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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病の発症には遺伝的因子が大きく関わる。我々は、既に報告した第4染色体に加え、
さらに2個所のサブテロメア領域において、糖尿病と高頻度・高寄与度で相関する新たなコピー数欠失を見出し、これ
らの３つのサブテロメア領域におけるCNVは同一患者に集積することを示した。さらに、4p16.3領域におけるマスアレ
イ解析により、少なくとも一部の患者にはゲノム変化が生じていることを証明した。4p16.3の領域のゲノムシークエン
スにより、一部の患者に広範囲のゲノム変化を示唆する所見を得ており、詳細な解析により、2型糖尿病発症メカニズ
ムと関連するゲノム変化を検出できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Genetic factors play very important roles in the onset and progression of type 2 
diabetes mellitus (T2DM). We reported that copy number losses in the subtelomeric region on chromosome 
4p16.3 were detected in early-onset Japanese T2DM patients at a high frequency.
In this study, we found two novel copy number losses within the subtelomeric regions, which have 
significant associations with early-onset Japanese T2DM. In addition, using the MassArray system, we 
detected a “one-copy” region in four diabetic patients within the chromosome 4p16.3 region, indicating 
some genomic alterations in these affected subjects. Furthermore, the 4p16.3 region and whole exomes of 
11 diabetic patients was sequenced by the next generation sequencer. Although the big sequencing data are 
now analyzing, we obtained novel findings which suggest genomic alterations in one allele of several 
affected subjects.

研究分野：内科学
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病患者の大多数を占める2型糖尿病は食
事，肥満，加齢など環境因子に加え、その発
症には遺伝因子も大きく関わることが広く
認められている。これまでに遺伝因子を解明
するために数々の研究が行われ，近年では特
に 一 塩 基 多 型  (single nucleotide 
polymorphism：SNP) に対する全ゲノム関連
解 析  (genome-wide association study: 
GWAS) により多数の2型糖尿病関連遺伝子が
報告されてきた。しかし，それら各遺伝子変
異の疾患への寄与度は、オッズ比で高々
1.1-1.4 程度と決して高くはない。一方、自
閉症などの疾患で、コピー数多型（copy 
number variation:CNV）と疾患との強い関連
が相次いで示されたが、我々が報告する（下
記）まで、2 型糖尿病に関する有意な報告は
なかった。また、CNV 自体がどのような機序
で生し、さらに、それを修復するシステムが
存在するのかなどは不明である。 
我々は CNV 解析に特化した手法を用い、35 歳
未満発症の日本人 2型糖尿病患者 100例と健
常対照者 100 例に対して、全ゲノム CNV を対
象としたスクリーニングDNAアレイ解析を行
った結果、第 4番染色体短腕のサブテロメア
領域（4p16.3）に 2型糖尿病群の 100 例中 13
例にコピー数の減少を認めたのに対し、非糖
尿病対照者で同領域のコピー数の減少を認
めたのは 100 例中 1 例のみであった
(P=0.00128) （ Exp Diabetes Res. 
2011;2011:498460）。これは、オッズ比 14.7
と、これまでの糖尿病関連遺伝子に比べ、桁
違いに寄与度が高かった。これらから、CNV
として検出されるこれらのゲノム変化が2型
糖尿病と深く関連することが明らかとなっ
た。 
 
２．研究の目的 
我々が見出した糖尿病関連コピー数多型の
概念構築に向け、さらなる検討を行う。１）
第 4 染色体サブテロメア領域以外に、2 型糖
尿病の発症と関連するゲノム変化はないか 
２）これらのゲノム変化の実態は何か を解
明することが目的である。これらの解明は、
ゲノムコピー数を規定するメカニズムを解
明し、糖尿病の発症機序の解明や簡易な遺伝
子診断を開発することにもつながるものと
期待される。 
 
