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研究成果の概要（和文）：　2型糖尿病において環境因子は重要であるが、病態に関与する分子機序は不明であ
る。本研究では、自然発症2型糖尿病モデルマウス膵島を用い、RNA-Seqとcis調節活性を反映するH3K27ac 
ChIP-Seqデータを、環境因子の有無により比較した。糖尿病の発症と進展は多くの遺伝子の発現低下を伴ってお
り、環境因子によって活性の低下するH3K27acと関連していた。これらcisエレメントには重要転写因子モチーフ
のエンリッチメントが認められ、膵β細胞機能異常との関連が窺われた。本研究により、環境因子による糖尿病
発症機構にエピゲノム・遺伝子転写発現調節機構の破綻（不全）が寄与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： Although accumulating evidence supports a role for environmental factors in
 the development of diabetes, much remains unknown about the molecular mechanisms that are involved 
in the pathogenesis. Here, we report an analysis of transcriptome of mouse pancreatic islets 
isolated from a spontaneous mouse model of type 2 diabetes (T2D) exposed to a diabetogenic 
environment. We also generated genome-wide H3K27ac profiles to detect changes in cis-regulatory 
activity underlying differential gene expression. Compared to the control condition, we found that 
the environmental exposure resulted in lots of sites with decreased H3K27ac signals, which were 
associated to lower expression of corresponding genes. Interestingly, within such regions, there was
 enrichment of binding motifs for crucial transcription factors, suggesting that epigenetic 
dysregulation driven by environmental factors can cause downregulation of islet gene expression, 
beta-cell dysfunction, and the onset and progression of T2D.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖尿病は、慢性の高血糖を臨床像とする
疾患群である。発症および進展には遺伝素因
と環境因子の関与が重要であると考えられ
ているが、その分子機構については依然とし
て不明な点が多い。ゲノムワイド相関解析の
登 場 に よ っ て 、 KCNQ1 （ Nat Genet. 
40:1092-1097, 2008）をはじめ多数の common 
diseaseと相関する一塩基多型（SNP）が同定
された。申請者はヒト膵島のクロマチン状態
をゲノム網羅的に検討し（Gaulton, K.J., 
Nammo, T. et al. Nat. Genet. 42: 255-259, 2010）、
2 型糖尿病と最も強く相関する TCF7L2 遺伝
子イントロンの SNP がエンハンサーに存在
し、遺伝子発現の cis 調節を変化させること
を明らかにした。このように、common disease
の遺伝素因は遺伝子発現の個人差に関して
基本的な意義を持つと考えられる。しかしな
がら、単一遺伝子疾患でさえも浸透率は必ず
しも 100%ではなく、2 型糖尿病 SNP のオッ
ズ比は高くても 1.4 前後であることはよく知
られており（Nature 461:747-753, 2009）、病態
の多様性は治療法選択の観点からも問題と
なると考えられた。 
(2) このような多様性は、遺伝子発現自体が
確率的に決定される（Cell 135: 216-226, 2008）
ことに起因する可能性がある。環境因子は
DNA メチル化やヒストン修飾といったエピ
ゲノム変化を介して遺伝子発現に影響を与
えることが示されつつあるが、同一の遺伝情
報を持ち、同一環境下に飼育した純系動物間
であっても、ゲノム上にはエピゲノム状態が
個体間において多様な変化を示す領域の存
在 が 知 ら れ て い る （ PNAS 107 Suppl 
1:1757-1764, 2010）。ヒトの場合には環境要因
の個人差が大きく、細胞毎のエピゲノム状態
決定にはさらに確率的要因が関与する結果、
臓器の発揮する機能は遺伝素因から期待さ
れるものからはある程度変容している可能
性が高いと考えられた。 
(3) 申請者は、肥満・運動不足といった環境
因子が糖尿病の発症過程におけるモデルマ
ウス膵島のエピゲノムと遺伝子発現に与え
る影響について、次世代シークエンサーを用
いた ChIP-Seqおよび RNA-Seqによって網羅
的な検討を行ってきた。KKマウス（Diabetes 
Res Clin Pract. 24 Suppl:S313-316, 1994）は近
交系化された自然発症 2型糖尿病モデルであ
る。糖尿病リスクとなる環境下に飼育したマ
ウス（実験群）は対照群と比較して、11週齢
では両者の随時血糖に有意差はないが、16週
齢では実験群において随時血糖の有意な上
昇が認められた。ヒト 2型糖尿病では、環境
因子によって生じたインスリン抵抗性に対
し、膵島の代償性インスリン分泌亢進の不可
逆的障害が起こると糖尿病を発症すると考
えられている（J Clin Invest. 116:1802-1812, 
2006）。KKマウスでも経過中に膵島において
種々の転写調節機構の破綻が起こっている
と推察されたが、この間の血糖値には個体差

