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研究成果の概要（和文）：研究代表者らCRY-時計遺伝子研究グループは,確立した変異型CRYの糖尿病モデルマウ
ス(TGと略称)を用いて,膵島のリモデリングや前癌病変の生成の全体像の解明を主目的に研究を実施し,病態進展
期のTGで新しい知見を得た。主な結果として下記の2点が示唆された:(1) 膵δ細胞が膵β細胞の主な供給源とな
りうること及び:(2) TFF2タンパク質が膵β細胞の量の維持に重要な役割をし,膵β細胞が膵管様の形質に転換し
うる膵島内微小環境の形成に寄与する可能性である。
また, 新たに特定したCRY蛋白質複合体を構成する新規のタンパク質の機能を膵β細胞株MIN6や膵癌細胞株
Panc-1を用いた実験系で解析した。

研究成果の概要（英文）：Cysteine414 (zinc-binding site of mCRY1)-alanine mutant CRY1 transgenic mice
 (established by the CRY-Clock Gene Research Group in Tohoku area; hereafter simply referred to as 
TG) show diabetes characterized by the reduction of β-cell proliferation due to the characters of 
senescence-associated secretory phenotype (SASP) in β-cells (reviewed in Okano S. 2016).To explore 
the mechanisms of keeping of the number of β-cells under hyperglycemia for prolonged period in TG, 
and also of the generation of mucin-producing atypical intra-islet ducts, we further conducted 
detailed analysis of TG. The results showed that trefoil factor family 2 (TFF2) is up-regulated in 
the β-cell of TG life-stage dependently. Our results suggest the possible δ- cell to β-cell 
transdifferentiation in aged TG:δ-cells may predominantly play roles as the source for β-cells to 
supply new β-cells for islets in TG. 
The function of newly found CRY-binding proteins were also analyzed in MIN6 and Panc-1 cells.

研究分野：実験病理学

キーワード： 概日リズム　膵β細胞　分化転換　脱分化　膵癌前駆病変　生物時計　糖尿病　上皮間葉転換

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌の前駆病変が如何に生成されるかを明らかにする研究は広く行われ,一定の知見が得られている。しかしな
がら,膵β細胞の異常に起因した膵癌前駆病変の発生機序に関しては,未だほとんど明らかになっていない。
本研究に於いては,膵β細胞が障害され,膵ラ氏島に前癌病変が多発するユニークなマウスと,すでに広く活用さ
れている各種細胞株の両方を研究対象として用いた。
プロテオミクス解析と網羅的発現解析から新たに特定した病態関連候補タンパク質の解析のアプローチから,膵
島内微小環境,膵癌前駆病変,及び膵ラ氏島リモデリングの関係を具体的に明らかにした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

