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1 要旨 

 

近年，血管内皮細胞が膵β細胞機能やインスリン分泌に重要な役割を果たしてい

ることが報告されている。本研究では，血管内皮細胞における Insulin receptor substrate 

(IRS) 2 の膵β細胞機能に対する役割を解明すべく，血管内皮細胞特異的 IRS2 欠損

(ETIrs2KO)マウスを用いて検討を行った。ETIrs2KO マウスは膵β細胞機能そのもの

には異常を認めなかったが，膵島血流量とインスリン分泌が野生型マウスに比して

低下していることを明らかにした。さらに，ACE 阻害剤により膵島血流量を改善す

ることで，インスリン分泌が改善することを明らかにした。本研究結果は，血管内

皮細胞における IRS2 発現量低下に伴った膵島血流量の減少が，インスリン分泌不全

を発症する原因の１つであることを明らかにした。 
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2 序文 

 

現在，わが国では 2 型糖尿病患者の数が増加の一途をたどっており，最新の厚生

労働省の「患者調査」によると糖尿病患者数は 316 万 6,000 人となり，過去最高とな

っている。さらに，「糖尿病が強く疑われる者」は約 950 万人，「糖尿病の可能性を

否定できない者」を合わせると約 2,050 万人にものぼるといわれている。2 型糖尿病

は，遺伝素因に，過食，運動不足，肥満などの環境因子が加わり，インスリン分泌

不全とインスリン抵抗性という 2 つの大きな要因が単独または相互に関連し発症す

る疾患である（1, 2）。日本人は遺伝因子として欧米人に比べてインスリンの分泌能

が低いうえ（約 1/2 ともいわれる），環境因子として急速に進んだ食生活の欧米化や

運動不足により肥満や内臓脂肪の蓄積にともなうインスリン抵抗性が進んだ結果，

相対的なインスリンの作用不足に陥り 2 型糖尿病の急増にいたっていると考えられ

ている。インスリン分泌不全は遺伝因子などによる膵β細胞量と機能の欠損が関与

していると考えられ，インスリン抵抗性は過食，運動不足による肥満・内臓脂肪の

増加などの環境因子，遺伝因子の両方が関与していると考えられている（図 2-1）。

インスリン抵抗性の程度に応じて膵β細胞の機能やその量が代償的に亢進・増加し，

必要とするインスリン量を供給することで通常は血糖値が維持される。しかしなが

ら，このインスリンの代償的過剰分泌が膵β細胞の疲弊を招き，インスリン分泌障
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害を経て 2 型糖尿病を発症すると考えられている（3）。 

2 型糖尿病の病態発症因子 

 

（図 2-1） 

 

英国で実施された UKPDS（United Kingdom Prospective Diabetes Study）の臨床試験

結果から，高血糖症状で 2 型糖尿病と診断されるときには，インスリンを分泌する

膵β細胞の機能が正常に比べて 50％も減少していることが報告されている（図 2-2）

（4，5）。また，そもそも 2 型糖尿病の発病（膵β細胞機能が低下する始まり）は，

その診断がくだされる 10 年前，あるいはそれ以上も前から始まっていると考えられ

ている。膵β細胞の量と機能の欠損が 2 型糖尿病の特徴とされ，2 型糖尿病における

膵β細胞の量は，健常人に比して 20～40％減少していると考えられているが，一方

でインスリン分泌量は 80％以上も減少していることが知られている。つまり，2 型

糖尿病では，膵β細胞量の減少だけではなく，膵β細胞機能不全もしくはそれに加
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えた何らかの理由でインスリン分泌不全が起きていることを示唆している。 

 

β細胞機能と糖尿病の罹病期間 

 

(引用文献 5 より改変) 

（図 2-2） 

 

膵島は膵臓全体の 1～2%の体積しか占めないが，血管網が非常に発達しており膵

臓全体の 5～10%もの血流を受けている非常に血流が豊富な器官であることが知ら

れている（図 2-3）（6）。更に，膵臓表面に存在する膵島の酸素分圧は 40 mmHg 程あ

り，他の組織に比べて非常に高い圧力にさらされていることが知られている（7，8）。

これは膵β細胞が適切にグルコースを感知し，代謝するために必要な酸素が供給さ

れているためであると考えられている（9，10）。また，その高い血管密度は，膵β

細胞の再生（11，12）や膵島から分泌されるホルモンを即座に全身に循環させるた
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めに重要であるとも考えられている。近年，膵島に流れ込む血流量とインスリン分

泌量の間に何らかの関係性があることを示唆する研究結果がいくつか報告されてい

る。岩瀬らのグループは，グルコースや SU 剤などのインスリン分泌を誘発する物質

が膵島血流量を増加させることや，膵島血流量とインスリン分泌量との間に相関関

係があることを示している（13）。さらに，renin-angiotensin system（RAS）阻害作用

を有する angiotensin-converting enzyme（ACE）阻害剤や angiotensin II receptor 阻害剤

（ARB）は膵島血流量を増加させることで，グルコース応答性インスリン分泌を増

強させ，耐糖能異常を改善することが報告されている（14-16）。また，RAS 阻害剤

に加えて，いくつかの血管拡張剤が膵島血流量を増加し，耐糖能異常を改善するこ

とも報告されている（17，18）。これらの結果は，インスリン分泌量は膵島血流量に

よっても調節されていることを示唆している。また，2 型糖尿病における膵島血流量

に関する文献報告もなされている。例えば，2 型糖尿病モデルラットである GK ラッ

トにおいては，12 週齢では正常ラットに比して膵島血流量が増加しているのに対し，

52 週齢の末期の糖尿病状態においては正常ラットに比して膵島血流量が顕著に低下

していることが報告されている（19）。さらに，2 型糖尿病モデルマウスである ob/ob

マウスにおいても，1 ヶ月齢の膵島血流量は正常マウスに比して高値を示すのに対し，

糖尿病が進展した 6～7ヶ月齢においては顕著に低下していることが報告されている

（20）。これらの結果から，2 型糖尿病の病態においてもインスリン分泌と膵島血流
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量の間に何らかの関係があることが示唆されるが，明確な関係性は明らかにされて

