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研究成果の概要（和文）：妊娠期母体ではインスリン抵抗性が引き起され、その代償として膵β細胞からのイン
スリン分泌能が増大するが、そのメカニズムの解明は妊娠糖尿病の病因究明のためにも重要な研究課題となって
いる。本研究ではノックアウトマウスを用いて1)妊娠期で分泌増加するATPがP2X7受容体を介してインスリン分
泌能を亢進させること、また2)リスクアレルが妊娠糖尿病と関連があることが示唆されているCDKALの膵β細胞
での発現低下が妊娠期でのインスリン分泌能亢進不全を引き起こす機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In preparation for the metabolic demands of pregnancy, β cells in the 
maternal pancreatic islets increase both in number and in glucose-stimulated insulin secretion per 
cell. Mechanisms have been proposed for the increased β cell mass, but not for the increased 
glucose-stimulated insulin secretion. Here we show using knockout mice for P2X7-purinoreceptor and 
CDKAL1, a type 2 diabetes susceptibility gene that (i) ATP, acting in a paracrine/autocrine manner 
through P2X7 plays an essential role in the increased glucose-stimulated insulin secretion of 
pregnancy; (ii) the decreased expression of CDKAL1 is associated with reduced glucose-stimulated 
insulin secretion during pregnancy.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
妊娠期の母体では、胎児へのエネルギー

源となるグルコースを供給するために、血

糖降下ホルモンであるインスリンが効きに

くくなる、いわゆるインスリン抵抗性が引

き起こされる。しかし母体では血糖値を正

常に保つために多量のインスリンを膵β細

胞から分泌することでインスリン抵抗性を

代償している。インスリンが十分に分泌さ

れないと妊娠糖尿病の原因となり

（Buchanan & Xiang (2005) J Clin Invest）、

妊娠糖尿病患者が急増している現代におい

て、妊娠期の代償性インスリン分泌亢進機

構の解明は重要な研究課題である。 

 代償性インスリン分泌亢進には膵β細胞

量増加と共に個々のβ細胞からのインスリ

ン分泌能亢進が重要な役割を果たすと考え

られている(Sorenson & Brelje (1997) 

Hormone and metabolic research)。β細胞

量増加機構については研究が先行している

一方、β細胞からのインスリン分泌能亢進

のメカニズムは未だ不明な点が多い。最近、

私達は妊娠期β細胞からのインスリン分泌

能亢進の調節機構として、妊娠期に限って

β細胞で急激に合成、分泌されるセロトニ

ンが (Kim et al. (2010) Nature Medicine)、

autocrine-paracrine 作用によりセロトニ

ン受容体である Htr3a を介してインスリン

分泌能を亢進させるメカニズムを妊娠

Htr3a ノックアウトマウス用いて明らかに

した (Ohara-Imaizumi et al.(2013) Proc 

Natl Acad Sci U S A. 110)。しかしながら、

Htr3a をノックアウトしても妊娠期膵β細

胞からのインスリン分泌の低下は部分的で

あり、妊娠期インスリン分泌能亢進調節機

構には Htr3a 以外のシグナル経路の存在も

示唆された。 

 今回、妊娠期β細胞からのインスリン分

泌能亢進の新たなシグナル経路として、ATP

受容体シグナルに着目した。ATP は膵β細

胞内のインスリン顆粒に貯蔵されており、

グルコース刺激に応じてインスリンと共に

開口分泌されることが知られている。膵β

細胞膜にはATP受容体である各種P2受容体

が局在しており、分泌された ATP の

autocrine-paracrineによるP2受容体活性

化を介したインスリン分泌調節が示唆され

ているが、未だ不明な点が多い(Burnstock 

and Novak (2012) J Endocrinol)。私達は

各種 P2 受容体のアンタゴニストを用いた

予備実験により、P2X7 受容体阻害剤が妊娠

期インスリン分泌能亢進を有意に抑制する

ことを見出した。そこで、本研究では妊娠

P2X7 ノックアウトマウスを用いてインス

リン分泌能亢進の分子機構を検討した。 

 また、2 型糖尿病疾患感受性遺伝子であ

る CDKAL1 は最近、妊娠糖尿病発症にも有意

に関連していることが報 告 さ れ て い る

(Kwaket al.(2012) Diabetes; Zhang et 

al.(2013) Hum Reprod Update)。私達は既

に 2 型糖尿病疾患感受性遺伝子である

CDKAL1 のノックアウトマウスを用いて、

CDKAL1 発現低下がグルコース応答性イン

スリン分泌不全を引き起こすことを明らか

にしており(Ohara-Imaizumi et al.(2010) 

