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序章 研究の背景



t1}一節織尿病の概観

.. 尿病は主主体内でのインスリンの効果が低下し、糖代絡をはじめとしたさまざまな体総兵常が

おこる疾患である。患者数は目本人だけでも 20人に l人、つまり 500万人以上もの人が橋忠

していると推定されている。機尿病状態が長〈続くと網膜 ・腎1最・神経などに特平干の毛細血管隊

等を生じるほか、何年齢の対照1の人に比べて動脈硬化の進展の速度が.Ij!・くなることや感染悠 ・衡

の発生の頻度が潟〈なることが知られている。このことは、患者本人の般失になるばかりか社会

的見地から見ても大きな人的・経済的指Hたをもたらす結果になるので、総尿病の成因の解明と治

療法の繕立は現在非常にls}l!な課題となっている。

調書尿病は大き〈インス リン依イ'f.l電車ま尿紛 σDDM:in印 lin必 pcnd∞1diabc回 meUitus)とインスリン

jIjl依存性緒尿病(NIDDM:聞仲間制lin批院川畑tdia恥蜘 mellilUS)とに分けられている。前者は免疫

学的機序4こより勝旗ランゲルハンス烏β細胞が破損されてインスリン分泌の絶対的低下がおきた

病理員であり、小児期1に多く発症する。後者はインスリン分協の相対的低下とインスリン作用の低

下の両者が加わって主に成人になってから発症する病態であり、日本人の総尿病の約95%を占

めている。遺伝子が共通な一卵性双生児をmいて総尿紛の先症の一君主帯をZ調べた研究の結果、片

方に絡尿病の発症を見たときにもう片方にも結尿病がおこる割合は、発定時期に差があることも

考慮に入れればインスリン依存役割5尿病では約 ~5%、インスリン非依存性総尿病では約 83%

であった。一方、 ニ卵性双生児におけるー主主準はインスリン依存性総尿病では 0%、インスリン

非依1?性総尿病では約40%であり、 一卵性双生児における発症のー致率より宥愈に低かった九

この結果は泌尿病の発掘Eには遺伝閃子が関与しており、特にインスリン非依存性総尿病における

遺伝因子の関与の稜j交が大きいことを示している。もちろん、総尿病はこの遺伝関子だけではな

かなか免症せず、肥満、過食、ストレス、運動不足、ウイルスといった外的 ・環境関子が加わっ

てはじめて祭症するのであるが、双生児の研究から遺伝因子が泌尿病発症に緩めて重要な役割を

来たしていることがよく理解される。この遺伝関子とは、突き詰めて考えるならば何らかの遺伝

子の異常ということになるであろうが、残念ながら最近までに実際に同定された総尿病のm図と

なりうる遺伝子はほとんどないと 討ってよい。わずかにインスリン制》とインスリン受容体問のi宣

伝子異常によっておこる瀦尿病が少主主知られているだけである。より多数の悠者の原因となって

-2-



いる遺伝子異常がいくつか存在するはずであり、それらをひとつひとつ餅列していく必要がある。

泌尿病の発症悶チを遺伝子レベルで解明する前段階としてまず、車唐尿mの病主要を分子レベルで

概観しておく必裂がある。務尿病の病態は大きくE車線ラングルハンス烏β細胞からのインスリン

の分泌の低下と、筋肉、肝臓、脂肪組織などのインスリンの綴的臓器におけるインスリン作mの

低下とに分けることができる。 Fig.1はインスリンとグルコースを中心として総代泌をごく簡単

に様式閣に表わしたものだが、結尿病の瓜閃となる異常のほとんどはこの図のどこかのステップ

にあると考えて大きな鋲りはないであろう。

t主体内の綴?~の俊能や将.々の代3贈ステップには普通かなりの余力があり、 遺伝的に部分的な軽量

.mの欠陥があっても病的な症状はほとんど表にでないが、 Fig.1の総代測機併に闘しては余力が

ほとんどないようである。それは、進化の歴史においてヒトを含めた動物は飢餓状態にあること

の方が将通であり、生命保持に必~な血液中のグルコースを異化作用によってE量生する必要はあっ

ても、同化作用によってグJレコ四スを体内に蓄積する働きのあるインスリンはあまり必要としな

かったためだと思われる。機能に余力がないということは Fig.1のどのステップの縫い持常でも

絡尿病は発症しうるということであり、現代という飽食の時代において獄尿病の忽者が多数存在

している事実がうまく総切できる。

四時間licJH;ell 

(insulin問問ion)

Fig. 1 Insulin S民間ionand Act.ion 

glu∞se glucose 

largel∞H 

(insulin action) 

In pancn:atic l3-<:cll， glu∞se i5 lnlnsponcd in岡山e凶 IlhroughGLUT2 (gl叫 O帥岡市伊門町type2)，間d

由。m剖abolicp昨 duc問。fgluco担 induceinsulin s∞rction. ln Wgcl cells such a，s m凶 cle聞 df.1 tiss肌

insuJin binds阿川su1inrO∞ptor加 dLranslocates GLUT4 (glu∞田Lransportonype4)回出eeell surf aee 

出roughsignal transduction m∞hanism. Anyabnonnaliti闘 in由escI抽出waysc制 becandidates to回 use

diabe岨smellitus 
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Fig.1の中で分子レベルまで解明されているものはまだ少数であるが、その中でグルコース代

