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研究成果の概要（和文）：1型糖尿病187例を解析対象者とし、これら対象者の保存DNAサンプルを用いて候補
micro RNAをターゲットとしたアンプリコンシークエンスを次世代シークエンサーにて行った。その結果、対象
とした187例の解析をそれぞれ2回施行したが、いずれにおいてもDNAからのアンプリコンシークエンスの際に形
成するクラスターが不十分もしくは過剰形成となり、シークエンサーでの解析判別が不可能であった。
この結果から、新たに新規発症1型糖尿病26例における血清micro RNAの発現量と臨床的特徴の関連について検討
したが、臨床経過と候補としたmicro RNA発現量との間に有意な関連は見いだされなかった。

研究成果の概要（英文）：One hundred eighty seven children with type 1 diabetes, who showed positive 
for β-cell associated antibodies and exhausted endogenous insulin secretion, were studied. Using 
their stored DNA, we performed amplicon-based assay for targeted resequencing of the DNA, targeting 
the 69 candidate micro RNAs, with next generation sequencer. We conducted this procedure twice, 
however,the results were not provided, because of poor clustering or excessive clustering from DNA 
samples. It was impossible to perform the same procedure using the same DNA samples. We therefore 
evaluated association between clinical features and vivo expression of micro RNA in newly diagnosed 
patients with type 1 diabetes.However, we did not find significant association between dose of 
expression of miRNA and all the clinical features, including onset-age, onset- type of diabetes, 
presence of β-cell associated antibodies and residual β-cell function.
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病は成因分類により、１型糖尿病、２

型糖尿病、その他の特定の機序による糖尿病、
妊娠糖尿病の４型に分類される。1 型糖尿病
は、主に膵島特異的な Th1 優位の自己免疫機
序により膵β細胞の破壊を生じ、絶対的なイ
ンスリン分泌の低下あるいは欠乏の結果発
症するとされる。一方 1 型糖尿病の発症に関
連する遺伝子に関しては、GWAS などの手法
により責任遺伝子として、HLA 遺伝子
（HLA-DRB1, DQB1 ,DPB1, A,B,C）、HLA
以外の糖尿病感受性遺伝子（INS 遺伝子、
CTLA4 遺伝子、PTPN22 遺伝子、RGS1 遺
伝子、IL10 遺伝子、AFF3 遺伝子など）、糖
尿病発症・感受性候補遺伝子（MICA遺伝子、
MyD88 遺伝子、TLR2 遺伝子、TLR3 遺伝子、
TLR4 遺伝子など）が同定されている。しか
し 1型糖尿病の中でこれらの既知遺伝子異常
を有する患者はむしろ少数であり、本症の発
症には、既知遺伝子以外の遺伝子が関与する
ことが示唆されている。 
他方、近年になり 1 型糖尿病発症早期にお

ける血清 micro RNA の変化が種々の論文で
報告されており、膵島特異的な自己免疫発症
機序に関連して特定の micro RNA が発症に
関連することが示唆されている。そして 1 型
糖尿病発症の遺伝子要因として、イントロン
領域にコードされる micro RNA 多型が存在
する可能性があり、新規遺伝子あるいは疾患
感受性に関連する多型が存在する場合には 1
型糖尿病発症の疾患感受性に関与している
可能性がある。しかしながら１型糖尿病発症
機序に関連する micro RNA の新規遺伝子あ
るいは多型について検討した論文は極限ら
れており、更に小児期発症１型糖尿病におい
て RNA の新規遺伝子あるいは多型に関して
検討した論文は未だない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、小児期発症１型糖尿病の

microRNA 新規遺伝子の発見と機能解明お
よび micro RNA 多型の検討により、１型糖
尿病の疾患発症機序の発見と疾患重症化お
よび疾患進行に関連する因子を解明するこ
とにある。そしてこれらの結果から小児期発
症１型糖尿病の発症予防法の確立あるいは
新たな治療法の開発を通して、１型糖尿病を
有する患児および家族の診療に寄与するこ
とおよび成育医療研究の進展に貢献するこ
とにある。このことは小児期発症１型糖尿病
の長期的予後を改善するばかりでなく、１型
糖尿病患児および家族の QOL を改善するこ
とに繋がる。 
 
３．研究の方法 
15歳以下の小児期において発症した1型糖

尿病患児を対象として、対象から採取した
micro RNA を用い、micro RNA の新規遺伝子
あるいは多型の有無およびその機能を明ら
かにするために、 

(1) 小児期発症 1 型糖尿病児における micro 
RNA 新規遺伝子を発見する。 
(2) 小児期発症 1 型糖尿病児における micro 
RNA 多型解析を行う。 
(3) micro RNA 多型における機能解析を行う。 
(4) micro RNA 多型解析の結果を明らかにし
多形の存在が確認できたmicroRNAについて、
micro RNA 多型における機能解析を行い、小
児期発症１型糖尿病発症との関連を明らか
にする。 
 
小児 1型糖尿病における micro RNA 多型解析 
(1) 研究対象の抽出 
１型糖尿病は膵島特異的な自己免疫機序を
介して膵β細胞の破壊を来たし、内因性イン
スリン分泌が欠乏し発症する糖尿病である。
本研究においては膵島特異的な自己免疫の
関与が明らかな典型的な1型糖尿病小児例を
抽出し対象とする。具体的には、小児インス
リン治療研究会第3コホートに登録されてい
る 15 歳以下発症の小児 1 型糖尿病児 736 例
(男/女=331/405、平均年齢 10.2±3.2 歳、平
均離病期間 3.3±3.0 年)から、発症時におい
て膵島関連抗体であるインスリン自己抗体、
glutamic acid decarboxylase：GAD 抗体、
insulinoma-associated 2 molecule：IA-2 抗
体のいずれかあるいは複数の抗体が陽性で
ある症例を抽出し、発症年齢および性別を考
慮して約200名の対象を研究対象として抽出
する。 
小児インスリン治療研究会の検体は、現在、

