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緒緒  言言  

 
近年、2型糖尿病モデル動物の膵島では、充分な酸素下においても癌細胞と同様に解糖系が亢進しており（Warburg

効果）、この病態がインスリン分泌不全へ関与していることが提唱された［1］。しかしその詳しいメカニズムは不明で

あった。これまで我々は、ヒト膵島ならびに糖尿病モデル動物を用いて、糖尿病病態下の膵β細胞においては、ミトコ

ンドリアの機能障害を端緒とした低酸素誘導因子 HIF1αの安定化とそれに引き続く解糖系酵素 PFKFB3 の活性化に

より、細胞内代謝がミトコンドリア中心から解糖系にシフトする代謝のリモデリングを生じていることを明らかにした

［2，3］。しかしこのような代謝変化の意義（膵β細胞機能障害の原因か結果か）や、代謝リモデリングが糖尿病への

治療や予防的介入により是正しうるのか（可変性）、細胞内代謝への介入が糖尿病病態を改善させるか（治療標的か）

はこれまで不明であり検討する意義があると考えた。 
そこで今回、我々はこれらの問いに挑戦すべく、肥満糖尿病マウスモデルや膵β細胞株を用い、主に肥満の是正や糖

尿病病態への治療介入による膵β細胞内代謝変化についての検討を行った。肥満糖尿病病態や高グルコース環境は膵β

細胞の解糖系代謝に関わる遺伝子・タンパク質の発現を亢進させ、ブドウ糖毒性は膵β細胞機能に関わる遺伝子の発現

を低下させた。これらの病態への介入や高グルコース環境の是正は、解糖系タンパク質の発現亢進を是正し、膵β細胞

の機能関連遺伝子発現も改善させた。細胞内代謝を標的とした膵β細胞の治療戦略の可能性についての検討が待たれる。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．肥肥満満糖糖尿尿病病モモデデルルママウウススににおおけけるる膵膵島島のの代代謝謝変変化化    
本検討に用いるモデル動物として、週齢の進行とともに過食と肥満・糖尿病病態を発症する ob/ob マウスを選択し、

その表現型と膵島における解糖系酵素群の発現を検討した。10週齢のob/obマウスとそのコントロールとしてのob/＋
マウスを比較したところ、ob/ob マウスにおいて有意な体重の増加（49.6 g vs 26.6 g、p＜0.01）と空腹時血糖の上昇

（159 mg/dL vs 88 mg/dL、p＜0.05）とを認めた。剖検膵標本の検討ではob/obマウスでは週数の進行とともにPFKFB3
陽性を呈する膵β細胞が増加し（図1a）、10週齢において単離した膵島からタンパク質を抽出しWestern blot法で解

析したところ、ob/ob マウス膵島において HIF1α／PFKFB3 と解糖系酵素 LDHA の発現上昇を認めた（図 1b）。こ

れらのことより ob/ob マウスの膵β細胞において HIF1α／PFKFB3 の発現亢進を介した解糖系代謝の亢進が示唆さ

れた。 
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図1．10週齢ob/obマウスの膵島の解糖系酵素の発現解析 

a) 6週齢・8週齢・10週齢のob/obマウスの膵島のインスリン・PFKFB3の蛍光二重染色。

週数の進行とともにPFKFB3陽性し膵β細胞が増加する。 
b) ob/ob マウスの単離膵島のWestern Blotting 解析では、ob/＋マウスと比較しHIF1α・

PFKFB3・LDHAといった解糖系酵素群の発現亢進を認めた。 
 

22．．肥肥満満糖糖尿尿病病モモデデルルママウウススへへのの摂摂餌餌制制限限にによよるる膵膵島島のの代代謝謝変変化化  
既報において 6 週齢の ob/ob マウスに 4 週間の 2 g/日の摂餌制限を行うことで、ob/＋マウスと同等の体重・耐糖能

に改善させうると報告されている［4］。自由摂餌ob/obマウス（自由摂餌群）、1日2 gの摂餌制限ob/obマウス（摂餌

制限群）と自由摂餌ob/＋マウス（CTRL群）の3群を6週齢～10週齢まで飼育し、摂餌制限による体重・血糖値の正

常化が、ob/obマウスにおいて生じる膵島の細胞内代謝変化に影響を及ぼすかを検討した。 
血糖値・体重・摂餌量の測定、経口ブドウ糖負荷試験やインスリン低血糖試験を行うとともに、10週齢時点において

解剖ならびに膵島単離を行い、膵組織所見を蛍光免疫組織化学染色法にて、単離膵島におけるタンパク発現をWestern 
Blotting法において検討した。ob/obマウスへの摂餌制限により体重・血糖値の上昇は抑制され、10週齢時において施

