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公募研究：応用ゲノム

膵島特異的遺伝子の発現調節軸に焦点を絞った糖尿病遺伝子の探索

●武田 純 1)　　◇堀川 幸男 2)

1) 岐阜大学大学院医学系研究科　2) 岐阜大学医学部附属病院

＜研究の目的と進め方＞
我々は日本人のメジャー糖尿病遺伝子の同定を目指している。

日本人２型糖尿病は膵β細胞のインスリン分泌不全を特徴とす
るので、日本人の病態に類似した単因子異常のモデル疾患 MODY
を解析する戦略を取った。すなわち、インスリン分泌に関する遺
伝子異常が重度の場合は単一で糖尿病発症の「決定因子」となり、
軽度の場合は他の遺伝因子と協調する「リスク因子」になるとい
う考え方に基づく。MODY は、非肥満、インスリン分泌不全、
インスリン抵抗性がない若年糖尿病を特徴とする。同定された全
ての MODY 遺伝子はインスリン合成と分泌に関連するので、日
本人２型糖尿病も類似した経路が障害されていると考え、膵島ト
ランスクリプトームを活用した戦略を進めている。　日本人の体
質であるインスリン分泌不全にインスリン抵抗性素因が付加され
ると病態は加速される。抵抗性の相当部分にはグルココルチコイ
ド経路が関与する。一方、ステロイド糖尿病や食欲亢進にも感受
性体質が関与するので、上記の膵島インスリン分泌の規定因子に
加えて、発症リスクを増大させる観点から膵島 - 視床下部グルコ
コルチコイド調節軸を考えることはユニークな戦略である。

本研究では、視床下部にはグルココルチコイドの上流調節機構
と摂食調節機構が存在し、膵島とも直接リンクする糖尿病が存在
するという仮説を立てている。内分泌機能の共通性が組織を超え
て存在する可能性が考えられる。そこで、膵島機能に関する特異
的遺伝子群の濃縮セット化に加えて、グルココルチコイドの調節
機構と摂食制御という視床下部トランスクリプトーム由来の調節
軸を考慮した液性因子に特化した２極研究を行なっている。

一方、膵島内での直接の調節軸の下流標的の網羅も効果的であ
る。そこで、本研究では糖尿病状態で変化する遺伝子の内で他臓
器との調節軸を形成するものに特化して機能解析を進めた。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
（視床下部）
ラット視床下部の発現遺伝子を網羅的し、gene ontology(GO) に

基づいて機能分類を行った。そして約 2 万種類の遺伝子を収録し
たマイクロアレイと cDNA ライブラリを併用して、GC に反応す
る遺伝子を検索した。既存のアレイならびに上記カスタムアレイ
を用いて、8 週齢の雄ラットにリン酸デキサメサゾン 2mg/kg を
腹腔内投与し、2 時間後の視床下部 mRNA の発現変化を解析し
た。変化遺伝子の内で膵島と共通のものを求めて解析を進めた。
（膵島）
ラットの膵島発現遺伝子の完全長 cDNA をデータベースより構

築する。この時マウスの完全長のデータベースを参照にしなが
ら、適宜 GO サーチ、SignalP などのソフトウェアを用いて合計
84 個の分泌タンパク候補分子を獲得した。糖尿病モデル GK ラッ
トの糖尿病発症前後の膵島でこれら分泌タンパクの発現レベルの

変化を検討したところ、islet X の発現レベルが有意に変化してい
ることが明らかとなり (8w/3w=3.72 ± 0.34)、糖尿病候補分泌タン
パクである可能性が高いと判断して先ず解析に供した。

