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研究成果の概要（和文）：日本人2型糖尿病原因遺伝子としてKCNQ1やEIF2AK4が同定された。我々の研究室では
これまでにマウスを用いた解析により、Kcnq1遺伝子領域のインプリンティング制御を行うnon-coding RNAであ
るKcnq1ot1 の発現低下が膵β細胞量の減少を引き起こすことを明らかにした。膵β細胞不全の機序をヒトの細
胞で確認すべく、我々はヒトiPS細胞を用いて2型糖尿病原因遺伝子の変異が糖尿病発症を引き起こす機序を解析
した。その結果、2種類の細胞株において膵内分泌細胞までの分化が確認でき、SNPを有する細胞株において
KCNQ1OT1の発現が低下していることを確認した。

研究成果の概要（英文）：It has been previously reported that KCNQ1 and EIF2AK4 were identified as 
T2DM susceptibility genes. We have clarified that the reduction of non-coding RNA Kcnq1ot1 
expression induced pancratic beta cell failure in Kcnq1 mutant mice. Now, we analyzed the mechanism 
how T2DM susceptibility gene induces diabetes using human iPS cells derived pancreatic endocrine 
cell. As a result, we clarified that two iPS cells were differentiated into pancreatic endocrine 
cells. One cell has a risk allele of T2DM susceptibility gene, and the other without risl allele. 
The hiPS cell with a risk allele showed a reduced expression of Kcnq1ot1 compared to pancreatic 
endocrine cell without a risk allele.

研究分野：糖尿病学

キーワード： ヒトiPS細胞　糖尿病　膵β細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究により、KCNQ1遺伝子において2型糖尿病発症のリスク因子となるSNPはKcnq1ot1発現低下に影響して
いる可能性が考えられた。我々のこれまでの研究成果より、膵β細胞におけるp57発現増加が膵β細胞不全を介
して2型糖尿病発症に繋がっていることがヒト細胞においても証明された。この結果、KCNQ1遺伝子のリスクアリ
ルとなるSNPは2型糖尿病発症の予測因子として重要であり、将来的に検査項目の一つとなることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

