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研究成果の概要（和文）：C2CD4A-C2CD4B領域の疾患感受性機序を解明するため、同領域の詳細な多型検索およ
び関連解析を行い機能性多型候補の探索を行った。最も疾患との関連が強い一塩基多型は両遺伝子の間
(intergenic region)に位置しており、疾患感受性機序はC2CD4A、C2CD4Bいずれかの発現量の変化を介している
可能性が考えられた。さらに、ヒト、マウスにおける両遺伝子の発現パターンの検討から、両遺伝子は膵β細胞
において重要な役割を持つことが示唆された。そこで、膵β細胞におけるC2cd4aおよびC2cd4bの役割を明らかに
するために、膵β細胞特異的トランスジェニックマウスを作成し、耐糖能を評価した。

研究成果の概要（英文）：We have performed a fine-mapping within the C2CD4A-C2CD4B locus to identify 
causal variants for type 2 diabetes susceptibility. The most significant association was observed in
 intergenic region which indicates the causal variant may affect the expression of either C2CD4A or 
C2CD4B. We also found that these genes dominantly expressed in human pancreas and mouse pancreatic 
beta cell line. Motivated by the results of fine mapping and expression analysis, we have generated 
beta-cell specific transgenic mice for C2cd4a and C2cd4b respectively to evaluate the role of these 
genes in vivo.
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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型糖尿病の成因には、骨
格筋、肝臓、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
カニズムの全容は未だ明らかではない。
近年、遺伝統計学に基づく疾患関連遺伝
子探索法であるゲノムワイド関連解析
（GWAS）が広く行われ、2014年までに
国内外の研究機関から 60以上の 2型糖
尿病疾患感受性領域が報告されている。
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。C2CD4A-C2CD4B領域は
2010年に研究分担者らの研究グループ
により日本人集団を用いた GWASで同
定された 2型糖尿病の疾患感受性遺伝子
領域であるが(Yamauchi T, Hara K, Maeda 
S et al. Nat Genet 42: 864-868, 2010)、この
領域が疾患にかかわる分子機序は未だ
明らかではない。GWASで同定された疾
患と関連する遺伝子多型は単なるマー
カーであり、疾患感受性を直接規定して
いないことも多い。従って、
C2CD4A-C2CD4B領域の疾患感受性の機
序を明らかにするためには、まず当該遺
伝子領域の詳細な解析を行い、疾患感受
性を直接規定する機能性遺伝子多型(以
下機能性多型と略す)および、この機能性
多型により調節を受ける遺伝子（疾患感
受性遺伝子）を明らかにし、その疾患感
受性遺伝子の分子機能を解明する必要
がある。 
 

２． 研究の目的 
本研究では上記の背景に基づき、新規

2型糖尿病疾患感受性遺伝子領域として
同定された C2CD4A-C2CD4B領域内の
機能性多型の検索を行うと共に、その機
能性多型により領域内の遺伝子の機能
にどのような変化がもたらされるかを
明らかにすることで C2CD4A-C2CD4B
領域による 2型糖尿病疾患感受性機序を
分子レベルで解明する。また、この新規
2型糖尿病関連遺伝子候補である
C2CD4AあるいはC2CD4Bをそれぞれ膵
β細胞において過剰発現させた遺伝子改
変マウスを作成し、C2cd4a および
C2cd4bの膵 β細胞での生理的役割、特
にインスリン分泌における作用を明ら
かにする。さらに、これらの解析により
C2CD4A/C2CD4B の新規糖尿病治療標
的としての可能性を検証する。 