国立成育医療研究センター分子内分泌研究
部内にて保管されている。 
尚本研究を開始するに際して、小児インス

リン治療研究会第3コホートに登録されてい
る本研究に関する対象の全員およびその家
族、保護者から研究に関する同意を書面にて
得ており、本研究の倫理的配慮に関しては、
国立成育医療研究センター倫理委員会およ
び日本大学病院の倫理委員会の承認を得て
いる。 
 
(2) 候補 micro RNA の決定 
新規電子の発見および多型解析を行う

micro RNA を以下の条件から抽出する。 
① 膵β細胞における発生および分化に関連
することが明らかな micro RNA 
② 膵β細胞のアポトーシスに関連すること
が明らかな micro RNA 
③ 免疫担当細胞の発生・分化および機能調
節に関連する micro RNA 
④ １型糖尿病発症早期に血清中発現量の変
化に有意差を認めている micro RNA 
文献的に既に上記に示したことが明らか

となっている microRNA に関する研究が多数
報告されており、これらの micro RNA を本研
究における候補 micro RNA として決定するも
のとする。 
 
(3)アンプリコンシークエンスを用いた多型



解析 
抽出した患者の DNA を用いて、候補 micro 

RNA をターゲットとしたアンプリコンシーク
エ ン ス （ イ ル ミ ナ 社  TruSeq Custom 
Amplicon Project）を次世代シークエンサー
（イルミナ社 Miseq）を用い候補 micro RNA
の多型解析を行い、１型糖尿病発症に関与す
る可能性がある塩基配列置換の抽出を行う。 
そして１型糖尿病発症に関連した新規候

補遺伝子が同定された場合には、研究対象の
第２親等までの家系に蔵する対照における
解析および年齢と性を一致させた非糖尿病
正常対照における micro RNA 変異解析を行い
評価する。 
 

４．研究成果 
(1) 研究対処とした小児期発症1型糖尿病患
児 736 例(男/女=331/405、平均年齢 10.2±
3.2歳、平均離病期間 3.3±3.0年)の中から、
発症時において前述した膵島関連自己抗体
のいずれかあるいは複数の抗体が陽性かつ
血清インスリンもしくは血清 C-ペプチドで
表されるインスリン分泌能の低下（空腹時血
清インスリン 5µU/ml 以下あるいは空腹時血
清 C-ペプチド 0.3ng/ml 以下、もしくはグル
カゴン負荷試験（0.03mg/kg・体重、最大 1mg
のグルカゴン負荷）における血清 C-ペプチド
頂値 0.5ng/ml 以下、もしくは 24 時間尿中 C-
ペプチド排泄 20µg 以下のいずれかあるいは
複数の項目が証明）が確認できた症例 187 例
(男/女=90/97、平均年齢 10.0±3.8 歳、平均
離病期間 3.2±3.0 年)を本研究の解析対象
者とした。 
これらの対象者から採取した保存DNAサン

プルを用いて、候補 micro RNA をターゲット
としたアンプリコンシークエンスを次世代
シークエンサーにて行った。しかしながらそ
の結果として、対象とした 187 例の解析をそ
れぞれ計 2回施行したにもかかわらず、いず
れの解析においても全症例においてDNAから
のアンプリコンシークエンスの際に形成す
るクラスターが不十分もしくは過剰形成と
なり、その結果アンプリコンシークエンサー
での解析判別が不可能であった。 
(2) 上記の結果を受けて、候補 micro RNA を
ターゲットとしたアンプリコンシークエン
スでは同サンプルによる解析は困難であり、
micro RNA 多型による１型糖尿病発症の機序
を解明することが困難であると判断した。 
この結果を受けて、近年になってそのター

ゲットが明らかになっている micro RNA の生
体内での発現量を明らかにすることが１型
糖尿病発症機序の解明につながる可能性を
考え、新たに新規発症で先に示した解析対象
の条件を満たす小児期発症 1 型糖尿病 26 例
(男/女=(12/14、平均年齢 10.8±3.0 歳、平
均離病期間 3.5±3.1年)における血清micro 
RNA の発現量と臨床的特徴の関連について検
討した。しかし発現解析を行ったいずれの対
象においても、1 型糖尿病の臨床的特徴であ

る発症様式（急性発症型あるいは緩徐進行
型）、発症年齢、性別、先に示したそれぞれ
の膵島関連自己抗体の抗体価、血清あるいは
尿 C-ペプチド値あるいはグルカゴン負荷試
験における C-ペプチド頂値を指標とした残
存インスリン分泌能と候補とした micro RNA
発現量との間には統計学的に有意な相関関
係は見い出されなかった。 
(3) 結論 
①小児期発症１型糖尿病の microRNA 新規遺
伝子の発見と多型解析および機能解明は行
えなかった。 
②他方、血清 micro RNA の発現量と臨床的特
徴の関連について有意な関係は見いだされ
なかった。 
③これらの結果から、今回行った検討では、
小児期発症1型糖尿病に関連する発症機序の
解明および本症の臨床経過、進行、重症度お
よび長期予後に関連する因子を解明するこ
とは出来なかった。 
④今回の検討では解明されなかった小児期
発症１型糖尿病の発症予防法の確立あるい
は新たな治療法の開発が今後新たな研究に
よって期待される。そしてこれらの研究が、
１型糖尿病を有する患児およびその家族の
診療に寄与することおよび今後の小児１型
糖尿病における成育医療研究の進展に貢献
することが期待される。 
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