いない。 

 

ラット膵島を用いた腐食標本の電子顕微鏡写真 

 

（引用文献 21 より転載） 

（図 2-3） 

 

 我々は以前，インスリンシグナルにおいて重要な役割を担うインスリン受容体基

質（insulin receptor substrate（IRS））2 を血管内皮細胞に特異的に欠損した（ETIrs2KO）

マウスを作成した（22）。本マウスでは，血管内皮細胞において血管拡張作用をもつ

nitric oxide（NO）を産生する酵素である内皮型 NO 合成酵素のインスリンによる活

性化が約 1/3～1/4 に低下しており，グルコースクランプ法によりインスリン感受性
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を測定したところ骨格筋においてインスリンによる糖の取り込みが有意に低下して

いることを明らかにしている。さらに，マイクロバブルを用いて毛細血管の拡張能

について評価したところ，野生型マウスで認められたインスリンによる血管拡張が，

ETIrs2KO マウスでは有意に障害されていることも明らかにしている。以上の結果か

ら，ETIrs2KO マウスではインスリンによる内皮型 NO 合成酵素の活性化が十分に起

こらないため，毛細血管の拡張や骨格筋間質へのインスリンの移行が障害され，骨

格筋におけるインスリン依存性の糖の取り込みが低下していることを明らかにした。

さらに，肥満・2 型糖尿病モデルマウスとして 8 週間にわたり高脂肪食を負荷したマ

ウスの血管内皮細胞における IRS2 の発現を調べたところ，野生型マウスに比して約

1/4 まで低下していることを明らかにした。また，インスリンによる内皮型 NO 合成

酵素の活性化を調べたところ，ETIrs2KO マウスと同様に約 1/3 まで低下しているこ

とがわかった。高インスリン血症を呈する肥満・2 型糖尿病状態では，インスリンシ

グナルの活性化により SREBP （sterol regulatory element binding protein）の産生が誘

導され，この SREBP が IRS2 遺伝子のプロモーター部位に結合することで，IRS2 遺

伝子の発現を抑制することが報告されている（23）。また，インスリンシグナルの下

流に存在する転写因子である Forkhead transcriptional factor（FOXO）が，インスリン

シグナルの活性化により不活化することで，IRS2 遺伝子の転写活性が低下すること

も報告されている（24）。これらの結果から，2 型糖尿病では血管内皮細胞における
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インスリン受容体基質，特に IRS2 の発現量が低下しているため，食後にインスリン

が分泌されてもそのシグナルは十分に伝達されずに内皮型 NO 合成酵素の活性化が

低下し，毛細血管の拡張や骨格筋間質へのインスリンの移行が正常に起こらず骨格

筋における糖の取り込みが障害されているものと結論付けた。 

 

これまでの研究結果から，私は 2 型糖尿病に伴う血管内皮細胞の IRS2 の発現量低

下が膵島血流量の低下を引き起こし，その結果インスリン分泌の低下が起こるので

はないかとの仮説を立てた。糖尿病の発症要因となるインスリン分泌不全に陥るメ

カニズムを解明することは，急増する糖尿病を制御する上で重要な研究テーマであ

る。また，これまでの膵島血流量とインスリン分泌に関する研究報告を概観すると，

膵島血流量が増加することでインスリン分泌が増加することは明らかにされている。

しかしながら，膵島血流量の低下がインスリン分泌におよぼす影響については明確

にされていない。 

 

そこで本研究では，現在急増している 2 型糖尿病におけるインスリン分泌不全メ

カニズムを解明すべく，血管内皮機能障害を呈する ETIrs2KO マウスの膵β細胞機能

およびインスリン分泌に関して解析を行った。その結果，血管内皮細胞の IRS2 の発

現量低下に伴う膵島血流量の低下によってインスリン分泌が低下すること，また，
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血管内皮細胞に発現する IRS2がインスリン分泌に極めて重要な役割を果たしている

ことを見出した。 
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3 方法 

 

動物 

 血管内皮細胞特異的に IRS2 遺伝子を欠損した ETIrs2KO マウスは，既に我々が樹

立したものを用いた（22）。C57BL/6J マウスについては，日本クレア社から購入し

た。動物は 12時間毎の明暗サイクルのもと，自由摂餌および自由給水にて飼育した。

すべての実験には雄性動物を用いた。また，すべての動物実験は東京大学動物実験

実施マニュアルに従い実施した。 

 

in vivo インスリン分泌試験 

実験に使用する動物はインスリン分泌実験 16 時間前（前日の 19 時）より絶食を

行った。グルコース負荷試験では，グルコース（Wako, Tokyo, Japan）を 3.0 g/kg で

腹腔内に単回投与した。アルギニン，グルカゴン負荷インスリン分泌試験では，2.1 

g/kg のアルギニン（Wako, Tokyo, Japan）もしくは 10 mg/kg のグルカゴン（Glucagon 

G Novo, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark）を腹腔内に投与した。血糖値は，尻尾よ

り採取した血液を用い自動血糖測定器（Glutest Pro, Sanwa Kagaku Kenkyusho, Nagoya, 

Japan）により測定した。また，採取した血漿を用い，Insulin radioimmunoassay（RIA）

kit（Institute of Isotopes, Budapest, Hungary）にて血漿インスリン値の測定を行った。 
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単離膵島を用いたインスリン分泌試験 

