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研究成果の概要（和文）：本研究において、膵β細胞におけるUBE2E2の役割を知るために、培養細胞および遺伝子改変
動物を用いてUbe2e2がインスリン分泌や糖代謝に与える影響を検討した。これまでの結果から、加齢や肥満など2型糖
尿病のリスクとなる環境要因との相互作用を考慮した解析を行うことでUBE2E2の疾患感受性の機序がより明らかになる
と期待された。また、疾患感受性を直接規定する遺伝子多型を同定するためにUBE2E2領域内の詳細な多型検索および関
連解析を行い、候補となり得る複数の一塩基多型を同定した。

研究成果の概要（英文）：We have evaluated the insulin secretion from pancreatic beta-cell line and phenoty
pe of the genetically- modified mice for Ube2e2 to explore the role of UBE2E2 in pancreatic beta-cells. Ou
r results indicate that it is important to consider the influence of environmental factor(s), such as age 
and obesity, to reveal the mechanism(s) how UBE2E2 contribute to conferring susceptibility to type 2 diabe
tes. We have also identified several candidates for causal variants by a fine- mapping within the UBE2E2 l
ocus.  
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１．研究開始当初の背景 
我が国における糖尿病患者数は増加の一

途をたどっている。糖尿病患者の 90％以上を
占める２型糖尿病患者の成因には、骨格筋、
脂肪など末梢でのインスリン抵抗性と膵β
細胞からのインスリン分泌不全が関与する
がその正確な分子メカニズムは未だ明らか
ではない。 
ゲノムワイド関連解析(GWAS)は従来の既

知の分子機能に基づいた2型糖尿病研究とは
異なり、仮説に基づかない統計学的アプロー
チ法である事から新規標的同定に適してい
ると考えられる。 
このゲノムワイドな遺伝学的アプローチ

により、2010 年に研究分担者らは UBE2E2を
新たな2型糖尿病疾患感受性遺伝子領域とし
て同定した(Yamauchi T, Hara K, Maeda S et 
al. Nat Genet 42: 864-868, 2010) 
しかしながら、UBE2E2遺伝子領域がどのよ

うな機序で2型糖尿病疾患感受性に関与して
いるかは明らかにされていない。 
２．研究の目的 
本研究の目的は新規2型糖尿病関連遺伝子

UBE2E2の膵β細胞における機能を検討し、加
えて UBE2E2多型による疾患感受性のより詳
細な機序を解明することにより、2型糖尿病
発症進展機序を明らかにし、新規糖尿病治療
法の開発に貢献することである。 
UBE2E2は遺伝統計学的アプローチによっ

て得られた新規の糖尿病関連遺伝子であり、
膵β細胞における生理的役割に関する検討
はこれまで行われていない。本研究は上記の
背景に基づき、UBE2E2の膵β細胞での生理的
役割、特にインスリン分泌に対する作用を明
らかにすると共に、その分子機構を解明する
事により、新規の糖尿病治療標的としての可
能性を検証する事を目的とするものである。 
また、本研究では新規 2型糖尿病感受性遺

伝子として同定された UBE2E2遺伝子領域の
機能性多型の検索を行うと共に、その機能性
多型によりどのような遺伝子産物機能変化
がもたらされるかを明らかにすることで
UBE2E2多型による2型糖尿病疾患感受性機序
を分子レベルで解明することを目的とする。 
本研究から得られる知見により従来は明

らかになっていない新たな２型糖尿病の発
症メカニズムが解明され、新規治療法（治療
薬）、予防法の開発につながる事が期待され
る。 
３．研究の方法 
(1)培養細胞系における UBE2E2のインスリン
分泌に対する作用の解明： 
膵β細胞における Ube2e2の役割を検討す

るため、マウス由来膵β細胞株 MIN6 細胞を
用いて特異的 siRNA による Ube2e2ノックダ
ウンあるいはアデノウィルスベクターによ
る Ube2e2過剰発現がインスリン分泌に及ぼ
す効果を検討した。 
インスリン分泌能は、グルコース、KCL、

