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研究成果の概要（和文）：膵β 細胞の減少が 2型糖尿病進展の要因と考えられる。本研究では、
セリン・スレオニンキナーゼ Gsk-3 を介した膵 β細胞量調節機構の解明を行った。膵β 細胞
特異的 Gsk-3β 欠損マウスでは、高脂肪食負荷による膵 β 細胞量増加が亢進し、耐糖能が改善
した。β 細胞量増加のメカニズムに IRS シグナルの増強などが関係した。一方、小胞体ストレ
ス下の膵β 細胞では、活性化した Gsk-3 がストレス応答障害を介してアポトーシス誘導に関係
することを明らかにした。Gsk-3 が糖尿病病態での膵β 細胞量減少に重要な役割を担う可能性
が示唆された。 

研究成果の概要（英文）：It has been recognized that a paucity of β-cell mass is central 
in the pathogenesis of T2DM. Glycogen synthase kinase-3(Gsk-3) is negatively regulated 
by insulin receptor signaling. In this study, we aimed to understand role of Gsk-3β in 
the regulation of β-cell mass. β-cell specific ablation of Gsk-3β resulted in expanded 
β-cell mass and resistance to high fat feeding induced diabetes in mice. Furthermore, 
we have evidenced that Gsk-3 was implicated to an induction of apoptosis through a 
modulation of stress response in β-cells during ER stress. Taken together, these data 
evidenced direct implications of Gsk-3 for the maintenance of β-cell mass and secretory 
capacity.  
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１．研究開始当初の背景 
2型糖尿病は日本においても急増中であり、
その克服は急務である。2型糖尿病は、全身
性のインスリン作用障害により発症する。さ

らに、糖尿病の進展には進行性のβ細胞の機
能低下、β細胞量の減少が重要な役割を演じ
ている。GSK-3βはインスリン･IGF-1シグナ
ルにより抑制的に調節される。糖尿病患者お
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よび糖尿病モデル動物において、糖代謝に重
要な種々の臓器においてGSK-3βが活性化し
ており、耐糖能障害との関連が推察される。
事実、インスリンシグナル伝達障害により糖
尿病を発症する遺伝子改変マウスにおいて、
GSK-3βヘテロ欠損が肝臓や筋肉におけるイ
ンスリン作用を補完するとともに膵β細胞
量を著しく改善し、その結果、糖尿病を改善
する。このことは、GSK-3βが2型糖尿病の有
望な治療標的である可能性を示唆している。 

２．研究の目的 
本研究では、糖尿病病態において、GSK-3活
性化による膵β細胞障害の分子機構の解明
とそれに基づく新規創薬ターゲットの同定
をめざし、特に以下の点についての解明を目
的とした。 
(1)GSK-3βを介する膵β細胞量調節機構 
(2)糖尿病病態におけるGSK-3活性化を介し
た膵β細胞障害発現機構 

３．研究の方法 
(1)膵 β 細胞特異的 GSK-3β 欠損マウス
（βGSK-3β-/-）の解析 
GSK-3βflox/flox ノックインマウスを rat 
insulin promoter2 Cre 発現マウスと交配さ
せることにより膵 β 細胞特異的 GSK-3β 欠
損 マ ウ ス (βGSK-3β-/-) を 作 成 し た 。
βGSK-3β-/-を4週より高脂肪食(60%lard fat 
diet)により飼育を行った。高脂肪食負荷 12
週後の耐糖能、膵 β 細胞増殖能および細胞
量の変化を同様に飼育したコントロールマ
ウス群と対比させた。単離ラ氏島におけるグ
ルコース応答性インスリン分泌を batch 
incubation 法により解析した。12 週齢およ
び 24 週齢のマウスから採取した膵臓切片を
インスリン抗体による免疫染色を行い、イン
スリン陽性面積と膵β細胞量を定量化した。
Ki67 抗体とインスリン抗体二重陽性細胞数
の計測により増殖能を解析した。単離ラ氏島
におけるグルコース応答性インスリン分泌
を batch incubation 法により解析した。単
離ラ氏島におけるインスリンシグナル、転写
因子 Pdx1、Wnt シグナルおよび細胞周期調節
分子発現量およびリン酸化量をウェスタン
ブロットにより解析した。 
(2)ブドウ糖脂肪毒性発現機構の解析 
野生型マウス単離ラ氏島および膵 β 細胞株
を 5-25mM グルコース存在下で 500mM パルミ
チン酸で 24-72 時間処理した。インスリンシ
グナル分子および小胞体ストレス応答分子
の発現やリン酸化量変化をウェスタンブロ
ットにより解析した。アデノウィルスベクタ
ー を 用 い て GSK-3 kinase dead 
(GSK-3βK85M/M86A)変異体、野生型 ATF3 強制発
現を行った。アデノウィルスを用いて shRNA
ノックダウンにより ATF3 転写活性の抑制を

