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2. 要旨 
【背景と目的】 

糖尿病における膵 β 細胞の機能低下は、インスリン分泌不全と強く関係して

おり、その分子基盤の解明は重要な課題である。従来、慢性高血糖環境や脂肪酸

過剰環境による持続的な代謝ストレスが膵 β 細胞の構造的・機能的障害を引き

起こすと考えられてきたが、糖尿病発症初期における膵 β 細胞の代謝動態につ

いては未解明の部分が多い。糖尿病病態下での膵 β 細胞では、種々の代謝スト

レスがミトコンドリアの機能障害を惹起し、酸化的リン酸化を低下させること、

また膵 β 細胞内の細胞内代謝が酸化的リン酸化から解糖系にシフトすることが

知られている。この細胞内代謝変化に解糖系酵素 6-phosphofructo-2-

kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3(PFKFB3)の活性化の関与が示唆されているが、

その可変性および生理的意義は不明である。本研究では糖尿病病態下での

PFKFB3 活性化と関連する細胞内代謝変化について、細胞実験ならびに肥満糖尿

病動物への種々の介入を用いて検討し、特に急性代謝ストレスに対する膵 β 細

胞の代謝的適応応答に注目した。 

【対象と方法】 

細胞内代謝変化の評価：1.1) INS-1 832/13 細胞、C57BL/6J 雄性マウスの単離膵

島を 5.5 mM グルコース濃度の低グルコース環境（低 G:glucose 群）、11 mM、な

いし 22 mM グルコース濃度の高 G環境（高 G群）下で 48時間培養し、遺伝子・

タンパク質の発現変化を解析した。さらに細胞外フラックスアナライザーを用

いてミトコンドリア機能を解析した。1.2)6-10 週齢まで普通食 CE-2 の自由摂餌

下で飼育した肥満を呈さない雄性 ob/+マウス（対照群）および肥満 2 型糖尿病

モデルマウスである雄性 ob/ob マウス（自由摂餌群）に加え、CE-2 を 2g/日の摂

餌量に制限した群（摂餌制限群）を設定した。体重・血糖値の測定に加え、経口

ブドウ糖負荷試験（OGTT: oral glucose tolerance test）を用いて耐糖能を評価した。

10 週齢時点で膵組織の免疫染色、単離膵島から抽出されたタンパク質を用いた

ウェスタンブロット法にて PFKFB3 発現の検討を行った。 

細胞内代謝変化の可変性：2.1) INS-1 832/13 細胞、C57BL/6J 雄性マウスの単離

膵島を 5.5 mM グルコース濃度の低 G環境（低 G群）ないし 22 mM グルコース

濃度の高 G環境（高 G群）で 48時間、高 G環境で 24時間培養した後に低 G濃

度に変更してさらに 24時間培養し、遺伝子・タンパク質の発現変化を解析した。

さらに細胞外フラックスアナライザーを用いてミトコンドリア機能を解析した。

2.2)8週齢のob/obマウスを自由摂餌群、摂餌制限群、自由摂餌下で sodium–glucose 

cotransporter 2 inhibitor(SGLT2i)を投与した群（SGLT2i 群）に分け飼育し、体重・

血糖値の測定に加え、OGTT を用いて耐糖能を評価した。12 週齢時点で膵組織

の免疫染色、単離膵島から抽出されたタンパク質を用いたウェスタンブロット
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法にて PFKFB3 発現の検討を行った。 

細胞内代謝変化への介入：3.1) INS-1 832/13 細胞を PFKFB3 阻害薬 3PO(3-(3-

pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one)あるいは PFKFB3 siRNA の投与別に、低

G環境ないし高 G 環境で 48時間培養し、遺伝子発現とグルコ―ス応答性インス

リン分泌を比較した。3.2)C57B6/JマウスにStreptozotocin(STZ)を投与する群（STZ

群）と STZおよび 3POを投与する群（STZ+3PO 群）を設定した。OGTTを用い

て耐糖能の評価を行い、免疫染色で膵島の MafA発現を評価した。 

【結果】 

1.1)高 G 群で PFKFB3 を含む解糖系酵素の発現が亢進し、ミトコンドリア機能

は低下した。1.2)自由摂餌群で体重増加および耐糖能増悪を認め、膵島での

PFKFB3 を含む解糖系酵素群の発現は上昇したが、一方で体重・耐糖能が悪化し

なかった摂餌制限群では変化を認めなかった。2.1)高 G 群で PFKFB3 を含む解

糖系酵素の発現が亢進し、ミトコンドリア機能は低下したが、これらの変化は低

G環境で是正された。2.2)自由摂餌群で体重増加および耐糖能の増悪を認め、膵

島での PFKFB3 の発現は上昇したが、摂餌制限群および SGLT2i 群ではこれらの

変化は是正された。3.1)3PO および si-PFKFB3 の導入により Pfkfb3 の発現は抑

制された。高 G 環境下で Pdx-1、Mafa の発現は低下し、Pfkfb3 の抑制はこの変

化に影響を及ぼさなかった。Pfkfb3 のノックダウンにより高 G 刺激時のインス

リン分泌が低下した。さらに、3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide, yellow tetrazole(MTT)アッセイでは Pfkfb3 ノックダウン群の相対細胞活

性が時間依存的に低下した。3.2)STZ群とSTZ+3PO群では体重差はなかったが、

STZ+3PO 群で随時血糖値は高値で、耐糖能の増悪を認めた。STZ 群で膵島の

PFKFB3 発現は亢進したが、STZ+3PO 群で PFKFB3 の発現は低下した。膵 β 細

胞におけるMafAの発現には群間差を認めなかった。 

【考察】 

急性代謝ストレス下では、PFKFB3 を介した解糖系亢進が短期的な適応応答と

して細胞生存維持とインスリン分泌に寄与し、PFKFB3 の抑制はインスリン分泌

および耐糖能を悪化させた。一方、この亢進した PFKFB3 発現は摂餌制限や

SGLT2 阻害薬投与などにより可変的に低減し、慢性的な過活性化は膵 β 細胞機

能低下を招きうる可能性が示唆された。すなわち、膵 β 細胞における PFKFB3 に

関連した細胞内代謝変化は時間依存的に適応と不適応の様相が変化し得ると考

えられた。このため、糖尿病病態における PFKFB3 経路への解釈や介入におい

ては急性期と慢性期を明確に区別し、時間軸を踏まえた評価が重要である。 

【結語】 

急性の代謝ストレス下における PFKFB3 の発現亢進は、膵 β 細胞機能を維持

するための適応的応答である可能性がある。PFKFB3 活性の抑制はインスリン分
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泌および耐糖能を損ない、この経路が一過性の代謝ストレスに対する適応にお

いて重要な役割を果たすことを示唆する。 
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3. 略語表 

 

本文中のおよび図中で使用した略語は以下の通りである． 

 

3PO 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one 

ADP Adenosine diphosphate 

ATP adenosine triphosphate 

AUC area under the blood glucose concentration curve 

DMSO dimethyl sulfoxide 

FCCP carbonyl cyanide p-trifluoro methoxyphenylhydrazone 

FBS fetal bovine serum 

G glucose 

HIF hypoxia-inducible factor 

HK1 hexokinase 1 

LDHA Lactate dehydrogenase A 

Mafa v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A 

MTT 
3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, yellow 

tetrazole 

NS not significant 

OCR oxygen consumption rate 

OGTT oral glucose tolerance test 

PBS phosphate-buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

Pdx-1 pancreatic and duodenal homeobox 1 

PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 

PS physiological saline 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SGLT2i sodium–glucose cotransporter 2 inhibitor 

STZ streptozotocin 

TCA tricarboxylic acid 
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4. 緒言 
 

 

糖尿病におけるインスリン分泌低下は、膵 β 細胞の機能低下と細胞数減少に

起因する(Butler et al, 2003; MacDonald et al, 2005; Marrano et al, 2020)。これらの変

化を調節するメカニズムを明らかにすることは、糖尿病の病態生理を理解する

ために重要である。先行研究によれば、非糖尿病ラットの膵島では、膵 β 細胞内

に取り込まれたグルコースがピルビン酸に代謝され、その後、 tricarboxylic 

acid(TCA) 回 路 と 酸 化 的 リ ン 酸 化 で 利 用 さ れ る こ と で adenosine 

triphosphate(ATP)/adenosine diphosphate(ADP)比が上昇する。ATP/ADP 比の上昇は

ATP 感受性 K+チャネルを閉鎖し、膜脱分極、電位依存性 Ca2+チャネルの開口、

細胞内 Ca2+濃度上昇を介してインスリン顆粒の開口放出を誘導する(Henquin, 

2000; Henquin, 2009)。すなわち、グルコース代謝の変化が電気生理学的変化とイ

ンスリン分泌反応へ連動する一連の機序により、グルコース刺激インスリン分

泌が成立する(図 1)。一方、肥満やインスリン抵抗性に伴う高血糖状態の持続、

あるいは炎症性サイトカイン曝露などの代謝ストレス環境下では、膵 β 細胞で

酸化的リン酸化の低下と解糖系への依存亢進がしばしば観測され、細胞内代謝

の偏り（細胞内代謝リモデリング）が生じることが示されている(Sasaki et al, 

2013; Montemurro et al, 2019)。低酸素誘導因子 Hypoxia inducible factor-1α(HIF1α)

と、6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3(PFKFB3)は、このような

代謝変化に関与する中心的な分子群として位置づけられる。代謝ストレス条件

下では TCA 回路活性の低下や TCA 回路中間代謝産物（コハク酸、フマル酸な

ど）の蓄積を介して、HIF1α を水酸化して分解へ導く HIF1α プロリン水酸化酵

素の活性が低下し得る。その結果、HIF1αが安定化して PFKFB3 の発現が亢進す

ることが報告されている。その後、PFKFB3 がフルクトース-2,6-ビスリン酸を合

成し、解糖酵素であるホスホフルクトキナーゼ-1 を活性化することで、解糖系

経路での細胞内グルコースの利用を促進する(Minchenko et al, 2002; Houddane et 

al, 2017)。PFKFB3 はフルクトース-2,6-ビスリン酸の産生を介してホスホフルク

トキナーゼ-1 活性を調節することから、解糖系の制御における主要因子（マス

ターレギュレーター）として理解される(図 2)。 

慢性的な代謝ストレス環境下で見られる膵 β 細胞における HIF1α/PFKFB3 経

路の活性化は細胞生存の維持に寄与する可能性が指摘される一方で、グルコー

ス刺激応答性を中心とするインスリン分泌機能の低下を伴い得ることが報告さ

れている。例えば、高グルコース刺激条件下や肥満糖尿病病態の膵 β 細胞では、

酸素消費速度の低下や乳酸産生の増加などを背景に、グルコース刺激インスリ

ン分泌が優位に低下する一方、基礎インスリン分泌の相対的増加を示す所見が
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報告されている(Roche et al, 1997; Bensellam et al, 2009; Montemurro et al, 2019)。