およびスルホニルウレア剤刺激によるイン

スリン分泌能にて評価した。 
(2)遺伝子導入動物の作成および表現型解
析； 
①Ube2e2の in vivoでの糖代謝における役割
を解明するために膵β細胞特異的 Ube2e2ト
ランスジェニックマウスを作成した。 
 膵β細胞特異的プロモーター（RIP2;ラッ
トインスリン 2プロモーター）はラットゲノ
ムよりクローニングした。マウス Ube2e2 CDS
配列(606bp)はマウス組織 brain mRNA 由来の
cDNA をテンプレートとして PCR で作成した。
RIP2-Ube2e2-SV40 polyAを持つ発現ベクター
を構築し制限酵素処理した後、精製した断片
を 200 個の受精卵にインジェクションした。
得られたファウンダーマウス(F0)のジェノ
タイピングを PCR で行い Ube2e2遺伝子導入
動物の確認を行った。PCR で Ube2e2の導入が
確認された FO マウスは野生型マウスと交配
し、得られた F1 マウスおよび FO マウスの
genomic DNA をサザンブロットで解析して、
導入コピー数の確認を行った。 
②表現型の解析は 定期的な血糖値、体重の
計測および経口糖負荷試験、インスリン負荷
試験、摂餌量測定を行った。 
 通常食での飼育に加え、高脂肪高ショ糖食
による飼育を行い、食事性肥満がトランスジ
ーンによる表現型に及ぼす影響を検討した。 
(3)ヒト UBE2E2領域の新規遺伝子多型の検索
および機能性多型の同定 
ヒト UBE2E2全長および周辺領域のリシー

クエンスを行った。2型糖尿病患者（n=96）
の末梢血由来 genomic DNA を用いて、UBE2E2
遺伝子全長(380kbp)、および 5’側 10ｋbp, 
3’側 500bp のリシークエンスをサンガー法
にて行った。得られた DNA 配列からの遺伝子
多型の検出は polyphred にて行った。 
同定した遺伝子多型(一塩基多型)に対し

て 2型糖尿病患者群、対照群のゲノムサンプ
ルを用いてマルチプレックスPCRインベーダ
ー法による遺伝子型タイピングを行った。 
それぞれの一塩基多型と2型糖尿病疾患感

受性との関連をロジスティック回帰分析で
検討した。 
 

４．研究成果 
(1)培養細胞系における UBE2E2のインスリン
分泌に対する作用の解明 
①マウス由来膵β細胞株 MIN6 細胞を用いて
特異的siRNAによるノックダウンがインスリ
ン分泌に及ぼす効果を検討した。特異的
siRNAs 処理 MIN6 細胞では、コントロール細
胞に比し内因性 Ube2e2mRNA は約 90％抑制さ
れた。25mM グルコース、50mM KCl、1uM グリ
ベンクラミド存在下での MIN6 細胞のインス
リン分泌は 5.3～7.5 倍に増加し、Ube2e2 ノ
ックダウンはいずれの条件下でもこのイン
スリン分泌に影響を及ぼさなかった。 
②マウス Ube2e2発現アデノウイルスベクタ
ー(adeno-Ube2e2)による Ube2e2過剰発現系
を構築した。MIN6 細胞に adeno-Ube2e2を 30 



m.o.i で感染させると Ube2e2mRNA は内因性
Ube2e2の約 50 倍に増加した。今後は Ube2e2
過剰発現系でインスリン分泌を検討してい
く予定である。 
(2)遺伝子導入動物の作成および表現型解析 
①膵β細胞特異的 Ube2e2トランスジェニッ
クマウスの作成 
研究の方法で記述した通りに膵β細胞特

異的 Ube2e2トランスジェニックマウスを作
成した。F0マウスのうち tail 由来 DNA サン
プルを用いた PCR にて 3匹の Ube2e2トラン
スジーン陽性マウスの獲得が確認された。こ
れらのマウスを野生型マウスと交配させて
F1 マウスを作成した。3つのラインのうち 2
つは Ube2e2トランスジーン陽性 F1マウスが
得られたが、残りの 1ラインは陽性 F1 マウ
スが得られる前に死亡した。 
 FOマウスおよびF1マウスTail由来DNAを
用いたサザンブロットを行い、トランスジー
ンの導入コピー数を検証したところ、3つの
ラインのうち F0 マウスが死亡したラインが
最もコピー数が高く、導入した遺伝子の過剰
発現により致死的となった可能性も考えら
れた。残りの 2ラインについては F2 マウス
まで獲得できたため導入コピー数の高い方
をβ-Ube2e2-Tg-high, 導入コピー数の低い
方をβ-Ube2e2-Tg-loｗとした。 
②膵β細胞特異的 Ube2e2 トランスジェニッ
クマウスの表現型解析 
β-Ube2e2-Tg-high,β-Ube2e2-Tg-loｗ、