謝に関与しているグルコキナーゼ(glu∞ki崎純)が重要な働きをしていることが般近明らかになっ

てきている。そこで、本論文においてはグルコキナF ゼに終点を当てて、この酵素が総尿病、中

でもインスリン非依存性瀦尿病の原因としてどのように関与しているか考察していきたい。

第二宣告 グルコキナーゼの性質

グルコキナーゼ (ATP・D.gluc<即 6仲田phOl品川fcrase.EC 2.7.1.2)はグルコースをリン酸化してグ

ルコース 6リン酸に変換する解絡系の第一段階に位置tする匝事業である。この活性を持つ鮮当医はヘ

キソキナーゼ(hcxokin制)と総称され、ホλホフルクトキナーゼ(洲、05凶OfOUCloki岨湖、ピルピン

IIIキナーゼ(pyruva臨 ki陥部}と並んで解織系の中でflt迷段階を権威している霊安な形祭である。グ

Jレコキナーゼはへキソキナーゼのー厳重2であり、ヘキソキナーゼ lypeIVとも呼ばれる。この酵素

は他のへキソキナーゼ (lypc1 ・III)と典なり、次のような蛾君事分布、術途上の特徴、 M~話学的特性

を宥している"、

1)勝股ランゲルハンス烏β細胞と肝臓にのみ傍紫活性が認められる。

2) 分子量は*'~ 50 kDで、他のヘキソキナーゼのおよそ半分の大きさである。

3)他のヘキソキナーゼと典なり、グルコース 6リン酸による produCIinhibiuonを受けない。

4 )グルコースに対する Km他が 10・15mMと潟〈、生理的グルコース濃度の範闘で活性が大

きく変化する。

5)グルコースに対するまE質特典性が他のヘキソースに比べておい。

ζのような佐賀は、グルコキナーゼがグルコースセンサーとして機能する可能性を示している。

つまり、グルコキナーゼは総代泌を考える上で1ß~ーな磁器に発現しており、勝ランゲルハンスIi，\

F細胞におけるグルコース利JIlの反応・i車JJrや Km怖がグルコキナーゼの反応迷皮やぬn他とよ〈

ー致し、グルコース以外のヘキソースはほとんどインスリン刺激活性を持たず、またグJレコキナ

ーゼの阻筈剣である D-m胡 nohcPlul閥、 alloxan、ninhydrinはインスリン分法、も抑制することなど

をよく:!lI.~l しうるのである明。
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なお、ラットの勝mランゲJレハンス向においてはグルコキナーゼは可溶性薮自質の約 0.02%を

占めていると見積られており、肝臓においては飴児期には党現していないが生後 15日位から発

現して生後30 日で成体と同じレベルの可溶性蛋白質のt~ 0.1 %に逮すると推定されている川。

B革綴ランゲルハンスぬβ細胞はグルコース汲I.iに応、じてインスリンを分告官、する。また、肝臓は

グルコースやインスりン汲皮に応、じて絡事IJJII、lU野生を行う。この機4揮をグルコキナーゼを中心

にして錨くと Fig.2のようになる。勝β締IJQではグルコースは受動的グルコース愉送体 (GLUη}

を過して細胞内に入札解糠系、 TCAcycle、ミトコンドリア電子伝達系を経て代自信される。その

結巣、 ATPjADP比がb聞大し、 ATP感受性カリウムチャンネルが抑制されて細胞肢が脱分栂をお

こし、緩いて電位依存性カルシウムチャンネルが開き、細胞内'/J)レシウム濃度が上昇して最終的

4こインスリン分波‘が促進される明。

Pancreatic 

βcell 

Fig.2 FunclIon of Glucokinasc 

Liver 

Glucokinase is cxprcsscd in阿古I'Catic~-ceHs and liver. Glucokin制 phosphorylat<国 gluco記 to

prod凶:cgl凶ゆ田・ふphosphalCas山cfirsl step of lhe glycolylic pa山way.lt is the key町田戸ne(<町

iosulin蹴削凹inpancl'Calic ~・cellsand glucose ulilizalion in the liver. 
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E革β細胞のグルコキナーゼf首位が低下するとグルコース刺首位からインスリン分泌までの伝途が

行われにくくなるので、同じ量のインスリンが分惨されるためには理論的には高波皮のグルコー

スが必~になる。また、 R干織においては主としてグルコースがグリコーゲンとして蓄積される過

程でグルコキナーゼは働いている。したがって、グルコキナーゼ活性が低下するとグリコーゲン

への転換効準が恵くなり、食後の高血織の瓜閃になりうると考えられる。 MalSChinskyはグルコキ

ナーゼ活性が 15%低下すれば臥絡はよ持するだろうと予想している九以上のような理由で、グ

ルコキナーゼのなんらかの異常は泌尿病の源開となりうるのである。解槍系の鯵3転では、ホスホ

7)レクトキナーゼ(phosphofruc加kin蹴}やピルピン措置キナーゼ(pyruva悼 ki陥団}も律違段階を僧成

している1fi'fーな鯵素であるので、その典常で.M尿病が発症する可能性は充分考えられる。グルコ

ース代織の第一歩であるグルコース鎗送体{勝F細胞および肝臓では GLlTf2)については鎗送

速度が非常に述いので Fig.2の流れの中ではw速段階とはなりえず、その典常によって糠尿病が

おこる可能性は低いと考えられている削〉。

最近、防母のへキソキナーゼ日遺伝子を導入したトランスジ£ニツタマウスが作製され、グル

コキナーゼのグルコースセンサーとしての役'泌が俗体レベルで明らかにされた14.15込酵母ヘキソ

キナーゼBはグルコキナーゼと向織にグルコース 6リン酸による prodUClinhibiuonを受けないが、

グルコースに対する鋭利性はヘキソキナーゼト凹と問機に高いという性質を持っている。この

遺伝子をラフトインスリン日プロモーターに接続して勝β細胞に特典的4こ発現するトランスジェ

ニツクマウスが作製された。そのマウスから分雛された勝ランゲルハンス』るを種々のグルコース

浪Ii:の拘:在下に縫饗してインスリンの分波‘状態を潟べたところ、 3・9mMの低いグルコース汲JJt

ではコントロールに比べておよそ 2f告のインスリン分泌黛の増加を認めたが、 ISmM の~Ii:では

コントロールとの附で会〈分泌量に差が認められなかった。これはグルコキナーゼと類似した性

質の両手母ヘキソキナーゼ8の発漢によりグルコ Fスセンサー機能が~化したことを示す成績であ

り、非常に興味深い。
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第三節 目本人の糠尿病とグルコキナーゼ

