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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病と最も相関のある一塩基多型が認められた遺伝子の一つと

して Cdkal1 が同定されたが、その生理機能が全く不明の分子である。本研究では，Cdkal1 の

生理機能を明らかにし，また２型糖尿病発症分子機構を明らかにした。Cdkal1 は，リジンに対

応する tRNA の 37 番目アデニンをチオメチル化する酵素であることを突き止めた。Cdkal1 の膵

β細胞特異的欠損マウスでは，耐糖能ならびにブドウ糖応答性インスリン分泌がコントロール

マウスと比較し低下していた。また，同マウスでは成熟インスリン量が低下していた。さらに

同遺伝子欠損マウスに高脂肪食負荷を与えると，小胞体ストレスが上昇し，耐糖能のさらなる

悪化，インスリン分泌低下が認められ，２型糖尿病を呈するようになった。本研究により，２

型糖尿病の発症に tRNA 修飾異常が関与していることが明らかになり，tRNA 修飾酵素などを標

的とした新たな糖尿病治療薬の開発が期待できることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： Cdkal1 has been associated with an impaired insulin response and 

increased risk of type 2 diabetes (T2D), but its molecular function has not been 

characterized. Here, we show that Cdkal1 is a mammalian methylthiotransferase that 

biosynthesizes 2-methylthio-N6- threonylcarbamoyladenosine (ms2t6A) in tRNALys(UUU) and 

that it is required for the accurate translation of AAA and AAG codons. Pancreatic 

-cell-specific Cdkal1 knockout mice showed pancreatic islet hypertrophy, a decrease 

in insulin secretion and impaired blood glucose control. In Cdkal1-deficient -cells, 

glucose-stimulated proinsulin synthesis was reduced. Moreover, the expression of 

endoplasmic reticulum (ER) stress-related genes was upregulated in these cells, and 

abnormally structured ER was observed. Cdkal1 knockout mice were hypersensitive to 

high-fat diet-induced ER stress. These findings suggest that the induced translation of 

proinsulin may require fully modified tRNALys(UUU), potentially explaining the molecular 

pathogenesis of T2D in patients carrying cdkal1 risk alleles.  
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１．研究開始当初の背景 
 2007 年以降，多くの施設から 2型糖尿病患
者に関する大規模な遺伝子多型解析に基づ
く疫学研究の成果が報告されている。これら
の研究で，2 型糖尿病患者において最も有意
に一塩基多型（SNPs）が認められた遺伝子の
一つとして Cdk5-associated protein 1-like 
1 (Cdkal1)が同定された。Cdkal1 の第５イン
トロンに SNPs があると、インスリン分泌が
減少することが臨床研究により明らかにな
った。Cdkal1 は、これまで機能解析などの研
究が全くなされておらず、その生理機能は不
明である。唯一の手がかりとして、CDK5RAP1
と相同性が高いことが知られている。
CDK5RAP1 は、Cdk5 の活性化因子である p35
に結合する蛋白質として 2000 年に同定され
た蛋白質であり、In vitro において Cdk5 の
活性を阻害する作用がある。以上のように、
Cdk5 がインスリン分泌を制御していること
を我々が 2005年に最初に報告して以降、Cdk5
と 2型糖尿病発症との関連性が急速にクロー
ズアップされている。Cdkal1 の生理機能なら
びに同遺伝子の一塩基多型がなぜ２型糖尿
病発症の危険因子であるか明らかにするこ
とは、糖尿病の病態を理解し、治療、予防の
ために重要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、「Cdkal1 の生理機能の解明」
と「Cdkal1 に SNPｓがあるとなぜ２型糖尿病
発症リスクが高くなるか」を明らかにするこ
とを目的とした研究を実施した。具体的には、
Cdkal1 の生理機能を明らかにした。さらに、
Cdkal1 の SNPs は、第５イントロンに集中し
ており、また同イントロン部位には siRNA の
ヘアピン配列は認められないことから、２型
糖尿病患者にみられる Cdkal1 SNPs は、
Cdkal1 の発現あるいはスプライシング制御
に異常を引き起こすのではないかと推測し
た。そこで本研究では、Cdkal1 遺伝子の膵β

細胞特異的ノックアウトマウスを作製し、同
マウスの表現型を解析することにより、
Cdkal1 SNPs 保有者の 2 型糖尿病発症の分子
機構を明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 膵β細胞特的 Cdkal1 欠損マウスの作製 
 Cdkal1 遺伝子は，23のエクソンから成り，
開始コドンはエクソン 4に存在する。エクソ
ン 5 は，4 つの ATG を含むため，Exon4 を欠
失させるとエクソン 5の ATG から翻訳される
可能性があったため、アミノ基末側オリジナ
ル蛋白質の配列が多少翻訳されても、確実に
フレームシフトを起こさせるために Exon5を
欠失させるようなターゲティングベクター
の構築を行った(図 1)。 

