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〈要 約〉

　これまで，膵β細胞の増殖の制御についてはおもにG0期からG1期への移行が注目されていたが，この研究においては，M期における染色体の分離に必須のタンパク質であるCENP-Aに着目した．インスリンシグナルは膵β細胞においてCdk1およびCdk2を介して核にて転写因子であるFoxM1を活性化し，CENP-AおよびPLK1の発現を促進した．セントロメア領域へのCENP-Aの結合にはキナーゼであるPLK1が必須であり，CENP-Aをノックダウンした膵β細胞は増殖の低下およびアポトーシスの亢進を示した．膵β細胞に特異的なCENP-Aノックアウトマウスは加齢，妊娠，高脂肪食の負荷，急性インスリン抵抗性モデルにおいて代償性の膵β細胞の増殖が障害された．2型糖尿病の患者に由来する膵島でおいては健常人に由来する膵島と比較して，インスリンシグナルの活性化によるCENP-AおよびPLK1の発現の誘導が低下した．これより，FoxM1，PLK1，CENP-Aを介する経路は代償性の膵β細胞の増殖において必須であり，糖尿病の進行を抑制する治療の標的になりうると考えられた．
はじめに

　2型糖尿病においては膵β細胞の量の減少が発症および進展に関与しており，膵β細胞の増殖に着目した治療法が注目されている1)．これまで，動物モデルにおいて膵β細胞の増殖あるいは生存にインスリンシグナルが重要であることが報告されている．また，2型糖尿病の患者に由来する膵島においては健常人に由来する膵島と比較してインスリンシグナルに関連するタンパク質の発現が低下することが報告されている2,3)．
　膵β細胞はもっとも高度に分化した細胞のひとつであり，成体においてほとんどの膵β細胞は静止期すなわちG0期にある．インスリンなどの増殖因子はG0期からG1期への移行の促進やG1期/S期チェックポイントの制御に関与することが報告されているが，それ以降のG2期/M期チェックポイントに関してその制御機構は不明であった（図1）．
　膵β細胞に特異的なインスリン受容体ノックアウトマウスは，膵β細胞におけるインスリンシグナルの低下により高脂肪食の負荷や肝臓に特異的なインスリン抵抗性モデルにおいて代償性の膵β細胞の増殖が障害される2型糖尿病モデルマウスである4)．この研究においては，このノックアウトマウスの膵β細胞において発現の低下したCENP-AおよびPLK1に着目した．
1．インスリンシグナルは膵β細胞においてCENP-AおよびPLK1の発現を制御する

　インスリン受容体を欠損した膵β細胞において細胞周期を解析したところ，G0期の細胞およびG1期の細胞が増加しておりG0期における細胞周期の停止が示唆された．G2期の細胞とM期の細胞とを分離したところ，インスリン受容体を欠損した膵β細胞においてM期の細胞が有意に増加しておりM期の進行の低下が示唆された．そこで，膵β細胞に特異的なインスリン受容体ノックアウトマウスの膵β細胞においてマイクロアレイ法を用いて遺伝子発現を網羅的に解析したところ，M期における染色体の分離にかかわるCENP-AおよびM期キナーゼのひとつPLK1の発現が野生型の膵β細胞と比べ有意に低下した．
　インスリン受容体を欠損した膵β細胞にインスリンとの結合能の低下した変異型のインスリン受容体を発現させたところ，野生型のインスリン受容体を発現させたときと比べ，CENP-AおよびPLK1の発現は低下した．以上より，膵β細胞においてインスリン受容体へのインスリンの結合がCENP-AおよびPLK1の発現を制御することが示された．転写因子であるFoxM1はCENP-AおよびPLK1の発現を制御することが報告されていたが5,6)，インスリン受容体を欠損した膵β細胞およびインスリン受容体を欠損した膵島におけるFoxM1の発現は野生型の膵β細胞と同等であった．膵β細胞においてインスリンのほかにもIGF-1あるいはグルコースによる刺激でもCENP-AおよびPLK1の発現は誘導されたが，グルコースによる刺激はインスリン受容体に依存性であった．
2．インスリンシグナルはCENP-A遺伝子領域およびPLK1遺伝子領域へのFoxM1の結合を促進する

