERSの軽減を介してアポトーシスを抑制して発揮されていることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Endoplasmic reticulum stress (ERS) is one of the contributing factors in the 
development of type 2 diabetes. Exendin-4 (Ex-4), a potent GLP-1 receptor agonist, 
significantly reduced blood glucose levels and preserved -cell mass and the number of 
islets in Akita mice, an animal model of ER stress-mediated diabetes. Since there was 
no such effect observed in the mice treated with phlorizin, an insulin-independent 
glucose-lowering drug, the effects were suggested to be independent of 
glucose-lowering effect of Ex-4. Akita mice treated with Ex-4 showed a significant 
decrease in apoptosis of -cells and significantly reduced CHOP mRNA and protein 
levels in -cells, suggesting that -cell protective effects of Ex-4 were achieved mainly 
through a reduction of ER stress-mediated -cell damage and apoptotic cell death. 
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１．研究開始当初の背景 

GLP-1 や GIP などのインクレチンは腸管か
ら分泌されるホルモンであり、研究代表者ら
は、これらのインクレチンが食後早期に膵β
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細胞からのインスリン分泌を増強し食後高
血糖の抑制に働くこと（Proc Natl Acad Sci 
USA, 1999; Am J Physiol, 2003; Eur J 
Endocrinol, 2004; Diabetes, 2004など）や、
GIP が脂肪細胞にも直接作用し糖や脂肪の
取り込みを促進させることを明らかにして
きた（Nature Med, 2002）。また、これらイ
ンクレチンは、細胞内 cAMP濃度の調節によ
ってインスリン分泌を促進するが、同時に膵
β細胞の再生・増殖を促進する (Diabetes, 
2001; 2004 など)ほか、アポトーシスを抑制
する(Endocrinology, 2003 など)ことも報告
されている。膵β細胞の増殖に cAMP-PKA

を介した経路が関与していること(Mol Cell 
Biol, 2004など)が報告されており、インクレ
チンによる膵β細胞増殖にも PKA を介した
経路の関与が想定されるが、その下流の詳細
な機構は明確にはなっていない。さらに、
PKA を介した経路のみならず、EGF 受容体
から PI-3 キナーゼを介した経路などいくつ
かの経路の関与が示唆されているが、インク
レチンの生体内での膵β細胞の再生・増殖、
アポトーシス抑制の効果や、その詳細な細胞
内機構などについては不明な点が多かった。 
一方、膵β細胞機能の障害は糖尿病発症の重
要な要因であり、2 型糖尿病において膵β細
胞は経年的に機能が低下すると同時に数
的・量的にも減少することが、ＵＫＰＤＳな
どの大規模臨床試験で示唆されている。特に
日本人の 2型糖尿病はインスリン分泌不全が
主体となることが多く、進行性にインスリン
分泌が低下する。この膵β細胞障害の機序の
一因として、小胞体ストレス(ERS)が注目さ
れている。 

現在臨床応用され糖尿病治療の新たな選択
肢として定着しつつあるインクレチンシグ
ナルを活用したインクレチン関連糖尿病治
療薬(GLP-1 受容体作動薬や DPP-4 阻害薬)

は、インスリン分泌を増強させるだけでなく、
長期的使用により膵β細胞量を増加させ糖
尿病を改善する効果や、糖尿病早期より使用
することにより膵β細胞の減少を抑制する
効果が期待されている。 

 

２．研究の目的 

本研究は、インクレチンによる膵β細胞増殖
や抗アポトーシス作用について、その細胞内
情報伝達機構を明らかにすることを目的と
した。実験には、ERSが原因で糖尿病を発症
する自然発症糖尿病マウスをモデル動物と
し、GLP-1 シグナルの増強が、ERS によっ
て惹き起こされる膵β細胞障害に与える効
果について検討した。 

 

３．研究の方法 

(1)対象：モデル動物 
Akitaマウスは、インスリン２遺伝子の点突

然変異により、インスリン A鎖と B鎖を結合
する S-S結合が形成されなくなることから、
蛋白構造が変化した異常インスリンが小胞
体に蓄積することで、ERSを介したアポトー
シスが惹起され、高度の膵β細胞障害を来た
す自然発症糖尿病モデルマウスである。 
(2)薬物投与、組織学的検討 
この Akitaマウスに対し、GLP-1アナログで
ある exendin-4(Ex-4)を 2週齢から４週齢ま
での 2週間、24nmol/kg、1日 2回腹腔内投与
し、血糖値、膵ラ氏島の形態的変化および小
胞体ストレスマーカー（CHOP）に関して、PBS
投与群と比較した。また同時にアポトーシス
（TUNEL）・細胞増殖能（PCNA）についても免
疫染色を用いて組織学的に検討した(図 1)。
さらに血糖値の改善による膵島保護効果と
GLP-1 シグナル固有の作用とを区別するため、
Akitaマウスにフロリジンを投与し、Ex-4投
与群と同等の血糖値に降下させた群で、同様
の検討を行った。 
 
 
 
 
 

 
図 1 組織学的検討（インスリン染色） 
各群の膵臓摘出標本から５枚おきに５枚の
切片を抽出、インスリン染色し、陽性領域の
面積・数を測定した。 
(3)分子生物学的検討 
それぞれのマウスより、コラゲナーゼ法によ
り膵島を単離し、RT-PCR法にて messenger 

RNA を抽出した。ERS の関連分子の発現に
ついて、CHOP, Bip, XBP-1, 細胞増殖には
Cyclin-D1について、定量的 real time PCR

