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研究成果の概要（和文）：若年糖尿病MODYに関連する一連の転写因子の欠損では膵島の発生・分化が障害される。本研
究では、同転写因子を制御するLRH-1やSHP欠失について解析すると共に、膵島トランスクリプトームのシーズ活用、多
分化能を有するAR42J細胞を用いた分化誘導実験、発現変化遺伝子を用いた連関アルゴリズム等の解析を実施した。そ
の結果、LRH-1および関連因子は単独では膵島分化を起動しないと考えられた。また、種々のキーワードを用いた機能
ネットワーク形成により、11種類の関連候補分子を獲得することができた。これらは膵島機能の理解において重要であ
ると共に、新規MODY遺伝子の有力候補にもなる。

研究成果の概要（英文）：Functional defects of MODY-related transcription factors are associated with both 
functional and morphological abnormalities in endocrine pancreas. In order to understand the 
pathogenesis, we examined functional properties of the related cofactors, using LRH-1 and SHP deficient 
mice. In addition, establishment of molecular inventory of differentially expressed genes located 
downstream of the pancreatic MODY network was also performed. Both LRH-1 and SHP deficient mice 
represented no glucose intolerance, suggesting that these factors alone could not initiate any remodeling 
of endocrine cells. However, LRH-1 (-/+) mice showed significantly increased body weight, suggesting that 
MODY transcription network might include various metabolic pathways. The comprehensive survey of 
differentially expressed genes in various conditions resulted in the identification of eleven candidate 
genes, the analysis of which could lead to the better understanding of acquirement of the 
tissue-specificity.

研究分野：医学・糖尿病代謝学
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１．研究開始当初の背景 
 膵内分泌細胞は高度に分化した細胞群で
あり、終末分化とされていたが、膵島自身も
複製することができることが示された。さら
に、以前から膵外分泌細胞や導管から膵島新
生が生じることも知られる 
 iPS 細胞は人口多能性幹細胞であり、４種
類の遺伝子（Oct3, Sox2, Klf4, c-myc）を
導入することによって多分化能を獲得する。
これらの内、ラットとマウスの POU-ホメオド
メイン転写因子 Oct3 は胚細胞からクローニ
ングされ、成熟した分化細胞では発現しない
と考えられてきた。しかし驚く事に、申請者
は、約 20 年前にげっ歯類とは独立して、ヒ
ト膵島から Oct3 cDNA をクローニングしてい
た(Nucleic Acids Res 1992)。発現レベルは
高くないが、成熟したヒト膵島細胞において
も Oct3 は発現している。更に、インスリノ
ーマでは、Oct3 の mRNA 発現レベルは亢進す
ることも報告した。 
 申請者は、家族性若年糖尿病(MODY)の新規
原因遺伝子を探索する過程で、膵島特異的な
転写因子である POU-ホメオドメイン分子に
着目していた。後に MODY3,5 の原因遺伝子と
判明した HNF-1α,-1βは同ドメインを有す
る。MODY 転写因子の欠失マウスでは、膵内分
泌細胞の発生・分化の障害が認められる。一
方、HNF-1 異常を有する症例では、膵臓の形
成不全が見られるので、これらの転写因子経
路は発生と分化に関係すると推定される。 
 申請者は、転写標的の下流分子を網羅する
ために、世界初の膵島トランスクリプトーム
のデータベースを形成するに至った。興味深
いことに、iPS 遺伝子である他の３遺伝子も
膵細胞で発現していることが判明した。従っ
て、膵島は４遺伝子を発現しているが、iPS
化せずに終末分化を維持している。 
 以上から申請者は、膵島細胞は分化・増殖
の開始準備は完了した状態を維持しており、
何らかの誘導条件が加わると再生や複製が
起こると考えている。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、高度分化の状態でも、種々の誘
導因子が働けば細胞変換能が惹起される、と
いう仮説を立てた。MODY 転写因子など多くの
転写因子はその過程で発現が誘導され、重要
な働きを担う。同因子のコード遺伝子異常は
新たな糖尿病遺伝子となる可能性があると
共に、創薬対象にもなる。 
 本仮説を検証するための第一歩として、膵
島トランスクリプトームのDNAシーズを活用
し、膵内分泌細胞への変換因子あるいは関連
因子の探索スクリーニングを試みる。 
 また、膵島の発生・分化に関連する MODY
関連の転写因子やその周辺因子（Oct3 関連分
子など）に注目して、膵島特異的機能の獲得
に関する解析を行う。 
 
３．研究の方法 

（１）発生初期に発現する膵島遺伝子の集積 
ラット膵島 EST (Expressed sequence tag)
の標識 cRNAプローブを用いて大規模 in situ 
hybridization (ISH)を行うシステムを開発
した。5,066 個の EST クローンとラット膵切
片を用いて検討し、膵島に特異的に発現する
111 遺伝子を既にプールした。これらのクロ
ーンを用いて胎生初期に発現する遺伝子群
を同様に ISH 解析して網羅する。 
 
