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研究成果の概要（和文）： 

時計蛋白質の CRY1 に変異を導入し全身的に発現させたマウスは、異常な概日リズムを示すのみ
ならず糖尿病を発症することを以前に見いだしたので、本研究では未知の糖尿病の発症機序を
解析した。その結果、本マウスの糖尿病はインスリン分泌不全を特徴とするヒトの若年発症成
人型糖尿病（MODY）と類似したものあること示し、さらに膵ベータ細胞の機能に重要であるこ
とが知られている遺伝子の若齢からの発現低下が糖尿病発症に関与することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 

 We previously showed that transgenic mice ubiquitously expressing mouse 
cryptochrome1(CRY1) with a mutation in cysteine414 display not only anomalous circadian 
behavior but also symptoms of diabetes mellitus.  
 In order to clarify yet uncovered pathogenesis of the diabetes, in this study we examined 
age-dependent characteristics of the disorder of the transgenic mice, and found that the 
symptom resemble human MODY (maturity onset diabetes mellitus of the young). We showed 
that the mice showed from young age reduced expression of insulin gene along with several 
genes whose expression is involved in the function of ß-cells, which can cause early-onset 
diabetes similar to human MODY. 
 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 2,000,000 600,000 2,600,000 

2010 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2011 年度 700,000 210,000 910,000 

年度    

  年度    

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・実験病理学 

キーワード：糖尿病、インスリン分泌不全、膵ベータ細胞、MODY(若年発症成人型糖尿病)、概

日リズム、生物時計 

 
１．研究開始当初の背景 

 哺乳動物の行動や様々な生理現象は、概日

リズムといわれる約 24 時間周期のリズムを

示す。概日リズムを作り出す生体内の自律的

な振動体は生物時計と呼ばれており、時計振

動を司る分子機構は負のフィードバックル
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ープによる転写制御機構であることが明ら

かになっている。哺乳類の時計遺伝子産物の

一つである CRY(cryptochrome)は、フィード

バックループにおいて抑制因子として機能

し、生物時計形成の上で中心的な役割を担っ

ていることが知られている。 

 我々は、以前にマウス CRY のアミノ酸配列

に cysteine-proline のモチーフ配列が存在

することを見いだした。この配列は動物の

CRY 間で種を超えて保存されていることから

CRY の機能に重要であると考え、その生理機

能の解明を目的として、モチーフ中の

cysteine414 を alanine で置換する変異を導

入し、この変異型 CRY1 蛋白質（CRY1-AP）を

全身的に過剰発現させたトランスジェニッ

ク(Tg)マウス(CRY1-AP Tgマウス)を作製した。

活動リズムの解析を行った結果、CRY1-AP Tg

マウスは非常に長周期（28 時間）のフリーラ

ンリズムを示すとともに活動成分が２分割

する（リズム分割する）という、これまでに

例のない特徴的な概日リズムの異常を示す

ことを明らかにした。さらに、このリズム異

常に加えて、CRY1-AP Tg マウスは週齢を経る

に従い重篤な糖尿病の症状を呈することを

見出した (Okano, S. et al., Neurosci Lett. 

451, 246-251, 2009)。 

 当時まで、時計遺伝子のミュータント及び、

時計遺伝子ノックアウト等の手法によって、

種々のリズム異常のマウスが作りだされ、病

態の解析がなされてきた。その中で、糖尿病

との関連での主な報告としては、CLOCK ミュ

ータントマウスにおいて、行動リズムの乱れ

と関連して肥満となり、メタボリックシンド

ロームの病態を示すことが報告されていた

(Turek, F. W. et al. Science. 308, 

1043-1045, 2005)。CRY1-AP Tg マウスは、行

動リズムは異常であり、重度の糖尿病に至る

が、糖尿病症状発症以前に肥満を伴わないこ

とを当時既に明らかにしており(Okano, S. et 

al., 2009)、CRY1-AP Tg マウスの糖尿病は典

型的な 2 型糖尿病とは異なることが推測され

た。１型糖尿病のような自己免疫的機序が関

与する可能性は低いと予想され、CRY1-AP Tg

マウスの糖尿病発症メカニズムの解明が課題

として残されていた。 

 
２．研究の目的 

変異型 CRY 蛋白質が関与する未知の糖尿病発

症機序を明らかにする目的で、CRY1-AP Tg マ

ウスの糖尿病病態の解析を行った。同時に

CRY1-AP Tg マウスの生物時計の特徴を明らか

にし、生物時計の異常がいかに糖尿病発症に

関わるかを解明することを目標にした。 

 

３．研究の方法 

野生型マウスと CRY1-AP Tg マウスについて、 

体重や摂食量の測定等、病態評価に必要なパ

ラメーターを測定した。血糖値や血清インス

リン、血清中の脂質等を動物用生化学自動分

析装置や ELISA 等で測定した。組織切片を用

い病理学的な解析を行い、組織免疫染色で各

種蛋白質の発現を解析し、mRNA の発現はリア

ルタイム PCR で解析した。時間生物学的解析

では、明暗または恒暗条件下で、給餌条件を

変えてマウスの輪回し活動を記録し、アクト

グラムを作成して活動リズムの解析を行っ

た。 

 

