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研究成果の概要（和文）：食後の高血糖をもたらす食習慣の履歴が、白血球や肝臓などの組織において、炎症関
連遺伝子やインスリン抵抗性関連遺伝子の発現応答性の変化として反映されることを、２型糖尿病や肥満モデル
動物を用いて明らかにした。高血糖に24時間曝露した単球では、炎症やインスリン抵抗性に関与するTNFα遺伝
子のmRNA レベルと、それに伴うヒストンのアセチル化修飾（エピゲノムの変化）が持続的に増大することが明
らかになった。ヒトにおける血糖上昇の履歴を示すマーカーとして、耐糖能の低下に関与する肝臓由来マイクロ
RNAや血漿中の可溶性細胞接着分子が利用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated using animal models of type two diabetes and obesity 
that the history of postprandial hyperglycemia is reflected by a change in the responding capability
 regarding the expression of the genes related to inflammation and insulin resistance in the 
peripheral leukocytes and the liver.  The mononuclear cells exposed to a high glucose concentration 
for 24h showed persistently elevated levels of the mRNA and histone H3 acetylation (an epigenetic 
modification) of TNFa gene, which plays a pivotal role in inflammation and insulin resistance. 
Candidates of epigenome biomarkers for the history of postprandial glucose spikes include a 
hepatocyte-derived micro RNA and plasma soluble cell adhesion molecules. 

研究分野：保健栄養学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖尿病、脂質異常症などの慢性代謝性疾
患を中心とした生活習慣病のリスク低減の
ためには、肥満の予防により脂肪組織におけ
る炎症の慢性化を防ぎ、インスリン抵抗性を
抑制することが必要であるが、インスリン分
泌能力の低い日本人にとっては、食後高血糖
を抑制することが重要な方策と考えられた。 
 
(2) 申請者らは、これまでの地域健診受診者
における横断研究により、血漿中の IL-1βや
IL-6 の濃度は、空腹時の血糖値や食べる速さ
など、血糖コントロールの是非を反映する鋭
敏なバイオマーカーであることを明らかに
した。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では、食後の高血糖あるいは内臓
脂肪の蓄積をもたらす食習慣の履歴が、白血
球や肝臓などの組織において、炎症関連遺伝
子やインスリン抵抗性関連遺伝子の発現応
答性の変化（エピゲノムの変化）として反映
されるという仮説を動物および細胞を用い
たモデル実験によって検証し、さらに、血液
中の指標の中からエピゲノムバイオマーカ
ーを探索・開発し、その有用性を日本人を対
象として検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 過食型２型糖尿病自然発症モデルラッ
ト（OLETF）を用い、毎日１回のスクロース
経口負荷（2g/kg 体重）により急激な血糖上
昇を断続的に起こし、８日目のスクロース経
口負荷の直前、１時間後および 3時間後に尾
末端から採血した。末梢血白血球における炎
症関連遺伝子（IL-1β、TNF-α、S100a8、
IL-18）の発現量を、real-time RT-PCT 法 に
よって測定した。また、当該遺伝子のプロモ
ータ領域から転写領域までの広い遺伝子領
域におけるヒストンのアセチル化修飾を、ク
ロマチン免疫沈降法によって解析した。 
 
(2) 単球様 THP-1 細胞を高グルコース条件
（25 mmol/L）で 24 時間培養した後、低グル
コース環境（5 mmol/L）に 4日間置き、炎症
関連遺伝子（TNFα、IL-1β、S100a9、S100a8）
の発現の変動経過を観察した。高グルコー
ス培地に曝露する際に、Brd4 阻害剤 JQ1 を
添加した場合と比較した。当該遺伝子のプ
ロモータ領域から転写領域までの広い遺伝
子領域におけるヒストンのアセチル化修飾
をクロマチン免疫沈降法によって解析した。 

 
(3) C57BL/6J 雄性マウスおよび Brd4 ヘテロ
欠損マウスに高脂肪食を 21 週間投与してイ
ンスリン抵抗性モデル動物を作成した。その
後、１日１回、2 週間にわたりスクロース水
溶液を経口投与（0.2g/100g 体重）して間歇
的な血糖上昇を繰り返した後に屠殺した。対
照群には、α-グルコシダーゼ阻害剤（ミグ
リトール）を添加したスクロース水溶液を経
口投与した。肝臓から総RNAを抽出し、ALT-1、
ALT-2、γ-GTP-1 、HNF4A、CBP、p300 の遺伝
子の発現量を real-time RT-PCT 法によって
測定した。 
 
(4) ヒト肝臓由来細胞株HepG2細胞を高グル
コース（16.5 mmol/L）環境で 48 時間培養し、
これまでに糖尿病の発症-進展への関与が確
認・予測された 84 種類の miRNA の中で、発
現量が変動するものがあるかを検討した。
さらに、発現が変動した miRNA の中で、3’
UTR を介して発現を調節している可能性のあ
る候補遺伝子ならびにそのシグナルの下流
の標的遺伝子の発現量を real-time RT-PCT 
法によって測定した。 
 
(5) 人間ドック健診受診者（男性）1165 名（平
均年齢 54.8±6.5 歳）の中から２型糖尿病患
者群 353 名と健常者群 448 名を抽出して、ケ
ースコントロール研究を行った。末梢血白血
球から DNA を抽出し、糖尿病関連遺伝子上の
一塩基多型の中から、潜在的に miRNA と結合
する可能性のある 3’UTR の部位を探索し、
これらの一塩基多型が糖尿病と関連してい
るかを検証した。 
 