市~lmで述べたように、インスリン非依存性総尿病の基本病態として、勝β細胞でのインスリン

分惨不全(特にグルコース反応性の低下)と末楠組織でのインスリンの作用の低下が挙げられる

が、このどちらがより本質的であるのかは議拾の分かれるところである。アメリカの PimalI叫泊n

は繍尿病を高率に発起する種族として匁lられているが、その PimaIndianを解析した研究からは、

インスリン作III の低下(インスリン~Ð'C性)が綾初におこって耐結能異常が生じ、そこにインス

リン分泌低下が加わって糠尿病が先必ずるという t附 -stepm町民lが提唱された崎。しかし、日本人

のインスリン非依存性総尿病では、むしろインスリン分泌低下の方がより本質的であると考えら

れている山九グルコキナーゼは前節で述べたように腕F細胞でグルコースセンサ}として働い

ていると考えられるので、その異常がおきればインスリンの分泌典常がおきることが予想される。

したがって、日本人においては欧米人以上にグルコキナーゼが績尿病の原因の候補遺伝子

(倒叫j也出ge間}と して注目されるのである。

第四世ii グJレコキナーゼ遺伝子とアイソフォーム

グJレコキナーゼの cDNAは、グルコキナーゼに対する抗体を用いて 1987年に初めてラット

の肝臓から111-_された問。引き続いて、ラットの勝F細胞と廊下蚤体からグJレコキナーゼの

cDNA、およびゲノム DNAが相次いでクローニングされた>>割。その紡巣、 B革P細胞のグルコキ

ナーゼの mRNAは肝臓のグルコキナーゼの mRNAよりおよそ 2∞bp長いことがわかったが、こ

の途いはN末織の配列の者二l.iiに基づいていた。ゲノム修造を宮崎ベた結J峰、ラットの勝F細胞と肝

臓のグルコキナーゼ遺伝子は両方とも 1Oi闘のエクソンから御成され、調~2 エタソンから第 1 0 

エクソンまでは共通であるが第lエタソンについては勝p細胞と肝綴では買もなったプロモーター

を事IJmしていることがlIJI9Jした。肝阪の第 Iエクソンは!:li2-10エクソンに比敏的近接して干f

aしていたが、 E革戸細胞の!f51エクソンは他のエクソンの 12kb以上も上流に位低していた。こ

のようにa1temativcs伊Iicingによって肝肢と勝戸細胞とでは災なるアイソフォームが生成されるわ
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けであるが、このl局者をサイトメガロウイルスのプロモーターに接絞して NIH3η 細胞で発現さ

せたところ Km や Vm拙などの両手索活性には~が認められないことがわかった叫。この結果は肝

臓および勝β細胞のグルコキナーゼil;役を直後調べた結果とよく一致している川。

B革β細胞と肝臓とではグルコキナーゼの先現の制御機栴は会〈異なっている。 E革戸細胞のグル

コキナーゼの発現は主にグルコース泌JJrにより調節されており、肝臓のグルコキナーゼの発現は

主にインスリンによって綱節されている島崎。 E革F細胞と肝臓のグJレコキナーゼ遺伝子がそれぞ

れ災なった第 lエクソンを持つということはそのよ流に存在する転写制御鎖減も互いに異なって

いると考えられるので、両者の発現調節被併の中日i草を説明するのに都合がよい結果となっている

革調、。

以上はラットの遺伝子でI珂らかにされた知見である。ヒトの遺伝子併進についてはまだ知られ

ていないので、 1n-~宮に述べるようにまずそのクロ四ニングを試みた。
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第一章 ヒトグルコキナーゼ遺伝子のクローニング
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ヒトのグルコキナーゼ遺伝子の異常を見つける第一歩としてヒトグルコキナーゼ遺伝子のゲノ

ム帰途と温法配列を決定する~，、妥がある。序~で述ペたように、ラットにおいては際線ランゲル

ハンスap細胞裂と肝臓塑のグルコキナーゼl咽方のcDNAおよびゲノム併逃がすでに知られて

いた砿n弘一般にグルコキナーゼのように生体にとって重姿な遺伝子の塩基配列やゲノム機造は

動物締を鎗えて保存されている。そこで、まずラットのグルコキナーゼ遺伝子のー都を

poゆn白為時chain陀acb∞伊CR)tまーを用いて相側し、これをプロープとして用いてヒトゲノムライ

ブラリーをスクリーニングしてグルコキナーゼ遺伝子を単簾することとした。なおラットの遺伝

子において p細飽製グルコキナーゼi宣伝子の~';)エクソンだけは残りのエクソンと緩れて存復し

ていたので、スクリーニング加のプロープとしては β細胞裂の第Iエクソンおよびβ細胞銀と肝

臓裂に共通な第2エクソンの三つを朋いることとした。

第一節 ヒトゲノムライブラリーのスクリーニング

~験方法

プロープの作製

戸細胞般のll'nエクソンを地似するためのPCRプライマーについては、

UpsltCam (Sen記:)prim町 5'-O，TTACTCAAAAGCCATC-3・

EぬwnsltCam(Anti訓話)primcr 5・-AAATAGTCCAGGCTTCTC-3'

戸細胞卑!と肝臓型自に共通な到~2 エクソンをt白幡するための PCR プライマーについては、

u，漏出加、 (Sc川島)primcr 5'-TCGAGCAGATCCTGGCAGAG-3' 

Downstt田 m(Anti嶋 nse)prirncr 5・-CTGAGCCTTCTGGGGTGG・3'

のオリゴヌクレオチド対を DNA合成機(AppliωBi剖 ys叫聞社392DNA爪NASyn出品白血)を用い

て作製した。 PCRの胞mpla胞としてmいるラット DNAは肝臓より拍出し通常のプロトコールを

用いて精製した。 PCRの条件は、 94"c 1分、 ω"c1:分、 72"c 1分、 35サイクルとした。

噌紹された PCR産物はポリアクリルアミドゲル電気総動にて分灘し、目的の大きさのバンド

(305および 162basc pair)をゲルから切り出して精製した。約 50ngの DNAを悶ndomprimc 

label法 (Ame同h胴社より購入したキットを使JIl)でラベルしてプロープとした。
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スクリーニング

