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公募研究：2002～2004年度

網膜マイクロアレイと候補SNPを用いた糖尿病網膜症の遺伝素因
の同定
●武田　純　　　　　

岐阜大学大学院医学系研究科内分泌代謝病態学

〈研究の目的と進め方〉
ヒトゲノムが明らかになったにも関わらず、糖尿病の

遺伝素因を同定することは依然至難である。第一の理由
は、血糖・インスリン値が連続した量的形質であるので、
また中年以降の発症であるために、患者と対照の明確な
区分が困難であることがある。罹患同胞対法は検出感度
が低いので、SNPを用いた関連解析が主流となっている。
しかし、SNP解析で全ゲノムを網羅するには、膨大な時
間と費用を要する。本計画では、この二つの問題点を解
決することによって、糖尿病網膜症の遺伝素因の同定を
目指す。

網膜症は合併症の中で最も生活質の低下をきたす深刻
な問題である。糖尿病の遺伝学的解析において最も重要
なことは均一集団を設定することである。そこで我々は、
体外から詳細に「病気の質」が目で観察できる網膜症に
注目した。すなわち、増殖性変化について症例を眼科的
に明確に区分できる。本研究では、モデル動物を用いて、
病態によって発現レベルが変化する遺伝子を網羅し、検
出感度の高いSNPを獲得する。次いで、高感度SNPハプ
ロタイプを用いた病型との関連解析を行ない、網膜症の
感受性遺伝子を同定する

期間内に、先ず網膜ESTマイクロアレイの確立による
候補遺伝子の集積とSNPプールの構築を行う。次いで、
同候補の高感度SNPハプロタイプを用いて網膜症との関
連解析を行い、感受性遺伝子を特定する。

〈研究開始時の研究計画〉
マイクロアレイの作成と発現変化遺伝子の獲得　

当初、ラット網膜ESTの収集作業が進行しており、当
該年度の初頭には少なくとも2万個が集積される予定であ
った。本研究は大量のDNA試料を扱うので、ESTシーケ
ンスと後述のSNP獲得の迅速処理を計るために、現有の
自動遺伝子解析システムを駆使する（7台のDNAシーケ
ンサ、12台のPCR機、4台のDNA抽出ロボット、3台の分
注ロボット）。これらのESTについてクラスタリングを行
い重複しない遺伝子をセット区分する（専用のBLASTサ
ーバーは現有する）。これらのラット網膜ESTを用いて独
自のマイクロアレイを作成する。糖尿病を自然発症する
GK (Goto-Kakizaki) ラットから発症前後の網膜mRNAを
経時的に採取し、同アレイを用いて発現レベルが変化す
る遺伝子を得る。実験動物について、アルドース還元酵
素阻害剤、VEGF、AGE阻害剤などの薬剤負荷と糖尿病
治療を行い、これらの処置に応答する遺伝子も候補とし
て獲得する。

肝由来の凝固線溶系の液性因子も関与する可能性が考
えられる。これらの感受性遺伝子のうち、特に肝・膵ラ
氏島での発現と連動して変化する遺伝子を肝・膵ラ氏島
ESTパネルと対比して区分する。これらの遺伝子につい
ては、より濃厚な解析を加える。以上の過程で濃縮され
た感受性ハプロタイプを様々に複合させることによって
エピスタティック効果を予測し、病態の亜型についてよ
り検出感度の高い網膜症マーカーを開発する。

SNPハプロタイプを用いた関連解析　
上記のラット遺伝子に対応するヒト配列をデータベース
より獲得してSNPスクリーニングを行う。1遺伝子につい
て10-30個のSNPを獲得する予定である。これらのSNPを
用いてハプロタイプを構築し、種々の表現型との関連解
析を重ねることによって高次の組合わせを得る。解析対
象は、増殖性変化、単純変化、正常網膜の3群の糖尿病者
グループと非糖尿病者の合計４群（各100症例）を初期ス
クリーニングに用いる。