３．研究の方法 
まず、本研究は 35 歳未満発症 2 型糖尿病患
者、および、正常対照者から得られた白血球
ゲノムを用いて行われた。臨床所見や膵自己
抗体の検査により１型糖尿病を除外し、膵・
肝・他の内分泌疾患保有者を除外した。さら
に、BMI35 以上の肥満歴を有する者も本件等
からは除外した。その結果、2 型糖尿病患者
には 100 人中 94 人に糖尿病家族歴が認めら
れた。また正常対照者としては、60 歳以上で

HｂA1c 6.0%未満、糖尿病の診断歴がなく、
明らかな糖尿病家族例を有しないものが選
択された。 
 
（１）他領域での「CNV」の検出 
deCODE-Illumina CNV370K BeadChip system
による全ゲノムスクリーニングを行い、CNV
が見出された部位に対し、高密度カスタムメ
イド オリゴヌクレオチド タイリングアレ
イによる検証解析を進めた。 
 
（２）4p16.3 領域におけるマスアレイ解析 
対照 DNAサンプルに 1塩基だけ異なった濃度
既知の合成オリゴヌクレオチドを加え競合
PCR を行い、MALDI-TOF MS for Quality and 
Throughput (MassARRAY) システムにて、定
量解析を行うことにより、そのコピー数を絶
対定量した。 
 
（３）次世代シークエンサーによるゲノムシ
ークエンス 
(3-1) 4p16.3 領域の配列の特定 
タイリングアレイの解析で１）の解析も含め
３つのサブテロメア領域においてコピー数
減少の集積を認めた 11 名について、4p16 の
部分のプローブをカスタム設計し、
sureselectの反応を行いMiseqで解析するこ
とで 4p16.3 領域のシークエンスを行った。 
(3-2) 全エキソームの配列の特定 
家系解析可能な 6名について、SureSelectXT 
v5 反応を行い、Hiseq2500 101bp ペアエン
ドでシークエンスし Bwaまたは novoalign で
マッピングを行い GATK でバリアントコール
を施行した。 
 
なお、本研究は、東北大学倫理委員会にて承
認（課題名「CNV 解析による２型糖尿病発症
関連遺伝子の解析研究」）を受けて行われた。 
承認内容 
① 2 型糖尿病患者、及びその第一度近親者
から第三度近親者までを研究対象とする。 
② 対象とする疾患：糖尿病、解析する遺伝
子・遺伝子群：糖尿病の発症，糖尿病合
併症の発症・進展に関する遺伝子群、解
析する試料：血液，末梢静脈からの採血
にて採取，および 2005 年倫理委員会申請
承認の研究題目：糖尿病に関する遺伝子
解析研究における同意書にて他の糖尿病
遺伝子解析研究に使用されることに同意
を得られた検体を併せて使用する。 
③ 検体採取に際して、インフォームドコン
セントを得る。 
④ 糖尿病領域における CNV に関してはまだ
未知の領域であり、現時点で生命保険加
入等での不利益を被ることは生じていな
いが、十分な配慮が必要である。また、
採血には細心の注意を払い実施する。 
⑤ 対象者に健康被害が生じた場合の補償が
ない旨を説明する。 
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⑥ 遺伝子解析結果の正当性を期するため、
再検に備える目的で実施期間中、検体を
機関内で保存する。検体等を廃棄する際
は、匿名のまま、密封容器に廃棄する。 
 
４．研究成果 
（１）他領域での「CNV」の検出 
deCODE-Illumina CNV370K BeadChip system
による全ゲノムスクリーニングにより、を行
い、CNV が見出された部位に対し、高密度カ
スタムメイド オリゴヌクレオチド タイリ
ングアレイによる検証解析を進めたところ、
他の染色体のサブテロメア領域 16q24.2～3 
(P=0.00591,オッズ比 5.7 )と 22q13.31～33 
(P=0.00181,オッズ比 4.4 )においても、糖尿
病と高頻度・高寄与度で相関する新たなコピ
ー数欠失を見出した。さらに興味深いことに、
糖尿病群 100 人中 11 人にこれら 3 領域すべ
てに CNV が認められ、これらのサブテロメア
領域におけるコピー数減少は、同一患者に集
積することを見出した（Kodama et al. PloS 
One 2014）。そこで、ゲノム変化の集積が見
いだされた 11 名について、以下の検討を進
めた。 
 
