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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵β細胞障害を呈する複数のマウスおよびラットの自然発症糖尿病モデ
ルを用いて、交配実験と遺伝解析およびエクソーム解析により疾患候補遺伝子を同定し、ゲノム編集により病態
発症における関与について検証した。また、これら複数のモデルを対象とする膵島のトランスクリプトームおよ
びプロテオーム解析により膵β細胞障害に関与するパスウェイを同定し、ヒトにおける知見を結集して膵β細胞
障害の病態発症・進展機構の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, by using several spontaneous animal models of type 2 diabetes
 with pancreatic beta-cell failure, we performed genetic analysis and exome analysis to identify 
diabetes susceptibility genes and verified the relationship of the candidate gene with 
pathophysiology by CRISPR/Cas9-mediated genome editing system. We also performed transcriptome and 
proteome analyses of the pancreatic islets of these models to identify pathways involved in the 
onset of pancreatic beta-cell failure. Together with the information of humans, we clarified a part 
of mechanisms involved in the development and progression of pancreatic beta-cell failure.

研究分野：分子遺伝学、分子糖尿病学、実験動物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
複数のマウスおよびラットの自然発症糖尿病モデルを駆使した本研究により明らかとなった膵β細胞障害の病態
発症・進展機構は、ヒト糖尿病における膵β細胞障害の病態発症・進展機構の解明や新規のメカニズムに基づく
治療薬の開発の基盤となると考えられる。本研究は、同様の研究手法が適用可能な様々の研究分野において疾患
モデルの有用性を実証するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 

１．研究開始当初の背景 

世界の糖尿病人口は 2017 年に 4 億 2,500 万人にのぼり、2045 年までに約 7 億人に増加する

と予測されており（国際糖尿病連合）、その克服は医学的、社会的にも極めて重要な課題である。

糖尿病の大部分を占める 2 型糖尿病は、膵β細胞からのインスリン分泌不全とインスリンの標

的臓器（肝臓、骨格筋、脂肪）におけるインスリン抵抗性により発症する。しかし、インスリン

抵抗性のみでは糖尿病の発症に至らないことから、2 型糖尿病発症の基盤には膵β細胞からのイ

ンスリン分泌不全が存在する。インスリン分泌不全には、膵β細胞の質的または量的な障害、あ

るいは両者が関与するが、その障害の程度は様々である。しかし、膵β細胞障害に関与する遺伝

因子および障害の発症・進展機構は明らかでない。 

糖尿病などの多因子疾患の遺伝素因や発症・進展機構を解明するには、遺伝的および環境的に

統御可能な動物モデルを用いた解析が有力な手段となる。2013 年に、研究代表者らは肥満モデ

ル Zucker fatty (ZF) ラットを起源として新たに肥満性の 2 型糖尿病を発症する Zucker fatty 

diabetes mellitus (ZFDM) ラットを確立した（文献①）。ZFDM ラットは ZF ラットと同一のレ

プチン受容体遺伝子変異（fatty, fa）による肥満とインスリン抵抗性を呈し、糖尿病発症前には

膵β細胞の過形成が認められるにもかかわらず、ZF ラットと比較してインスリン分泌量の不足、

すなわちインスリン分泌不全（膵β細胞の質的障害）が見られる（文献②）。さらに、ZFDM ラ

ットには糖尿病発症の前後から膵島構造の破壊による膵β細胞の減少（膵β細胞の量的障害）も

認められる（文献②）。このように、ZFDM ラットは膵β細胞の質と量の障害という 2 種類の障

害を呈するモデルとして位置づけられる。 

KK-Ay マウスは、KK マウスに肥満遺伝子 Ay が導入された肥満性の 2 型糖尿病モデルであ

る。研究代表者らは、KK-Ay マウスでは膵β細胞の量は保持される一方で、インスリン分泌不

全（膵β細胞の質的障害）を呈するという興味深い病態を見出している（文献③）。 

 

２．研究の目的 

本研究では、膵 β 細胞障害を呈する複数のマウスおよびラットの自然発症糖尿病モデルを用

いて、交配実験と全ゲノム SNP 解析を用いた遺伝解析、エクソーム、全ゲノムシーケンス、ト

ランスクリプトームおよびプロテオーム解析による遺伝素因と障害経路の同定ならびにゲノム

編集による検証を行い、マウス・ラット・ヒトにおける知見を結集して普遍的な膵 β 細胞障害

機構の解明に挑む。 

 