＜ 2008 年度の成果＞
（視床下部の応答遺伝子）
検出した視床下部発現既知遺伝子は 10,801 個だった。その内

DEX 投与によって 2 倍以上発現が変化した遺伝子は 22 個だっ
た。15 個は増加し、7 個は減少した。一方でラット視床下部
cDNA ライブラリから 11,092 個の部分塩基配列を含むクローン
を獲得し、GenBank データベースとの相同性解析とクラスタリン
グによって 2,777 個の既知遺伝子を同定した。その内 2,498 個は
マイクロアレイでも検出された。mRNA 長が 1.5-2.5kb の遺伝子
について、ライブラリのクローン重複数とマイクロアレイのシグ
ナル強度は有意に相関し（r=0.569 (p<0.001)）、検出した遺伝子の
GO に基づく機能分布も両手法の間で類似していた。カスタムア
レイによって残り 279 個の GC 反応性を検証したところ、GC 反
応性遺伝子は含まれていなかった。GC によって増加した 15 個の
遺伝子のうち、転写因子結合領域予測プログラム（rVISTA）と
文献検索によって GRE が予測された遺伝子は 6 個にすぎなかっ
た。その中で、GC 反応性が最も大きかった sgk、bcl6、pdk4 につ
いて発現の詳細を検討し、これら 3 遺伝子の発現が DEX 容量依
存性に増加することを確認した。In situ hybridization 法によっ
て、CRH 産生細胞の存在する室傍核を含む視床下部前方の切片
でも 3 遺伝子の発現が検出された。In silico の手法によって予測
された GRE が実際に機能しているかを検討するため、Hela 細胞
を用いてレポーターアッセイを行った結果、sgk のプロモーター
領域だけが GC 反応性を示し、bcl6, pdk4 のプロモーターは反応
しなかった。
（膵島の応答遺伝子と脂肪肝）
肝臓に islet X を強発現させ表現型を観察したところ、Ad-islet 

X過剰発現マウスでは中性脂肪含量増加（10.3 ± 1.9 vs 33.0 ± 9.9 
mg/g liver, p <0.05）によると思われる肝臓重量の増加が認めら
れた。Ad-islet X 過剰発現マウスの肝臓ではグルコキナーゼ
(GK)、PAI-1 の 発 現 増 加 が み ら れ た た め（GK 2.25 ± 0.09 
fold,PAI-1 12.9 ± 1.85 fold; 血清PAI-1濃度 1.57 ± 1.03 vs 10.18
±4.03, p <0.05）、単離肝細胞や肝細胞株に Ad-islet X を感染さ
せ、GK の発現誘導や PAI-1 産生能について確かめた。また高脂
肪食負荷のみや、ob/ob マウスでは NASH のような繊維化を伴う
脂肪肝は得られないため、これらのマウスに Ad-islet X を過剰発
現させ、NASH のモデルとなるか検討中である。

上記で述べた様に遺伝子多型は NASH の原因のワンヒットと
なりうると考え、約 100 名の NASH サンプルにてタンパク変異
の検討を行い、H211Q を含む 3 個の cSNP と 1 個の rSNP を獲
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得した。今後病態との関連について検討を加える。

＜国内外での成果の位置づけ＞
ラット膵島トランスクリプトームに関する遺伝子シーズは我々

のものが唯一である。視床下部のトランスクリプトームと連結さ
せて代謝異常に特化した調節軸を探るこころみは類を見ない。ま
た、転写因子異常を発端とした発現調節軸の流れの検討から液性
因子に特化して関連分子を同定したこともユニークである。

得られた候補遺伝子の解析により、糖尿病を中心とした代謝異
常の感受性遺伝子を最も多く同定してきた経験を有するので、本
研究の分子についても同様の戦略により成果が期待される。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
上記の戦略により、糖尿病の疾患感受性遺伝子に関する多くの

候補が同定された。しかし一方で、投入できた研究費用は想定を
下回ったために当初予定の遺伝子数はこなせなかった。限られた
予算という縛りの中では十分な成果であると自己評価する。さら
に、モデル動物の作成も同様の理由により到達目標を達成できて
いないことも挙げられる。

＜今後の課題＞
我々は既に冠動脈の石灰化（CT 値 130 以上）の定量的評価法

を開発した。脂肪肝との関連を検討するために、診断的意義が確
立されているレプチン、アディポネクチン、アポ蛋白、高感度
CRP、TNF-a、IL-6、PAI-1 などの液性因子を測定し、糖尿病関
連データとリンクした約 530 名の動脈硬化データベースを作成し
た。我々の予備解析では islet X と BMI に有意な正相関（r = 0.284, 
p =0.043）、アディポネクチンとは有意な負相関（r= -0.361, p 
=0.0089）が認められているが、今後さらにサンプル数を増やし
て病態リンクに関する統計学的検討を加えていく。「臓器連関に
おける発現調節軸」に関連した病態という概念の確立を目指す本
研究は、糖尿病のみならず、関連する代謝異常の病態解明に新機
軸を提示するであろう。
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