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【背景】

加齢は糖尿病の危険因子であるが、膵P細胞の加齢性変化が糖尿病の発症とどのよう

に関連しているのかは不明であった。

［目的】

p細胞の加齢性変化の分子機構を解明し、糖尿病との関連を明らかにする。

【方法】

加齢性変化を検討するために、老化促進モデルマウス (SAM)の早期老化系統Plな

らびに正常老化系統Rl、C57BL/6J(B6)、肥満モデルob/obの各系統の若齢（約 20週）

ならびに高齢 (50週以上）群を比較した。また、糖尿病性変化を検討するために、肥満

糖尿病モデルマウス db/dbと正常対照（＋／＋）の 6週ならびに 12週齢群を比較した。各

種負荷試験により全身糖代謝を評価した。また、単離膵島を用いた検討（インスリン分

泌測定、 RT-PCR、免疫組織化学、 [U-13c]ーグルコース代謝フラックス解析）により P細

胞の変化を解析した。

さらに、申請者らがマウス P細胞株 M酎6-K8のゲノム編集により樹立した Gotl（グ

ルタミン酸オキサロ酢酸トランスアミナーゼ 1)欠損P細胞株 (GotlKO細胞） （Murao, 
PLoS ONE20l1)が加齢p細胞と類似した表現型を示す事を見出し、 GotlKO細胞を用

いて加齢性変化の分子機構を検討した。

【結果と考察】

高齢 Rlは若齢 Rlに比して高インスリン血症を呈し耐糖能が充進していた。その一

方でインスリン感受性に変化は認められなかった。高齢Rlのp細胞では、グルコース

感受性の充進によるインスリン分泌の増加が認められたが、同時にインスリン含量の低

下、P細胞特異的遺伝子の発現異常（発現量の低下ならびに局在の異常）が認められた。

Plではこれらの変化が若齢より認められた。

p細胞内のグルコース代謝による ATP産生がインスリン分泌を惹起することから、グ

ルコース代謝の変容はP細胞機能に大きく影響しうる。 [U-13C]ーグルコース代謝フラッ

クス解析により、高齢膵島では解糖系の活性が若齢に比して増加していることを見出し

た。解糖系活性の維持には細胞質NADが必須であり、 NADHの再酸化および細胞質に

局在する NAD合成酵素Nmnat2によって供給される。高齢膵島では、 NADH再酸化経

路のうち TCA回路から分岐するリンゴ酸ーアスパラギン酸（MA)シャトルの活性が低

下する一方で、解糖系から分岐するグリセロールリン酸 (GP)シャトルならびに乳酸産

生の活性が上昇していた。同時に、 Nmnat2の発現が上昇し細胞内NAD量が増加してい



た。すなわち、高齢P細胞においては細胞質NAD産生増加を伴う解糖系の充進が認め

られ、この代謝変化がグルコース感受性の充進によるインスリン分泌の増加をもたらし

ていることが明らかとなった。一連の加齢性変化は B6およびob/obにおいても確認さ

れたことから、マウス系統によらない表現型であることが示唆された。

加齢性変化の一環として認められるグルコース感受性の充進や P細胞特異的遺伝子

の発現異常は、過去の研究では糖尿病のP細胞に特徴的な表現型として知られ、 P細胞

の機能不全の指標と考えられてきた。したがって、 p細胞の加齢性変化は糖尿病におけ

るP細胞の機能不全と同様の機序によっている可能性が示唆される。この仮説を検証す

るために、 P細胞の糖尿病性変化を解析した。

6週齢db/dbは同齢＋／＋に比して耐糖能障害ならびに高インスリン血症を呈した。 12週

齢db/dbの血中インスリン値は6週齢db/dbに比して低値であり、耐糖能はより悪化し

ていた。 6週齢db/dbのP細胞では同齢＋／＋に比してグルコース感受性の充進によるイン

スリン分泌の増加が認められたが、同時にインスリン含量の低下、 P細胞特異的遺伝子

の発現異常が認められた。 12週齢db/dbのP細胞では6週齢db/dbに比してインスリン

分泌が低下しており、インスリン含量の低下、 p細胞特異的遺伝子の発現異常はより顕

著であった。これらの結果から、 db/dbにおいては6週齢から 12週齢にかけてP細胞の
機能不全が進行し、インスリン分泌低下による糖尿病悪化の原因となっていることが示

唆された。 p細胞機能の悪化と並行して、 6週齢db/db膵島では同齢＋／＋に比して解糖系

活性が上昇しており、 12週齢ではさらに充進していた。また、 12週齢 dl?ldb膵島では

GPシャトル活性ならびに乳酸産生の増加、 Nmnat2の発現上昇、細胞内 NADH量の増

加が認められた。一連の結果から、糖尿病におけるP細胞の細胞内代謝変化ならびに機
能不全は、 0細胞の加齢性変化ときわめて類似していることが明らかとなった。
最後に、加齢ならびに糖尿病に伴う P細胞の機能不全が細胞内代謝変化（細胞質NAD

