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研究成果の概要（和文）：１型糖尿病は、膵臓でのインスリン分泌細胞（β細胞）に対して組織特異的自己免疫反応が
生じ発症する。β細胞のみが破壊されるメカニズムを解明し治療に応用する目的で、１型糖尿病の候補遺伝子群と複数
の臓器特異的自己免疫疾患（β細胞：１型糖尿病、甲状腺：バセドウ病・橋本病、毛包：円形脱毛症）との関連解析を
行ない、膵島に対する組織特異的自己免疫反応に関連を示す遺伝因子を解明した。ヒトにおいて関連が示されたMafA遺
伝子をノックアウトした１型糖尿病モデルマウスを作出したところ、１型糖尿病発症が著明に抑制され、Mafa遺伝子は
１型糖尿病の発症機序に関わる重要な遺伝子であることがin vivoにて確認された。

研究成果の概要（英文）：Type 1 diabetes is a tissue-specific autoimmune disease against insulin-producing 
beta cells in pancreatic islets. To clarify the mechanisms of beta cell-specific destruction and the appli
cation of treatment for type 1 diabetes, we identified genetic factors, including Mafa gene, for islet-spe
cific autoimmune response by association studies of candidate genes for type 1 diabetes with multiple orga
n-specific autoimmune diseases (type 1 diabetes, Graves' disease, Hashimoto thyroiditis and alopecia areat
a).  Then, we established the Mafa knockout NOD mouse by speed congenic protocol. The cumulative incidence
 of type 1 diabetes in Mafa knockout NOD mouse was significantly protected in homozygotes of knockout alle
le in comparison with heterozygotes and wild type, suggesting the critical role of Mafa gene on the develo
pment of type 1 diabetes in vivo.
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１．研究開始当初の背景 
本邦の疫学研究によると強化インスリン療
法の普及にも関わらず、1 型糖尿病の死亡率
は依然として一般人口に比し高い。死亡率改
善のためには、早期の治療介入が不可欠であ
るが、インスリン治療以外の有効な治療法は
今日まで確立していない。膵ランゲルハンス
島に対して臓器特異的に自己免疫反応が生
じる１型糖尿病の発症を安全かつ効果的に
予防・阻止するためには、発症機序における
臓器特異性を規定する要因を解明し、膵島自
己免疫に対する選択的介入方法の確立が不
可欠である。これまで１型糖尿病の遺伝解析
によって同定された疾患感受性遺伝子には、
CTLA4 (Ikegami H et al. J  Clin Endocrinol 
Metab. 91:1087-92, 2006), PTPN22 (Ikegami H 
et al. Am J Med Genet A. 140:586-93, 2006) 、
SUMO4 (Noso S et al. Diabetes 54:3582-6, 
2005、Noso S et al. J  Clin Endocrinol Metab. 
91:3138-43, 2006) など１型糖尿病のみならず
その他複数の自己免疫疾患にも疾患感受性
を有するものが数多く報告されている。これ
らは、免疫細胞の活性化シグナルを抑制する
ことにより、非特異的に免疫応答を制御する
遺伝子であり、広く自己免疫疾患全般に関わ
る機能を有している。しかしこれらの疾患非
特異的な遺伝子の機能を１型糖尿病の治療
に応用する場合、１型糖尿病の標的臓器であ
る膵ランゲルハンス島（膵島）に対する自己
免疫反応のみならず免疫機能全般が抑制さ
れ予期せぬ副反応が生じる可能性を否定で
きない。対して膵島特異的な自己免疫反応の
発症機序に関わる疾患感受性遺伝子として
は 1997 年にインスリン遺伝子が報告(Nat 
Genet. 15:293-7, 1997)されて以来、新たな遺伝
子に関する報告に乏しい(Diabetes 59:759-774, 
2010)。その後ヒト（Nature 435:224-8, 2005）
およびマウス（ Babaya N et al. Nature 
435:220-3, 2005）において１型糖尿病発症の
契機となる自己抗原がインスリンそのもの
であることが判明した。また多腺性自己免疫
症候群の原因遺伝子として同定された Aire
遺伝子のノックアウトマウスを用いた報告
では、自己抗原に対する免疫寛容誘導の場で
ある胸腺において、インスリンを含む多種の
自己抗原の発現量が低下し、その結果各臓器
に対する自己抗体が生じることが示され
（Science 298:1395-401,2002）、臓器特異的自
己免疫疾患の病態に胸腺における自己抗原
発現が重要であることが証明された。こうし
た背景から本研究では、１型糖尿病患者にお
いて膵島特異的に炎症細胞浸潤が生じる機
序を、胸腺におけるインスリン発現調節因子
を同定することにより解明し、さらに遺伝学
的にリスクを有する患者に早期から安全か
つ効率的に介入可能な治療法の確立を目的

