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緒緒  言言  

 
糖尿病における膵β細胞の機能や増殖に及ぼす細胞/臓器連関の分子メカニズムは、ホルモンやアディポカインなど

の液性因子や神経ネットワークを中心に様々な研究がなされているが、未だ不明な点が多い。例えば肥満によって肝臓

にインスリン抵抗性が生じると膵β細胞の増殖が促進されることや、脂肪組織特異的に IR（Insulin receptor）を    

後天的にノックアウトしたマウスで、膵臓のβ細胞の増殖が見られたことが報告されているが［1］、その分子     

メカニズムはほとんど明らかになっていない。 
一方で近年、エクソソーム内に機能性miRNAが内包されていること（以下エクソソームmiRNA）や、様々な細胞

から分泌されたエクソソームが生体内を循環し、他の細胞／臓器にエクソソーム miRNA を受け渡すことで、    

エクソソームが細胞/臓器連関の担い手として働くことが示された［2］。研究代表者らは、骨髄移植という非生理的な 

条件下ではあるが、骨髄細胞が放出するエクソソームmiRNAが膵β細胞の増殖を促すことを発見した［3］。 
脂肪細胞は生体内を循環する miRNA の主要な分泌源であり、脂肪細胞から放出されたエクソソーム miRNA が  

肝臓に取り込まれ、遺伝子発現を調節していることが示されている［4］。これらの知見から、本研究では肥満や後天的

に脂肪細胞特異的に IR をノックアウトして脂肪組織に変化を与えることで、脂肪組織から放出されうるエクソソーム

miRNA が膵β細胞増殖に与える影響を検討することとした。血清中エクソソーム miRNA を網羅的に解析し、    

これらの環境で変化した miRNA を個別に検討し、膵β細胞の増殖を促すエクソソーム miRNA の候補を探索する。 

本研究の成果は糖尿病の新たな治療法開発につながる可能性も想定され、大変意義深いと考えられる。 
 

方方  法法  

 
11．． タタモモキキシシフフェェンン誘誘導導性性脂脂肪肪組組織織特特異異的的 IIRRノノッッククアアウウトトママウウススのの作作製製  
 アディポネクチンプロモーター制御下にタモキシフェン誘導性に Cre リコンビナーゼを活性化するマウス       
（以下Cre/＋）と、IR flox/flox（以下 IR f/f）マウスを交配し、タモキシフェン誘導性脂肪組織特異的 IRノックアウト

マウス（以下 Cre/＋；IR f/f）を作製した。また、コントロールとして Cre リコンビナーゼを発現していない      

IR f/fマウス（以下＋/＋；IR f/f）を作製した。 
22．． 予予備備実実験験：：CCrree//＋＋；；IIRR  ff//ffママウウススとと＋＋//＋＋；；IIRR  ff//ffママウウススへへののタタモモキキシシフフェェンン投投与与  
明暗周期12時間、通常食で飼育した7週齢の雄マウスCre/＋；IR f/fマウス（N = 1）と＋/＋；IR f/f（N = 1）に 

それぞれタモキシフェン 100 mg/kg を 5 日間連続投与した。5 日間連続投与終了後 3 日目に血糖測定を行った後   

マウスを安楽死させ、Cre/＋；IR f/f マウスと＋/＋ ; IR f/f マウスそれぞれから eWAT（Epididymal White Adipose 
Tissue）、iWAT（Inguinal White Adipose Tissue）、BAT（Brown Adipose Tissue）、膵臓、肝臓、血清を採取した。 
33．． 血血清清イインンススリリンン濃濃度度測測定定  
  モリナガ社のマウスインスリン測定キットを用いて手順書通りに血清中のインスリン濃度を測定した。 
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44．． 定定量量的的PPCCRR  
  eWAT、iWAT、BATの各脂肪組織を破砕し、QIAGEN社のmiRNeasy Mini Kitを用いて手順書通りにそれぞれの

RNA を抽出した。cDNA を合成し、SYBR green 法で定量的 PCR を行った後、ΔCT 法で IR の mRNA 発現量を   

解析した。 
55．． 膵膵臓臓のの蛍蛍光光免免疫疫染染色色  
  摘出した膵臓をパラフィン包埋したプレパラートを作製した。脱パラフィン化後、抗原賦活化処理を行い、     

ブロッキング後に抗インスリン抗体と抗 Ki67 抗体を混合して一晩反応させた。翌日 Alexa 568、Alexa 488 で標識  

した二次抗体と反応させ、DAPI 染色を行った。インスリン陽性細胞のうち、Ki67 陽性細胞率を Image J を用いて  

計測した。 
66．． CCrree//＋＋；；IIRR  ff//ffママウウススとと＋＋//＋＋；；IIRR  ff//ffママウウススへへののタタモモキキシシフフェェンン投投与与  
明暗周期 12 時間、通常食で飼育した 7 週齢の雄マウス Cre/＋；IR f/f マウス（N=7）と＋/＋；IR f/f（N=7）に    