 マウスの膵島は，コラゲナーゼ法により単離した（25）。単離膵島を用いたインス

リン分泌試験は，0.2 % BSA 含有 krebs-ringer bicarbonate（KRB）buffer（129 mM NaCl, 

4.8 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 2.5 mM CaCl2, 5 mM NaHCO3, and 10 

mM HEPES; pH7.4）を用いた static incubation 法にて実施した。static incubation 法で

は，採取した 10 個の膵島を 500 μl の 2.8 mM グルコース含有 KRB buffer にて，37℃

で30分間静置した後に，それぞれのグルコース濃度を含有したKRB bufferにて，37℃

で 60 分間静置した。上清を回収し，Insulin RIA kit を用いてインスリン量の測定を行

った。また，採取した膵島を acid-ethanol solution（0.38 M HCl, 74% Ethanol）に移し，

-30℃で一晩培養して溶解させた後に膵島のインスリン含量を Insulin RIA kit を用い

て測定した。さらに DNA 含量を DNA assay kit（PicoGreen, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA）を用いて測定した。 

 

膵島灌流実験 

 膵島による継時的なインスリン分泌量を評価するため，膵島灌流実験を行った。

単離した膵島は大きさを基準に群わけを行い，それぞれのカラムに 50個ずつ移した。

カラムは 37℃のウォーターバス内に移し，温度を 37℃の一定に保った。さらに，37℃
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に保った 2.8 mM 含有 KRB buffer を 0.6 ml/min で 30 分間灌流し，その後 22.2 mM 含

有 KRB buffer に変更して灌流を行った。灌流液は 2 分毎に採取し，インスリンを

Insulin RIA kit を用いて測定した。 

  

定量 PCR 法 

 膵島からの Total RNA の採取は，RNeasy kit （QIAGEN Sciences, Maryland, USA）

を用いて行った。RQ1 RNase-free DNase（Promega, Madison, WI）による DNA の除去

を行った後に，cDNAをMultiScribe reverse transcriptase（Applied Biosystems, Foster City, 

CA）を用いて合成した。Insulin1, Insulin2 および Cyclophilin 遺伝子の発現量は，ABI 

Prism 7900 PCR system（Applied Biosystems）を用い，TaqMan quantitative PCR （50°C 

for 2 min, 95°C for 10 min followed by 40 cycles of 95°C for 15 s, 60°C for 1 min）により

定量した。プライマーおよびプローブは Applied Biosystems 社から購入した。遺伝子

発現量は，ハウスキーピング遺伝子である Cyclophilin との発現量比で算出した。 

 

膵島の組織学的評価 

 単離した膵島を 4 % paraformaldehyde（Wako, Tokyo, Japan）にて 4℃で一晩培養す

ることにより固定した後，パラフィン包埋した。4 μm の厚みで薄切した後に，シラ

ンコーティングされたガラススライド（Matsunami, Tokyo, Japan）に貼り付けた。膵
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臓切片を anti-rabbit insulin antibodies （diluted 1:200; Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA）にて免疫染色した。染色画像を CCD カメラ（Olympus, Tokyo, Japan）に

より撮影した後に，Win ROOF software（Mitani, Chiba, Japan）を用いて解析し，膵島

面積を算出した。動物 1 匹あたり 50 個以上の膵島を用いて解析を行った。 

BrdU 取り込みは，BrdU（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を 100 mg/kg で腹腔内に単

回投与した 6 時間後に膵臓を採取し，anti-BrdU antibody（diluted 1:200; Dako, Glostrup, 

Denmark）を用いて免疫染色を行った（26）。BrdU 陽性細胞数は，全膵β細胞数に占

める割合から算出した。動物 1 匹あたり 50 個以上の膵島を観察し，解析を行った。 

 pimonidazole 染色は，pimonidazole を 60 mg/kg で単回尾静注した 2 時間後に膵臓を

採取し， anti-pimonidazole antibody（diluted 1:100; Hypoxyprobe, Burlington, MA）を用

いて免疫染色を行った（27）。pimonidazole 陽性細胞数は，全膵β細胞数に占める割

合から算出した。動物 1 匹あたり 50 個以上の膵島を用いて解析を行った。 

  

膵臓を用いた灌流実験 

 実験に使用する動物は，16 時間前より絶食を行った。ネンブタール麻酔下にて腸

間膜および腎動脈を結紮した後に，大動脈を横隔膜の下で結紮した。灌流液を大動

脈に留置したカテーテルから 1 ml/min で流入し，門脈から回収した（28）。灌流液に

は，4.6 % dextran および 0.25 % BSA 含有 KRB HEPES buffer を用い，95 % O2 / 5 % 



15 

 

CO2ガスを用いて酸素濃度を一定に保った。グルコース濃度を 2.8 mM から 22.2 mM

に増加させ，インスリン分泌を評価した。灌流液に含まれるインスリン量は，Insulin 

RIA kit を用いて測定した。 

 

血流量評価 

 ネンブタール麻酔下にて，ポリエチレンカテーテルチューブ（PE10; BD, Franklin 

Lakes, NJ）を右頚動脈と大腿動脈にそれぞれ挿入した。非観血式血圧計（Muromachi 

Kikai, Tokyo, Japan）にて血圧を測定し，安定していることを確認した後に直径 10 μm

の非放射性カラードマイクロソフィア（Dye-Trak; Triton Technology, Los Angeles, CA）

を 10 秒間，右頚動脈に留置したカテーテルから 0.6 ml/min（2.5×10
6個/ml）にて投

与した。マイクロソフィア投与の 5 秒前より 60 秒間，大腿動脈から血液を採取した

（~0.50 mL/min）。各臓器を採取して重量を測定した後に暗視野顕微鏡（Olympus, 

Tokyo, Japan）を用いた freeze-thawing technique 法（29）により膵島に存在するマイ

クロソフィアの数をカウントした。血液および各組織に含まれるマイクロソフィア

の数は，血液は 16 N KOH，各組織は 2 % tween80 含有 4 N KOH により溶解させた後

にフィルター（GE Healthcare，Tokyo, Japan）を用いてマイクロソフィアを回収して

カウントした。各組織における血流量は，以下の計算式で算出した。 

 Qorg = Qref×Norg / Nref 
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 Qorgは組織の血流量 (mL/min)， Qref は大腿動脈から回収した血液量 (mL/min)，