ヒトグルコキナーゼi宣伝r-を恥般するためにmいたAファージのゲノムライブラリーは

ClonlCCh社より紛入した (C制 ，No，MLI03ω。14cm x 10cmのjJJi!'J.シャーレ l枚内たりにファー

ジ5x 10‘pfuずつ針 10.&σx 10' pfu)織さ、 ユトロセルロースフィルターに移して、型iiり

hy甘泊位制倒を行った。 hybridi1.<1ti加減の組Jitli

5 x 0白廿喧R量'$曲IUli伺

5 x SSPE 

30 % fonnamide 

0，5 %SOS 

l∞μg/ml帥Imonspcnn ONA ~伽菌加叫

であり、ラベルしたプロープを入れた後、 42'cで 12時間 incubalionを行った。フィルターは

2xSSCにて 30分、 0.5x SSCにて 18.¥<附 washし、オートラジオグラフィーを行った。

positiveシグナルが詑められた治合、さらに 2回向織のスクリーユング録作を録り返してクロー

ンを単調Eした。

また、得られたタローンに cO~A のどの領.tiが含まれているかの概略を知るために下記の二

極J(のオリゴヌクレオチドを合成してクローンとのh拘ridizalぬのを行った.

肝1畠再出のNヰ<1" 5・-CCTCAGCAGGCA伺 AGCATC.3・

C-l<緒 5'・.CATGGAGCCT偶 GTGCTGTG・3・

:M験結果

プロープを PCRtまにで作製した総決、 p細胞m1'nlエクソンでは 305旬、!f5・2エクソンでは

162 bp t予惣どおりの長さの ONAR.物が得られた。このプロープを月1いてヒトゲノムライプラ

リーの 5x 10'舗の7ァージをスクリ-'-:.ングした結J匹、 pJalJMI!f51エクソンをプロープとし

てJIJいたときは F制::;K-~ の l 伺のクローンが単調Eされ、第2 エクソンをプロープとしてmいたと

きは HGK-A- HGK・Mの 13例のクローンが単鍵できた。肝臓塑のヒトグルコキナーゼ遺伝子

後白貨をコードしている部分のcDNAのN-l<縮、またC末虫歯部分に対応するオリゴヌクレオチド

を似UlJして hybridizalI仰を行った*11瓜、 IIGK・K、HGK・Mの2倒のクローンの中にヒトグルコ

キナーゼ遺伝子の会エクソンを含むはほ会泌が合まれることがわかった。
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m~節 ヒトグルコキナーゼ遺伝子の併進

~.貴方法

上旬のスクリーユングでf!J.られたクローンのインサート DNA を買l~ì$動後切り出してプラス

ミドベクターに移し、防必oxychain u:nninalion t.去を用いてU li!列を決定した.なお、本耳障のプ

ロトコールは Man泊ω~の Mol偲ularCI加ing(CoId Sprimg Har蚊lrU切目剛y町田s)の)J法に従っ

て行った。

~，費結果

ヒトグルコキナーゼi宣伝 Fの~"i2iは Fig.3に示す巡りであった。法本flI)にはβ細胞漫も肝臓

型も I0倒のエクソンから~りなっていること、 F細胞型第 l エタソンf.:.けは他のエクソンと緩

れて 5.側に位置しているがその他のエタソン11I 0 kb以内の範聞にイf..{fしていることなど、

ラットと緩めて頒似しfこ情遣を持っていた.また、 cDNA上でイントロンが介復する彼自Eについ

てもラットとヒトでは全<''''・4 であった ただし、Fig.3において IVで示したエタソンは、肝

臓d1の第 1エクソンと第2エクソンの聞に存存ーするもので、ラットにおいては向定されておらず、

ヒトのE干隙疫のごく-$でのみ~~型が信必されているエクソンであった。

Ikb 

1静 11.. IV 2 3 4 S 6 7 8 9 10 

一一→ー十 叩 -. 1 11 ・・・・
HGKK 

田川 一一一一一イ/ 同州

Fig. 3 StruClu向。flhcHum加 Glu∞kina揖 Gcnc

80附 indi印 Icl削 tionof叫 hCXOCl : hau:hcd加， s-<lcll spcci fic cx加 l'

shadcd加，x，livcr-s1阻 ;i日ccxon 1:吋x:nbox， livcr-sμci日cexon 1 va同制ι

B世田mlin田 indi同協inserlSof clon国 i却 l剖ωrr加、thebac悼riophageλli肘ary.
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エクソン部分の』甚法配列はヒトとラットとで約95%-1呆たれていた。また、エクソンーイント

ロン境界都分の.¥1，(4配列の配列は Table1に示す通りであった。エクソンとイントロンの境界都

分の配列はいわゆる GT/AG)レーJレが保たれていたが、その他のイントロン郷分ではラットと

ヒトとの問で邸基配列はあまり保存されていなかった。

Tablc 1 Idcnti自由U加 ciExon・Inll'OnB曲川加国 orthe Human GI叫 οkin晶 eGer略

Exon Inll'On Exon 

113 AAGGAGAAG/ gtatctcgc--ーーーーーーー

1L TTGACTCTG/ gtaagggtc----ーーー--acctctccag/ CCAGACTCT IV 

lV AACTCCCAG/ gtcagatgg暢帥情"・・・・・ ccctgtgcag/GTAGAGCAG 2 

2 AAGGCTCAG/ gtaccatat--・・ーー・--gtgcctttag/ AAGTCGGGG 3 

3 GCTGAGATG/ gtgagtagc-------ー-catcttccag/ CTCTTCGAC 4 

4 ATCGATAAG/ gtgggccgg-ーーーーーーー-ctccccacag/ GGCATCCTT 5 

5 CGGAGAGGG/ gtgaggggg-ーーーーーーー-ttctcggcag/ GACTTTGAA 6 

6 TGATCGTGG/ gtaagggct----ー----ccacccccagf GCACGGGCT 7 

7 TCAGCAGCT/ gtaagg3tg-ーーーーーーー-ctatgtccag/ GTATGAGAA s 

8 GGTGGAGAG/ gtgヒgcgga---------cgccccgcag/CGACACACG 9 

9 GCACCCCAG/ qtqaqcccq--ーーーーーー-ttctqcccaq/ CTTCAAGGA JO 

第三節給呆の小括と考察

ヒトのグルコキナーゼの遺伝子構造はラットときわめて類似していた。すなわち、lt;本的には

1 0側のエクソンから偶成され、第 lエクソンだけが戸細胞砲と肝臓裂に分かれていた。エクソ

ン部分についてはラットとヒトとの問で約95%の駈基配列が保存されていた。以上のu西日列

をもとにして次取以下総尿病息者のグルコキナーゼ遺伝子変異の検索を行った。
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第二章 エクソンおよびエクソン周辺の変質.
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1):1 ~買で明らかにしたヒトグルコキナ ゼ逮伝子の注参画eJlJ:をもとにして、 aU>I<術患者'の中に実

