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［２］研究経過 
代表者らは, 時計蛋白質 mCRY1（クリプトクロム

1）のCys 414 残基（亜鉛 [Zn] 結合サイト）をアラ

ニンに置換した変異体（C414A-CRY1）を全身的に過

剰発現させることで生物時計振動体に異常を生じさ

せ, マウスに若年発症成人型糖尿病（MODY）に類似

した糖尿病を生じさせる新たなモデルを確立し（以下

このマウスを「TG」,野生型マウスを「WT」と称する）

膵β細胞機能障害に起因するインスリン分泌不全,及
びβ細胞そのものの週齢依存的な消失がTGの糖尿病

の主因であることを, 東北地方を横断する研究チーム

により, 加齢研共同研究採択課題として明らかにして

きた [1]。研究チームの構成であるが, 20 年来共同し

て研究を実施している安井明 加齢研フェロー・菅野

新一郎 加齢研講師, 当研究の初期から参加している

早坂清 山形大学医学部小児科学講座 名誉教授（前遺

伝子実験施設 施設長・現みゆき会病院 小児科）はも

とより, 各分野のエキスパートに参画いただき, 現在

の陣容に至っている。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し,β細胞が減少す

るとともに,β 細胞から分泌される SASP 因子が膵ラ

氏島の内外へ影響を及ぼし,ライフステージの進行と

ともに膵臓に種々の病理学的な変化をもたらすと考

えられる [1,2]。 
ライフステージの後期になると, TG では膵ラ氏島

内に膵管様組織構成細胞 (Intra-Islet Ductal Cell; 以
下この病変を「IIDC」と称する)が高頻度に出現する。

WTではそのような病変は観察されない [2]。IIDCの

生成過程と特徴の解明は, 膵癌の生成機序の理解の

上で有意義であることから, 概日リズムの研究,β細

胞障害の機序追求に加え,自身の研究資源を重点的に

IIDC の解析に割いてきた。これまでの研究の経緯を

踏まえ, 今年度からの共同研究は 

1) 細胞内亜鉛の減少が膵β細胞におよぼす影響 

2) IIDCの分子的特徴づけと発生機序の解明 
3) 膵β細胞の生物時計機構の意義の解明 
の３つを柱とし, 転写因子, 時計タンパク質, RGS 
(後述) に重心をおいた研究を実施した。アプローチ

として,マウス組織の病理解析, 培養細胞での解析,さ
らにクリプトクロムの結合タンパク質の探索と解析

を目的としたプロテオミクス解析とを組み合わせ実

験を遂行した。連絡状況については,代表者が加齢研

へ複数回出張し,対面にて安井明 加齢研フェロー・

菅野新一郎 講師と打ち合わせを行った。五十嵐雅彦 
地域糖尿病センター長, 佐藤賢一 消化器内科教授と

はメールで打ち合わせを行った。早坂清 アドバイザ

ーとは,メールにて意見交換や学問的議論を行った。 
 
［３］成果 
（３－１）研究成果 
 膵β細胞の亜鉛欠乏実験 

膵β細胞株MIN6をKClで長時間処理し, MIN6細

胞内の亜鉛を減少させると共に慢性高血糖を模倣し

た状態を実現し, その細胞への影響を調べる実験で

は, 前年度Chop遺伝子の発現亢進を報告した (2019
年度加齢研共同研究報告書,No.8)。この結果から, 
KCl 刺激によるMIN6細胞の慢性的な脱分極に起因

しインスリンの過剰分泌がもたらされ, その負荷の結

果, 小胞体 (ER)ストレスが誘導されると代表者は推

測した。今年度さらに解析を進め,分子シャペロンの

BiP (GRP78)が, KCl処理をした細胞の小胞体で増加

することを, 新たに明らかにした。さらに, 小胞体ス

トレス応答 (Unfolded Protein Response: UPR) に
中心的役割を果たす転写因子ATF4が細胞核で増加

することを示し, KClでの長時間処理でERストレス

が惹起されることを, より明確に示すことができた。 
RGS (regulator of G protein signaling)タンパク質

ファミリーはG protein-coupled receptorを介するシ

グナル伝達の制御に関わる。過去の加齢研共同研究

において, TGマウスβ細胞でRGSの発現が変化す

る結果を得ており, TG 膵β細胞の機能不全の一因

となっていることが推測される[1]。亜鉛欠乏に対す

る細胞応答にRGS が関与すると予想し, MIN6の実

験系おいて, 3種のRGS (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。調べたいず

れのRgs遺伝子も, KCl処理にて発現が亢進した。亜

鉛欠乏条件において, 3量体型G蛋白質を介するシグ

ナル伝達の種々の経路の改変が起こり, またそのこと



 