を用いて検討した。また、糖毒性解除の影響
が見られない条件下での Ex-4 の膵β細胞に
おける小胞体ストレス関連分子の発現を比
較するため、Akita マウスに Ex-4 を 2 日間
投与し、同様に検討を行った。 

(4)Akita細胞を用いた蛋白発現の検討 
Akitaマウスと同様インスリン 2遺伝子の異
常をもつ膵β細胞株の Akita細胞をもちいて、
ERSのマーカーの発現について、Western blot
法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
［研究の結果］ 

(1) Ex-4 投与群では PBS 投与群に比し血糖
値の上昇が有意に抑制されていた(図 2)。
そこで、フロリジン群では、フロリジン
を同等の血糖になるよう調整して投与し
た。観察期間中の各群の体重に著明な差
は見られなかった。 

 

 

Wil

d 

** 

Akita(Ex-4 あ

り) 

Akita(Ex-4なし) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 随時血糖・体重 

 

(2) 膵ラ氏島の組織学的検討：Ex-4投与群で
は PBS 投与群に比べ膵ラ氏島面積は高
値で、PBS投与群に見られたインスリン
染色陽性部分の染色性低下や形状の崩壊
が抑制されていた(図 3,4)。一方、PBS投
与群・フロリジン投与群の間には有意な
差を認めなかった。 
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図 3 膵ラ氏島の組織 

 

(3) ERS に対する影響の検討：定量的 real 

time PCR を用いて検討した膵島での
CHOPの mRNA発現量は、Ex-4投与群
で PBS 群に比し有意に低値であった(図
5)。また免疫染色により比較した膵ラ氏
島単位面積あたりの TUNEL陽性細胞数
は Ex-4 投与群で有意に減少し(図 6)、
PCNA陽性細胞数は増加の傾向を示した
(図 7)。同様の傾向がフロリジン投与群に
おいても認められたが、Ex-4投与群はフ

ロリジン群に対しても有意に TUNEL陽
性細胞数を抑制していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(* p<0.05 , **p<0.01) 

図 4 インスリン陽性細胞面積の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(* p<0.05 , **p<0.01) 

 

図 5 CHOP mRNA の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

体重

8

10

12

14

16

18

20

22

14d 17d 21d 24d 28d

wild

Akita(Ex-4)

Akita(phlorizine)

Akita

血糖

50

150

250

350

450

550

650

14d 17d 21d 24d 28d

wild

Akita(Ex-4)

Akita(phlorizin)

Akita

0

50000

100000

150000

200000

250000

Wild PBS Ex-4 Phlorizin

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

Wild PBS Ex-4 Phlorizin

Akita

** 

Akita(

Ex-4あ

り) 

n.s. 

** 

Akita(

Ex-4あ

り) 

** 

Akita(

Ex-4あ

り) 

* 

Akita(

Ex-4あ

り) 

** 

Akita(

Ex-4あ

り) 

** 

Akita(

Ex-4あ

り) 

* 

Akita(

Ex-4あ

り) 

n.s. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(* p<0.05, **p<0.01) 

図 6 膵島あたりの TUNEL陽性細胞数の比

較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図7 膵島あたりのPCNA陽性細胞数の比較 

 

(4) Akitaマウスに対する Ex-4短期投与 

Ex-4投与による糖毒性解除の影響が見ら
れない条件下での、膵β細胞における小
胞体ストレス関連分子の発現を比較する
ため、 Akitaマウスに対する Ex-4 2日間
投与を行い、膵β細胞を単離、RT-PCR

法により CHOP, Bip, XBP-1 の発現を
PBS 投与群と比較した。また同様に増殖
の指標としてCyclin-Dの発現も比較した。 
2日間の投与では、PBS投与群、Ex-4投

与群で、血糖値・体重ともに有意な差を
認めなかった。 

 

Ex-4 (0.1mg/kg,１日２回,腹腔内投与 日齢 
21日から 23日,  n=4 ) 

随時血糖・体重 

血糖(mg/dl) 21d 23d 

PBS 432.4±24.8 501.3±13.2 

Ex-4 420.9±19.9 498.8±20.3 

 

体重(g) 21d 23d 

PBS 15.6±0.45 16.6±0.67 

Ex-4 15.4±0.60 16.9±0.56 

 

 

(5)CHOP に関しては Ex-4 投与群で PBS 投
与群にくらべ有意に低値であったが、Bip

および XBP-1については両群で有意な差
を認めなかった。Cyclin-D に関しても両
群で有意な差を認めなかった(図 8) 。 
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図 8 RT-PCR による ER ストレス、細胞増

殖マーカーの mRNA発現の検討 

 

(6) Akita細胞に対する Ex-4の効果 

Akita マウスの同様の変異を持つ膵β細
胞の細胞株である Akita 細胞に対して
Ex-4を投与し、小胞体ストレスマーカー
であるCHOP, Bipの発現をWestern blot

法を用いて、タンパクレベルで経時的に
評価した(n=5)(図 9)。 

 

Exendin-4 50nM or Vehicle 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 Akita細胞におけるCHOP, Bipの蛋白
発現 

 

CHOPに関しては Ex-4投与群で PBS投
与群にくらべ有意に低値であったが、Bip

については両群で有意な差を認めなかっ
た。 

 

Akitaマウスに対して Ex-4を 2週間投与
した際には CHOP, Bip とも mRNAの発
現低下を認めたが、今回の短期投与およ
び細胞株に対する投与では、Bipに関して
発現低下は認められなかった。このこと
から、膵β細胞において Ex-4は、CHOP

の発現に対してより直接的に作用してお
り、vivo の 2 週間投与で認められた Bip

の発現低下は、糖毒性解除を介した間接
的な効果である可能性が示唆された。 
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