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研究成果の概要（和文）：「膵島機能ネットワーク」の視点を考慮した連鎖解析とNGSによるエクソームの組み
合わせにより細胞骨格分子であるMYO5Aを有力な新規MODY候補遺伝子として同定した。一方、超高感度質量分析
器に2型糖尿病感受性遺伝子カルパイン10を供して解析し、微小管結合蛋白（MAP1B）が標的基質であることを見
出したが、興味深いことに、MAP1BとMYO5Aは細胞骨格における重要なパートナーであり、インスリン分泌におい
て協調している可能性を見出した。またグルコキナーゼのセレブロンによるユビキチン化を介した新規制御機構
を明らかにして、MODY2におけるアルギニンに対するインスリン分泌低反応の機序を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The cytoskeletal molecule MYO5A was identified as a promising novel MODY 
candidate gene by combining linkage analysis and exosome by NGS　with special reference to the islet
 functional network. On the other hand, the type 2 diabetes susceptibility gene, calpain 10 was 
subjected to analysis using an ultrasensitive mass spectrometer, and the microtubule-binding protein
 (MAP1B) was identified as a target substrate. Interestingly, MAP1B and MYO5A are known to be 
important partners in the cytoskeleton and may be coordinated in insulin secretion. In addition, a 
novel regulatory mechanism of glucokinase was found to be mediated by ubiquitination by cereblon, 
and the mechanism of low insulin secretion by arginine in MODY2 was elucidated. 

研究分野： 内分泌代謝内科学

キーワード： MODY　原因遺伝子　HNF　単一遺伝子疾患　多因子疾患　インスリン分泌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
MODY1-6 遺伝子にコードされる一連のHNF転写因子ネットワークの知見は、インスリン分泌調節のみならず、膵
島の発生・分化のプログラムの理解に大きく貢献した。新規MODY候補遺伝子MYO5AとMAP1Bの相互作用やグルコキ
ナーゼ(MODY2)のアルギニンを介した新規制御機構など膵島における新たな機能プログラムの解明は、新規イン
スリン分泌促進薬の開発研究やその周辺因子による膵島再生や新生による糖尿病根治的治療の開発研究にも発展
しうる。さらに本研究成果は、メンデル遺伝のみならず、多因子疾患である２型糖尿病にも貢献する一方、本戦
略成果は他の遺伝性の希少疾患の解析モデルにもなるであろう。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

わが国では２型糖尿病が急増しているが、環境因子の関与が強い成人に比べて若年ではイン
スリン分泌不全の発症への寄与度が大きい。即ちインスリン分泌不全を特徴とする単一遺伝子
異常の若年発送糖尿病 (MODY: maturity-onset diabetes of the young) は多因子異常の２型糖
尿病のモデル疾患となる。一方、1999 年の MODY6 の報告以来、世界レベルで 18 年間、新規
のメジャー原因遺伝子は発見されていない。MODY の判定基準として、１）若年発症、２）非
肥満のインスリン分泌不全、３）３世代以上の家族歴 が汎用されているが、申請者らは、日本
人の MODY5, 6 の解析によって低浸透の病態が少なくないことを明らかにし、現在の判定基準
は適切でないことを報告した (1,2)。すなわち、未知 MODY の背景も同様であると想定される
ので、これらの病態解明には新たな解析戦略が必要であると考えた。 

申請者らは、全国調査により、旧来の MODY 判定基準が適切でないことを報告し、独自の調
査基準（家族歴では 3 世代以上を必須とせず、2 世代例や弧発例も対象）を新たに設定した。同
基準を用いて MODY 家系を全国で大量集積し、予備的に全ゲノム連鎖解析を実施した結果、驚
くべきことに、日本人の未知 MODY にはコモンな成因 (LOD >3.7) は存在せず、希少 MODY

が大半を占める図式が判明した。またエクソーム解析では、膨大な数の変異が検出され、個々の
責任変異の特定には至らなかった。以上より、希少 MODY 変異の特定には、分子遺伝学のマル
チ戦略を採用し、「膵島機能ネットワーク」の視点を考慮した候補選別が必要と考えた。即ち、
体質的にインスリン分泌能が低い日本人を対象とする場合は、膵島機能に特化した集学的ゲノ
ム解析を採用すれば、低頻度・低浸透率であっても新規 MODY 遺伝子の同定は可能であると考
えた。 

