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研究成果の概要（和文）：ZAC1（PLAGL1）は、6q24新生児一過性糖尿病のインプリント異常領域に存在し、CD4
陽性制御性Tリンパ球の機能形成する転写因子である。しかしながら、その機能に関しては必ずしも明らかでな
い。本研究では、Cre/loxPシステムを用いてZac1欠損膵β細胞株（MIN6）とCD4陽性Tリンパ球を作製した。両細
胞機能にZac1欠損による大きな差は認められなかった。MIN6において、Zac1はEgr1, Shh, cFos, Sst等の遺伝子
やノンコーディングRNAの発現量を変化させた。成熟両細胞種においてZac1の代償機構が存在すると考えられ、
分化・発生におけるに機能解析が必要と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Chromosome 6q24-related transient neonatal diabetes mellitus (6q24-TNDM) is 
defined as TNDM caused by genetic aberrations of the imprinted locus at 6q24. ZAC1 (also known as 
PLAGL1) is the gene which is located within the critical minimal 6q24-TNDM region. Zac1 has also 
been reported as a transcriptional factor to determine the characteristic CD4 (+) regulatory T cells
 signature. However, the function of Zac1 is still elusive. We generated Zac1 deficient pancreaticβ
-cell lines (MIN6) and CD4 (+) T cells by using the Cre/loxP-induced conditional knockout system. 
The changes of cell functions were not largely different in both wild-type and Zac1-deficient MIN6 
and CD4 (+) T cells. In MIN6 cells, Zac1 alters the expression of several genes and non-coding RNAs,
 including Egr1, Shh, cFos, and Sst. These data suggested that the redundancy of the Zac1 function 
existed in both mature cell types. Further studies to elucidate the Zac1 function in the development
 of these cells will be required.

研究分野：糖尿病の成因

キーワード： 新生児一過性糖尿病　Zac1　Plagl1　MIN6　CD4+ T cells　TNDM　conditional knockout　糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
(1) 難治性疾患克服研究事業の研究奨励疾
患でもある新生児一過性糖尿病は[1]、生直
後1ヶ月間の高血糖(インスリン依存性)を示
し、半数は、3 ヶ月で自然治癒するが、半数
は糖尿病となる疾患である。また、ほとんど
全例が成人で、２型糖尿病を発症する。根本
的な治療法はないため長期介護が必要とな
る症例がほとんどである。新生児一過性糖尿
病の中で、最も多い染色体 6q24 に関連する
新 生 児 一 過 性 糖 尿 病 は (Chromosome 
6q24-related transient neonatal diabetes 
mellitus (6q24-TNDM) or TNDM1)、染色体6q24
領域の父性ダイソミー、父性重複、インプリ
ント調節領域（6q24）のメチル化異常などの
先天的なゲノム異常が原因とされている。こ
れまでの研究で、6q24-TNDM の最小重要原因
領域内に唯一存在する蛋白質をコードする
遺伝子として、転写因子 ZAC1 (Zinc finger 
protein which regulates Apoptosis and Cell 
cycle arrest1) (=Pleiomorphic adenoma 
gene-like 1(PLAGL1))が同定されている[2]。
ZAC1 遺伝子は父親からの遺伝子のみが発現
しているインプリント遺伝子であり、この発
現制御は ZAC1 遺伝子の近傍に存在するイン
プリンティング制御領域のDNAのメチル化に
よって制御されていることが知られている
[3]。また、ブドウ糖刺激に対してインスリ
ン分泌能が保たれている膵β細胞株(MIN6)
においては、保たれていない細胞株に比べて
Zac1 遺伝子の発現量が多いことが見出され
ていた[4]。さらに、インプリンティング制
御領域のメチル化 DNA を解析したところ、ブ
ドウ糖刺激に対してインスリン分泌能が保
たれている MIN6 細胞株では、片側のアリル
しかメチル化されていないのに対し、ブドウ
糖刺激に対してインスリン分泌能が低下し
ている MIN6 細胞株においては両方のアリル
がメチル化されていることを見出していた
[4]。しかしながら、ZAC1 遺伝子領域のゲノ
ム異常と新生児一過性糖尿病の多彩な症状
の機能的関連は未解明であった。 
(2) Zac1 は、免疫応答の恒常性維持で重要な
役割を果たす制御性Tリンパ球の分子マーカ
ーとして同定されていた[5]。また、Zac1 は、
CD4 陽性 T リンパ球において免疫応答を抑制
的に制御する Transforming growth factor 
–β の存在下で遺伝子発現量が増加し、Zac1
を強制発現させるとIl2遺伝子の発現が低下
することを見出していたが[6]、生体内 T リ
ンパ球における役割は不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) Cre-loxPシステムを用いて生体内膵β細
胞および膵β細胞株において本遺伝子を特
異的に欠損させ、膵β細胞の分化・機能維持
における本遺伝子の役割を解析することを
目的とする。 
(2) Cre-loxP システムを用いて生体内 CD4陽
性 Tリンパ球において本遺伝子を特異的に欠