また、炎症性サイトカイン（IL-1β、TNF-αなど）の負荷においても HIF1α/PFKFB3

経路の活性化により、膵 β 細胞死が抑制され得る一方で、グルコース刺激応答

性が障害され得ることが示されている(Puri et al, 2009; Nomoto et al, 2020)。これ

らの所見は、PFKFB3を介した解糖系優位の細胞内代謝変化が、細胞生存の観点

では有利に働き得る一方、グルコース刺激に対するインスリン分泌応答性を損

なう可能性を示している。 

膵 β 細胞の機能維持には、上記の代謝機序に加え、細胞の成熟性・機能的同一

性を規定する転写因子群が重要である。Pancreatic and duodenal homeobox 1(Pdx-

1)および v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A(MafA)は、成

熟膵 β 細胞におけるインスリン遺伝子発現とグルコース刺激応答性分泌を支え

る主要な転写因子として知られ(図 3)、代謝ストレス条件下ではこれらの発現低

下がグルコース刺激インスリン分泌と関連して報告されている(Yang YP et al, 

2017; Zhang C et al, 2005)。したがって、PFKFB3 経路の活性化が、インスリン分

泌の「量」と「グルコース刺激に対する応答性」さらに、Pdx-1/MafA の発現維

持にどのように関与するかを、時間的経過を踏まえて整理することは病態理解

において重要である。 

しかし、既報の多くは慢性の代謝ストレス環境における所見を中心としてお

り、PFKFB3 発現亢進が生じる急性代謝ストレス期における PFKFB3 の機能的意

義およびストレス軽減（摂餌制限や薬理学的介入）による可変性については、十

分に体系化されていない。また、膵島内で PFKFB3 高発現細胞と低発現細胞が

混在することが報告され(Sasaki et al, 2013; Montemurro et al, 2019)、細胞間不均一

性が示唆される一方で、その病態意義やインスリン分泌表現型との関連は明ら

かとなっていない。さらに、PFKFB3 抑制がインスリン分泌の「量」に与える影

響と、「グルコース刺激応答性」に与える影響を明確に区別して検討した報告は

限られる。本研究はこれらの課題を踏まえ、急性の代謝ストレス環境に焦点を当

て、PFKFB3 を介した細胞内代謝変化の時間的依存性と可変性を、細胞実験およ

び動物実験の両面から検証した。運用上、本研究では代謝ストレスの時間軸を実

験系ごとに定義した。細胞実験では高グルコースなどの曝露が 24-72時間の条件

を急性代謝ストレスとした。動物実験では、肥満・高血糖を中心とする代謝スト

レスを惹起する条件およびそれを軽減する介入条件を含め、4週間の観察期間で

評価する系を短期代謝ストレスとして扱い、その初期相（急性期）に生じる

PFKFB3 発現亢進の意義、摂餌制限や SGLT2 阻害薬などの介入による可変性、

PFKFB3 抑制がインスリンの「量」と「グルコース刺激応答性」に及ぼす影響、

ならびに Pdx-1/MafA 発現との関係を評価し、膵 β 細胞における PFKFB3 依存の

代謝適応を時間軸の観点から整理することを目的とした。本研究の新規性は、
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PFKFB3 を中心とする代謝変化を静的な現象としてではなく、急性期の適応と慢

性期の不適応をつなぐ動的過程として捉え、その可変性と介入可能性を、インス

リン分泌機能および転写因子レベルの両面から実証的に示す点にある。 
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図 1. グルコース刺激インスリン分泌の機序概要 

膵 β 細胞に取り込まれたグルコースは解糖系を経てピルビン酸となり、TCA 回

路および酸化的リン酸化により、ATP/ADP 比を上昇させる。ATP/ADP 比の上昇

は ATP 感受性 K+チャネルを閉鎖し、膜脱分極、電位依存性 Ca2+チャネル開口、

細胞内 Ca2+濃度上昇を介してインスリン顆粒の開口放出を誘導する。ADP, 

adenosine diphosphate; ATP, adenosine triphosphate; GLUT2, glucose transporter 2; 

TCA, tricarboxylic acid 
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図 2. 代謝ストレス環境下における HIF1α/PFKFB3経路を介した細胞内代謝リモ

デリング 

代謝ストレス条件下では TCA回路が低下し、TCA回路由来代謝産物であるコハ

ク酸やフマル酸の増加などを介して、HIF1α の分解に関与する HIF1α プロリン

水酸化酵素の活性が低下し得る。その結果、HIF1αが安定化して PFKFB3 発現が

亢進する。PFKFB3 はフルクトース-2,6-ビスリン酸を産生し、ホスホフルクトキ

ナーゼ-1 を活性化することで解糖系フラックスを促進する。GLUT2, glucose 

transporter 2; HIF1α, hypoxia inducible factor-1α; TCA, tricarboxylic acid; PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 3. 膵 β 細胞の成熟性・機能的同一性を規定する転写因子 Pdx-1 および MafA

とインスリン分泌機能 

Pdx-1およびMafAは成熟膵 β細胞においてインスリン遺伝子発現およびグルコ

ース刺激に対するインスリン分泌応答性を支持する主要な転写因子である。代

謝ストレス環境下ではこれらの発現が低下し、グルコース刺激インスリン分泌

不全と関連することが報告されている。Pdx-1, pancreatic and duodenal homeobox 

1; Mafa, v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 

 

5. 目的 
 

 

本研究は、糖尿病病態下における膵 β 細胞の細胞内代謝変化の可変性を検討

し、これらの変化が糖尿病の病態生理において持つ意義を明らかにすることを

目的とした。 
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6. 対象と方法 

 

 

6.1 研究デザイン 

 

6.1.1 グルコース刺激が細胞内代謝変化に与える影響 

 

6.1.1.1) INS-1 832/13 細胞、C57BL/6J 雄性マウスの単離膵島を 10% fetal bovine 

serum(FBS: Gibco BRL, Paisley, UK)を含む Roswell Park Memorial Institute(RPMI)

培地で、5.5 mM グルコース濃度の低グルコース環境（低 G群）、または 11 mM

ないし 22 mM グルコース濃度の高 G環境（高 G群）下で 48時間培養し、Real-

time polymerase chain reaction(PCR)法・ウェスタンブロット法・細胞外フラック

スアナライザーを用いて遺伝子・タンパク質の発現変化およびミトコンドリア

機能を解析した。 

 

6.1.1.2) 6-10 週齢まで普通食 CE-2 の自由摂餌下で飼育した肥満を呈さない雄性

ob/+マウス（対照群）および肥満 2型糖尿病モデルマウスである雄性 ob/ob マウ

ス（自由摂餌群）に加え、CE-2を 2g/日の摂餌量に制限した群（摂餌制限群）を

設定した。体重・血糖値の測定に加え、経口ブドウ糖負荷試験（OGTT: oral glucose 

tolerance test）として 1.0mg/g のブドウ糖水溶液を投与して耐糖能を評価した。

10 週齢時点で膵組織の免疫染色を行い、単離膵島のタンパク発現をウェスタン

ブロット法を用いて解析した。 

 

6.1.2 細胞内代謝変化の可変性 

 

6.1.2.1) INS-1 832/13 細胞、C57BL/6J 雄性マウスの単離膵島を 5.5 mM グルコー

ス濃度の低 G 環境（低 G 群）ないし 22 mM グルコース濃度の高 G 環境（高 G

群）下で 48時間、高 G環境下で 24時間培養した後に低 G環境下に変更してさ

らに 24時間培養し、Real-time PCR 法・ウェスタンブロット法・細胞外フラック

スアナライザーを用いて遺伝子・タンパク質の発現変化およびでミトコンドリ

ア機能を解析した。 

 

6.1.2.2) 8週齢の ob/ob マウスを自由摂餌群、摂餌制限群、自由摂餌下で sodium–

glucose cotransporter 2 inhibitor(SGLT2i)であるトホグリフロジンを投与した群

（SGLT2i 群）に分け飼育した。SGLT2i 群では CE-2 400gあたりトホグリフロジ
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ン 0.06gを混合し、自由摂餌で投与した。体重・血糖値の測定に加え、OGTTを

用いて耐糖能を評価した。12 週齢時点で膵組織の免疫染色を行い、単離膵島の

タンパク発現をウェスタンブロット法を用いて解析した。 

 

6.1.3 細胞内代謝変化への介入 

 

6.1.3.1) INS-1 832/13 細胞を、低 G環境下または高 G環境下で PFKFB3 siRNA ま

たはコントール siRNA を導入して 48 時間培養した。Real-time PCR 法による遺

伝子発現およびグルコース刺激によるインスリン分泌を比較した。 

 

6.1.3.2) PFKFB3 阻害薬として、3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one (3PO) 

を使用し、streptozotocin(STZ)は膵臓 β 細胞障害を介して高血糖を呈する糖尿病

モデルを誘発するために用いた。本研究では 16-20週齢の雄 C57BL/6J マウスを

以下の 3つの方法で処置した：対照群は生理食塩水+dimethyl sulfoxide（DMSO）

群（ 5 日間の生理食塩水投与後に 2 週間隔日で DMSO を投与）、

streptozotocin(STZ)+DMSO 群（5 日間 50 mg/kg/日の STZ 投与後に 2 週間隔日で

DMSO を投与）、STZ+3PO群（5日間 50 mg/kg/日の STZ投与後に 2週間隔日で

50 μg/g/日の 3PO を投与）。OGTT を用いて耐糖能の評価を行い、免疫染色で膵

島の v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene(MafA)発現を評価した。 

 