 

２．研究の目的 

糖尿病の主たる病態はインスリン分泌不全である。日本人は、欧米人に比して体質的にインス
リン分泌能が低いので、インスリン分泌不全を特徴とするMODYでは病態が相加的になるので、
遺伝素因は検出しやすいと考える。本研究では、マルチ戦略により効率よく濃縮された「膵島機
能ネットワーク」の構成遺伝子群から、新規 MODY 遺伝子を同定する。次いで、同定された変
異について機能解析を行い、若年インスリン分泌不全の発症機構を解明することである。 

 

３．研究の方法 

（1）【MODY 遺伝子診断パネルの構築と CNV 領域内候補の獲得】 
NGS を用いた独自の既知 MODY 候補遺伝子診断パネルを作成し、短時間かつ数十分の一のコス

トで既知 MODY 遺伝子検査を進める。一方、これまでに終了した 2 つの基盤研究(B) (申請者が
代表者及び分担者)の Comparative Genomic Hybridization (CGH) 解析により、連鎖解析やエ
クソーム解析では捉え難いアリル欠失 Copy Number Variant (CNV)について、60 領域（領域内
157 遺伝子）を同定している。今後、コモン欠失(5%以上)を除いて欠失領域内で候補遺伝子を獲
得すると共に、領域外遺伝子に係わるエンハンサー機能不全についても研究を進める。 
 
（2）【膵島 EST を用いた大規模 in situ hybridization (ISH) 解析による有力候補の選別】 
既知の MODY 蛋白は HNF ネットワークに属する一連の転写因子なので (HNF-1α,-1β,-4

α,PDX1, NEUROD1)、転写産物を網羅した「トランスクリプトーム」の研究成果は重要シーズと
なる。申請者らは、膵島機能を包括的に理解するために、世界に先駆けて膵島遺伝子を EST 
(Expressed Sequence Tag) としてデータベース化した (3,4)。その内、ラット 41,000 EST を
用い、膵島特異的な遺伝子群をマイクロアレイ解析と in situ hybridization (ISH) 解析によ
り集積した。本研究では更に、MODY 蛋白は膵島の発生・分化にも重要なので、胎生期の膵組織
を用いて同様に ISH 解析を実施している。膵島特異的な遺伝子群の網羅的獲得と選別を継続し
て推進すると共に、胎生期に発現する特異的遺伝子の網羅的獲得を完了させる。 
 
（3）【膵島機能ネットワークにおける候補分子マッピングを用いた最終候補の選別】 
６種類の既知メジャーMODY 蛋白は互いに密接に連携した転写因子ネットワークを構成する。   

従って、臨床像が類似する未知 MODY の原因遺伝子も、同ネットワークに属する転写因子または
標的分子をコードすると推定される。種々のアルゴリズム (GEO, BioGrid, InterPro Pathway 
Commons, GeneMANIA,) に従って、６種類の既知 MODY 蛋白とエクソームで同定された MODY 候補
遺伝子をマップすると、「膵島機能ネットワーク」で互いが非常に近い関係にあることが理解で
きる。さらに、ISH で検出された膵島の高発現遺伝子を同ネットワークにプロットし、同様に CGH
解析や 4C 法により獲得された候補遺伝子もプロットする。そして、６種類の既知 MODY 分子から
直近の候補遺伝子から順に MODY 症例で解析する。 
 
（4）【未知 MODY 家系の発端者の DNA 直接解析による変異スクリーニングと機能解析】    
全国の小児内分泌医と糖尿病専門医から 20 年かけて集積した未知 MODY の約 550 家系を対象

