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計画研究：2001～2004年度

日本人のインスリン抵抗性に関与する遺伝子の同定

●春日　雅人1) ◆岩本　安彦 2)

1) 神戸大学大学院医学系研究科　　2) 東京女子医科大学

〈研究の目的と進め方〉
我が国における糖尿病患者の急増は憂慮すべき問題で

あり、その遺伝素因を明らかにすることは糖尿病の発症
予防や新しい治療法の開発に多大の貢献をすることにな
る。２型糖尿病の発症にはインスリン抵抗性とインスリ
ン分泌不全の２つの病態が関与するが、我々はインスリ
ン抵抗性に着目し、研究を行う。すなわち、インスリン
の作用において重要な働きをする新しい分子をDNAマイ
クロアレイ等を用いて明らかにし、続いて当該分子の細
胞レベルにおける働きを明らかにする。インスリンの作
用に重要な働きをしていることが細胞レベルで明らかに
された分子については、当該分子の個体レベルでの機能
を解明するために遺伝子欠損マウスを作製してその表現
型を解析するとともに、糖尿病患者での当該遺伝子の変
異あるいはSNPの頻度を明らかにする。

〈研究開始時の研究計画〉

１） 細胞レベルにおいて、インスリン情報伝達なら
びにインスリン依存性遺伝子発現制御に関与す
る分子をDNAマイクロアレイ等を用いて見つけ
出し、その機序を解明する。

２） 個体レベルにおいて、アデノウイルスベクター
による肝臓特異的遺伝子発現の手法や臓器特異
的ノックアウトマウスの作成によりインスリン
作用機序を解明する。

３） インスリン抵抗性に関与する遺伝子について、
遺伝子多型を同定し、患者対照研究により糖尿
病感受性遺伝子を同定する。なお２型糖尿病者
200名と対照コントロール200名のDNAを収集す
る。研究分担者の岩本も東京女子医科大学糖尿
病センターに通院する糖尿病者の中から、２型
糖尿病者200名を選択し、対照コントロール200

名も含めてそのDNAを収集する。

〈研究期間の成果〉

細胞レベルにおける解析

１） インスリンによるSREBP-1のm-RNAレベルの増加
がIRS-1/PI 3キナーゼを介していること、ならび
に肝細胞ではこの情報伝達系がIRS-1と特異的に
共役していることを見い出した。すなわち、イン
スリンの情報伝達系において、そのシグナル伝達
のコンパートメント化が生じている可能性を見い
出した。（発表論文６）

２） 小胞と細胞膜との融合に重要な働きをするMunc
18cを欠損するマウスを作成した。本マウスは胎生
致死であったため、13.5日の胎児より線維芽細胞
を作成しそれを脂肪細胞に分化させてこの蛋白の

機能を解析した。その結果、Munc 18cはインスリ
ン依存性糖輸送において抑制的な働きをしている
ことを見い出した。（発表論文１５）

３） 肝臓においてPI 3－キナーゼの優位抑制型変異体
をアデノウイルスベクターを用いて発現すること
により、インスリン依存性のPI 3－キナーゼ活性
化を阻害すると、高血糖、高インスリン血症、脂
質代謝異常を生じることを見い出した。すなわち、
PI 3キナーゼは肝臓でもインスリン作用の発現に
重要な役割を果たしていることを明らかにした。

（発表論文９）
４） PI3-キナーゼの下流で機能する分子として蛋白キ

ナーゼPDK-1の機能が注目されているが、そのイ
ンスリン作用への関与は十分に明らかではなかっ
た。そこで、PDK-1遺伝子にloxP配列を有するマ
ウスを相同組換え法にて作成し、本マウスから得
られた不死化培養脂肪細胞株を用いて、PDK-1の
インスリン作用への関与を検討した。その結果、
PDK-1欠損脂肪細胞ではインスリン依存性及びPI3-
キナーゼ依存性の糖輸送の活性化が生じないこと
を見出し、PDK-1がインスリンの代謝調節作用の
発現に必須の分子であることを明らかにした。

