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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病原因遺伝子の一つと考えられるGCN2を欠損させたマウスでは、膵β細胞量が減少
することにより耐糖能異常を呈することを我々は明らかにしている。本研究計画では、その分子機序を解明することを
目的とした。その結果、膵β細胞においてはインスリン合成亢進時に、GCN2が活性化されることによってmTORC1活性を
調節し、翻訳を調節していることが明らかとなった。その制御機構が破綻することによって膵β細胞不全が引き起こさ
れることが今回解明された。

研究成果の概要（英文）：We have previously clarified that GCN2 deficient mice displayed a reduced 
pancreatic beta cell mass. In this study, we aimed at elucidating the mechanism of the phenotype. As a 
result, GCN2 was found to regulate global translation by suppressing mTORC1 activity in beta cells when 
insulin translation was upregulated. This study showed that GCN2 inactivation or deficient resulted in 
pancreatic beta cell failure.

研究分野： 糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
2 型糖尿病の発症において、インスリン抵

抗性と並んで膵細胞分泌不全の重要性が注

目されている。近年膵細胞機能は糖尿病発

症初期から既に障害されていることが明ら

かとなってきた。インスリン分泌の障害とと

もに、膵細胞量も 2 型糖尿病において減少

していることは、多くの報告より確かなもの

となってきたが、糖尿病発症のどのステージ

でどのようなメカニズムが関与して減少す

るのかについては、いまだ不明な点が多い。 

代表者を含む膵細胞研究者らによって、

膵細胞においては過剰なインスリン合成や

インスリンシグナル亢進が膵細胞量減少に

寄与している可能性が報告されている。

General control nonderepressible 2(GCN2)

は、細胞内アミノ酸濃度を感知するタンパク

であり、アミノ酸欠乏状態では free tRNA が

GCN2 に結合することによって活性化を引

き起こすことが知られている。また日本人の

2 型糖尿病患者における SNP（一塩基多型）

解析から、GCN2 に有意な変異が存在するこ

とが報告されている。代表者は平成 22 年度

科学研究費において「ストレス下における

GCN2 による膵細胞量調節機構の解明」を

テーマとして採択され、以下のことを明らか

としている。1）代表者の研究室で作製され

た全身性 GCN2 欠損マウスに高脂肪食を与

えると、野生型マウスと比してインスリン抵

抗性に差は見られないが、経口ブドウ糖負荷

試験による耐糖能異常とインスリン分泌の

低下が認められる。2）高脂肪食負荷をした

全身性 GCN2 欠損マウスでは、野生型と比べ

て膵細胞量の減少が認められる。3）通常食、

すなわちインスリン抵抗性がない状態では、

GCN2 欠損マウスと野生型マウスで膵細胞

量および代謝データに差は認められない。4）

GCN2 欠損マウスの膵島では、インスリンシ

グナル下流の翻訳因子 mTORC1 活性の恒常

的活性化が認められる。5）高脂肪食負荷マ

ウスの膵島では GCN2 のリン酸化亢進が認

められるが、脳や肝臓などではリン酸化は認

められない。以上の結果から、GCN2 欠損マ

ウスに高脂肪食負荷を与えることによって

膵細胞における mTORC1 活性が恒常的に

活性化され、膵細胞量が減少し耐糖能異常

を呈することが示された。しかしながら通常

食下では GCN2 欠損マウスにおける表現型

が認められず、高脂肪食負荷がどのようなメ

カニズムで恒常的 mTORC1 活性化をきたし、

膵細胞量を減少させるのかについては明ら

かでない。代表者は高脂肪食負荷マウスにお

いて膵島特異的に GCN2 が活性化される点

に注目し、インスリン抵抗性存在下での膵

細胞におけるインスリン過剰合成が、膵細

胞内のアミノ酸消費亢進を誘導し、相対的な

アミノ酸欠乏を呈することによって GCN2

が活性化されるという仮説を構築した（下

図）。 

 
２．研究の目的 
これまでに GCN2 が欠損すると膵細胞量

が減少することは明らかにしているが、2 型

糖尿病のどのような状態で GCN2 が機能し

ているかについては全く分かっていない。代

表者は過食などによるインスリン過剰合成

が GCN2 を活性化し、膵細胞量を調節して

いるという仮説を考え、その機序として、過

食（高脂肪食）によってインスリンが過剰に

合成されると膵細胞内のアミノ酸需要が供

給を上回ることによって「相対的に」欠乏す

ると予想した。その結果、膵細胞内におけ

る free tRNA 濃度が上昇し、GCN2 が活性化

されるものと考えた。そこで、高脂肪食負荷



マウスの膵細胞におけるアミノ酸濃度およ

び free tRNA 量の検討を行った。さらに膵

細胞量減少がインスリン抵抗性による二次

的効果でない事を実証するため、膵細胞特

異的 GCN2 ノックアウトマウスに高脂肪食

を負荷することで膵細胞量や代謝データに

関しての検討も行っている。 

 

