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研究成果の概要（和文）：日本人若年発症糖尿病の遺伝背景、特にミトコンドリア遺伝子の関与を検討する研究
である。（1）臨床的に単一遺伝子性糖尿病が疑われる患者の家系発端者368例について、既知の原因25遺伝子の
パネル検査、MLPA法、ミトコンドリア遺伝子m.3243A>G変異のRFLP法、染色体6q24領域のメチル化特異的PCR法を
行った。病原性バリアントを156名に、また病原性の可能性のあるバリアントを44名に同定した。（2）上記の検
討で病的バリアントを認めない症例とMODY遺伝子の病的バリアントを持つ対象群各8例についてミトコンドリア
遺伝子を検討したが、有意に頻度の高いヘテロプラスミー部位は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：This is a study focusing on the genetic background of early-onset diabetes 
in Japan with special attention on the role of mitochondrial DNA variants. (1) For 368 Japanese 
patients with suspected monogenic diabetes, we performed targeted next generation sequencing of 25 
known causative genes, MLPA analysis, PCR-RFLP analysis of mitochondrial m.3243A>G variant, and 
methylation-specific PCR analysis of the imprinted 6q24 locus. As a result, we identified 156 
pathogenic/likely pathogenic variants. In addition, we could identify 44 patients with variants of 
the population frequency <0.001 and the CADD score >20. (2) We then established the methodology to 
deep-sequence mitochondrial DNA by using a next-generation sequencer. The analysis was applied to 8 
patients without a pathogenic variant by the above mutational analysis and 8 control patients. As a 
result, we could identify 207 variant loci of heterogeneity. However, there were no locus 
significantly enriched in the patient group.

研究分野： 医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
当初目的とした若年2型糖尿病特有のミトコンドリア遺伝子異常は認めなかったが、研究の過程で我が国におけ
る単一遺伝子性糖尿病の頻度、遺伝子スペクトルについて明らかにすることができた。単一遺伝子性糖尿病の治
療ストラテジーは一般の1型、2型糖尿病と異なるものがあり、通常の治療を行うことは時に有害であり、患者の
不利益につながるばかりか、社会資本の浪費にもつながる。遺伝背景に応じた糖尿病のテーラーメード治療のた
めの基礎データを構築できた。

※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、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 