３．研究の方法 

（1） 膵β細胞障害の遺伝素因の同定 

膵 β 細胞障害の遺伝素因を同定するため、交配実験と遺伝解析を行う。研究代表者らは、こ

れまでに ZFDM ラットと肥満モデル ZF ラットの交配により作出した F2 仔による遺伝解析を

試みたが、肥満を呈する fa/fa ホモ型のオスの F2 仔 145 匹のうち 1 匹しか糖尿病を発症せず、

遺伝解析が困難であることが判明した。そこで、ZFDM 系統のオス fa/fa 個体と ZF 系統のメス

fa/+個体との交配により作出した F1 のオスまたはメスに ZFDM 系統を戻し交配することによ

り、2 種類の N2 仔を作出した。60 週齢までに、F1 のオスを用いた N2 仔では 57％が糖尿病を

発症し、F1 のメスを用いた N2 仔では 20％が糖尿病を発症することを確認した。また、糖尿病

非発症個体については糖負荷試験を実施し、血糖値の推移のデータを取得済みである。さらに、

上記 2 種類の N2 仔について次世代シーケンサーを用いた全ゲノム SNP タイピングを行い、約

3 万個の SNP についての遺伝子型を取得している。 

本研究では、上記で取得した表現型データと全ゲノム SNP タイピングデータを用いてカイ二



乗検定や量的形質遺伝子座（QTL）解析により糖尿病発症に関与するゲノム領域および疾患候補

遺伝子を特定する。また、ZFDM ラットと ZF ラットのエクソーム解析と上記から明らかとなる

疾患候補領域と照合することにより、候補遺伝子および候補変異を特定する。 

（2） 膵 β 細胞障害の発症経路の同定 

研究の開始後に、肥満性の 2 型糖尿病を発症する新たなマウスモデルとして NSY-Ay マウス

が確立された（文献⑥）。そこで、膵 β 細胞障害の発症経路を同定するため、ZFDM ラット、

KK-Ay マウスおよび NSY-Ay マウスについて、随時血糖値が正常な時期および随時血糖値の上

昇とともに耐糖能異常が顕在化する時期に膵島を単離し、トランスクリプトーム解析により遺

伝子発現の経時的変化を明らかにする。取得したデータを用いて主成分分析、判別分析、パスウ

ェイ解析等により発現異常を示す遺伝子を同定するとともに、膵 β 細胞障害の発症・進展に関

与する経路を同定する。 

また、膵島のプロテオーム解析による異常修飾タンパク質の機能解析を継続して実施した。こ

れまでに、ZFDM ラットと対照の ZF ラットの膵島を対象とする免疫沈降プロテオミクスによ

り ZFDM ラットに特異的な O-GlcNAc 修飾タンパク質を特定した。さらに、同様の免疫沈降プ

ロテオミクスにより、インスリン分泌細胞株 MIN6-K8 においてグルコース刺激により O-

GlcNAc 化され、GLP-1 刺激により O-GlcNAc 化がはずれるタンパク質を同定した。本研究で

は、これらのタンパク質についてインスリン分泌における機能的役割を検討する。 

（3） ゲノム編集による候補変異の検証 

上記（1）および（2）から得られた膵 β細胞障害への関与が疑われる候補遺伝子（変異）に

ついて、ゲノム編集による検証を行う。候補遺伝子変異が劣性と考えられる場合は、ゲノム編集

により野生型アレルへ置換し、膵β 細胞障害が抑制されるか否かを検討する（レスキュー実験）。

一方、候補遺伝子変異が優性と考えられる場合は、ゲノム編集によりノックアウトまたはノック

ダウンして、膵 β細胞障害が抑制されるか否かを検討する。 

（4） マウス・ラット・ヒトの比較生物学的解析による膵 β 細胞障害機構の解明 

 上記（1）、（2）および（3）により同定された膵 β細胞障害に関与する遺伝子（変異）および

障害の発症・進展に関与する経路について、ヒトにおける遺伝子異常による糖尿病の原因遺伝子

（変異）、ゲノムワイド関連解析により同定された糖尿病感受性遺伝子（SNP などの多型）、ヒ

ト膵島の遺伝子発現解析などの情報と比較検討することにより、マウス・ラット・ヒトにおける

普遍的な膵β 細胞障害機構を明らかにする。 

 