　FoxM1の細胞における局在およびDNAへの結合能について解析した．マウスにおいてFoxM1は野生型の膵β細胞およびインスリン受容体を欠損した膵β細胞において，インスリンによる刺激の前後とも核に局在しており，MEK1およびMEK2の阻害剤の添加により核の外へと移行した．ヒトの膵β細胞においてFoxM1は刺激をあたえていない状態ではおもに細胞質に局在してしたが，インスリンによる刺激により核への移行が促進され，MEK1およびMEK2の阻害剤の添加により核への移行が阻害された．インスリン受容体を欠損した膵β細胞においてFoxM1の転写活性への関与が報告されていたCdk1およびCdk2の発現は野生型の膵β細胞と比較して有意に低下した．インスリン受容体およびIGF1受容体の阻害剤，PI3キナーゼの阻害剤，Akt1およびAkt2の阻害剤の存在のもとでは，インスリンの刺激によるCdk1およびCdk2，CENP-A，PLK1の発現の誘導は阻害された．
　クロマチン免疫沈降法により，FoxM1はCENP-A遺伝子領域およびPLK1遺伝子領域への結合が示されたが，インスリン受容体を欠損した膵β細胞，また，FoxM1の阻害剤あるいはPI3キナーゼの阻害剤の添加によりその結合能は低下した．これより，膵β細胞においてインスリンシグナルは，FoxM1の発現よりもFoxM1の活性を制御することが示唆された．これらインスリンによるCENP-AおよびPLK1の発現の制御は膵β細胞に特異的であり，肝臓あるいは脂肪組織においてはインスリンによる刺激に非依存性であった．
3．インスリンシグナルによるCENP-Aの発現の誘導は2型糖尿病の患者に由来する膵島において低下する

　2型糖尿病の患者に由来する膵島においては，健常人に由来する膵島と比較してmRNAレベルでのCENP-Aの発現は有意に低下した．また，免疫染色によりCENP-A陽性の膵β細胞の割合は2型糖尿病の患者に由来する膵島において有意に低下した．健常人に由来する膵島をインスリンにより刺激したところCENP-AおよびPLK1の発現は有意に上昇したが，2型糖尿病の患者に由来する膵島を刺激しても発現は上昇しなかった．
　また，家族性の糖尿病を示す52家系に対する全エクソーム解析により，PLK1遺伝子におけるミスセンス変異が原因遺伝子である可能性が示唆された．
4．膵β細胞に特異的なCENP-Aノックアウトマウスは代償性の膵β細胞の増殖が障害される

　MIP-Cre/ERTマウス7) から膵β細胞に特異的なCENP-Aノックアウトマウスを作製した．このノックアウトマウスは若齢においては正常な耐糖能を示したが，加齢にともない24週齢では耐糖能の障害，インスリンの分泌の低下，膵β細胞の量の減少を示し，有糸分裂している膵β細胞および増殖している膵β細胞の有意な低下が認められた．また，妊娠15.5日目においても，野生型のマウスと比較して膵β細胞の量，膵β細胞の有糸分裂および増殖が有意に低下した．
　膵β細胞に特異的なCENP-Aノックアウトマウスは雄および雌とも16週間の高脂肪食の負荷により，血糖値の上昇，耐糖能の障害，インスリンの分泌の低下，膵β細胞の量の減少，膵β細胞の有糸分裂および増殖の低下が認められた．また，膵β細胞に特異的なCENP-Aノックアウトマウスの膵島においてはグルコキナーゼ活性化剤による膵β細胞の増殖が有意に抑制された．インスリン受容体のアンタゴニストの投与による急性インスリン抵抗性モデルにおいても，膵β細胞に特異的なCENP-Aノックアウトマウスは血清中のインスリンの濃度，膵β細胞の量，膵β細胞の有糸分裂および増殖の有意な低下が認められた．また，野生型のマウスにインスリン受容体のアンタゴニストを投与したところ，膵島において特異的にCENP-AおよびPLK1の発現が上昇したが，肝臓や脂肪組織において変化はなかった．
5．CENP-AおよびPLK1の膵β細胞の増殖および生存における役割

