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研究成果の概要（和文）：CDKAL1遺伝子変異はインスリン分泌障害を介して２型糖尿病の一要因を成していると考えら
れるが、その分子機構は不明である。本研究ではCDKAL1欠損マウスにおけるグルコース応答性インスリン分泌機構を解
析した。欠損β細胞ではミトコンドリア機能低下によるATP生成低下により第1相インスリン開口放出が低下しており、
CDKAL1遺伝子変異はインスリン分泌第１相を選択的に抑制することで２型糖尿病発症のリスクを高めていることが示唆
された。また妊娠CDKAL1欠損マウスの解析によりCDKAL1遺伝子変異は妊娠期の代償性インスリン分泌亢進不全を起こす
ことで妊娠糖尿病発症のリスクも増大させる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：A variant of the CDKAL1 gene was reported to be associated with type 2 diabetes. T
o determine the role of CDKAL1 in beta-cells, we studied insulin release profiles in CDKAL1 gene knockout 
(KO) mice. Total internal reflection fluorescence imaging of CDKAL1 KO beta-cells showed that the number o
f fusion events during first-phase insulin secretion was reduced with delayed and slow cytosolic Ca2+ incr
ease. The responsiveness of KATP channels to glucose was blunted in KO cells. Although CDKAL1 is homologou
s to CDK5RAP1, there was no difference in CDK5 activity between WT and KO islets. Thus, CDKAL1 controls fi
rst-phase insulin exocytosis in beta-cells by facilitating KATP channel responsiveness and subsequent Ca2+
 channels activity through pathways other than CDK5-mediated regulation. Defects in this process caused by
 decreased CDKAL1 expression levels may confer an increased risk of type 2 diabetes.
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１．研究開始当初の背景  

 近年の数千人以上の患者群と健常者群を

用いたゲノムワイド関連解析（ GWAS, 

Genome-Wide Association Study）により、

多数の２型糖尿病疾患感受性遺伝子の存在

が明らかにされてきた。しかし、これらの遺

伝子の２型糖尿病発症への関与のメカニズ

ムは不明な点が多く、その解明に向けた研究

が開始されている。 

 この GWAS で得られた２型糖尿病疾患感受

性遺伝子にはインスリン分泌障害との関連

が示唆される遺伝子が多く見出されている。

しかし、これらの遺伝子のほとんどが、それ

までインスリン分泌との関連が推察されて

いないものであり、その機能さえも不明の遺

伝子も多い。中でも CDKAL1 はインスリン分

泌関連２型糖尿病感受性遺伝子として、日本

人だけでなく、他の民族でも再現性高く報告

されている（Nat Genet (2007) 39, 770; 

Science (2007) 316, 1331; Science (2007) 

316, 1336; Science (2007) 316, 1341; 

