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研究成果の概要（和文）：膵β細胞において、DNAメチル化が遺伝子発現や細胞の機能にどのように関与するか
を解析した。成熟膵β細胞が形成される最終分化過程において、膵島ではゲノムワイドに遺伝子発現の抑制が生
じており、これにDNAメチル化が関与していた。FACSにより分離した成熟膵β細胞においても、それら遺伝子群
の発現は抑制され、逆に糖尿病モデルマウスの膵島では増強していた。糖毒性モデル膵β細胞株では、この遺伝
子群の一つMafbの発現制御領域の脱メチル化、プロモーター活性とmRNA発現の増強が認められた。以上より、膵
β細胞の発生分化や機能障害過程における遺伝子発現変動に、DNAメチル化が関与している事が明らかになった

研究成果の概要（英文）：Relationship between cell function, gene expression and DNA methylation was 
analyzed in pancreatic beta-cells. In the terminal differentiation process for maturation of 
pancreatic islets, genome-wide inhibition in gene expression was observed, in which DNA methylation 
was involved. These genes were downregulated in FACS-sorted mature beta-cells but upregulated in the
 islets of diabetes model mice. Demethylation of promoter of Mafb, one of these genes downregulated 
in mature beta-cells, was observed with increased promoter activity and gene expression in 
glucotoxic beta-cell model. These results suggested that DNA methylation is involved in gene 
expression and function of beta-cells in the process of terminal differentiation and deterioration 
in diabetes.
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１．研究開始当初の背景 
 DNAメチル化は高等真核生物において、ヒ
ストン修飾を伴うクロマチン構造の変化に直
結し、転写の抑制や活性化に関与する主要な
エピゲノム変化の１つである。ある細胞にお
けるDNAメチル化の状態は、遺伝子発現の制
御を通じて、その細胞の機能に関与すると予
想される。しかし、様々な種類の細胞それぞ
れにおけるDNAメチル化の状態や、それらの
分化過程や病態における変化が、どの程度遺
伝子発現を制御するのかは、分かっていない。 
 
 癌や発生過程においては、エピジェネティ
ックな変化を持つ特定のクローンの増殖によ
り、表現型が現れる事が知られている。しか
し代謝疾患において、特定の細胞集団に、後
天的に同一のエピジェネティックな異常が誘
発され得るのか、またそれによって組織の機
能がどの程度変容するのかは、不明である。 
 
 細胞機能と分子の発現との関連を解析する
上で、インスリンの分泌により血糖を調節す
る膵β細胞は、インスリンなどの機能マーカ
ー分子が明確であり、解析対象として適して
いる。膵β細胞の分化・再生メカニズムの解
明は、再生医学の最重要課題の１つである。
また糖尿病の病態の中心には、膵β細胞の障
害がある。しかし、これら状態のβ細胞にお
いて、遺伝子発現の変化と細胞の機能に、DNA
メチル化がどの程度関与しているかは、不明
である。 
 
 研究代表者らはこれまで、胎生期の膵臓内
分泌前駆細胞からの最終分化過程における転
写因子の機能を解析し、Mafbが未熟なインス
リン陽性細胞に、Mafaが成熟β細胞に発現す
る事などを明らかにしてきた (1-3)。これらは、
膵β細胞の分化マーカー、あるいは糖尿病に
おける膵β細胞障害のマーカーとして有用で
ある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、膵β細胞をモデルとして、
DNA メチル化／脱メチル化が遺伝子の発現
制御を通じて、細胞の機能をどのように制御
し、それが生体代謝調節メカニズムとどのよ
うに関連するのかを解析することにより、エ
ピゲノムと細胞機能、そして生体の恒常性維
持との関係の統合的な理解へ到達すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究計画では、以下の各課題を明らかに
することにより、DNA メチル化によるβ細胞
の恒常性形成・維持機構と、その破綻による
病態形成・生理変動メカニズムを明らかにす
る。 
(1) 膵β細胞株において、DNA メチル化が遺
伝子発現に関連している領域の同定 
(2) 膵β細胞の最終分化過程の機能的β細胞

