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研究成果の概要（和文）：糖尿病の発症・進展には、遺伝因子と環境因子の寄与が重要であるが、その分子機構につい
てはほとんど明らかでない。近年、糖尿病領域でも病態の背景として、塩基配列の変化を伴わずに遺伝子発現を調節す
るエピゲノムの関与が想定されている。そこで、本研究では膵ベータ細胞を標的とし、その機能制御におけるエピゲノ
ムの関与を網羅的に解析した。結果として、高脂肪食を摂取させた肥満モデルマウス（代償期モデルマウス）、糖尿病
モデルマウスにはcis発現調節領域に特徴的なエピゲノム変化が認められ、多くの近接する遺伝子の発現変化とも関連
することが判明した。以上の成果は、疾患メカニズム解明および治療標的探索のために重要である。

研究成果の概要（英文）：Both genetic and environmental factors play important roles in the aetiology of di
abetes, although the molecular mechanisms underlying the disease remain largely unclear. These days, epige
netic regulation of gene expression, which results from changes in a chromosome without alterations in the
 DNA sequence, has drawn attention to the field of diabetes research. The aim of this study was to clarify
 the involvement of epigenetic mechanisms in the regulation of pancreatic beta-cell function and glucose m
etabolism by genome-wide analyses. By testing mouse models, such as diet-induced obese mice and spontaneou
sly diabetic mice, we found the cis-regulatory regions exhibited changes in the epigenome that were charac
teristic for the model. Furthermore, these effects were associated with changes in the expression of overl
apping or adjacent genes. In summary, these results suggest the importance of genome-wide study of epigeno
me for clarifying disease mechanisms and identifying new drug targets.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖尿病の発症・進展に、遺伝因子と環境
因子それぞれの寄与と、相互作用が重要であ
ることは論をまたないが、その分子機構につ
いてはほとんど明らかでない。塩基配列の変
化をともなわずに遺伝子発現を調節する、い
わゆるエピジェネティクスが発生・分化や、
がんを中心とした様々な病態で注目されて
きた（Nature 447: 433-440, 2007）。また、
糖尿病・代謝領域でも、慢性に経過し、変遷
してゆく病態の背景としてエピゲノムの関
与 が 想 定 さ れ て い る （ Diabetes 
58:2718-2725,2009; Trends Endocrinol. 
Metab. 21:223-229, 2010）。特に慢性高血糖
や、胎内栄養環境が後年の表現型を決定する
現象を中心にエピゲノムの関与が検討され
ているが、病態との関連はまだほとんど不明
であった。そこで本研究では、糖代謝調節に
特に重要な膵β細胞を標的にして、その機能
制御におけるエピゲノムの関与を網羅的に
解析し、病態解明の突破口とすることを考え
た。 
(2) ゲノムワイド関連解析によって、当研究
部の安田らが報告した KCNQ1 (Nat. Genet. 
40:1092-1097, 2008) をはじめ、40 か所以
上もの 2 型糖尿病関連多型が同定されてい
た（N. Engl. J. Med.363: 1551-1589, 2010）。
そのほとんどは、イントロンや遺伝子間領域
など、タンパク質をコードしない非コード領
域の一塩基多型（SNP）であったが、このよ
うな領域の機能的意義を検討するためには
エピジェネティクスの研究手法が威力を発
揮する。申請者は、開放型クロマチンを効率
的に得る Formaldehyde-assisted isolation 
of regulatory elements (FAIRE) という方
法に着目し、次世代シークエンサーを用いた
解析を組み合わせて（FAIRE-Seq）、2 型糖尿
病の病態に主要な役割を果たしているヒト
膵島のクロマチン状態をゲノム網羅的に検
討した（Gaulton, K.J., Nammo, T. et al. Nat. 
Genet. 42: 255-259, 2010）。その結果、多
くの 2 型糖尿病関連 SNP がヒト膵島の開放
型クロマチン領域内に存在していることが
はじめて明らかとなった。特筆すべきことに、
2 型糖尿病と最も強く関連する TCF7L2 遺伝
子イントロンの SNP（rs7903146）が膵島選択
的な開放型クロマチン領域に見出され、本
SNP は局所的なクロマチン構造の変化をも
たらし、近接する遺伝子の発現を cis に調節
するエンハンサー活性の変化を生じること
が判明した。このように遺伝因子の作用にも、
エピゲノムが関与しうることを初めて明ら
かにした。 
(3) 環境因子の影響によってエピゲノム変
化がダイナミックに起こり得ることも明ら
かとなりつつあった。神経細胞において脱分
極刺激による細胞内への Ca2+流入に伴い、転
写コアクチベータである CBP 結合部位とし
て観察されるエンハンサーがゲノム上に多
数誘導され、種々の遺伝子発現変化に関与す