 

6.2 動物 

 

 

6週齢の雄性 BKS.B6.Cg-Lepob/J(ob/ob)、ob/+、C57BL/6J マウスを使用した（ 

Oriental Yeast Co. Ltd., Tokyo, Japan）。1ケージあたり 1匹のマウスで飼育した。

マウスの飼育環境は室温 25℃の空調のもと 7時～19時までを明期とした明暗サ

イクルで自由行動および水道水の摂取のもとで飼育した。実験動物の取り扱い

については、国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定に従って行った。 

 

 

6.3 飼料プロトコル 

 

 

標準飼料（MF; Oriental Yeast Co. Ltd., Tokyo, Japan）を使用した(Kitao et al, 2018)。

SGLT2阻害薬であるトホグリフロジンは、興和株式会社（Tokyo, Japan）より提

供された。 
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6.4 随時血糖値およびインスリンの測定 

 

 

 採血は尾静脈から行い、血糖測定にはグルテストミント携帯型血糖計（Sanwa 

Chemical Co., Nagoya, Japan）を使用して測定した。インスリンは血液サンプルか

ら血漿を分離し、インスリン enzyme-Linked Immunosorbent Assay(ELISA) キット

（Morinaga Institute of Biological Science, Yokohama, Japan）を用いて測定した

(Nomoto et al, 2015)。抗体固相化プレートにモルモット抗インスリン血清を

95μL/well 分注し、標準液または検体を 5μL/well 添加した後、4℃で 16-20時間静

置して一次反応を行った。翌日、各 well の内容液を除去し、希釈した洗浄液を

用いて 300μL/well で 3回洗浄した。続いて、調製した酵素標識抗モルモット IgG

抗体を 100μL/well で分注し、室温で 1時間静置して二次反応を行った。反応後、

内容液を除去し、洗浄液を用いて 300μL/well で 5 回洗浄した。その後、酵素基

質液を 100μL/well 分注し、遮光下・室温で 30 分反応させた後、反応停止液を

100μL/well 加えて反応を停止した。吸光度はマイクロプレートリーダーで主波長

450nm（副波長 610-650nm）にて測定し、反応停止後 30 分以内に測定した。標

準液の吸光度から標準曲線を作成し、検体中インスリン濃度を測定した。測定は

二重測定で実施した。培養上清など血漿以外の飼料についても、同一キットを用

いて同様に測定した。 

 

 

6.5 経口ブドウ糖負荷試験（OGTT） 

 

 

 経口ブドウ糖負荷試験（OGTT）として 16 時間の絶食下において、1.0mg/gの

ブドウ糖水溶液をゾンデを用いて経口投与し、投与前（0分）、15分、30分、60

分、120分後に尾静脈から採血を行い、血糖値を測定した。血糖濃度曲線下面積

（AUC: area under the blood glucose concentration curve）は、ブドウ糖投与後 0～

120分のデータから算出した。 

 

 

6.6 INS-1 832/13 細胞培養 

 

 

Merck Millipore (Darmstadt, Germany)から購入したラット由来の膵 β 細胞株で
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ある INS-1 832/13 細胞を、湿度調整された環境下で 37℃に保ち、10% FBS、1%

ペニシリン・ストレプトマイシン、50 μM β-メルカプトエタノール、1 mM ピル

ビン酸ナトリウム、10 mM 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid およ

び 1% GlutaMAX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)を添加した RPMI-1640培地

で培養した。特に記載がない限り、11 mM のグルコース濃度で培養した。 

 

 

6.7 siRNA導入 

 

 

 INS-1 832/13 細胞を RPMI1640培地 （11 mMグルコース濃度、10%FBS、37℃、

5%CO2）でプレインキュベーションした。Pfkfb3 のノックダウンには ON-

TARGET plus Rat Pfkfb3 siRNA SMART pool (L-095107-02-0010, Horizon Discovery, 

Cambridge, UK)を、そのコントロールには ON-TARGET plus Non-targeting Pool (D-

001810-10-20, Horizon Discovery)を使用した。トランスフェクションには

Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific)を使用し、Opti-MEM で希釈し

た。RNAiMAX 5 μL+Opti-MEM 300 μLと siRNA0.6 μL (20 μM) +Opti-MEM 300 μL

をそれぞれ室温で 5 分静置後、1:1 で混和し室温で 20 分反応させた。この混合

液を 5.5 mM または 22 mM グルコース濃度の RPMI1640培地の各 well に 600 μL

ずつ添加し、最終 siRNA濃度 20nM で 48 時間培養した。培養後、細胞を回収し

解析に用いた。 

 

 

6.8 MTTアッセイ 

 

 

細胞内代謝活性に対する Pfkfb3 ノックダウンの影響を評価するため、INS-1 

832/13 細胞に Pfkfb3 特異的 siRNA をトランスフェクションし、11 mM グル

コース含有培地で 24、48、72 時間培養した。細胞活性は、MTT アッセイキッ

ト（Cell Proliferation Kit I, Roche, Cat. No. 11465007001, Sigma-Aldrich）を用いて

測定した。吸光度は 570 nm にてマイクロプレートリーダーで測定した。本アッ

セイは主としてミトコンドリア代謝活性を反映し、細胞生存性または増殖能の

間接指標となり得る。 

 

 

6.9 膵の免疫組織染色（酵素抗体法および蛍光抗体法） 
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摘出した膵臓組織を 4%パラホルムアルデヒドで固定し、4℃で一晩固定し

た。組織をパラフィン包埋し、標準的な手法で 5 μm の切片を作成した。酵素

抗体法においては切片は内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化するために、

0.3%(v/v)H2O2を含むメタノールに 15分間反応させた。phosphate-buffered saline 

(PBS)で洗浄後、ウサギ抗ヒトインスリン抗体(1:1000)(Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA)で免疫染色を行った。β 細胞量は以下の式で算出した：β

細胞量(mg)＝(β 細胞面積 / 膵臓面積)×膵臓重量(mg)(Kitao et al, 2018; Nomoto et 

al, 2015)。免疫蛍光染色のため、組織切片を一次抗体(表 1)とともに 4℃で一晩

インキュベートした。PBS で洗浄後、二次抗体を用いて 60分間インキュベー

トした(表 1)(Nomoto et al, 2015; Takahashi et al, 2018)。染色後、光学顕微鏡

BIOREVO BZ-9000、BZ-X710(Keyence Japan, Osaka, Japan)にて BZ-Ⅱ観察アプリ

ケーション ver.1.40(Keyence)を用いて標本の写真を撮影・取り込みし、BZ-

IIanalyzer ver.1.41(Keyence)を用いて写真の解析を行った。 
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表 1. 免疫組織学的染色に使用した抗体 

 

1次抗体 

Antigen Species Dilution Manufacturer Catalog# 

Insulin Guinea pick 1:1 Dako IR002 

PFKFB3 Rabbit 1:400 abcam ab18186 

MafA Rabbit 1:250 Fortis Life Sciences IHC-00352 

2次抗体 

Guinea pig IgG  

(Alexa Fluor 488) 
Goat 1:200 Life Technologies A11073 

Rabbit IgG  

(Alexa Fluor 594) 
Goat 1:200 Life Technologies A11012 
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6.10 膵島単離 

 

 

 マウスを屠殺し、開腹したのち総胆管を露出させた。十二指腸乳頭部を鉗子

でクランプしたのち、注射針を総胆管にカニュレーションし、超純水で

33.3mg/ml に希釈した collagenase(Sigma-Aldrich, St. Louis)を注入した。膨張した

膵臓を切離し上部の collagenaseの入ったシリンジに移し、37℃で 24分間温振

した。その後、複数回に分けて FBS を添加した反応停止液（Hanks’ balanced salt 

solution:Sigma-Aldrich）を加え撹拌・上清の吸引を繰り返し、最終的に沈殿した

膵組織を 10 cm dish に播種し、実体顕微鏡下にて膵島を回収して実験に使用し

た。 

 

 

6.11 遺伝子発現解析 

 

 

 各マウスの膵臓から RNeasy Mini Kit (Qiagen, Tokyo, Japan)を添付文書の通り

に用いて total RNA を抽出した。抽出した RNAは濃度を調節後に random 

primer、10 mM dNTP(Promega, WI, USA)、Superscript®Ⅲ、RNaseOUT, 5x Fast 

Standard Buffer(Life Technologies)を用いて complementary DNA(cDNA)を作成

し、SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, CA, USA)を用いた定量的

Realtime-PCR 法で各種遺伝子発現量を定量した。使用したプライマー配列は表

2に記載した。内因性コントロールとして β actin を用いた。 
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表 2. 定量的リアルタイム PCR に用いたプライマーの配列 

 

Gene (Forward/Reverse) Sequence 

ラット  

β actin forward CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA 

β actin reverse GTCGTACCACTGGCATTGTG 

PFKFB3 forward CACGGCGAGAATGAGTACAA 

PFKFB3 reverse TTCAGCTGACTGGTCCACAC 

MafA forward CTTCAGCAAGGAGGAGGTCATC 

MafA reverse GCGTAGCCGCGGTTCTT 

Pdx-1 forward AGGAGGTGCATACGCAGCAG 

Pdx-1 reverse GAGGCCGGGAGATGTATTTGTT 

マウス  

β actin forward ATATCGCTGCGCTGGTCTGTC 

β actin reverse AGCACAGCCTGGATGGCTAC 

PFKFB3 forward AGAACTTCCACTCTCCCACCC 

PFKFB3 reverse AGGGTAGTGCCCATTGTTGAA 

MafA forward CTTCAGCAAGGAGGAGGTCATC 

MafA reverse GCGTAGCCGCGGTTCTT 

Pdx-1 forward CTCCGGACATCTCCCCATAC 

Pdx-1 reverse ACGGGTCCTCTTGTTTTCCT 
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6.12 ウェスタンブロッティング 

 

 

