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1 研究の 背景と目的

糖尿病の 患者数は 欧米諸国の みならずわが国に おい て も急増 して お り, そ の制御が社会

的にも重要な課題で ある. 糖尿病急増の 原因と しては , 高脂肪食(H igh F at di et ; H F)
･ 運動

不足に代表 され るライ フ ス タイ ル の変容とそれに伴う肥満が第
一

に考えられ る . 実際, わ

が国における過去 5 0 年間 の エ ネル ギ ー

摂取総量に著変は な いが, 脂質の 割合は右肩上がり

に上昇 し, それ を追う形 で肥満人 口 と糖尿病 患者数が急増 して い る .

急増する糖尿病 の大部分 を 2 型糖尿病が占めるが, そ の病態を決定する因子はイ ン ス リ

ン抵抗性とイ ン ス リン 分泌低下で ある ｡ 肥満によりイ ン ス リ ン 抵抗性が増悪 して も, 障 β

細胞 の機能 ･ 量が代償性 に克進 ･ 増加 して充分なイ ン ス リ ン を供給できれば, 通常は血糖

値 が 正常に保たれ る . しか しなが ら, 欧米人と 比較 して 日本人で は , 民族的にイ ン ス リ ン

分泌量が約半分 と少なく ,
｢/ト太 り｣ でも糖尿病 を発症する リ ス クが 高い .

糖尿病 を制御する上で , イ ン ス リン抵抗性 に対する代償性 の揮 β 細胞量増加 の メ カ ニ ズ
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ム を解明する こ とは極めて重要な研究テ
ー

マ である . しか しなが ら, H F 誘導性 のイ ン ス リ

ン抵抗性に対す る代償性 の鰐 β 細胞量増加にお い て , どの ような分子メ カ ニ ズ ム が存在 し

て い る かは これ まで 明らか ではなか っ た.

グル コ キ ナ - ゼ ( Gl u c o ki n a s e ; G c k) は , 解糖系 の律速酵素で あり, グル コ ー ス をグル コ

ー ス ー6 リ ン酸に変換する . 主と して , 揮 β細胞 と肝臓に発現 して おり , 揮β細胞で は グル

コ ー ス 応答性イ ン ス リン分泌(gl u c o s e sti m ul at e d i n s ul in s e c r eti o n ; G SI S) にお い て重要な役割

を果 た して い る . 実際 ヒ トで は , G c k 遺伝子 の 変異 に よ っ て 若年 発 症 成人 型糖尿病

M O D Y( m at u ri b , - o n s et di ab et e s o ft h e y o un g) 1 2 が惹起され , イ ン ス リ ン分泌 の 低下を認める .

我 々 は以前, G ck を コ ー ドする遺伝子の なかで揮β細胞特異的な e x o n l に注目 し, 揮β細胞

特異的に G ck を欠損 した マ ウス を作成 した . G ck ホ モ欠損 マ ウス は 出生直後より著明な高

血糖 ･ 脱水症状を呈 し, 間もなく死 亡 して しまう.

一 方, G ck - テ ロ 欠損 マ ウス( G ck +/ - マ

ウス)は長期生存が可能で あり , 普通食下では野生型 マ ウス と比較 して揮β細胞量やイ ン ス

リ ン抵抗性は 同等で あるもの の G SI S が 不良で あり, イ ン ス リ ン分泌低下型 の 耐糖能異常を

呈する .

そ こ で 本研究で は , 急増する ヒ ト糖尿病の ひ と つ の モ デル と して , イ ン ス リ ン分泌低下

型耐糖能異常を呈する G ck +/ - マ ウス に H F 負荷 してイ ン ス リ ン抵抗性を惹起 し, 耐糖能や搾

島, 揮β細胞量に 関 して検討 した. そ して , D N A チ ッ プ に よる勝島の網羅的遺伝子発現解

析を行 っ た･ さらに , イ ン ス リ ン受容体基質 -2(i n s uli n r e c e pt o r s u b st r at e - 2; I R S -2) 欠損 マ ウ ス

ならびに藤β細胞 I R S - 2 過剰発現 マ ウス を用 い て , H F 誘導性 のイ ン ス リ ン抵抗性に対する

障β細胞量増加 の分子メカ ニ ズ ム を明らか に した.

2 結果

1) ⅡF 負荷 に より G c k +/ : 7 クス は早期に糖尿病を発症する

まず野生型 マ ウス
, G c k +/ ･ マ ウス に H F を負荷した . H F 負荷に よ っ て

, 両群に 同程度の肥

満とイ ン ス リン 抵抗性 の増悪を認 めた . 僅 か 4 週間 の H F 負荷で あ っ て も, 糖負荷試験を行

うと, H F 負荷野生型 マ ウス は代償性高イ ン ス リン血症によりほ ぼ正 常な耐糖能を維持 した

の に対 し, H F 負荷 G c k｣ノー マ ウス は代償性高イ ン ス リン血症 を欠き, 耐糖能 が悪化 して糖尿

病を発症 した.
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2) ⅡF 負荷 G c k + / - マ ウス で は障p 細胞 の 代償性過形成が認 められな い

