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研究成果の概要（和文）：体内時計を制御する時計遺伝子発現を低下させると、血管内皮細胞の拡張機能や血管新生能
は低下すると報告されているが、時計遺伝子発現と高血糖等のストレスに対する血管の抵抗性との関連は不明である。
本研究では糖尿病性血管障害発生に時計遺伝子発現が関与するか明らかにする。まず２型糖尿病モデルTSODマウスが11
週齢で糖尿病病態を呈することを示した。正常マウスと比較して、このマウスの活動量は著しく低下し、活動位相は前
進傾向であった。さらにTSODマウスの大動脈における時計遺伝子Per2およびBmal1発現量は減少傾向であった。以上の
結果、糖尿病発症後の血管では時計遺伝子発現が低下することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：It has been indicated that the decrease in clock gene expression level is 
involved in the decreased function of vasodilation and angiogenesis in vascular endothelial cell. 
However, little is known about the association of clock gene expression with resistance to stress in 
endothelial cell. In the present study, we investigate the association of clock gene expression with 
diabetic vascular damage. At first, we revealed that type 2 diabetes model TSOD mice exhibited diabetic 
phenotypes around 11 weeks of age. Compared with control mice, locomotor activity was markedly lowered 
and the phase of wheel-running activity tended to be advanced in diabetic TSOD mice. In addition, 
vascular clock genes Per2 and Bmal1 expression levels were decreased in TSOD mice. Our results indicated 
that vascular clock gene expression levels are decreased in type 2 diabetes model, and suggest that 
plasma component in diabetic mice may be involved in the reduction of clock gene expression.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
慢性的な高血糖状態である糖尿病は血管

を障害し、全身臓器の機能障害、いわゆる糖
尿病合併症を引き起こす。この糖尿病に起因
する血管合併症が、日本人の糖尿病患者の寿
命を約 10 歳短くしている原因と考えられて
おり、血糖調節、血圧管理等の対策が行われ
ている。しかし、糖尿病患者のうち約４割が
糖尿病による合併症を併発しており（平成 19
年国民健康・栄養調査）、高血糖による血管
障害発生メカニズムの更なる解明が望まれ
ている。 
体内時計は生体機能に周期性を与え、周期

的に変動する外部環境に生体機能を適応さ
せる機能をもつ。そのため、体内時計を制御
する時計遺伝子が病気の発症や重篤化に関
与することが多数報告されており、糖尿病モ
デルマウスの肝臓では時計遺伝子発現量が
低 下 す る (Kohsaka et al., 2007 Cell 
Metab.)。さらに、時計遺伝子変異マウスの
血管内皮細胞の拡張機能や血管新生能は低
下するため、時計遺伝子が血管の恒常性維持
に寄与すると考えられている。しかし、糖尿
病性血管障害の原因として、時計遺伝子発現
低下が関与するかは不明である。そこで、本
研究では血管に存在する代表的な時計遺伝
子 Per2 及び Bmal1 に焦点を当て、糖尿病時
の血管障害の発生に時計遺伝子発現変化が
関与するかを検証する。 
 
２．研究の目的 
時計遺伝子 Per2 あるいは Bmal1 変異によ

って、血管内皮細胞の拡張機能は低下するこ
とが明らかにされており、時計遺伝子は血管
の恒常性維持に寄与すると示唆されている。
しかし、時計遺伝子発現が糖尿病時の慢性的
な高血糖等のストレスに対する血管内皮細
胞の抵抗性に関与するかは不明である。本研
究では糖尿病性血管障害発生時の時計遺伝
子発現変化を明らかにするとともに、時計遺
伝子発現を維持することで、糖尿病性血管障
害に対して血管内皮細胞が抵抗性を獲得で
きるか明らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
 糖尿病発症前後の時計遺伝子発現を解析
するために、2 型糖尿病モデル TSOD マウス

を用いて、血糖値、インスリン抵抗性、耐糖
能異常を指標に糖尿病発症週齢の判定を行
った。TSOD マウスの体内時計が乱れている
か検証するために、TSOD マウスの行動リズ
ムを回し車の回転数を指標に解析し、行動リ
ズムが異常と判定されたマウスの大動脈に
おける時計遺伝子発現量を real-time PCR 法
で測定した。次に、糖尿病に罹ったマウスの
血漿成分が時計遺伝子発現に直接影響を及
ぼすか検証するために、時計遺伝子プロモー
ターの下流にルシフェラーゼを連結したコ
ンストラクトを導入したマウス繊維芽細胞
株に糖尿病発症前後のTSODマウス血漿を添
加し、周期、位相、振幅、発光減衰率を解析
した。 
 
