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研究成果の概要（和文）：糖尿病時にマウス膵島（膵β細胞）は低酸素に曝されているがどのような機序でβ細胞の酸
素濃度が低下するのか、また低酸素はβ細胞機能を低下させるがどのような分子メカニズムが関与しているかは不明で
ある。本研究において、膵島低酸素を追跡可能な低酸素イメージング型糖尿病モデルマウスを作製した。また低酸素暴
露によりミトコンドリア機能の低下やβ細胞機能遺伝子の発現異常が引き起こされ、インスリン分泌が低下していると
考えられた。また低酸素による遺伝子発現異常やインスリン分泌低下に低酸素応答の主要調節因子HIF1の関与は否定的
であった。β細胞におけるHIF1非依存的な低酸素応答経路の解明は今後の重要な課題である。

研究成果の概要（英文）：The islets (pancreatic beta-cells) of a diabetic mouse become hypoxic. However, 
how the beta cells become hypoxic under diabetic conditions and what kinds of molecules are related to 
the beta-cell dysfunction by hypoxia, which still remain unclear. In this study, we generated 
hypoxia-imaging mice to monitor islet hypoxia in diabetes by crossbreeding an oxygen dependent domain 
(ODD)-Luciferase transgenic (Tg) mouse with diabetes model mice (ob/ob or db/db mouse). Furthermore, we 
found that beta-cell hypoxia causes less ATP production by reduced mitochondrial complex Ⅰactivity and 
abnormal beta-cell gene expression patterns, which results in reduced insulin secretion. And 
Hypoxia-inducible factor(HIF)-1, a master regulator in hypoxia response didn't contribute to the 
dysregulated gene expression and impaired insulin secretion by hypoxia. From this aspect, further studies 
are needed to clarify a HIF-1-independent hypoxia response pathway in beta-cells.
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１．研究開始当初の背景 
（1）糖尿病臓器低酸素のモニタリング 
糖尿病マウスの代謝関連臓器（脂肪、腎臓

など）において低酸素の存在が報告されてお
り、臓器低酸素は重要な病態の１つとして考
えられている（Hosogai N. Diabetes 2007, 
Rosenberger S. Kidney int 2008）。これら
の臓器に加えて、代表者は糖尿病の膵β細胞
も何らかの機序
で低酸素になっ
ていること、さ
らに興味深いこ
とに高グルコー
ス負荷により低
酸素が悪化する
ことを報告した
（図１）（Sato Y. JBC 2011）。しかし、糖尿
病の発症進展のいかなる段階でβ細胞低酸
素が出現するのかは不明であり、これまでに
糖尿病発症とβ細胞低酸素との関係を経時
的に追跡した報告はない。 
低酸素イメージングの主流は、低酸素プロ

ーブ（ピモニダゾール）を用いた方法である
が、マウスへの薬剤投与と抗体ベースの検出
が必要であり、評価に時間を要すること、ま
た定点観察であり高度低酸素の検出に限ら
れることが欠点である。近年、低酸素誘導因
子（HIF）の特性をイメージングシステムに
利用したマウスが開発された（Harada H. 
BBRC 2007）。このシステムは、低酸素のとき
にのみ発光し、非侵襲的に、リアルタイムで、
臓器低酸素のイメージングが可能であるこ
とから、経時的に変化する低酸素の検出に有
用であると考えられる。 
 

（2）β細胞低酸素の成因解析 
糖尿病発症前後の何らかの要因によって、

「酸素供給」、「酸素消費」の 2つのバランス
が崩れ、β細胞の低酸素化が引き起こされた
と考えられる。膵島への酸素供給は、膵島内
の血管量と血流量によって決定されるが、糖
尿病マウスの膵島内血管量を対照マウスと
比較検討したところ、血管量の著しい低下は
認めなかった（Sato Y. JBC 2011）。しかし、
糖尿病マウス膵島には拡張した血管が多数
存在していることを確認しており、膵島内血
流量が変化している可能性が十分考えられ
る。血流量に加え、膵島自身の酸素消費の変
化に着目して低酸素化の成因を検討する必
要がある。 
 

（3）低酸素によるβ細胞障害機構の解明 
代表者は、低酸素ストレスがβ細胞障害を

引き起こし、糖尿病の悪化につながると考え
た。まず、低酸素が
β細胞遺伝子にどん
な影響を与えるかを、
β細胞株MIN6を用い
て検討した。その結
果、慢性的低酸素に

より、β細胞成熟および、インスリン合成に
不可欠な転写因子である MafA の発現が有意
に低下した（図 2）。なぜこのような発現異常
が引き起こされるのかは不明である。またβ
細胞障害メカニズムとして、慢性高血糖は酸
化ストレスや小胞体ストレスを引き起こす
ことが知られている(Jonas. Diabetes Obes 
Metab 2009)。低酸素ストレスも高グルコー
スが引き金となって増悪するが（図 1）、低酸
素ストレスが既存の両ストレスと、どのよう
な関係にあるかは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究は以下の2つの目的において実施する。 
（1）糖尿病の発症進展におけるβ細胞低酸
素の成因解明：
低酸素モニター
型肥満糖尿病モ
デルマウスを作
製し、糖尿病の
発症前後で経時
的に低酸素を追
跡する。さらに
β細胞低酸素が糖尿病発症の原因であるか、
結果であるかを結論付ける。また膵島血管
（質、量）、膵島への酸素供給量、および膵
島の酸素消費量の評価を行うことで、β細胞
低酸素を引き起こす原因を明らかにする。 
 
