
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 5 月 9 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：EXTL3 はヘパラン硫酸の生合成に関与する糖転移酵素である。本研究

では膵β細胞特異的に EXTL3 を欠失したマウスを作製した。このマウスでは膵β細胞の増殖能

が低下しており，ランゲルハンス島に特徴的なマントル・コア構造が認められなかった。また

インスリン分泌が低下しており，耐糖能異常が認められた。以上の結果から， EXTL3 が合成す

るヘパラン硫酸が，膵β細胞の増殖，インスリン分泌機能において重要な役割を果たしている

ことが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：EXTL3 functions as a glycosyltransferase involved in heparan 
sulfate proteoglycans biosynthesis. We generated pancreatic ß-cell specific Extl3 
knockout (ßExtl3KO) mice. In ßExtl3KO mice at 2 - 8 weeks old, the ß-cell proliferation 
activity was decreased and histological examination of pancreatic islets revealed an 
atypical organization. ßExtl3KO mice at 8 weeks old showed glucose intolerance coupled 
to impaired insulin secretion upon glucose challenge. These data indicate that heparan 
sulfate plays important role(s) in ß-cell proliferation and the mechanism of insulin 
secretion. 
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１．研究開始当初の背景 
 真核細胞に存在するタンパク質の 50％以
上は糖鎖が付加されていると考えられ，多く

のタンパク質が糖鎖の付加により機能変化
を来すことから，糖鎖生物学が重要視されて
きた。近年，糖鎖の異常が癌，糖尿病，肝炎，
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肺気腫，感染症，筋神経疾患など多くの病気
の成因に関わることが明らかになり，糖鎖生
物学研究の医学への貢献が期待されている。 
EXTL3 は遺伝性多発性外骨腫の原因遺伝子

である EXT のファミリーとして分離された,

ヘパラン硫酸の生合成に関与する糖転移酵

素 で あ る 。 EXTL3 は α

1,4-N-acetylglucosaminyltransferase I と

II の両方の活性を有しており，ヘパラン硫酸

の糖鎖骨格の開始と伸長の両方に関与する

重要な酵素である。研究代表者らは膵β細胞

におけるEXTL3の役割について解析するため

にEXTL3を全身で欠損したマウスを作製した

が，EXTL3 全身欠損マウスは胎齢 7.5-8.5 日

の原腸形成時期に死亡することから，膵β細

胞の発生・分化，機能における EXTL3 の役割

について解析することが不可能であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，Cre-loxP システムを用いて膵
β細胞特異的にEXTL3遺伝子を欠失したマウ
スを作製し，膵β細胞の発生・分化，機能に
おけるEXTL3の役割を明らかにするとともに，
膵β細胞特異的EXTL3欠損マウスを糖尿病モ
デル動物として開発・利用する。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究代表者らが作製したEXTL3遺伝子の
一方の対立遺伝子に loxP 配列を有するヘ
テロ変異マウスと，膵β細胞特異的に Cre
レコンビナーゼを発現するマウスを交配
することにより，膵β細胞特異的に EXTL3
遺伝子を欠失したマウスを作製する。 

(2)膵β細胞特異的 EXTL3 欠損マウスの膵ラ
ンゲルハンス島の形態を発生の時期を追
って観察することにより，膵β細胞の発
生・分化における EXTL3 の役割を解明する。 

(3) 膵β細胞特異的EXTL3欠損マウスの機能，
増殖能を解析することにより，膵β細胞の
機能維持における EXTL3 の役割を解明す
る。 

 
４．研究成果 
(1) 膵β細胞特異的にEXTL3遺伝子を欠失し

たマウスの作製 
 膵β細胞特異的に Cre レコンビナーゼを
発現するマウスと EXTL3 遺伝子の一方の対
立遺伝子にloxP配列を有するヘテロ変異マ
ウスとを交配していくことにより，EXTL3
遺伝子内にloxP配列が挿入された変異遺伝
子をホモに持ち，膵β細胞で Cre レコンビ
ナーゼを発現するマウスを得た。このマウ
スでは膵β細胞特異的に EXTL3 が欠失する
ことになる。EXTL3 の欠失は単離膵β細胞の
Southern blot，RT-PCR，Western blot解析，
膵β細胞の免疫組織染色により確認した。

膵β細胞特異的 EXTL3 欠損マウスの膵ラン
ゲルハンス島を抗ヘパラン硫酸抗体と抗
Cre-recombinase 抗体により二重染色する
と，抗 Cre-recombinase 抗体で染色される
細胞は抗ヘパラン硫酸抗体で染色されなか
った。また， Cre-recombinase (+)/ヘパラ
ン硫酸 (-)の細胞は抗インスリン抗体で染
色されたことから，EXTL3 が欠失した膵β細
胞ではヘパラン硫酸が合成されていないこ
とが確認された。 

(2) 膵β細胞特異的EXTL3欠損マウスの膵ラ
ンゲルハンス島の形態の解析 
 膵β細胞特異的 EXTL3 欠損マウスの膵ラ
ンゲルハンス島の形態を，ヘマトキシリ
ン・エオジン染色，抗インスリン抗体を用
いた免疫染色により胎児期から成獣になる
まで時期を追って観察したところ，2-8週齢
の EXTL3 欠損マウスではランゲルハンス島
あたりのβ細胞の比率が有意に減少してお
り，ランゲルハンス島に特徴的なマント
ル・コア構造も認められなかった。また２
週齢の EXTL3 欠損マウスでは膵β細胞の増
殖能がコントロールマウスの 29%に低下し
ていた。 

 (3) 膵β細胞特異的 EXTL3 欠損マウスの膵
β細胞機能の解析 

 膵β細胞特異的 EXTL3 欠損マウスの血糖
値，血中インスリン値を週齢を追って調べ
たところ，随時血糖値・インスリン値，空
腹時血糖値・インスリン値ともにコントロ
ールのマウスとは有意な差は認められなか
った。 
 一方，8-9週齢のマウスを用いて耐糖能試
験を行ったところ，膵β細胞特異的 EXTL3
欠損マウスではインスリン抵抗性について
は異常が認められなかったが，インスリン
分泌が低下しており，耐糖能異常が認めら
れた。また膵β細胞特異的 EXTL3 欠損マウ
スから単離したランゲルハンス島では，グ
ルコース刺激，KCl刺激のどちらにおいても，
インスリン分泌の低下が認められた。 
 以上の結果から， EXTL3 が出生後のβ細
胞増殖に重要な役割を果たしていることが
示唆された。さらに EXTL3 が膵β細胞のイ
ンスリン分泌機能においても重要な役割を
果たしていることが明らかとなった。 
 これまでのβ細胞研究は蛋白質を対象に
進められており，ヘパラン硫酸とβ細胞の
増殖・機能の関連について着目した研究は
皆無であった。また糖尿病の 90％以上を占
める 2 型糖尿病の遺伝的素因としては多因
子遺伝が想定されているが，その原因遺伝
子についてはほとんど解明されていない。
本研究により，ランゲルハンス島の形成，
膵β細胞の機能におけるヘパラン硫酸の重
要性が初めて明らかにされた。このことは
ランゲルハンス島・膵β細胞におけるヘパ



ラン硫酸の異常が糖尿病の要因となり得る
ことを意味しており，糖尿病研究にヘパラ
ン硫酸の異常という新たな観点をもたらす
とともに，ヘパラン硫酸の合成に関与する
酵素が糖尿病の新しい原因遺伝子となる可
能性が考えられた。 
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