行した経口ブドウ糖負荷試験においては、自由摂餌により上昇した血糖値の曲線下面積が摂餌制限により有意に低下し

ob/＋マウスと同等であった。検討 1.と同様に膵切片の蛍光免疫染色と単離膵島を用いたタンパク質発現解析を行った

ところ、摂餌制限により膵β細胞のPFKFB3を含む解糖系酵素群の発現が低下していることが示された（図2）。 
33．．膵膵島島のの代代謝謝変変化化がが進進行行ししたた状状態態ににおおけけるる肥肥満満・・糖糖尿尿病病病病態態へへのの介介入入効効果果のの検検討討  
検討2.において、ob/obマウス6週齢という膵島の解糖系酵素の発現亢進が明らかとなる早期の段階からの肥満糖尿

病病態への介入が、膵島の代謝変化を予防・改善しうることが明らかとなった。次に、代謝変化を既に生じている8週

齢（図1a）からの同様の摂餌制限による介入、ならびに糖尿病治療薬（SGLT2阻害薬）による薬物介入がマウスの表

現型や膵島の細胞内代謝に関わる酵素の発現に影響を及ぼすかを検討した。さらに単離膵島を用いたDNAマイクロア

レイ解析を行った。 
8週齢のマウスを、4週間の自由摂餌飼育（自由摂餌群）、同期間の1日2 gの摂餌制限（摂餌制限群）、SGLT2阻害

薬投与（SGLT2i群）の3群に分け、飼育した。検討2.と同様に摂餌制限群において自由摂餌群と比較し体重の低下と

随時血糖の有意な低下を認めた。一方、SGLT2i群においても摂餌制限と同様に随時血糖の低下を認めたものの、体重

の推移は自由摂餌群と同等であった（非提示）。Western Blotting法を用いた解糖系酵素の発現についても、自由摂餌

群と摂餌制限群との比較では検討 2.の結果と同様であり、解糖系への代謝変化が既に生じた段階からの介入において

も、解糖系代謝への変化を是正しうる可能性が示唆された。12 週齢の単離膵島における DNA マイクロアレイ解析で

は、コントロールマウスと比較しob/obマウス自由摂餌群では解糖系パスウェイに存在する遺伝子群の発現亢進とピル

ビン酸カルボキシラーゼ（Pcx）の発現低下が認められたが、一方 ob/ob マウス摂餌制限群ではこれらの変化は是正さ

れた（非提示）。肥満糖尿病病態への適切な介入は、膵島の代謝変化を改善させる可能性が示唆された。 
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図2．ob/obマウスへの摂餌制限による表現型への影響と膵島解糖系酵素の発現 

a) 体重の推移。摂餌制限はob/obマウスの体重を抑制した。N＝8～9、平均±SD。赤：自由摂餌ob/obマウ

ス、青：摂餌制限ob/obマウス、緑：ob/＋マウス。 
b) 随時血糖の推移。摂餌制限はob/obマウスの血糖値を抑制した。N＝8～9、平均±SD。赤：自由摂餌ob/ob     

マウス、青：摂餌制限ob/obマウス、緑：ob/＋マウス。 
c) 経口ブドウ糖負荷試験の曲線下面積。摂餌制限は ob/ob マウスの耐糖能を改善させた。N＝8～9、平均±

SD、*p＜0.05、ANOVA検定ならびにTukey検定。 
d) 単離膵島を用いたWestern Blotting法によるタンパク発現の比較。摂餌制限により解糖系酵素群の発現低

下が認められる。 
e) 膵島のインスリン・PFKFB3の蛍光二重染色。摂餌制限により膵β細胞におけるPFKFB3の発現が低下

した。 
 

44．．ララッットト由由来来膵膵ββ細細胞胞株株 IINNSS--11  883322//1133細細胞胞・・ママウウスス単単離離膵膵島島をを用用いいたた検検討討  
膵β細胞へβのブドウ糖毒性そのものが細胞内代謝変化に及ぼす影響を検討するため、ラット由来膵β細胞株   

INS-1 832/13細胞と単離膵島とを用いた検討を行うこととした。16～20週齢の雄性C57BL/6Jマウスの単離膵島なら

びに INS-1 細胞を 11 mM Glucose を含有する RPMI 培地で Pre-incubation を行った後に 5.5 mM Glucose、         
11 mM Glucose、22 mM Glucoseのブドウ糖濃度のRPMI培地でそれぞれ24～48時間の培養を行い、細胞を回収し

て解糖系に関連するタンパク質の発現ならびに膵β細胞機能に関わる遺伝子の発現を、Western Blotting 法ならびに

Real-time PCR法を用いて比較検討した。Western Blotting解析の結果は、得られたバンドを Image Jを用いて定量

化し、統計学的に比較検定した。 
INS-1細胞を各グルコース濃度で48時間培養したところ、グルコース濃度依存性にHIF1α／PFKFB3の発現が上

昇した（図3a、b）。さらに同条件の細胞の遺伝子発現を評価したところ、PFKFB3は同様にグルコース濃度依存性の

発現上昇を認め（未提示）、一方で膵β細胞の機能マーカーであるMafa・Pdx-1の遺伝子発現は長期間の高グルコース

暴露により低下した（図 3c）。単離膵島においても同様に、グルコース濃度依存性の PFKFB3 の発現亢進が確認され

た（未提示）。 
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図3．INS-1 832/13細胞を用いたグルコース濃度別の培養実験 

a, b）各グルコース濃度別に 48 時間培養後に回収した細胞を用いた Western blotting 法による解析。代表的な

Western blotting法の結果（a）と繰り返し実験の定量結果（b）。グルコース濃度の依存性にPFKFB3の   

タンパク発現が上昇した。N＝3、平均±SD、*p＜0.05、ANOVA検定ならびにTukey検定。 
c）各グルコース濃度別に48時間培養後に回収した細胞を用いたReal-time PCR法による遺伝子発現の評価。 

