
「テーラーメイド医療を目指したゲノム情報活用基盤技術」 

平成14年度採択研究代表者 

 

武田 純 

 

（岐阜大学大学院医学研究科 分子・構造学講座 内分泌代謝病態学分野 教授） 

 

「転写調節系の分子解剖による糖尿病素因の探索」 

 

1.研究実施の概要 

 糖尿病の患者数は急増した。厚労省の調査によると、糖尿病患者は740万人、予備軍が

880万人と推定される。これは成人6.3人に１人の割合である。さらに、最新の久山町の住

民調査（糖負荷試験）によると、40歳以上では糖尿病は4人に1人であり、軽症の耐糖能障

害を含めると約半数にも達した。 

 欧米人の２型糖尿病が「肥満インスリン抵抗性」であるのに対し、日本人では「非肥満

インスリン分泌不全」を特徴とする。従って、日本人に特異的な何らかの糖尿病素因が存

在するものと思われる。合併症でも細小血管障害が日本人で多いという特徴がある。一方、

心血管障害などの大血管障害も重要な合併症であり、欧米人ではインスリン抵抗性が関与

するとされる。 

 本研究では、日本人に特有な２型糖尿病素因を同定し、罹患体質と合併症のテーラーメ

イド診断法を開発する。研究の主戦略は、病態の詳細な解析に基づいた、高次に選別した

候補遺伝子のSNP関連解析である。また、トランスクリプトームを活用した病態解析も展

開する。 

SNP関連解析において重要なことは、均質の糖尿病群と良質のコントロール群の設定と

詳細な医療情報を集積することである。一昨年度より糖尿病内科の臨床研究拠点が新たに

岐阜大学に形成され、DNA試料と臨床情報の収集基盤が充実された。当該機関における本

計画実施の倫理審査も承認され、地域コホートを対象とした調査活動が開始された。一方、

先行している候補遺伝子解析では、疾患感受性を増大させる遺伝子候補をいくつか同定し

ている。また、責任転写因子に関する実験モデル動物も作成されており、インスリン分泌

に関する生理学的解析が平行して実施されている。 

 

2.研究実施内容 

転写因子LRH-1遺伝子の解析 

 一連のHNF転写因子の異常は常染色体優性遺伝の若年糖尿病(MODY)の成因となる。また、

これらの転写因子は、肝における胆汁酸コレステロール代謝に重要な遺伝子発現の制御を

担っていることも明らかにされてきた。重度の遺伝子異常は単独で単因子異常型の糖尿病

を、軽度の異常は多因子型の発症リスクになる可能性を想定している。膵と肝で共通する



HNF転写因子の標的遺伝子をマイクロアレイで同定し、遺伝子解析を行なった。MODY遺伝

子を含め、膵β細胞の発生と分化に重要なHNF-3βによって正に発現が制御される核内受

容体LRH-1遺伝子に着目した。HNF-4α(MODY1) の抑制因子であるオーファン受容体SHPが

２型糖尿病の感受性遺伝子であることを既に明らかにしている。LRH-1はSHP遺伝子の制御

因子であり、HNF-1α(MODY3)とHNF-4α(MODY1)遺伝子を正に発現誘導することから候補遺

伝子として解析した。 

 エクソン領域の直接解析の結果、MODYの原因となる異常は見出せなかった。次いで、全

領域をシーケンスして頻度の高い21個のSNPを獲得した。連鎖不平衡解析の結果、同領域

で4個のLDブロックを見出した。ハプロタイプ解析の結果、プロモーター領域ブロックの

ハプロタイプにおいて有意の関連を見出した (p=0.0006)。ディプロタイプ解析では、

111/111と121/121においてそれぞれオッズ比0.43 (0.23-0.80)と2.64 (1.06-6.62)を得た。

同領域の詳細な解析により、プロモーター領域のSNP-14が原因サイトの候補と考えられた。

そこで、変異導入プロモーターを作成してレポーターアッセイとEMSAを行なった結果、同

変異は転写因子の結合を阻害して発現レベルを有意に低下させることが判明した。膵前駆

細胞の性格を有するAR42J細胞を用いた解析では、発生初期の分化誘導に関連する転写因

子群の制御にLRH-1が重要であると考えられた。プロモーター変異によるLRH-1遺伝子発現

の多寡が膵β細胞の機能成熟に影響を与えることがリスク増大の機序である可能性が示唆

された。 

 

大規模in situ hybridization 

 インスリン、グルカゴン分泌による膵島細胞の血糖調節機構を理解するためには、膵島

特異的な遺伝子を網羅して機能解析を行なうことが直接的である。これらの特異的遺伝子

のプロモーター領域のシス配列を認識するトランス因子を解析することは新規の転写因子

を得ることに繋がる。また、これらの特異的遺伝子および調節遺伝子は糖尿病遺伝子の新

たな重要候補にもなる。昨年、我々はハイスループットなEST in situ hybridization の

系を確立し、上記のラットESTを用いて膵島特異的な発現遺伝子の網羅的解析に着手した。

現在までに、4,280 個の遺伝子を解析することができた。成績をハウスキーパーと特異的

遺伝子に分類した結果、81個の膵島限局遺伝子を獲得することに成功した。現在、未知遺

伝子を中心にさらなる収集作業が進行中である。 
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遺伝子改変マウスを用いたインスリン分泌制御機構の解明 