 
３．研究の方法 

(1)ヒト C2CD4A-C2CD4B遺伝子領域の

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（n=96）の末梢血由来

genomic DNAを用いて、C2CD4Aおよび
C2CD4B 全長とその 5’側 10kbp および
C2CD4A - C2CD4B 間の intergenic region
を含む約 100kbp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には
polyphredを用いた。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
(n=2,994)、対照群(n=3,352)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検討す
るために、2型糖尿病群と対照群の遺伝
子型頻度を比較した。統計学的な有意差
検定にはCochran-Armitage検定を用いた。 
(2)C2CD4A, C2CD4B遺伝子の発現パタ
ーン解析 
ヒト組織における C2CD4A, C2CD4B
の発現をクロンテック社の Human MTC 
Panel I を用いて定量的 PCRにて検討し
た。C2CD4A, C2CD4Bそれぞれの遺伝子
の発現量は GAPDHで補正した。また、
マウス培養細胞：MIN-6細胞、Hepa1-6
細胞、C2C12細胞(myotube)、3T3-L1細
胞 (differentiated)における C2cd4a, 
C2cd4bの発現量を定量的 PCRにて検討
した。各遺伝子の発現量は Eef1g, Hmbs, 
PPia にて補正した。 
(3)遺伝子導入動物の作成および表現型
解析 
①C2cd4aおよびC2cd4b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C2cd4aおよびC2cd4b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（RIP;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 C2cd4a
および C2cd4bCDS配列(1352bp,1267bp)
は Origeneの mouse cDNAクローンを用
いた。RIP2-C2cd4a-SV40 polyAおよび
RIP2-C2cd4b-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
製した断片を各々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 C2cd4a, C2cd4b遺伝子導入動物
の確認を行った。PCRで目的の配列導入
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 normal chow dietに
よる飼育下での定期的な血糖値、体重の
計測および 20-25週令での経口糖負荷試
験(1.5gD-glucose/kg body weight) にて行



った。経口糖負荷試験では負荷前(0分)
と負荷後 15,30,60,120分において簡易血
糖測定器にて血糖値を測定した。また、
0,15,30分の 3点で採取した血漿を用い
て血漿インスリン値(0,15,30分値)も測定
した。 

 
４．研究成果 
(1)ヒト C2CD4A- C2CD4B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 C2CD4A- C2CD4B領域およびその周辺領
域計約 100ｋbpをサンガー法にてリシークエ
ンスを行った結果、計 223個の一塩基多型が
同定された。 
 223個のうち 170個は 2014年 7月の時点で
SNPデータベースに収載されている一塩基
多型(dbSNP)との情報と一致していた。残り
の 53個の一塩基多型はデータベースに記載
がなく、新規多型候補となった。 
 223個の多型のうち、98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ったため、残りの 125個
の一塩基多型の遺伝子型判定を試みた。マル
チプレックス PCRベーダ―法による遺伝子
型判定のためのプローブ設計を試み、125個
のうち、75個の設計に成功した。そこでこれ
らの 75遺伝子多型について 2型糖尿病患者
2,994名、コントロール 3,352名における遺伝
子型の判定を行った。 
 すでに検討済みであった 98個の遺伝子多
型の情報と現在までに新たに解析した 75個
の遺伝子多型の情報を合わせた結果、2型糖
尿病との関連解析において最も関連が有意
であった遺伝子多型は C2CD4A-C2CD4Bの
intergenic regionに位置しており、p値は
1.03×10-6で１リスクアレル辺りのオッズ比は
1.18（95%信頼区間 1.10- 1.26、対照群におけ
る危険対立遺伝子頻度は 59％であった。 
この結果から、機能性多型は C2CD4A、

C2CD4B遺伝子の間の intergenic regionに
存在し、疾患感受性機序は C2CD4A、
C2CD4Bいずれかの発現量の変化を介して
いる可能性が考えられた。 
 
(2)C2CD4A, C2CD4B遺伝子の発現パターン
解析 
図 1．2に示すように、C2CD4A, C2CD4B
遺伝子はヒト膵組織、マウス膵 β細胞株であ
るMIN-6細胞に特に強く発現しており、その
発現量は肝臓、脂肪、骨格筋と比べ 10倍以
上であった。このことから、両遺伝子は膵 β
細胞において重要な役割を果たしている可
能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.ヒト C2CD4Aおよびマウス C2cd4a 発現
パターン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.ヒト C2CD4Bおよびマウス C2cd4b発現
パターン 
 
