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研究成果の概要（和文）：

High mobility group N (HMGN)の機能解析により次の結果を得た。（１）HMGN3 は膵臓の内分泌
細胞で高発現しており、その欠損マウスは糖尿病様の表現型を示した。（２）HMGN3 はスプライ
シング因子と相互作用している可能性がある。（３）線維芽細胞に HMGN3 を過剰発現しても遺伝
子発現にほとんど影響しないが、膵β細胞由来株細胞には多大の影響を与えた。（４）HMGN1の
過剰発現では HMGN3 と逆の結果が得られ、HMGN1 は PCNA に結合することでそのクロマチンとの
相互作用を促進した。

研究成果の概要（英文）：
We studied physiological roles of high mobility group N (HMGN) and obtained following 
results. (1) HMGN3 was highly expressed in pancreatic endocrine cells, and Hmgn3-knockout 
mouse showed a diabetic phenotype. (2) HMGN3 might interact with a splicing factor. (3) 
Overexpression of HMGN3 affected the gene expression little in fibroblast but largely 
in pancreatic beta cell-derived cell. (4) Opposite results were obtained by 
overexpression of HMGN3 in these cells. HMGN1 interacted with PCNA and facilitated its 
binding to chromatin.
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１．研究開始当初の背景

膵β細胞からの正常なインスリン分泌

は糖代謝制御に重要である。したがって、そ

の分子メカニズムを理解することは、その破

綻により引き起こされる糖代謝異常疾患を

理解し適切な治療を行う上で重要であるが、

未だに未解明な部分が多い。一方、遺伝子発

現のエピジェネティクスな制御は生体の発

生や高次機能の維持に重要であり、近年、そ

の破綻と疾患との関係が注目されており、代

謝異常との関連も報告されている。

クロマチン構造タンパク質の一つである

HMGN ファミリータンパク質については、転写、

DNA 修復、DNA 複製といった様々な核内反応

の制御に関与していることが知られている。

さらに近年になって、ヌクレオソームに結合
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することによりエピジェネティクスな制御

