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研究成果の概要（和文）：mafB siRNA で発現を抑制(in vivo)して、そのprofileをマイクロアレイで検討した結果と
、c-maf siRNA による結果の比較では、膵においてはNupr1, Ddit の上昇と、Hsp8の減少は共通であった。mafB siRNA
 transfected cell について、３次元培養では極性の形成の亢進がみられ、scratch assayによるストレス下での増殖
速度は低下がみられた。LC-3,P62抗体染色でautophagyは活性化がみられ、TSODマウスの膵ラ氏島ではしだいにDNAJC３
の染色で発現上昇が認められ、ラ氏島内のmafB陽性細胞 の発現上昇を伴った。

研究成果の概要（英文）：Gene profiling performed after in vivo modulation of mafs expression levels 
revealed up regulation of Nupr1 and Ddit3 and downregulation of Hsp8 in mafB siRNA-treated pancreas. 
Transfection of mafB siRNA to pancreatic cells (AsPc-1,BxPC3) prominently accelerated autophagy, as 
assessed by LC3 expression using immunosteining, regardless of small changes in cell cycling (BrdU 
uptake), cell senescence (beta Gal staining), and apoptosis (Tunnel assay). Regarding cell function, 
although no difference was observed during the steady state, cell proliferation under the stress 
condition, as assessed by cell scratch assay, was markedly diminished in mafB-suppressed cells. Addition 
of quercetin restored cell migration and proliferation. In addition, the restration of autophagy was 
accompanied by suppression of Nupr1 and ATF6 by quercetin treatment in mafB siRNA-treated cells.large 
mafs modulates biological cell activity such as autophagy or response to ER stress under disrupted 
glucose metabolism.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
膵臓（adult）では mafA mRNA が低下すると、

Insulin mRNA は低下し、脳では mafA mRNA が

低下すると、GH や体液電解質、摂食、睡眠リ

ズムに関連する遺伝子の発現が変わる（Int. 

J. Biomed. Sci. 2011）。糖代謝関連転写子

mafA, mafB は糖代謝の状態によって、それに

関連する遺伝子の発現制御を行っており、転

写制御を介して、糖代謝にかかわる動的平衡

を構築していくと考えられる。 

研究の端緒は、膵(fetus)の a 細胞、b細胞の

分化に関わる転写因子としてのlarge maf の

検討から始まった。このような発生時の転写

因子の発現が成体で誘導しうるのか、その機

能などについて検討をすすめた。Adult rat

では膵切除後の再生時にPDX-1陽性細胞の出

現（膵前駆細胞）が認められるが、虚血再灌

流膵（adult rat）についても PDX-1, mafA, 

mafB, c-maf の mRNAの著明な上昇がみられる。

このような生体のストレス応答性は、遺伝子

のプロファイルの変化を伴う。ストレスに応

じて特異的な転写因子が活性化され、細胞は

トランスクリプトームの改変を介してスト

レスに対応する。ストレスに対して恒常性を

維持するための応答性は多くの生活習慣病

の発症と関わる。このような応答性（遺伝子

プロファイルの変化）をコントロールして疾

患の治療につなげることができないか、また、

成体の large maf の発現の誘導と、発生時の

発現は同一ではないが、組織再生に結びつく

ようなプログラムに結び付けることができ

ないかなどの検討を試みた。 

 
２．研究の目的 
転写因子 maf mRNA の変化という情報が何を

伝え、どのような機能変化に至るかの情報を

得ることで疾患のコントロールへとつなげ

ること 

発生、分化における役割と、adult における

機能維持の役割と比較しながら、より効果的

な代謝プロファイルのリプログラミングの

検討 

技術的には、細胞一つ一つの変化が追随でき
るようなマーカーと、それを経時的に可視化
できる方法が必要とされ、より精度の高い方
法の検討。 
 
３．研究の方法 
In vivo siRNA, in vitro の siRNA で、生体

の変動の幅での mRNA の調節変化を検討 

１） In vitro 

mafB siRNA transfected cells  

(AsPC-1, BxPC-3 cell line) 

mafA siRNA transfected 3T3-L1 cells

を使用。 

a) 発現  

主に抗体による免疫染色で検討 

b) Cell activity 

3D-culture, Tunnel assay, BrdU uptake, 

beta-Gal 染 色 、 migration assay, 

scratch assay な ど を 行 っ て cell 

polarity, cell differentiation, cell 

growth, apotosis 等について検討した。 

LC-3, P62, DNAJC3 抗体などによる染色を

行って、autophagy, ER-response につい

て検討した。 

２）In vivo モデル 

    糖尿病（高血糖、インスリン抵抗性、脂

肪肝）、NASH のモデルマウスである

TSOD mouse (control:TSNO mouse), 

    mafB siRNA injected mouse 

(hydrodynamic methods), 

    c-maf siRNA injected mouse 

(hydrodynamic methods)  などを使用 

 
４．研究成果 

a) 発現 

免疫染色 

mafB siRNA transfected cells は、コン

トロールに比べて 

Alpha-, beta-catenin は細胞辺縁での

発現が増加し、F-actin は細胞質フィラ

メントを認め、GSK-3beta も分布変化を

みている。 



b) cell activity 

mafB siRNA transfected cells を３次元

で培養すると、コントロールに比べて、

Na-K ATPase (basal marker), PKCzeta 

(apical marker) の増強がみられ、細胞

極性の形成に関わる変化がみられた。 

Scratch assay  で は mafB siRNA 

transfected cells の増殖速度は低下す

るが、通常の条件下の増殖速度はコント

ロールと変わらない。 

BrdU とりこみではわずかに陽性細胞が

増えるが、tunnel 染色による陽性細胞は

コントロールと比べて大きな変化がな

い。Beta-Gal 染色も変化がない。 

c) Quercetin  

通常の growth curve では変化は見られ

ないが、scratch assay による mafB siRNA 

transfected cell の増殖速度の低下は、

Quercetin 付加で回復がみられた。 

d) autophagy 

mafB siRNA injected mouse 

mafB siRNA (in vivo)で発現抑制した

pancreas をマイクロアレイで検討した

結果と c-maf siRNA による結果を比較す

ると、共通の遺伝子がみられ、

Nupr1,Ddit3 の上昇と、HSP8 の減少であ

り、autophagy 関連遺伝子である。膵 a

細胞特異的転写因子とされる mafB の膵

における作用を autophagy 活性との関

連で検討した。 

mafB siRNA transfected cell（AsPC-1, 

BxPC3 cell） について LC-3,P62 抗体で

autophagy の活性を見ると細胞質の顆粒

状染色が増加して活性化がみられた。 

高血糖、脂肪肝を呈した TSOD マウスの

膵のラ氏島ではしだいに DNAJC３の染色

では発現上昇が認められ、ラ氏島内の

mafB 陽性細胞 の発現上昇を伴った。

mafB (large maf) が Autophagy や 

ER-stress に対する反応性の調節に関

与している可能性があり、疾患の病態の

形成にかかわると考えられた。 
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