としている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、１型糖尿病発症における組織特
異性を規定する因子を同定し、その発症へ
の関与を分子レベルで解明、さらに治療法
確立へと展開することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1） ヒトにおける組織特異的自己免疫反応
を規定する遺伝素因の同定 
＜対象＞ 
近畿大学医学部附属病院に通院中の自己免
疫性甲状腺疾患患者 866例（バセドウ病 546
例、橋本病 320例）、健常対照者 221例、近
畿大学医学部附属病院皮膚科に通院中の円
形脱毛症患者 110例から、詳細な問診と血清
学的データおよび DNA サンプルを収集した。
さらに国内３施設（長崎大学、埼玉医科大学、
埼玉社会保険病院）から１型糖尿病患者 532
例、健常対照者 346例、および米国コロラド
大学George Eisenbarth教授から１型糖尿病
患者 228例、健常対照者 223例の DNAサン
プルを収集し、多施設共同研究をおこなった。 
＜遺伝子型の決定＞ 
HLA-DRB1およびHLA-DQB1については、
PCR-RFLP法、PCR-SSO and/or SBT法に
より決定した。CTLA4遺伝子 rs3087243多
型 、 MafA 遺 伝 子 Gly346Cys 多 型
（rs62521874）のタイピングについては、
PCR-RFLP法を用いた。 
 
（2） 動物モデルを用いた組織特異性を規定
する遺伝子の機能解析 
＜対象＞ 
Mafa ノックアウト ICR マウスは、筑波大学高
橋智先生より御供与頂いた。NOD/Shi マウス
は、大阪大学医学部動物実験施設にて維持交
配されていたものを用いた。全ての実験は
Specific pathogen free の環境下において行
なわれた。 
＜Mafa ノックアウト NOD マウスの確立＞ 
スピードコンジェニック法を用いて、Mafa ノ
ックアウト ICRマウスを NODマウスに戻し交
配をおこなった。既報の通り背景遺伝子をタ
イピングし（ Noso S et al. Diabetologia 
47:221-224, 2004）、NOD 型への置換率が高いマ
ウスを次世代へ選択交配をおこなった。 
＜累積糖尿病発症率の解析＞ 
ノックアウトアリルについてホモ接合体、ヘ
テロ接合体、野生型の雌性マウスおよび雄性
マウスの累積糖尿病発症率を確認する目的
で、週に一度尿糖をテステープにて 300 日齢
まで確認した。統計解析は Logrank test を
おこなった。 
 
４．研究成果 
（1）ヒトにおける組織特異的自己免疫反応
を規定する遺伝素因の同定 
 



① 膵島自己免疫を合併する他の自己免疫疾
患患者についての臨床的・遺伝的検討 
バセドウ病や橋本病といった自己免疫性甲
状腺疾患（AITD）には、膵島関連自己抗体で
あるGAD抗体の陽性者が高率に存在し（5.8％ 
vs 2.1%, p<0.01）、GAD 抗体陽性者には糖尿
病合併率が有意に高率であること（40.0％ 
vs 10.1%, P<0.0001）を多数例で検討し報告
した 13。また GAD 陽性者の抗体価を症例数で
二分位に群分けした層別解析では、GAD 高抗
体価群における糖尿病合併率は、低抗体価群
に比し有意に高率であった（64％ vs 16％, 
P=0.001、図１）。遺伝子解析においては、GAD
抗体陽性 AITD 患者では、１型糖尿病に対す
る疾患感受性 HLA ハプロタイプである
DRB1*04:05-DQB1*04:01 が健常対照者に比し
高率であること（59.5％ vs 29.1%, Pc:＝
0.01）、GAD 抗体陰性の AITD 患者では健常対
照者に比し、DRB1*01:01-DQB1*05:01 が低率
で （ 5.1 ％ vs 16.1%, Pc ＝ 0.01 ）、
DRB1*08:03-DQB1*06:01 が高率であること
（27.8% vs 13.9%, Pc: 0.0098）を示し、AITD
患者のなかでも膵島に対する組織特異的自
己免疫反応を有するか否かで、遺伝的に異な
る特性を有することを示した 13。CTLA４遺伝
子多型については、GAD 抗体陽性者と陰性者
で有意な差は認めず、AITD に疾患感受性を示
す結果が示され、膵島に対する組織特異的自
己免疫反応の有無に関わらず AITD の疾患感
受性に関与している可能性が示された 13。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ GAD 抗体陽性 AITD 患者、非自己免疫性
甲状腺疾患患者（Non-AITD）、健常対照者に
おける GAD 抗体価と糖尿病合併者（文献 13） 
 
② 毛包に対する組織特異的自己免疫疾患で
ある円形脱毛症に合併する膵島自己免疫
と甲状腺自己免疫の検討 
円形脱毛症は、最も頻度の高い自己免疫疾患
の 1つであるが、本邦における臨床的遺伝的
特徴は必ずしも明らかではなかった。我々は
円形脱毛症患者 110 例を収集し、詳細な問診
を聴取すると共に血清学的に膵島自己免疫
と甲状腺自己免疫の合併を検討し報告した 19。
その結果、円形脱毛症患者に合併する自己免
疫疾患としては、AITD が最も多く 7.3％であ
ったが（バセドウ病 5.5％、橋本病 1.8％）、
１型糖尿病を合併する症例は１例も認めな
かった（0％）。血清学的解析では、円形脱毛