Norg は組織に残存したマイクロソフィア数，Nref は回収した血液に含まれるマイク

ロソフィア数を示す。副腎に含まれるマイクロソフィア数をコントロールとし，左

右それぞれの副腎に含まれるマイクロソフィア数が 10 %以上異なった場合は，マイ

クロソフィアが適切に全身に循環していなかったと判断し，データとして採用しな

かった（29）。 

 インスリンの膵島血流量に及ぼす影響を測定するため，0.75 U/kg のインスリン

（Humulin R）を腹腔内に単回投与し，その 10 分後に膵島血流量を測定した（30）。

血糖は，マイクロソフィアを投与する直前に自動血糖測定器（Glutest Pro, Sanwa 

Kagaku Kenkyusho, Nagoya, Japan）により測定した。 

エナラプリルによる膵島血流量およびグルコース応答性インスリン分泌に対する

影響を評価するため，エナラプリル（Wako, Tokyo, Japan）を 100 μg/kg（0.1 ml/body）

で尾静脈に単回投与した。対照群には同量の溶媒（生理食塩水）を投与した。 

 

レクチン染色による血管の組織学的評価 

 レクチンは，血管内皮細胞特異的に結合することが知られている。蛍光ラベル化

されたレクチン（Lycopersicon Esculentum; Vector, Buringame, CA）をマウスの尾静脈

から単回投与し（1 mg/mL, 0.1 mL/mouse），3 分間放置した後に膵臓を単離した。4 % 
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paraformaldehyde を用いた 16 時間，4℃での固定の後，30 % スクロースにて処置し，

凍結組織切片作製用包埋剤（SAKURA SEIKI, Tokyo, Japan）を用いて包埋した。15 μm

の厚みで薄切を行った後に，シランコーティングされたスライドグラス（Matsunami, 

Tokyo, Japan）に貼り付けた。画像を蛍光顕微鏡で撮影し（Biozero, KEYENCE, Osaka, 

Japan），膵島に含まれる血管面積を，解析ソフト（Image J）を用いて解析した。動

物 1 匹あたり 50 個以上の膵島を観察し，解析を行った。 

 

統計解析 

 結果は平均±標準誤差（n）で表した。統計解析は，Statview software system（Abacus 

Concepts Inc., Berkeley, CA）を使用し，Student’s t-test にて解析した。 
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4 結果 

 

1）ETIrs2KO マウスはインスリン分泌能が低下している 

 12 週齢の ETIrs2KO マウスおよび野生型マウスにグルコースを負荷し，耐糖能お

よびインスリン分泌能の評価を行った。ETIrs2KO マウスは野生型マウスに比して耐

糖能異常を示し（図 4-1 左），糖負荷後 2 分におけるインスリン分泌が有意に低下し

ていることが明らかとなった（図 4-1 右）。 

 

12 週齢時の耐糖能とインスリン分泌 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおける糖負荷後の血糖値（左図）および

血漿インスリン値（右図）（Means ± SE, n = 9-10, *：P < 0.05, student’s t-test）。 

（図 4-1） 

 

続いて 24 週齢の動物を用いて同様の実験を行ったところ，24 週齢においても

ETIrs2KO マウスは野生型マウスに比して耐糖能異常（図 4-2 左）とインスリン分泌
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能の低下を認めた（図 4-2 右）。 

 

24 週齢時の耐糖能とインスリン分泌 

 

24 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおける糖負荷後の血糖値（左図）および

血漿インスリン値（右図）（Means ± SE, n = 9-10, *：P < 0.05, student’s t-test）。 

（図 4-2） 

 

続いてインスリン分泌促進作用を有するグルカゴンおよびアルギニンを負荷し，

インスリン分泌能の評価を行った。その結果，グルカゴン（図 4-3 左）およびアル

ギニン（図 4-3 右）によるインスリン分泌が，ETIrs2KO マウスにおいて顕著に低下

していることが明らかとなった。 
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グルカゴンおよびアルギニン刺激によるインスリン分泌 

 

13 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおけるグルカゴン負荷後の血漿インスリ

ン値（左図）。14 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおけるアルギニン負荷後の

血漿インスリン値（右図）(Means ± SE, n = 9-10, * : P < 0.05, student’s t-test)。 

（図 4-3） 

 

 以上の結果から，ETIrs2KO マウスは野生型マウスに比して様々な刺激物質による

インスリン分泌が減弱していることが明らかとなった。 

 

2）ETIrs2KO マウスの膵β細胞に異常を認めない 

 インスリン分泌は，個々の膵β細胞のインスリン分泌能力ならびに膵β細胞の数

の積によって規定されると考えられている。そこで，インスリン分泌が減弱してい

るメカニズムを明らかとするため，まずは各群のマウスから膵島を単離し，グルコ

ース応答性インスリン分泌に関して検討を行った。 

 12 週齢の各群のマウスから膵島を単離し，インスリン分泌を評価したところ，2.8 

mM および 22.2 mM 何れの条件においても各群に差を認めなかった（図 4-4）。 
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単離膵島のグルコース応答性インスリン分泌 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスから単離した膵島によるグルコース応答性

インスリン分泌（Means ± SE, n = 9）。 

（図 4-4） 

 

さらに，同様に 12 週齢のマウスから膵島を単離し，膵島灌流実験を行った。22.2 

mM グルコース刺激後のインスリン分泌を継時的に測定したが，何れの時間におい

ても両群間に差を認めなかった（図 4-5）。以上の結果から，単離膵島を用いたイン

スリン分泌においては，ETIrs2KO マウスと野生型マウスとの間に差を認めないこと

が明らかとなった。 
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単離膵島を用いた灌流実験 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスから単離した膵島を用いた灌流実験による

インスリン分泌（Means ± SE, n = 8）。 

（図 4-5） 

 