各 INS-1 832/13 細胞およびマウスから分離した膵島を、プロテアーゼ阻害

薬を添加した CelLytic M (Sigma Aldrich)で氷上で溶解し、13000rpm、3分、4℃

で遠心分離し、可溶性画分を回収した。BCA法でタンパク質濃度を測定し、各

レーンに 15 μgをロードして 10%のポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。

電気泳動後、Poly Vinyli dene Fluoride (PVDF) membraneに転写した。Membrane

は TBST (Tris buffered saline+0.1% Tween-20)で調整した 10%スキムミルクを使用

し室温で 1時間ブロッキングをした。1 次抗体を 4℃ overnight でインキュベー

トした。TBST で洗浄後、2次抗体を室温で 1時間インキュベートした。使用

した１1次抗体および 2次抗体は表 3に示した。バンドは ImmunoStar LD ウェ

スタンブロッティング検出キット（Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）

で可視化し、LAS-4000 imager(Fujifilm, Tokyo, Japan)を使用して撮影した。内因

性コントロールとして β actin を用い、ImageJ ソフトウェア（National Institutes of 

Health, Bethesda, USA）でバンド強度を定量化して β actin で正規化し、相対発現

量を求めた。 
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表 3. ウェスタンブロッティングで使用した 1次抗体および 2次抗体 

 

1次抗体 

Antigen Species Dilution Manufacturer Catalog# 

HIF1-alpha Rabbit 1:1000 abcam ab2185 

PFKFB3 Rabbit 1:1000 abcam ab181861 

LDHA Rabbit 1:1000 Cell signaling 2012S 

HK1 Rabbit 1:1000 Cell signaling 2024T 

GAPDH Rabbit 1:1000 Cell signaling 2118S 

β actin Goat 1:1000 Santa Cruz Biotechnology sc-1615 

2次抗体 

Goat anti 

Rabbit HRP 
Goat 1:10000 Bio-Rad Laboratories 170-6515 

Donkey anti 

Goat HRP  
Donkey 1:10000 Santa Cruz Biotechnology sc-2020 
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6.13 細胞外フラックスアナライザーによる解析 

 

 

 酸素消費率（oxygen consumption rate:OCR）の測定は、細胞外フラックスアナ

ライザーXF HS Mini(Agilent Tchnologies, CA, USA)を用いて行った。測定用培地

はグルコース無添加 RPMI 培地 9.7ml に 1M グルコース溶液 100μL および L-グ

ルタミン溶液 100μLを添加して調製し、37℃で平衡化した。OCR を導出するた

めにそれぞれグルコース（5.5、11、22 mM）を添加し、ATP 合成酵素阻害剤オリ

ゴマイシン A を添加して ATP-linked OCR を導出し、carbonyl cyanide 4-

(trifluoromethoxy)phenylhydrazone(FCCP)を添加して最大 OCR を導出し、ミトコ

ンドリア複合体阻害剤ロテノン/アンチマイシン Aを添加してミトコンドリア呼

吸を遮断した。各条件は同一実験内で二重測定し、波形解析ソフトウェア（wave）

により OCR を算出した。 

 

 

6.14 統計解析 

 

 

データは平均値±標準偏差（SD）で示した。3群以上のグループ間の個別比較

は、一元配置分散分析（ANOVA）に続いて、ポストホック解析として Bonferroni

法を用いて評価した。データは JMP Pro v17.0.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA)を

使用して解析した。p < 0.05を統計的に有意とした。 
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7. 結果 
 

 

7.1 グルコース刺激が細胞内代謝変化に与える影響 

 

 

7.1.1 INS-1 832/13細胞および C57B6/J マウスの単離膵島の検討 

 

 

異なるグルコース濃度環境が膵 β 細胞の細胞内代謝に与える影響を評価する

ため、INS-1 832/13 細胞および C57B6/J マウスの単離膵島を用いて PFKFB3 の発

現を評価した。PCR 解析の結果、INS-1 832/13 細胞では高グルコース環境（22 

mM）において低グルコース環境（5.5 mM）よりも Pfkfb3 の発現が有意に高かっ

た(図 4)。これらの結果はウェスタンブロット法によるタンパク質発現の検討で

も同様であった(図 5-8)。 

一方で、細胞外フラックスアナライザーによる解析では高グルコース刺激下

では低グルコース刺激下と比較してミトコンドリア機能の低下を認めた(p < 

0.05; 図 9-11)。 
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図 4. INS-1 832/13 細胞における Pfkfb3 遺伝子発現量 

各グルコース濃度で培養した INS-1 832/13 細胞における Pfkfb3 遺伝子発現量を

Real-time PCR 法で定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規

化し、5.5 mM G群を 1とした相対発現量として表示した。5.5 mM G群（白）、

11 mM G群（灰色）、22 mM G群（黒）（n=4）（平均値±SD） * p < 0.05、一元配

置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; Pfkfb3, 6-phosphofructo-

2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; NS, not significant 
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図 5. INS-1 832/13 細胞の代表的なウェスタンブロット 

各グルコース濃度で培養した INS-1 832/13 細胞の PFKFB3 および HIF1α の代表

的なウェスタンブロット。G, glucose; HIF1α, hypoxia inducible factor-1α; PFKFB3, 

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 6. INS-1 832/13 細胞における PFKFB3 発現量の定量評価 

各グルコース濃度で培養した INS-1 832/13 細胞における PFKFB3 発現量をウェ

スタンブロットで定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規

化し、5.5 mM G群を 1とした相対発現量として表示した。5.5 mM G群（白）、

11 mM G群（灰色）、22 mM G群（黒）（n=7）（平均値±SD） * p < 0.05、*** p < 

0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 7. C57BL6/J マウス膵島の代表的なウェスタンブロット。 

各グルコース濃度で培養した C57BL6/J マウス膵島における PFKFB3 および

HIF1αの代表的なウェスタンブロット。G, glucose; HIF1α, hypoxia inducible factor-

1α; PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 8. C57BL6/J マウス膵島における PFKFB3発現量の定量評価 

各グルコース濃度下で培養したC57BL6/Jマウス膵島における PFKFB3発現量を

ウェスタンブロットで定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で

正規化し、5.5 mM G群を 1とした相対発現量として表示した。5.5 mM G群（白）、

11 mM G群（灰色）、22 mM G群（黒）（n=5–6）（平均値±SD） * p < 0.05、*** p 

< 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; PFKFB3, 

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; NS, not significant 
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図 9. INS-1 832/13 細胞における酸素消費率 

細胞外フラックスアナライザーを用いて、各グルコース濃度で培養した INS-1 

832/13 細胞の時間経過に伴う酸素消費率（OCR）を測定。それぞれグルコース

（5.5、11、22 mM）を添加して刺激条件下の OCR を評価し、ATP 合成酵素阻害

剤オリゴマイシン Aを添加して ATP 依存性の OCR を算出、FCCPでミトコンド

リアを解離し最大 OCR を評価し、最後にミトコンドリア複合体阻害剤であるロ

テノン/アンチマイシン Aを添加してミトコンドリア呼吸を遮断した。5.5 mM G

群（白）、11 mM G 群（灰色）、22 mM G群（黒）（n=3–4）（平均値±SD）、FCCP, 

carbonyl cyanide p-trifluoro methoxyphenylhydrazone. 
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図 10. INS-1 832/13 細胞における基礎酸素消費率 

各グルコース濃度で培養した INS-1 832/13 細胞の基礎酸素消費率（OCR）を定

量的に解析した。5.5 mM G群（白）、11 mM G群（灰色）、22 mM G 群（黒）（n=3–

4）（平均値±SD） ** p < 0.01、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、 

G, glucose; NS, not significant 
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図 11. INS-1 832/13 細胞における最大酸素消費率 

各グルコース濃度で培養した INS-1 832/13 細胞の最大酸素消費率（OCR）を定

量的に解析した。5.5 mM G群（白）、11 mM G群（灰色）、22 mM G 群（黒）（n=3–

4）（平均値±SD） * p < 0.05、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、

G, glucose; NS, not significant 
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7.1.2 ob/+マウスおよび ob/ob マウスでの検討 

 

 

ob/ob マウスは、出生後数週間で肥満および高血糖状態となり、加齢とともに

進行する糖尿病モデル動物である。このため、これらのマウスにおいては膵 β 細

胞に対する過剰な代謝負荷が想定されている。6週齢の時点では、高血糖は顕著

ではなく、ob/ob マウスの膵 β 細胞における PFKFB3 の発現は、対照群である

ob/+マウスと明確な差異は見られなかった。しかし、その後の週齢の進行に伴い、

ob/ob マウスでは体重増加と血糖上昇が進行し、PFKFB3 の発現が亢進していた

(図 12-13)。 

  

過剰な食事摂取が肥満および高血糖に寄与することを考慮し、ob/obマウスに

6週齢から摂餌制限を行った。摂餌制限を行った ob/ob マウスでは、体重および

血糖値は対照群である ob/+マウスと同程度となり(図 14-16)、OGTT における耐

糖能も改善した(図 17-18)。単離膵島のタンパク発現では、ob/ob の自由摂取群で

PFKFB3 を含む解糖系酵素の発現が対照群に比べて上昇していた(p < 0.05)。しか

し、摂餌制限群の膵島では、これらの解糖系酵素の発現が対照群と差を認めなか

った(図 19-20)。同様に、膵切片の免疫染色においては、膵 β 細胞内の PFKFB3

の発現が ob/ob の自由摂取群で対照群よりも有意に高いことが確認された(p < 

0.05)。摂餌制限群では、PFKFB3 の発現が ob/obの自由摂取群よりも有意に低い

ものの、対照群よりは有意に高いことが観察された(いずれも p < 0.001; 図 21-

22)。膵島の免疫染色により、ob/ob の自由摂取群で膵 β 細胞量が有意に増加して

いることが示された(対照群および摂餌制限群と比較して p < 0.001)、しかしこの

増加は摂餌制限によって抑制されていた(図 23)。 

 

  



35 

 

 

 

 

図 12. 10 週齢の ob/+および ob/ob マウスの膵島における代表的なウェスタンブ

ロット 

ob/+および ob/ob マウスの膵島における PFKFB3 および HIF1α の代表的なウェ

スタンブロット、体重および血糖値。HIF1α, hypoxia inducible factor-1α; PFKFB3, 

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; LDHA, lactate dehydrogenase 

A 
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図 13. ob/ob マウスの膵島の免疫組織化学染色 