４．研究成果 

 
まず、血糖値、インスリン抵抗性、耐糖能

を指標にTSODマウスの糖尿病発症週齢を判
定した。コントロールである TSNO マウスと
比較した結果、5 週齢では全パラメーターは
TSNOマウスと同程度で、8週齢では高血糖、
インスリン抵抗性および軽度耐糖能異常が
観察され、11 週齢では高血糖、インスリン抵
抗性および耐糖能異常を呈することが示さ
れた（図１）。従って、TSOD マウスはおよそ
１１週齢で糖尿病フェノタイプを呈するこ
とが示された。 

次に、回し車の回転数を指標に TSOD マウ
スの活動量を測定した結果、TSNO マウスと
比較して活動量はおよそ 10％程度であった。
回し車の回転パターンから 1 日のうちどの時
間帯に自発運動量が高いかを明らかにする
ために、明期開始時刻を zeitgeber time (ZT) 0、
1 日辺りの回し車回転数を 1 とした時の３時
間間隔の回転数の割合を解析した。その結果、
TSNO マウスの回転割合のピークは ZT15-18
（23-2 時）であるのに対し、TSOD マウスの
ピークは ZT12-15（20-23 時）であり、活動位
相が前進傾向であることが示され（図 1）、正
常マウスと比較して糖尿病に罹ったTSODマ
ウスは体内時計が乱れていることが示唆さ
れた。 

図 2 TSOD マウスの糖尿病病態解析 

Blood glucose

0
5 8 11

Age (weeks)

100

200

300




（m
g

/d
L
）

Glucose tolerance

Insulin resistance

0

2

3

4

5

H
O

M
A

-I
R

1




5 8 11

Age (weeks)

TSNO (control)

TSOD (diabetes model)

p  0.05 vs age-matched TSNO

n=5-6

n=11-12

5 weeks 

0G
lu

co
se
（m

g
/d

L
）

100
200
300
400
500

0 1530 60 120
Time after glucose load (min)








0
100
200
300
400
500

0 1530 60 120

8 weeks 







0
100
200
300
400
500

0 1530 60 120

11 weeks 

Time after glucose load (min) Time after glucose load (min)



次に、マウスの ZT2 および ZT14 における
大動脈の時計遺伝子 Per2 および Bmal1 発現
量を real-time PCR にて解析した。TSNO マウ
スと比較した結果、TSOD マウスの肝臓にお
けるPer2発現量は両時刻とも3倍以上増加し、
Bmal1 発現量は ZT14 において約半分に減少
した。一方、大動脈では Per2 および Bmal1
ともに各々のピーク時間にあたる ZT14 及び
ZT2 で減少傾向であり、糖尿病モデルマウス
の血管では時計遺伝子発現が低下すること
を明らかにした（図 4）。続いて、Per2 及び
Bmal1 プロモーターの下流に発光レポーター
（ルシフェラーゼ）を連結したコンストラク
トを導入したマウス繊維芽細胞に糖尿病発
症前後のマウス血漿を添加した結果、正常マ
ウス及び糖尿病発症前のTSODマウス血漿を
添加しても、Per2 及び Bmal1 の周期、位相、
振幅、減衰率には影響はなかった。しかし、
興味深いことに、糖尿病発症時の TSOD マウ
ス血漿では、周期及び位相は変化しないもの
の、Per2 発現の振幅低下、Bmal1 発現の減
衰促進が観察され、糖尿病モデルマウスの血
中成分が時計遺伝子発現を低下させる可能
性が示された。以上の結果、糖尿病モデルマ
ウスの血管における時計遺伝子発現は低下
し、糖尿病発症に関わる血中成分がその原因
である可能性が示唆された。 
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図 4 大動脈における時計遺伝子発現解析 
（TSNO マウスの ZT2 時点の発現量を 1 と

する） 

図 3 3 時間ごとの回し車回転数の割合 
（1日の回転数を 100％とする） 
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