ることが示された(Nature 465: 182-187, 
2010)。また、転写コアクチベータ Mediator 
complex と cohesin complex が、細胞に対す
る外的刺激によってエンハンサー部位にリ
クルートされ、コアプロモーターとのループ
構造形成に関連することも報告された
（Genome Res. 20:578-588, 2010; Nature 
467: 430-435, 2010）。これらは、環境因子
の変化に対して組織・細胞特異的な適応反応
がゲノム上に起こり、細胞の表現型変化をも
たらす例であると考えられた。 
(4) 膵島細胞の場合、肥満や過食などの環境
要因によってインスリン抵抗性に慢性的に
曝露されると、膵島は増大し、インスリン分
泌の亢進を示す（Diabetes 59: 1192-1201, 
2010）。また、こうした代償が破綻すれば、
糖尿病の発症に至る。このような代償反応や
その破綻の背景には、外的因子（脂肪酸など）
が直接、あるいはインスリン分泌亢進をとも
なう Ca2+流入などを介して、上述のような転
写因子や転写コアクチベータの反応に加え、
ヒストン修飾や DNA メチル化の変化といっ
た“エピジェネティックメモリー”と呼ばれ
る状態を惹き起こしている可能性が考えら
れた。また、塩基配列の多型によってこれら
の反応に障害を来すことにより、糖尿病の発
症と関連する可能性もあり、遺伝因子と環境
因子の相互作用メカニズムとして注目され
た。遺伝子発現データを含め、他のエピゲノ
ム情報を同時に検討することによって、それ
ぞれのデータの全体像が明らかとなり、膵島
生物学および糖尿病の病態に対する理解を
発展させることができるものと期待された。 
 
２．研究の目的 
糖尿病の病態にエピゲノム変化が関与し
ている可能性が示されつつあるが、その本態
はほとんど明らかにされていない。申請者は、
2 型糖尿病と最も強く関連する一塩基多型
がヒト膵島においてエピゲノム変化を起こ
すことを見出した。また、様々な環境因子が
細胞のエピゲノム変化を惹き起こしうると
いうエビデンスも数多く示されつつある。耐
糖能異常の発症・進展において膵β細胞機能
低下は病態の中心であるが、申請者は、背景
に存在する遺伝子発現変化に対するエピゲ
ノムの関与を、モデルマウス膵島のクロマチ
ン状態を網羅的に解析することによって明
らかにし、糖尿病発症機序の解明および新た
な治療標的の同定に役立てる。 
 
３．研究の方法 
(1) C57Bl/6J マウスに 60%高脂肪食(HFD)を
摂取させることにより肥満マウスを作製し、
同時に通常食を摂取させた非肥満マウスも
作製する。HFD 摂取 4 週間後および 27 週間
後に膵島を採取し、次世代シークエンサーを
用いた解析によってゲノム網羅的なエピゲ
ノム状態（ChIP-Seq）と遺伝子発現解析
（RNA-Seq）を行った。 