際にグルコキナーゼ遺伝子の~}~が必められるかどうか後討した。遺伝子~Y4をスクリーニング

する)i法としては、Single-SlrandcdConronn剖_io岨 1Polymorphisms (SSCP) t.去を)IJいた。これは、

グルコキナ F ゼ遺伝子のすべてのエタソンおよびそれに際援しているイントロンを陀R法をm

いてlf.llし、次にltI縛した ONAを変性した後にポリアクリ Jレアミドゲル電気i.U1Jして易動度の

z;で変異の有黛を問主主する)j訟である.

陀 R.SSCPtEは 1989年に日本で関覚書札ており..."，、遺伝子tr14を非常に高感度で倹Iilす

ることができる。この)itJ:.の問先によりそれまで多くの時間と労力をかけて一例一例.Il~配列し

ていったものが、迅速にしかも多数の倹体を同時にスクリーニングすることが可能となり、積々

の泡f云チl4:災の検出速度が飛U!(I(Jにri，)Lした.~.lf自身 PCR.SSCP tJ:.を JlJいでこれまでに、既

知のインスリン遺伝子の復興が今例倹111できることを篠~し瑚、災際にインスリン-;::容体叫 ・ グ

ルコーストランスボーターi宣伝{.(GLUT4)叫において新たな変異の同定に成功している。

*耳障に述べたように、グルコヰナーゼ遺伝子異常が臼本人の舗尿病にイF在する可能性はあるも

のの、災~にどの筏度の頻度で干uf..するのかあらかじめ予測するのは不可鈴である.そこで今回

のグルコキナーゼ遺伝チの解併にあたっては、できるだけ遺伝子異常の可自1it1のありそうな定例

を選んで解続することにした。インスリン県常症同ゃ一銭のインスリン受容体別常症のように

lT(~な生物活性をイi している汲ú、 Fに邦常がある渇合、総尿病の免疫はiltキF遺伝形式をとるζ と

が多い。 1下倉にも述べたように、特にtI~L!tmの4品合は遺伝子・民常の.f\U.rが時J.tであっても他の疾

忠に比べて~t主しやすいとeえられる。また、遺伝子異常がif(大なものであればあるほど若年で

も発信するのではないかと般測される.そこで、今回の解析に当たっては、ii{~主内の集積伎が強

<Jt聖史的:ti年で~11 した症例を小心にi!択した。また、インスリン依イ子役*"尿病はli年で発盆す

ることが多いが、遺伝的閃{.の'1;1年への関与の度合はインスリン非依存ttt:u員術よりはかなり少

なしまた日本人では症例の絶対君主も少ないので、今回はインスリン.JtYi作性結成術の定例を解

析対象とすることにした。
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第一節 PCR-SSCP法

災 験 方 法

盆盆皇室

上に述べたように、遺伝子異常のある確率の高いと予怨される次のような患者を解析対象と

した σ'able2)。グループIは、東京大学附属泌院第三内科と朝日生命総尿病研究所に通院中の

約 5000人の出Jレテを測べ、診断時年歯2が40才以下、かつ発繍者・以外に2人以上の家厳疫を

有する患者であり、グループ2、3、4は全国の小児科絡設にお願いして集めた 25オ以下の若

い時期に発症した.¥l)..r，.を家政療.に応じて分鎖したもので令古十209人である。グループ4につい

ては定後上は、 Taucrsallと Fajansが旋風日した maturity唱n叫tdiabe踊 d山eyoung (MODY)均と呼

べる症例であると考えられる。 もちろん、各症例の織尿病の発注時期平家篠M.を正磯に犯録する

ことは図費量なので、ヨミ際の分布は去とはi畠うと思われる。 また、対照としては、総尿病家悠震が

なく 75g経口締ft術試験(OG1T;倒Iglu∞揖的防割問問t)が正常mを示した49人の健常人を

JIlいた。

S盟且ぷ立ュ

2 

3 

Table 2 Subj∞凶Ex.aminedin布 isStudy 

A区 ofonSCI No， r:l f:副nilymembe目 withDM No. of familics 

26 .4 0 孟 2 1 3 J 

話 25 。 15 

孟 25 注 1 4 1 

孟 25 孟 3RC冊目lIon 22 

209 

The subj∞随 時 陀 眠rui阻 1mainly from山cInSlilule for Diabelcs Carc ar凶 R時国民h.As油iLife 

Foundalion. and f rom sevcralμdia凶cclini田 througboutJapan.明、e46∞slrolsubjec臼悶ngedfrom 

18 10 60 yrs r:l age.世時w凶附mal同uernsin 75g OG1T l'側副『凶 a陪S山崎 familyhislQfy. 