続いて，膵β細胞のインスリン産生量を調べるために，12 週齢のマウスから膵島

を単離し，膵β細胞におけるインスリン遺伝子（Insulin1 および Insulin2）の発現量

およびインスリン含量を測定した。その結果，ETIrs2KO マウスと野生型マウスの間

に遺伝子発現量（図 4-6 左）およびインスリン含量（図 4-6 右）に差を認めなかった。

以上の結果から，ETIrs2KO マウスの膵島のインスリンの産生量は，野生型マウスと

差を認めないことが明らかとなった。 
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膵島におけるインスリン遺伝子発現量およびインスリン含量 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスから単離した膵島を用いたインスリン遺伝

子（Insulin1, Insulin2）の発現量（左図，n = 5）およびインスリン含量（右図，n = 8）

（Means ± SE）。 

（図 4-6） 

 

続いて，ETIrs2KO マウスおよび野生型マウスにおける膵島の大きさに関して検討

を行った。これまでの検討において，12 週齢においては各群に膵島の大きさに差を

認めないことを明らかにしている（22）。そこで，本研究では 24 週齢のマウスから

膵臓を採取し，インスリン染色によって膵島の大きさを計測した。しかしながら，

両群間に有意な差を認めなかった（図 4-7，4-8）。 
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24 週齢における膵組織像（インスリン染色） 

 
24 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスから採取した膵臓を用いたインスリン染色

像（scale bar = 100 μm）。 

（図 4-7） 

 

24 週齢における膵β細胞面積 

 

24 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおける膵臓面積あたりの膵β細胞面積率 

（Means ± SE, n = 5）。 

（図 4-8） 

 

膵β細胞数は，主に増殖とアポトーシスのバランスによって規定されている。そ

こで，膵β細胞の増殖能を評価する目的で，BrdU（5-bromo-2’-deoxyuridine）の取り

込み能をみる BrdU 染色を行った。BrdU 陽性細胞数は，ETIrs2KO マウスと野生型マ
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ウスとの間に有意な差を認めなかった（図 4-9）。 

 

BrdU 陽性細胞数 

 

24週齢の野生型およびETIrs2KOマウスの膵β細胞におけるBrdU陽性細胞率（Means 

± SE, n = 7）。 

（図 4-9） 

 

膵β細胞の機能異常や数の減少はインスリン分泌不全を呈することが知られてい

るが，以上の結果から，ETIrs2KO マウスにはそのような異常は認められなかった。 

 

3）ETIrs2KO マウスは膵臓灌流実験ではインスリン分泌不全を呈する 

次に，12 週齢の ETIrs2KO マウスおよび野生型マウスの膵臓を用いて膵臓灌流実

験を行った。22.2 mM のグルコース刺激後のインスリン分泌を継時的に測定したと

ころ，野生型マウスに比して ETIrs2KO マウスではインスリン分泌が顕著に低下して

いることが明らかとなった（図 4-10）。 
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膵臓灌流実験における経時的インスリン分泌 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスを用いた膵臓灌流実験における経時的イン

スリン分泌（Means ± SE, n = 8, * : P < 0.05, ** : P < 0.01, student’s t-test）。 

（図 4-10） 

 

また，22.2 mM グルコース刺激後 5 分から 30 分間のインスリン分泌の総量を算出

してもインスリン分泌が低下していることが明らかとなった（図 4-11）。 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

膵臓灌流実験におけるインスリン分泌量（AUC） 

 

膵臓灌流実験における糖刺激後 5～30 分の総インスリン分泌量（Means ± SE, ** : P < 

0.01, student’s t-test）。 

（図 4-11） 

 

以上の結果から，ETIrs2KO マウスで認められたインスリン分泌不全は，膵島その

ものの異常ではなく，血管を介した何らかのメカニズムにより引き起こされている

ことが示唆された。 

 

4）ETIrs2KO マウスの膵島血流量は顕著に低下している 

続いて，ETIrs2KO マウスの血管機能を評価するために，血圧の測定を行った。9

～12 週齢の動物の平均血圧を測定したが，ETIrs2KO マウスと野生型マウスの間に有

意な差を認めなかった（図 4-12）。 
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野生型および ETIrs2KO マウスにおける平均血圧 

 

9～12週齢の野生型およびETIrs2KOマウスにおける飽食条件化での平均血圧（Means 

± SE, n = 10）。 

（図 4-12） 

 

次に，マイクロソフィア法を用いて膵島における血流量の評価を実施した。その

結果，膵島に残存するマイクロソフィアの数は ETIrs2KO マウスで有意に低下してお

り（図 4-13 左），膵島血流量が有意に低下していることが明らかとなった（図 4-13

右）。 
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野生型および ETIrs2KO マウスにおける膵島血流量 

 

9～12週齢の野生型および ETIrs2KOマウスにおけるマイクロソフィア投与後の膵島

に残存するマイクロソフィア数（左図）および膵島血流量（右図）。（Means ± SE, n = 

10, * : P < 0.05, student’s t-test）。 

（図 4-13） 

 

一方で膵臓における血流量を測定したところ，両群間で有意な差を認めなかった

（図 4-14）。 
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野生型および ETIrs2KO マウスにおける膵臓血流量 

 

9～12週齢の野生型およびETIrs2KOマウスの飽食条件化における膵臓血流量（Means 

± SE, n = 10）。 

（図 4-14） 

 

さらにインスリン刺激下における膵島血流量を調べたところ，インスリンによる

血糖低下作用は両群間で差を認めなかったものの（図 4-15），ETIrs2KO マウスで有

意に血流量が低下していることが明らかとなった（図 4-16）。 
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インスリン刺激後の血糖低下量 

 

9 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおけるインスリン刺激後 10 分の血糖低下

量（Means ± SE, n = 10）。 

（図 4-15） 

 

インスリン刺激条件下の膵島血流量 

 

9週齢の野生型および ETIrs2KOマウスにおけるインスリン刺激条件下における膵島

血流量（Means ± SE, n = 10, *** : P < 0.001, student’s t-test)。 

（図 4-16） 

 

これまでの検討において ETIrs2KO マウスは骨格筋血流量の低下を示すことを明

らかにしているが，今回の結果から ETIrs2KO マウスは膵島に流れ込む血流量も低下
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しており，これがインスリン分泌の低下を引き起こす原因となっていることが示唆