（発表論文１１）

個体レベルにおける解析

５） 肝臓特異的にPKCλを欠損するマウスを作成した。
本マウスは、肝臓におけるSREBP-1cを含む脂肪酸
合成系遺伝子の発現低下及び中性脂肪蓄積の低下
に加え、インスリン感受性の増強を示した。培養
細胞系での検討ともあわせて、PKCλは肝臓にお
ける脂肪酸合成制御に必須の役割を果たすととも
に、個体レベルでのインスリン感受性の制御にも
関与することを明らかとした。
(発表論文１２)

６） 転写因子であるSTAT3を肝特異的に欠損したマウ
スを作成した。本マウスは、通常食飼育下でイン
スリン抵抗性を示し、高脂肪食飼育により耐糖能
障害を呈した。本マウスの肝では糖新生に関わる
PEPCKやG6Pase、また、これらの遺伝子の制御
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因子である転写コアクチベータ－PGC1αの発現
が増加していた。培養肝細胞を用いた実験でも
STAT3が、これらの遺伝子の発現に関与している
ことを示した。以上より、STAT3は肝における糖
新生系酵素の生理的な調節因子であることを示し
た。(発表論文1３)

７） 膵β細胞特異的にPKCλを欠損するマウスを作成
した。本マウスはグルコース応答性のインスリン
分泌の障害をきたし、耐糖能異常を示した。PKC
λが、膵β細胞においてHNF3(、ヘキソキナーゼ、
SUR1、Kir6.2、Glut2などのβ細胞機能に重要な遺
伝子発現の調節を介して、グルコース応答性のイ
ンスリン分泌を制御していることを明らかとした。

（発表論文１４）
８） 糖尿病モデルマウス（IRS-2 K.O.マウスならびに

db/dbマウス）の膵β細胞でCDKインヒビター
p27kip1の発現が増加していることを見出した。そ
こで、これらのマウスでp27kip1遺伝子を欠損させ
たところ膵β細胞量は大幅に増加し、血中インス
リン値の増加および血糖値の正常レベルへの低下
を示した。p27kip1が膵β細胞に蓄積することによ
り、膵β細胞の増殖が抑制され、これらの糖尿病
モデルマウスにおける糖尿病発症に関与すること
を明らかにした。（発表論文１６）

ヒトの遺伝子多型の解析

９） UCP1遺伝子に関して、5'UTRに存在するA〉C多
型とMet229Leu多型を同定した。両者は連鎖不平
衡の関係にあった。２型糖尿病患者320名、正常対
照者250名に関して多型頻度を解析したところ、前
者に関して糖尿病群ではA/A：257名、A/C：61名、
C/C：2名でＣアリル頻度は10.2%あったが、正常
対照群ではA/A：220名、A/C：29名、C/C：1名
でＣアリル頻度は6.2%であり頻度に有意差を認め
た。（P=0.017、χ2検定）A/A型とC/C型の機能を
ルシフェラーゼアッセイを用いて解析したところ、
C/C型の機能はA/A型の40%に低下していた。以上
からUCP1遺伝子の5'UTR内の－112A〉C多型は
UCP1の発現低下や２型糖尿病発症との関連を有
することが示された。（発表論文１）

10） インスリン受容体キナーゼの基質のひとつである
IRS-2について検討した。IRS-2遺伝子はそのプロ
モーター領域の構造を明らかにしてその転写制御
機構について考察するとともにプロモーター領域
のSNPについて検討した。その結果、いくつかの
SNPを見い出したが、糖尿病の発症とはcase-
control association studyで有意な関連は見い出し

えなかった。（発表論文８）
11） 候補遺伝子のSNP解析において患者対照関連解析

を 行 う と と も に 、 magnetic resonance
spectroscopy (MRS)により骨格筋細胞内脂肪含量

（IMCL）や肝細胞内脂肪含量（HLC）などを測定
し、これらを含む詳細な臨床情報との関連を検討
した。UCP1遺伝子の5'UTRに存在するー112A〉C
多型が2型糖尿病と関連があることを報告した（発
表論文１）が、2型糖尿病患者93名でこのSNPと詳
細な臨床情報との関連を検討した結果、C アリル