 同ベクターをマウス ES 細胞に導入し、相
同組換え ES 細胞から loxP 発現トランスジェ
ニックマウスを作製した。同マウスとインス
リンプロモーター下に Creリコンビナーゼ遺
伝子を有するトランスジェニックマウスを
交配することにより、KO マウスを作製した。
同マウスにおける Cdkal1 遺伝子の欠損を、
サザンブロットおよび RT-PCR 法にて確認し
た。 
 
(2) tRNA の化学修飾同定 



 ノックアウトならびに野生型マウスより
膵島ならびに肝臓を単離し，その後全 RNA を
抽出した。抽出した RNA をヌクレアーゼ P1
で一個のヌクレオチドまで消化した後、質量
分析機器を用いて tRNA の修飾を分析した。 
 
(3) 耐糖能試験 
 生後 5，10 ならびに 15 週齢のノックアウ
トおよび野生型マウスを 7 時間絶食させた。
その後、1g/kg のブドウ糖を腹腔内に投与し、
投与後 15、30 分、1、2 時間の血糖値を尾静
脈血から測定した。 
 
(4) ぶどう糖応答性インスリン分泌試験 
 7 時間絶食後、マウスに 1g/kg のブドウ糖
を腹腔内に投与した。投与 15 分および 30 分
後に尾静脈より採血し、血清インスリン量に
ついて ELISA 法にて測定した。 
 
(5) 蛋白合成量およびインスリン合成量の
測定 
 膵島を単離後、35S で標識したメチオニンお
よびシステインを含む HEPES バッファー内で
低グルコース（2.8 mM）ならびに高グルコー
ス（16.7 mM）で１時間刺激した。刺激後に
TCA で総蛋白質を沈降させ、総蛋白量を
Bradfold 法にて測定した。また新規合成蛋白
質量について 35S をシンチレーションカウン
ターにて測定し求めた。同様に各マウスから
単離した膵島を 35S で標識したメチオニンお
よびシステインを含む HEPES バッファー内で
グルコース刺激後、プロインスリンを特異抗
体で免疫沈降した。その後、新規合成プロイ
ンスリン量について 35S をシンチレーション
カウンターにて測定することにより求めた。 
 
(6) マウスへの高脂肪食負荷試験 
 8 週齢のノックアウトマウスならびに野生
型マウスに総カロリーの 45%が脂肪成分から
なる高脂肪食を 7−9 週間自由摂食させた。そ
の後、耐糖能試験、ぶどう糖応答インスリン
分泌試験を行った。コントロールとして、相
カロリーの 10％が脂肪成分から成る低脂肪
食を常食させた。 
 
４．研究成果 
(1) Cdkal1 機能の同定 
 Cdkal1 の機能を同定するために、まずその
アミノ酸配列と相同性が高い蛋白質につい
てバイオインフォマティックス手法にて探
索した。その結果、枯草菌が発現している
MiaB ならびに YqeV と相同性が高いことが判
明した。いずれの分子もラジカル反応を起こ
す酵素活性があるラジカル SAMドメインなら
びに tRNA と結合能力がある TRAM ドメインを
保持していた(図２A)。また、Cdkal1 は、そ
のカルボキシル末端に疎水性ドメインを有

していた（図２A）。枯草菌において MiaB な
らびに YqeV は、tRNA の 37 番目のアデニンを
チオメチル化する修飾酵素であることが知
られている。しかし、基質となるアデニンの
構造が異なり、MiaB の場合あらかじめイソペ
ンテニル化したアデニンを修飾し、一方、
YqeV はスレオニノカルボニル化したアデニ
ンを基質として修飾する。そこで、Cdkal1 が、
MiaB タイプの修飾酵素か、あるいは YqeV タ
イプの修飾酵素か枯草菌を用いて検討した。
枯草菌の MiaB および YqeV 欠損株に、ヒト
Cdkal1 遺伝子を形質転換した。その後 tRNA
を精製し、質量分析法にてチオメチル化修飾
の有無について解析した。MiaB 欠損株に
Cdkal1 遺伝子を形質転換しても、tRNA のチ
オメチル化修飾は認められなかった。一方、
YqeV 欠損株では、Cdkal1 遺伝子を形質転換
することにより、tRNA にチオメチル化修飾が
付加された(図２B)。以上の結果より、Cdkal1
はリジンに対応する tRNA の 37 番目のスレオ
ニノカルボニル化アデニンをさらにチオメ
チル化する酵素であることが明らかになっ
た１）（図２C）。 

