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研究成果の概要（和文）：生体には時計が備わっている。その本体は時計遺伝子と呼ばれる遺伝子群で、フィー
ドバックループを形成して、ほぼ24時間のリズムで周期的に増減を繰り返すとともに、下流の遺伝子の発現を調
整して体内リズムを形成する。生体リズムは糖代謝を含む代謝の調節にも重要な役割を担い、その異常は糖尿病
の原因となり得る。私たちは時計遺伝子の中でも、DBP/E4BP4という互いに逆の作用を持つ2つの遺伝子が糖代謝
調節に重要であり、その異常は著しいインスリン分泌障害と血糖の上昇を来すことをマウスモデルで明らかにし
た。また、そのメカニズムを解明した。加えて、肝臓での代謝調節にも重要な役割を演じることを示唆する結果
を得た。

研究成果の概要（英文）：We all have biological clock inside the body. Biological clock is composed 
of clock genes, which have feedback loop of expression regulation, and make 24-hours circadian 
expression rhythm. Clocks regulate many biological processes including metabolism. Dysregulation of 
the biological clock causes many disease processes including metabolic disorders, such as diabetes 
mellitus. We found that DBP and E4BP4, which are reciprocally expressed and regulate the same set of
 target genes, play crucial role among clock genes. Abnormalities in this system cause severe 
insulin secretory defects and diabetes in a mouse model. In addition, those genes appear to be 
important in the regulation of liver metabolism.

研究分野： 内分泌代謝学
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１．研究開始当初の背景 

 生体リズムは生物の基本的形質であり、そ
の根幹である時計遺伝子の発現リズムの障害
は老化に随伴する糖尿病、高血圧、癌など様々
な疾患の発症・進展に関与する。体内時計と
摂食には密接な関係があり、この関係の破綻
が、肥満や糖尿病の要因になりうることがわ
かってきた。多くの研究が、シフトワークは
肥満や糖尿病のリスクファクターになること
を示し、マウスでも同様の事象が観察される。
つまり、体内時計の周期に合致しない明暗環
境やリズム形成は、体内時計を不調にし、摂
食行動のパターンを異常にし、結果的に肥満・
糖尿病の発症・進展につながる。 

 生体の概日リズムの本体は時計遺伝子の振
動である。脳（視床下部）の視交叉上核に概日
リズムの中枢が存在し、光刺激の情報を受け
て視交叉上核のリズムが微調整され、それに
同調するように各組織に存在する体内時計が
制御される。 

 一方、肝臓や脂肪細胞のようなエネルギー
代謝に関わる臓器では、時計遺伝子の発現の
振幅は視交叉上核よりむしろ大きい。興味深
いことに、それらの臓器では視交叉上核から
のシグナルに加えて、摂食に大きな影響を受
ける。通常夜間摂食するマウスに強制的に昼
間摂食させると、視交叉上核での時計遺伝子
発現は変化しないが、肝臓では位相が全く逆
転してしまう。エネルギー代謝（エネルギー
チャージ）が、その末梢臓器での時計遺伝子
の発現リズムを変えてしまうのである。この
ことは、体内時計とエネルギー代謝調節との
関わりをさらに強く示唆する。 

 我々は独自に、インスリン産生組織である
膵ランゲルハンス氏島（ラ氏島）における時
計遺伝子の振幅が非常に大きく、かつ、摂食
の周期にその位相が同調することを見いだし
た（図 3）。肝臓での解析に関する既報と照ら

し合わせると、膵ラ氏島と肝臓の時計遺伝子
の振幅は同程度であり他の組織と比べて非常
に大きい。また、その位相は全く同じである
ことがわかった。以上のことから、膵、肝にお
ける末梢時計遺伝子の変動は、代謝と密接に
関連し、大きな生理的意義を持つことは間違
いない。事実、core clock gene (Clock や
Bmal1)の全身ノックアウトマウスでは肥満
や耐糖能障害を来し、膵、肝について臓器別

ノックアウトでは、膵臓ではβ細胞機能不全
（インスリン分泌低下と増殖能の低下）、肝臓
ではグリコーゲン含量の低下、糖新生の低下
を認めることが報告されている。概日リズム
の異常が最終的に膵臓、肝臓、そして全身に
おける糖代謝の変化（異常）につながるとい
うことは間違いないが、core clock gene から
糖代謝へつながる経路はほとんどブラックボ
ックスのままである。core clock gene は時計
遺伝子ネットワークの構築には重要であるが、
時計遺伝子以外の、代謝に影響を与える分子
を直接発現制御しているわけではない。必ず
core clock gene と糖代謝制御分子の間をつな
ぐ分子があるはずであるが、十分解明されて
いなかった。 

 

２．研究の目的 

概日リズム形成を司る時計遺伝子は、概日周
期の中枢である視交叉上核のみならず、肝臓
や膵臓、骨格筋、脂肪組織といった代謝臓器
を含め、ほぼ全ての臓器、細胞で発現される。 

我々は、独自に開発した糖尿病モデルマウス
である Wfs1 ノックアウトマウスの膵ランゲ
ルハンス氏島での遺伝子発現の解析から、時
計関連遺伝子である Dbp および E4bp4 の発
現が大きく変化していることを発見した。そ
こで、このふたつの遺伝子が core clock gene