膵β細胞機能マーカーは高グルコース環境で発現が低下した。N＝4～5、平均±SD、*p＜0.05、ANOVA検

定ならびにTukey検定。 
 
次に、高グルコース条件下での培養において発現が亢進したPFKFB3 が、グルコース濃度を低下させることで変化

するかを検討することとした。INS-1 細胞ならびに単離膵島を、22 mM Glucose 含有培地で 24 時間の培養後に、   

5.5 mM Glucose 含有培地にてさらに 24 時間培養し、先ほどと同様に回収しタンパク質と遺伝子発現とを解析した。

INS-1 細胞において、48 時間の高グルコース条件下の培養で発現が亢進した PFKFB3 は、24 時間の低グルコース培

養においてその発現が部分的に低下し（図4a、b）、単離膵島においても同様の結果が得られた（未提示）。膵β細胞機

能のマーカーであるMafa・Pdx-1の遺伝子発現も、同様の変化を示した（図4c）。 

 

図4．INS-1 832/13細胞を用いたグルコース濃度変化によるPFKFB3の発現変化 
a, b）5.5m M Glucoseないし22 mM Glucoseにより48時間培養した細胞と、22 mM Glucoseでの24時間培養

後に5.5m M Glucoseで24時間培養した細胞とにおける、Western blotting法によるタンパク発現の比較

解析。代表的なWestern blotting法の結果（a）と繰り返し実験の定量結果（b）。グルコース濃度を低下さ

せると、PFKFB3タンパクの発現は部分的に発現が低下した。N＝3、平均±SD、*p＜0.05、ANOVA検定

ならびにTukey検定。 
c）Real-time PCR法による遺伝子発現の評価。22 mM Glucoseで低下した膵β細胞機能マーカーであるMafa・

Pdx-1の発現は、5.5 mM Glucoseに戻すことで部分的に回復した。N＝4～5、平均±SD、*p＜0.05、ANOVA
検定ならびにTukey検定。 
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考考  察察  

 
本検討は、肥満・糖尿病病態が膵島・膵β細胞の細胞内代謝に与える影響を明らかとすることに加え、生じた変化が

病態への介入によりどのような影響を受けるかを検討することを目的に施行した。実験 1～3 では週齢の進行とともに

肥満・糖尿病病態を呈するob/obマウスを用いて、実験4では膵β細胞株とC57BL/6Jマウスからの単離膵島を用いて

検討を行った。in vivo、ex vivo、in vitroのいずれの系においても、高グルコース環境が膵島・膵β細胞の細胞内代謝

を解糖系にシフトさせることが示唆された。我々の糖尿病状態の 2 型糖尿病モデルラットを用いた既報ならびに 1 型

糖尿病モデル膵島・膵β細胞株によるこれまでの検討では、ヒト型アミロイドポリペプチドやサイトカインといった刺

激が、膵β細胞内のミトコンドリア機能障害を介して、HIF1αの安定化とそれに引き続く解糖系マスターレギュレー

ター酵素PFKFB3 の発現が亢進し、膵β細胞において解糖系代謝が亢進する「細胞内代謝リモデリング」を来すこと

が示されてきた［2，3］。本検討では検討1・2にみられるように、必ずしもHIF1αの発現亢進を伴っていない。高血

糖環境そのものがHIF1αの安定化を阻害すると報告されており［5］、種々のストレスによるミトコンドリアの機能障

害によるHIF1αの安定化と拮抗的に作用している可能性がある。その中で、既報の糖尿病モデルの検討と同様に、本

検討でも肥満・糖尿病病態や高グルコース環境が、一貫してPFKFB3の発現亢進を惹起した。DNAマイクロアレイ解

析で示されたように、ob/ob マウスではこのような解糖系酵素群の発現が亢進した一方でピルビン酸カルボキシラーゼ

（Pcx）の発現が低下し、これらの変化は肥満・糖尿病病態の解除により是正された。膵島の代謝変化は不可逆的では

ないことが示され、また病態に応じたダイナミックな変化を呈していることから、糖尿病膵島の機能異常へ重要な役割

を果たしている可能性が考えられる。糖尿病病態における膵島細胞内代謝への介入が、糖尿病病態にどのような影響を

及ぼすかを明らかとしていく必要がある。 
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