野生型マウスを含めた3群で表現型解析を行
った。 
先ず、これらの 3群のマウスを通常飼育下

において 32 週齢まで観察したが、血糖値、
体重ともにトランスジェニックマウスとコ
ントロールマウスとの有意な差は観察され
なかった。また、経過を通じて明らかな外観
や行動の異常は観察されなかった。 
 そこでβ-Ube2e2-Tg-high(n=8),β
-Ube2e2-Tg-loｗ(n=9), およびコントロー
ル野生型マウス(n=9)に生後 8週齢より高脂
肪高ショ糖食を投与開始し、24 週齢まで観察
した。野生型マウスにおいて高脂肪、高ショ
糖食投与により 20 週齢時の体重は 39.6±
3.3g と通常食で飼育した littermate 30.7±
3.5g に比して顕著な体重の増加を認め、食事
誘発性肥満モデルとして適していると判断
された。高脂肪高ショ糖食開始 4 週後より、
β-Ube2e2-Tg-high では体重の増加が他の 2
群に比して少ない傾向が観察された。 
 ここまでの観察では、膵β細胞における
Ube2e2の過剰発現はマウスモデルにおいて
は通常飼育下では糖代謝に明らかな影響を
及ぼさないことが示された。高脂肪高ショ糖
食投与下の表現型については再現検証の必
要があり、現在独立した実験群(β
-Ube2e2-Tg-high n=8,野生型マウス n=10)を
用いた検討を行っている。 
(3)ヒト UBE2E2領域の新規遺伝子多型の検索
および機能性多型の同定 

 2 型糖尿病患者 96 名の genomic DNA を用い
て UBE2E2およびその周辺領域計 400ｋbp を
サンガー法にてリシークエンスを行った結
果、計 626 個の一塩基多型（SNV）が同定さ
れた。 
 626個のうち505個は2011年 7月の時点で
SNP データベース(dbSNP)に収載されていた。
残りの 121 個はデータベースに記載のない、
新規 SNV であった。 
 626 個の SNV のうち、205個については我々
の過去の研究においてすでに2型糖尿病との
関連は検討済みであり、残りの 421 個の SNV
の遺伝子型判定をマルチプレックスPCRイン
ベーダ―法にて試みた。421 個のうち 339 個
が遺伝子型判定のためのプローブ設計が可
能であり、これらの 339 SNVs について 2型
糖尿病患者 2994 名、コントロール 3352 名に
おける遺伝子型の判定を行った。現在までに
305 SNVs の遺伝子型判定を終了した。 
 すでに検討済みの 205 SNVs の情報と新た
に解析した 305 SNVs の情報から、以下のよ
うな知見が得られた。 
ⅰ)2 型糖尿病との関連解析において最も

強い関連を認めた SNV は UBE2E2のイントロ
ン 3に位置しており、p値は 1.45×10-6で１
危険対立遺伝子辺りのオッズ比は 1.29（95%
信頼区間 1.16-1.42）、対照群における危険対
立遺伝子頻度は 12.4%であった。 
ⅱ）一方、最も強い効果を持つ SNV もイン

トロン 3に認められ、対照群における危険対
立遺伝子頻度は 0.46％で、1危険対立遺伝子
辺りのオッズ比は 2.30（95%信頼区間
1.49-3.56）関連のp値は 1.3×10-4であった。 
以上のように、これまでの解析の結果から

2型糖尿病と最も強く関連する SNVは UBE2E2
のイントロン 3に位置しており、さらにより
効果（オッズ比）の大きい頻度の低い
SNV(rare variant)もイントロン 3に認めら
れた。最終的な結論は解析の終了していない
34 SNVs の結果を得たのちとなるが、イント
ロン 3の SNVs に関しては有力な機能性多型
候補と考えられ、今後機能解析を進めていく
予定である。 
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