単一遺伝子性糖尿病は新生児糖尿病、若年発症優性遺伝性糖尿病（MODY）、ミトコンドリア

性糖尿病、症候群性糖尿病などに代表される。糖尿病全体の 1-3％を占めると言われるが、

通常の 1型、2型糖尿病と異なる管理が必要になることがあり、その同定は重要である。我々

は、従来から我が国における単一遺伝子性糖尿病の遺伝背景の解明を進めてきた。その過程

で、臨床的に MODY が疑われる患者の 48.1％に頻度の高い MODY 遺伝子病的バリアントが同

定されることを報告してきた（Yorifuji et al. Pediatric Diabetes 2012: 13: 26–32）

が、その他の症例については不明のままであった。その後、GATA6 遺伝子異常(Yorifuji et 

al. J Med Genet. 2012;49:642-3)、インプリントされた染色体 6q24 部位の異常(Yorifuji 

et al. Diab Med 2015; 32, 963–967)などが、不明例の一部を説明することを報告したが、

比較的まれで大部分を説明できる要因は疑問のままであった。その後、遺伝子変異未同定例

を同定例と比較すると、母系遺伝が多いことを見出し、ミトコンドリア遺伝子の関与が疑わ

れた（Yorifuji et al. Pediatric Diabetes. 2018;1–9）。 

2. 研究の目的 

既知の単一遺伝子性糖尿病の原因遺伝子に病的バリアントを認めない若年発症糖尿病にお

けるミトコンドリア遺伝子異常の役割の検討を行う。 

3. 研究の方法 

（1） 単一遺伝子性糖尿病が疑われる 368 例の家系発端者に対して、可能な限り包括的な

遺伝子解析を行い、既知遺伝子変異陰性者を同定する。その目的で、既知の単一遺

伝子性糖尿病の原因遺伝子異常を次世代シーケンサーを使用した 25遺伝子（ABCC8, 

APPL1, CISD2, EIF2AK3, FOXP3, GATA4, GATA6, GCK, GLIS3, HNF1A, HNF1B, HNF4A, 

INS, INSR, KCNJ11, NEUROD1, NEUROG3, PAX6, PCBD1, PDX1, PIK3R1, RFX6, STAT3, 

WFS1, ZFP57）のパネル検査、Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

(MLPA)法、およびミトコンドリア遺伝子 m.3243A>G 変異の RFLP 法による検出、イン

プリントされた糖尿病関連の染色体 6q24 領域のメチル化特異的 PCR 法によってス

クリーニングを行った。次世代シーケンサーには Thermo Fisher 者の IonPGM 卓上次

世代シーケンサーを使用し、遺伝子バリアント同定のためのプライマーセットは

Ion AmpliSeq Designer  (Thermo Fisher)を使用して作成し、シーケンス結果は

Ion Reporter システム(Thermo Fisher)を使用して解析した。また、シーケンス結

果を Integrative Genomics Viewer （Broad Institute）で可視化して確認し、必

要に応じて Sanger シーケンスで確認した。。MLPA 解析は主要な MODY 遺伝子である

GCK, HNF1A, HNF1B, HNF4A 遺伝子を含む、MRC Holland 社の SALSA MLPA P241 を使

用し、m.3243A>G 同定のための PCR-RFLP と 6q24 インプリント異常のためのメチル

化特異的 PCR はそれぞれ既報の方法で行った(Yorifuji et al. J. Med.Genet.33, 

621-622; Yorifuji et al. Diab Med 2015; 32, 963–967)。次世代シーケンサーに

より同定されたバリアントは 2015 ACMG/AMP 基準に沿ってその病原性を判定し、



pathogenic, likely pathogenic（P/LP）と判断されるものを病的バリアントとして

同定した。また、これによって病原性不明のバリアント（VUS）と判断されたバリア

ントのうち、gnomAD データベースおよび東北メディカルメガバンク（TMMo）の 14K

データベースで遺伝子頻度＜0.001 未満、かつ CADD スコア 20 以上のものを病原性

の可能性のあるバリアントとして同定した。同定したバリアントはさらに HGMD 

professional データベースにより既報の有無を検討した。 

（2） 上記の検討によって病的バリアントを認めない若年発症糖尿病 8 例を対象、病的バ

リアントを認める例を高血糖コントロールとして、ミトコンドリア遺伝子解析を行

った。すなわち、ミトコンドリア遺伝子を 2組のプライマーセットと TaKaRa LA Taq 

Hot Start version (Takara)を用いて long range PCR を行い、0.8% SeaKem GTG 

agarose で電気泳動し、QIA quick Gel Extraction Kit を用いてゲルから抽出した。

DNA 定量ののち、Ion Shear Plus Reagents kit（Thermo Fisher)を用いて酵素的に

約 350－450 bp に断片化し、Agentcourt AMPure XP によって回収したのち、NuSieve 

3:1 agarose で電気泳動してフラグメントを回収した。回収したフラグメントに Ion 

Plus Fragment Library kit を用いて Ion Xpress Barcode Adapters 1-16 アダプタ

ー付加と Nick リペアを行い、再度 Agentcourt AMPure XP によって回収したのち、

E-gel Ex 2% size select で 350 bp 断片を回収した。定量後、100 pM に満たない場

合は platinum PCR SuperMix high Fidelity を用いて 8サイクルでライブラリー増

幅した。作成したライブラリーを Ion PGM HiQ Chef システムと Ion PGM 卓上次世代

シーケンサーを用いてシーケンスを行った。ミトコンドリア遺伝子の全長にわたり

シーケンス深度 500 以上を得た。うち、Ion Reporter システムを使用して 1%以上の

ヘテロプラスミーをミトコンドリア遺伝子変異として検出することとした。 

4. 研究成果 

（1） 368 名の MODY 様糖尿病家系発端者において、156 例に P/LP バリアントを同定

し、さらに 44例に 45種類の病原性の可能性のあるバリアントを同定した。こ

れらバリアントの内訳を図に示す。 

 