 

(2) 膵臓β細胞特異的 Cdkal1 欠損マウスの
作製とその耐糖能 
 膵β細胞特的 Cdkal1 ノックアウトマウス
（KO）と野生型マウス(Flox)の体重について
比較検討した。両群に有意な差は認めなかっ
た（図 3A）。 
 次に Cdkal1 の欠損が膵島の形成・発育に
影響を及ぼしていないかを検討するために、
KO マウスと Flox マウスを灌流固定後、膵臓
を摘出し薄切片を作製した。同切片を、抗グ



ルカゴン抗体ならびに抗インスリン抗体で
染色し、膵島の数、大きさならびにα細胞と
β細胞数について比較検討した。両群で有意
な差は認められなかった（図 3B）。このこと
から、Cdkal1 は膵臓の発育に影響を及ぼさな
いことが明らかになった。 
 次に KO マウスの耐糖能を調べるために、
ブドウ糖負荷試験を行った。生後 5（図 3C），
10(図 3D)ならびに 15週齢(図 3E)の耐糖能に
ついて比較検討した。すべての週齢において、
糖負荷前の血糖値は両群で有意差は認めら
れなかったが、ぶどう糖負荷後 KO マウスの
血糖値がFloxマウスより高かった（図3C-E）。 
 さらにぶどう糖負荷後の血清インスリン
濃度について両群で比較検討した。ぶどう糖
負荷 15 分後において、KO マウスの血清イン
スリン濃度が Flox マウスより有意に少なか

った(図 3F)。 
 
(3) Cdkal1欠損マウスにみられる小胞体スト
レスと成熟インスリン量の低下 
 KO マウスにおけるインスリン遺伝子なら
びにβ細胞マーカー遺伝子群の発現につい
て検討した。KO マウスのインスリン遺伝子の
発現量は、Flox マウスと同程度であった（図
4A）。膵β細胞マーカー遺伝子（MafA, Pdx1, 
Kir6.2, SUR1, GCK, Glut1-3）の発現量では、
Glut2 mRNA の発現のみ KO マウスにおいて
Flox マウスと比較して低かった(図 4B)。 
 次に KO マウスの膵β細胞において小胞体
ストレスが惹起されていないか調査するた
め、KO マウス膵島における小胞体ストレスマ
ーカー遺伝子（Bip, Chop, Elf2, Xbp1、
Gadd34）の発現について、Flox マウス群と比

較検討した。小胞体ストレスマーカー遺伝子
群のなかで、Xbp1 のスプライシングフォーム
の発現のみが、KO マウスにおいて上昇してい
た(図 4C)。細胞に強い小胞体ストレスが負荷
されると、小胞体の構造に変化が見られるこ
とが報告されている。そこで、KO および Flox
マウス膵β細胞の小胞体構造について、電子
顕微鏡を用いて観察した。Flox マウスの膵β
細胞では、小胞体は細長い層構造を形成して
いた(図 4D)。一方、KO マウスでは、膨張し
た小胞体が見られ、また層構造をとらない小
胞体の散見された（図 4D）。以上の結果より、
Cdkal1 欠損膵β細胞では、小胞体ストレスを
受けていることが明らかになった。 
 Cdkal1 は tRNA 修飾酵素であるため、KO マ
ウスでは蛋白合成に何らかの異常があるこ
とが推察された。そこで、KO マウス膵島にお
ける新規合成蛋白質量ならびにインスリン
合成について、Flox マウス膵島と比較した。
新規合成蛋白質量は、低グルコースおよび高
グルコース刺激いずれにおいても、KO マウス
と Flox マウスから単離した膵島で有意な差
は認められなかった（図 4E）。新規合成プロ
インスリン量は、低グルコース刺激時は両群
で有意な差は認めなかったが（図 4F）、高グ
ルコース刺激時では KO マウスから単離した
膵島内の総蛋白量に対するプロインスリン
量が減少していた（図 4G）。さらに膵島内の
インスリンの最終プロセッシング産物であ
る成熟インスリン量について、KO マウスと
Flox マウスで比較検討した。KO マウス膵臓
の成熟インスリン量は、Flox マウスに比較し
て低下していた(図 4H)。以上の結果より、
Cdkal1 欠損膵β細胞では、インスリン合成が
低下していることが示唆された。 