 膵に発現する転写因子は、膵の発生や機能維持に重要な役割を果たしており、その機能

異常は糖尿病発症に深く関与している。最近、このような転写因子であるHNF-3βやHNF-4

α (MODY1)の機能を阻害すると、KATPチャネルの発現が変化しインスリン分泌異常が引き

起こされると報告された。我々はKATPチャネルによるインスリン分泌制御機構を詳細に解

析する目的で、KATPチャネル遺伝子欠損マウスを用いて種々の条件での種々のインスリン

刺激に対する分泌応答を解析した。この結果、通常の条件下ではKATPチャネルはグルコー

スによるインスリン分泌制御に必須な分子であるが、細胞内cAMP濃度が上昇したような条

件下ではKATPチャネルがない状態でもグルコース応答性のインスリン分泌が引き起こされ

ることが明らかになった。従って、HNF-3βやHNF-4αの機能障害によるインスリン分泌の

異常は、KATPチャネルの発現低下だけでは説明がつかず、さらに別の標的分子の発現変化

も関与している可能性が示唆された。KATPチャネル遺伝子欠損マウスにおけるインスリン

分泌制御については、cAMP上昇時に、グルコース由来のどのようなシグナルがインスリン

を惹起するのか、またcAMPの標的分子は何かを次年度に明らかにする予定である。 

 

耐糖能障害の高頻度地域の発見と健康調査チームの構築 

 生活習慣病の種々の病態は互いに密接に関連するので、感受性素因を個々に分離同定す

ることは困難である。従って、注目する表現型の高頻度地域を選別して疫学的に病態解析

を行ない、表現型の量的形質との相関を解析することが効果的と考える。 

 岐阜県は男性の長寿県であり（全国７位、町村別の上位20位に県内4町村が含まれる）、

健康障害因子は他府県より少ない。女性は全国平均以下であることから長寿には遺伝素因

の関与が考えられる。しかし恵那保健所管内では、男性の脳梗塞死亡率は全国平均より著

明に高く（人口10万対死亡率：全国66.6に対し平均103.4 [81.0-239.0]）、周辺の健康地

域との間に大きな体質コントラストが存在する。しかも、糖尿病の要指導群（HbA1c 5.5-

6.0）の比率が全国平均の10.6%に比して、同地域は 14.4%と高い。そこで人口移動の少な

い恵那高密度地域を対象として、糖尿病に焦点を絞った住民の健康障害に関する情報集積

に着手した。本調査は、本研究チームと県寄付講座「健康障害半減講座（岐阜県）」を中

核拠点として、保健管理センター、県と市の保健行政、地元医師会、管轄保健所を加えた

連携調査チームにより実施された。境界型に相当する要指導群の住民100人について75g経

口糖負荷試験とインスリン値を測定し、HOMA-R index を算出したところ、インスリン抵

抗性はみられなかった。すなわち、欧米人とは異なりインスリン分泌不全と直接リンクし

た日本人固有の動脈硬化素因が存在すると推定された。候補SNPとの相関解析を行なうた

めには、動脈硬化を定量化することが必要である。 

 冠動脈の石灰化は動脈硬化の早期より出現し、進展とともに高度となる。多列検出器型

マルチスライスCTの開発により、空間分解能と時間分解能が飛躍的に向上し、石灰化病変

の定量評価が可能となった。石灰化スコアを算出することにより、血管イベントの危険性

を推定できる。冠動脈石灰化の検出と定量評価は、心電図同期をかけ16列検出器型マルチ



スライスCT (LightSpeed Ultra16、GE社)を使用した。１回の呼吸停止下で気管分岐部よ

り下方へ３ｍｍのスライス幅で連続50枚を撮像し、解析用ソフトSmartScoreを搭載した独

立型画像解析ワークステーション(AW4.2、GE社)で解析した。CT値が130 Hounsfield Unit

以上で石灰化面積が0.51 mm2(2 pixels)以上を有意な石灰化と定義し、その面積と最大CT

値を計測した。 

 

    

     冠動脈石灰化像        心筋負荷シンチとの関連 

 

最大CT値が130～199=1、200～299=2、300～399=3、400以上=4とスコア化し、石灰化面積

とスコアの積を冠動脈ごとに合計して得られた値をAgatston冠動脈石灰化スコアとした。

負荷心筋シンチと対比すると、100以下では心筋虚血は認めなかった。101以上では11%、

401以上では40%に心筋虚血を認めた。このように動脈硬化を再現性良く定量する方法を確

立した。DICOMビューワーソフトであるe-film(Merge社)をWindows Xpに搭載し、AW4.2と

ネットワークで接続して他社製の画像解析も可能となったので、多施設共同による大規模

研究も可能となった。 

 

3.研究実施体制 

(1) 遺伝素因解析グループ 

 1) 分担グループ長：武田 純（岐阜大学大学院医学研究科 教授） 

 2) 研究項目：糖尿病発症に関する遺伝子型・表現型の関連解析 

(2) 遺伝子多型解析グループ 

1) 分担グループ長：堀川幸男（群馬大学生体調節研究所 助教授） 

2) 研究項目：糖尿病候補遺伝子のSNP解析 

(3) モデル動物解析グループ 

 1) 分担グループ長：三木隆司（神戸大学大学院医学研究科 助教授） 

 2) 研究項目：遺伝子操作動物の作成と解析 

(4) ゲノム創薬グループ 

 1) 分担グループ長：城森孝仁（三和科学研究所 所長） 



2) 研究項目：負荷薬剤の合成とリガンド創薬 

 

上記の研究状況を踏まえ、平成１７年度も各研究チームは密接に連携して以下の作業を

継続遂行する予定である。 

ただし、群馬大チームは縮小して大量シーケンスを主体とした人員のみを残し、大半は

岐阜大チームに統合する予定である。 

1) マイクロアレイシステムを用いた転写標的のスクリーニング 

2) 大規模in situ hybridizationによる候補選別 

3) 転写因子に関する遺伝子操作動物の作成と生理学的解析 

4) 転写因子遺伝子のSNPハプロタイプを用いた関連解析 

5) 糖尿病高密度地域の健康調査とDNA収集 
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