各週齢の ob/ob マウスの膵組織切片を抗 PFKFB3 抗体（赤）、抗インスリン抗体

（緑）にて蛍光免疫染色法で二重染色した。黄色スケールバーは 100 μm を示し

ている。 
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図 14. 摂餌量の変化  

6週齢から 10週齢まで自由摂餌を行った ob/+マウス群、自由摂餌を行った ob/ob

マウス群、摂餌制限を行った ob/ob マウス群の摂餌量の比較。自由摂餌を行った

ob/+マウス群（白）、自由摂餌を行った ob/ob マウス群（灰色）、摂餌制限を行っ

た ob/ob マウス群（黒）（n=6–10）（平均値±SD）  
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図 15. 体重の変化 

6週齢から 10週齢まで自由摂餌を行った ob/+マウス群、自由摂餌を行った ob/ob

マウス群、摂餌制限を行った ob/ob マウス群の体重の比較。自由摂餌を行った

ob/+マウス群（白）、自由摂餌を行った ob/ob マウス群（灰色）、摂餌制限を行っ

た ob/ob マウス群（黒）（n=6–10）（平均値±SD）  
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図 16. 随時血糖値の変化 

6週齢から 10週齢まで自由摂餌を行った ob/+マウス群、自由摂餌を行った ob/ob

マウス群、摂餌制限を行った ob/ob マウス群の随時血糖値の比較。自由摂餌を行

った ob/+マウス群（白）、自由摂餌を行った ob/ob マウス群（灰色）、摂餌制限を

行った ob/ob マウス群（黒）（n=6–10）（平均値±SD）  
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図 17. 経口ブドウ糖負荷試験（OGTT）における血糖値の変化 

6週齢から 10週齢まで自由摂餌を行った ob/+マウス、ob/ob マウス、もしくは摂

餌制限を行った ob/ob マウスの経口ブドウ糖試験中の血糖値変化。自由摂餌を行

った ob/+マウス群（白）、自由摂餌を行った ob/ob マウス群（灰色）、摂餌制限を

行った ob/ob マウス群（黒）（n=6–10）（平均値±SD）  
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図 18. 経口ブドウ糖試験における血糖値曲線下面積（AUC） 

6週齢から 10週齢まで自由摂餌を行った ob/+マウス、ob/ob マウス、もしくは摂

餌制限を行った ob/ob マウスの経口ブドウ糖試験における血糖値曲線下面積

（AUC）。自由摂餌を行った ob/+マウス群（白）、自由摂餌を行った ob/ob マウス

群（灰色）、摂餌制限を行った ob/ob マウス群（黒）（n=6–10）（平均値±SD） （n=6–

10）（平均値±SD） ** p < 0.01、*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法

による事後検定）、AUC, Area under the blood glucose curve 
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図 19. ob/+マウスおよび ob/obマウスの膵島における代表的なウェスタンブロッ

ト。 

ob/+マウスおよび ob/ob マウスの膵島における PFKFB3 および HIF1α の代表的

なウェスタンブロット。 HIF1α, hypoxia inducible factor-1α; PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

 

 

 

 

図 20. ob/+マウスおよび ob/ob マウスの膵島における PFKFB3 発現量の定量化 

各条件下における膵島での PFKFB3 発現量をウェスタンブロットで定量的に評

価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、ob/+マウス群を 1 とし

た相対発現量として表示した。自由摂餌を行った ob/+マウス群（白）、自由摂餌

を行った ob/ob マウス群（灰色）、摂食制限を行った ob/ob マウス群（黒）（n=4）

（平均値±SD） * p < 0.05、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、

PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 ; NS, not significant 
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図 21. ob/+マウスおよび ob/ob マウスの膵島における免疫組織化学染色 

ob/+マウスおよび ob/ob マウスの膵組織切片を抗 PFKFB3 抗体（赤）、抗インス

リン抗体（緑）にて蛍光免疫染色法で二重染色した。黄色スケールバーは 100 μm

を示している。PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 22. 膵 β 細胞における PFKFB3 陽性細胞率 

自由摂餌を行った ob/+ マウスおよび ob/ob マウス、摂餌制限を行った ob/ob マ

ウスの膵 β 細胞における PFKFB3 陽性細胞率を算出した。各群とも 3 匹のマウ

ス由来とし、1 匹のマウスにつき 31-61 個の膵島を観察し、PFKFB3 陽性細胞数

をカウントした。自由摂餌を行った ob/+マウス群（白）、自由摂餌を行った ob/ob

マウス群（灰色）、摂餌制限を行った ob/ob マウス群（黒）（平均値±SD） *** p 

< 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 23. 膵 β 細胞量 

自由摂餌を行った ob/+ マウスおよび ob/ob マウス、摂餌制限を行った ob/ob マ

ウスの膵 β 細胞量を算出した。β 細胞量は以下の式で計算: β 細胞量 (mg) = (膵 β

細胞面積 / 膵臓面積) × 膵臓重量 (mg)。自由摂餌を行った ob/+マウス群（白）、

自由摂餌を行ったob/obマウス群（灰色）、摂餌制限を行ったob/ob マウス群（黒） 

（n=3）（平均値±SD） *** p < 0.001 、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事

後検定） 
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7.2 細胞内代謝変化の可変性 

 

 

7.2.1 INS-1 832/13細胞および C57B6/J マウスの単離膵島の検討 

 

次に、高グルコース環境で亢進した PFKFB3の発現およびミトコンドリア機

能障害が、グルコース曝露の変化によって改善されるかどうかを検討した。

INS-1 832/13 細胞および単離膵島では高グルコース環境で PFKB3を含む解糖系

酵素の発現が亢進したがこれらの変化は低グルコース環境で是正された(図 24-

28)。また、高グルコース環境でミトコンドリア機能は低下したが、これも低グ

ルコース環境に暴露することによって改善した(図 29-31)。 
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図 24. INS-1 832/13 細胞における Pfkfb3 遺伝子発現量 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 832/13 細胞（5.5-5.5 mM 

G）、22 mM Gで 24時間培養後に 5.5 mMGでさらに 24時間培養した INS-1 832/13

細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-22 mM G）における Pfkfb3 遺伝子発現量を Real-time PCR 法で

定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、5.5-5.5 mM G

群を 1とした相対発現量として表示した。5.5-5.5 mM G群（白）、22-5.5 mM G

群（灰色）、22-22 mM G 群（黒）（n=4–5）（平均値±SD） ** p < 0.01、一元配置

分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; Pfkfb3, 6-phosphofructo-2-

kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 25. INS-1 832/13 細胞の代表的なウェスタンブロット 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 832/13 細胞（5.5-5.5 mM 

G）、22 mM Gで 24時間培養後に 5.5 mMGでさらに 24時間培養した INS-1 832/13

細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-22 mM G）の PFKFB3 および HIF1αの代表的なウェスタンブロ

ット。G, glucose; HIF1α, hypoxia inducible factor-1α; PFKFB3, 6-phosphofructo-2-

kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 26. INS-1 832/13 細胞における PFKFB3 発現量の定量評価 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 832/13 細胞（5.5-5.5 mM 

G）、22 mM Gで 24時間培養後に 5.5 mMGでさらに 24時間培養した INS-1 832/13

細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-22 mM G）における PFKFB3 発現量をウェスタンブロットで定

量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、5.5-5.5 mM G

群を 1とした相対発現量として表示した。5.5-5.5 mM G群（白）、 22-5.5 mM G

群（灰色）、 22-22 mM G群（黒）（n=4）（平均値±SD） *** p < 0.001、一元配置

分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; PFKFB3, 6-phosphofructo-2-

kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 

 

 

図 27. C57BL6/J マウス膵島の代表的なウェスタンブロット。 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した C57BL6/J マウス膵島（5.5-5.5 

mM G）、22 mM G で 24時間培養後に 5.5 mMG でさらに 24時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した

C57BL6/J マウス膵島（22-22 mM G）の PFKFB3 および HIF1αの代表的なウェス

タンブロット。 G, glucose; HIF1α, hypoxia inducible factor-1α; PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 28. C57BL6/J マウス膵島における PFKFB3発現量の定量評価 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した C57BL6/J マウス膵島（5.5-5.5 

mM G）、22 mM G で 24時間培養後に 5.5 mMG でさらに 24時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した

C57BL6/J マウス膵島（22-22 mM G）における PFKFB3 発現量をウェスタンブロ

ットで定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、5.5-5.5 

mM G 群を 1 とした相対発現量として表示した。5.5-5.5 mM G 群（白）、22-5.5 

mM G群（灰色）、22-22 mM G群（黒）（n=6）（平均値±SD） * p < 0.05、*** p < 

0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; NS, not significant 
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図 29. INS-1 832/13 細胞における酸素消費率 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 832/13 細胞（5.5-5.5 mM 

G）、22 mM Gで 24時間培養後に 5.5 mMGでさらに 24時間培養した INS-1 832/13

細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-22 mM G）における酸素消費率（OCR）を細胞外フラックスア

ナライザーを用いて測定した。ATP 合成酵素阻害剤オリゴマイシン A を添加し

て ATP 依存性の OCR を算出、FCCP でミトコンドリアを解離し最大 OCR を評

価し、最後にミトコンドリア複合体阻害剤であるロテノン/アンチマイシン Aを

添加してミトコンドリア呼吸を遮断した。5.5-5.5 mM G群（白）、22-5.5mM G群

（灰色）、22-22 mM G 群（黒）（n=4）（平均値±SD）、FCCP, carbonyl cyanide p-

trifluoro methoxyphenylhydrazone 
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図 30. INS-1 832/13 細胞における基礎酸素消費率 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 832/13 細胞（5.5-5.5 mM 

G）、22 mM Gで 24時間培養後に 5.5 mMGでさらに 24時間培養した INS-1 832/13

細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-22mM G）の基礎酸素消費率（OCR）を定量的に解析した。5.5-

5.5 mM G群（白）、22-5.5 mM G群（灰色）、22-22 mM G群（黒）（n=4）（平均

値±SD）* p < 0.05、*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後

検定）、G, glucose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

 

 

 

図 31. INS-1 832/13 細胞における最大酸素消費率 

低グルコース（5.5 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 832/13 細胞（5.5-5.5 mM 

