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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病の発症に強く寄与する遺伝子バリアントが北極圏に住むイヌイットで見出
された。本研究では、このTBC1D4ナンセンスバリアントを持つ日本人がいることを見出した。調査時点では糖尿
病の発症者はおらず、糖尿病との関連は現時点では明らかではなかった。TBC1D4のショウジョウバエオルソログ
遺伝子であるpollux（plx）遺伝子に着目して個体ならびに細胞レベルで遺伝子機能を解析した。その結果、plx
変異は脳・神経系と骨格筋の発生には顕著な影響を与えないこと、plx遺伝子が飢餓耐性に関係する可能性があ
ること、またplxが糖輸送体の細胞内局在と発現に影響を与える可能性があることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：A common nonsense variant in TBC1D4 was known to substantially increase the 
risk of type 2 diabetes in Greenlandic Inuit. The nonsense variant is extremely rare in the world 
without Inuit population. We found a Japanese family carrying this variant independently, and four 
heterozygous carriers among a Japanese cohort study. None of the carriers we studied had diabetes at
 the time of the study. We focused on the pollux (plx) gene, the Drosophila ortholog of TBC1D4, and 
analyzed its function at the cellular and individual levels. Our results suggest that plx mutation 
does not significantly affect development of brain/nervous system and skeletal muscle, that the plx 
gene may be related to starvation tolerance, and that plx affects the expression and subcellular 
localization of sugar transporters.

研究分野： Neurology

キーワード： type 2 diabetes mellitus　TBC1D4　pollux　drosophila

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、北極圏に住む2型糖尿病の発症に強く寄与するTBC1D4遺伝子のナンセンスバリアントを持つ日本人
がいることを見出した。食生活の変化とともに2型糖尿病の罹患率が急増しているという共通の背景を持つ両者
において、今後、糖尿病を含めた代謝異常の予防や個別化医療に発展する可能性があり、社会的意義があると考
える。また、本研究によりショウジョウバエをモデルとした解析系を確立することができたことで、北極圏にお
けるTBC1D4遺伝子のナンセンスバリアントが潜在的に有する生物学的意義についても実験的に解析することが可
能となった。このことは学術的意義が高いと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
２型糖尿病の発症は生活習慣以外に遺伝要因も大きく寄与している。北極圏に住むイヌイッ
トにおいて、２型糖尿病の発症リスクの高い遺伝子バリアント: TBC1D4 p.R684X が見出された
(ホモ接合体のオッズ比 10.3)1)。p.R684X(R684X)はイヌイット以外では世界的に稀少なバリアン
トであり、臨床像の報告はない。また、TBC1D4はインスリン抵抗性に関与しているが、その分
子機構の全容については明らかとなってはない。 
申請者は、冬期に一過性の意識障害・行動異常で当科に入院を繰り返した患者が、両親いとこ
婚で同胞 1 名が同様の症状を呈していることに着目した。遺伝子解析の結果、発症者 2 名が
TBC1D4 R684Xのホモ接合体、両親および非発症の同胞１名がヘテロ接合体ということが明らか
となった。東北メディカル・メガバンク(ToMMo)の日本人バリアントデータベースで TBC1D4の
検索を行うと、複数の日本人 R684X保有者がいることが判明した。日本人の R684X保有者の臨
床スペクトラムを明らかにすることは意義があることと考え、本研究の着想にいたった。R684X
が存在する TBC1D4の long isoformは骨格筋と脳組織にのみ発現している 1)。TBC1D4の機能低
下が脳機能障害、認知機能低下を来す病態も考えられ、モデル生物を用いた分子病態の解析が必
要と考えた。 
 
２．研究の目的 
(1)日本人における TBC1D4 R684X 保有者の臨床像を明らかにする 
イヌイットの耐糖能に関する報告以外では、R684X のホモ/ヘテロ接合体ともに臨床像の報告
はない。本研究は、糖尿病の発症が多いかどうかを含め、日本人 R684X 保有者の臨床像につい
て明らかにすることを目的に行う。 
 
(2)TBC1D4がもたらす分子病態についてモデル生物を用いて探求する 

TBC1D4/AS160がインスリン依存性の GLUT4の膜移行を制御し、インスリン抵抗性に関与し
ていることは知られているが、疾患に関連した分子機構の全容は解明されていない。TBC1D4の
脳機能への関与はこれまで解析されていない。これらについての解明を推進するために、ショウ
ジョウバエを用いたアプローチによりこれに迫る。 
 
３．研究の方法 
(1)日本人 TBC1D4 R684X保有者のデータベースの構築 ・臨床遺伝解析 
1.当科の対象症例、ToMMo から分譲された R684X 保有者の DNA試料検体 (ヘテロ接合体 5 検
体分譲)について、直接塩基配列解析にて R684Xバリアントの確認を行う。 
2.バリアントを確認した R684X ホモ/ヘテロ接合体症例の臨床所見・経過、検査所見の抽出を行
う。日本人 R684X保有者の臨床データベースを構築し、臨床遺伝学的解析を行う。 
 