４．研究成果 

糖尿病の症状はオスで顕著であり、発現レベ

ルには差がないが、症状には性差がある事が

判明した。そこで、以下の病態解析はオスを

用いて行った。CRY1-AP Tg マウスは離乳直後

の 3週齢の時点で既に顕著な耐糖能異常を示

しており、そのレベルは週齢依存的に悪化し

た。体重の推移を詳細に調べたところ、5 週

齢以前の幼若期は野生型マウスと比較して

低体重であり、その後も肥満状態は観察され

なかった。随時血糖値は週齢依存的に上昇し

（性成熟する以前の 6週齢の時点から野生型

と比較して差が認められる）、相関して多



飲・多尿・高尿糖等の糖尿病の症状を示し、

白色脂肪組織の重量の減少が観察された。イ

ンスリン抵抗性（6 週齢）及び高中性脂肪血

症・高コレステロール血症（9 週齢）は示さ

ず、CRY1-AP Tg マウスの糖尿病の機序は、2

型糖尿病とは異なることが判明した。膵炎の

兆候は観察されないことから、1 型糖尿病と

も異なることが判った。十分成熟したマウス

（19 週齢及び 40 週齢）の組織免疫学的解析

では、膵島のインスリン陽性領域は、野生型

マウスと比較し著明に減少していた。また、

週齢依存的にインスリン陽性領域はさらに

減少する事が判った。この結果と一致して随

時（40 週齢）及び空腹時（27 週齢）の血清

インスリンレベルは顕著に低下していた。随

時の血清インスリンレベルは、3 週齢の若齢

で既に野生型と比較し低下していることも

判明した。野生型マウスで観察される糖負荷

後の血清インスリン値の上昇は、CRY1-AP Tg

マウスでは観察されなかった(27 週齢)。以上

の結果から、膵ベータ細胞の機能異常による

インスリン分泌不全が本マウスの糖尿病の

主因であり、ヒトの MODY(若年発症成人型糖

尿病)と類似した症状であることが判明し、

これらの結果をまとめ論文に印刷公表した

(Okano, S. et al., Eur J Clin Invest 40, 

1011-1017, 2010)。 

 次いで膵島の週齢変化に着目した解析を行

った。十分成熟したCRY1-AP Tgマウス（19週

齢）では、膵島のインスリン陽性領域は、野

生型マウスと比較し減少していることを上に

述べたが、若齢期（4週齢）で膵島のインスリ

ン陽性領域を調べたところ、野生型と比較し

て明確な異常は確認できなかった。次にグル

カゴン陽性細胞（アルファ細胞）を調べた。 若

齢期（4週齢）ではアルファ細胞の分布に顕著

な異常は見られないが、成熟期（19週齢）で

は分布異常及び細胞数の増加が見られた。こ

れらの結果から、Tgマウスでは週齢依存的に

膵島細胞の構成に異常が惹起されることが明

らかになった。さらに膵島のサイズを測定し、

若齢期（4週齢）では野生型と比較し膵島のサ

イズに有意な差が見られないが、成熟期（19

週齢）では膵島サイズが減少していることを

明らかにした。TUNEL法にて組織切片上でアポ

トーシスの検出を行ったところ、4週齢及びベ

ータ細胞の消失が著しい19週齢のいずれの膵

島おいても、野生型と比較し、アポトーシス

の増加は見られなかった。 

 血糖値が野生型と相違がなく糖毒性の影響

がないステージの若齢期の膵臓（4週齢）と、

病状の進行した成熟期（19週齢または21週齢）

の膵臓を用いて、リアルタイムPCRにてベータ

細胞の分化及び機能維持に重要な役割をはた

す転写因子、ベータ細胞の機能分子及び時計

遺伝子の発現を調べた。組織免疫染色が可能

な蛋白質については、組織切片上で膵島での

発現を免疫染色で調べた。 MafA、PDX-1、

NeuroD1、Hnf-1αの転写因子（PDX-1、NeuroD1、

Hnf-1αはヒトMODYの原因遺伝子である）を調

べたところ、いずれも成熟期ではCRY1-AP Tg

マウスで発現が低下していた。一方若齢期で

は野生型と比較し発現の低下は認められなか

った。これらの結果から、Tgマウスにおける

これら転写因子の週齢依存的な発現低下が、

ベータ細胞の機能異常の増悪に寄与している

可能性が示唆された。一方で、インスリン、

GLUT2、グルコキナーゼ等膵ベータ細胞の機能

分子の発現は、いずれも野生型と比較し若齢

期から有意に低下している事が判明した。こ

れらの遺伝子の転写調節に関与するMafAや

PDX-1、NeuroD1、Hnf-1αは4週齢では低下が

認められず、変異型CRY1はインスリン、GLUT2、

グルコキナーゼの発現に直接的に影響を与え

る可能性が考えられる。時計遺伝子(PER1, 

PER2, Rev-erbα)の発現を解析したところ、

いずれも若齢期から野生型と比較し著しく低

下している事が明らかになり、Tgマウス膵臓



の生物時計機能の若齢からの異常が示された。

さらに膵臓のインスリン含量を測定したとこ

ろ、若齢期（5週齢）で既に野生型と比較し約

半分まで低下していることが判明した。以上

の結果より、Tgマウスではインスリン及びグ

ルコースセンシングに関与する遺伝子の発現

が若齢から低下し、インスリン生合成不全及

び分泌不全が惹起され、その結果糖尿病発症

に至る可能性が強く示唆された。 

 上記糖尿病病態解析と並行し、CRY1-AP Tg

マウスの時間生物学的解析を給餌性概日リズ

ムに着目して行った。時間生物学的解析には

主にメスを用いた。明暗条件(LD 12:12)下で

制限給餌(L期の4時間のみに給餌を制限する)

を実施し、引き続いて制限給餌を継続させた

まま恒暗条件(DD)に移行させ、さらにDD下で

自由摂食に戻すスケジュールで活動リズムを

測定した。生物時計の中枢である視交叉上核

(SCN)は通常LD刺激には同調するが給餌刺激

には同調しないことが知られている。リズム

解析の結果、TgマウスのSCNは給餌刺激に同調

しうる特異な性質を持つこと、同調因子とし

て給餌刺激が明暗刺激よりも優位に働くこと

強く示唆する結果を得、国際学会等で発表を

行った。 
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