Diabetes (2008)57, 791; Lancet (2010) 375, 

408）。CDKAL1 遺伝子は、65-kDa の CDKAL1

タンパクをエンコードしているが、CDKAL1 タ

ンパクの機能については全く報告がなされ

ておらず、不明な点が多い。しかし、名前の

由 来 で あ る CDK5 regulatory 

subunit-associated protein 1（CDK5RAP1）

と 相 同 性 が 高 く 、 CDK5RAP1 が CDK5

（cyclin-dependent kinase 5）活性化タン

パクである p35 に結合し、CDK5 の活性を阻害

することから、CDKAL1 も同様に CDK5 の機能

を調節していることが推察されてきた。 

 興味深いことに、CDKAL1リスクアリル保持

者では２型糖尿病患者に特徴的なインスリ

ン分泌第１相の低下が見られ、一方、インス

リン分泌第２相およびインスリン感受性に

は相関が見られないことが報告されている

（Diabetologia (2008) 51, 1659; J Clin 

Endocrinol Metab (2008) 93, 1924）。すな

わち CDKAL1 リスクアリルは第１相インスリ

ン分泌障害を介して、２型糖尿病のリスクを

上げていると考えられるが、なぜこの遺伝子

変異がインスリン第１相分泌低下を生じる

のか、また CDK5 の機能調節と関連があるの

か、重要な研究課題となっている。 

 私達は CDKAL1に着目し、すでに CDKAL1ノ

ックアウトマウス(国立国際医療センター・

岡村室長(本研究の連携研究者)との共同研

究 ) を 用 い た 解 析 に 着 手 し て い る

（Ohara-Imaizumi et al. PLoS ONE (2010) 5, 

e15553）。現在までに、CDKAL1 ノックアウト

マウスから調製したβ細胞では第１相イン

スリン分泌が低下していることがわかって

いる。しかしながら、CDKAL1欠損によるイン

スリン分泌低下の機序は依然不明であり、こ

れを明らかにすることが本研究の目的であ

る。 

 
２．研究の目的 

  本研究ではCDKAL1の第１相インスリン分泌

における役割の解明を目的とする。CDKAL1ノ

ックアウトマウスの in vivo 解析、あるいは

ノックアウトマウスから調製したβ細胞を

主に用いたインスリン分泌の徹底解析を行

う。CDKAL1 の発現低下および機能不全と第１

相インスリン分泌低下の関連を明確にして、

２型糖尿病発症の機序を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

 CDKAL1ノックアウトマウスの in vivo 解析、

あるいはノックアウトマウスから調製した

β細胞を主に用いて、２相性インスリン分泌

の徹底解析（インスリン分泌顆粒開口放出の

TIRF 顕微鏡によるイメージング解析法、細胞

内 Ca2+測定法、β細胞及び膵島の perifusion

実験法、膵灌流実験法）を行い、第１相分泌

のどの過程が障害を受けているかを明らか

にし、第１相分泌における CDKAL1 の機能を

明確にする。次いで、生化学的、分子生物学、

電気生理学的手法を用いて、CDKAL1 の発現低



下および機能不全がどのようなメカニズム

で第１相インスリン分泌低下を引き起こす

のかを解明し、２型糖尿病発症の機序を考察

する。 

 
４．研究成果 

(1) 野生型マウスから調製した膵β細胞に

おいて CDKAL1 は小胞体に局在していた。

CDKAL1 ノックアウトβ細胞にグルコース刺

激を行った所、インスリン分泌第 1相のみが

低下し分泌第２相は野生型β細胞と同程度

であった。グルコース刺激に対する細胞内

Ca2+上昇はノックアウトβ細胞では大きく遅

延しており、野生型 β 細胞で見られる第１

相分泌時の急峻な Ca2+上昇は見られなかった。

電気生理学実験の結果、ノックアウトβ細胞

では Glucose 刺激に対する KATPチャネルの応

答の遅延および低下が観察された。ノックア

ウトβ細胞では Glucose 刺激による細胞内

ATP 生成が低下しており、その原因がミトコ

ンドリア機能低下であることをミトコンド

リア膜電位応答蛍光測定により明らかにし

た。一方 CDK5 活性は野生型とノックアウト

β細胞両者に違いがなく、CDKAL1欠損による

インスリン分泌低下には CDK5 が関与して

いないことがわかった。以上の結果より、

CDKAL1 欠損はミトコンドリア機能低下によ

る ATP 生成低下を引き起し、KATP チャネルの

応答性低下、それに伴う細胞内 Ca2+上昇の遅

延により、第１相インスリン分泌を障害する

ことを明らかにした。 

 

(2) CDKAL1は２型糖尿病感受性遺伝子として

知られているが、CDKAL1リスクアレルは妊娠

糖尿病とも関連があることが最近報告され

ている(Kwak et al. Diabetes 61, 2012; 

Lauenborg et al. J Clin Endocrinol Metab. 

94, 2009)。しかし CDKAL1 の機能欠損による

妊娠糖尿病発症のメカニズムは明らかでは

ない。妊娠期では母体は著しいインスリン抵

抗性を示すようになり、これを代償するため

に膵β細胞からのインスリン分泌が著明に

増大することが知られている。この代償性イ

ンスリン分泌亢進が不十分な場合、血糖値が

上昇し、妊娠糖尿病の原因となると考えられ

ている。そこで CDKAL1 発現低下と妊娠糖尿

病との関連を明らかにするために、まず野生

型マウスを用いて妊娠期のインスリン分泌

亢進機構を調べ、次いで、CDKAL1ノックアウ

トマウスを用いて、CDKAL1 発現低下時の妊娠

期インスリン分泌亢進への影響を検討した。 

野生型妊娠マウスの膵灌流実験では、グルコ

ース応答性インスリン分泌が非妊娠マウス

に比べて約３倍増加していた。膵島の単離実

験では、妊娠期では非妊娠期に比べてβ細胞

容積が増大しており、またグルコース刺激応

答性インスリン分泌能(% release)も増大し

ていた。すなわち、妊娠期に見られる代償性

のグルコース応答性インスリン分泌亢進は

β細胞量増大とβ細胞インスリン分泌能増

大の２つの要因によることがわかった。一方、

妊娠 CDKAL1 ノックアウトマウス膵灌流実験

では野生型妊娠マウスに観察されるグルコ

ース応答性インスリン分泌の増大が見られ

なかった。妊娠ノックアウト β 細胞では妊

娠野生型 β 細胞に比べて細胞内インスリン

量の低下およびグルコース刺激時のATP生成

と Ca2+上昇の減少によるインスリン分泌能の

低下が認められた。以上の結果 は CDKAL1遺

伝子変異が2型糖尿病発症のリスクだけでな

く、妊娠期の代償性インスリン分泌亢進不全

を起こすことで妊娠糖尿病発症のリスクを

も増大させる可能性を示唆している。 
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