が大きく、遺伝素因以外の要因によって病態
が容易に左右されるといった点も含めて、現
実的なヒト 2型糖尿病の発症機序を考察する
上で興味深いモデルと考えられた。 
(4) 当初は、解析に必要とされた total RNA量
の問題から、複数の動物由来のサンプルを混
合して解析を行っていた。RNA-Seqによって、
種々のモデルマウスを含めた膵島の発現変
動遺伝子を同定し、遺伝子間クラスタリング
によって、発現変動パターンの類似した遺伝
子群に分類を行うことができた。遺伝子機能
データベースである DAVID（The Database for 
Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery, Nat Protoc. 4:44-57, 2009）を用いた
検討を行ったところ、各遺伝子群には種々の
細胞機能（ER ストレス、細胞周期など）に
よって特徴付けられる遺伝子グループが複
数種類存在することが判明した。興味深いこ
とに、KK マウスでは多くの遺伝子群におい
て代償期（11週齢）には発現増加遺伝子数が
増加していたが、代償の破綻（16週齢までに
認められた血糖値の上昇）とともに発現増加
遺伝子数の減少が認められ、糖尿病発症と病
態の進行が遺伝子群を単位とする機能低下
として捉えられた。すなわち、発現変動遺伝
子を分類することによって、膵島をシステム
として系統的に理解するための枠組みを構
築できた可能性がある。 
(5) ところで、これらマウスの随時血糖高値
が顕性化する間、各遺伝子群における個々の
発現増加遺伝子を検討したところ、同一週齢
の生物学的レプリケート間でも、一致率の高
い遺伝子群とあまり一致しないものが認め
られた。すなわち、環境因子負荷に続いて誘
導される遺伝子発現変動には個体差があり、
遺伝子群の機能低下は均一ではなく、経過の
多様性に関与する可能性があると考えられ
た。 
 
２．研究の目的 

2 型糖尿病の発症時に責任臓器で起こって
いる分子生物学的変化についての詳細はほ
とんど明らかにされていない。申請者は、環
境因子負荷によって糖尿病を発症するモデ
ルマウス膵島のエピゲノムおよび遺伝子発
現について、網羅的かつダイナミックレンジ
の広い次世代シークエンサーを用いた検討
を行い、病態の背景となる変化を観察する。
多くの個体は数週間の間に多様な経過で血
糖値の上昇を示したが、この前後の解析では
既に初期段階の変化を識別することは、当初
ほとんど不可能と考えられた。そこで、本計
画開始時には、経過中の狭い範囲の時期によ
り多数のマウスについて検討を行い、経過の
個体差も視野に入れた発症要因に迫る観察
によって、新たな 2型糖尿病治療標的同定に
役立てることを主たる目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) マウス実験： 



9週齢まで群飼育された雄性KKマウスを、
糖尿病リスクとなる環境因子の負荷群（実験
群）と対照群の 2群に分けて飼育した。実験
群はより早期に血糖値が上昇し始めたが、耐
糖能異常の進行には個体差も認められた。膵
島採取は 11週齢（随時血糖の上昇直前）、16
週齢（糖尿病の発症後）に行った。 
(2) RNA-Seq解析： 

RNA-Seq を用いて転写産物の網羅的同定
および遺伝子発現解析を行った。 
(3) ChIP-seq解析および RNA-Seqとの統合： 
活性のあるプロモーター・エンハンサーの
マーカーとして知られるヒストン修飾
H3K27ac (Nature. 470:279-283,2011) の
ChIP-seq によって、膵島の cis 調節領域をゲ
ノム網羅的に明らかにした。環境因子の負荷
によって増加・不変・減少した H3K27ac領域
をリストアップし、それぞれにエンリッチす
る転写因子 DNA 結合モチーフについて調べ
た。また、個々の H3K27ac領域に、標的と想
定された遺伝子を割り当て、エピゲノム変化
と遺伝子発現変化につき網羅的な比較を行
った。 
(4) 特定遺伝子に着目した検討： 
膵島の代償機能を担う遺伝子、糖尿病発症
抑制に重要な役割を果たす遺伝子候補を吟
味し、機能解析実験に供することとした。ラ
ット膵 β細胞株 INS-1を用い、siRNAによる
ノックダウン実験を行った。 

 
４．研究成果 
本研究では、2 型糖尿病発症メカニズムを
考察するために、近交系化された自然発症モ
デルの KKマウスを用いた。このマウスを糖
尿病発症リスクとなる環境下に飼育すると
より早期に血糖値が上昇し始めたが、耐糖能
異常の進行には個体差も認められた。膵島を
単離し、cis調節エレメント（プロモーターお
よびエンハンサー）に着目したヒストン修飾
H3K27ac の ChIP-Seq 解析、および RNA-Seq
解析によって、エピゲノム変化と遺伝子発現
変化につき、通常飼育環境下の対照サンプル
との網羅的な比較を行った。 
糖尿病の進行前に採取したサンプルの

ChIP-Seqにおいては、シグナルに差のある領
域が多数（16,989 箇所の増加領域と 5,541 箇
所の減少領域）見出されたが、特に環境因子
負荷によって転写不活性化の方向性を示し
たエピゲノム変化には、トランスクリプトー
ム変化との間に有意な関連性が認められた。
エピゲノムと発現のいずれにおいても低下
を示した遺伝子には、β 細胞の機能上重要と
されるものが多く認められ、病態の進行に関
与する所見である可能性がある。このような
「活性低下型」cis調節エレメント領域には複
数種類の重要転写因子モチーフのエンリッ
チメントが観察され、網羅的なトランスクリ
プトーム変化の原因的意義を示すものと考
えられた。ラット膵 β細胞株 INS-1を用い、
結合が想定される転写因子の機能喪失実験

によって転写因子モチーフの機能的意義の
検証を試みたところ、標的遺伝子の発現変化
とともにインスリン分泌能の変化を起こす
ものも認められた。 
膵 β細胞において、機能的に重要な転写因
子はプロモーター・エンハンサーなどの結合
領域にてヒストン修飾変化を介して標的遺
伝子転写を活性化するが、本モデルにおいて
は、環境因子による糖尿病発症機構にこのよ
うなエピゲノム・遺伝子転写発現調節機構の
破綻（不全）が寄与している可能性が示唆さ
れた。 
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