が, 後述する脱分化(dedifferentiation) の誘導に何ら

かの役割をはたしていると代表者は推測している。 
ストレス負荷時RGS2は翻訳開始因子のeIF2Bと

直接結合してタンパク質翻訳を抑制することが, 他の

哺乳類細胞を用いた実験から報告されている[3]。そ

こで翻訳開始因子としてeIF2αを選び, eIF2αと
RGS2の関係を調べた。KCl処理によりMIN6細胞

内のRGS2蛋白質は増加すると共に, 一部のRGS2
は翻訳開始因子のeIF2αと共局在した。この結果か

らRGS2は, 膵β細胞においてもシグナル伝達に加

え, 翻訳制御にも関与すると考えられる。 

 
本研究と同様の実験条件下で,β細胞の分化誘導や機

能維持に関わる様々な転写因子のmRNAが低下し, 
MIN6細胞が脱分化β細胞様の特徴を示すようにな

ることが, 他のグループからの先行する論文で報告さ

れている[4]。脱分化との関連をさらに詳細に調べる

目的で, β細胞の脱分化マーカーとして報告のある

aldh1a3遺伝子の発現を調べた。その結果, 亜鉛欠乏

条件でaldh1a3の発現が亢進する結果を得た。また, 
紙幅の関係上詳細は割愛するが, 複数のdisallowed 
genes (成熟β細胞では発現が抑制されるべき遺伝子)
の遺伝子発現が活性化されていることや, 成熟β細胞

で重要な転写因子MafAが, 核からほぼ消失する知見

も得ており, 新たな側面から脱分化様MIN6細胞の

特徴を明らかにすることが出来た。 
 分子病理の解析 

TG と WT 各々の高齢 (19 月齢) マウスの膵臓パラ

フィン切片から, レーザーマイクロダイセクションに

よりラ氏島を採取した。これらのサンプルから RNA
を精製し, DNA マイクロアレイによる網羅的な遺伝

子発現の解析を行った。その結果, TG のラ氏島にて

Tff2 (Trefoil factor family 2) 遺伝子の発現が亢進して

いることが判明した。そこで, 抗TFF2抗体を用いて

免疫組織染色を実施したところ, IIDCの内, ムチン産

生性の細胞において TFF2 タンパク質が局在してい

ることを見出した。次いで, ラ氏島を形成している膵

内分泌細胞に着目したところ, TG のβ細胞で TFF2
は発現していることが明らかとなった。WTではβ細

胞に TFF2 は発現していなかった。若齢 (4 週齢) の
TGでは,β細胞にTFF2タンパク質は見られなかった

（画像等は, web 上の e-poster を参照下さい [80th 
ADA meeting, e-poster: 2057-P, 2020]）。TGではβ細

胞から分泌されるSASP因子により,ラ氏島にリモデリ

ングが起こり, 正常ラ氏島とは異なる環境が形成され,

その様な微小環境下に置かれたβ細胞はTFF2 を発

現するような性質を獲得したと推測している。 
 プロテオミクス解析 

CRY1 と転写因子 PDX-1 との関係（2019 年度加齢

研共同研究報告書No.8を参照)を明らかにする目的で

HEK293細胞株(腎臓由来細胞株)抽出液を用いて免疫

沈降実験を実施したところ, PDX-1 と CRY1 の結合

は確認されず, 膵臓組織あるいは膵β細胞抽出液を用

いた解析を検討している。さらに CRY2 のリコンビ

ナント蛋白質を用いて LC-MS/MS によるプロテオ

ミクス解析を実施し, CRY2 結合候補蛋白質を新たに

複数特定し, 相互作用を確認する実験が進行中である。 
（３－２）波及効果と発展性など 
前年度の時計遺伝子の発現の解析結果と合わせて, 
亜鉛欠乏に対する応答としてのシグナル伝達の切り

替え・小胞体ストレス応答・脱分化誘導が, RGSの

調節により, 相互に関連していることを示唆した。 
SASP因子によりもたらされる微小環境が膵β細胞の

分化転換 (transdifferentiation) を経て IIDCの発生

を促す機序については, 既に論文で議論した [2]。今

年度TFF2を特定したことにより, 膵β細胞-膵管細

胞分化転換の分子機序を, 今後さらに具体的に解明し

ていく上で重要な手がかりを得たと考えている。 
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