G）、22 mM Gで 24時間培養後に 5.5 mMGでさらに 24時間培養した INS-1 832/13

細胞（22-5.5 mM G）、高グルコース（22 mM G）条件で 48時間培養した INS-1 

832/13 細胞（22-22mM G）の最大酸素消費率（OCR）を定量的に解析した。5.5-

5.5 mM G群（白）、22-5.5 mM G群（灰色）、22-22 mM G群（黒）（n=4）（平均

値±SD）*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, 

glucose 
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7.2.2 ob/ob マウスでの検討 

 

図 12-13に示されているように、8週齢の ob/obマウスは ob/+マウスと比較

して過体重および高血糖を呈しており、膵 β 細胞における PFKFB3 の発現は

すで増加していた。したがって、これらの代謝変化が食物制限および SGLT2

阻害薬であるトホグリフロジンの投与によって改善されるかどうかを検討し

た。SGLT2阻害薬投与により、摂餌量は増加、体重はわずかに減少し、耐糖

能は有意に改善した(p < 0.05)。摂餌制限は体重を著しく減少させ、耐糖能を有

意に改善した(p < 0.001; 図 32-36)。 

膵 β 細胞に対する過剰な負荷が減少した結果、SGLT2阻害薬群および摂餌制

限群の膵 β 細胞量は、自由摂餌群と比較して有意に低かった(いずれも p < 0.05; 

図 37)。また、膵島における PFKFB3 のタンパク質発現も、自由摂餌群と比較

して SGLT2阻害薬群および摂餌制限群の両群で有意に低かった(いずれも p < 

0.05; 図 38-41)。 

これらの結果は、高グルコース条件および肥満糖尿病状態での PFKFB3 の発

現亢進が、それらの条件の是正によって可変性をもって変化し、摂餌制限や薬

理学的介入によって抑制される可能性があることを示唆している。 
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図 32. 摂餌量の変化  

8 週齢から 12 週齢まで自由摂餌を行った ob/ob マウス群、摂餌制限を行った

ob/ob マウス群、自由摂餌下で SGLT2 阻害薬であるトホグリフロジンを投与し

た ob/ob マウス群の摂餌量の比較。自由摂餌を行った ob/ob マウス群（白）、摂

餌制限を行った ob/ob マウス群（灰色）、自由摂餌下で SGLT2阻害薬投与を行っ

た ob/ob マウス群（黒）（n=16–18）（平均値±SD）  
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図 33. 体重の変化 

8 週齢から 12 週齢まで自由摂餌を行った ob/ob マウス群、摂餌制限を行った

ob/ob マウス群、自由摂餌下で SGLT2 阻害薬であるトホグリフロジンを投与し

た ob/ob マウス群の体重の比較。自由摂餌を行った ob/ob マウス群（白）、摂餌

制限を行った ob/ob マウス群（灰色）、自由摂餌下で SGLT2阻害薬投与を行った

ob/ob マウス群（黒）（n=16–18）（平均値±SD）  
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図 34. 随時血糖値の変化 

8 週齢から 12 週齢まで自由摂餌を行った ob/ob マウス群、摂餌制限を行った

ob/ob マウス群、自由摂餌下で SGLT2 阻害薬であるトホグリフロジンを投与し

た ob/ob マウス群の随時血糖値の比較。自由摂餌を行った ob/ob マウス群（白）、

摂餌制限を行った ob/ob マウス群（灰色）、自由摂餌下で SGLT2 阻害薬投与を行

った ob/ob マウス群（黒）（n=16–18）（平均値±SD）  
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図 35. 経口ブドウ糖負荷試験（OGTT）における血糖値の変化  

8週齢から 12週齢まで自由摂餌を行った ob/ob マウス、摂餌制限を行った ob/ob

マウス、もしくは自由摂餌下で SGLT2 阻害薬投与を行った ob/ob マウスの経口

ブドウ糖試験中の血糖値変化。自由摂餌を行った ob/ob マウス群（白）、摂餌制

限を行った ob/ob マウス群（灰色）、自由摂餌下で SGLT2 阻害薬投与を行った

ob/ob マウス群（黒）（n=16–18）（平均値±SD） 
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図 36. 経口ブドウ糖負荷試験（OGTT）における血糖曲線下面積（AUC） 

8週齢から 12週齢まで自由摂餌を行った ob/ob マウス、摂餌制限を行った ob/ob

マウス、もしくは自由摂餌下で SGLT2 阻害薬投与を行った ob/ob マウスの経口

ブドウ糖試験における血糖値曲線下面積（AUC）。自由摂餌を行った ob/ob マウ

ス群（白）、摂餌制限を行った ob/ob マウス群（灰色）、自由摂餌下で SGLT2 阻

害薬投与を行った ob/ob マウス群（黒）（n=16–18）（平均値±SD） * p < 0.05、*** 

p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、AUC, Area under 

the blood glucose curve 
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図 37. 膵 β 細胞量 

自由摂餌を行った ob/obマウス、摂餌制限を行った ob/ob マウス、自由摂餌下で

SGLT2 阻害薬投与を行った ob/ob マウスの膵 β 細胞量を算出した。β 細胞量は

以下の式で計算: β 細胞量 (mg) = (β 細胞面積 / 膵臓面積) × 膵臓重量 (mg)。自

由摂餌を行った ob/ob マウス群（白）、摂餌制限を行った ob/ob マウス群（灰色）、

自由摂餌下で SGLT2 阻害薬投与を行った ob/ob マウス群（黒）（n=3）（平均値

±SD） * p < 0.05、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、SGLT2i, 

sodium glucose cotransporter 2 inhibitor 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

 

 

 
 

図 38. ob/ob マウスの膵島における代表的なウェスタンブロット 

各条件下で飼育された ob/ob マウス膵島における PFKFB3 および HIF1α の代表

的なウェスタンブロット。HIF1α, hypoxia inducible factor-1α; PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; SGLT2i, sodium glucose 

cotransporter 2 inhibitor 
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図 39. ob/ob マウスの膵島における PFKFB3発現量の定量化 

各条件下で飼育された ob/ob マウス膵島での PFKFB3 発現量をウェスタンブロ

ットで定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、ob/ob

自由摂餌群を 1とした相対発現量として表示した。自由摂餌を行った ob/ob マウ

ス群（白）、摂餌制限を行った ob/ob マウス群（灰色）、自由摂餌下で SGLT2 阻

害薬投与を行った ob/ob マウス群（黒）（n=4）（平均値±SD） * p < 0.05、*** p 

< 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; SGLT2i, sodium glucose 

cotransporter 2 inhibitor 
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図 40. ob/ob マウスの膵島における免疫組織化学染色 

ob/ob マウスの膵組織切片を抗 PFKFB3 抗体（赤）、抗インスリン抗体（緑）にて

蛍光免疫染色法で二重染色した。黄色スケールバーは 100 μm を示している。

PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; SGLT2i, sodium 

glucose cotransporter 2 inhibitor 
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図 41. 膵 β 細胞における PFKFB3 陽性細胞率 

自由摂餌を行った ob/obマウス、摂餌制限を行った ob/ob マウス、自由摂餌下で

SGLT2 阻害薬投与を行った ob/ob マウスの膵 β 細胞における PFKFB3 陽性細胞

率を算出した。各群とも 3匹のマウス由来とし、1匹のマウスにつき 32-34個の

膵島を観察し、PFKFB3 陽性細胞数をカウントした。自由摂餌を行った ob/ob マ

ウス群（白）、摂餌制限を行った ob/ob マウス群（灰色）、自由摂餌下で SGLT2阻

害薬投与を行った ob/ob マウス群（黒）（平均値±SD） *** p < 0.001、一元配置

分散分析（ Bonferroni 法による事後検定）、 PFKFB3, 6-phosphofructo-2-

kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; SGLT2i, sodium glucose cotransporter 2 inhibitor 
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7.3 細胞内代謝変化への介入 

 

 

7.3.1 INS-1 832/13細胞での検討 

 

肥満高血糖条件下で PFKFB3 の発現が上昇していることが明らかとなったた

め、糖尿病病態下における PFKFB3抑制が細胞内代謝に与える影響を検討した。

高グルコース濃度で培養した INS-1 832/13 細胞では、PFKFB3 の発現は亢進して

おり、膵 β 細胞機能に重要な転写因子である pancreatic and duodenal homeobox 

1(Pdx-1)および Mafa 遺伝子の発現が低グルコース培地で培養した場合と比較し

て有意に低下していた(いずれも p < 0.001; 図 42-44)。Pfkfb3 遺伝子を siRNAで

ノックダウンしても、それらの転写因子の発現は回復しなかった。しかし、高グ

ルコース刺激下でのグルコース刺激インスリン分泌は、Pfkfb3 ノックダウン群

で有意に低下していた(p < 0.05; 図 45)。 

さらに、PFKFB3 抑制が細胞活性に及ぼす影響を MTTアッセイで評価した。

Pfkfb3 に対する siRNAまたはコントロール siRNAを導入し、24、48、72時間後

に測定した吸光度を、コントロール siRNA 群の 24 時間値を 1 として正規化し、

相対細胞活性として示した(図 46)。その結果、Pfkfb3 ノックダウン群では時間経

過に伴う有意な相対細胞活性の低下を認めた。これらの所見は PFKFB3 の抑制

が時間依存的に細胞の代謝活性および生存性を減弱させた可能性を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

 

 

 

 

図 42. Pfkfb3 遺伝子発現量 

INS-1 832/13 細胞に Pfkfb3 に対する siRNAまたはコントロール siRNAを投与し

5.5 mMGまたは 22 mM Gで 48時間培養した。Pfkfb3 遺伝子発現量を Real-time 

PCR 法で定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、5.5 

mM G群を 1とした相対発現量として表示した。5.5 mM G群（白）、22 mM G群

（黒）（n=3）（平均値±SD） ** p < 0.01、*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni

法による事後検定）、G, glucose; Pfkfb3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-

biphosphatase 3 
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図 43. Pdx-1遺伝子発現量 