(2)ショウジョウバエにおける TBC1D4 オーソログの機能解析 
1.内因性の発現を観察するために Mi-RMCEという分子遺伝学的な技術を用いて、TBC1D4のシ
ョウジョウバエオーソログである polluxの発現を細胞レベルで明らかにする。 
2.誘導型 RNAiを利用して polluxの組織特的なノックダウンを行い、polluxの組織特異的な機能
を解剖学的に明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)日本人 TBC1D4 R684X保有者について  
1.日本人のアレル頻度、バリアントの確認 
グリーンランドのイヌイットでは、R684X のアレル頻度は 17%と高いが 1)、イヌイット以外
では非常に稀なバリアントである。世界的な遺伝子バリアントデータベ
ース gnomAD v3.1.2においては 2)、アレル総数 152,062 に対して、R684X
のアレル数は 3（ホモ接合なし）と少なく、アレル頻度は 0.000020であ
る。日本人コホートを対象とした ToMMo のバリアントデータベース
jMorpにおいて 3)、ToMMo 14KJPNではアレル総数 28,258に対して、該
当アレル数は 25であり、アレル頻度は 0.000885と報告されている。 
本研究では、ToMMoから分譲された 5検体の DNA試料について直接
塩基配列解析を行ない、R684Xのバリアントを確認した。いずれもヘテ
ロ接合体であった。 
当科の日本人 1 家系については、直接塩基配列解析にて発端者が

R684Xバリアントのホモ接合体であることも確認している。創始者効果
が考えられるイヌイット以外の民族での R684X ホモ接合体は世界的に
も貴重な症例と考えられる。 
 



2.日本人 R684X保有者の臨床像 
当科の家系では、ホモ接合体、ヘテロ接合体ともに糖尿病発症者はいなかった。ToMMoから
臨床情報が得られた 4名(男性 1名, 女性 3名. 20歳代 1名, 60歳代 3名)については、糖尿病の
発症者は調査時点ではいなかった。4名の HbA1c(NGSP)は 5.15±0.13であった。1例のみ父親が
2型糖尿病の家族歴があった。本研究で調べた範囲では、日本人の TBC1D4 R684X保有者と 2型
糖尿病との関連は明らかではなかった。今後、症例数を増やして、糖尿病を含めた代謝異常との
関連について検討を行っていく。 
 
(2) ショウジョウバエ TBC1D4オーソログ pollux（plx）の機能解析 
1. plxの発現 

plx遺伝子の予想される５つのアイソフォームにおける共通のイントロンにスプライスアクセ
プター配列下に 2A 自己切断ペプチドと GAL4 が挿入された、plx-Trojan-GAL4 を用いて、幼虫
ならびに成虫における plx遺伝子の発現を調べた。その結果、plxは骨格筋と神経細胞ならびに
グリア細胞に発現していることがわかった。一方、発現が予想された、脂肪体には発現が観察さ
れなかった。また、非常にマイナーではあるがメスの内部生殖器の一部に特異的に発現していた。 
 
2. plxノックダウンの解析 

plx の hypomorph 変異体を用いて脳神経系の全体構造や筋組織について形態的な解析を行っ
た。plx hypomorph 変異をホモに持つ個体は、成虫まで育つもののメスは妊性を持たなかった。
このことは、メスの内部生殖器における plx の発現と関連している可能性がある。一方で、plx 
hypomorph変異のホモ個体は、筋肉ならびに脳神経系に顕著な構造的な異常影は見られず、極端
な寿命への影響もなかった。さらに、脳神経および骨格筋において、グリコーゲンの蓄積や脂肪
の蓄積についての解析を行ったが、野生型との顕著な違いが見られなかった。 
 
3.トランスポーターの解析 
哺乳動物においては、グルコース輸送体を含むベシクルの細胞膜への移行は Rab の活性型に
より行われる。一方で、TBC1D4は Rabの GAPとして働くことでこのベシクルの膜移行を抑制
している。インスリンシグナルは、TBC1D4をリン酸化により不活化することで、グルコース輸
送体の膜移行を促進すると考えられている。ショウジョウバエ Plx が TBC1D4 と同等の機能を
有するか否かを明らかにするために、ショウジョウバエのグルコース輸送体(Glut1)と昆虫血糖で
あるトレハロースの輸送体(Tret)に注目して、これらの細胞膜への移行と Plx の関連を調べた。
そのために、Glut1-GFPおよび、Tret1-GFPという融合分子ならびに、野生型 Plx、TBC1D4 R684X
と同等の効果があると考えられる C末端の GAPドメインを欠損した変異 Plx，Plx-∆Cを発現誘
導することができるトランスジェニックショウジョウバエを作成し、これらを脂肪体ならびに
唾液腺にてそれぞれを発現させた。唾液腺において Glut1-GFP を発現させると唾液腺細胞の
apical 側へ Glut1-GFP 強く集積するが、これに Plx を同時に発現させると全体として Glut1-GFP
の発現が失われ、また Plx-∆C を同時に発現させると、Glut1-GFP の発現ならびに局在が非常に
弱くなった。また、脂肪体において Tret1-GFPを発現させ、そこに同時に Plxならびに Plx-∆Cを
発現させると、Plxの場合は発生異常を伴う脂肪体の萎縮が生じ、Plx-∆Cの場合は致死となった。
以上の結果は、Plxは Glut1ならびに Tret1の発現もしくは局在に影響を与えることを示唆した。
一方で、Plxと Plx-∆Cがどのようにして異なる影響を生じているかについては、結論することが
できなかった。 
 
4.飢餓耐性に関する解析 

plxと飢餓耐性の関係を知るために、plx突然変異体と plx
過剰発現個体において絶食後の生存期間を調べた。その結
果、飢餓後の生存時間はコントロールと plx突然変異体でほ
とんど変わらなかったが、plx 過剰発現個体はそれらに比し
て絶食後の生存時間が長いとう結果を得た。この実験は、使
用した系統の遺伝的背景や飼育環境など考慮し、再検討する
ことが必要であるが、本結果は、plx の過剰発現が飢餓耐性
を高める可能性があることを示唆した。 
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