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研究成果の概要（和文）：以前ラットにおいて迷走神経の中枢である視床下部腹内側核を破壊すると、膵臓にお
いて、迷走神経の過興奮が起き、膵 B 細胞が特異的に増殖することを証明した。膵ランゲルハンス島だけから
の RNA を抽出し、cDNA マイクロアレイ解析を行い、現在、神経由来の増殖関連に関与すると思われる遺伝子群
を同定した。現在これら新規神経因子の膵B細胞における役割を検討中であり、これにより膵臓の再生の分野に
新しい道を開き、膵癌および糖尿病の患者に福音をもたらしたいと考えている。

研究成果の概要（英文）：We found that vagal hyperactivity produced by ventromedial hypothalamic 
lesions stimulated cell proliferation of rat pancreatic islet B. Previously, we developed a new 
technique regarding high-quality RNA extraction from rat pancreas for cDNA microarray analysis.  
Results of cDNA microarray pick up several genes regarding new nerve-delivered growth factor of 
pancreatic B cells. Now, we conduct a mammalian vectors carrying the nerve-delivered genes, which 
are detected by microarray analysis. We believe that these new gene network analysis will lead to 
Pancreatic cancer and Diabetes Mellitus Treatment.

研究分野： 消化器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
ラットにおいて迷走神経の中枢である視

床下部腹内側核を破壊すると、膵臓におい
て、迷走神経の過興奮が起き、膵 B細胞と
外分泌細胞が特異的に増殖することを以前
証明した（図 1）。 

図１ 
図 1は、膵臓組織での PCNA と insulin 二重
染色の結果であり、膵 B細胞の増殖が起き
ていることを示している。また、これまで
ラット膵臓からマイクロアレイ解析に耐
えうる純度の高い RNA の抽出法を開発し、 
その手技を用いて、視床下部腹内側核破
壊ラットにおける全膵臓組織の cDNA マ
イクロアレイ解析および Real time PCR
の結果により、神経因子由来の膵 B 細胞
および外分泌細胞の増殖・再生因子に関
わる可能性の高い遺伝子群を同定した。
論文に掲載した因子は、すでに function
の分かっている遺伝子群であり、
function の未知の遺伝子は、いまだ発表
していない。さらに、申請者は、ラット
の総胆管を選択的に同定する手技を開発
し（図 2）、膵臓からランゲルハンス島を 

図２ 

図３ 

選択的に分離
し（図 3）、cDNA
マイクロアレ
イの解析に耐
えうる純度の
高い RNA の抽
出法を開発し
た。逆転写は、
DNAのコンタミ
ネーションに
感受性が高い
ため、cDNA は
純度の高いRNA
が抽出できた
かの有無に関
してのマーカ
ーの一つとな
る。          図４ 
図 4では、転写産物は、0.1 kb から>4 kb
に散らけているので、純度の高い RNA が
抽出できていることを意味している。 
 
２．研究の目的 
視床下部腹内側核破壊ラットでは、A

細胞および D 細胞の増殖は起きないこと
が判明しているために、膵臓のランゲル
ハンス島のみの cDNA マイクロアレイ解
析の結果により、神経因子由来の新規膵
B 細胞増殖に関わる遺伝子を同定し、ラ
ットルハンス島腫瘍細胞株にこれらの神
経由来遺伝子を導入することにより、膵
臓 B 細胞の増殖に関わる新規遺伝子の同
定を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）膵 B細胞に特異的に発現する cDNA
マイクロアレイ解析結果による遺伝子群
の機能解析と Real time PCR での確認。 
cDNA マイクロアレイ解析結果により、

膵 B 細胞の増殖、分化に関わる可能性の
ある遺伝子に対応した Real time PCR 用
のprimer setが販売されているかどうか
を確認し、発現が確認されれば、NCBI の
action number を調べて、その number の
page を検索し、これまでに論文上で推定
された機能や amino 酸配列を探索する。
amino 酸の配列が判れば、ネット上にあ
る All in One sequence analyzer のペー
ジにより、その配列からその domain 名を
検索することにより、その機能を解析す
る。 
（２）新規遺伝子の導入による培養細胞
でのインスリンの発現量を定量。 
ラットランゲルハンス島腫瘍細胞株の

RIN-5F, RIN-m の細胞株に哺乳類発現ベ
クタ－を用いてこれら神経因子由来の遺
伝子をリポフェクション法あるいはエレ
クトロポレーション法を用いて遺伝子導
入を行い、Western blotting および ELISA
法でインスリンの発現量を定量し、インス



リン発現量に影響（発現量の増加ないし減
少）を与える遺伝子を拾い上げる。 
 

（３）新規遺伝子の Transgenic mice の作
成および解析へと繋げる。 
 
４．研究成果 
（１）視床下部腹内側核破壊により、膵
臓の Langerhans 島で多くの既存の細胞
増殖および再生に関わる遺伝子の発現の
変化を認め、また膵Ｂ細胞の増殖および
分化に関わる可能性のある、新規の未だ
機能の判明していない遺伝子群を発見し
た（表１、２）。 

 
表１．Enriched pathways in upregulated 
genes identified by DNA microarray 
analysis. 

 
表２．Enriched pathways in downregulated 
genes identified by DNA microarray 
analysis. 
 
（２）視床下部腹内側核破壊を行うと、
高インスリン血症が起こることが知られ
ており、インスリンの発現と細胞増殖に
は密接な関係があることが知られている。
ラット視床下部腹内側核破壊による高イ
ンスリン血症の原因の一つとして、膵ラ
ンゲルハンス島内の Adora1 遺伝子の発
現がこれに関与する可能性があることを
報告した（図５）。 

図５．The schema of the relationships 
between the Adora1 gene expression in 
pancreatic islets and ventromedial 
hypothalamus. ARC indicated arcuate 
nucleus; LH, lateral hypothalamus; OC, 
optic chiasm; SCN, suprachiasmatic 
nucleus; VMH ventromedial hypothalamus. 
 
（３）この他に、視床下部腹内側核破壊
により、膵臓の Langerhans 島での多くの
既存の内分泌代謝系に関わる遺伝子群の
変化（表３）および免疫系に関わる遺伝
子群の変化(図６、７)を報告した。 
 

図 ６ ． Schematic diagram showing 
relationship between ventromedial 
hypothalamic lesions and the expressions 
of immune-related genes. 

図 ７ ． Schematic diagram  showing 
relationship ventromedial hypothalamic 
lesions and the peripheral immune 
functions. 
 
（４）一方、視床下部内側核破壊ラット
の膵臓組織から抽出したｍRNAを用いて、
異なった種類のｃDNA microarray を行っ
たところ、同定した遺伝子群と機能は同
じであるが、これまで同定した遺伝子群
とは異なる遺伝子群を発見した。現在、
補助金の御援助により同定した新規神経
因子の膵 B 細胞における役割を検討中で
あり、これにより膵臓の再生の分野に新
しい道を開き、膵癌あるいは糖尿病の患
者に福音をもたらしたいと考えている。 
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