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研究成果の概要（和文）：HNF遺伝子異常によりインスリン分泌不全を伴う糖尿病が発症するが、その詳細な分子機構
は不明である。本研究の結果、高感度CRPがHNF1の標的遺伝子であり、診断のバイオマーカーとなりうる可能性が示さ
れた。また、HNF1新規標的遺伝子として機能未知の分子であるTmed6を同定した。さらにHNF4の標的遺伝子であるAnks4
bは正常なインスリン分泌に必須であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the genes encoding hepatocyte nuclear factor (HNF) cause impaired 
insulin secretion and diabetes mellitus. However, the detailed molecular mechanisms are largely unknown. 
In the present work, we found that Crp is a direct target gene of HNF1 and high sensitive could be a 
biomarker for HNF1 diabetes. In addition, we found that Tmed6 is a target gene of HNF1. Furthermore, we 
identified that Anks4b, a direct target of HNF4, regulates insulin secretion by beta-cells.
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１．研究開始当初の背景 
我々は、maturity-onset diabetes of the 

young (MODY)の解析を通じて hepatocyte 
nuclear factor (HNF)をはじめとする種々の
転写因子やグルコキナーゼが正常なインス
リン分泌に必須であることを明らかにした
（Yamagata K. Nature 1996a, Yamagata K. 
Nature 1996b）。 
その後、我々を含む複数のグループから

HNF 遺伝子多型が２型糖尿病の疾患感受性
に 関 与 し て い る こ と （ PNAS 2002, 
Diabetologia 2003, Nat. Genet. 2007）や、
２型糖尿病患者膵島において HNF の発現が
低下していること（Cell 2005）が報告され、
HNF 遺伝子多型や HNF 発現低下が２型糖
尿病の発症にも関与している可能性が示さ
れた。これらの結果は HNF によるインスリ
ン分泌機構の解明は、２型糖尿病におけるイ
ンスリン分泌不全を理解する上でも重要で
あることを示唆している。 

HNF の役割を解明する上で、その標的遺
伝子を同定することは極めて重要である。
我々は HNF1の標的遺伝子として GLUT2
（Diabetes 2002）、コレクトリン（Cell 
Metabolism 2005）、Hgfac（BBRC 2012）
を同定した。また、HNF4の標的遺伝子と
して Anks4b（JBC 2012）を同定することに
成功している。しかしインスリン分泌におけ
る Anks4bの役割は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、HNF4の新規標的遺
伝子である Anks4bの機能解析を行うと共に、 
HNF標的遺伝子の網羅的解析を行い、細胞
機能や量の制御に重要な分子を同定する。ま
た MODY 診断のためのバイオマーカーを同
定する。さらに加齢や代謝シグナル・各種ス
トレスが HNF など MODY 原因遺伝子に及
ぼす影響を明らかにする。これら結果を総括
することで２型糖尿病におけるインスリン
分泌不全の成因解明および新規治療法の分
子標的獲得を目指す。 
 
３．研究の方法 
①HNF4の新規標的遺伝子 Anks4b の機能
解析 
 Anks4b shRNA 発現レトロウイルスを用
いてAnks4bノックダウンMIN6細胞細胞を
作製し、グルコース応答性インスリン分泌に
ついて検討を行った。 
 Anks4b flox/floxマウスと RIP-Creマウス
を交配させ、膵細胞特異的 Anks4b ノック
アウトマウスを作製し、耐糖能について検討
を行った。 
 
②MODY3 バイオマーカーとしての CRP の
有用性の検討 
 HNF1 遺伝子異常による MODY3 のバ
イオマーカーとしての高感度 CRP の有用性
について検討を行った。MODY3患者の血中

CRPレベルおよびHNF1ノックアウトマウ
ス肝臓における Crp 遺伝子発現について検
討を行った。 
 
③HNF標的遺伝子の網羅的解析 
 HNF1ノックダウン MIN6 細胞およびコ
ントロール MIN6 細胞から RNA を抽出し、
マイクロアレイ解析を行った。ノックダウン
細胞で発現の低下している遺伝子の中から
新規標的遺伝子の探索を行った。 
 