　野生型の膵β細胞，IRS1を欠損した膵β細胞，IRS2を欠損した膵β細胞においてCENP-Aをノックダウンしたところ細胞の生存および増殖能は低下したが，インスリン受容体を欠損した膵β細胞においてはCENP-Aのノックダウンによるそれらの低下は有意ではなかった．CENP-Aをノックダウンした膵β細胞においては，G2期/M期の細胞が著明に増加し，また，G2期/M期の制御にかかわるサイクリンB1の発現も有意に低下しG2期/M期における細胞周期の停止が示唆された．膵β細胞の増殖の亢進を呈するob/obマウスおよび肝臓に特異的なインスリン受容体ノックアウトマウス8) の膵島においては，細胞の増殖のマーカーと同様にCENP-Aの発現が有意に上昇した．PLK1をノックダウンした膵β細胞およびPLK1に特異的な阻害剤を添加した野生型の膵β細胞は，CENP-Aをノックダウンした膵β細胞と同様に，細胞の増殖の低下およびG2期/M期の細胞の増加を示した．さらに，CENP-Aをノックダウンした膵β細胞，PLK1をノックダウンした膵β細胞，膵β細胞に特異的なCENP-Aノックアウトマウスの膵島において，膵β細胞のアポトーシスは有意に増加した．
6．膵β細胞におけるPLK1に依存的なCENP-Aのセントロメア領域への結合

　FoxM1の阻害剤を添加した野生型の膵β細胞，インスリン受容体を欠損した膵β細胞，PLK1をノックダウンした膵β細胞においては，野生型の膵β細胞と比較して，CENP-Aのセントロメア領域への結合が低下した．ヒトの膵島においても，PI3キナーゼの阻害剤あるいはPLK1の阻害剤の添加によりCENP-Aのセントロメア領域への結合が阻害された．以上より，膵β細胞においてPLK1はCENP-Aのセントロメア領域への結合に重要な役割をはたすことが示唆された．
おわりに

　この研究においては，膵β細胞の量を増殖の促進により増加させ糖尿病の治療に応用するためには，これまでの多くの研究において注目されてきた細胞周期のG0期からG1期への移行やG1期/S期チェックポイントの制御だけでなく，M期の制御が重要であることが示された．膵β細胞において，インスリンによる刺激によりERKがFoxM1の核への移行を促進し，一方で，PI3キナーゼを介したインスリンシグナルがCdk1およびCdk2を介してFoxM1のCENP-A遺伝子領域およびPLK1遺伝子領域への結合を促進することによりCENP-AおよびPLK1の発現を促進し，結果として，PLK1によりCENP-Aのセントロメア領域への結合が増強され有糸分裂が促進される（図2a）．インスリンシグナルの低下した膵β細胞では核においてFoxM1が活性化されず，FoxM1，PLK1，CENP-Aを介する経路の低下により代償性の膵β細胞の増殖が障害される（図2b）．2型糖尿病における膵β細胞の量の減少にもこれらの機序が関与する可能性が考えられる．
　インスリンシグナルを介したCENP-AおよびPLK1の発現の制御は膵β細胞に特異的であり肝臓や脂肪組織においては認められなかったことから，FoxM1，PLK1，CENP-Aを介する経路は高インスリン血症をともなうインスリン抵抗性などにおいて膵β細胞の量のみを特異的に増加させる生体に備わった代償性の機構と想定される．膵β細胞におけるCENP-AおよびPLK1の発現の制御機構として，インスリンにくわえIGF-1やグルコースによる刺激も関与した．また，急性インスリン抵抗性モデルマウスにおいても代償性の膵β細胞の増殖にCENP-Aが必須であった．これらのことにより，代謝障害にともなうインスリン以外の液性因子，脂質，神経性の制御などにより惹起されるFoxM1，PLK1，CENP-Aを介する経路の制御も膵β細胞の代償性の増殖に関与すると考えられる．今後は，このインスリンシグナルに非依存的なCENP-Aを介した膵β細胞の量の制御機構を解明することが課題である．
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〈図説明〉

図1　増殖因子による膵β細胞の細胞周期の制御

成体においてほとんどの膵β細胞はG0期にある．インスリンなどの増殖因子はG0期からG1期への移行やG1期/S期チェックポイントの制御への関与について報告されているが，それ以降のG2期/M期の制御に関しては不明な点が多かった．G2期/M期チェックポイントは有糸分裂の開始および促進あるいはアポトーシスを選択し細胞の運命をつかさどることから，膵β細胞の量の制御において重要である．
図2　膵β細胞におけるCENP-Aの発現およびセントロメアへの結合の制御機構

（a）正常な膵β細胞．有糸分裂は促進される．
（b）インスリンシグナルの低下した膵β細胞．有糸分裂は低下しアポトーシスが亢進する．