４．研究成果 

（1） 膵β細胞障害の遺伝素因の同定 

肥満糖尿病モデルZFDMラットと単純肥満モデルZFラットとの交配により作出した戻し交雑仔

（N2）のうち肥満を呈するfa/faホモ型のオスのN2仔について、分担者の須山らが開発したSNPタ

イピングのプラットフォームを用いて約3万個のSNPの遺伝子型判定を行うとともに須山らが開発

したエクソーム解析（発現制御領域含む）のプラットフォームを用いて候補遺伝子（変異）を同定

した。さらに、候補遺伝子における責任変異と考えられるものについて上記N2仔を用いて遺伝子型

判定を実施し、糖尿病発症との関連について解析した。その結果、複数の候補遺伝子における変異

と糖尿病発症との間に統計的に有意な関連が認められた。 

（2）膵β細胞障害の発症経路の同定 

ZFDMラット、KK-AyマウスおよびNSY-Ayマウスについて、随時血糖値が正常な時期および随

時血糖値の上昇とともに耐糖能異常が顕在化する時期に膵島を単離し、トランスクリプトーム解析

を実施した。まず、膵島の長径を計測して比較したところ、NSY-Ayマウスでは膵島の肥大化が認

められるが、ZFDMラットと比較すると肥大化の程度が有意に小さいことがわかった。次に、それ



ぞれのモデルにおいて対照系統との遺伝子発現の比較解析により、遺伝子発現が異なる遺伝子群を

抽出し、Gene OntologyおよびKEGGパスウェイ解析を実施した。その結果、いずれのモデルにお

いても共通して、糖尿病モデルにおいて遺伝子発現が増加する遺伝子群には細胞外マトリックスや

炎症関連のGOタームやKEGGパスウェイに関与する遺伝子が濃縮されていた。一方、糖尿病モデ

ルにおいて遺伝子発現が減少する遺伝子群には2型糖尿病やインスリン分泌に関するGOタームや

パスウェイに関与する遺伝子が濃縮されていた（ZFDMラットについては文献④に一部発表済み）。 

さらに、各モデルにおいて遺伝子発現が異なる遺伝子群についてモデル間の比較を実施した。そ

の結果、ZFDMラットにおいて特異的に遺伝子発現が増加する遺伝子群が抽出され、これらには細

胞増殖、血管新生および小胞体（ER）ストレスなどのGOタームやパスウェイに関与する遺伝子が

濃縮されていた。従って、ZFDMラットでは膵島の肥大化が促進されるが、同時にβ細胞の疲弊に

も繋がり、最終的にβ細胞死ならびに膵島構造の破壊に至る一方で、KK-AyマウスおよびNSY-Ay

マウスでは膵島の肥大化が軽度でありβ細胞の疲弊が抑えられ膵島構造が保持されることが示唆

された。 

また、ZFDM ラットと対照の ZF ラットの膵島を対象とする免疫沈降プロテオミクス解析に

より同定した異常修飾タンパク質の機能解析を継続して実施した。これまでに、インスリン分泌

細胞株MIN6-K8においてグルコース刺激によりO-結合型N-アセチルグルコサミン（O-GlcNAc）

化され、GLP-1 刺激により O-GlcNAc 化がはずれる複数のタンパク質を同定している。これら

のタンパク質のうち、O-GlcNAc 化修飾を受ける可能性があるアミノ酸残基と、PKA リン酸化

を受ける可能性があるアミノ酸残基が一致しているタンパク質を検索した結果、7 つの候補タン

パク質を同定した。このうち、Mef2d（Myocyte-specific enhancer factor 2D）のノックダウン

およびノックアウト細胞においてグルコース刺激によるインスリン分泌の増強が認められた。

従って、Mef2d は O-GlcNAc 化の亢進によるインスリン分泌障害に関与することが示唆された

（文献⑤）。 

（3）ゲノム編集による候補変異の検証 

上記（1）および（2）から得られた膵β細胞障害への関与が疑われる1つの候補遺伝子（1塩基置

換によるナンセンス変異）について、ZFDMラットを対象とするゲノム編集により変異アレルを野

生型アレルへ置換した個体を作出した。複数のファウンダーのうち野生型アレルに置換されている

個体が2匹得られ、これらをZFDMラットと交配して後代を作出した。後代個体のうちfa/fa個体に

ついて糖尿病の発症や膵β細胞障害が抑制されるか否か検証した。その結果、ゲノム編集個体にお

いてもZFDMラットと同様に糖尿病発症が認められ、膵β細胞障害についてもZFDMラットと同程

度であることが判明した。従って、当該遺伝子（変異）はZFDMラットの膵β細胞障害や糖尿病の

発症に関与する可能性が低いことが示された。しかし、膵島における遺伝子発現量も高く、タンパ

ク質の機能を欠失させるナンセンス変異であることから、膵島や他の組織における機能に何らかの

障害が生じている可能性は否定できないと考えられた。 

（4）マウス・ラット・ヒトの比較生物学的解析による膵β細胞障害機構の解明 

上記（1）により同定された膵β細胞障害に関与する可能性のある複数の候補遺伝子（変異）につ

いて、ヒトにおける遺伝子異常による糖尿病の原因遺伝子（変異）、ゲノムワイド関連解析により

同定された糖尿病感受性遺伝子（SNPなどの多型）、ヒト膵島の遺伝子発現解析などの情報と比較

検討した。その結果、ヒトの遺伝子異常による糖尿病の原因遺伝子としては同定されていないが、

ヒトの糖尿病感受性遺伝子座の近傍に位置すること、さらにヒト膵島においても発現が認められる

ことが判明した。従って、これらの遺伝子はヒトにおける膵β細胞障害に関与する候補遺伝子と考

えられた。 

（5）今後の展望 

本研究では、膵β細胞障害を呈する複数のマウスおよびラットの自然発症糖尿病モデルを対

象とするオミクス解析から膵β細胞障害に関与する可能性のある複数の候補遺伝子（変異）を



同定し、一部については機能的役割を明らかにした。本研究をさらに発展させ、様々な膵β細

胞障害病態を呈する複数のモデルを対象とする多面的な解析により、糖尿病の発症の基盤にあ

る膵β細胞障害に関与する遺伝因子および障害の発症・進展機構を解明すれば、ヒト糖尿病に

おける膵β細胞障害機構の解明や新規のメカニズムに基づく糖尿病治療薬の開発につながるも

のと期待される。 
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