された。 

 

5）ETIrs2KO マウスは膵島に占める血管の面積が顕著に低下している 

 レクチンは血管内皮細胞に特異的に結合することが知られている。そこで，FITC

でラベルされたレクチンを血管内に投与し，膵島に占める血管の数と面積の評価を

行った。膵島に占める血管面積率を算出したところ，12 週齢において ETIrs2KO マ

ウスは野生型マウスに比して顕著に低下していることが明らかとなった（図 4-17）。 

 

FITC-レクチン投与後の膵組織像と血管面積率 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおける FITC-レクチン投与後の膵組織像

（左図，scale bar = 50 μm，赤い点線は膵島のおおよその境界線を示す）と血管面

積率（右図）（Means ± SE, n = 5, *** : P < 0.001, student’s t-test）。 

（図 4-17） 
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一方で，膵島に占める血管の数を測定したところ ETIrs2KO マウスと野生型マウス

の間に差を認めなかった（図 4-18）。 

 

膵島に占める血管数 

 

12週齢の野生型および ETIrs2KOマウスの膵島に占める血管数（Means ± SE, n = 5）。 

（図 4-18） 

 

膵島に流れこむ血流量が顕著に低下すことで，膵β細胞が低酸素状態に陥り，機

能が低下している可能性が考えられる。そこで，低酸素マーカーとして用いられる

Pimonidazole を使用し，免疫染色によって低酸素状態にある膵島の数を測定した。し

かしながら，ETIrs2KO マウスと野生型マウスの間に差を認めなかった（図 4-19）。 
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12 週齢における pimonidazole 陽性膵島率 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスの膵島における pimonidazole 陽性膵島率

（Means ± SE, n = 5）。 

（図 4-19） 

 

以上の結果から，ETIrs2KO マウスは恒常的な低酸素状態には陥っていないものの，

膵島に占める血管面積が低下していることで，膵島に流れ込む血流量が減少してお

り，インスリン分泌が低下していることが示唆された。 

 

6）ETIrs2KO マウスのインスリン分泌不全は，膵島血流量の低下によって引き起こ

されている 

 Carlsson らの報告において，ACE 阻害剤であるエナラプリルを少量投与すること

で AngiotensinⅡの産生抑制作用による血管拡張によって膵島血流量を特異的に増加

させることが明らかにされている（31）。その文献報告での試験方法を踏襲し，エナ

ラプリルを ETIrs2KO マウスに投与したところ，報告結果と同様に平均血圧，血糖値，
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血漿インスリン値，膵臓血流量に差を認めなかったものの（図 4-20 A-D），膵島血流

量が顕著に増加し，野生型マウスと同等まで回復することが明らかとなった（図

4-21）。 

 

エナラプリルの各種パラメーターに対する効果 

 

9～12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおけるエナラプリル投与 10 分後の平

均血圧（A），血糖値（B），血漿インスリン値（C），膵臓血流量（D）（Means ± SE, n 

= 10）。 

（図 4-20） 
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膵島血流量に対するエナラプリルの効果 

 

9～12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスにおけるエナラプリル投与 10 分後の膵

島血流量（Means ± SE, n = 10, * : P < 0.05, 野生型マウス + 生理食塩水 vs. ETIrs2KO

マウス + 生理食塩水，student’s t-test, 
#
 : P < 0.05, 野生型マウス + 生理食塩水 vs. 

ETIrs2KO マウス+ エナラプリル, student’s t-test）。 

（図 4-21） 

 

さらに，エナラプリル投与下においてグルコース負荷試験を実施したところ，

ETIrs2KO マウスのインスリン分泌は野生型マウスと同等のレベルまで回復するこ

とが明らかとなった（図 4-22）。 
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エナラプリル刺激下における糖負荷試験 

 

12 週齢の野生型および ETIrs2KO マウスのエナラプリル刺激下における糖負荷後の

血糖値（左図）および血漿インスリン値（右図）（Means ± SE, n = 11-13, * : P < 0.05, 野

生型マウス + 生理食塩水 vs. ETIrs2KO マウス + 生理食塩水, student’s t-test, 
#
 : P < 

0.05, ETIrs2KO マウス + 生理食塩水 vs. ETIrs2KO マウス + エナラプリル, student’s 

t-test）。 

（図 4-22） 

 

また，エナラプリルによる膵島への直接的なインスリン分泌促進作用の有無を検

証したが，何れのグルコース濃度条件下においてもインスリン分泌促進作用を確認

することはできなかった（図 4-23）。 
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単離膵島を用いたインスリン分泌に対するエナラプリルの作用 

 

12 週齢の C57BL/6J マウスから単離した膵島を用いた各グルコース濃度におけるイ

ンスリン分泌に対するエナラプリルの作用（Means ± SE, n = 5）。 

（図 4-23） 

 

以上の結果から，エナラプリルは膵島血流量の改善を介して ETIrs2KO マウスのイ

ンスリン分泌を改善しており，ETIrs2KO マウスのインスリン分泌不全は，膵島血流

量が野生型マウスに比して減少していることにより引き起こされていることが明ら

かとなった。 
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5 考察 

 