損させ、CD4 陽性 T リンパ球の分化・機能維
持における本遺伝子の役割を解析すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)我々が作製した B6-Zac1 flox/flox マウ
スと Rat insulin promoter(RIP)-CreER Tg
マウスとを交配し、生体膵β細胞特異的 Zac1
遺伝子欠損マウスを作製した。RIP-CreER Tg
マウスは、タモキシフェンにより Cre が活性
されることから、生後 8週齢でタモキシフェ
ンを投与し、タモキシフェン投与後に投与マ
ウスとタモキシフェン非投与マウスに体重
測定やブドウ糖負荷試験による耐糖能やイ
ンスリン分泌能の解析など形質の解析を施
行した。また、Human insulin promoter の制
御化で SV40 T 抗原を発現する、IT-6 Tg マウ
スと交配し Zac1-flox/flox 膵β細胞株を樹
立した。そして、アデノウイルスベクターを
用いて Cre を導入し、Zac1 欠損膵β細胞株を
樹立した。Zac1 欠損膵β細胞株と非欠損株に
対しグルコース濃度依存性（3 mM, 9 mM,             
25 mM）インスリン分泌能、グルコース以外
の分刺激物質である KCl や Exendin4 に対す
る分泌能、インスリン含有量の測定を施行し
た。また、Cleaved caspase 3 アッセイによ
るアポトーシスの解析、MTT 細胞増殖アッセ
イにより細胞増殖能を解析した。また、DNA
マイクロアレイ（アフィメトリクス）で網羅
的な遺伝子発現量の解析を施行し、
real-time PCR で発現量の差を確認した。 
 (2) B6-Zac1 flox/flox マウスと CD4-Cre Tg
マウスとを交配し、CD4-Cre-Zac1 flox/flox
マウスを樹立した。CD4-Zac1-KO マウスと
CD4-Zac1-flox マウスに対して、体重測定や
ブドウ糖負荷試験による耐糖能やインスリ
ン分泌能の解析など形質の解析を施行した。
また、１型糖尿病を誘発することで知られて
いる通常より少量のストレプトゾトシン
(SZ)少量頻回投与で自己免疫性１型糖尿病
の発症誘導を施行した。また、CD4 陽性 T リ
ンパ球をマウスより分離・抽出し細胞分画を
フローサイトメータで解析した。CD4 陽性 T
リンパ球の増殖能･生存率をCD3/CD28ビーズ
とインターロイキン２で刺激し 10 日間培養
後、細胞の生存率を Countess™ II Automated 
Cell Counter[6]を用いて計測した。 
 
４．研究成果 
(1) 雄性 B6-Zac1 flox/flox マウスと雌性
Rat insulin promoter(RIP)-CreER Tg マウス
と交配し、RIP-CreER-Zac1 flox/wt マウスを
作製した。Zac1 は、父親由来のアリルしか発
現しないインプリンティング遺伝子であり、
また、RIP-CreER Tg マウスは、タモキシフェ
ンにより Cre が活性されることから、タモキ
シフェン投与後の本マウスにおいて生体内
膵β細胞で特異的に ZAC1 が欠損していると
考えられる。本マウスとタモキシフェン非投
与マウスにブドウ糖負荷試験を施行したと



ころ、耐糖能やインスリン分泌能に有意な差
は認められなかった。また、体重や成長など
にも有意な差は認められなかった。さらに、
Zac1 をホモで欠損する RIP-CreER-Zac1 
flox/ flox を作製した。ヘテロマウスと同様
に、タモキシフェン投与・非投与マウスにお
いて耐糖能関連形質を解析したが、1 年 3 ヶ
月齢の高齢マウスにおいても有意な差は認
められなかった。 
一方で、B6-Zac1 flox/floxマウスをIT6 Tg
マ ウ ス と 交 配 す る こ と に よ り 、
Zac1(flox/flox)-IT6 マウスを得た。このマ
ウスでは、Zac1 の両アレルが flox となり、
か つ イ ン ス リ ノ ー マ を 発 症 す る 。
Zac1(flox/flox)-IT6 マウス（雄雌 2 匹）に
発生したインスリノーマから膵β細胞株
（MIN6-Zac1-flox/flox）を計 21株樹立した。
このうち良好なグルコース刺激に対するイ
ンスリン分泌能を示した 2株に Cre発現アデ
ノウイルスベクターを感染させ、Zac1 欠損細
胞株（MIN6-Zac1-KO）を得た。定量的 RT-PCR
とウエスタンブロット法により、Zac1 発現お
よび Zac1 タンパクがほぼ失われていること
を確認した。 
樹 立 し た 膵 β 細 胞 株 で あ る
MIN6-Zac1-flox 細胞株と ZAC1 を欠損した
MIN6-Zac1-KO 細胞株との間で、グルコース応
答性インスリン分泌やインスリン含量に差
はなかった。また、グルコース以外のインス
リン分泌刺激物質である KCl や Exendin4 刺
激に対しても分泌能に差が認められなかっ
た。また、Cleaved caspase 3 アッセイによ
るアポトーシスや、MTT 細胞増殖アッセイに
よる細胞増殖能にも差が認められなかった。
次に、MIN6-Zac1-flox 細胞株と ZAC1 を欠損
した MIN6-Zac1-KO 細胞株との間で DNA マイ
クロアレイ（アフィメトリクス）を行ったと
ころ、MIN6-Zac1-KO 細胞株において発現が２
倍以上上昇している遺伝子が 40 個、発現が
２倍以上低下している遺伝子が 12 個得られ
た。また、MIN6-Zac1-KO 細胞株において発現
が 2 倍以上上昇しているノンコーディング 
RNA が 28 個、発現が２倍以上低下しているノ
ンコーディング RNA が 47 個えられた。DNA
マイクロアレイで発現量に差が認められた
遺伝子の発現量を Real-time PCR で確認した
ところ、Egr1, Shh, cFos, Sst 遺伝子の発現
量に差があることが確認できた。同一コロニ
ーに由来する細胞株の比較解析であること
から、これらの遺伝子の発現は、ZAC1 により
直接制御を受けていると考えられる。 
 