の形成における、DNA メチル化の意義の解析 
(3) 糖尿病の膵β細胞障害における、DNA メ
チル化による遺伝子発現制御機構の解明 
 
４．研究成果 
(1) 膵β細胞株において、DNA メチル化が遺
伝子発現に関連している領域の同定 
 
 糖毒性モデルの膵β細胞株 INS1 細胞を、
通常の INS1 細胞を対照として解析した。こ
の糖毒性モデル INS1 細胞では、Ins1、Ins2、
Mafa、Pdx1 などの成熟膵β細胞機能に重要な
分子の発現が低下していた一方、未熟なβ細
胞に発現する Mafb の発現が増強していた。
この糖毒性モデル INS1 細胞では、Mafb プロ
モーター活性も増強している事が、レポータ
ーアッセイにより明らかになった。この Mafb
プロモーターには、8 つの CpG アイランドが
認められた。Methylation specific PCR による
解析では、このうちの 1 つの CpG アイランド
について、通常群と糖毒性群でメチル化率に
有意差を認めた。そこでこの CpG アイランド
について、bisulfite sequencing 法により高解像
度で DNA メチル化を解析したところ、糖毒
性モデル INS1 細胞では通常群に比べ、Mafb
プロモーターの特定の CpG サイトが脱メチ
ル化している事が判明した。またこの INS1
細胞において、それらの領域の非メチル化が、
Mafb プロモーター活性を増強させる事を明
らかにした（図 1）。 

 
 以上より、糖毒性モデルの膵β細胞株にお
いてMafbの遺伝子発現は、DNAメチル化の影
響を受けていると考えられた。db/dbなどの糖
尿病モデルマウス、FoxO1やPdx1の膵β細胞
特異的ノックアウトマウス、MafAのノックア
ウトマウスにおいて、マウス膵β細胞におけ
るMafbの発現は、増強している(4-6)。特定の細
胞株において、領域特異的なDNAメチル化の
変動が、遺伝子発現の変化に関連する事を示
した本研究結果は、論文として発表された(7)。 
 
 しかしこの解析により、膵β細胞株における
遺伝子発現変動と、マウス単離膵島における
遺伝子発現変動が、必ずしも一致しない事も
判明した。本研究では、個体における生体代
謝の調節メカニズムと、膵内分泌細胞におけ



るエピゲノムによる遺伝子発現制御との関係
の解明を優先するため、１）の細胞株の解析
より２)、３）のマウス単離膵島の解析を優先
させる事とした。 
 
(2) 膵β細胞の最終分化過程の機能的β細胞
の形成における、DNA メチル化の意義の解析 
 
 膵内分泌細胞の最終分化過程における変化
を解析するため、生後4週齢（未熟）と8週齢
（成熟）のマウスから膵島を単離し、Agilent 
Expression Arrayにより網羅的に遺伝子発現を
解析した（n=3）。この2群間では、インスリ
ン、Glut2など成熟膵β細胞の機能に重要な分
子の発現は、ほとんどが不変であった。この
結果は、これまでの研究結果と一致している。
すなわち、新生仔期の膵β細胞の分化成熟過
程では、生後1-2週の間に、グルコース応答性
インスリン分泌に必要な分子の発現は増強し、
細胞機能は獲得されると考えられている(8,9)。
これとは対照的に、膵島では4週齢から8週齢
の間に、多くの分子の発現が抑制されている
事が判明した。4週齢から8週齢の間に、膵島
において2倍以上の有意差をもって発現変動
が認められる遺伝子は293個（508プローブ）
存在したが、このうち、発現が抑制されるも
のは263個（443プローブ）、発現が増強され
るものは30個（65プローブ）であった。つま
り膵β細胞の分化過程では、生直後から4週齢
までは、細胞機能に必要な遺伝子発現の「獲
得フェーズ」であるのに対し、4週齢から8週
齢は、必要のない遺伝子発現の「廃棄フェー
ズ」である可能性が考えられた。（図2） 