に重要な役割を担っていることが明らかに

なってきた。

これまでに研究代表者らは、HMGN3 が他の

ファミリーメンバーと異なり組織特異的に

発現していることを見出している。そこで

Hmgn3 欠損マウスを作成して表現型解析を行

ったところ、野生型に比べて Hmgn3 欠損マウ

スは血中インスリン濃度が有意に低く、耐糖

能も低下しており、糖尿病様の症状を示すこ

とが分かった。これらの結果は HMGN3 が糖代

謝の制御に関わることを示唆している。

２．研究の目的

HMGN ファミリータンパク質が、エピジェネ

ティクスな制御や様々な核内反応への関与

を通して、どのような高次生命現象の制御に

関与しているかは不明な点が多い。また、哺

乳類に 5 種存在する HMGN ファミリータンパ

ク質間で重複する機能と、役割分担に関して

はほとんどわかっていない。そこで、HMGN の

生理的役割の解明およびファミリー間での

機能的な違いを明らかにすることを目的と

し、独自に作成した HMGN ファミリータンパ

ク質全てに対する抗体、遺伝子欠損マウスお

よび各マウスから樹立したマウス胎仔線維

芽細胞（MEF）等を用いて解析を行う。特に

本研究においては組織特異的な発現が認め

られる HMGN3 に着目し、多くの組織に遍在す

る HMGN1 と比較検討することで、その生理的

役割を解明する。

３．研究の方法

（１）HMGN3 の機能解析

①定量的 PCR、イムノブロッティングをはじ

めとする免疫組織学的手法を用いて、各 HMGN

ファミリータンパク質がどういった細胞・組

織に高発現しているかを検討した。

②Hmgn3 欠損マウスの表現型解析

Hmgn3 が膵内分泌細胞に高発現していると

いう結果をうけ、血中インスリン・グルカゴ

ン濃度の測定および耐糖能試験、インスリン

負荷試験等を行った。

③膵β細胞においてHMGN3と相互作用する因

子の検索

Flag-HA tag を付加した HMGN3 を恒常的に

発現しているMIN6細胞を樹立し、TAP(Tandem 

affinity purification)法を行った。その後、

質量分析（MS）を行い、HMGN3に相互作用す

る因子の検索を行った。

（２）HMGN タンパク質が遺伝子発現に及ぼす

影響の解析

各 HMGN ファミリータンパク質が遺伝子発

現に与える影響を調べる目的で、マウス胎仔

繊維芽細胞(MEF)およびマウス膵β細胞由来

MIN6 細胞でそれらの遺伝子を恒常的に高発

現する細胞株を樹立し、マイクロアレイ解析

を行った。

（３）HMGN1 に相互作用する因子の検索

これまでに TAP 法を用いてHMGN1に相互作

用する因子の検索を行ってきたが、生理的機

能が明確なタンパク質複合体は得られてい

ない。そこで本研究では HMGN1 との相互作用

が一過的な因子も視野に入れ、架橋剤を用い

た蛋白質複合体精製を行った。

４．研究成果

（１）HMGN3 の機能解析

これまでに、HMGN3 は他のファミリータン

パク質とは異なり組織特異的に発現してい

ることを研究代表者らは明らかにしてきた。

そこで、独自に作成した Hmgn3 欠損マウスに

ついて、特に HMGN3 の発現の高い組織に焦点

を絞って表現型解析を行ったところ、Hmgn3

欠損マウスでは食後血中インスリン濃度が

野生型に比べて減少しており、その結果と一

致して耐糖能が野生型に比べて有意に低下

していた。次に、HMGN3 特異的抗体を用いた

免疫染色により、HMGN3 の膵臓における発現

様式を調べた。その結果、HMGN1 や HMGN2 が

膵外分泌細胞ならびに膵内分泌細胞の両方

で発現しているのに対し、HMGN3 は膵内分泌

細胞でのみ発現が認められた。各膵内分泌細

胞種に特異的な抗体を用いた二重染色を行

い、膵内分泌細胞内での HMGN3 の局在をさら

に詳細に調べた結果、HMGN3 はα、β、δ、

PP 細胞の全てに発現していることが分かっ

た。

HMGN3 の膵β細胞における生理的機能を明

らかにする目的で、マウス膵β細胞由来 MIN6

細胞を用いて、膵β細胞内で HMGN3 と相互作

用する因子の検索を行った。その結果、HMGN3

と相互作用する可能性のある因子としてス

プライシングに関与することが報告されて

いる因子 Xを同定した。その相互作用を確認

する目的で組換えタンパク質を用いて in 

vitro での相互作用を調べたところ、培養細

胞を用いた解析結果と一致して in vitro に



おいてもその候補因子と HMGN3の相互作用が

確認できた。このことは、今回同定したスプ

ライシング因子と HMGN3が直接相互作用して

いる可能性を示唆している。今後は、今回得

られた相互作用候補因子とHMGN3との間にど

のような機能的相互作用があるかを明らか

にする必要がある。

（２）HMGN タンパク質が遺伝子発現に及ぼす

影響の解析

研究代表者らが樹立した各細胞からRNAを

抽出し、マイクロアレイ解析を行った。その

結果、多くの細胞・組織で発現している HMGN1

を MEFに過剰発現させると遺伝子発現プロフ

ァイルに影響を与えた。一方、組織特異的に

発現がみられる HMGN3の過剰発現は MEF にお

ける遺伝子発現プロファイルにほとんど影

響を与えなかった。一方で、マウス膵β細胞

由来 MIN6 細胞に HMGN1 を過剰発現させても

遺伝子発現プロファイルに対する影響は小

さかったが、HMGN3 を過剰発現させた場合に

大きな影響がみられた。

（３）HMGN1 に相互作用する因子の検索

HMGN ファミリータンパク質内で最も古く

から存在が明らかとなっていた HMGN1 は、そ

の遺伝子欠損マウスも一番初めに作成され

解析された。研究代表者が所属していた研究

室では Hmgn1 欠損マウスの解析を行い、放射

線に高感受性であることを明らかにした。そ

の他の解析結果から、HMGN1 が DNA 修復に関

与していることが示唆されてきたが、その詳

細なメカニズムは不明であった。そこで、今

後 HMGN ファミリータンパク質間での機能的

相違・重複性を明確にするためにも、解析が

進んでいる HMGN1のさらなる機能解析が重要

と考え、HMGN1 に相互作用する因子の検索を

行った。その結果、HMGN1 に相互作用する候

補因子としてDNA修復や複製において重要な

役割を担うことが知られている PCNA を同定

した。in vitroで合成した欠失変異体タンパ

ク質を用いた詳細な解析から HMGN1 と PCNA

の相互作用には HMGN1のヌクレオソーム結合

ドメインが必要であること、また、PCNA が 3

量体を形成していることがその相互作用に

必要であること等が示唆された。また、共焦

点レーザー顕微鏡を用いたマイクロ放射線

照射実験を行った結果、Hmgn1 欠損マウス由

来 MEF においては PCNA の放射線照射部位へ

の集積に遅延が認められ、その遅延は HMGN1

を過剰発現させることにより回復した。さら

に、in vitro における nucleosome mobility 

shift assay の解析結果においても、HMGN1

存在下では PCNA がよりヌクレオソームと相

互作用しやすいことを明らかにした。

以上の結果から、HMGN3 は組織・細胞特異

的に発現することで特有の蛋白質ネットワ

ークを構築し、独自の機能を発現しているこ

とが示唆された。一方で HMGN1 は、PCNA とい

うより普遍的な因子の機能発現に関与して

いることが明らかとなり、HMGN1 はよりグロ

ーバルな生命現象の制御機構に関与してい

ることが示唆された。
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