（2）低酸素によるβ細胞障害機構の検討（病
態解明）：低酸素に暴露した膵β細胞株 MIN6
細胞、マウス単離膵島、およびマウス個体を
用いて、糖応答性インスリン分泌能、β細胞
遺伝子発現の変化、β細胞増殖能、β細胞死
の評価を行い、低酸素がβ細胞に与える影響
を in vitro、in vivoで明確にする。またβ
細胞障害機構として、酸化ストレスや小胞体
ストレスが挙げられるが、両者と低酸素スト
レスとの関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）糖尿病の発症進展におけるβ細胞低酸
素の成因解明 
①低酸素モニター型糖尿病モデルマウスの
作成 
ODD-Tg マウス

は、HIF1 依存的
なレポーター遺
伝 子 （ 5 × HRE 
ODD-Luc: 図 4）
を全身性に発現
させたトランスジェニックマウスである
(Harada H. BBRC 2007)。ODD-Tg マウスと肥
満糖尿病モデルマウス（ob/ob、db/dbマウス）
を交配し作成する。 
②糖尿病の発症前後におけるβ細胞低酸素
の出現時期の検討および成因解析  

糖尿病モデルマウスは生後6週齢頃から高
血糖を呈するので、生後 4～12 週齢まで糖尿
病の進行と以下の項目（i-vi）に関して経時



的に検討する。i) ODD-Tg/obや ODD-Tg/dbに
対してルシフェリンを投与し、IVIS Imaging 
System で低酸素部位をイメージングする。
ii) IVIS の解像度で確認できないときは、マ
ウスを開腹し、摘出した臓器を使って検討す
る。iii) 従来の低酸素プローブ（ピモニダ
ゾール）を投与し、結果を比較検討する。iv) 
ローダミンデキストランを注射後、2 光子レ
ーザー顕微鏡で膵島内血流を可視化し、血流
を評価する。v) マイクロスフィアを注射し、
膵島内の血流量を評価する。vi) マウス単離
膵島を培養し、細胞外フラックスアナライザ
ーを用いて代謝経路のプロファイリングを
行う。 
 
（2）低酸素によるβ細胞障害機構の検討（病
態解明） 
①低酸素化β細胞におけるインスリン分泌
能、細胞死、増殖能の解析 
MIN6 細胞あるいはマウス単離膵島を慢性

的に低酸素暴露後、糖応答性インスリン分泌
能、β細胞内インスリン含量を ELISA 法で検
討する。また DNA マイクロアレイを行うこと
で遺伝子発現異常を網羅的に解析し、β細胞
からのインスリン分泌を障害する遺伝子の
探索を行う。さらにその中で見出した遺伝子、
および MafA 以外のβ細胞機能に重要な遺伝
子（転写因子、トランスポーターなど）の発
現を定量的 PCR にて検討する。また低酸素暴
露後のアネキシン V/ PI 染色、TUNEL 染色お
よび切断型カスパーゼ 3の検出により、β細
胞アポトーシスを、WST-1 試薬、BrdU 染色を
用いて、β細胞の増殖能についても検討する。 
②低酸素による β 細胞障害メカニズムにお
ける HIF1 制御の有無の検討  
 HIF1 ノックダウン MIN6、HIF1 恒常的活性
化 MIN6 を作成し、低酸素暴露によって引き
起こされた転写因子 MafA の発現低下とその
他の遺伝子発現異常、機能異常に関して、
HIF1 の関与があるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
（1）糖尿病の発症進展におけるβ細胞低酸
素の成因解明 
① FVBバックグラウンド（白色）のODD-Tg マ
ウスに 5世代 C57BL6J マウスを交配し、B6 バ
ックグラウンド（黒色）の ODD-Tg を作製し
た。更に ob/obマウス、あるいは db/dbマウ
スと交配し、低酸素モニター型糖尿病モデル
マウス（ODD-Tg/obおよび ODD-Tg/dbマウス）

を作製した（図 5）。 
②これらのマウスは、元々の ob/obマウスや
db/db マウスと同様に、ホモ接合体で低週齢
から著明な肥満と高血糖を呈した。しかし、
繁殖能力が低いこととホモ接合体が生まれ
てくる割合が極めて低いことから、同週齢の
同腹仔の個体を確保することが難しいこと
が判明した。このことから、これらのマウス
を用いた解析を安定的に行うことができな
かったため期限内に結論を出すことができ
なかった。 
これらのマウスは糖尿病の低酸素病態を