PLoS One)、さらに、このマウスでは妊娠期

の代償性インスリン分泌亢進不全が引き起

こされることを見出している。本研究では

その CDKAL1 発現低下による代償性インス

リン分泌亢進不全のメカニズムを解明する

目的で研究を進めた。 

 
２．研究の目的 
妊娠期β細胞からのインスリン分泌能亢

進機構の新たなシグナル経路として P2X7

受容体シグナルの役割を明らかにする。ま

た、2型糖尿病感受性遺伝子である CDKAL1

発現低下が妊娠期の代償性インスリン分泌

亢進不全を引き起こすメカニズムを明らか

にする。 
 



３．研究の方法 
(1)妊娠期における P2X7 受容体シグナルに

よるインスリン分泌能亢進機構を解明する

ため、妊娠 P2X7 受容体のノックアウトマウ

スの in vivo 解析、あるいはノックアウト

マウスから調製した単離膵島および分散培

養膵β細胞、また P2X7 受容体に選択的なア

ゴニスト、アンタゴニスト処理を行った膵

島、β細胞を用いてグルコース刺激依存的

なインスリン分泌、細胞内 Ca2+濃度変化、

細胞外 ATP 放出、インスリン分泌のイメー

ジング解析、組織化学的解析を行った。 

 

(2)CDKAL1 発現低下が妊娠期の代償性イン

スリン分泌亢進不全を引き起こす機構を解

明するため、妊娠 CDKAL1 ノックアウトマウ

スの in vivo 解析、あるいはノックアウト

マウスから調製した単離膵島および分散培

養膵β細胞を用いてグルコース刺激依存的

なインスリン分泌、細胞内 Ca2+濃度変化、

細胞内 ATP 産生、小胞体ストレス応答、組

織化学的解析を行った。 

 
４．研究成果 

(1)妊娠期における P2X7 受容体シグナルに

よるインスリン分泌能亢進機構 

妊娠期β細胞でのインスリン分泌亢進に

P2 受容体シグナルが関与しているかどう

かを明らかにするため、非妊娠期と妊娠期

（妊娠 14-16 日目）マウスから単離した膵

島および分散培養膵β細胞を用いて各種

P2 受容体の発現、及び阻害薬のグルコース

応答性インスリン分泌への効果を調べた。

その結果、P2X7 受容体阻害薬である BBG や

KN-62 存在下では妊娠期膵島からのグルコ

ース応答性インスリン分泌亢進が有意に減

弱していた。そこで、P2X7 受容体の妊娠期

における役割を明らかにするために、P2X7

受容体ノックアウトマウスを用いて実験を

進めた。妊娠 P2X7 受容体ノックアウトマウ

スから調製した膵島では、β細胞量増大に

は影響を及ぼさなかったが、グルコース応

答性のインスリン分泌(% release)は妊娠

野生型マウス膵島に比べて有意に低下する

ことを見出し、妊娠期β細胞からのインス

リン分泌亢進に P2X7 受容体シグナルが重

要な役割を果たしていることを確認した。

妊娠期膵島ではグルコース応答性に細胞外

に放出される ATP 量が非妊娠期膵島より有

意 に 増 加 し て い る こ と 、 ま た

ectonucleotidase 阻害剤の効果の解析に

より、妊娠期では ATP 放出増加により低感

受性 P2 受容体である P2X7 受容体が活性化

され、代償性のグルコース応答性インスリ

ン分泌能亢進が引き起されることが示唆さ

れた。 

 