旦笠企2坐~

患者の同意のもとにぷ純血 IOmlを EDTA採血し、そのうち Imlから blood町Rキット

(Qu凶S聞社)をmいてゲノム DNAを単線・精製した。残りの血液は冷凍保存した。符られた

DNAの内2μgを制限時事業HindJJJで消化し、 genccl阻 nキット (Quiagen社)で精製後、 50ngl 

mlのitJ.l!:になるように精製水に溶解した。
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円ごRプライマー

各エクソンをt仰置するためのプライマー配列を Table3に示すようにエクソン近傍のイントロ

ン内に適宜選んだ。エク ソンのごく近傍のイントロン節分は経験上 PCRがかかりにくいことや

プライマーのすぐ近傍の猛追E配列は決定しにくいことから、プライマーはエクソンーイントロン

境界都{立から 20・50bp緩した位低に作製した。

Table 3 Sequcocc of PCR Primcrs P制時 U剖刈回Amplify Exons of the Human Glucokinase G白時

Ex師、 U陸出却1(Sen蛇l.l1!:ims:! 恥 W附阻m (Antisen叫11!!!!!町 Fragmcnt s包e(tl!l)

I~ AACCCCAAACCAGCCCGAGG CACTCCCAGATGCCCAATGG 228 

IL CCTCAGCAGGCAGGAGCATC TGCTCTCCCAGTGCAAAGTC 151 

IV CCATGTCCAGGCCAGTGGCC AAGGGAGGTGGGAGGGGCTG 253 

2 CAGCCCGACTGCTCCCATCC TGCTTCTGGATGAGGAGCCG 232 

3 TGTGGGTGTCCCTGAGGCTG TGAGATCCTGCATGGCCTTG 249 

4 CCCCATGCCAGATGGTCACC CTCCCCTCATCTGCCTTCTG 196 

5 TAGCAGCCACGAGGCCTATC CCAAGGAGAAAGGCAGGCAG 202 

6 TTCTCCTTGGCTTCCAGCAC CAGGGAGCCTCAGCAGTCTG 193 

7 AGTGCAGCTCTCGCTGACAG CATCTGCCGCTGCACCAGAG 285 

s TGCCTGCTGATGTAATGGTC TGAGACCAAGTCTGCAGTGC 263 

9 ACTGTCGGAGCGACACTCAG CTTGGAGCTTGGGAACCGCA 367 

10 GTGGAGGATGAGGTGGGAGG GCACGTGTGGGGAGCACTTC 278 

Allprimer別刷開arcshown in Lhc 5'--3・oricntaLion.Exon I~， 1 L，加d IVdc冊目~<clI S阿i日c

exon 1，livcr-s開潟市ccxon1，加dvariant cxon恥抑即nexon IL面、d2，r，叫μctivcly

PCR-笠旦盆

まず、 Table3に記事直したプライマー対を下犯のような方法で 5・;1;:絡をラベルした。

10 x kinaLion凶 ITcr 0.4μl 

upstream pnmcr 1.0μl 

downSt陀制 pnmcr 1.0μl 

y-"P ATP 1.1μl 

隠Iynucl叫枇ki皿唱 0.5 ul 

同国l 4.0μl 
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37 'cで30分 incubalionしたのち、さらに次のような溶液を加えて後件、した。

H，O ω5μ1 

10 x PCR bufTcr 10.0μ1 

4 dNTP (2 mM ~幼) 5.0μ1 

T淘~酎乱揖 0.5111 

10131 80.0μ1 

あらかじめ思考の DNAサンプルを 1μiずつ入れておいた 0.5ml microc四 trifuge削除に、上記

の反応、で得られた 80凶の治液から 4μlずつを分注して加えていった。最後にミネラルオイル

を 10μlずつ加えた。

陀 R反応、は94'C5分、 55'C1分、 72'C1分を30サイクル行った。ただし、第8エクソン

と第9エクソンについては ann回 lingの温度をお℃ではなく ω℃で行った。

陀 R反応終了後formamidcdyc45凶を畑氏、そのうち lμlを80'cに暖めて変性させて、 5

%アクリルアミドゲJレ(1:49)電気泳動を行った。このとき、ゲルに 10%グリセロールを加えた

ものと加えないもの、および5iillと4'(;の条件を組み合わせた針4通りの方法で泳動した。泳

動後ゲルを乾燥させ、 1 2時11日程度オートラジオグラフィ ーを行った。

実験結晶E

以上のガ訟をIHいて209人の忠者のすべてのエクソンについてスクリーエングを行った。

Fig.4はSSCP法によって電気泳動の易動皮の途いが同定できた代表例である。 PCR・sscPt;ま

を災験方法で述べた4条件すべてをmいて電気泳動した結集、Fig.4で示した条件で般も明僚に

易動TJ:の違いが同定できたのであるが、他の 1-2条件でもそれらの同定は可能であった。なお、

Fig.4A右側の矢(;11で示したバンドを除いてはみな正常者のバンドと伺じ位般にもバン ドがある

が、これは対立遺伝子の片方のみに雪~~ーのあるヘテロ (hCLCroZygOUS) 変異であることを示してい

る。 Fig.4A右側の矢正11で示したバンドについては正常コントロールの依慌にはパンドがないの

で、 対立遺伝子の雨}jに祭典、がおきているホモ(homozygouS)変異であることを示している。
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A Exon IP R.T. Glycerol{由) B Exon 4 R.T. Glycerol{ +) 

、.ー -同国.-

f ? f ? 

C Exon 5 R.T. Gly倒。I{+) o Ex伺 8 RT. 的側01(+)

. ， -・ .圃... 
電轟

ー
瞳岨盲目酋詩画ト

司且 ・且 w ・固咽'

? 

Fig. 4 Exam1畑 ofMobilily ShiflS of DNA Fragn剛山 d田 10Single Base SUbslilutions 

明暗組mpl目、柑℃訓pli日ωbyPCR wilh prim町 pai問。feach臥佃 lislcdin Table 3.劃刈加bjectω 凶

el出回phO陀sisin附 n.oe陥luringpoly.届 rylamidcgcls wilhoUI gly∞時1(A). or∞ntaining 10% gly印刷

(B.C.D)割問)f11lCmf市山陀(R.Tふ A問 wsindic拙山市ωbands

第三世話 遺伝子異常の頻度

実 験 方 法

シークエンス

陀 R.SSCP法により易動j庄のXを.aめたエクソンについては PUC119プラ A ミドベクター

(TaKaRa) に subcloning して庖.l!ið~;IJの決定を行った。

盆盆盆里

総尿病息者と正常人コントロールとの狐皮のi¥'!1:lχ2{量定を朋いて行った.
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:M'完結果