KCNQ1遺伝子は、2008年に我が国の異なる2つのグループから2型糖尿病の危険因子として報告

されたのち(Nat Genet, 2008)、世界中の民族で再現性が確認され最も注目されている2型糖尿

病感受性遺伝子の一つであるが、糖尿病発症における役割については全くわかっていなかった。

KCNQ1はカリウムチャネルの一つであることから、遺伝子欠損によりインスリン分泌能に影響が

現れるものと予想されたが、全く変化を示さなかったため、申請者らはKCNQ1遺伝子がインプリ

ンティング遺伝子である点に注目した。その結果、父親から変異を引き継いだ時のみエピジェネ

ティック修飾に変化

をもたらし、膵細胞

量を減少させること

を初めて明らかにし

た（Asahara et al, 

PNAS, 2015）（右図）。

また EIF2AK4 遺伝子

は、2009年に2型糖尿

病発症との関連が報

告された遺伝子であ

る。EIF2AK4はGCN2と

呼ばれるアミノ酸感

知センサーをコード

し、GCN2は細胞内のア

ミノ酸欠乏により増加したfree tRNAと結合することによって活性化され、ATF4を介した翻訳抑

制に働く分子であることが既に知られている。しかしながら2型糖尿病発症に関連する分子機序

については、これまで全く検討されていなかった。申請者は、膵細胞においてGCN2が欠損、も

しくは活性化されない状態ではmTORC1が恒常的に活性化され、それに対するネガティブフィー

ドバックによってインスリンシグナルが減弱することを明らかにした。その結果、GCN2欠損マウ

スでは膵細胞量が著明に減少し、耐糖能異常を呈することを確認している（Kanno, Asahara et 

al. JCI Insight, 2020）。 
 
２．研究の目的 

これまでの研究成果より、KCNQ1遺伝子変異がKCNQ1遺伝子内で発現しているnon-coding RNA 

Kcnq1ot1の発現を低下させることでエピジェネティック修飾に影響を及ぼすことを明らかにし

ているが、これらの結果は変異マウスでの結果であり、ヒト組織において実際のリスクアリルと

なるSNPでは確認できていない。実際のヒト膵島を用いることは我が国では困難であることから、

ヒトiPS細胞を分化誘導することによってヒト組織の代替とすることとした。さらに、SNPの有無

別でリスクアリルを判別し、それぞれの遺伝子発現解析を行うこととした。 

すなわち本研究計画は、これまでにマウスで得られた2型糖尿病感受性遺伝子のリスクについ

ての研究成果を、ヒト組織において実証することが目的である。 
 
３．研究の方法 

細胞培養：フィーダーフリーヒトiPS細胞（FF201B7：青井教授より供与）はStemFit AK02N (味

の素)を培地として用いて、37℃、5%CO2のもと培養を行った。 

分化誘導実験：既報(Toyoda et al. Stem Cell Research, 2015)をもとに、ヒトiPS細胞からイ

ンスリン陽性細胞への分化を試みた。Stage I: 2%GFR-B27を含むRPMI1640でFF207Bを培養しつ

つ、100ng/ml Activin A、3uM CHIR99021を4日間投与することによって胚体内胚葉への分化を行



った。  

Stage II: 1%GFR-B27を

含むiMEMメディウムで培

養しつつ、3日間50ng/ml 

KGF投与を行い原始腸管

への分化を行った。 

Stage III: 後方前腸ま

で分化誘導すべく、

100ng/ml NOGGIN、0.5uM 

KAAD-CYC、10nM TTNPBを

3日間負荷した。 

iPS細胞ゲノムDNA塩基配列解析：計11クローンのiPS細胞のゲノムDNAを抽出し、KCNQ1 SNPを同

定するprimer(sense 5- AAAAGTGGCAGGATTGTCTG-3、antisense 5- TGGTAGGGAACAACTGGAGA-3)を用

いて、PCRならびにsequence反応を行った。 
 
４．研究成果 

ヒトiPS細胞（FF207B）を解凍して培養すると、日数を経るにしたがってコロニーの増大が認め

られた。コロニーは大きくなるにつれ分化しやすい傾向にあるため、未分化状態を維持するには

継代時期が重要であると思われた。継代して3日後には、明瞭に分化したコロニーが観察された。

未分化状態を維持できているか確認するため、24well plateを用いて細胞免疫染色を行ったと

ころ、未分化マーカーであるNANOGおよびOCT3/4の発現が認められた。また、RNAを抽出しRT-PCR

を行ったところ、再びNANOG、OCT3/4の発現を認め、未分化状態を維持できていることが証明さ

れた。次にiPS細胞をHEMAコートディッシュを用いて浮遊培養し胚様体形成を試みたところ、3日

目には球状の凝集塊が観察され、6日目には胚様体を形成した。形成された胚様体を24 well 

plateに移し培養を続けると14日目には神経様に分化しているのが観察された。この細胞に対し、

細胞免疫染色を行ったところ、内胚葉マーカー（SOX17、FOXA2）、中胚葉マーカー（α-SMA）、外

胚葉マーカー（β-Ⅲtubulin、Nestin、CDX2）それぞれの発現がみられ、iPS細胞が三胚葉に分化

したことが示された。 

分化誘導実験を行ったところ、Stage1である胚体内胚葉の分化マーカーとしてSOX17および

FOXA2の発現がRT-PCRと免疫染色によって確認された。 

Stage2 ではHNF4、Stage3ではPDX1の発現を免疫染色、RT-PCRによってそれぞれ確認したとこ

ろ、いずれにおいても発現が確認された。さらに、浮遊培養に変更してStage4（膵芽）への分化

誘導を行ったところ、NKX6.1の発現が確認され、膵芽までの分化誘導を達成した（図3）。 

さらに、ForskolinやAlk5 inhibitorを加えて培養することによって、Neurogenin3の発現が確

認され、MAFAやMAFBも認められるに至った。この時点において、膵内分泌細胞まで分化誘導され

ていると考えられたため、InsulinおよびGlucagonの免疫染色ならびに定量PCRを行ったところ、

Glucagonの有意な発現が確認された（図4）。しかしながら、Insulinの免疫染色では非特異的な

反応が認められたことから、膵β細胞への分化誘導に成功したとは言えず、今後もプロトコール

を調整していく必要がある。 



また、当初の目的である

KCNQ1遺伝子のSNPがヒトiPS

細胞においても確認される

かを検討するため、抽出した

ゲノムDNAを用いてsequence

解析を行った。その結果、現

在我々が保持している11ク

ローンのiPS細胞のうち、8ク

ローンにおいて糖尿病発症

リスクとなるSNPが存在する

ことが明らかとなり、そのう

ち1つがリスクアリルをホモ

で有していた（図5）。 

 これら11クローンのうち、KCNQ1遺伝子内に糖尿病リスクとなるSNPをもつ201B7株と、リスク

アリルをもたない75B株をそれぞれStage5である内分泌細胞まで分化誘導し、そのうえでnon 

coding RNAであるKcnq1ot1の発現量をリアルタイムPCRで確認した。その結果、「SNPなし」の75B

株では分化誘導に伴ってKcnq1ot1の発現量は増加することが明らかとなったが、「SNPあり」の

201B7株では分化誘導した内分泌細胞においても、Kcnq1ot1の発現は75B株ほど上昇せず、有意

に低下していることが明らかとなった（図6）。 

 

 



 

 

 当初の計画よりも実験計画は大きく遅れてしまった。原因としては、ヒトiPS細胞培養中にコ

ンタミネーションが相次ぎ、一時実験をストップせざるを得なかった点が挙げられる。iPS細胞

の培養・維持において、十分な管理体制が整っていなかったことが悔やまれる。実験再開後は

順調に膵内分泌細胞までの分化誘導ができており、今後早い時期にインスリン陽性細胞への分

化が達成できると考えている。 

 今回の結果より、膵内分泌細胞まで分化誘導したヒトiPS細胞ではKcnq1ot1発現が認められる

ことが明らかとなり、さらにその発現にはKCNQ1遺伝子のSNPが関与している可能性が示唆され

た。しかしながら、iPS細胞を使った実験では分化誘導による影響はその都度異なることから、

今回の結果がSNPによって得られたものかについては不確定である。今後はゲノム編集により

SNPを変換することでKcnq1ot1発現変化が起こるかどうかについても検討する予定である。 

また、グルカゴン陽性細胞への分化を達成したことから、これらの細胞を用いた実験も現在

計画中である。膵細胞を用いた実験系はあまり見られないことから、再現性を確認した後に、

グルカゴン陽性細胞におけるKCNQ1の役割についても検討を進めていきたいと考えている。 

 ヒトiPS細胞を分化誘導することによって、Glucagonを発現する膵内分泌細胞までの分化を確

認した。またヒトiPS細胞においてKCNQ1遺伝子の糖尿病発症危険因子となるSNPが確認された。

リスクアリルを保有するヒトiPS細胞株を分化誘導したところ、膵細胞量に影響を及ぼす

Kcnq1ot1発現が減少することが明らかとなった。 
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