それぞれタモキシフェン 100 mg/kg を 5 日間連続投与した。5 日間連続投与終了後 3 日目に血糖測定を行った後    

マウスを安楽死させ、Cre/＋；IR f/f マウスと＋/＋；IR f/f マウスそれぞれから eWAT、iWAT、BAT、膵臓、肝臓、  

血清を採取した。また、タモキシフェン投与開始日から連日血糖測定を行った。  
77．． 血血清清中中エエククソソソソーームムmmiiRRNNAAととeeWWAATT  mmiiRRNNAAのの次次世世代代シシーーケケンンササーー解解析析  
  Cre/＋；IR f/f マウスと＋/＋；IR f/f 雄マウスそれぞれ 7 匹から、1 匹あたり 110μL の血清をプールし、Cre/＋；  
IR f/f マウスと＋/＋；IR f/f マウスの血清サンプルを 770μL ずつ得た。QIAGEN 社の miRCURY Exosome 
Serum/Plasma Kit で Exosome を血清から分離した後、miRNeasy Micro Kit を用いて手順書通りに血清中     

エクソソーム RNA を抽出した。また、eWAT から抽出した RNA を各個体から等濃度でプールし、Cre/＋；      

IR f/f マウスと＋/＋；IR f/f マウスの eWAT RNA サンプルを作製した。これら 4 サンプルのmiRNA 発現をQIAseq 
miRNA-Seqにより網羅的に測定しており、詳細な解析を進める。 
88．． 高高脂脂肪肪食食負負荷荷ママウウススとと通通常常食食ママウウススのの血血清清中中エエククソソソソーームムmmiiRRNNAAのの次次世世代代シシーーケケンンササーー解解析析  
  明暗周期 12 時間、通常食で飼育した 8 週齢の C57 BL/6J 雄マウスを、8 週間高脂肪食（N = 10）または通常食     
（N = 10）を負荷する群と16週間高脂肪食（N = 10）または通常食（N = 10）を負荷する群に分けた。8週間または

16 週間負荷した後マウスを安楽死させ、血清サンプルを採取した。それぞれの群 10 匹から、1 匹あたり 100μL の  

血清サンプルをプールし、6 と同様の方法でエクソソーム miRNA を抽出した。これら 4 サンプルの miRNA 発現を

QIAseq miRNA-Seqにより網羅的に測定し詳細な解析を行った。 
99．． 統統計計学学的的解解析析  
統計学的な有意差検定は、スチューデントの t検定で行った。P < 0.05を統計学的有意差ありと判定した。 

 
結結  果果  

  

11．． 予予備備実実験験：：タタモモキキシシフフェェンン誘誘導導性性脂脂肪肪組組織織特特異異的的にに IIRRををノノッッククアアウウトトししたた  
  eWAT、iWAT、BAT のそれぞれにおいて、＋/＋；IR f/f マウスに比して Cre/＋；IR f/f マウス群で IR の mRNA   

発現量が低下していることを確認した（eWAT：50.4％、iWAT：34.0％、BAT：20.5％）。 
22．． 予予備備実実験験：：IIRRノノッッククアアウウトトママウウススににおおいいてて耐耐糖糖能能はは低低下下ししたた  
  ＋/＋；IR f/f マウスに比して Cre/＋；IR f/f マウス群で血糖値上昇（144 vs 223 mg/dL）、インスリン濃度上昇      
（1.34 vs 2.84μU/mL）、HOMA-IRの上昇（0.48 vs 1.56）が見られ、耐糖能の低下が示唆された。 
33．． 予予備備実実験験：：CCrree//＋＋；；IIRR  ff//ffににおおいいてて膵膵ββ細細胞胞ののKKii6677陽陽性性率率上上昇昇がが見見らられれたた  
  ＋/＋；IR f/fマウスに比してCre/＋ ; IR f/fマウス群で膵β細胞のKi67陽性率が増加（0.48 vs 3.7％）した（図1）。 
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図1．Cre/＋；IR f/f群で膵β細胞のKi67陽性率の上昇 
左：＋/＋；IR f/fの膵臓蛍光免疫組織染色。 
右：Cre/＋；IR f/fの膵臓蛍光免疫組織染色。 
Cre/＋；IR f/fでKi67陽性細胞が増加していた。 

