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１．はじめに  

 ２型糖尿病では、膵α細胞におけるグルカゴン分泌抑制の障害が認められる1)。即ち、通常、

食後にグルカゴン分泌が低下するが、２型糖尿病では、この低下反応が障害されている。しか

しながら、そのメカニズムについては不明である。本研究課題においては、グルカゴン遺伝子

の転写を調節する可能性がある２つの転写因子、ATF3とFoxO1に着目して研究を行った。ATF3は

酸化ストレスなどで急性に発現が誘導されるストレス応答タンパクであり、β細胞においてはア

ポトーシスを誘導することで、β細胞量を調節していることが報告されているが2, 3)、α細胞にお

けるATF3の生理的役割についての報告は少ない4)。一方、FoxO1はインスリンシグナル下流で制

御されており、申請者は種々のインスリン標的臓器においてFoxO1がインスリンの代謝作用に関

わっていることを報告してきた5-8)。また、申請者は以前にβ細胞においてはFoxO1が高グルコー

スによる酸化ストレス依存性に核に移行し、機能することを報告している9)。最近、α細胞にお

けるインスリンシグナルがグルカゴン分泌調節に重要であること10)、さらにα細胞において

FoxO1はグルカゴン遺伝子の転写を調節することが報告された11)。そこで、本研究課題において

は、α細胞におけるATF3とFoxO1の役割を、培養α細胞を用いたvitroの系で高グルコースと酸化

ストレスの面から検討した。また、α細胞特異的な遺伝子改変動物を作製し、解析することでα

細胞におけるATF3とFoxO1の役割をvivoの系でも検証することを目的とした。本研究の成果を元

にα細胞機能が障害される分子メカニズムが明らかとなり、新しいタイプの２型糖尿病薬の開発

につながることを期待している。 

 

２．方法と結果 

（１）αTC 細胞におけるグルコース濃度の変化と ATF3 強制発現による影響の検討 
 まず、膵α細胞の細胞株であるαTC 細胞を種々のグルコース濃度（0, 1, 5, 25mM）で培養後、グ

ルカゴンの mRNA レベルとグルカゴンプロモーター活性を定量 RT-PCR 法とルシフェラーゼアッ

セイを用いて解析した所、低グルコース濃度によってグルカゴンの mRNA レベルとグルカゴンプ

ロモーター活性が上昇することが明らかとなった。次に同上の条件で ATF3 の発現レベルを調査

した所、ATF3 も低グルコース濃度で増加していた。また、FLAG-tag を付加した ATF3 をαTC 細胞

にトランスフェクションし、グルコース濃度依存性に、核—細胞質への移行が起こるかを、FLAG
抗体を用いた細胞免疫染色により検討したが、ATF3 の有意な細胞内移行は認められなかった。さ

らに、アデノウイルス発現系を用いて、αTC 細胞に ATF3 を過剰発現させた際の、グルカゴン発現

量とグルカゴンプロモーター活性を検討した。ATF3 の発現量依存性にグルカゴンプロモーター活

性は上昇したが、定量 RT-PCR 法を用いた解析ではグルカゴン mRNA の発現量は変化しなかった。 
 



（２）２型糖尿病モデル動物のα細胞における ATF3 と FoxO1 の解析 
 膵臓における ATF3 の発現パターンに関しては、意見が分かれていた。Hai らのグループでは

ATF3 はラ氏島β細胞に発現していると報告し、実際に ATF3 欠損マウスではβ細胞のアポトーシス

が減少し、インスリン分泌能が向上することを報告している（Zmuda EJ, Diabetologia, 1438, 2010）。
一方で Steiner らのグループは ATF3 がラ氏島内ではα細胞に特異的に発現すると報告している