行った。 
(3) 小胞体ストレス応答調節における
GSK-3βの役割の解明 
野生型マウス単離ラ氏島および MIN6 におい
て薬理学的に小胞体ストレスを惹起した。
Akita マウスより Ins2 96C/Y 変異を 1コピー
有する膵 β 細胞株を樹立した。LiCl 処理又
は GSK-3 特異的阻害剤である SB216763 処理、
およびレトロウィルスベクターを用いて
GSK-3βkinase dead 変異体強制発現により
GSK-3 活性の抑制を行った。 
①アポトーシス誘導についてウェスタンブ
ロットによる切断型カスパーゼ 3の検出およ
び DNA フラグメントの検出により解析した。
小胞体ストレス応答分子の発現変化をウェ
スタンブロットにより、転写レベルでの発現
変化をリアルタイム PCR 法により解析した。 
②GSK-3 抑制の下にシクロヘキサミド処理を
行い ATF4 蛋白安定性について解析を行った。 
③野生型 ATF4 および安定変異体 ATF4 を 293
細胞に強制発現し免疫沈降法により回収し
た。これらを基質として用いて GSK-3 による
In vitro kinase assay を行った。 
④野生型 ATF4 と安定変異体 ATF4 におけるユ
ビキチン化量を比較するとともにユビキチ
ン化酵素(E3 ligase 複合体)との蛋白結合を
免疫沈降法により解析した。 
⑤レトロウィルスベクターを用いて ATF4 恒
常転写抑制型変異体の強制発現または shRNA
ノックダウン法により ATF4 転写活性抑制を
行った。 

４．研究成果 
膵 β 細胞特異的 Gsk-3β 欠損マウス
（βGsk-3β-/-）は、通常食下でコントロール
マウスに比し耐糖能が亢進し、高脂肪食負荷
による耐糖能障害に抵抗性を示した。インス
リン感受性はコントロールマウスと同等で
あったが、グルコース応答性インスリン分泌
の亢進、膵 β 細胞量増加および細胞増殖能
亢進を認めた。加えて、単離ラ氏島における
グ ル コ ー ス 応 答 性 イ ン ス リ ン 分 泌 は
βGsk-3β欠損により亢進した。βGsk-3β-/-

膵ラ氏島では活性型 β-catenin 発現増加に
加えて、IRS1/2 発現増加を認め、これには
Akt および Foxo1 リン酸化量の増加および転
写因子 Pdx1 発現亢進が関連した。翻訳阻害
剤であるシクロヘキサミド処理による
IRS1/2減少速度がGSK-3阻害剤存在下では有
意に減弱したことから、GSK-3 活性が IRS1/2
蛋白安定性を抑制的に調節することが示唆
された。これらの結果から GSK-3 活性が膵 β
細胞においてインスリンシグナルを抑制的
に調節することが示唆され、βGsk-3β-/-にお
いてインスリンシグナルの増強が β 細胞機
能・増殖能亢進を来す分子機構の少なくとも
一部を説明し得ると考えられた。 



2型糖尿病進展における膵β細胞機能障害の
一因として、脂肪毒性という概念がある。上
昇した血中遊離脂肪酸による膵 β 細胞障害
がその本態の一部であると想定されている。
マウス単離ラ氏島、MIN6 および INS1 におい
て、パルミチン酸処理による細胞死誘導がグ
ルコース濃度依存性に増強した。このことに
は小胞体ストレス亢進に加えて IRS2 発現量
低下および Akt リン酸化量の低下、GSK-3 活
性化が関連した。ケミカルシャペロンである
TUDCA 処理による folding capacity 増強およ
び、ストレス応答分子であり、IRS2 転写を抑
制的に調節する転写因子 ATF3 のノックダウ
ンにより IRS2発現レベルが部分的に回復し、
切断型カスパーゼ3誘導が減弱した。さらに、
恒常抑制型 GSK-3βの強制発現が高濃度グル
コース/パルミチン酸によるアポトーシスを
軽減することを確認した。これらの結果から、
脂肪毒性や代謝性ストレスへの暴露による
GSK-3制御障害がβ細胞死誘導に重要な役割
を担うことが示唆された。一方、ストレス条
件下でのアポトーシス誘導における GSK-3 を
介するシグナリング機構は解明されていな
い。マウス単離膵ラ氏島において薬剤性小胞
体ストレス誘導により、また Ins2 96C/Y 変
異を有するマウス膵β細胞株においてGSK-3
の活性化を来した。さらに、これらの細胞に
おけるアポトーシス誘導が GSK-3 活性抑制に
より顕著に減弱し、この時、小胞体ストレス
応答コンポーネントである転写因子 ATF4 の
発現が増大した。Gsk-3 抑制による抗アポト
ーシス効果は、ATF4 dominant negative 変異
体強制発現あるいは knockdownにより有意に
減弱した。一方、ATF4 は構成的にユビキチン
化を介した蛋白分解を受けることが明らか
にされている。GSK-3 活性抑制により ATF4 と
SCF E3 ligase アクセプターである βTrCP と
の結合が減弱する結果、ATF4 蛋白の安定性が
増強した。さらに、ATF4-degron 内に存在す
る Ser214 が GSK-3 のリン酸化標的であるこ
とを見出した。ATF4 S214A 変異体において
βTrCP との結合はほぼ完全に失われており、
ユビキチン化量が顕著に減少した。以上の結
果から、小胞体ストレス下の膵 β 細胞にお
いて、SCF E3 ligase と GSK-3 活性化による
ATF4 蛋白分解促進がアポトーシスを誘導す
る分子機構の少なくとも一部であることが
示唆された。以上、本研究から得られた知見
から、GSK-3 制御障害が膵 β 細胞増殖抑制お
よび細胞死亢進と深く関わっており、膵β細
胞不全進展に重要な役割を演じることが示
唆された。 
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