ⅡF 負荷を 2 0 週間に わた り充分 に行 っ た後 , イ ン ス リ ン染色に より障組織像の検討 を行

っ た . H F 負荷野生型 マ ウス で は著明な勝島の増大 を認 めたが, H F 負荷 G ck +/ - マ ウ ス で抵

勝島の 増大を欠 いた(図 A) . B rd U 染色 , p c N A 染色に よ っ て障β細胞 の増殖能 を評価す る

と, H F 負荷野生型 マ ウス では 陽性細胞数が増加 して いたが,
H F 負荷 G ck +/ ･ マ ウス で はそ

の ような増加 を欠 い た. ア ポ ト ー

シ ス 反応 には差 を認 めなか っ た . また, 1 個の 揮β細胞が

占有す る面積に は差を認め なか っ た . 以 上 の結果から, 野生型 マ ウス で認 められ る H F 誘導

性 の イ ン ス リ ン抵抗性 に対す る揮島増大は , 個々 の挿β細胞 の 肥大(h y p e rtr o p h y) に よるも の

で は なく , 数の 増加 , すなわち代償性過形成(lly P er Pl a si a) に よるもの で あり, H F 負荷 G c k +/ -

マ ウ ス で は こ の 代償性過形成が障害されて い るために障 β 細胞量が増加 しない こ とが 明ら

か とな っ た.

W ild - ty p e

H C di et

W ild -ty p e

H F diet

G c k +/ _

H C die t

G c k + / _

I I F die t

インスリン: 赤色

( 図 A) 高脂肪食(H F)
･ 高炭水化物食 ( H C) 負荷 2 0 週後の肺組織像(イ ン ス リ ン染色)
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3) ⅢF 負荷 マ ウ ス の障島の 遺伝子発 現プ ロ フ ァ イ ル

そ こ で , H F 負荷 G ck +/ - マ ウス にお ける揮β細胞 の代償性過形成障害の分子メ カ ニ ズ ム を

明らかにす る べ く, H F 負荷野生型 マ ウス と H F 負荷 G ck +/ - マ ウス の搾島の 遺伝子発現プ ロ

フ ァイ ル を D N A チ ッ プ に より比較解析 した . 総数 1 2 4 9 0 パ ネル の 遺伝子 の うち, H F 負荷

野生型 マ ウス に比較 して H F 負荷 G c k 十/ - マ ウス で発現が克進 して い たも の は 1 4 4 個, 低下 し

て いたも の は 1 3 4 個あ っ た. 極めて興味深 い こ とに, H F 負荷 G ck +/ - マ ウス の 発現低下遺伝

子群の なかで , I R S -2 の発現 レ ベ ル は -2 5 倍 と最も低下 して いた . そ の 上流に位置する I G F -

I 受 容 体(i n s uli n -lik e g r o w th f a ct o r - I r e c e pt o r) は -2 .4 倍 に , そ の 下 流 に 位 置 す る

3 -

p h o s p h oi n o siti d e d ep e n d e nt p r ot ei n ki n a s e l l(P d p k
- 1) は - 3 倍に低下 して い た. こ の ほか , プ ロ

ラクチ ン受容体b r ol a cti n r e c ep t o r; P rlr) は 1 2 . 6 倍に , h e p at o c yt e g r o w th fa ct o r ( H G F) は -3 .1 倍 に ,

C y cli n D 2 は - 5 .8 倍に各々 発現 レ ベ ル が低下 して い た( 図 B) .

C/亡B P α こ N C

C JE B P P T N C

C 厄 B P 6 二 N C

i
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of m a hJ r e β
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Ng n 3
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P 遜X6 : 舵
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P T d e 山 kir u s e
.

C A M P d e p e n 由 I≠
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( 図 B) 高脂肪食負荷2 0 遇後の G c k +/ - マ ウス 藤島の 遺伝子発 現プ ロ フ ァ イ ル

R T - P C R ならびに蛋白 レ ベ ル に よる検討でも, H F 負荷野生型 マ ウス で認 めたI R S _ 2 や I G F q

I 受容体の発現冗進を H F 負荷 G ck +/ - マ ウ ス は欠く こ とが確認された( 図 C) . 以上か ら, H F

誘導性 の イ ン ス リ ン抵抗性に対す る揮β細胞 の 代償性過形成に ,
I R S - 2 が重要な役割を果た

し て い る可能性が示唆 された.
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4) ⅡF 負荷 m s - 2 欠損 マ ウ ス は障p 細胞増加が不充分 で ある

次に , H F 誘導性 のイ ン ス リ ン抵抗性に対する揮β細胞過形成にお い て, I R S - 2 が果た し

て い る役割をよ り直接的に検証するため に, I R S - 2 の 発現低下 モデ ル と して I R S - 2 - テ ロ 欠

損(I R S - 2 +/ -) マ ウス に H F 負荷して解析 した. 負荷 1 0 週 で I R S -2 +/ - マ ウス は野生型 マ ウス と