〈研究期間の成果〉
網膜ESTマイクロアレイの作成
17,184個の3’ESTを用いたクラスタリング解析により、

約半数のESTが未知遺伝子由来であることを既に明らか
にしている。この内からハウスキーパーを除去し、先ず
既知遺伝子を中心としたアレイを作成した。同アレイを
用いてGKラットの糖尿病発症前後の網膜組織について解
析を行なった。現在も、発現変化遺伝子の区分を継続し
て行なっている。
HIF-1α候補遺伝子の解析

本研究開始時に所有したラット網膜由来の17,184個の
3’ESTからハウスキーパーを除去したマイクロアレイを
作成した。同アレイを用いてGKラットの糖尿病発症前後
の網膜組織について解析を行なった。糖尿病ラットはヒ
トと同じ増殖性変化は示さないが、虚血性変化は生じる。
そこで前後でmRNA発現が変化する遺伝子をESTアレイ
を用いて検索した結果、大きく変化した遺伝子群に
Hypoxia inducible factor (HIF)-κ遺伝子が含まれた。同遺
伝子はもともと我々のヒト膵島ESTから同定されたもの
であるので、インスリン分泌に関する転写調節と網膜症
の遺伝リンクを考える上で興味深い分子である。

増殖網膜症の血管新生において血管内皮増殖因子
VEGF が重要な働きを担うが、VEGF遺伝子は転写因子
HIF-κで正に転写制御される。そこで同遺伝子の直接解
析に着手した。頻度の高い13個のSNPを求めて、168人の
増殖網膜症を有する症例と185人の非糖尿病者の間で関連
解析を行ったところ、3’端のSNP-13の出現頻度に有意
差を認めた (P=0.0171)。連鎖不平衡を考慮してSNPハプ
ロタイプを構築し、300サンプル数を用いて成績を確認し
た。このSNPは近隣の３種類のミスセンス変異 (S28Y,
P582S, A588T) と有意の連鎖不平衡にあったので、同
cSNPsから原因サイトの特定を試みた。性差、年齢、
BMI 等で補正した結果、アミノ酸置換である SNP-10
(P582S) にのみ有意差を見出した。すなわち、Haplotype
25-10 と 10-13 においてマイナーアリル 2/2 の組み合わせ
において出現頻度に有意差を見出した (p=0 .0060 ,
p=0.0005)。そこで、PCR-mutagenesisによって変異を野
生型に導入し、VEGF 遺伝子プロモーターの HRE 配列を
用いたレポーターアッセイを行なった。その結果、変異
蛋白の転写調節能は野生型に比して低酸素状態で有意に
減弱していた。

本研究が同定した分子が転写因子なので、病態を理解
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するためには、下流の標的遺伝子を知ることが重要であ
る。そこで、アデノウイルスを用いたHIF-κ の過剰発現
系と網膜ESTマイクロアレイを用いて転写標的を網羅す
ることによって、新たな候補遺伝子を獲得すると同時に
糖尿病網膜症の発症機構の解析を行なっている。

〈国内外での成果の位置づけ〉
慢性の高血糖状態では細小血管障害の合併が特徴であ

り、糖尿病者の生活質を大きく損なう。欧米人では動脈
硬化などの大血管障害が日本人に比して高頻度であるが、
日本人では網膜症などの細小血管障害の頻度が高い。本
研究は日本人の増殖網膜症の病態解明を目指すものであ
るので、日本人を対象として研究を行なうことに意義が
ある。当該年度の候補遺伝子解析によりHIF-κ 遺伝子が
２型糖尿病と関連することが明らかとなったことから、
網膜での機能低下が下流標的遺伝子の発現量にどのよう
に影響するかの解析研究が期待される。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
HIF-κ 遺伝子が２型糖尿病の感受性遺伝子であること

が判明したが、増殖性変化との有意な関連を見出すには
至っていない。網膜症の質的診断によるグループ化のた
めに、各グループにおける解析対象数に限りがあったこ
とがその背景にある。さらに症例数を増やして検討する
ことが重要である。

〈今後の課題〉
HIF-κ 遺伝子多型による疾患感受性の増大の機序を解

明するためには、転写調節科流の標的遺伝子を総合的に
解析することが必須である。しかも、両組織における虚
血状態の有無による効果の解析も重要である。このよう
な病態に即したトランスクリプトーム研究と共役分子の
網羅的な同定研究（プロテオームとインタラクトーム）
が今後の課題となろう。
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