研究代表者ら東北地域を横断する研究組織(CRY-時計遺伝子研究グループ) は, マウスに

CRY1 の亜鉛配位部位変異体を過剰発現させることで, 概日リズム障害と MODY 様の糖尿病を発

症させる新しい動物モデルを以前に確立した。代表者ら研究グループは, 20 年近くに亘る研究

から, このマウスが示すリズム異常と糖尿病発症の主要な分子機序を明らかにしてきた。さら

にこのマウスでは (以後このマウスを TG と称する), ライフステージの進行に伴い罹病期間が

長期に及ぶと, 膵癌へと進展しうる膵管異型細胞が高頻度に生成されることを見出していた

(Okano S. 2016)。また亜鉛結合能を欠いた CRY1 は膵β細胞において細胞老化をもたらすこと

も, 研究開始当初既に明らかにしていた (Okano S. 2016)。TG では膵β細胞の細胞老化に起因

し, 膵ラ氏島に特有の微小環境が形成され, このことが起点となり罹病期間に依存して, 徐々

に膵管異型細胞の生成を含む膵ラ氏島臓組の変容が進展する機序が想定された。一方で, 安井

明加齢研フェローらの加齢研チームは, プロテオミクス解析から CRY1 蛋白質複合体を構成する

新規のタンパク質を特定し,さらに新たな CRY 結合タンパク質の探索を続けていた。 

そこで本研究においては, TG を用いた分子病理の解析を実施し,膵β細胞機能障害と膵管異

型細胞の具体的な関係性の解明を試みることとした。膵ラ氏島内に生じる膵管異型細胞の由来

に関して, 膵β細胞が直接分化転換する(ダイレクトリプログラミング)以外にも, 膵β細胞

が一旦未分化な形質へ変化し(脱分化; dedifferentiation), この脱分化細胞が膵管細胞に転換

する可能性も考えられる。そこで膵β細胞の脱分化の制御機構に関しても掘り下げて解析する

こととした。細胞株を用いて,膵癌の悪性化や,膵β細胞の脱分化誘導における未知の制御メカ

ニズムを, 新規 CRY 結合蛋白質の機能と関連付けて追究することを目標とし研究を開始した。 

２．研究の目的 

新規 CRY1 結合タンパク質を中心としたプロテオミクス解析と分子病理の解析とを組み合わせ

た研究から, (1) TG を用いての亜鉛結合不全 CRY1 タンパク質の過剰発現に起因する膵β細胞機

能障害と膵島内膵管異型病変生成の具体的な関係性の解明, (2) 膵β細胞及び膵癌における概

日リズムに関わる分子機序を具体的に明らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

文献[1]で報告されている手法に従って, ヒト膵管癌細胞(Panc-1)の上皮間葉転換(EMT)の誘導

実験を行った。Panc-1 細胞をリコンビナント BMP4 タンパク質で刺激し,24h 後に RNA を採取

し,qPCR 法で発現解析を行なった 

文献[2]で報告されている手法に従って, 膵β細胞株の MIN6 細胞を 40 mM KCl で 24 時間処理

し, MIN6 細胞内の亜鉛を枯渇させると共に慢性高血糖を模倣した状態を作った。その結果とし

て MIN6 に誘起される脱分化様の特徴を, 種々の観点から解析した(亜鉛検出蛍光試薬を用いて

の解析, qPCR 法, RNA-seq 及びバイオインフォマティクス解析等)。 
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TG の解析については,特異な病変である intra-islet ductal cells（膵島内膵管異型細胞, 以

後この病変を IIDC と称する）や膵島内分泌細胞の分化転換の解明を主目的とした組織学的実験

を実施した。 

４．研究成果 

得られた結果の内,主要なものを下記に記す。 

(1)TG の解析 

TG 及び野生型マウス[以下 WT と略記,糖尿病罹患が長期に及ぶ高齢マウス (19 月齢以上)]の

膵島をサンプルとした DNA マイクロアレイを実施し, TG で TFF2 (Trefoil factor 2)遺伝子の

発現が亢進していることが判明した(80th ADA, 2020)。 

膵島内のどの細胞で TFF2 蛋白質が発現するかを明らかにする目的で, 高齢マウス膵島内の蛋

白質の分布を調べた。TFF2 蛋白質は,膵内分泌細胞の内,膵β細胞(及び頻度は低いが一部の膵δ

細胞；詳細は後述)に発現することがわかった。同齢の WT の膵島では,TFF2 は観察されず, 若齢

では TG, WT 共に TFF2 は発現していなかった(80th ADA, 2020)。 

各種の膵ホルモンの抗体を用いて,高齢マウス膵島内の細胞の 2 重染色の解析を実施したとこ

ろ,インスリン/グルカゴンの 2重陽性細胞は,ほとんど観察されなかった(82nd ADA, 2022)。一

方,出現頻度は高くないものの, インスリン/ソマトスタチンの明確な 2 重陽性を示す細胞は観

察された(82nd ADA, 2022)。この細胞は膵δ細胞から膵β細胞へ転換(transdifferentiation)

中の細胞の可能性がある。若齢では TG, WT 共に, インスリン/グルカゴン及びインスリン/ソマ

トスタチンの,どちらの 2重陽性細胞も観察されなかった。TFF2 と膵ホルモンの抗体で染色した

ところ, 高齢 TGではインスリン/TFF2 の 2重陽性細胞以外に,ソマトスタチン/TFF2 の 2 重陽性

細胞が観察された(82nd ADA, 2022)。高齢 TGでグルカゴン/ TFF2 の 2 重陽性細胞は確認できな

かった。若齢では TG, WT 共に, グルカゴン/ TFF2 及びソマトスタチン/ TFF2 の,どちらの 2重

陽性細胞も観察されなかった(82nd ADA, 2022)。 

以上の結果と, TFF2は膵β細胞において増殖促進性に働くという既報の報告をあわせると, 罹

病期間が長期にわたる TG では, 膵α細胞ではなく,主に膵δ細胞が膵β細胞へ転換すること

でβ細胞の供給源となり, 残存膵β細胞及び新生膵β細胞では TFF2 の発現が誘導され増殖

が促進し,膵 β 細胞数を維持すると研究代表者は推測している。代表者はまた,TFF2 は膵 β細

胞から分泌され, 膵β細胞の膵管細胞への転換を促進する膵島内微小環境の形成に関与してい

ると推測している。 

IIDC の由来を明らかにする一助として, Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)-レクチンとの