我々は以前よりインスリンシグナル伝達機構を担っている IRS2 に着目しており，

全身で IRS2 を欠損したマウスでは，肝臓におけるインスリン抵抗性に対する膵β細

胞の代償性過形成の障害により，糖尿病を発症することを明らかにしている（32）。

さらに，膵β細胞特異的に IRS2 を欠損したマウスでは，インスリン抵抗性がないに

も関わらず，膵β細胞の量がコントロールマウスに比べて有意に減少していること

を明らかにしている（25）。また，血管内皮細胞特異的 IRS2 欠損マウスでは，骨格

筋においてインスリンによる糖の取り込みが低下し，インスリン抵抗性を呈するこ

とを明らかにしている（22）。本研究において私は，膵β細胞機能に対する血管内皮

細胞の IRS2 の役割に着目し，その検討を行った。in vivo および in vitro の検証によ

り，血管内皮細胞において IRS2 が欠損することにより，膵島血流量が減少し，それ

に伴ってインスリン分泌の低下と耐糖能異常を呈することを明らかにした。単離膵

島を用いた実験では，インスリン分泌に異常を認めなかったものの，血管系を介す

る糖負荷試験や膵臓灌流実験ではインスリン分泌不全を認めた。一方で，膵β細胞

の大きさや，膵島に占める血管数については，ETIrs2KO マウスと野生型マウスの間

に差を認めなかった。膵β細胞が低酸素状態に陥ると，インスリンの合成や分泌が

低下することが知られているが，ETIrs2KO マウスではそれらには差を認めなかった。
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この結果から，膵島血流量が飽食条件下において 30%程度低下しても（図 4-13）膵

β細胞は低酸素状態に陥ることなく，形態や機能には影響しないことが考えられる。

また，本研究結果は，血管内皮細胞の IRS2 が減少することによって，膵島血流量の

低下に伴って膵β細胞の障害を介さずインスリン分泌が低下することを明らかにし

た。糖尿病の発症・進展メカニズムにおいて，インスリン抵抗性が亢進するとそれ

を代償するためにインスリンが過剰分泌され，これが膵β細胞の疲弊やインスリン

抵抗性のさらなる亢進を招くことで病態が進展すると考えられている。本研究結果

は，これまでの考え方に加えて，血管内皮細胞における IRS2 の発現量低下に伴うイ

ンスリンシグナルの低下が膵島血流量を低下させた結果，インスリン分泌不全を誘

発することを示唆している（図 5-1）。 
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糖尿病の発症・進展メカニズムと膵島血流量の関係（仮説） 

 

（図 5-1） 

 

膵β細胞の機能や量の低下は 2 型糖尿病進展の主要な原因であり，その障害は遺

伝素因などの様々な因子が関与していることが知られている。2 型糖尿病におけるこ

の障害メカニズムを解明するべく，これまで多くの研究が行われてきたが，それら

の多くはβ細胞やα細胞に関するものが主要であった。一方で，生体内の複雑な環

境下では，膵β細胞のような内分泌細胞は，内分泌物質，神経，パラクリンシグナ

ルなどの相互作用によって調節が行われていることが知られている。特に膵β細胞

は，隣接する血管内皮細胞とも相互作用をすることで，その機能を維持しているこ

とが知られている。例えば，膵β細胞周囲の血管およびその内皮細胞は，膵β細胞
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から分泌される高濃度の Vascular Endothelial Growth Factor （VEGF）-A にさらされ

ており，これが血管機能の維持に関与していることが知られている（33，34）。実際

に，膵β細胞特異的に VEGF-A を欠損させたマウスでは，膵島毛細血管網の損失と

血管構造の異常を認め，それに伴って耐糖能異常を呈することが知られている（35）。

一方で，血管内皮細胞も膵β細胞機能に対して重要な役割を担っており，laminin や

thrombospondin-1 などが膵β細胞機能や分化を誘導していることが知られている（12，

36）。本研究では，血管内皮細胞の IRS2 が欠損することで膵島の血流量が低下し，

膵β細胞の機能不全を介さずインスリン分泌が低下する，新たな血管内皮細胞と膵

β細胞との関係を明らかにした。 

 

本研究結果は，ETIrs2KO マウスは膵島血流量の低下によってインスリン分泌不全

を呈することを明らかにした。しかしながら，なぜ血管内皮細胞で発現する IRS2 の

発現量が低下することで膵島血流量の低下が起こる原因は明確にできていない。2

型糖尿病モデル動物では，糖尿病初期では膵島血流量が増加し，一方で糖尿病末期

では低下することが報告されている（37, 38）。膵島血流量は，通常，インスリンの

必要量に応じて，細動脈のレベルで調節されている。例えば，高血糖は迷走神経な

どを介して膵島血流量を増加させることが明らかにされている（39）。また，脂質は，

3-adrenoceptors を介して血流量を増大させることも明らかにされている（40）。2 型
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糖尿病の初期で認められる膵島血流量の増加は，高インスリン血症に伴う NO 産生

亢進を介した血管拡張作用によって起こることが報告されている（41）。NO は，膵

島血流量の維持や，高血糖下の迷走神経系を介した膵島血流量の増加の調整因子と

して極めて重要な役割を担っており，インスリンによりその産生が誘導されること

が報告されている（42，43）。一方で 2 型糖尿病の末期で認められる膵島血流量の低

下は，インスリン抵抗性の進展による血管内皮細胞のインスリンシグナルの低下や，

糖尿病患者でも認められている膵島毛細血管網の損失が原因であると考えられてい

る（44）。ETIrs2KO マウスの膵島血流量が低下する原因は，2 型糖尿病の末期と同じ

く血管内皮細胞におけるインスリンシグナルが低下することによる膵島毛細血管網

における NO の産生低下が原因であることが考えられる。 

 

本研究結果から，ETIrs2KO マウスは飽食条件下（非インスリン刺激下）であって

も，膵島血流量が野生型マウスと比して低値を示すことを明らかにした（図 4-13）。

一方で，我々のグループの以前の研究結果では，ETIrs2KO マウスの骨格筋において

はインスリン刺激下でのみ血流量の低下が確認されている（22）。この臓器による反

応性の差異が生じる原因は，膵β細胞周囲の血管内皮細胞は他の臓器に比して常に

高濃度のインスリンにさらされているために，飽食条件下においても IRS2 の欠損に

よる影響が膵島では顕著に現れた可能性が考えられる。 



44 

 

 