３．研究の方法 

通常食ならびに高脂肪食を与えた全身性

GCN2 ノックアウトマウスの血清、視床下部、

肝臓、膵島を単離し、質量分析法によって細

胞内のアミノ酸濃度を測定した。また同様に

単離した膵島を用いて、質量分析法で

charged tRNA の定量を行った。 

 GCN2 floxedマウスを Ins-Creマウスと交

配することによって、膵細胞特異的 GCN2

ノックアウトマウスを作成し、血糖値・血清

インスリン値・膵細胞量などを測定した。 

 またラット膵細胞株 INS-1 細胞に対して

GCN2、ATF4、Sestrin2の siRNAを負荷し、

それぞれのノックダウン細胞を作成した。そ

れぞれの細胞から RNA、蛋白を抽出し、リ

アルタイム PCR ならびに Immunoblot を行

った。 

 

４．研究成果 

はじめに、ラット膵細胞株である INS-1

細胞を用いて GCN2 欠損で変化する下流シ

グナルを検討した。GCN2 ノックダウン細胞

では転写因子ATF4の発現が低下していたこ

とから、siRNA による ATF4 ノックダウン細

胞を解析したところ、やはり mTORC1 活性

の亢進が認められた。ATF4 によって発現調

節を受ける分子を検討したところ、Sestrin2

の発現低下が確認された。この Sestrin2 は

MEF などで mTORC1 活性を抑制すること

が報告されている。siRNA によって Sestrin2

をラット膵細胞株でノックダウンしたとこ

ろ、mTORC1 活性の亢進が認められた。す

なわち、GCN2 欠損によって ATF4 発現およ

び Sestrin2 の発現が低下し、mTORC1 の恒

常的活性化を引き起こしたと考えられる。 

 一方、高脂肪食負荷マウスの膵島で GCN2

が活性化される機序についても検討を行っ

た。高脂肪食負荷マウスの膵島では細胞内ア

ミノ酸濃度が低下しているという仮説をた

て、通常食ならびに高脂肪食を負荷したマウ

スの血清、視床下部、肝臓および膵島を用い

て、質量分析法で解析を行った。血清、視床

下部、肝臓においては、高脂肪食群でアミノ

酸濃度が上昇傾向を示すか、もしくは変化し

ない状態であったのに対し、膵島においては

高脂肪食群で有意にアミノ酸濃度が低下す

るという結果が得られた（上図）。 

 さらに通常食と高脂肪食を負荷したそれ

ぞれのマウスの膵島を用いて、質量分析法で

charged tRNA の定量を試みた。その結果、

トリプトファン、フェニルアラニン、アスパ

ラギン酸、リジンなどに結合した charged 

tRNA が高脂肪食負荷群で有意に低下してお

り、またアミノ酸全体としても高脂肪食負荷

群で明らかに charged tRNAが低下している

傾向を認めた。以上の結果から、GCN2 活性

化の機序として、高脂肪食負荷マウスの膵島

において free （uncharged） tRNA が増加

しているという仮説が証明された。 

 全身性 GCN2 ノックアウトマウスの解析

のみでは、膵細胞以外の臓器による影響も

考慮する必要があるため、膵細胞特異的

GCN2 ノックアウトマウスを作成し、解析を

行った。その結果、通常食負荷マウスではコ



ントロールマウスとの差を認めなかったが、

高脂肪食負荷によって、全身性ノックアウト

マウス同様に高血糖ならびに血清インスリ

ン値の低下が認められた。膵細胞量におい

ても、やはり有意に減少しており、膵細胞

の GCN2 欠損による反応と考えられた。 

 これまでの結果から、以下のような分子機

序を我々は考えている。高脂肪食によってイ

ンスリン合成が亢進した膵細胞では、アミ

ノ酸濃度が相対的に低下することにより、

GCN2 が活性化し、 Sestrin2 を介して

mTORC1 活性を抑制する。しかしながら

GCN2 が欠損あるいは不活化された状態で

は、Sestrin2 の発現量が増加しないため

mTORC1 の抑制が効かず、ネガティブフィ

ードバックを介してインスリンシグナルが

低下し、膵細胞量が減少すると考えられた

（下図）。 

 

 またラット膵細胞株ならびにマウス膵島

を用いて、活性化された GCN2 における free 

tRNA の結合を RNA immunoprecipitation 

assay によって検討しようと試みたが、条件

設定が難渋し、再現性のある結果が得られな

かった。哺乳類細胞を用いた tRNA の定量

PCR に関する報告が少なく、プライマー設計

などに問題があったのではないかと考えて

いる。今後、再度条件設定などを行っていく

予定である。 
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