 
 次に、このような膵島の晩期成熟分化過程
における、ゲノムワイドな遺伝子発現抑制が
どのようなメカニズムで起こるのかを解析す

るため、4週齢と8週齢のマウス膵島より分離
したDNAよりメチル化領域を濃縮し、HiSeq
を用いてシークエンスする事により、ゲノム
ワイドにDNAメチル化を解析した。その結果、
ゲノム全体では、4週齢の膵島のDNAがよりメ
チル化されていたが、Igfbp4などの成熟膵島で
発現が抑制される分子の制御領域では、8週齢
のDNAでよりメチル化が認められた（図3）。 

 
 これらの結果を確認するため、Bacterial 
Artificial Chromosome (BAC)を用いて、成熟
膵β細胞に発現する転写因子Mafaのレポータ
ーマウスを作製し(10)、その膵島をFACSにより
Mafa陽性とMafa陰性細胞に分離し、それらの
遺伝子発現を解析した。その結果、8週齢で発
現が抑制されている遺伝子の発現は、Mafa陽
性成熟膵β細胞群においても抑制されていた。 
 
 以上より、膵β細胞の最終分化過程で、機
能的な膵β細胞が形成される過程において、
ゲノムワイドな遺伝子発現抑制が生じてお
り、それに DNA メチル化が関与している事
が明らかになった。 
 
(3) 糖尿病の膵β細胞障害における、DNA メ
チル化による遺伝子発現制御機構の解明 
 
 以上のように本研究の結果、『成熟膵島で
抑制されている』多くの遺伝子が同定された。
これに関連して最近、Schuit(11)や Rutter(12)ら
は、様々な種類の細胞における遺伝子発現を
網羅的に解析し、『他のほとんどの細胞では
発現しているが、膵β細胞では特異的に発現
が抑制されている分子』を同定し、これらを
『β-cell disallowed genes』と名付けた。これ
ら 14～60 種類の分子は、その発現が増強す
ると、膵β細胞機能を障害して、糖尿病の病
態に関与する可能性がある事が、分かってき
ている。我々が同定した『成熟膵島で抑制さ
れている』分子群はこれらの一部を含んでい
るが、機能未知の遺伝子も多い。そこで糖尿
病モデルマウス db/db の膵島において、db/m
を対照として、これら『成熟膵島で抑制され
ている』分子の発現を解析した。その結果、
同定された分子群の多くで、 糖尿病モデル
マウスの膵β細胞における発現増強が認め
られた。すわわちこれら分子は、晩期成熟過
程で、その発現を抑制されることにより、効



率的なグルコース応答性インスリン分泌に
貢献し、糖尿病の膵 β 細胞においては発現が
増強し、膵 β 細胞機能を障害する可能性が予
測された。これらは糖尿病における新しい膵
β細胞障害メカニズムになり得る。 
 
 そこで、膵β細胞におけるこれらの遺伝子
発現変動を実証するため、糖尿病モデルマウ
スにおける膵島の網羅的遺伝子発現解析と共
に、Cre-loxPシステムを用いた膵β細胞の細胞
系譜追跡実験を施行した。その結果、db/dbや
低容量ストレプトゾトシン投与マウス、Mafa 
KOマウスなどの糖尿病あるいは耐糖能異常
を呈するマウスの膵島に、インスリンの発現
が低下あるいは消失した膵β細胞が存在し、
それら膵β細胞に、グルカゴン、Mafb、『β
-cell disallowed genes』の一部など、『成熟膵
島で抑制されている』分子の発現が増強して
いる事が明らかになった(6)。細胞系譜追跡実
験によって示される、このような糖尿病モデ
ルマウス膵β細胞の変化は、最近、『膵β細
胞の脱分化』として、他のグループによって
も報告されている(4,5,13)。 
 
 このような脱分化膵β細胞では、本研究で
新たに同定された『成熟膵島で抑制されてい
る遺伝子』の発現増強が、機能低下に寄与し
ており、そのメカニズムとしてDNAメチル化
の変動が関与している事が、強く示唆される。
今後は、このような脱分化膵β細胞における
網羅的な遺伝子発現解析とDNAメチル化の解
析が、糖尿病の病態解明に貢献すると考えら
れた。 
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