明らかにするための有力なツールとなるこ
とが期待される。今後、マウスの個体数を十
分に確保した上で、膵島低酸素のタイムコー
スおよび酸素代謝の詳細に関して検討を進
めていく必要がある。 
 
（2）低酸素によるβ細胞障害機構の検討（病
態解明） 
①低酸素暴露した MIN6 細胞において、細胞
内インスリン含量は変化しないが、基礎分泌
量の有意な上昇と糖応答性インスリン分泌
の有意な低下を認めた。既報通りこれらの細
胞では低酸素暴露によって種々の解糖系遺
伝子（Slc2a1、Hk1 etc）の発現が上昇する
こと、また培養上清中の乳酸量が上昇するこ
とを確認した。さらにミトコンドリア内の電
子伝達系複合体Ⅰの構成成分である Ndufa5
の遺伝子発現が低下しており、複合体Ⅰの活
性の低下およびATP産生の低下があることを
見出した。糖応答性のインスリン分泌には、
ミトコンドリアで産生されるATP量の増加が
不可欠であるため、低酸素下で認められたイ
ンスリン分泌量の低下の一要因は、このミト
コンドリア障害によるATP産生の不足が関与
していると考えられた。 
またβ細胞機能に関与する遺伝子を網羅

的に解析したところ、MafA 以外に転写因子
（Pdx-1、Foxa2、Neurod1 など）、糖輸送体
（Slc2a2）、チャネル（Kcnj11）や膜蛋白
（Wfs1）などが有意に低下していた。これら
の現象は単離膵島を低酸素暴露した時にも
確認された。これらβ細胞機能遺伝子の発現
低下は、低酸素によるβ細胞機能低下に関与
している可能性がある。 

さらに低酸素条件下の細胞死、細胞増殖に
関しても検討したところ、軽度な低酸素
（5-10% O2）で切断型カスパーゼ 3 および切
断型 PARP が著明な増加とアネキシン V 陽性
細胞（アポトーシス細胞）の増加を伴い細胞
死が引き起こされた。また低酸素下において
β細胞の増殖は著しく抑制された。このよう
に低酸素は、β細胞の様々な面で細胞障害を
引き起こすことが明らかとなった（Sato Y. 
PLOSONE 2014）。 
②HIF1 は、低酸素応答において中心的な役割
を持つ転写因子である。次に、低酸素による
β細胞障害におけるHIF1の役割を検討した。 
低酸素によるインスリン分泌低下は HIF1 を
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図5 低酸素モニター型糖尿病マウス
HIF応答性Luc過剰発現（ODD-Tg）マウスと肥満2型糖尿病モデルマウス
（db/dbマウス）を交配することで低酸素モニター型糖尿病モデルマウス
（ODD-Tg/db）を作製した（左図）。各マウスのジェノタイピング結果。野生
型（WT）、ヘテロ接合体（Het）とホモ接合体（db/db）を示す（右図）。



ノックダウンした細胞においても認められ
たことから、HIF１非依存的な分泌障害機構
があると考えられた。上記に示したβ細胞機
能遺伝子の発現低下に HIF1 依存性があるか
どうかを検討したところ、Wfs1 以外の全ての
遺伝子において、HIF1 の有無に関係なく遺伝
子の発現が低下した（図 6）。このことから
HIF1 非依存的にβ細胞機能遺伝子の発現低
下が引き起こされ、インスリン分泌の低下に
至ったと考えられた。 
また興味深いことに HIF1 蛋白は低酸素下

において著しく誘導されることから低酸素
下で主に機能すると考えられたが、通常酸素
下においても HIF1 ノックダウン細胞は著明
なインスリン分泌の低下を示した。この分泌
障害には、低酸素条件下とは異なる制御機構
が存在すると考えられる。 
さらに低酸素は細胞死も引き起こすこと

から、細胞死が先行して起こったために二次
的に遺伝子の発現が低下したと考えられた。
この可能性を検討するために低酸素による
細胞死で重要な役割を担っている CHOP をノ
ックダウンし上記の遺伝子の発現低下が変
化するかを検討した。その結果、細胞死が起
こる前段階や細胞死が抑制されている時点
においても Pdx-1 や Wfs1 の発現は既に低下
していることが判明し、細胞死が起こるより
も早い段階でβ細胞機能遺伝子の発現低下
が起こっていると結論付けられた。本研究に
より低酸素によるβ細胞障害機序に関する
新しい知見を得ることができた。 
 これまでの報告からも HIF1 が低酸素応答
において重要であることは既知の事実であ
るが、本研究による知見から低酸素によるβ
細胞機能に関わる遺伝子の発現低下は HIF1
の有無で影響を受けなかった。このことから
HIF１非依存的な低酸素応答機構がβ細胞障
害において極めて重要であることが示唆さ
れた。しかし HIF1 非依存的経路は十分に研
究されておらず明確に定義されていない。β
細胞における新規低酸素応答機構の分子メ
カニズムを明らかにすることが次の課題で
あると考えられる。 
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