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研究成果の概要（和文）：耐糖能異常とは、インスリンの分泌不足や作用不良などによって生じる血糖値の正常
化機構が不良になった状態である。耐糖能異常を早期に発見し治療介入することが、これからの予防的治療戦略
として注目されている。本研究では、2型糖尿病モデルゼブラフィッシュを開発し、その網羅的遺伝子発現解析
からHmox1などの治療標的遺伝子を発見した。これらの遺伝子の発現抑制により、糖尿病および耐糖能異常発症
の改善が認められた。

研究成果の概要（英文）：Impaired glucose tolerance is a pre-diabetic state of type 2 diabetes 
mellitus (T2DM) that is associated with either insulin resistance, low insulin production or both. 
Early detection and therapeutic treatment of impaired glucose tolerance is now attracting attention 
as a prophylactic treatment strategy. In this study, we developed a T2DM model zebrafish and 
identified novel therapeutic targets gene (such as hmox1) by RNA-seq analysis. Knockdown study of 
these genes ameliorated the T2DM phenotypes including glucose intolerance.

研究分野：医学
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１．研究開始当初の背景 
近年、日本では2型糖尿病とその予備軍（非
顕在性耐糖能低下状態）の人口が急増し、迅
速に対策が求められている。糖尿病は基本的
に治癒することはないが、発症早期から治療
的介入により、正常者と同等の健康寿命を保
つことが可能である。糖尿病や耐糖能異常の
診断には、血糖値や HbA1c などの指標が用い
られているが、これらをさらに早い段階、い
わゆる前病段階で診断するためには、糖代謝
異常を鋭敏に捉える新たなバイオマーカー
が必要である。 
 ゼブラフィッシュは近年、マウス・ラット
に続く第3のモデル動物として注目されてお
り、すでに膵臓ベータ細胞を選択的に破壊や
高濃度のグルコース溶液暴露などにより、2
型糖尿病に類似した徴候が現れることが報
告されている（Wound Repair Regen. 2010. 
18；Comp Biochem Physiol B Biochem Mol Biol.  
2014. 171）。我々の研究グループでは食餌性
肥満ゼブラフィッシュモデルの開発に成功
し（BMC Physiology. 2010. 10:21； J Funct 
Foods. 2015. 17）、さらなる発展型として、
給餌成分の改良により 2 型糖尿病（Type 2 
Diabetes Mellitus; T2DM）モデルゼブラフ
ィッシュの開発に成功した（Sci Rep. 2017．
7:1461）. 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでの研究成果「2 型糖尿病
ゼブラフィッシュ」の網羅的遺伝子発現解析
結果から、耐糖能異常発症のゲノムメカニズ
ムを明らかにしている。その結果を受け、今
回の研究は、糖尿病および耐糖能異常の治療
標的遺伝子・早期診断バイオマーカーの探索
を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）糖尿病モデルゼブラフィッシュの作製 
 AB 系統のゼブラフィッシュを循環システ
ムに入れ、28度の水温に飼育した。健全な水
環境を維持するため、水温、PH、アンモニア、
硝酸塩、硬度など、システムの水の品質を表
す重要な要素を定期的に監視し、良好な水質
を確保した。本研究では、3 か月齢のオスの
健康個体を使用した。 
我々は食餌性肥満ゼブラフィッシュモデ
ルの作成方法を改良した給餌方法により、肥
満症状に加え、空腹時高血糖を呈するゼブラ
フィッシュを作り出した。本モデルでは、
Otohime-B2（日清丸紅飼料）を餌とし、自動
給餌機により肥満群は一日 6 回（約 120 
mg/fish/day）を投与し、正常群に対して一
日 1 回 Otohime-B2 を投与した（約 20 
mg/fish/day）。 この糖尿病モデルはヒト糖
尿病の病態解明と診断・治療に応用できるか
を検証するため、糖負荷実験、インスリン抵
抗性、糖尿病治療薬に対する応答性など評価
した。さらに、次世代シーケンサーによる網
羅的な遺伝子発現定量解析、またはIn silico

におけるネットワーク解析を行った。 
 
（２）遺伝子操作による糖代謝に及ぼす影響
の確認 
（１）で得られたゼブラフィッシュの膵
臓・肝臓における網羅的遺伝子発現解析
（RNA-Seq）は次世代シーケンサーを用いて
行った。複数の糖尿病関連遺伝子あるいは新
規遺伝子が抽出された。これらのうち、既知
の糖代謝関連遺伝子 heme oxygenase 1 
(hmox1)と機能の不明な新規遺伝子Xに対し、
各自の in vivo-モルフォリノ・アンチセン
ス・オリゴヌクレオチド（MO）を合成した。
ゼブラフィッシュを正常群、肥満群と肥満＋
MO 群の 3 群に分けた。次に、肥満＋MO 群に
対し、週 2 回 MO の腹腔内注射を行い、遺伝
子発現抑制実験を行った。投与方法は、ゼブ
ラフィッシュを 500 ppm の 2-PE（和光純薬）
に入れ麻酔し、22S ハミルトンマイクロシリ
ンジ（ハミルトン社）を用いて、各 MO 溶液
を体重あたり 15 mg/kg 量、腹腔内投与した。 
実験期間は 8週間とした。毎週身長・体重
を測定し、実験終了時に空腹血糖値を測定し
た。 
 
（３）CRISPR-Cas9 システムによる遺伝子 X
変異系統作製 
遺伝子 Xに対しては CRISPR-Cas9 システム
を用いてノックアウト個体を作製した。まず
遺伝子 X に対して特異的な配列を持つ crRNA
３種類、tracrRNA、Cas9 mRNA を合成した。
そして crRNA（25μg）、tracrRNA（100μg）
と Cas9 mRNA（250μg）を同時に 1-2 細胞期
の AB 系統ゼブラフィッシュ受精卵に、マイ
クロインジェクションした。次に遺伝子 Xの
標的領域が切断されたのか検証するため、
Hetroduplex Mobility Assay（HMA）を行っ
た。48 時間後のゼブラフィッシュを１匹当た
り 50μlの lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 
8.0, 0.1 mM EDTA, 0.2% Triton X-100, 
200μg/ml proteinase K)に入れ、ゲノム DNA
を抽出した。各配列に特異的なプライマーを
用い、PCR 増幅を行い、10% poly-acrylamide 
gel（WAKO）で分離し、変異体の確率を分析
した。結果的に、遺伝子 Xの変異を 80％以上
導入した crRNA 配列を決定した。この crRNA
をゼブラフィッシュ受精卵にマイクロイン
ジェクションし、遺伝子変異 F0 ファウンダ
ーを飼育した。成魚になった F0 ファウンダ
ーを野生型ゼブラフィッシュと交配し、ヘテ
ロ接合体 F1 世帯を作製した。最終目的は、
ホモ接合体を作製し、遺伝子 X欠損系統を作
り、肥満誘導下空腹血糖値を評価し、耐糖能
異常への影響を検証した。 
 
（４）Hmox1、遺伝子 Xのマウス siRNA 設計・
合成・効率確認 
 遺伝子 Xは、異なる配列の siRNA を３つ設
計し、合成した（Bioneer 社）。Hmox1 siRNA
の配列は、文献を参考し合成した（J Biol 
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