SSCp t，去で検出できた劫動伎の~‘なる PCR 産物についてはすべて~~~~列を決定して実際の

後処の同定を行った。 Tablc4はその紡燥をまとめたものである。

β細胞特典的mJエクソンについては、 209人中2J人において創沢開始総{立の 84bp上流

に (C→ G)変異が同定された。そのうち20人についてはへテロ家只であったが、 l人につい

てはホモ変異であった。正常人コントロ田ルについては46人中4人に同じ俊典が必められた。

統計学的に繍尿病患おと正常人コントロールの関には頻度の平r:t~は包められなかった (5.39臨

時 4.3%. c2--Q.()(ゆ9.df;l.PaO.92) 

肝臓特典的知 lエクソンの3・t調ト流 12bpにはこ人の¥!;.l;・で (A 'T)~，もがよ4っかり、賀町 3

エクソンの3・鑓下流 19bpには・人の!J.¥.r.'で(G・A)変異が見つかった。また、第5エクソン

では3・端下流29bpに(G'T) i4!泌がfi入、 ~8 エクソンでは 5 ・ 虫曲ヒ流 10bp に (C→η変異

が一人の患者に同定された。しかし、肝臓特災的郷 l エクソン、 ~3 、 5 、 8 エクソン近辺に見

いだされた俊英はみなエクソンからやや厳れたイントロン内に位慢したものであり、グルコキナ

ーゼのllt造祭典はおこさないものと事えられたo !1H エタソンに三人のtn.M.ii!!.-l'l"で発見された

復興はエクソン内にあったが、アミノ般の~itをきたさない変異 (silenl mu凶刷、}であった。

Tablc 4 Summary of Mutations llnd Scquc同 eVariali加 si自由cGI凶okina田 GcncIdenlifiω山間ng209

Jゆ加国eNIDDM Subjccts 

NO.of allcle 

N回 1剛 jdeoosition ~山間 p31ienlS fr<渇ucncy

制加 I~， 84 bp u凶瑚mof thc CGGC∞A .∞GQGGA 21 5.3% (oon附 4.3%)

岡 田IaUOflinitiati∞si悼

制 加 IL，I2bp伽間四reamfrom 3・CnI CAC企，CCA~ CAq:cCA 2 0.5% 

cx∞3. 19 bp do制国脚nfrom 3・叫 GCC.QGGG ~ GCC全G∞ 1 0.2% 

ex朋 4.31山ca蜘 145 CC豆例。} ・CC皇内 ，) 3 0.7% (silenl mu凶 加}

cx加 S.29 bpω川 町camf，剛 13'町叫 GGGQGCT • GGGIGCT 5 1.2% 

cx加 7.剖山ca蜘 1261 伊G(GIゆ . ~∞ (Arが 1 0.2% (misscnse mutalion) 

抑制 8.10bpupslf曲 mfrom 5・由討 GCCCfAT -. GCqrAT 1 0.2% 

-20-



~際にアミノ僚の~化も rt う俊民としては Table2のグループ2に訴するr;年先症のインスリ

ンJIi依存性.aY尿病の忠おに認められた 1例だけであった。この患者'においては Fig.S 1こ示すよ

うにNAミ端から数えて 261 ~件 11 の 7 ミノ般にグリシン (GGG) からアルギユン (AGG) への変災

(mi制。括 mu凶加}が対立遺伝子のヅ'/1こ必められた。なお、 100人の測以仰のない人の

DNA をSSCP にて解析をしたが、この!&!~はJ!められなかった。

.!..?tおよびその家篠の臨床像については第四倉に途べる.

G A T C G A T C 

- ー回・ー

円陣幽 Gly副 ねp輯 卸周

N四守nal:5'・- TTC 伊 G GAC TCC ・3・
3・- MG  CCC CTG AGG ・5・

Mutant: 5'・- TTC AGG GAC TCC -3' 

3・- AAG TCC CTG AGG -5・
円四割 Arg醐 ASp副 総r畑

Fig.5 Sequences of Exon 7 inlhc Rcgion of cωon 261 

Arrows indicale山cposilion of由。mu拍tionid，叩lifiωin山epauenl.N凹 nal(Iefl) and mutanl (righl) 

aJlel田.Prim町明uc即 時出 amplifycxon 7 w，師 identi叫 10山脱inTable 3. 
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第三節 44J長の小指・と考・祭