とし、上記で得られた MODY 候補遺伝子について発端者の変異スクリーニングを行う。なお、コ



ーディング領域の変異については、先のエクソーム解析の結果も活用する。 
エンハンサー/プロモーター領域の変異についてはレポーターアッセイで転写活性能を評価       
する。特定された責任遺伝子については、ブドウ糖反応性のインスリン分泌能を保持する膵β      
細胞株 MIN6-m9 における cDNA の過剰発現と siRNA 抑制実験により、コード蛋白の転写調節能
を解析する。用いる siRNA は本学独自開発の次世代型ツールを活用する。一方、蛋白コード領
域の変異については、変異蛋白を同様に MIN6-m9 細胞で発現させてインスリン分泌能の変化を
解析する。発現レベルの変化についてはマイクロアレイ解析を行い、当該経路と既知 MODY 遺伝
子である HNF 経路のクロストークを同時に解析する。最後に、新規 MODY 症例を対象として、責
任変異を有する家系内保因者の調査、蛋白機能に関連した随伴症状、治療応答等の検討を行い、
新規 MODY に特徴的な臨床像を探る。 
 
４．研究成果 
(1)【独自の MODY 遺伝子診断パネルの開発】 

従来 MODY1, 2, 3, 5, 6 に限ってサンガーシークエンス、MLPA 法で遺伝子診断を進めてきた
が、NGS を用いた独自の 46 個の MODY 候補遺伝子パネルを作成し検証した。そして従来の結果は
NGS による解析と一致していることを確認した。これにより、短時間かつ数十分の一のコストで
MODY 遺伝子検査が可能となった（図 1）。現在まで、MODY1-16, MODY2-77, MODY3-84, MODY5-32, 
他 に MODY-4-1, MODY6-5, MODY10-2, 
MODY12-8 家系を同定できた（5、一部未発表
データ）。特にエクソン数の多い ABCC8 では
6 個の変異が同定され、今後インスリン治療
を離脱して SU 薬試行など治療選択にも手が
かりを与えた。さらに日本人初の RFX6 変異
や MODY3 (HNF1A)と MODY12(ABCC8)の合併症
例を同定しており今後インスリン治療から
の離脱など治療選択にも手がかりを与えた
(6、一部未発表)。他にも幾つかの既知の
MODY 遺伝子や単一遺伝子異常による糖尿病
の原因遺伝子に ACMG 分類基準(InterVar に
て自動化試行中)にもとづいた病的様変異を
同定できたが、これらに関しては今後の症例
蓄積や機能解析による検討も必要と考えら
れた。 

 
(2)【ヒト膵臓由来細胞での MODY 遺伝子近傍の TAD領域の獲得】 

依然多くの原因遺伝子が未知の家系が残っており、エンハンサー領域の探索含め MODY 関連遺
伝子領域のゲノムリシークエンスを施行した。レギュローム解析では、MODY1～6 遺伝子に変異
を有さない発端者 2 名について全ゲノムシークエンスを実施し、3,614,470～3,663,511 の点変
異を検出した。また、構造変異として、
26～32 ヶ所の CNV、1,488～2,907 ヶ所の
大規模挿入、3,553～4,939 ヶ所の大規模
欠失を検出した。RNA-seq のデータから
遺伝子発現との関連が得られ、十分な実
験データの根拠を持つ転写調節因子結
合領域の多型・変異は 39,433 ヶ所認め
られた。エンハンサー領域の機能異常に
起因する疾患要因として既報の MODY1～
6 遺伝子発現を制御する可能性も高いた
め、Hi-C ライブラリ調整のために約 100
万細胞からの調整を実施したが、十分な
特異的増幅を得られなかったため、
ENCODE における Hi-C データから既知
MODY 遺伝子における TAD 領域を精査し
たところ多様性が認められた（図 2）。今
後、各々の TAD 領域内での詳細な多型 3C
解析が必要と考える。 

 
(3) 【MODY ネットワーク候補遺伝子の絞り込みと未知 MODY 家系スクリーニング】 
また CGH 解析により、連鎖解析やエクソーム解析では捉え難いアリル欠失 CNV について、60

領域（領域内 157 遺伝子）を同定し、その後コモン欠失（5%以上）を除いて欠失領域内で MODY
候補遺伝子を 14 個獲得した。家系内での集簇状況、対照サンプルでの CNV スクリーニングによ
り候補遺伝子を 7 個（DPF1, VSIG10L, ERAP2, RUFY1,SYNE1, FOXD4L3, LOC572558）にまで絞り
込んだ。一方、6 種類の既知メジャーMODY 蛋白は互いに密接に連携した転写因子ネットワークを