（２）転写因子 LRH-1 の機能解析 
 LRH-1は発生初期において膵島でOct3と共
発現していると報告される。LRH-1 はオーフ
ァン受容体 SHP と相互制御し、SHP は MODY 転
写ネットワークを負に制御している。そこで、
これらの核内因子の周辺分子は重要な候補
であるので、先ず LRH-1 と SHP の欠失マウス
を作成して表現型を解析する。LRH-1 のホモ
欠失は胎生致死であったので、本研究ではヘ
テロ欠失を解析する。一方、SHP 欠失はホモ
接合でも生存したので、ホモ接合マウスを使
用する。 
 MODY 転写因子の大半は肝臓でも発現して
いるので（一連の HNF 転写因子）、解析が比
較的容易である肝臓をモデルとして解析し
て、その成果を膵島解析に応用する戦略も同
時に試みる。 
 
（３）ラット膵島とβ細胞株のトランスクリ
プトームの比較解析 
 ラット膵β細胞株 RINm5F はインスリン分
泌能を欠失し、発生初期の表現型を呈する。
そこで、分化した正常膵島から調製した
20,000 個の EST と RINm5F 細胞から調製した
20,000 個の EST の出現頻度を比較して、発
生・分化に関連する候補分子を網羅する。 
 
（４）AR42J 細胞を用いた MODY 転写因子の
選別スクリーニング 
 AR42J 細胞は、デキサメサゾン負荷で外
分泌細胞に、アクチビン／ベータセルリン
負荷で HNF6, ngn3, Pax4 の発現を介して内
分泌能を獲得し、更にインスリン分泌細胞
へと分化する。その過程で、一連の MODY
転写因子の内で発現が誘導される分子を選
別する。共役因子である SHP と LRH-1 の発
現レベルも検討する。 
 
４．研究成果 
（１）LRH-1 の欠失マウスを作成したが、ホ
モ欠失は胎生致死であったので、本研究では
ヘテロ欠失動物を解析した。耐糖能は正常で
あり、インスリン分泌能にも異常は認めなか
った。膵島組織にも異常を認めなかったので、
膵島の発生・分化には他の共役因子の関与が
必須であると考えられた。 
 しかし、興味深いことに成長と共に体重増
加が認められ、特に高脂肪食でその傾向は顕
著であった。脂質代謝、基礎代謝、食欲等に
おいては異常を認めなかったので、その背景



は不明である。インスリン分泌経路において、
体重に関係する経路も重複することは大変
興味深い結果であった。 
 SHP 欠失動物はホモ欠失でも生存したので、
同マウスを解析したが、同じく膵島組織の発
達には異常を認めなかった。しかし、興味深
いことに、ヒトで見られた出生時過体重の表
現型や耐糖能異常は見られなかった。このこ
とは、これらの代謝異常の成因には種差が存
在することが示唆された。 
（２）外分泌腫瘍由来の AR42J 細胞をアクチ
ビン／ベータセルリンで内分泌細胞に分化
誘導したところ、膵島に特徴的な ngn3, PAX4
と共に、MODY転写因子であるHNF-4α(MODY1), 
-1β(MODY5),IPF1(MODY4), Beta2/NeuroD 
(MODY6)が一緒に、あるいは続いて発現誘導
された。HNF-1α(MODY3)については、関連性
のある発現誘導は見られなかった。従って、
これら選出された MODY 転写因子を中心にし
てネットワーク解析を試みることが効率的
と考えられた。 
（３）解析シーズを得るために、ラット膵島
EST をプローブとして大規模 ISH を以前に実
施した。その結果、発現が膵島特異的である
111 遺伝子が得られ、これらを後述の MODY 分
子ネットワーク解析に投入した。胎生 15 日
の胎児膵のISHスクリーニング結果も採用し
た。 
（４）更に、インスリン分泌能を欠失した胎
生期の性格を有する RINm5F と正常膵島の発
現プロフィールを比較して 14 遺伝子を獲得
し、同じく MODY 分子ネットワーク解析に投
入した。 
（５）共発現、機能構造、分子連関、機能経
路などに関する種々のアルゴリズムを駆使
した結果 (GeneMANIA program; Pathway 
Commons, BioGrid, GEO, InterPro)、最終的
に、11遺伝子（PKD2, TMEM130, SPTAM1, MYCT1, 
BEX2, GNAZ, ADM2, WIF1, GNB3, FAML149A, 
HMP19）が有力な近隣分子として獲得された
（下図）。これらの分子は、内分泌能の獲得
に際して誘導される分子群であるが、逆に、
これらの発現増強による内分泌能への変換
も求められるが、それは今後の研究課題であ
る。 
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