と糖代謝を結びつける鍵ではないかとの仮説
を立て、検証することにした。 

本研究ではこの仮説のもとに、遺伝子改変マ
ウスを用いて糖代謝に重要な個々の臓器（膵
ランゲルハンス氏島、肝臓、骨格筋、脂肪組
織）において、末梢の時計遺伝子が代謝上ど
のような役割を持つのか、個体としての代謝
への影響は、そして、そのメカニズムは、とい
う疑問に解答を得ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

Dbp と E4bp4 は時計関連遺伝子として core 

clock gene による発現調節を受ける。両者は
互いに reciprocal に発現し、E4BP4 は発現抑
制性の転写因子で、DBP は同じ標的配列を認
識して発現促進に働く。そこで、組織特異的
に E4BP4 を過剰発現すると、DBP の作用抑
制が組織特異的に引き起こされることが期待
される。そこで、E4BP4 組織特異的過剰発現
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い 、
DBP/E4BP4 の代謝組織での役割を解明する
こととした。 

膵β細胞特異的 E4bp4-TG マウスとして、
インスリンプロモーター下で E4BP4 を発現
するマウス（MIP- E4bp4 マウス）を作成し、
全身の耐糖能とインスリン分泌能を解析した。
インスリン分泌については、膵潅流、ならび
に単離ランゲルハンス氏島を用いて詳細に検
討した。また、ランゲルハンス氏島の組織学
的変化や、遺伝子発現の変化を解析し、
E4BP4 過剰発現による膵β細胞機能の変化
とそのメカニズムを詳細に検討した。 

肝における DBP/E4BP4 の役割は、ヒトアル



ブミンプロモーターを用いた E4bp4-TG マウ
ス作成し、解析を進めた。さらに、マクロファ
ージ特異的 E4BP4 過剰発現マウスを用いて、
脂肪組織をはじめとするインスリン感受性臓
器への影響を検討することとした。 

 

４．研究成果 
  膵β細胞特異
的に過剰発現さ
れた E4BP4 によ
り恒常的に DBP

シグナルが抑制
さ れ る MIP- 
E4bp4 マウスは、
顕著なインスリ
ン分泌不全を伴
う耐糖能障害を
呈 し た 。 MIP- 
E4bp4 マウスの
膵ラ氏島では、グ
ルコース刺激に
よる細胞内カル
シウムの上昇と
それに伴うイン
スリン分泌が障
害されていた。
ATP/ADP 比の概
日変化が消失し、
グルコース刺激
前から ATP/ADP

比が高値であり、
これによりグルコース刺激時の ATP/ADP 比
及び細胞内カルシウムの上昇が阻害されてい
ると考えられた。また、野生型（WT）マウス

の膵ラ氏島では、
摂食時間に向け
て Glut2(Slc2a2), 
Ins1, Ins2, Rab 
37 といった、イ
ンスリン分泌に
必要な遺伝子発
現が増加するが、
MIP-E4BP4 マ
ウスではこの増
加が認められな
かった。これらの
日内変動は、イン
スリン分泌に必
要な分子の発現
を摂食時間（暗期、

活動期）にむけて増加させている、と考えれ
ば合目的的である。この日内変動は DBP シグ
ナルの変動に一致しており、すなわち、時計
遺伝子は DBP シグナルをとおして、インスリ
ン分泌を合目的的に調節していると考えるこ
とができる。 
 今回糖尿病モデルとして用いた Wfs1 ノッ
クアウトマウスの膵島では、DBP の発現が低
下し、E4BP4 の発現が増強していた。このマ
ウスのベータ細胞不全には小胞体ストレスが

関与することが知られているが、小胞体スト
レスが DBP を抑制し、E4BP4 を増加させる
ことを見出した。２型糖尿病患者を含めて糖

尿病のβ細胞
では、小胞体ス
トレスが亢進
していること
が知られてお
り、これによる
DBP/E4BP4 の
発現変化が小
胞体ストレス
によるβ細胞
不全の少なく
とも一部を説
明する可能性

がある。 

 さらに我々は、DBP シグナルの抑制による
肝での糖脂質代謝の変化を明らかにするため、
肝細胞特異的 E4BP4 過剰発現（MAP- E4bp4）
マウスを作成した。通常食下でインスリン負
荷試験を行ったところ、MAP- E4bp4 マウス
において顕著な糖産生抑制不全、インスリン
抵抗性増大が認められた。血中遊離脂肪酸は、
WT、MAP- E4bp4 マウスともに非活動時間
帯の ZT4 で最大となり、時間経過とともに
徐々に低下し、活動時間帯の ZT16 で最小と
なる。ZT16 での血中遊離脂肪酸は MAP- 
E4bp4 マウスで有意に高値であった。また、
血中トリグリセリドも ZT12 において MAP- 
E4bp4 マウスで有意に高値であった。活動時
間帯（ZT16〜20）における呼吸商は WT と 

MAP- E4bp4 有意差は認められなかったが、
非活動時間帯（ZT4〜8）では、MAP- E4bp4
マウスで有意に高値であった。これらの解析
結果から、WT マウスは非摂食時間帯に脂質
をエネルギーとして利用するのに対し、TG-C

マウスでは脂質利用障害があることが示唆さ
れた。 
 以上より、膵β細胞における DBP シグナル
の低下はインスリン分泌不全を、肝細胞にお
ける DBP シグナルの低下はインスリンによ
る肝糖産性の抑制の破綻をきたすことが示唆
された。このインスリン抵抗性には脂質代謝
障害が大きく関与している可能性があり、現
在、検討を進めている。 
 我々はマクロファージ特異的に E4BP4 を
過剰発現する TG マウスも既に作成し、その
表現型の解析に着手している。 
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