反応性を組織学的にしらべた。IIDC は正常膵管と比較し, DBA-レクチンに対する反応性が弱い

ことを明らかにした(79th ADA, 2019)。また IIDC には,内分泌細胞のマーカーである

chromogranin A 陽性の細胞が観察された(81st ADA, 2021)。以上の結果から,TG の IIDC は膵内
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分泌細胞(おそらく膵β細胞)に由来し, IIDCは膵管細胞としては DBAレクチンに対する反応性

が弱い,未熟な段階にあることが示唆された。 

(2) 膵β細胞株 MIN6 細胞での解析 

膵β細胞株 MIN6 を KCl で長時間処理し,細胞内の亜鉛を減少させるとともに未分化状態へと移

行させ, 細胞への影響を調べる実験を実施した。文献の報告[2]と一致して, 確かに細胞内亜鉛

が減少することを, 亜鉛を検出する蛍光試薬を用いて確かめた。成熟β細胞の機能に重要な

MafA と PDX-1 は,mRNA とタンパク質両方で明確に減少した。 

Chop の発現が軽度亢進し,BiP(GRP78)及び ATF4 の両蛋白質が増加することを示した。この条件

下で, インスリンの過剰分泌に起因する,比較的マイルドな小胞体ストレスが誘起されたと考え

られる。グルコース応答性インスリン分泌に関与する遺伝子の中では,Glut2 の発現が特に影響

を受け,その発現は著しく減少した。各種の時計遺伝子の発現に変化が見られ(分子時計のフィ

ードバックループにおいて転写活性化に働く正の因子群は減少し,転写抑制に働く負の因子群は

増加する傾向が顕著であった),β細胞の未分化性の誘導と生物時計の消失に相関があることを

明らかにした。タンパク質レベルでは CLOCK タンパク質の減少を示すことができた。 

脱分化の誘導におけるシグナル伝達機構の関与を調べる目的で, 3 種の RGS (regulator of G 

protein signaling; RGS2, 4, 16)について,遺伝子発現と細胞内分布の変化を解析した。いず

れの RGS 遺伝子も発現が亢進した。G蛋白質共役型受容体を介するシグナル伝達の改変が起こっ

ていると推測される。RGS2 蛋白質は分布が大きく変化し,一部の RGS2 は翻訳開始因子の eIF2α

と共局在した。RGS2 は膵β細胞において, シグナル伝達の機能に加え,タンパク質の翻訳制御

にも関与すると考えられる。 

さらに,脱分化マーカーの aldh1a3 遺伝子の発現を調べたところ,発現が亢進する結果を得,さ

らに複数の成熟β細胞不許可遺伝子(disallowed genes)の発現が亢進する結果も得た。さらに

細胞接着関連因子について調べたところ,上皮系マーカーとして知られる E-cadherin が減少す

る新しい知見を得た。β 細胞において細胞間コミュニケーションに関与する Cx36 については,

発現は変化しなかった。MIN6 細胞では未分化な状態への移行に伴い,EMT 様の変化が誘導される

と考えられる。 

以上の様に, MIN6 細胞に誘導される脱分化の特徴を新たに明らかにした。加えて,RNA-seq 解

析を実施し,その結果を基にしたバイオインフォマティクス解析を行なったところ,成熟β細胞

への分化や β 細胞機能維に関わる経路の遺伝子群の発現低下が示され,β細胞が未分化な状態

へ移行することを示す,これまでの研究成果をさらに支持する結果を得た。 

(3) ヒト膵管癌細胞 Panc-1 での解析 

プロテオミクス解析から見出したCRYタンパク質複合体の構成タンパク質(FAM98A[CRY1結合タ

ンパク質], KPNA2[CRY2 結合タンパク質(図 1)])の膵癌形成における機能を明らかにすることを
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目的として, Panc-1 の EMT の誘導実験を行った。 

BMP4処理細胞では,対照の細胞と比較して,上皮系マーカーのE-cadherinの発現は低下し,間葉

系マーカーの Vimentin 及び N-cadherin の発現が増加し, EMT の誘導が確認できた。 

CRY については,Cry1 は変化せず, Cry2 は 2.4 倍発現が亢進した(図 2)。CRY2 は膵癌細胞の

EMT において,何らかの役割を果たすことが想定される。調べた範囲での他の時計遺伝子

(Per1,Per2)の発現は変化がみられず(図 2),膵癌細胞の EMT において Cry2 に特有の調節機構

の関与が推測される。Kpna2 の遺伝子発現は本条件では変化せず,Fam98A はわずかながら有意

な発現増加が見られた(図 2)。今後,CRY1-FAM98A 及び CRY2-KPNA2 の経路が膵癌細胞 EMT へ如

何に関与するのかを明らかにする研究を, CRY-時計遺伝子研究グループでさらに密接に連携し

て進める予定である。 

図 1 
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