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研究成果の概要（和文）： 
 Hepatocyte nuclear factor (HNF)4 の遺伝子異常により、膵β細胞からのインスリン分泌が
障害され、糖尿病を発症するが、その分子機構は不明である。本研究の結果、Anks4b が膵β
細胞における HNF4 標的遺伝子であることが判明した。Anks4b は膵β細胞の ER ストレス感
受性を制御していることも判明し、HNF4 による ER ストレス制御機構の存在が明らかになっ
た。 
研究成果の概要（英文）： 
 Mutation in the gene encoding hepatocyte nuclear factor 4  (HNF4 ) cause impaired 
insulin secretion and type 2 diabetes, but the molecular mechanism is unknown. In the 
present work, I found that Anks4b is a novel target gene of HNF4  in -cells. Furthermore, 
I also identified that Anks4b regulates the sensitivity of ER stress in -cells. This study 
revealed that HNF4  regulates ER stress in -cells through Anks4b expression. 
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１．研究開始当初の背景 
 

HNF4 は膵β細胞や肝臓に発現する核内
受容体型転写因子であり、その遺伝子異常に
より maturity-onset diabetes of the young 
(MODY)とよばれるインスリン分泌不全型の
糖尿病が発症する（Yamagata K. Nature 
1996, Yang Q. Diabetologia 2000, Nammo T. 
Gene Expr Patterns 2008）。 

HNF4 の肝臓における標的遺伝子として
糖新生酵素である PEPCK などが同定されて

いるが、これらの遺伝子は膵βにおける標的
遺伝子ではない。当初、培養細胞を用いた実
験から、HNF4 は膵 細胞において、インス
リンや HNF1 、ピルビン酸キナーゼの遺伝
子発現を制御している可能性が示されたが、
研究代表者らの HNF4 ノックアウトマウス
を用いた検討から、これらの遺伝子は
HNF4 の標的遺伝子でないことも判明した
（Miura A. JBC 2005）。
したがって膵β細胞における HNF4 の標

的遺伝子については全く不明であり、
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HNF4 がどのようにインスリン分泌機構を
制御しているかについては明らかでなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
 
膵β細胞における HNF4 の標的遺伝子を同
定し、その機能を解明することで、膵 細胞
における HNF4 の働きを理解する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）HNF4 標的遺伝子の網羅的探索
 膵β細胞特異的 HNF4 ノックアウトマウ
スおよびコントロールマウスの膵島発現遺
伝子について DNA マイクロアレイを用いて
網羅的に検討し、発現量に差があるものを同
定する。得られた遺伝子のプロモーター領域
について検索し、HNF4 結合配列を有する
遺伝子を同定する。同様の HNF4 結合配列
がヒトの遺伝子にも存在するか検討する。

（２）HNF4 による遺伝子制御機構の検討
 候補標的遺伝子のプロモーター領域をク
ローニングし、リポーター解析を行う。プロ
モーター領域における HNF4 の結合をクロ
マチン免疫沈降法を用いて検討する。

（３）結合蛋白質の検索
 GST pull-down 法により、HNF4 標的分
子に結合する蛋白質を LC-MS/MS を用いた
質量分析により同定する。両者の結合を免疫
沈降法により確認する。 
 
（４）HNF4 標的遺伝子の機能解析
 HNF4 標的遺伝子の過剰発現 MIN6 細胞、
HNF4 標的遺伝子のノックダウン MIN6 細
胞をレトロウイルスを用いて作製し、その機
能を検討する。 
  
４．研究成果 
 
（１）HNF4 標的遺伝子の網羅的探索
膵β細胞特異的 HNF4 ノックアウトマウ

スおよびコントロールマウスの膵島発現遺
伝子について DNA マイクロアレイを用いて
網羅的に検討したところ、ノックアウトマウ
ス膵島において、１００遺伝子の発現が減少
していることが判明した。データーベースの
サーチにより、その内２２遺伝子においてプ
ロモーター領域における HNF4 結合配列を
見出した。さらに２２遺伝子の内、３遺伝子
（Anks4b, Gucy2c, Pgc1a）については該当
するヒト遺伝子においても HNF4 結合配列
が存在していた。
別のノックアウトマウスを用いてこれら

３遺伝子の発現を再検討したところ、膵β細

胞特異的 HNF4 ノックアウトマウス膵島に
おいて、Anks4b および Gucy2c の遺伝子発
現低下が確認された（図）。また、HNF4 の
ノックダウン 細胞においても Anks4b
の遺伝子発現低下を認めたため、Anks4b は
HNF4 の直接の標的遺伝子であると予想さ
れた。

（２）HNF4 による遺伝子制御機構の検討
 Anks4b 遺伝子のプロモーター領域をクロ
ーニングし、リポーター解析を行った。
HNF4 の過剰発現でルシフェラーゼ活性の
増加、HNF4  の dominant negative 変異体
の過剰発現ではルシフェラーゼ活性の低下
を認めた（図）。HNF4 結合配列に変異を導
入したリポーターでは活性に変化は認めら
れなかった。

HNF4 の Anks4b プロモーター領域への
結合をクロマチン免疫沈降法で確認した。以
上の結果から、Anks4b 遺伝子発現は HNF4
により制御されていることが判明した。

（３）結合蛋白質の検索
 Anks4b は遺伝性の難聴をきたす疾患であ
る Usher 症候群原因遺伝子である harmonin
に結合する蛋白質としてクローニングされ
たものである。Anks4b は N 側に Ankyrin
リピートドメイン、また、C 側に SAM ドメ
インを有しているが（図）、その機能は全く
不明である。 



 
そこで Anks4b に結合する蛋白質を GST 

pull-down と質量分析により検索した。その
結果、ER ストレスを制御する分子シャペロ
ンである GRP78 が同定された。Anks4b と
GRP78 の結合は免疫沈降法でも確認され、
GRP78 は Anks4b の結合蛋白質であること
が判明した。 
 培養細胞に Anks4b と GRP78 の発現ベク
ターを遺伝子導入し、局在を検討したところ、
両者は ER の近傍で共局在することが判明し
た。 
 
（４）HNF4 標的遺伝子の機能解析
 Anks4b 過剰発現 MIN6 細胞を作製し、
thapsigargin（TG）誘導性の ER ストレス、
アポトーシスについて検討を行った。TG 非
添加の状況では、Anks4b 過剰発現細胞は
MIN6 細胞と差を認めなかった。しかし、TG
を添加した際には、Anks4b 過剰発現 MIN6
細胞で ATF4 遺伝子発現増加、CHOP 遺伝子
発現増加、アネキシン V 陽性アポトーシス細
胞の増加を認めた。 
 一方、Anks4b ノックダウン MIN6 細胞に
おいては、TG 誘導性の CHOP 遺伝子発現低
下、アネキシン陽性アポトーシス細胞の現象
を認めた（図）。 

 
 
 以上の結果より、Anks4b は膵β細胞にお
ける ER ストレス依存性アポトーシスの感受
性を制御していることが明らかとなった。 
 本研究の結果、HNF4 は Anks4b 遺伝子
発現を制御することで膵β細胞における ER
ストレス制御に関与していることが考えら
れた。 
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