（赤：インスリン、緑：Ki67、青：DAPI、スケールバー：100μm） 
 

44．． タタモモキキシシフフェェンン誘誘導導性性脂脂肪肪組組織織特特異異的的にに IIRRををノノッッククアアウウトトししたた  
  結果 1～3 の少数サンプルでの検討で得た知見をもとに、サンプル数を 7 匹に増やして IR の mRNA 発現量解析を 

行った。eWAT、iWAT、BAT いずれの群においても Cre/＋；IR f/f マウス群で IR の mRNA 発現量は有意に低下         
（図2a～c）した。 

 

図2．タモキシフェン誘導性に脂肪組織特異的に IRのmRNA発現量が相対的に低下した 
Cre/＋；IR f/f群で、（a）eWAT（p < 0.001）、（b）iWAT（p < 0.001）、（c）BAT（p < 0.001）の

IR mRNA発現量が低下した。 
 

55．． CCrree//＋＋；；IIRR  ff//ffママウウスス群群ににおおいいてて耐耐糖糖能能のの悪悪化化がが見見らられれたた  
タモキシフェン投与開始後5日目より、IRをノックアウトした群で有意に血糖が上昇し（図3）、耐糖能が悪化した。 

 
図3．Cre/＋；IR f/f群で耐糖能が悪化した 

タモキシフェン投与開始5日目より、Cre/＋；IR f/f群で血糖が有意に上昇した（各日p < 0.001）。 
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66．． CCrree//＋＋；；IIRR  ff//ffママウウスス群群ににおおいいてて脂脂肪肪組組織織はは萎萎縮縮しし、、肝肝重重量量はは増増加加ししたた  
IR をノックアウトした群で eWAT、iWAT、BAT の重量が低下（図 4a～c）し、脂肪組織は萎縮していた。       

また、肝重量は増加（図4d）し脂肪肝を呈していた。 
 

 
図4．Cre/＋；IR f/f群で脂肪組織の萎縮がみられ、肝重量が増加した 

Cre/＋；IR f/f群で（a）eWAT（p < 0.001）、（b）iWAT（p < 0.001）、（c）BAT（p < 0.001）
の重量が減少した。また、Cre/＋；I R f/f群で（d）肝重量の増加が認められた（p < 0.001）。 

 
77．． CCrree//＋＋；；IIRR  ff//ffママウウスス群群ににおおいいてて膵膵ββ細細胞胞のの増増殖殖ががみみらられれたた  
 IRノックアウト群において、膵β細胞のKi67陽性率が有意に増加した（図5）。 
 

 
図5．Cre/＋；IR f/f群で膵β細胞のKi67陽性率が増加した 

Cre/＋；I R f/f群で膵β細胞のKi67陽性率が有意に増加し（p < 0.001）、
膵β細胞の増殖促進が示唆された。 
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88．． 高高脂脂肪肪食食負負荷荷ママウウススににおおいいてて5544個個のの血血清清中中エエククソソソソーームムmmiiRRNNAA発発現現量量がが増増加加ししたた  
QIAseq miRNA-seqで得られた生のリード数データに対してRPM正規化を行い、高脂肪食負荷8週で1.2倍以上、

16 週負荷で 1.5 倍以上に増えたエクソソーム miRNA が 54 個確認された。高脂肪食負荷 16 週の個々のサンプルの 

評価でも有意な発現増加を示す miRNA を認めた（図 6）。なお、標準化は geNORM で抽出された内在性       

コントロールであるmiR-24a-3pで行った。 
 

  
  

図6．高脂肪食群において、血清中エクソソームmiRNAの発現量が有意に増加した 
次世代シークエンサー解析で高脂肪食群において発現量が増加している54個のエクソソーム 
miRNAのうち、16週高脂肪食負荷後では約2.5倍の発現増加を示すmiRNAを認めた（p < 0.001）。 
 

考考  察察  

 
まず、タモキシフェン誘導性に IR をノックアウトするマウスモデルを確立した。これらのマウスでは既報通り   

膵β細胞の Ki67 陽性率が増加しており、IR をノックアウトすることで変化した何らかの因子が、膵β細胞の増殖を   

促していると考えられる。我々は、その因子として生体内を循環するエクソソーム miRNA を想定し、次世代     

シーケンサーを用いて候補となるエクソソーム miRNA 検討していく予定である。肥満マウスにおける血清     

エクソソームmiRNAの次世代シーケンサーでの網羅的解析は行っており、これらの次世代シーケンサー解析の結果を

統合し、膵β細胞の増殖を促すエクソソームmiRNAの候補を絞り込んでいく。 
今後はさらに、絞り込んだ候補 miRNA を単離した膵島に添加し、インスリン分泌や増殖に及ぼす影響を検討する 

予定である。また、同定された miRNA やその anti-miRNA をモデルマウスに投与し、膵β細胞の増殖や機能に    

及ぼす影響を検討する予定である。 
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