症患者における膵島自己免疫反応の合併率
は、健常対照者と同等であること（GAD 抗体：
3.6％ vs 2.1%, NS, IA-2 抗体：1.8％ vs 1.3%, 
NS, インスリン自己抗体：0.9％vs 1.3%, NS）
を示した。対して、甲状腺自己免疫は高率に
合併することを示した（TSH 受容体抗体：
42.7% vs 1.2%, P=1.6x10-46,TPO 抗体：29.1% 
vs 11.6%, P=1.7x10-6 ）。遺伝子解析では、
１型糖尿病に対する疾患感受性HLAハプロタ
イプである DRB1*04:05-DQB1*04:01 が、円形
脱毛症患者では１型糖尿病患者に比し、有意
に低頻度であり（10.5％ vs 29.5%, P<0.0001、
図２）、１型糖尿病の疾患抵抗性ハプロタイ
プである DRB1*15:01-DQB1*06:02 は、1 型糖
尿病に比し、有意に高頻度であった(9.5% vs 
0.4%, P<0.0001、図２)。この結果は、HLA ク
ラスⅡハプロタイプが、円形脱毛症患者にお
いて膵島に対する組織特異的自己免疫の合
併頻度が少ないことに関与している可能性
を示唆している 19。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 円形脱毛症患者（AA）、健常対照者
（control）、１型糖尿病患者（T1DM）におけ
る HLA クラスⅡハプロタイプ頻度(文献 19) 
 
③ ヒト１型糖尿病における組織特異性を規
定する遺伝素因の同定 
我々が 2010 年にヒト１型糖尿病の組織特異
的自己免疫反応に関わる新規疾患感受性遺
伝として報告した MafA 遺伝子(Noso S et al. 
Diabetes 59:2579-2587, 2010)について、 
国内３施設（長崎大学、埼玉医科大学、埼玉
社会保険病院）と多施設共同研究をおこない
報告した 2。３施設における独立した再解析
においても MafA 遺伝子多型はマイナーアリ
ル頻度に有意差を認め（オッズ比 0.56, 
P=0.02）、第一報とのメタ解析ではサマリー
オッズ比 0.49, P=0.0013）と有意な関連を認
めた。さらにこの関連は、１型糖尿病の組織
特異的自己免疫反応との関連が示されてい
るインスリン遺伝子多型と相互作用を示し、
インスリン遺伝子多型のリスクアリルを有
する場合に、関連が強まることが示された
（オッズ比 0.47、P＝0.00097）。欧米白人に
おける解析では有意差を認めず（オッズ比
1.14、NS）、MafA 遺伝子は、一般人口のほと
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んどがインスリン遺伝子多型のリスクアリ
ルを有する日本人において、インスリン遺伝
子多型と相互作用を示して１型糖尿病の発
症に関わる疾患感受性遺伝子であることが
示された 2。第一報では、すでに AITD 患者と
MafA 遺伝子多型が関連を示さないことを報
告していたが、さらに円形脱毛症患者におい
ても検討し、有意差を認めなかったことから、
甲状腺自己免疫や毛包自己免疫とは関連せ
ず、膵島に対する組織特異的自己免疫反応に
関わる遺伝素因である可能性が示された 2。 
また、１型糖尿病の病型を、急性発症典型例、
緩徐進行、劇症の３病型にわけて層別解析を
おこなったところ、急性発症典型例において
のみ関連を認めた（オッズ比 0.53、P＜0.03）。
このことは、MafA 遺伝子が典型的な自己免疫
性１型糖尿病の発症に関わる疾患感受性遺
伝子であることを示唆している。 
 
（2） Mafa ノックアウト NOD マウスの確立 
NODマウスへの戻し交配におけるN5世代にお
いて背景遺伝子がNOD型への置換率１００％
を確認し、N6世代におけるヘテロ接合体の兄
妹交配をおこなった。その結果得られた、雌
性マウスのホモ接合体、ヘテロ接合体、野生
型について自然発症累積糖尿病発症率につ
いて検討したところ、野生型に比しヘテロ接
合体において有意に発症が抑制されていた
（95.6％ vs 60.0%, P<0.0001）。またホモ接
合体はヘテロ接合体に比し、有意に発症が抑
制されていた（60.0％ vs 5.6%, P=0.0004、
図３）。雄性マウスにおいても同様の傾向が
得られた、雄性 NOD マウス（野生型）の発症
率が低いため有意差には至らなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ Mafa ノックアウト NOD マウス（雌性マ
ウス）の野生型（WT）、ヘテロ接合体（HT）、
ホモ接合体（KO）における累積糖尿病発症率 
 
このことは、Mafa 遺伝子の欠損により１型糖
尿病モデルマウスの糖尿病発症率が修飾さ
れることを意味し、Mafa 遺伝子が１型糖尿病
発症に関与していることを in vivo で示す結
果と言える。 

上記の結果は、2013 年に開催された 49th 
European Association for the Study of Diabetes 
Annual Meetingにおいて口演発表した。 
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