④低酸素ストレスによる MODY 遺伝子発現
制御の検討 
 低酸素が MODY 遺伝子の発現に及ぼす影
響について遺伝子およびタンパクレベルで
検討を行った。 
 
⑤肝グルコキナーゼによるインスリン分泌
制御の検討 
 膵細胞のグルコキナーゼはインスリン分
泌に重要であることは知られているが、肝に
おけるグルコキナーゼがインスリン分泌に
及ぼす影響については明らかではない。肝臓
特異的グルコキナーゼノックアウトマウス
を作製し、インスリン分泌について検討を行
った。 
 
４．研究成果 
①HNF4の新規標的遺伝子 Anks4b の機能
解析 

Anks4bノックダウンMIN6細胞のグルコ
ース応答性インスリン分泌について検討を
行った結果、低グルコースにおけるインスリ
ン分泌亢進と高グルコース刺激に対する分
泌低下が認められた。細胞内カルシウム濃度
について検討を行ったところ、低グルコース
下における細胞内カルシウム濃度の上昇が
確認された。細胞内カルシウム濃度がノック
ダウン細胞において上昇するメカニズムに
ついて現在、検討中である。 
 次に、Anks4b flox/floxマウスと RIP-Cre
マウスを交配させることにより膵細胞特異
的 Anks4b ノックアウトマウスを作製した。
随時血糖値および体重についてはCreマウス
と膵細胞特異的 Anks4b ノックアウトマウ
スの間で差を認めなかったが、腹腔内糖負荷
試験を行ったところ、膵細胞特異的 Anks4b
ノックアウトマウスにおいて有意な耐糖能
の悪化を認めた。ノックアウトマウスにおけ
る検討結果から、Anks4bは in vivoにおける
耐糖能制御に重要な役割を担っているもの
と考えらえられた。 
 
②MODY3 バイオマーカーとしての CRP の
有用性の検討 
 HNF1(-/-)マウス肝における遺伝子発現
について検討を行ったところ、Crp遺伝子の
発現が有意に低下していた（図１）。 
 
 



そこで転写活性化ドメインを欠損する機能
喪失型変異である R229X 変異を有する
MODY3 患者における血中高感度 CRP 値に
ついて測定を行ったところ、通常の２型糖尿
病患者に比して著しい低値を示しているこ
とが判明した（図２）。 
 

 
高感度 CRPは日本人MODY3患者を一般の
２型糖尿病患者から識別するための血中バ
イオマーカーとなりうる可能性が示された。 
 
③HNF標的遺伝子の網羅的解析 

HNF1(-/-)マウス膵島より抽出した RNA
を用いてマイクロアレイ解析を実施したと
ころ、機能未知遺伝子である Tmed6 の発現
がノックアウトマウス膵島で低下している
ことが判明した。プロモーター解析の結果、
Tmed6遺伝子の発現はHNF1により制御さ
れていることが確認された。現在、インスリ
ン分泌における Tmed6 の働きについて検討
を行っている。 
 
④低酸素ストレスによる MODY 遺伝子発現

制御の検討 
我々は糖尿病モデルマウス膵島が低酸素
に陥っていることを報告している（Sato Y. 
JBC 2011）。低酸素がMODY遺伝子発現に
及ぼす影響について検討を行ったところ、低
酸素はMODY4原因遺伝子である Pdx1の遺
伝子発現を低下させることが明らかになっ
た（Sato Y. PLOS ONE 2014）。 
 HNF4に及ぼす影響について検討を行っ
たところ、低酸素は AMPK の活性化を介し
て HNF4のタンパク安定性を制御すること
で、発現を低下させることが判明した（図３）。 

 
低酸素は MODY 遺伝子の発現を低下させ
ることでインスリン分泌不全を増悪させる
可能性が示された。 
 
⑤肝グルコキナーゼによるインスリン分泌
制御の検討 
 グルコキナーゼ（MODY2）は肝および膵
細胞に発現しており、肝のグルコキナーゼは
肝における糖取り込みやグリコーゲンの蓄
積、膵細胞におけるグルコキナーゼはイン
スリン分泌に重要な役割を担っていること
が知られている。一方、肝におけるグルコキ
ナーゼがインスリン分泌を制御していると
いう報告があるため、肝臓特異的グルコキナ
ーゼノックアウトマウスを作製し、同マウス
におけるインスリン分泌について検討を行
った。その結果、肝のグルコキナーゼ自身は
インスリン分泌に影響を及ぼさないことが
明らかになった（Hayashi H. BBRC 2014）。 
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