産生増加を伴う解糖系の充進）によって誘導されている可能性を検証するために、 Gotl

KO細胞をモデルとして検討を行った。 GotlKO細胞はMAシャトル活性を欠失してお

り、野生型細胞に比して解糖系の顕著な充進、 GPシャトル活性ならびに乳酸産生の増

加、 Nmnat2の大幅な発現上昇を示じたたのみならず、グルコース感受性の充進、イン

スリン含量の低下、 P細胞特異的遺伝子の発現異常を呈した。すなわち、 Gotl欠損によ

り加齢に類似した細胞内代謝変化を誘導すると、 P細胞機能についても加齢に類似した

表現型が誘導されることが示された。 GotlKO細胞において発現上昇している Nmnat2

をノックダウンすると、細胞内NADが減少し解糖系の活性が低下した。さらに、グル

コース感受性が正常化し、同時にインスリン含量が増加しP細胞特異的遺伝子の発現が
回復した。同様に、 2ーデオキシグルコースを用いた解糖系の抑制によっても遺伝子発現

の回復が認められた。これらの結果から、加齢ならびに糖尿病に伴う解糖系の充進がP
細胞の機能不全を誘導していることが示唆された。

Sirtuinやポリ ADPーリボースポリメラーゼ (Parps) といった NAD依存性酵素は多様

な細胞機能に関与し、 P細胞においても重要である。 GotlKO細胞において Nmnat2を

ノックダウンすると、 Sirtlならびに Parplの活性が上昇した。したがって、 Nmnat2に

よる NAD産生は、解糖系のみならずNAD依存性シグナル伝達経路を制御して P細胞

機能を変容させている可能性が示唆された。

【結語】

p細胞では加齢に伴い細胞質NAD産生増加を伴う解糖系の充進が認められる。この

代謝変化が P細胞の機能不全を誘導し、糖尿病発症に寄与している可能性が示唆され
た。
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加齢は糠尿病の危険因子であるが、膵p細胞の加齢性変化が糖尿病の発症とどのように関連している

のかは不明であった。申請者はB細胞の加齢性変化の分子機構を解明し、糖尿病との関連を明らかにす

るため本研究を行った。

老化促進モデルマウスの早期老化系統Plならびに正常老化系統Rl群で検討を行った。高齢Rlは若

齢Rlに比して高インスリン血症を呈し耐糖能が充進していたが、インスリン感受性に変化はなかった。

高齢Rlのp細胞では、グルコース感受性の充進によるインスリン分泌の増加に加え、インスリン含量

の低下、 p細胞特異的遺伝子の発現異常（発現量の低下ならびに局在の異常）が認められた。 Plではこ

れらの変化が若齢より認めた。 ［U-13C]ーグルコース代謝フラックス解析で、高齢膵島では解糖系の活性

が若齢に比して増加していることが明らかとなった。また高齢膵島では、リンゴ酸ーアスパラギン酸

(MA)シャトルの活性が低下し、グリセロールリン酸 (GP)シャトルならびに乳酸産生の活性が上昇

し、 Nmnat2の発現が上昇と細胞内NAD量増加を認めた。このの変化はB6およびob/obにおいても確

認されたことから、マウス系統によらない表現型であることが示唆された。また、 6週齢db/dbは同齢

十／＋に比して耐糖能障害ならびに高インスリン血症を呈した。 12週齢db/dbの血中インスリン値は6週

齢db/dbに比して低値であり、耐糖能はより悪化していた。 6週齢db/dbのP細胞では同齢＋／＋に比して

グルコース感受性の充進によるインスリン分泌の増加が認められたが、同時にインスリン含量の低下、

p細胞特異的遺伝子の発現異常が認められた。 12週齢db/dbのP細胞では6週齢db/dbに比してインス

リン分泌が低下し、インスリン含量の低下、 p細胞特異的遺伝子の発現異常はより顕著であった。さら

に6週齢db/db膵島では同齢＋／＋に比して解糖系活性が上昇しており、 12週齢ではさらに充進していた。

また、 12週齢db/db膵島ではGPシャトル活性ならびに乳酸産生の増加、 Nmnat2の発現上昇、細胞内

NADH量の増加が認められた。以上から、糖尿病における p細胞の細胞内代謝変化ならびに機能不全は、

p細胞の加齢性変化ときわめて類似していることが明らかとなった。

Gotl KO細胞はMAシャトル活性を欠失しており、野生型細胞に比して解糖系の顕著な充進、 GPシ

ャトル活性ならびに乳酸産生の増加、 Nmnat2の大幅な発現上昇を示し、グルコース感受性の充進、イ

ンスリン含量の低下、 p細胞特異的遣伝子の発現異常を呈した。すなわち、 Gotl欠損により加齢に類似

した細胞内代謝変化を誘導すると、 p細胞機能についても加齢に類似した表現型が誘導されることが示

された。 GotlKO細胞において発現上昇している Nmnat2をノックダウンすると、細胞内NADが減少し

解糖系の活性が低下した。さらに、グルコース感受性が正常化し、同時にインスリン含量が増加しp細

胞特異的遺伝子の発現が回復した。同様に、 2ーデオキシグルコースを用いた解糖系の抑制によっても遺

伝子発現の回復が認められた。これらの結果から、加齢ならびに糖尿病に伴う解糖系の充進がp細胞の

機能不全を誘導していることが示唆された。 GotlKO細胞においてNmnat2をノックダウンすると、 Sirtl

ならびにParplの活性が上昇したことから、 Nmnat2による NAD産生は、解糖系のみならずNAD依存

性シグナル伝達経路を制御してP細胞機能を変容させている可能性が示唆された

本研究は加齢や糖尿病に伴う膵島での代謝変化を検討し、従来ほとんど検討が行われていなかった解

糖系の変化とそのメカニズムに関する重要な知見を得たものとして価値ある業績であると認める。よっ

て本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があるものと認める。