           

             

            

                                            

                            

          

             

        
       

          

              

                      

                 

            

              

                    

                    

                 

                

        
         

                 

                       
                      

                  

                           
                  
                         
                    
               



構成しており、臨床像が類似する未知 MODY の原因遺伝子も、同ネットワークに属する転写因子
または標的分子をコードすると推定された。種々のアルゴリズム (GeneMANIA) に従って、6 種
類の既知メジャーMODY 遺伝子と連鎖解析とエクソーム解析で獲得できた MODY 候補遺伝子群
（MYO5A, CASZ1, MLLT10, BRWD1, CELSR1, TENM1, SRCAP, KAT6A, PSMD2,COPB1, CELSR2 等）
（図 3）(7、一部未発表データ)をマップしたところ「膵島機能ネットワーク」で互いが密接に

リンクしていることが確認できた。そこで、
さらに ISH で検出された膵島の高発現遺伝子群（KIAA1946, BEX2, GNAZ, HMP19, CNNM1, TMEM130, 
SCG2, ADM2 等）をプロットして、6 種類の既知メジャーMODY 分子に近傍の候補遺伝子から順に
約 550 家系の未知 MODY 様症例で解析を施行して新規 MODY 候補遺伝子変異を同定した（図 4）。 

（4）【MODY 候補遺伝子の機能解析】 
一方、超高感度質量分析器に代表者が同定

した世界初の 2 型糖尿病感受性遺伝子カル
パイン 10（CAPN10）を供して解析し、微小管
結合蛋白（MAP1B）が標的基質であることを
見出した (8)。CAPN10 欠失マウスを用いた
解析の結果、CAPN10 の発現の低下により
MAP1B の切断が障害され、微小管機能とアク
チン再構築の障害が起こり、インスリン分泌
顆粒の細胞内輸送の異常が生じることが示
唆された。連鎖解析と NGSによるエクソーム
の組み合わせにより細胞骨格分子である
MYO5A を有力な新規 MODY 候補遺伝子として
同定したが、興味深いことに MAP1B と MYO5A
は細胞骨格における重要なパートナーであ
り、インスリン分泌において協調しているこ
とが示唆された（図 5）。 
 
またグルコキナーゼのアルギニンと結合する部位を同定したところ、3 つのグルタミン酸残基

（E256 と E442 と E443）を含むことが判明したが、前 2 者は若年発症糖尿病 MODY2 の原因変異
として報告されている。そこで E442 変異を有する MODY2 患者にアルギニンを投与し、インスリ
ン分泌を測定したところ、インスリン分泌が健常人と比べて低下していた。 
そこでアルギニンがグルコキナーゼの量的
変化を制御するか検討した。その結果アル
ギニンが少ないと（いわゆる絶食状態）、グ
ルコキナーゼが E3ユビキチンリガーゼであ
るセレブロンと結合し、グルコキナーゼは
分解される。一方アルギニンが高くなると
（食直後）、グルコキナーゼはセレブロンと
乖離し、グルコースをリン酸化し、グルコー
ス 6 リン酸（G6P）へ変換し、インスリン分
泌が増加することが判明した（図 6）(9)。
即ち MODY2 ではアルギニンが、結合部位の
変異のためグルコキナーゼに結合できず、
グルコキナーゼが分解され G6P が増えない
ためインスリン分泌増加が充分ではないこ
とが分かった。 
 
新規 MODY 候補遺伝子 MYO5A と MAP1B の相互作用やグルコキナーゼのアルギニンを介した新規

                                  

         
         

                      
                      
               

   

                                             

                 

       

                   

                 

                                            

                              

                  
                   
          

              

  

         

                      

                  

                         

                

     

    



制御機構など膵島における新たな機能プログラムの解明は、新規インスリン分泌促進薬の開発
研究やその周辺因子による膵島再生や新生による根治的治療の開発研究にも発展しうる。さら
に本研究成果は、メンデル遺伝のみならず、多因子疾患である２型糖尿病にも貢献する一方、本
戦略成果は他の遺伝性の希少疾患の解析モデルにもなるであろう。 
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