(2) 近交系化された自然発症糖尿病モデル
マウスである KK マウスについても検討を行
った。このマウスモデルは、遺伝素因が均一
であるにもかかわらず、糖尿病の経過は飼育
環境によって大きく左右される。この点に着
目し、無作為に二群に分けた KK マウスを、
観察期間中に糖尿病の発症群（実験群）と非
発症群（対照群）に分けることに成功した。
実験群で血糖値が上昇する以前の「観察早
期」と、高血糖が顕性化した「観察後期」に
おいて膵島を採取し、次世代シークエンサー
を用いた解析によってエピゲノム状態と遺
伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) HFD 摂取 C57Bl/6J マウスモデル： 
10 週齢から 4 週間、あるいは 27 週間にわた
って HFD を摂取させた。いずれも、随時血糖
に上昇は認められなかった。比較的短期間（4
週間）の HFD 負荷ではマウスの体重増加はわ
ずかであり、腹腔内のブドウ糖負荷後には早
期のインスリン分泌反応が認められた。しか
し、長期間の HFD 摂取後には体重の増加が大
きく、IPGTT による耐糖能は悪化しており、
ブドウ糖負荷後の早期インスリン分泌反応
は低下していた。これらのマウス膵島を採取
し、活性化プロモーター・エンハンサーのマ
ーカーであるヒストン修飾 H3K27ac の ChIP 
（Chromatin immunoprecipitation）を行い、
次世代シークエンサーによって ChIP-Seq 解
析を行った。また、同膵島サンプルからトー
タル RNA も抽出し、RNA-Seq を行った。全ヒ
ストン修飾 H3K27ac のピーク領域の中で、
11,066箇所においてHFD群のH3K27acエンリ
ッチメントが対照群よりも有意に増加して
おり、プロモーター/エンハンサー活性の増
大が推察された。これらのプロモーター/エ
ンハンサーには、7,335 種類の遺伝子が隣接
あるいはオーバーラップしていることが確
認 さ れ た 。 GREAT (Genomic Regions 
Enrichment of Annotations Tool, Nat. 
Biotechnol. 2010）を用いて生物学的な機能
性を検討したところ、タンパク質フォールデ
ィングをはじめβ細胞の代償機能と関連す
る遺伝子が多く含まれていることが判明し
た。さらに、RNA-Seq を用いた発現解析を行
ったところ、HFD 摂取による H3K27ac の増大
反応は、多くの隣接あるいはオーバーラップ
する遺伝子の発現上昇と関連していること
が明らかとなった。 
マウスに対し高脂肪食を摂取させると、肥
満および耐糖能の増悪が認められた。膵島ゲ
ノムにおいては、多くの領域において、ヒス
トンH3K27のアセチル化が亢進することが明
らかとなった。これらヒストン修飾の変化は、
近接する遺伝子の発現上昇を伴うことが多
く、膵島機能の代償性変化に関連するものと
考えられた。 
(2) KK マウス（近交系化自然発症糖尿病モデ
ル）： 

上述の HFD マウスは、随時血糖の上昇がほと
んど認められなかったことから、体重増加に
伴って増大するインスリン需要に対し、代償
機序が働いているものと考えられた。そこで、
糖尿病の発症機序を検討する目的には、近交
系化された自然発症糖尿病モデルマウスの
KK マウスを用いた。HFD マウスと同様に、
H3K27ac の変化と遺伝子発現変化には関連が
認められた。観察早期においては、実験群で
も高血糖は顕性化せず、代償機序が働いてい
た可能性がある。この時期の膵島においては、
H3K27ac が変化している全ゲノム領域のうち、
過半数は対照群と比較してシグナルが増加
しており、近傍の遺伝子発現を活性化する方
向に変化していた。しかし、実験群で高血糖
が観察される観察後期になると、シグナルの
増加した H3K27ac の領域数は、シグナルの減
少した領域数を下回っていることを見出し
た。観察後期においてシグナルの増加してい
た H3K27ac は、機能的な面においても代償機
序の発現には不十分であったものと考えら
れた。糖尿病の経過中に、病態の責任臓器に
おいて、環境因子の変化や代償機序の破綻と
対応して変化するヒストン修飾および遺伝
子発現をゲノム網羅的に捉えた報告は未だ
認められない。本研究の成果は、疾患メカニ
ズム解明および治療標的探索を目的とした
今後の研究において重要なインパクトを持
ち、有用性を発揮するものと考えられた。 
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