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研究成果の概要（和文）：　肥満は2型糖尿病の発症を増加させる最も重要な因子と考えられている。肥満によ
るインスリン抵抗性発症メカニズムを明らかにすることは、2型糖尿病およびその合併症の予防と治療において
最大の研究テーマである。私たちは、2型糖尿病モデルゼブラフィッシュを用いて、幾つかの治療標的遺伝子候
補を発見してきた。本研究では、米国ヴァンダービルト大学医学部のWenbiao Chen教授と国際共同研究を通し
て、これまで発見してきた新規治療標的遺伝子のバリデーションスタディを行った。その結果、耐糖能異常に関
与する２つの新規治療標的遺伝子を発見した。

研究成果の概要（英文）：　Obesity is considered as one of the most important factors that 
facilitates the incidents of type 2 diabetes mellitus (T2DM). The onset mechanism of insulin 
resistance induced by obesity is the greatest research interest in the prevention and treatment of 
T2DM with its complications. We have found several candidates of therapeutic target genes by using 
our original zebrafish model for T2DM. In this study, we performed validation studies of these 
candidates by international collaborating with Prof. Wenbiao Chen in Vanderbilt University School of
 Medicine, USA. As a result, we discovered two novel therapeutic targets involved in glucose 
intolerance.
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１．研究開始当初の背景 
世界の成人の 11 人に 1 人が糖尿病に罹

患し、その患者数は 2017 年には 4億 2,500
万人に達した。そして、さらに 3 億 5000 万
人以上の成人が 2 型糖尿病の予備群と考え
られている（文献 1）。2型糖尿病は一度発症
すると、たとえその後の血糖コントロールが
良好であっても、患者の生命予後は非常に悪
い（文献 2）。そのため、糖尿病の前段階であ
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重
要である。特に日本人は欧米人に比べインス
リンの分泌能が低く、食生活の欧米化や運動
不足により肥満に伴うインスリン抵抗性が
進行し、相対的なインスリンの作用不足に陥
りやすい。骨格筋と肝臓はインスリンの主要
な作用臓器であり、特に骨格筋はヒトにおい
て最大のグルコースの消費臓器である。骨格
筋におけるインスリン抵抗性は2型糖尿病の
原因の１つであり、心筋梗塞や脳卒中などの
大血管合併症や、腎症や網膜症などの細小血
管合併症の発症要因にもなっている。肥満に
よるインスリン抵抗性発症メカニズムを明
らかにすることは、2型糖尿病およびその合
併症の予防と治療において最大の研究テー
マであり、世界的な緊急課題の１つとなって
いる。 
ゼブラフィッシュの膵臓は、外分泌部およ

び内分泌部の両方を有し、形態形成および基
本的な細胞構造もヒトの膵臓に類似してい
る（文献 3）。我々の研究グループは 2型糖尿
病モデルゼブラフィッシュの開発に世界で
初めて成功し（文献 4）、新規バイオマーカ
ー・治療標的遺伝子候補を発見してきた（平
成 25-26 年度科研費若手成果）。一方、米国
ヴァンダービルト大学医学部のWenbiao Chen
教授の研究チームは、骨格筋特異的な IGF-I 
受容体機能阻害によるインスリン抵抗ゼブ
ラフィッシュ系統（zMIR）を作製し、耐糖能
異常に対する新規治療法探索研究を行なっ
ている。 
 

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、Chen 教授らとの国際共同研究に
より、研究代表者が発見した耐糖能異常候補
遺伝子群は骨格筋インスリン抵抗との関連
性、ノックアウトモデルの構築及び耐糖能・
肥満表現型解析を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）zMIR を用いた 2型糖尿病モデルゼブラ
フィッシュの構築 
 我々の研究グループが開発した技術（文献
４）を用いて、zMIR ゼブラフィッシュに 2型
糖尿病を誘導した。Otohime-B2（日清丸紅飼
料）が自動給餌機を用いて給餌した。過剰給

餌群は一日 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）。実験期間
は 8 週間とし、2 週間 1 回に体長、体重およ
び空腹血糖値の変化を測定するとともに、
肝・膵臓及び骨格筋組織を回収した。一方、
AB 系統（野生型）は対照群として同様の試験
を行った。 
 
（２）耐糖能異常関連候補遺伝子群の発現量
解析 
 （１）で回収した肝・膵臓及び骨格筋組織
から Isogen（ニッポンジ-ン）により total 
RNA を抽出・精製し、次に 200 ng total RNA
から cDNA を合成した（東洋紡ライフサイエ
ンス）。得られた cDNA をテンプレートとして
特異的プライマーと Fast SYBR Green Master 
Mix （Thermo Fisher）を用いてリアルタイ
ムPCRにより耐糖能異常関連候補遺伝子群の
経時的発現レベルを解析した。装置は
StepOnePlus リアルタイム PCR システム
（Applied Biosystems）を使用した。 
 