（２）4p16.3 領域におけるマスアレイ解析 
これまでのタイリングアレイによるCNV解析
は、設定されたプローブの結合率を調べたも
のであり、実際にこの部位のゲノムがすべて
抜け落ちているいわゆるコピー数減少とい
う状況を検出しているかどうかは判定でき
ず、むしろ、結合率が低下しているなんらか
の状況がゲノムに生じている可能性が想起
される。そこで、競合 PCR 産物についての
MassARRAY 解析を行った。高密度カスタムメ
イドオリゴヌクレオチドタイリングアレイ
での解析データに基づき、種々のプライマー
を設定し、マスアレイを行ったところ、その
うち一つの primer pair における PCR にて、
コピー数減少を示した 11 名中 4 名で、実際
にコピー数が１であるとして減少が検出で
きた。このことから、タイリングアレイでの
シグナル低下として検出された現象が別の
手法でもゲノム変化として確認されたこと
となり、簡便な診断法の開発に大きく発展す
るとともに、本ゲノム構造異常の実態解明に
前進した。しかし一方で、タイリングアレイ
解析でコピー数減少が見出されたすべての
患者が検出できたわけではなく、アレイによ
るプローブの結合不良が示すゲノム構造変
化について、第 4染色体のサブテロメア領域
に生じている現象は多様性を有しているこ
とが明らかとなった。 
 
（３）次世代シークエンサーによるゲノムシ
ークエンス 
 (3-1) 4p16.3 領域の配列の特定 
4p16 の部分のプローブをカスタム設計し、
4p16.3 領域のシークエンスを行った。ゲノム
配列の結果はビッグデータであり、さらなる

詳細な情報学的解析が必要であるが、これま
でのところ、正常対照者は比較的均一な配列
が認められた一方で、2 型糖尿病患者すべて
に共通する変化は認められなかったが、一部
の患者に広範囲のゲノム変化を示唆する所見
を得ている。 
(3-2) 全エキソームの配列の特定 
家系として DNA を取得した 6名について、全
エキソーム解析を施行したが、遺伝学的に血
縁は認められず、家系解析としては活用でき
なかった。発端者については、詳細に全エキ
ソームのビッグデータを情報学的に解析中
であり、特徴的な変異が認められるかどうか
の検討を進めている。 
 
結論および考察 
異なった染色体上のサブテロメア領域３カ
所に集積するゲノム変化と遺伝的背景の強
い２型糖尿病患者とは強い関連が認められ
た。実際に、タイリングアレイの情報に基づ
いて作成された primer を用いた PCRにより、
一方の allele が増幅されず、マスアレイに
てコピー数が１として定量されることを観
察し、ゲノム上に実際に変化が生じているこ
とが明らかとなった。サブテロメア領域は繰
り返し配列などが多く遺伝子変異が起こり
やすいことが知られていることから、その修
復機構が不十分なことなどが原因でこれら
の領域に変異が蓄積し、アレイプローブの結
合不良を招いている可能性を想起したが、同
部のシークエンスでは、共通の変異は今のと
ころ認められず、マスアレイの結果からも、
この部の変化は非常に多様であることが推
察された。これらのことは、従来の解析技法
では説明のつかないゲノム異常の存在を示
唆していると考えられ、これまでの報告とは
桁違いの寄与度・特異度・頻度の異常を我々
が見出していることのまさにその理由とも
考えられ、大変興味深いものである。引き続
きビッグデータ解析を行う一方、シークエン
スサンプルの調整段階の詳細な分析などを
進めることで、これらの結果が意味する真の
ゲノム構造異常の実態解明につなげていき
たいと考えている。 
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