ではなぜ膵島血流量が減少することでインスリン分泌が低下していたのだろう

か？以前の研究において我々が明らかにしたように，ETIrs2KO マウスの骨格筋では，

Akt のリン酸化の低下に伴い NO の産生が低下しており，これによりインスリンの間

質への移行の低下が原因でインスリン抵抗性を呈する（22）。一方で生体内では，臓

器ごとに毛細血管の構造が異なっていることが明らかとなっている。毛細血管は， 

1. 骨格筋や心筋などに認められる連続性毛細血管 

2. 腎糸球体や内分泌腺などに認められる有窓性毛細血管 

3. 肝臓や造血組織に認められる洞様毛細血管 

の 3 つに分類され，インスリンの様な macromolecular 分子の血中から組織への移

行は，臓器によってそのメカニズムが異なっていると考えられている（図 5-2）。膵

島に存在する毛細血管は，洞様毛細血管構造であることが知られており，連続性毛

細血管を有する骨格筋のようにインスリンシグナルの減弱によるインスリンの組織

への移行の低下により，インスリン分泌が減弱したとは考えに難い。膵島血流量低

下によるインスリン分泌低下のメカニズムは，以下の 2 点が考えられる（図 5-3）。 

1. インスリン分泌刺激物質が膵β細胞に十分に届いていない，もしくは届く時間

が遅れている。 

2. 膵β細胞で産生されたインスリンの全身への輸送が十分に行われていない。 
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毛細血管の種類と構造 

 

連続性毛細血管（骨格筋，心筋など） 

閉鎖結合によって内皮細胞が連結された 

連続的な内皮細胞層を示す。 

 

 

 

 

有窓性（小孔性）毛細血管 

（腎糸球体，内分泌腺，外分泌腺など） 

内皮の薄膜化した部分に大きさの一様な 

孔（fenester）がある。 

 

 

 

洞様毛細血管（肝小葉，造血組織など） 

比較的直径が大きい毛細血管である。 

血管壁には有窓性毛細血管と同様な孔と 

断裂の両方がみられ，細胞成分が血液と 

組織の間を移動できる。 

 

（引用文献 45 より転載） 

（図 5-2） 
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ETIrs2KO マウスのインスリン分泌低下メカニズム 

（骨格筋などでは血管から組織へのインスリン移行が血管内皮細胞を介するのに対

し，膵β細胞から血管へのインスリン分泌は非常に早く，細胞間隔経路を介してい

ると考えられている。） 

 

（図 5-3） 

 

また，ETIrs2KO マウスは全身の血管内皮細胞における IRS2 の発現量が欠失して

いることから，膵島以外の臓器における障害が原因でインスリン分泌不全を呈して

いる可能性もある。しかしながら，エナラプリルにより膵島特異的に血流量を改善

させることにより，インスリン分泌が改善したことを考えると（図 4-22），膵島にお

ける血流障害がインスリン分泌不全の原因となっていることが考えられる。また，

飽食条件下においては，骨格筋（22）や膵臓（図 4-14）における血流量が野生型マ

ウスと ETIrs2KO マウスの間に差を認めなかったことを考えると，ETIrs2KO マウス
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の表現型が膵島において強く認められ，その膵島血流量の減少がインスリン分泌不

全を引き起こしている可能性が示唆される。 

しかしながら，現在得られているデータだけではインスリン分泌不全メカニズム

を明確に説明することができない。このメカニズムを明らかにするためには，更な

る研究が必要である。 

 

本研究において，ACE 阻害剤であるエナラプリルを ETIrs2KO マウスに投与する

ことで，膵島血流量の改善を介してインスリン分泌を改善することを明らかにした。

本試験で用いたエナラプリルの投与量では，膵島毛細血管網特異的に血管拡張する

ことが報告されており（31），本研究においても膵島でのみ血流増加作用を示すこと

を確認している（図 4-20，図 4-21）。このことから，エナラプリルは膵島毛細血管網

特異的に血管拡張させることによって，インスリン分泌が改善したことが考えられ

る。一方で，全身の血管拡張作用を示す降圧剤が 2 型糖尿病の発症・進展を抑制す

ることが報告されている（46-48）。例えば，ラミプリル（ACE 阻害剤），トランドラ

プリル（ACE 阻害剤），バルサルタン（ARB），カンデサルタン（ARB）では，糖尿

病の発症・進展抑制効果に関するメタ解析結果が報告されている（49）。それらの薬

剤の作用メカニズムは，カンデサルタンではインスリン感受性の改善であるとの報

告もあるが（50），明確にはなされていない。本研究結果から，これらの血管拡張剤



48 

 

による膵島血流量の改善が，2 型糖尿病の発症・進展抑制作用メカニズムの１つであ

ることが考えられる。 

 

本研究結果は，血管内皮細胞における IRS2 が 2 型糖尿病の治療標的になり得るこ

とを示唆している。IRS2 は，高インスリン血症によってその発現量が低下すること

が明らかにされている（22）。また，慢性的な高血糖も，血管内皮細胞において IRS2

のチロシンリン酸化を抑制することが報告されている（51）。さらに，2 型糖尿病で

は RAS が活性化しており（52-54），angiotensin II が protein kinase C の活性化を介し

て IRS2 のチロシンリン酸化を抑制し，その結果，Akt のリン酸化と nitric oxide 

synthase 活性を血管内皮細胞において低下させることが報告されている（51）。つま

り，2 型糖尿病では様々なメカニズムにより IRS2 の発現量やリン酸化が低下するこ

とが知られており，この IRS2 を介したインスリンシグナルの低下を抑制することが

2 型糖尿病の発症・進展抑制につながると考えられる。 
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血管内皮細胞における IRS2 を介したインスリン抵抗性メカニズム 

 

（図 5-4） 

 

本研究では，インスリン分泌不全が血管内皮細胞における IRS2 の発現量低下に伴

う膵島血流量の低下によって起こるとの仮説を基に研究を実施し，その仮説を実証

することができた。既存薬の中に膵島血流量を特異的に増加させる，もしくは，血

管内皮細胞における IRS2の発現量を増加させることのできる作用を有する薬剤は存

在しない。今後，これらに関わる因子をターゲットとした研究が，2 型糖尿病の画期

的な治療法の開発に結実するものと強く期待している。 
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