INS-1 832/13 細胞に Pfkfb3 に対する siRNAまたはコントロール siRNAを投与し

5.5 mMG または 22 mM G で 48 時間培養した。Pdx-1 遺伝子発現量を Real-time 

PCR 法で定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、コ

ントロール siRNA を投与した 5.5 mM G 群を 1 とした相対発現量として表示し

た。5.5 mM G群（白）、22 mM G群（黒）（n=3）（平均値±SD）、*** p < 0.001、

一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; Pdx-1, pancreatic 

and duodenal homeobox 1; Pfkfb3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 

3 
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図 44. Mafa遺伝子発現量 

INS-1 832/13 細胞に Pfkfb3 に対する siRNAまたはコントロール siRNAを投与し

5.5 mMG または 22 mM G で 48 時間培養した。Mafa 遺伝子発現量を Real-time 

PCR 法で定量的に評価した。内因性コントロールとして β actin で正規化し、コ

ントロール siRNA を投与した 5.5 mM G 群を 1 とした相対発現量として表示し

た。5.5 mM G群（白）、22 mM G群（黒）（n=3）（平均値±SD） * p < 0.05、*** 

p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、G, glucose; Pfkfb3, 

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; Mafa, v-maf avian 

musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
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図 45. グルコース負荷試験中のインスリン値 

INS-1 832/13 細胞に Pfkfb3 に対する siRNAまたはコントロール siRNAを投与し

グルコース負荷試験中の培養上清中へのインスリン分泌量を比較した。インス

リン値は細胞タンパク質量で正規化した。2.8 mM G群（白）、16.7 mM G群（黒）

（n=3）（平均値±SD） * p < 0.05、*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni

法による事後検定）、G, glucose; Pfkfb3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-

biphosphatase 3 
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図 46. PFKFB3 ノックダウンが INS-1 832/13 細胞の細胞活性に及ぼす影響 

INS-1 832/13 細胞に Pfkfb3 に対する siRNA またはコントロール siRNA を投与

し、24、48、72 時間後の細胞活性を MTT アッセイで評価した。コントロール

siRNAを投与した 24時間値を1とし相対細胞活性を示した。コントロール siRNA

投与群（白）、Pfkfb3 に対する siRNA投与群（黒）（n=3）（平均値±SD） ** p < 

0.01、*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、Pfkfb3, 

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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7.3.2 ストレプトゾトシン（STZ）誘発糖尿病マウスでの検討 

 

 

 ストレプトゾトシン（STZ）誘発糖尿病マウスでは、膵 β 細胞における

PFKFB3 の発現がコントロール群と比較して有意に高かった(p < 0.001)が、

PFKFB3 阻害薬である 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one(3PO)によって

有意に抑制された(p < 0.001; 図 47-48)。 

体重は STZ+3PO 群と STZ+DMSO 群で有意差はなかったが、血糖値は

STZ+3PO群で STZ + DMSO 群と比較して有意に高値であった(図 49-50)。

OGTTでは STZ+3PO 群が STZ + DMSO 群と比較して糖負荷後の耐糖能および

インスリン分泌が有意に低下していた(いずれも p < 0.001; 図 51-53) 

STZ 投与後、膵島における MafA 発現は有意に低下し、3PO 投与でこの変化

は改善しなかった(いずれも p < 0.001 vs. 対照群; 図 54-55)。さらに、STZ投与

後の膵 β 細胞量は 88%減少しており、3PO 投与でこの変化は改善しなかった(い

ずれも p < 0.001 vs. 対照群; 図 56)。 

これらの実験結果から、糖尿病条件下で亢進している PFKFB3 発現を抑制す

ると耐糖能を増悪する可能性が示唆された。 
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図 47. C57BL6/J マウスの膵島における免疫組織化学染色 

PFKFB3 阻害がストレプトゾトシン（STZ）誘発糖尿病のマウスの膵島に与える

影響を検討した。C57BL6/Jマウスを以下の3つのグループに分けた：physiological 

saline(PS)+DMSO群（対照群）は生理食塩水を 5日間投与後に 2週間隔日でDMSO

を投与、STZ+DMSO群は STZ（50 mg/kg/日を 5日間）を投与後に 2週間隔日で

DMSO を投与、STZ+3PO（PFKFB3 阻害薬）群は STZ（50 mg/kg/日を 5 日間）

を投与後に 3PO（50 μg/g/日を隔日で 2週間）を投与した。膵組織切片を抗 PFKFB3

抗体（赤）、抗インスリン抗体（緑）にて蛍光免疫染色法で二重染色した。黄色

スケールバーは 100 μm を示している。STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-

(4-pyridinyl)-2-propen-1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline; 

PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 48. 膵 β 細胞における PFKFB3 陽性細胞率 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

膵 β 細胞における PFKFB3 陽性細胞率を算出した。各群とも 3 匹のマウス由来

とし、1 匹のマウスにつき 19-23 個の膵島を観察し、PFKFB3 陽性細胞数をカウ

ントした。PS+DMSO 群（白）、STZ+DMSO 群（灰色）、STZ+3PO群（黒）（平

均値±SD） *** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、

STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one; DMSO, 

dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline; PFKFB3, 6-phosphofructo-2-

kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 49. 体重の変化 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

体重の比較。PS+DMSO 群（白）、STZ+DMSO 群（灰色）、STZ+3PO 群（黒）（n=3–

4）（平均値±SD）、STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-

1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline; PFKFB3, 6-phosphofructo-

2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 50. 随時血糖値の変化 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

随時血糖値の比較。PS+DMSO 群（白）、STZ+DMSO 群（灰色）、STZ+3PO 群

（黒）（n=3–4）（平均値±SD）、STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-(4-

pyridinyl)-2-propen-1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline; 

PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 51. 経口ブドウ糖試験中の血糖値の変化 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

経口ブドウ糖試験中の血糖値の変化。PS+DMSO 群（白）、STZ+DMSO 群（灰

色）、STZ+3PO 群（黒）（n=3–4）（平均値±SD）、STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-

pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, 

physiological saline; PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 52. 経口ブドウ糖負荷試験（OGTT）における血糖曲線下面積（AUC） 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

経口ブドウ糖試験における血糖値曲線下面積（AUC）。PS+DMSO 群（白）、

STZ+DMSO 群（灰色）、STZ+3PO群（黒）（n=3–4）（平均値±SD） * p < 0.05、

*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法による事後検定）、AUC, Area under 

the blood glucose curve; STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-

propen-1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline; PFKFB3, 6-

phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 
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図 53. 経口ブドウ糖負荷試験（OGTT）におけるインスリン値 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

経口ブドウ糖試験中のインスリン値。ブドウ糖投与前のインスリン値（白）、15

分後のインスリン値（黒）（n=3–4）（平均値±SD） *** p < 0.001、一元配置分散

分析（Bonferroni 法による事後検定）、STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-

(4-pyridinyl)-2-propen-1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline; 

PFKFB3, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3; NS, not significant 
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図 54. 膵島における免疫組織化学染色 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

膵組織切片を抗 MafA 抗体（赤）、抗インスリン抗体（緑）にて蛍光免疫染色法

で二重染色した。黄色スケールバーは 100 μm を示している。STZ, streptozotocin; 

3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, 

physiological saline; MafA, v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog 

A 
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図 55. 膵 β 細胞における MafA陽性細胞率 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

膵 β 細胞における PFKFB3 陽性細胞率を算出した。各群とも 3 匹のマウス由来

とし、1 匹のマウスにつき 30-35 個の膵島を観察し、MafA 陽性細胞数をカウン

トした。PS+DMSO 群（白）、STZ+DMSO 群（灰色）、STZ+3PO 群（黒）（平均

値±SD） * p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001、一元配置分散分析（Bonferroni 法

による事後検定）、STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-

1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline; MafA, v-maf 

musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A 
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図 56. 膵 β 細胞量 

PS+DMSO（対照群）、STZ+DMSO、STZ+3PO 投与を行った C57BL6/J マウスの

膵 β 細胞量を算出した。膵 β 細胞量は以下の式で計算:膵 β 細胞量 (mg) = (膵 β

細胞面積 / 膵臓面積) × 膵臓重量 (mg)。PS+DMSO 群（白）、STZ+DMSO 群（灰

色）、STZ+3PO群（黒）（n=3）（平均値±SD） *** p < 0.001、一元配置分散分析

（Bonferroni 法による事後検定）、STZ, streptozotocin; 3PO, 3-(3-pyridinyl)-1-(4-

pyridinyl)-2-propen-1-one; DMSO, dimethyl sulfoxide; PS, physiological saline 
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8. 考察 
 

 

本研究では、急性代謝ストレス環境下におけるげっ歯類の膵 β 細胞の代謝適

応において、解糖系および、そのマスターレギュレーターである PFKFB3 が果

たす役割を検討した。INS-1 832/13 細胞や STZ 誘発糖尿病モデルマウスなどの

in vitro、in vivo モデルを用い、PFKFB3 を介する解糖系に関わる細胞内代謝変

化が、インスリン分泌や耐糖能に与える影響を解析した。その結果、急性代謝ス

トレス環境では PFKFB3 の発現亢進が、短期的には膵 β 細胞の生存維持と機能

維持に寄与し得ることが示唆された。一方その有益性は時間依存的に変化し、持

続すれば不適応へ傾く可能性が考慮された。 

既報によると Goto-Kakizaki ラットの膵島や高グルコース曝露を受けた β 細胞

株において解糖系酵素の発現亢進が報告されており、(Hou et al, 2017; Bensellam 

et al, 2009; Roche et al, 1997; Haythorne et al, 2019)、2 型糖尿病患者の膵島でも

PFKFB3の発現亢進が示されている(Nomoto et al, 2020; Cousminer et al, 2018)。本

研究でも PFKFB3 の発現は、過剰な代謝負荷のもとで亢進しており、これらの

報告と一致した。さらに、摂餌制限や薬理学的介入により代謝ストレスを低減す

ると、PFKFB3の発現亢進が可変的に低下することを示し、それが状況依存的・

時間依存的に調節されることを示した。加えて siRNAによるノックダウンや3PO

による薬理学的な解糖系の抑制は代謝ストレス下においてインスリン分泌を低

下させ、耐糖能を増悪させた。これは、急性代謝ストレス期における PFKFB3 発

現の一過性亢進が膵 β 細胞の機能維持の前提となる生存優先のための細胞内代

謝変化を調整するという解釈を裏付ける。 

INS-1 832/13 細胞では、Pfkfb3 ノックダウン後にグルコース応答性インスリン

分泌は低下した。MTTアッセイでは Pfkfb3 ノックダウン後に細胞代謝活性が時

間依存的に低下し、急性代謝ストレス環境下での細胞生存性の脆弱化が示唆さ

れた。近年、PFKFB3 陽性の膵 β 細胞がエネルギー消費や生合成を一時的に抑

制し、損傷修復の猶予を確保する生存に優位な表現型をとることが報告され

(Raval et al, 2024)、本研究の結果はこの概念と一致する。すなわち、PFKFB3 の

短期的発現亢進は生存維持を先行して担い、その上で機能維持を支えるという

構図である。 

一方、慢性高血糖状態の膵島でも PFKFB3 の発現亢進は観察されている(Hou 

et al, 2017; Bensellam et al, 2009; Roche et al, 1997; Haythorne et al, 2019)ものの、そ