P/LP バリアントの内訳で、頻度の高い MODY 遺伝子としては GCK>HNF1A>HNF4A, 

HNF1B の順に頻度が高かった。GCK 遺伝子変異の頻度は 1000 人に 1.1 人とされ



ており、予想される結果であった。従来、HNF1A-MODY が最多と考えられていた

が、GCK-MODY の多くが軽症で、医療機関を受診していないものが多いためと考

えられ、人口ベースでみれば成人でも GCK が最多というのが実情であると考え

られた。ミトコンドリア m.3243A>G 変異は頻度の高い MODY 遺伝子に続く頻度

で同定された。頻用されるメトホルミンで乳酸アシドーシスのリスクが高いと

考えられており、母系遺伝の症例では、難聴などの症状の有無にかかわらず遺

伝子検査を行うべきであると考えられた。 

病原性の可能性のあるバリアント（possibly pathogenic variant）の 45 バリ

アントのうち 11 バリアントは HGMD データベースに疾患表現型と関連して報

告されており、真の病原性変異である可能性の高いバリアントが多く含まれて

いると考えられた。現在国際的に使用されている 2015ACMG/AMP の基準では、

まれな原因遺伝子の場合、大規模な家系解析や in vitro での機能解析がない

と P/LP と判定されにくく、受診者のみの検査を行う現状の臨床検査では真の

病原性バリアントの多くが VUS と判断されてしまう可能性が示唆された。 

病原性の可能性のあるバリアントのうち、約半数は ATP 感受性カリウムチャネ

ル（KATPチャネル）を構成する ABCC8, KCNJ11 遺伝子のバリアントであった。

興味深いことに、ABCC8 バリアントのうち少なくとも 4 バリアントは HGMD デ

ータベースに糖尿病ではなく高インスリン性低血糖症としてリストされてい

た。また、HGMD に記載のないバリアントのうち一つは明らかな機能喪失性バリ

アントで、本来糖尿病ではなく高インスリン性低血糖症を起こすべき遺伝子変

異であった。当初高インスリン性低血糖症をきたし、次第に耐糖能異常をきた

すようになる症例は散発的に報告されており、KATP チャネルの活性化変異によ

る従来の KATP チャネル性 MODY と異なる機序による一群であると考えられた。

活性化変異の糖尿病では、スルホニル尿素薬が劇的に有効でインスリン離脱で

きることが多いが、機能喪失型バリアントをベースにする KATPチャネル性 MODY

の薬剤反応性は異なる可能性がある。新たな一群として診療ストラテジーの確

立をする必要がある。 

興味深いことに MODＹ疑いとされた今回の対象症例のうち、INSR のバリアント

が P/LP 群に 1 例、病原性の可能性があるバリアント群に 3 例同定された。こ

れらのうち 1 例はインスリン抵抗性糖尿病をきたす可能性のある SHORT 症候

群の原因遺伝子として知られる PIK3R1 遺伝子のバリアントを伴っていた。全

例、非肥満で優性遺伝性糖尿病の病歴を持っていたが、うち 2例では明らかな

インスリン過分泌が認められた。我が国のインスリン抵抗症症例の全国調査で

は空腹時インスリン 35 mIU/L 程度のＡ型インスリン抵抗症も存在することが

明らかになっており（Takeuchi et al. J Diabetes Investig. 2020;11:603-

616）、比較的軽度の過体重でインスリン分泌低下による 2型糖尿病を来しやす



いわが国症例では MODY と臨床診断されてしまう可能性が考えられた。MODY 検

出のための遺伝子パネルに INSR や PIK3R1 遺伝子を含めることの重要性が考

えられた。 

本研究では PDX1 のミスセンスバリアントも 2名に検出された。PDX1 遺伝子に

は、病的意義のないバリアントが数多く存在することが報告されており

（Edghill et al. Diabet Med. 2011;28:681-4）、これら 2例においてはこれ

らが真の病原性バリアントであると判断するには慎重であるべきであると考

えられた。 

（2） 上記の検討で病的バリアント、病原性の可能性のあるバリアントを持たない 8

例と明らかな病的バリアントを検出した 8例を対象として、ミトコンドリア遺

伝子のヘテロプラスミー検出を試みた。結果として、ミトコンドリア全長にわ

たり、ミトコンドリア reference 配列と比較し、207 か所のヘテロプラスミー

部位を検出した。しかしながら、T2D 群に特異的に集積するヘテロプラスミー

部位を同定することはできなかった。 
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