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研究成果の概要（和文）：一つの生命体を構成する細胞の遺伝子は全て同じ配列である。唯一インスリンを分泌
することができる膵β細胞ではインスリン遺伝子のCpG配列というものが他の組織と異なり、脱メチル化状態で
ある。循環血液中のDNAの膵β細胞特異的CpG配列を増幅するPCR法を開発し、膵β細胞死を検出する方法を確立
した。1型糖尿病患者60例18例で陽性を認め、2型糖尿病では10例中2例で健常者では21例中8例で陽性であった。
1型糖尿病の発症前の早期診断や膵臓・膵島移植後の臓器傷害を検出することができる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Genomic DNA sequences of any cells are all the same within a body. 
Pancreatic beta cells only produce insulin and CpG cytosine in the human insulin gene is uniquely 
unmethylated in pancreatic beta cells. We have developed a new PCR method, which amplifies only if 4
 CpG sites in insulin genes were all unmethylated to detect pancreatic beta cell death in the 
circulation. There were positive results in 18/60 patients with type 1 diabetes and 2/10 patients 
with type 2 diabetes and 8/21 normal healthy control subjects. This method is able to be applied for
 the early diagnosis of type 1 diabetes and the detection of transplanted islet or pancreas tissue 
injury.

研究分野： 1型糖尿病
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）膵β細胞傷害の非侵襲的直接検出法の必

要性 

 膵 β細胞は生体唯一の血糖低下ホルモンで

あるインスリンを合成・分泌する。1 型糖尿

病では、自己免疫応答により、膵 β細胞選択

的に破壊される。膵 β細胞量が 80%以上減少

すると、血糖値が上昇する。1 型糖尿病の診

断は、高血糖及び膵島関連自己抗体の発現に

より行われる。膵島関連自己抗体は膵β細胞

の破壊の程度を反映するわけではない。この

課題を克服するため、膵β細胞傷害を直接反

映する非侵襲的指標が望まれる。 

（２）膵β細胞のDNAメチル化特性 

一つの生命体を構成する細胞の遺伝子は全

て同じ配列である。唯一インスリンを分泌す

ることができる膵β細胞ではインスリン遺

伝子の CpG 配列というものが他の組織と異

なり、脱メチル化状態であることを研究者は

報告した。生物は外来性の生物の侵入から身

を守るために制限酵素を保持している。中で

も McrBC はメチル化特異的 DNA の切断を

行う制限酵素であり、遺伝子の塩基配列の

PumC(N40-4000)PumC (Pu:A(アデニン)、

G(グアニン)、N40-4000 （40-4000 塩基）、

mC（メチル化シトシン）)の配列の間で DNA

を切断するという特異的な反応を示す制限

酵素である。ヒトインスリン遺伝子の中でも

特にインスリン転写開始地点から-19、-69塩

基の地点での CpG サイトの脱メチル化状態

は他の組織には存在しない膵β細胞特異的

である  (Husseiny MI, et al. PLoS One. 

2014;9:e94591)。 
 
２．研究の目的 
1 型糖尿病予知因子が陽性な症例や膵臓移植、

膵島移植症例で採血を行い、循環血漿中の

DNAを単離する。McrBCで切断されるイン

スリンプロモーター領域の転写開始地点か

ら-19,-69 塩基の上流および下流にそれぞれ

5’および 3’プライマーを設計して PCR を行

う。膵β細胞の傷害を受けていない場合には

膵β細胞以外の細胞は McrBC で切断される

のでその両側にプライマー設定した PCR で

は検出することが不可能である。一方で 1型

糖尿病発症時や、膵移植あるいは膵島移植で

拒絶反応が起こり膵β細胞が傷害を受ける

場合には膵β細胞を検出できることが想定

される。 

1コピーまで定量可能な精度の高い TaqMan 

PCR 法を用いることで循環血中のβ細胞特

異的 DNA を検出できれば、免疫抑制療法の

効果判定にも応用できると考えられる。また、

GAD 抗体弱陽性者(<10U/ml)の１型糖尿病

発症のリスク診断が困難とされるが、血液中

の膵β細胞の DNA が検出により、そのリス

ク評価が可能となることが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）自己免疫性膵島炎が疑われる GAD 抗体

陽性者（研究１）、および膵臓・膵島移植患

者（研究２）を対象に横断的検討と前向き研

究を行う。 

（２）対象の血液を 10ml 採取し、遠心によ

り得られた血漿から単離した genomic DNA を

用いてメチル化配列を認識して切断する制

限酵素 McrBC で処理する。 

（３）1コピーから定量できる TaqMan PCR 法

を用いて、McrBC の認識配列を挟むように

TaqMan PCR プライマーを設定して、膵β細胞

の DNA を定量的に検出する。 

簡易な採血で膵β細胞特異的なエピジェネ

ティック修飾を検出する方法を用いた直接

的な膵β細胞傷害評価により、GAD 抗体陽性

例での 1 型糖尿病発症までの期間、膵β細胞

傷害を定量化できるか、膵臓・膵島移植患者

での拒絶反応を定量化できるかどうかを明

らかにする。 

 
４．研究成果 

膵β細胞と配列、メチル化状態が同じである

プラスミド DNAおよび非β細胞由来 DNAを単



離抽出して McrBC を用いて処理した。PCR で

McrBC での切断部位を含む部位の増幅を行っ

たがMcrBCでは本来切断されるべき非β細胞

由来 DNA が完全には切断されなかった。 

陰性例をより陰性と判定できるようにする

新たな方法を検討した。bisulfite 処理によ

りメチル化、非メチル化 DNA を区別できるこ

とが知られている。bisulfite 処理した DNA

で関心 DNA領域に含まれる bisulfite 処理に

よる DNA メチル化特異的切断が可能である 3

つの制限酵素 HinfI, Hpy188I, AciI を用い

て処理後に PCR で増幅する方法を導入した。

この方法によって検体に含まれる少量の DNA

コピー数で陽性陰性判定ができるようにな

ったが陽性DNA10コピーの判定が定量の限界

であった。われわれの目指している PCR は 0

コピーか1コピーかを定量できる必要があっ

た。 

大塚製薬診断事業部と共同研究を提携して

新たな方法を検討した。膵β細胞特異的エピ

ジェネティック修飾を組み込んだ二段階の

amplification refractory mutation system 

(ARMS) による高感度 PCR 法を用い、サンプ

ル中の膵β細胞由来インスリン遺伝子を1コ

ピーから検出できる方法を開発した。採血を

行い、DNAを単離抽出して本PCRを施行した。

研究対象者を下の表に示す。 

 

1 型糖尿病患者 60 例中 18 例で陽性、発症 2

か月以内の症例で強陽性、2型糖尿病患者 10

例で 2 例陽性、健常者 21 例中 8 例で陽性と

なった（下図）。いずれのサンプルも DNA 

sequenceによりPCRの正確性は確認できてい

る。 
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