(4) Cdkal1欠損マウスに対する高脂肪食負荷
の耐糖能に及ぼす影響 
 高脂肪食負荷が KOならびに Flox マウス体
重に及ぼす影響に差があるか検討した。8 週
齢の KOならびに Flox マウスに総カロリーの
45%が脂肪成分からなる高脂肪食を 9 週間自
由摂食させ、1週間毎体重を測定した。KO な
らびに Flox マウスともそれぞれの低脂肪食
摂食群と比較して体重が増加するが、両群に
おいて有意差は認めなかった（図 5A）。次に
高脂肪食の KO マウスの耐糖能に及ぼす影響
について検討した。KO ならびに Flox マウス
に 3週間もしくは 8週間高脂肪食を自由摂食
させ、その後ぶどう糖負荷試験を行った。3
週間高脂肪食を摂食していた KOマウスでは、
高脂肪食を摂取していた Flox マウスより糖
負荷後 15 分、30 分ならびに 1 時間の血糖値
が有意に上昇した（図 5B）。さらに 8 週間高
脂肪食を摂食させると、糖負荷後 90 分、120
分においても Flox マウスより血糖値が上昇
した(図 5C)。以上の結果より、Cdkal1 欠損
マウスに高脂肪食を負荷すると、耐糖能異常
が憎悪することが示唆された。さらに KO な
らびに Flox マウスに 3 週間もしくは 8 週間
高脂肪食を負荷した後、空腹時血糖値につい
て比較検討した。KO マウスに 3 週間(図 5D)
あるいは8週間(図4E)高脂肪食負荷を与える
と、Flox マウスに比較して有意に空腹時血糖
値が上昇していた。Cdkal1 欠損マウスに高脂
肪食を負荷すると、2 型糖尿病を呈すること
が明らかになった。 
 次に高脂肪食負荷が KO マウスのインスリ
ン抵抗性に及ぼす影響について検討した。KO
ならびに Flox マウスに 7 週間高脂肪食ある
いは低脂肪食を自由摂食させ、その後インス
リン抵抗試験を実施した。いずれの群もイン
スリン（１U/kg）投与後の血糖値に有意な差
は認められなかった(図 5F).すなわち、
Cdkal1 はインスリン抵抗性に関与していな
いことが示唆された。さらに Cdkal1 欠損マ
ウスについて高脂肪食負荷のぶどう糖応答
性インスリン分泌に及ぼす影響について検
討した。KO ならびに Flox マウスを 7 週間高
脂肪食負荷後、7 時間絶食させた。その後、
1g/kgぶどう糖を腹腔内に投与し、投与15分、
20分後の血清インスリン濃度について ELISA
法にて調査した。KO マウスのぶどう糖負荷
15 分後の血清インスリン濃度が、Flox マウ
スと比較して少なかった(図 5G)。 
 最後に、KO マウスにおいて高脂肪食負荷が
膵β細胞の小胞体ストレスに及ぼす影響に
ついて検討した。KO ならびに Flox マウスに
高脂肪食を 8週間自由摂食させた後、膵島を
摘出し、小胞体ストレスマーカー遺伝子の発
現について定量 RT-PCR 法にて比較検討した。
その結果、KO マウスにおいてすべてのマーカ
ー遺伝子の発現が Flox マウスと比較して、

有意に上昇していた（図 5H）。 

 
本研究により、Cdkal1 が tRNA 修飾酵素であ
ることが明らかになった。すべての tRNA を
修飾するのではなくリジンに対応する tRNA
のみを修飾する酵素であった。Cdkal1 のホモ
ロジー遺伝子である YqeV 遺伝子を欠損した
枯草菌では、リジン翻訳時に誤翻訳を起こす
確率が高くなった。これらのことから、
Cdkal1 はリジン翻訳時に生じる誤翻訳を防
ぐ機能があると考えられた。プロインスリン
から分泌型インスリンにプロセッシングさ
れる時、プロインスリンは 2 つの部位で蛋白
質分解酵素により切断されなければならな
い。その一つの部位にリジンが存在する。も
しこのリジン残基の部位で誤翻訳が生じ、リ
ジン以外のアミノ酸が翻訳されると、分泌型
インスリンにプロセッシングされなくなる。
Cdkal1 欠損膵β細胞では分泌型インスリン
量がコントロール細胞より少なく、同遺伝子
欠損細胞ではプロセッシングを受けること
ができない未成熟インスリンが多く存在す
ると推測された。このような異常蛋白質の蓄
積は小胞体ストレスを引き起こすことが知
られている。本研究においても、Cdkal1 欠損
膵β細胞では、著明な小胞体ストレスが認め
られた。本研究では明らかな膵β細胞の細胞
死は認められなかったが、小胞体ストレスが
長期に持続すると細胞死を誘導すると推察
される。今後は、Cdkal1 欠損マウスに 3〜6
ヶ月の長期高脂肪食負荷を与え、膵β細胞死
が誘導されるか検討したい。 
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