の機能的意義は時間経過により変化し、膵 β 細胞機能障害に至り得ることが慢

性モデルで示されている(Raval et al, 2024; Min et al, 2022)。本研究では Pfkfb3 抑

制によりグルコース応答性インスリン分泌は低下していたが、PFKFB3 発現亢進
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に伴ってインスリン分泌量の増加が観察される場合があっても、グルコース応

答性インスリン分泌の増加だけではなく基礎インスリン分泌の増加を反映して

いる可能性にも留意すべきである。HIF1αに関連する細胞内代謝変化やミトコン

ドリア機能低下が進行するとグルコース応答性インスリン分泌が低下し、基礎

インスリン分泌偏重へ移行し得ることが示唆されており(Nomoto et al, 2020)、

PFKFB3 は急性期に適応的である一方、持続すると不適応化に寄与し得る二相的

役割を有するという考えが適切である。 

PFKFB3 は細胞質と核の双方に局在し、核内フルクトース-2,6-ビスリン酸の合

成を介して cyclin D3 や cell division cycle 25c などの細胞周期制御因子の発現を

亢進させることが知られている(Yalcin et al, 2009)。また、PFKFB3はグルコース

代謝や発がん性に関連する Ras シグナルにも関与し、低酸素環境下では HIF1α

により強力に制御される(Telang et al, 2006)。3POによる解糖系経路の抑制はがん

細胞にアポトーシスを誘導することも知られており(Clem et al, 2013)、PFKFB3

が細胞生存・ストレス適応に関与するという見解を支持する。もっとも、3POは

フルクトース-2,6-ビスリン酸を低下させるが PFKFB3 に直接結合しないことが

示されており(Emini et al, 2020)、本研究で認められた PFKFB3 陽性／陰性細胞比

の変化は経路全体の細胞内代謝変化やオフターゲット作用の影響を受けた可能

性が考慮される。したがって、薬理学的データは支持的証拠として位置づけられ、

因果関係の確証には膵 β 細胞特異的 Pfkfb3 ノックアウトなどの遺伝学的アプロ

ーチが望まれる。 

本研究において栄養過多モデルである ob/ob マウスを用いた動物実験は、代謝

ストレス下における PFKFB3 調節の可変性と適応性を示唆した。ob/ob マウスは

ヒト 2 型糖尿病の病態を完全に模倣するものではないが、持続的代謝負荷に対

する膵 β 細胞の適応を理解するうえで有用である。一方、膵 β 細胞が高度に減

少する STZ 誘発糖尿病モデルは、重篤な糖尿病ストレス下における残存膵 β 細

胞の代謝応答を評価する目的で用いた。前述の限界を勘案しつつ、本研究は病態

背景および時間軸によって PFKFB3 の関与が変動し得ることを示唆する。 

本研究にはいくつかの限界がある。第一に、細胞実験で用いた INS-1 832/13 細

胞は腫瘍由来で増殖性が高く、成熟ヒト膵 β 細胞の完全な代替とは言い難い。

第二に ob/ob マウスは稀なレプチン変異に基づく極端な代謝表現型を示し、STZ

誘発性の糖尿病モデルマウスは急性の膵 β 細胞破壊を誘導するため、慢性進行

性のヒト 2 型糖尿病とは異なる。第三に、本研究では PFKFB3 の過剰発現によ

る影響は評価できていない。第四に、解糖系阻害薬としての 3PO は特異性が限

定的であり、より選択性の高い代替阻害薬の検討は行っていない。第五に、アポ

トーシス、細胞周期、ペントースリン酸経路や脂質代謝などの代替代謝経路に対

する PFKFB3 調節の影響は検討していない。さらに、代謝ストレス環境下の膵 β
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細胞では HIF1α と PFKFB3 の発現がともに亢進していたが、両者の発現レベル

間に一貫した相関は認められなかった。これはAdenosine monophosphate-activated 

protein kinaseや mammalian target of rapamycin などの別経路が PFKFB3 調節に関

与する可能性を示唆する。したがって、HIF1αは PFKFB3 の初期の転写活性化に

寄与しうるが、ストレス環境下の膵 β 細胞における PFKFB3 タンパク量や機能

的関与の直接指標とはならない可能性がある。 

以上を総合すると、PFKFB3 は急性期には適応的に働き、生存維持を通じて機

能を支えるが、その状態が長く続くと不適応へ傾き、基礎インスリン分泌が優位

となり、グルコース応答性インスリン分泌が低下するという二相的役割を有す

る。代謝経路を治療標的とする際には、PFKFB3 の時間依存性と病態の経過を踏

まえ、介入の時期と条件を慎重に検討するべきである。今後は膵 β 細胞特異的

Pfkfb3 ノックアウトや過剰発現といった遺伝学的手法に加え、より選択性の高

い阻害薬の検討、さらに慢性モデルを用いた時系列介入により、PFKFB3 の因果

的役割をより精密に評価する必要がある。また、基礎インスリン分泌とグルコー

ス応答性インスリン分泌を区別し、ミトコンドリア機能の評価、ペントースリン

酸回路や脂質代謝などの代替経路の解析を行うことにより、PFKFB3 依存の細胞

内代謝変化の位相をより具体的に把握することが可能となる。 

本研究は PFKFB3 に着目し、膵 β 細胞の細胞内代謝変化を時間軸で再定義し

た点に独自性があり、急性期の適応を生かしつつ慢性期の不適応を回避すると

いう新たな時間軸依存型の治療設計の理論的基盤に寄与する可能性がある。 

今後は膵 β 細胞特異的な遺伝学的介入を用いて急性期と慢性期を区別した検

証を行い、その成果をヒト膵島での縦断的検証へと発展させ、時間依存性を踏ま

えた代謝介入の実装へ結びつける必要がある。 
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9．結語 
 

 

急性代謝ストレス下の膵 β 細胞では、PFKFB3 の発現亢進が機能と生存の短

期的維持を支える適応的な代謝応答として働く。一方、この変化は代謝ストレス

の低減により是正し得る可変性を示し、PFKFB3 の役割は状況と経過時間に応じ

て変化する。すなわち、急性期には短期の適応を補強する一方で、慢性期には持

続的な過剰活性化が機能低下を伴う不適応へ移行し得る。以上から、PFKFB3 は

必ずしも病的変化の誘因ではなく、短期的な代謝適応を担う補償因子として位

置づけられ、PFKFB3経路への介入や所見の解釈にあたっては、急性と慢性を明

確に区別し、時間軸を踏まえた評価と介入が不可欠である。 
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10．結論 
本研究は、急性代謝ストレス環境における膵 β 細胞の代謝適応に対する解糖

系および PFKFB3 の役割を細胞、動物実験により明らかにした。本研究におい

て明らかとなった知見は以下の通りである。 

INS-1 832/13 細胞を 5.5、11、22 mM グルコース濃度で培養し、ob/ob マウスを

自由摂餌、摂餌制限、SGLT2 阻害薬投与群、STZ 誘発糖尿病モデルマウスでは

STZ単独群と STZ+3PO投与群に群別し、所定の期間飼育したところ、  

1. 高グルコース環境で PFKFB3 を含む解糖系酵素の発現が亢進し、ミトコンドリ

ア機能は低下した 

2. 高グルコース環境で誘導された PFKFB3 の発現亢進およびミトコンドリア機能

低下は、低グルコース環境への切り替えにより可変的に是正された 

3. ob/ob マウスの自由摂餌群では耐糖能が増悪し、膵島の PFKFB3 発現は亢進した

が、摂餌制限群および SGLT2阻害薬投与群ではこれらの変化は低減した 

4. PFKFB3の siRNAによるノックダウンおよび 3PO投与により PFKFB3 は抑制さ

れ、高グルコース刺激時のインスリン分泌は低下した 

5. STZ 誘発糖尿病モデルでは STZ+DMSO 群と比較して STZ+3PO 群で随時血糖値

および耐糖能は増悪し、膵島の PFKFB3 発現は STZ+DMSO 群より低下した。 

6. 高グルコース環境で Pdx-1、Mafa は低下し、PFKFB3 抑制での回復は認めず、

PFKFB3 抑制によるインスリン分泌低下と細胞生存性の脆弱化が示唆された 

 

これらの結果から PFKFB3 の発現亢進は急性代謝ストレス期には生存維持を

通じて機能維持に寄与する適応応答である一方、それが持続するとグルコース

応答性インスリン分泌低下と基礎インスリン分泌偏重を伴う不適応へ移行し得

ると考えられた。PFKFB3 は短期的な代謝適応の担い手として位置づけられ、そ

の介入や解釈にあたっては急性期と慢性期を明確に区別し、時間軸を踏まえた

評価が必要である。すなわち、急性代謝ストレス期では一過性の PFKFB3 活性

を支持する介入は膵 β 細胞の生存と機能の保持に寄与し、患者の益をもたらす

ことが期待できる。一方で、長期に高血糖が持続し膵 β 細胞機能が低下した病

態では、PFKFB3 の持続的過活性を抑制する方向の調整が有用となる可能性があ

る。 

今後は遺伝学的手法に加え、より選択性の高い阻害薬の開発、慢性モデルを用

いた時系列介入などにより、さらなる検討が必要である。 
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