（Wang J, PNAS, 12660, 2003）。この違いがマウスの遺伝子背景の違いによるものか、使用した抗

体の違いによるものかは不明であった。そこで我々は市販されている異なる３種類の抗体

（Santa-Cruz:C-19、Santa-Cruz:H-90、abcam:70005）を用いて、膵臓における ATF3 の発現パターン

を調べた。野生型マウスの膵臓切片において、これらの ATF3 抗体とインスリン、あるいはグル

カゴン抗体との２重免疫染色を施行した所、C-19 抗体では ATF3 はグルカゴンと共染色したが、

インスリンとは共染色しなかった。一方、H-90 抗体と abcam 抗体では ATF3 はインスリンとグル

カゴンの両方と共染色した。また、C-19 抗体では ATF3 は細胞質優位に染色されており、H-90 と

abcam 抗体では核に優位に発現が確認された。これらの結果から、ATF3 は染色に用いる抗体によ

って膵臓における発現パターンが異なって解釈される可能性が示唆された。一方、これらの抗体

を用いて、高脂肪食飼育マウスと db/db マウスのラ氏島細胞における ATF3 と FoxO1 の発現レベ

ルを、組織免疫染色を用いて検討したが、コントロールマウスと比べて有意な差は認められなか

った。また、これらのマウスからラ氏島を単離し、定量 RT-PCR を用いて ATF3 と FoxO1 の mRNA
量を解析したが、やはり有意な差は認められなかった。 
（３）α細胞特異的 ATF3 ノックアウトマウスと FoxO1 ノックアウトマウスの作成と解析 

 α細胞におけるATF3の生理的役割をvivoで明らかにする為に、Glucagon-Creマウス（ジュネー

ブ大学のHerrera Edlund教授より供与）とATF3 floxマウス（東京医科歯科大学の北嶋教授より供

与）、あるいはFoxO1 floxマウス（ハーバード大学のRoland Depinho教授より供与）を交配し、α

細胞特異的ATF3ノックアウトマウスとα細胞特異的FoxO1ノックアウトマウスを作成した。これ

らのマウスの血糖値（空腹時血糖と随時血糖共に）は正常範囲であった。次に、糖負荷テストを

行った所、α細胞特異的ATF3ノックアウトマウスとα細胞特異的FoxO1ノックアウトマウスの両

方で耐糖能に変化はなかった。さらに、インスリン負荷テストを施行したが、やはり両方のノッ

クアウトマウスでコントロールと比べて有意な差は認められなかった。しかしながら、今回解析

したマウスの匹数が少ない為、現在、さらにα細胞特異的ATF3ノックアウトマウスとFoxO1ノッ

クアウトマウスの匹数を増やして検討中である。また、これらのマウスの血清グルカゴン値と血

清インスリン値、さらに膵臓の組織学的解析に関しても現在検討中である。 

 

３．考察 

 今回の培養細胞を用いた解析からは、α細胞における ATF3 の発現レベルはグルコース濃度で調

節されていることが示されたが、ATF3 の細胞内局在に関しては明らかな影響は確認できなかった。

また、ATF3 はα細胞においてグルカゴン遺伝子の転写を直接調節する可能性が示唆された。これ

まで意見が分かれていた膵臓における ATF3 の発現パターンに関しては、使用する抗体によって染

色性が異なることが明らかとなり、今後は異なる３種類の抗体を用いて解析結果を確認する必要

があると思われた。また、高脂肪食飼育マウスや db/db マウスといった２型糖尿病モデルマウス

のα細胞において、ATF3 と FoxO1 の発現に明らかな差は認められず、糖尿病病態との関わりにつ

いては明らかにならなかった。一方、α細胞特異的 ATF3 ノックアウトマウスと FoxO1 ノックアウ

トマウスの解析の結果、血糖値（空腹時血糖と随時血糖共に）、糖負荷テスト、インスリン耐性

試験の全てにおいて有意な変化を認めておらず、in vivo における ATF3 と FoxO1 のα細胞での生



理作用についても明らかにできなかった。ATF3 と FoxO1 はα細胞においてグルカゴンの遺伝子転

写調節を介して血糖値のコントロールに関与している可能性が示唆されるが、これまでのところ

は糖代謝調節との関係について不明のままである。今後、さらにα細胞における ATF3 と FoxO1 の

機能について検討を行っていく予定である。最後になりましたが、本研究課題に対して助成をし

て頂きました公益財団法人、アステラス病態代謝研究会に深謝致します。 
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