同程度の 肥満 とイ ン ス リ ン抵抗性 の 増悪 を認 めた. そ の とき の勝島最大長径 ･ 藤島 β 細胞

面積 を評価す ると, H F 負荷 I R S - 2 +/ - マ ウス は H F 負荷野生型 マ ウス に比較 して増加量が少

なか っ た . さらに, I R S - 2 ホ モ欠損(I R S - 2イー) マ ウス に 関しても同様 に検討した. I R S -2 -/ - マ ウ

ス は僅か 5 週間 の H F 負荷で さらに糖尿病が悪化するが , H F 野生型 マ ウス で認め られた勝

島最大長径 の 増加 が H F 負荷I R S - 2 -/ - マ ウス では認 められなか っ た . 従 っ て , H F 誘導性 の イ

ン ス リン 抵抗性に対する勝β細胞代償性過形成にお い て , I R S - 2 が重要な役割を果た して い

る こ とが 明らかとな っ た ,

5) G c k +/ - マ ウス の 搾p 細胞にI R S - 2 を補充すると ⅡF 負荷時の 障p 細胞代償性

過形成能と耐糖能が部分的に改善 した

最後 に, 揮 β細胞で I R S - 2 を 2 - 3 倍程度に過剰発現す る マ ウス( R ip
-I R S -2 - T g) と G c k +/ -

マ ウ ス とを交配 し, 揮β細胞 に対す る I R S - 2 の補充に よ っ て H F 負荷 G c k +/ - マ ウ ス の 表現型

が r e s c u e され るか検討 した . H F 負荷 6 遇にお い て , 膜β細胞 I R S - 2 過剰発現 G c k +/ - マ ウス

は G ck 十/ - マ ウス と比較 して , 謄β細胞面積の増加 ･ B rd U 陽性細胞数の 増加 を認め , 糖負荷

試験では 耐糖能の 部分的な改善を認め た. さらに , H F 負荷 2 0 週後 の糖負荷試験におい て

も, 勝β細胞 I R S -2 過剰発現 G c k +/ - マ ウ ス は G ck +/ - マ ウ ス と比較 して , イ ン ス リン 分泌と

耐糖能 の 部分的な改善を認 めた .

野 生型

高炭水化物食

o

o

0

0

0

I

U

o

2 0

00

朗

60

4 0

2

r:

=

(

1

P

]
B

u
)

長
老
撃
糞

T

P

糖

験

ウ

試

ド

荷

プ

負

W e s t e r n bl o t

( I R S- 2 発現)

蒜 悪霊歪
G

;
k

R

^

*

f

J冒諾
G c

謡詔
担

悪霊歪

β細胞過形成

a + 轟 ミラ

β細胞過形成欠如

(図 C) 高脂肪食誘導性 の イ ン ス リ ン抵抗性 に対する膝β細胞 の

代償性過形成に G c k ･ I R S - 2 は重要 で ある
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3 結論

G ck は , これまで障β細胞 の グル コ ー ス ･ セ ン サ ー と して機能 し, G SIS に重要な役割を

担 っ て い る こ とは 知られ て い たが, 藤 β 細胞量 の調節に 関与 して い るとは認識され て い な

か っ た . 本研究 の 結果から, G c k は H F 負荷時の勝β細胞量 の 調節, すなわち代償性過形成

にも関与 して い る こ とが初め て明らかと な っ た . そ して , H F 負荷 マ ウス 勝島を用 い た D N A

チ ッ プに よ る網羅的遺伝子発現解析に より, イ ン ス リ ン シ グナ ル の鍵分子 で ある I R S - 2 が
,

H F 誘導性の イ ン ス リン 抵抗性に対する揮β細胞の 代償性過形成にお い て重要な役割を担う

可能性が示唆され た. さらに , I R S - 2 欠損 マ ウス と揮β細胞 IR S - 2 過剰発現 マ ウス を用 い た

解析か ら, 実際に I R S -2 が重要な役割を担う こ とが明らか とな っ た(図 D) .

今後 , G c k ･ I R S -2 の 両分子 をタ
ー ゲ ッ トに した研究が, 糖尿病の 画期的な治療法 の 開発

に結実す るもの と強く期待 して い る .

高脂肪食誘導性 の

イ ン ス リ ン抵抗性
● ● ●

● ● ● ●

● ● ● ●

● ● ● ■･ . ･･ ･ - - - - ● ● ● ●

歯車 I R S -2 の発現上昇 率番傘療

障β細胞 の 代償性過形成◎
正 常耐糖能

(野生型 マ ウス)

高脂肪食誘導性の

イ ン ス リ ン抵抗性

･ ー

障β細胞 の 代償性過形成 0
耐糖能 の増悪

(グ ル コ キ ナ
- ゼ - テ ロ 欠損 マ ウ ス)

( R S -2 欠 損 マ ウス)

(図 D) 高脂肪食誘導性の イ ン ス リ ン抵抗性 に対する藤β細胞 の代償性過形成
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