(3)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 C2cd4a 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 C2cd4a 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 6匹の C2cd4aトランス
ジーン陽性雄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。 
 F1マウス TailDNAを用いたサザンブロッ
トにてトランスジーンの導入コピー数を検
証し、5系統の F1マウスのうち 2系統を選択
し、導入コピー数の高い(29-34コピー)ライン
を β-C2cd4a-Tg-high, 導入コピー数の低い方
(6-9コピー)を β-C2cd4a-Tg-lowとした。 
②膵 β細胞特異的 C2cd4bトランスジェニッ
クマウスの作成 
膵 β細胞特異的 C2cd4bトランスジェニッ
クマウスを作成した。F0マウスのうち 4 匹
の C2cd4bトランスジーン陽性マウス(雄 1雌
3)の獲得が確認された。得られた 4系統の F1
マウスのうち、2系統を選択し、導入コピー
数が多かった(43-52コピー)ラインを
β-C2cd4b-Tg-high, 導入コピー数の低いライ
ン(2コピー)を β-C2cd4b-Tg-lowとした。 
③C2cd4a, C2cd4b遺伝子改変マウスの表現型
解析。 
まず、導入遺伝子のコピー数が異なる 2系



統の C2cd4a トランスジェニックマウス
(β-C2cd4a-Tg-high:n=6,β-C2cd4a-Tg-low: n=3)
とそれぞれの litter mate control (Ctl: n=7, n=4)
の表現型解析を行った。Normal chow diet飼
育下で 20週令まで観察したところ、
β-C2cd4a-Tg-highは有意に低体重であり 
[β-C2cd4a-Tg-high 26.6±0.4 vs Ctl 28.1±1.3, 
p=0.02, β-C2cd4a-Tg-low 27.8±0.9 vs Ctl 
27.6±2.2, p=0.89, (g)]、経口糖負荷試験では
β-C2cd4a-Tg-highの耐糖能は Ctlに比して良
好であった[血糖値の曲線下面積(AUC: 
0,15,30,60,120分値) β-C2cd4a-Tg-high 
31476.3±4550 vs Ctl 39016.1±5729.3, p=0.03, 
β-C2cd4a-Tg-low 29312.5±3059.7 vs Ctl 
35851.9±1571.7, p=0.07]。血中インスリン値の
AUC ( 0,15,30分値)は β-C2cd4a-Tg-highと
β-C2cd4a-Tg-lowで異なる傾向を示した
(β-C2cd4a-Tg-high 57.6±2.4 vs Ctl 42.4±15.1, 
p=0.17, β-C2cd4a-Tg-low 32.5±9.7 vs Ctl 
49.5±14.1, p=0.03)。 
C2cd4bマウス 2系統 (β-C2cd4a-Tg-high: n=3, 
β-C2cd4a-Tg-low: n=2)と litter mate control (Ctl 
n=3, n=4 )を normal chow diet飼育下で 25週令
まで観察したが、25週令時に
β-C2cd4b-Tg-highが Ctlに比して有意に低体
重であった (β-C2cd4b-Tg-high 27.3±0.6 vs Ctl 
30±0.8, p=0.008, β-C2cd4b-Tg-low 27±0.8 vs 
Ctl 27±1.4)以外は、耐糖能を含め、トランス
ジェニックマウスと Ctlとの差は観察されな
かった。経口糖負荷試験ではトランスジェニ
ックマウス群とコントロール群の間では有
意差はなかった[血糖値 AUC 
(β-C2cd4b-Tg-high 48225.0±13929.5 vs 
Control 51055.0±5338.4, p>0.05、
β-C2cd4b-Tg-low 45532.5±5392.5 vs Control 
51221.3 ± 2193.6]。 
 これまでの結果では β-C2cd4a-Tg-highマウ
スがもっとも耐糖能が良好であることから
C2cd4a が糖代謝に重要な役割を果たしてい
る可能性が示唆される。今後は、解析に用い
るマウスの数を増やして今回の結果が再現
できるかどうか、さらには高脂肪食飼育下で
の C2cd4a, C2cd4b遺伝子改変マウスの耐糖
能の検討が必要である。 
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