(6) DPP-4 阻害薬による治療で血糖管理が不
良と判断された２型糖尿病患者14名にα-グ
ルコシダーゼ阻害剤ミグリトールを３か月
追加投与した。食事負荷前および食事負荷１、
２時間後に血液を採取し、末梢血白血球にお
ける TNFα、IL-1βおよび IL-8 の遺伝子発現
量をreal-time RT-PCT 法によって測定した。
血漿中の可溶性細胞接着分子タンパク質で
ある sE-セレクチンと sVCAM-1 の濃度を、
MILLIPLEX イムノアッセイ法を用いて測定し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 末梢血白血球における炎症関連遺伝子
のエピゲノム調節機構の解析： 
 ２型糖尿病自然発症モデルラット（OLETF）
では、毎日１回の糖経口負荷により糖負荷に



対する応答性は徐々に強くなり、８日目では、
糖負荷により、末梢血白血球における炎症関
連遺伝子 IL-1β、TNF-α、S100a8、IL-18 の
発現が著しく増大することが明らかになっ
た。それゆえ、末梢血白血球における炎症関
連遺伝子は、食後高血糖の繰り返しによって
発現レベルを変動させるという、エピジェネ
ティックな調節を受けることが示唆された。 
 
(2) 単球様培養細胞における高グルコース
刺激による炎症関連遺伝子の発現制御： 
 単球様THP-1細胞を高グルコース条件で24
時間培養すると、その後、低グルコース環境
に4日間置いた後でも、TNFα、IL-1β、S100a9
ならびに S100a8 の遺伝子発現が高いレベル
を維持することが明らかになった。 
 高グルコース刺激を短期間受けた細胞で
は、TNFα遺伝子のプロモータ領域（-400bp）
だけでなく、転写領域（+1000bp および
+2000bp）においても、ヒストン H3 のアセチ
ル化の増大が、低グルコース環境に置かれて
4 日後でも高いレベルに維持されていた。こ
れらの領域では、ヒストン H3 のアセチル化
との増大と平行してブロモドメインタンパ
ク質 Brd4 の結合の増大が見られた。 
 一方、これらの炎症関連遺伝子の発現増大
およびヒストン H3 のアセチル化の増大は、
アセチル化ヒストン結合タンパク質 Brd4 の
阻害剤の存在下では完全に抑制された。 
 それゆえ、末梢血白血球における高グルコ
ース刺激の履歴は、ヒストン H3 のアセチル
化とそれに伴う転写伸長因子複合体の形成
持続機構を介して、TNF-α遺伝子の発現増大
を持続させることが示唆された。 
 
(3) 肝臓におけるインスリン抵抗性関連遺
伝子のエピゲノム調節機構： 
 C57BL/6J 雄性マウスに高脂肪食を 21 週間
投与して作成したインスリン抵抗性モデル
では、肝臓における ALT-1、ALT-2 およびγ
-GTP-1 遺伝子の発現が増大した。１日１回の
スクロース投与による血糖上昇を２週間繰
り返すと、ヒストンのアセチル化を促す CBP
と p300 の遺伝子発現が増大するとともに、
インスリン抵抗性の候補遺伝子である ALT-2
遺伝子の発現が有意に増大した。一方、Brd4
のヘテロ欠損マウスでは、スクロース投与に
よるこれら遺伝子の発現促進作用が消失し
た。それゆえ、インスリン抵抗性惹起に伴う
肝臓ALTおよびγ-GTP遺伝子の発現増大には、
ヒストンコードの変化が関与している可能
性が示唆された。 

 
(4) 肝臓由来培養細胞における高グルコー
ス刺激による血糖調節関連遺伝子のエピゲ
ノム制御： 
 HepG2 細胞を高グルコース環境で培養した
ところ、hsa-miR-24-3p の発現が低下すると
ともに、この miRNA により 3’UTR を介して
発現抑制が示されているHNF1B遺伝子のmRNA
量が増大し、HNF1B の標的遺伝子である糖新
生律速酵素の遺伝子発現が増大した。それゆ
え、肝細胞への高グルコース刺激は、インス
リンによる糖新生抑制作用を、エピゲノム調
節機構によって減弱させる可能性が示唆さ
れた。 
 
(5) 健康診査受診者の末梢血白血球におけ
る炎症関連遺伝子の発現を反映するエピゲ
ノムバイオマーカーの開発： 
 健診受診男性 1,165 名の血球から DNAを抽
出し、糖尿病関連遺伝子における潜在的
miRNA 結合部位における一塩基多型と空腹時
血糖値との関連を検討したところ、HNF1B 遺
伝子の rs2229295 および rs1800929 の一塩基
多型の組合せが、空腹時血糖値の高値と強く
関連することが明らかになった。 
 
(6) 食後高血糖抑制を目的とした介入試験
による炎症関連バイオマーカーの変動： 
 ２型糖尿病患者14名にα-グルコシダーゼ
阻害剤（ミグリトール）を追加投与すること
によって食事負荷による血糖上昇を抑制し
たところ、末梢血白血球における TNFα、IL-1
βおよび IL-8 の遺伝子発現の増大が抑制さ
れるとともに、可溶性細胞接着分子タンパク
質である sE-セレクチンならびに sVCAM-1 の
血漿濃度が有意に低下した。それゆえ、食後
高血糖の抑制は、２型糖尿病の発症進展およ
び合併症のリスクを低減させるものと考え
られた。 
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