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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病では膵ランゲルハンス島β細胞からのインスリン分泌が徐々に低下し膵β細胞疲
弊が生じる。このメカニズムを解明するため、高血糖による糖毒性物質advanced glycation end-products (AGE)とそ
の細胞膜受容体receptor for AGE (RAGE)に着目し、レプチンシグナル不全のdb/dbマウスを使って検討した。また、マ
ウス膵β細胞由来MIN6細胞を用いて糖脂肪毒性の影響を調べた。レプチン受容体シグナルの遮断と、遊離脂肪酸の暴露
によって膵β細胞膜上のRAGE発現誘導が生じ、さらにAGE刺激によって膵β細胞はアポトーシス、インスリン分泌不全
に陥ると結論された。

研究成果の概要（英文）：Glucolipotoxicity, which is exerted by free fatty acids (FFA) and prolonged 
hyperglycemia, is implicated in pancreatic β-cell failure in diabetes. We examined whether advanced 
glycation end-products (AGE) and RAGE contribute to β-cell failure in a type 2 diabetes mouse model. 
Pretreatment of FFA combined with a leptin antagonist induced RAGE expression, AGE-elicited apoptosis, 
and impaired glucose-stimulated insulin secretion by AGE in MIN6 cells. FFA elevation with concomitant 
AGE formation during prolonged hyperglycemia could cause β-cell damage through insufficient leptin 
action and subsequent RAGE induction in type 2 diabetes.

研究分野：糖尿病学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病患者数は世界的に急増しており、

2010 年には全世界で既に 2 億 8,500 万人に
達し、2030 年には 4 億 3,900 万人に達する
との疫学報告もある。血糖コントロール状態
が悪い 2型糖尿病においては膵ランゲルハン
ス島β細胞からのインスリン分泌が徐々に
低下しβ細胞の数や量自体も低下する、いわ
ゆる膵β細胞疲弊が生じる。その一部は糖毒
性・脂肪毒性で説明されている。しかしなが
ら、このような現象が生じるメカニズムにつ
いては未だ十分に解明されておらず、これを
解き明かすことは糖尿病を克服するうえで
最重要の課題の一つとなっている。 
糖尿病のような慢性高血糖状態において
はタンパク、核酸、生体膜脂質などの非酵素
的糖化（グリケーション）反応が加速的に進
行する。この反応による不可逆的な生成物は
後期糖化反応生成物（advanced glycation 
end-products、AGE）と呼ばれ、糖尿病血管
合併症の原因の一つと考えられている。その
細胞膜受容体として見出されたのが RAGE
（receptor for AGE）である。つまり、今回
の研究において、膵β細胞疲弊を考える上で、
糖毒性の観点からAGEとRAGEに着目し研
究を行うこととした。 

 
２．研究の目的 
本研究において、レプチンシグナル不全の

ob/ob マウスや db/db マウスを用いることで
レプチンシグナル、糖毒性・脂肪毒性、そし
て RAGE 発現誘導が膵β細胞疲弊にどのよ
うな影響を与えるのかを明らかにすること
を目的とする。医療経済的にも大きな社会問
題となっている糖尿病の有効な新規治療法
の創生、さらには将来の臨床への応用や展開
を目指す。 
 
３．研究の方法 
肥満 2型糖尿病マウスを使用し、膵ランゲ
ルハンス島を単離、酵素処理によって単一細
胞に分散化後、フローサイトメトリーで解析
した。RAGE 欠損マウスを db/db マウスと掛け
合わせ、RAGE 欠損 db/db（RAGE-/- db/db）マ
ウスを作製し解析に用いた。 
細胞はマウス膵β細胞由来のMIN6細胞（大
阪大学・宮崎教授から分与：19-25 世代を使
用）を用いた。実験には脂肪毒性による刺激
として遊離脂肪酸であるパルミチン酸ある
いはオレイン酸を、糖毒性刺激として
AGE-bovine serum albumin (BSA)を使用した。
レプチンシグナル遮断のために、レプチン受
容体アンタゴニスト（D23L/L39A/D4A/F41A; 
PLR Ltd）を用いてインスリン分泌能やアポ
トーシスの検出を行った。 
 
４．研究成果 
 複数の肥満 2型糖尿病マウス（高脂肪食負
荷、ob/ob、db/db マウス）から膵ランゲルハ
ンス島を単離し、酵素処理によって単一細胞

に分散化後、フローサイトメトリーで解析し
た結果、レプチンシグナル不全である ob/ob、
db/db マウス由来の膵β細胞においてのみ
RAGE発現が確認できた。次に、RAGE欠損db/db
（RAGE-/- db/db）マウス、RAGE 野生型 db/db
（RAGE+/+ db/db）マウスを作製し調べると、
耐糖能、インスリン分泌能は RAGE-/- db/db
マウスにおいて良好で、アポトーシスに陥っ
た膵β細胞数も少なく、膵β細胞容積・数も
保たれ、膵β細胞疲弊から免れていた。両者
間で血中 AGE 濃度、遊離脂肪酸濃度、アディ
ポネクチン・レプチン濃度に有意差はなかっ
た。 
続いてマウス膵β細胞由来の培養 MIN6 細
胞を用いて RAGE 発現誘導、インスリン分泌
能、アポトーシス誘導につき検討を行った。
脂肪毒性としての 0.2 mM パルミチン酸ある
いはオレイン酸を MIN6 細胞に 24時間暴露す
ると RAGE が細胞膜上に発現誘導され、0.2 
ug/ml レプチン受容体アンタゴニストの前処
理でさらに RAGE 発現は増強した。高グルコ
ースによるインスリン分泌は、FFA とレプチ
ン受容体アンタゴニスト処置によって低下
し、50 μg/ml AGE-BSA 暴露が加わると対照
の非糖化BSAに比べてさらに有意に低下した。
細胞内caspase-3/7の活性化を指標としたア
ポトーシス細胞数も同様な処置により著増
していた。 
以上の結果から、レプチン受容体シグナル
の遮断と、脂肪毒性によって膵β細胞膜上の
RAGE 発現誘導が生じ、さらにそこに糖毒性が
加わることにより膵β細胞はアポトーシ
ス・インスリン分泌不全に陥ると結論された。 
このことは 2型糖尿病において糖毒性・脂
肪毒性による膵β細胞疲弊とその防止を考
える上で重要な知見と考えられた。 
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