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研究成果の概要（和文）：本研究は、糖尿病モデルマウスを使ってTransgenerational Epigenetic Inheritance
の分子機構を明らかにするものである。膵島beta細胞株をSTZ処理をした培養上清で上昇したmiRNAは、我々の行
った糖尿病モデルマウスの血中エクソソームで上昇するmiRNAと一致した。つまり、beta細胞の崩壊過程で分泌
されるmiRNAが血中で上昇し、生殖細胞に影響を及ぼす可能性が示唆された。miRNA投与実験の効果を確かめるた
め、過去の報告にある糖尿病マウスで変化した精子のメチル化DNAの領域を確認したが、我々の結果と一致しな
かった。そこで我々のマウスのプロファイルを確立した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the molecular mechanism of transgenerational 
epigenetic inheritance. The miRNAs upregulated in the culture medium of pancreatic beta cell line 
were consistent with the miRNA species upregulated in the blood of diabetic mice. This suggests that
 miRNAs produced in degenerating beta cells should enter blood stream and have an influence on the 
germ cells. The methylated DNA regions of diabetic mice sperm in the previous report were not 
consistent with our result using our inbred strain of mice. Then, we revealed the epigenomic profile
 in glycometabolic genes using our own mice.

研究分野：動物形態学
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１．研究開始当初の背景 
 
 親世代で獲得した形質が次世代に遺伝す
る、いわゆる獲得形質の遺伝は、こと親世代
の糖代謝系でのエピゲノム変化とともに（Ⅱ
型糖尿病）、子の膵島 B 細胞数が変化する点
で、科学界に受け入れられたものと思われる。
一方、その直接の因果関係については明確に
証明されておらず、それは、親世代の膵島 B
細胞の変化と子の膵島 B 細胞の変化の間を
結ぶ分子機構の知見がないことが原因だっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
 以上を踏まえ、本研究では、１.親世代での
糖代謝に関わる情報伝達のしくみを明らか
にすること、２.親世代から子世代への情報伝
達のしくみを明らかにすることを目的とし
て研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
 親世代での糖代謝に関わる情報伝達を明
らかにするため、研究開始点で我々が明らか
にしていたⅡ型糖尿病マウスの血中上昇も
しくは減少するmiRNAの変化と、実際に膵
島細胞で分泌するmiRNAの変化が一致する
かどうかの検討を行った。このため、まず、
インスリノーマ細胞（Min6)の最適培養条件
を設定した。次に、インスリノーマ細胞に退
行性変化を起こさせるため、ストレプトゾト
シンの最適添加条件の設定を行った。設定後、
ストレプトゾトシン投与群と対照群の培養
上清を回収し、上述の血液中のmiRNAの変
化と一致するかどうかqPCRにて検討を行っ
た。 
 2016 年度の研究で、我々が長年維持して
きた ICRマウス生体より摘出した精巣より、
バイサルファイトシーケンシングにより、過
去に報告のある糖代謝関連遺伝子 Pik3r1, 
Pik3ca および Ptpn1 のシトシンメチル化を
確認したところ、過去の報告と一致しなかっ
た（PNAS 111(5) 2014)。そこで、糖尿病モ
デルマウスの精巣上体尾部の精子および正
常マウスの同精子を用いて MeDIP(メチル化
DNA 免疫沈降法）による次世代シーケンシ
ングによって、両者における DNA メチル化
の程度の異なる糖代謝関連遺伝子の部位の
網羅的な検出を行った。両者とも、次世代シ
ーケンシングにて少なくとも100万リードが
割り当てられるよう、ライブラリーの作製を
行った。 
 
４．研究成果 
 
DMEM high glucose, 15% FBS, ペニシリン
ストレプトマイシン、beta-メルカプトエタノ
ール培地（0.1mM)にて培養を行ったところ
良好な生育を示したため、本インスリノーマ

細胞へのストレプトゾトシン投与実験を行
った。本細胞はストレプトゾトシン感受性で、
比較的早期の反応を示した（下図）。 

ストレプトゾトシン投与6時間後の培養上清
中および対照群の間でのmiRNAの変化を確認
したところ、Ⅱ型糖尿病モデルで対照群と比
較して上昇したmiRNAの一部でインスリノー
マ細胞の培養上清でも一致していた（下図）。 

対照群でⅡ型糖尿病モデルと比較して上昇
するmiRNAについても検討する必要はあるが、
概ね、以下の推論「膵島 B細胞の退行の過程
で B細胞から放出される miRNA が血中で上昇
し、生殖細胞でのエピゲノムを変化させる」
が成り立つ可能性が高くなった。上述の
miRNA はすべてエクソソームに包埋されてい
るため、このエクソソームが精巣組織に取り
込まれるかどうかを確認するため、Min6 細胞
の培養上清に対して exo-glow exosome 
labeling kit（システムバイオサイエンス社）
による標識を試み、得られた産物を用いて精
巣組織培養片を用いた取り込みを確認した。 

投与後 48 時間での取り込み確認を行ったこ



と、マウスの精子発生には in vivo で少なく
とも 1か月はかかること、今回が精巣の組織
培養であることから、前ページ最下図の色素
の多くは、切断された精細管から流入したも
のとも思われるが、能動的に輸送された可能
性、精細胞がエクソソームの取り込みを活発
に行っている可能性も残されている。 
 研究の方法欄で述べたように、本研究は論
文（PNAS 111(5) 2014)の上で計画されたが
（親世代と子世代をつなげる分子機構の解
明の部分）、その論文に再現性がなかった。
別の報告（Nature Volume: 551, Pages:281 
Date published:16 November 2017)にあるよ
うに、C57BL/6J のような近交系であっても、
系統維持の過程でゲノム変異が蓄積し、2002
年に NCBI に登録されたゲノム（Jacson lab
産の C57BL/6）と比べても、現行の Jacson 産 
C57BL/6J では数千の変異が認められている
ようである。ゲノム配列ですらこのような現
状にあるから、エピゲノムの変化は非常に繊
細で、同じ系統のマウスであっても飼育環境
（餌の種類の違いなど）の違いでも大きな差
異が生まれるように思われた。そこで、我々
の長年飼育してきた同系統（ICR マウス）で
のエピゲノムの変化した遺伝子群を次世代
シーケンシングで確認したところ、上述の論
文で公表されている Pik3ca や Ptpn1 とは異
なる Mafb, pde1c, neurexin1, ifgr1, 
cacna1e, insr, stxbp4, ptpn11, casr, rfx3
遺伝子のイントロン部分にメチル化の相違
が認められた。これらの一部についてバイサ
ルファイトシーケンシングによって実際に
メチル化が変化しているかどうかを確認し
たところ、MeDIP シーケンシングの結果と一
致した。本研究のさらなる重要な点は、如何
にして生殖細胞の情報が次世代へ移行する
かであり、現在糖尿病モデルマウスの精子か
らの受精卵と正常マウス精子からの受精卵
のトランスクリプトーム比較を行う必要が
ある。 
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