（３）CRISPR-Cas9 システムによるノックア
ウト zMIR ゼブラフィッシュの構築 
 （２）での遺伝子解析結果により、zMIR 糖
尿病ゼブラフィッシュでは顕著に変動して
いた 4つの遺伝子に対し CRISPR-Cas9 システ
ムによるノックアウト系統を構築した。各目
的遺伝子に対して特異的な配列を持つ sgRNA
合 成 用 プ ラ イ マ ー 3 種 類 を合 成 し 、
MaxiScript T7 kit （ Invitrogen ） で
CRISPR-Cas9 sgRNAを合成した。そして、sgRNA
（40-50 pg）と Cas9 Protein（250 pg）を
1-2細胞期のzMIR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。次に各
遺伝子の標的領域が切断されたのか検証す
るため、Heteroduplex Mobility Assay（HMA）
を行った。インジェクション 24 時間後のゼ
ブラフィッシュ胚を１匹当たり 20μl の
lysis buffer (50mM NaOH)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、遺伝子変異を 80％以上導入
した sgRNA 配列を決定し、この sgRNA 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 ファウンダーを作
製した。 
 
（４）ノックアウトゼブラフィッシュの耐糖
能解析 
 （３）で得られた F0 ファウンダー受精卵
を飼育し、2 か月齢時に 4 週間の前述同様の
過剰試験を行い、体長・体重および空腹血
糖値を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）zMIR を用いた 2型糖尿病モデルゼブラ
フィッシュ 



 我々の研究グループでは、2017 年に野生型
（AB 系統）を用いた 2型糖尿病モデルゼブラ
フィッシュの開発に成功した（文献 4、平成
25-29 年度科研費）。このモデルでは正常群
（49 ±7 mg/mL）の約 1.8 倍の血糖値（88 ±
7  mg/mL）を呈し、脂質異常症や脂肪肝など
血管障害（動脈硬化）症状を伴っていた。本
研究で使用した zMIR 系統は 3 ヶ月齢の時に
すでに高血糖を示しており（82 ±9 mg/dL）、
さらに我々の過剰給餌法を組み合わせると、
体重の増加とともに（図 1）、空腹時血糖値が
正常値の４倍に上昇した（図 2、171 ±39 
mg/dL）。 

 
（２）耐糖能異常関連遺伝子の経時的発現量
解析 
 2型糖尿病を誘導したzMIR系統の肝膵臓と
骨格筋組織を回収し、リアルタイム PCR によ
り耐糖能異常関連候補遺伝子群の発現量を
経時的に解析した。その結果、顕著に変動し
た 4つの遺伝子を抽出した。図 3に示すよう
に、遺伝子 A の発現量は、2 型糖尿病を誘導
４週目以降増加していた。 
 骨格筋組織でも同様に、遺伝子 Aの発現量
は６週目以降、有意（p < 0.05）に上昇して
いた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 

（３）CRISPR-Cas9 システムによるノックア
ウト zMIR ゼブラフィッシュの構築 
 （２）で抽出した 4つの遺伝子に対し、各
遺伝子の特異的な配列を持つ sgRNA を各 3種
類合成し、ゼブラフィッシュ受精卵にマイク
ロインジェクトした。次に、ゲノム編集効率
を確認するため、ゲノム DNA を抽出し、HMA
を行った。結果の例として遺伝子 Bのケース
を示す。遺伝子 Bに対する 3種類の sgRNA の
中、sgRNA1 の方が 6個中 6個の胚で変異導入
が確認された（図 5, 赤線部）。このように全
ての標的遺伝子に対して一番の効率の良い
sgRNA を決定し、それぞれのノックアウトゼ
ブラフィッシュを作製した。 
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（４）ノックアウトゼブラフィッシュの耐糖
能解析 
 ４種類のノックアウトゼブラフィッシュ
系統に対し、2 型糖尿病誘導を行い、空腹血
糖値の変化を測定した。その結果、遺伝子 A
と B のノックアウト系統では、2 型糖尿病誘
導時でも高血糖状態が発症しなかった（ある
いは軽減された）（図６）。 
 

 
以上の研究により、耐糖能異常に対する２

つの新規治療標的遺伝子を発見した。 
 
現在、2 型糖尿病モデルゼブラフィッシ

ュ・マウスを用いて、これらの遺伝子の１つ
が膵臓のインスリン分泌に関与することを
明らかにしつつある。今後、より詳細な研究
を行い、これら２遺伝子の２型糖尿病への発
症あるいは予防作用に関する分子メカニズ
ムを明らかにしていく計画である。 
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