(2)CDKAL1 発現低下が妊娠期の代償性イン

スリン分泌亢進不全を引き起こす機構 

CDKAL1はインスリン分泌関連2型糖尿病

感受性遺伝子として、日本人を含め、ほとん

どの民族で再現性高く報告されている。

CDKAL1 タンパク分子はリジンに対応する

tRNA をチオメチル化する修飾酵素であり、

インスリン分泌障害を介して 2型糖尿病発

症リスクの増大に寄与している可能性が報

告されている(Wei et al.(2011) J Clin 

Invest)。一方、興味深いことに最近 CDKAL1

の一塩基多型変異が妊娠糖尿病発症にも有

意に関連していることが報告されているが、

この遺伝子変異がどのようなメカニズムで

妊娠糖尿病を発症させるのか未だ不明であ

る。本研究では、妊娠期 CDKAL1 ノックアウ

トマウスを用いて CDKAL1 発現低下による

代償性インスリン分泌亢進不全機構を解析

した。 

経口ブドウ糖負荷試験を行った所、非妊

娠 CDKAL1 ノックアウトマウスでは非妊娠

WT マウスと同様な耐糖能を示したが、妊娠

（14-16 日目）のノックアウトマウスでは、

妊娠野生型マウスと比べ、糖負荷後の有意



な血糖上昇が見られ、耐糖能異常を認めた。

妊娠ノックアウトマウスの膵灌流実験では

妊娠野生型マウスで見られる代償性のイン

スリン分泌亢進が低下していた。次に単離

膵島からのグルコース応答性インスリン分

泌能を調べたところ、野生型の妊娠期膵島

では、グルコース応答性インスリン分泌(% 

release)の増加がみられたが、妊娠期ノッ

クアウトマウス膵島では分泌増加が減弱し

ていた。また、妊娠期ノックアウトマウス

膵島では細胞内 Ca2+上昇も低下していた。

一方、野生型妊娠マウスにおけるβ細胞量

とβ細胞増殖の指標である Ki67 陽性細胞

増加は非妊娠に比べて増加していたが、妊

娠 CDKAL1 ノックアウトマウスでもこれら

は同様に増加していた。従って、妊娠

CDKAL1 ノックアウトマウスで見られる代

償性インスリン分泌抑制はβ細胞当たりの

インスリン分泌能亢進が障害を受けている

可能性が考えられた。 

妊娠 CDKAL1 ノックアウト膵島では妊娠野

生型膵島に比べてグルコース刺激時の ATP

産生が低下しており、またこの時、妊娠

CDKAL1 ノックアウトβ細胞では活性酸素

ROS の産生が顕著に増加していた。また、

妊娠 CDKAL1 ノックアウト膵島では小胞体

(ER)ストレスマーカー遺伝子の発現が妊娠

野生型膵島に比べて上昇しており、妊娠ノ

ックアウトβ細胞では強い ER ストレスが

生じていることがわかった。 

これらの結果から、CDKAL1 の発現低下し

た妊娠期β細胞では、強い小胞体ストレス

およびミトコンドリアの機能低下が引き起

こされており、その結果、ATP の産生低下、

それによる KATPチャネル応答の低下、電位

依存性 Ca2+チャネルを介した Ca2+流入の低

下により、インスリン分泌の低下が引き起

されていることがわかった。しかし、小胞

体ストレス及びミトコンドリア機能低下を

引き起こす詳細な分子メカニズムについて

は未だ不明であり、今後の検討課題である。 

このように本研究により CDKAL1 遺伝子変

異が妊娠期の代償性インスリン分泌亢進不

全を起こすことで妊娠糖尿病発症のリスク

を増大させる可能性が示唆された。 
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⑫ Ohara-Imaizumi M. The active zone 
protein family ELKS facilitates 

glucose-stimulated Ca2+ influx and 

insulin secretion in pancreatic beta 

cell 第 9 回 Diabetes Leading-edge 

Conference 大津 (2015.8.8-9) 

⑬ 今泉美佳 膵β細胞からのインスリン
開口放出機構研究 第4回糖尿病トラ

ンスレーショナルリサーチ研究会.  

弘前 (2015.7.21)(招待講演) 

⑭ 青柳共太、今泉美佳、板倉誠、鳥居征
司、岸本拓磨、原田彰宏、秋元義弘、

高橋正身、永松信哉 VAMP7はオートフ

ァジーによるミトコンドリア恒常性維

持機構を介して膵β細胞からの第２相

インスリン分泌を制御する: VAMP7 

regulates autophagy to maintain 

mitochondrial homeostasis and to 

control the second phase insulin 

secretion in pancreatic β-cells 第

67回日本細胞生物学会大会 東京. 

(2015.6.30-7.2) 

⑮ 青柳共太、今泉美佳、板倉誠、鳥居征
司、岸本拓磨、西脇知世乃、中道洋子、

秋元義弘、原田彰宏、高橋正身、永松

信哉 VAMP7による第２相インスリン分

泌の制御機構 第58回日本糖尿病学会

年次学術集会. 山口.(2015.5.21-24) 

⑯ 今泉美佳、青柳共太、岸本拓磨、永松
信哉 ノックアウトマウスを用いたイ

ンスリン開口分泌のイメージング解析

「シンポジウム：モデル動物を用いた

インスリン分泌研究」 第29回日本糖

尿病・肥満動物学会年次学術集会.  

京都 (2015.2.13-14)(招待講演) 

⑰ 今泉美佳、藤原智徳、大塚弘毅 妊娠
期膵β細胞におけるインスリン分泌亢

進機能の解明.第43回杏林医学会総会

東京.(2014.11.15) 

⑱ 今泉美佳、青柳共太、岸本拓磨、永松
信哉 有芯顆粒を介したインスリン分

泌動態の可視化 （シンポジウム：神

経ペプチドや神経栄養因子の小胞輸送

と精神神経疾患）第 36 回日本生物学的

精神医学会・第 57 回日本神経化学会大

会合同年会 奈良 (2014.9.29-10.1) 

(招待講演) 

⑲ Kim K, Oh C-M, Ohara-Imaizumi, M, 

Nagamatsu S, German MS, Kim H. 

Functional Role of Serotonin in 

Insulin Secretion Under 

Diet-induced Insulin-Resistant 

State 74th Scientific Session of 

American Diabetes Association, San 

Francisco, CA, USA, June 13-17, 2014 

⑳ 今泉美佳,青柳共太,岡村匡史,中道洋
子,西脇知世乃,永松信哉 CDKAL1欠損

マウスでは妊娠期の代償性インスリン

分泌亢進機能が低下している 第57回

日本糖尿病学会年次学術集会 .   

大阪.(2014.5.22-24) 
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