 (2) B6-Zac1 flox/flox マウスと CD4-Cre Tg
マウスとを交配し、CD4-Cre-Zac1 flox/flox
マウスを樹立した。CD4-Zac1-KO マウスと
CD4-Zac1-flox マウスに対して、体重測定や
ブドウ糖負荷試験による耐糖能やインスリ
ン分泌能の解析など形質の解析を施行し、比
較検討した。1 年以上の高週齢まで観察や解
析を施行したが、有意な形質の差は認められ

なかった。また、慢性関節リュウマチや円形
脱毛症などの自己免疫疾患様の症状も認め
られなかった。通常より少量の SZ 少量頻回
投与で自己免疫性１型糖尿病の発症誘導を
行い、高週齢までブドウ糖負荷試験を経時的
に施行して解析したが、糖尿病の発症率に有
意な差は認められなかった。フローサイトメ
ータを用いて CD4陽性 Tリンパ球分画分画を
CD4-Zac1-flox 細胞と CD4-Zac1-KO 細胞で解
析し比較検討したが、制御性 Tリンパ球の代
表的な Foxp3 分画や CD25 分画などに差が認
められなかった。従って、CD4 陽性 T リンパ
球に分化後に Zac1 を欠損させても、その後
の分化には大きな影響を与えないと考えら
れ、代償機構の存在が考えられる。しかしな
がら、膵β細胞の場合とは異なり両 CD4 陽性
Tリンパ球をCD3/CD28ビーズとインターロイ
キン２存在下で培養し、培養後 2日、5日、8
日、10 日後に細胞の生存率を Countess™ II 
Automated Cell Counter[6]を用いて計測し
たところ、T リンパ球の増殖能・生存率には
差が認められ、CD4-Zac1-KO 細胞は、CD3/CD28
ビーズとインターロイキン２の増殖刺激に
対して反応しやすい状態になっていると考
えられる（下図）。従って、Zac1 の細胞機能
への影響には細胞間格差が存在している可
能性が考えられる。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のことから、Zac1 は、成熟膵β細胞や
成熟 CD4 陽性 T リンパ球において KO されて
も、膵β細胞の機能や CD4 陽性 Tリンパ球の
機能に大きく影響しないことが示唆された。
従って、成熟β細胞や成熟 CD4 陽性 Tリンパ
球には、Zac1 遺伝子の機能を代償する機構が
存在していると考えられる。今後、膵β細胞
や CD4 陽性 Tリンパ球への分化・発生に Zac1
がどのような役割を果たしているかの解析
が必要と考えられる。 
一方で、CD4 陽性 T リンパ球の培養細胞株
である EL4 細胞株と Zac1 を強制発現させた
EL4 細胞株との間で DNA マイクロアレイ（ア
フィメトリクス）を施行し、KEGG パスウエイ
解析を施行したところ、Zac1 は、細胞骨格の
一つであるアクチンシステムの制御に関与
している遺伝子群の発現量を変化さること
を見出した。従って、Zac1 は、アクチンシス
テム制御に関与している可能性がある。アク
チンシステムは、microvilli 等の運動を制御

 



し、T リンパ球の細胞間コミュニケーション
の重要な役割を担っていることが、近年報告
されている[7-9]。下図に、研究代表者が撮
影した CD4陽性 Tリンパ球の走査電顕像を用
いて、Microvilli とインプリンティング遺伝
子 Zac1 のと関係の Perspective を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、本件研究では、MIN6 を単層培養し
て解析したが、機能的な差を見出す為に、単
層培養よりインスリン分泌に細胞間コミュ
ニケーション重要になってくる偽膵島[10]
を生成させて MIN6-Zac1-flox 細胞株と
MIN6-Zac1-KO 細胞株の機能解析を試みてみ
たい。さらに、細胞の発生・分化におけるイ
ンプリンティング遺伝子 Zac1 の、ゲノム状
態と機能の関係や、細胞間コミュニケーショ
ンと細胞骨格への影響を解明していきたい。 
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