（リスクアリル）保持者はHLC、HOMA‐IR（イ
ンスリン抵抗性指数）が有意に高く、インスリン
抵抗性が強いことを認めた。

12） 患者と対照コントロールについて、予定数のDNA
サンプルを収集した。候補遺伝子アプローチとし
て、CPT1A、CPT1B、SREBP1、FATP4をとりあ
げ、それらのSNPを同定するとともに、２型糖尿
病者450名、正常対照者360名を用いて、同定した
SNPについてcase-control相関解析を行った。しか
しながら、いずれのSNPも２群間でアレル頻度に
有意差はなかった。

なおこれらの研究は、以下のように倫理問題に対応し
て行われた。

ノックアウトマウスの研究に関しては、神戸大学大学
院医学系研究科の動物実験倫理委員会および組み換え
DNA委員会の承認を得ている。

ヒトゲノムを用いた研究に際し、「ヒトゲノム・遺伝子
解析研究に関する倫理指針」に基づき研究計画書を策定
し神戸大学大学院医学系研究科遺伝子解析研究倫理審査
委員会の承認を得た。検体収集に関しては、同指針に則
りインフォームドコンセントを書面にて得ている。個人
情報の保護のための匿名化を行い、漏洩防止のために十
分な措置を講じている。

研究分担者の岩本らは、日本人256組の罹患同胞対を用
いて連鎖解析を行い、染色体上の12ヵ所で２型糖尿病の
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発症に有意な部位を認めた。（発表論文１９）
また、Calpain10遺伝子多型が日本人2型糖尿病のリス

クを修飾することを示した。（発表論文１８）

〈国内外での成果の位置づけ〉

細胞レベル、個体レベルにおける解析

PKCλ遺伝子欠損マウス、STAT-3遺伝子欠損マウス、
p27kip1遺伝子欠損マウスについての成績は、世界に先駆
けてのものであり、新たな知見を示すことができた。

ヒトの遺伝子多型の解析

より詳細な臨床情報を用いることにより、疾患感受性
だけでなくインスリン抵抗性など臨床指標との関係も検
討することができた。特に、magnetic resonance
spectroscopy (MRS)により骨格筋細胞内脂肪含量（IMCL）
や肝細胞内脂肪含量（HLC）などを検討した患者群につ
いての検討は、国内外においてほとんど行われていない。
また様々な候補遺伝子の関連解析は、諸外国でも行われ
ているが、遺伝子多型については人種差があることが明
らかになっており、わが国独自の検討が必要である。わ
が国で同定した感受性遺伝子について、今後各種の民族
においても確認されることが望まれる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉

細胞レベル、個体レベルにおける解析

aP2プロモーターを用いて脂肪細胞特異的にCreを発現
したトランスジェニックマウスの働きが悪かったので、
脂肪細胞特異的遺伝子欠損マウスは十分に解析できなか
った。今後はaP2プロモーター以外を用いて脂肪細胞特
異的にCreを発現するマウスを作製する必要がある。

ヒトの遺伝子多型の解析

糖尿病感受性遺伝子同定については、進捗が不十分で
あった。これには、世界中の研究者が予想以上の困難さ
を感じているのが実情である。糖尿病感受性遺伝子とし
ての意義を明らかにするために、詳細な臨床情報を伴っ
た検体の収集が多数必要である。特に生活習慣（食事・
運動）に関する客観性のある定量化できる情報が不足し
ていた。

〈今後の課題〉

細胞レベル、個体レベルにおける解析

２型糖尿病にはインスリン作用に関わる数多くの分子
が関わっている。現在までに、種々の病態における各種
の臓器におけるDNAマイクロアレイを用いた解析から、
インスリン作用に関与する新たな分子を同定している。
それらの役割を細胞レベル、個体レベルで解明していく。

ヒトの遺伝子多型の解析

2型糖尿病の疾患感受性遺伝子一つ一つが持つ効果は小
さく、発症には環境因子の関与も大きいことから、糖尿
病関連遺伝子の同定について、世界的に苦戦をしいられ

ている。多因子疾患であり、環境因子を考慮して解析す
る必要性があるが、すなわち、食事や運動を長期間にわ
たり客観的に評価する方法に乏しく、患者さんや対象者
に受け入れられるこれらの方法の開発がまず重要である。
また臨床情報との関連、臨床情報によるサブグループ化、
遺伝因子同士さらには環境因子との相互作用など、さま
ざまな詳細な解析を行うことが必要であるが、その方法
論や解析ツール開発なども今後の課題である。
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