比較的若年発悠したインスリン:11.依イ'{t1納tl<1両の息者209人のグルコキサーゼjI伝チのすべ

てのエクソンを陀R.SSCPtょによってスクリーニングした紡娘、数4費量Uの酒~j鳴を作J~するこ

とができた。 β細胞特典的tfll:L7ソンに泌められた変異は解析した.II!.'("の S.3%とかなり高

犠にaめられたが、対照としてJIJいた正常.r.ーにおいても統計上のイi怠'"なく緩められたのでこ

の変異は舗尿病の原凶とはなっていないと考えられた。野鼠特典的第1エクソン、第3、5、

8エクソン近辺のイントロンに見いだされた変異もおそらくは総尿病のs(肉とはならないと考

えられるが、例えば~5 エクソンの 3 ・』書下流 29bp の位置に見いだされた((ねGGGCT

GGσrocη変興については splocingωnorsi幅十・{G)，(jTー}となりうる.lU必配列:量生じているの

で、これらの変異が本当に納bKmの島{閃にならないかどうかはさらに僻究が必J!であろう。

今凶の解析の中でグルコキナーゼのMA:活性に事Nヒがきたすと思われる復興は、1f57エクソン

中の261昏白のアミノ織がグリシンから j'1レギニンに変異していた l例だけであった。この

~j唱は健常人 100 人の中には認められず、また第五阜で述べるように、この祭典により砂索

活性が失わ仇ることが示されているので、...~本のある変異であると.1Jえられた.単純に計算す

ればグルコキナーゼ遺伝子異常の卿皮はインスリン非依存t主総尿病の05%ということになる。

陀 R必 CP法はもちろんすべての復興を制定できるとは限らないし、陀RにJIJいたプライマ

ーを合む領減1こDNAの欠慣がある頃合はそれを同定するのは不可能である.しかしながら、

SSCP の電気泳動を 4 つの条件でさちんと行っている点、過去の終段からの SSCP~主の感度11

非常に良いと考えられる点、 m瓦4置にも述べるがグJレコキナーゼ災7官必が認められやすいと考

えられる若年発注のしかも:i<Al<A'の強いインスリン非依存性総尿病の.11.¥おを中心に解折を行っ

ている点などを考慮にいれると、釧!広を低〈見積り過ぎていることはないと与えられる。

また、本章ではエクソンのスクリーユングを行ったが、遺伝子転写制御領"*に舛常がおきてグ

ルコキナーゼの発現が低ドして繍尿病になる可能性も考える必更がある。 ζの点については郷

竺喰に述べる。
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第177E 転写制御領域の変択z
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前唱の結果、グルコキナーゼのエクソン節分の変郊による灘尿病の頻度は日本人では布くない

ことがわかった。しかし、必L'I償のlliriliに徒化が起こらなくとも~.!Jlレベルが Fがることによっ

て民事業前牲が低下する可能11:がある。iI(I'l~の先現が低下する瓜閃としては、遺伝 F転写レベル、

蛍白質への翻沢レベル、必1'11ftの安定f午、さらには蛋白質に対する~IlW物質のRi生等が与えられ

るが、その中でも遺伝子転7J.レベルの低トが般も後白貸の発現に対する彫縛が大きいと忽われる。

:旋回Eに遺伝子転写制御線婦の異常によっておζる疾患の存在もい〈っか知られている静岡.

転写制御事重構については主に伝写開始郎伎の上流に存在する転写制御領域に伝7五郎御~白貨が

結合し、ぞれが引き金となってiI伝子の伝与が始まると考えられている.現在、多くの遺伝子で

tJ;7J:制御領tiや転写制御貨の貿をrur犯する初予防e行われているが、高等生物ではそれらが明援に

.Il!Mされている例は少ない。グルコキナーゼもその例外ではなくわずかにラットのβ縮施型の転

η:制御lJitまが転写V;l~古都位の上流 3∞旬以内のところにはほ合まれているらしいことがわかって

いるだけである町。しかしながら、転写制御領峨として重要な部位については動物組を鎗えて保

イ評されていると忠われるので間、本術先においてはまず、ラットとヒトのグJレコキナーゼ遺伝子

の事~T;GIIÞ:古書M宣の上流のJI穆配列を比~し、 JI~~列が高度に保存されている領'*について何ら

かの異常が緒尿病患者参で見つかるかどうか倹討した。もし明らかにt!I尿備を引きおこすような異

常が見つかれば、そのffillit1;1逆にillム{-fI;与を考える上でlt~な場所であると dえる。

自肺l取の結集から明らかなように、グルコキナーゼ遺伝子の第 lエクソンはβ細胞型と肝臓型

に分かれているので、伝写制御鎖'*もそれぞれの遺伝子の上流にイF夜するはずである。 β細胞裂

グルコキナーゼはグルコースにより、またsf!il1¥'1のグJレコキナーゼはインスリンによって転写活

性が制御されている事実は、転η制御領'*がそれぞれ災なっていることの反映である。おそらく

それぞれの転写制御領厳には、グルコースとインスリンによって誘導される依r;.制御JI(白質が結

合する郷f立があるに濃いない

そこで本軍においては、腕β絹飽mと肝臓狸の両方について遺伝子tfNの解析を行うことにし

た.
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圃圃且ーー

第一節 ヒトとラットの遺伝子転写開始部位の七流の泡J島配列の比較

:M験 )ji:去

第一重量でクローニングして得られたヒト β細胞特典型第 1エクソンおよびJ1flil特典銀鱗 1エク

ソンの紙1j.開始務分周辺のJlJ色紀州を決定し、ラットの当該続分の温}I;配列祖J聞とJt敏した。 JI

6;配列の比般に11MacV，属加の aloanmcnl戸噂訓{叩曲wsiu ~ 50， m inimum阿llCIllsoore = 50)を

mいた.

:M験結果

ヒトとラットのグルコキナーゼiOll、fの低万1RI!Ia部伎の周辺のJUJJ.IIG.9'llの比般を行った結果、

Fig.6 IこJ訴されるような鎖似性がゆlらかとなった。すなわち、 β踊s}胞!iH府l且クソンの上流にお

いては、伝写開始部伎の l二流 280bpまでの領tiがヒトとラットの聞でよく保イFされていた。この

領減はラットにおいて CATアフセイ訟などで転写時計J御領績として同定されていた領.とほぼ一致

しており、動物"の匁是正配列をJt依する)it!が妥当であることを示している"m.

一方、肝臓特典型第lエクソンの t流においては転写開始爺位のk流 140bpまでの領.と970

bp 1:流から 570bp 上流までの附の 2 ケ所によ〈保存された領~が作告していた. 肝臓に発現し

ているグルコキナーゼについてはその転写制御飯島まが調べられていないので、今凶rn)}i!した領域

が.ttにm~な働きのある領JI.かどうかは定かではないが、上に述べたように動物績を悠えて保存

されているこの飯島島が転写制御に1J'(j!な鎖tiと忠われる。

以 kの車喜楽をlf;にして、 S軒以IÎIl忠.r.のグルコキナーゼ遺伝子転写制御鎖減の.116;配~JにJ!化が

生じているかどうか験おした.
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115 :00 初I以病患者における変異の向元:

~ ~ j司法

PCRJllプライマー

ヒトとラットの転写関鈴~f立 LiIにある温'"配列が保存されていた唱目指鹿について適当なプライ

マー配列を選択して笈)()・3∞bpごとに DNAが湖錨するようにした(Fig.6、てrable5)。

Table 5 S句叫nceso( PCR内 mcrPairs (or SSCP Analysis in山e険制n剖erReg.ions 

Rcgion Upsue訓 (Sensc)primcr Downslr回 m(Antiscn叫 primer Fragmcnt si碑帥}

.396 .377 ・166 .I!ぬ

BPI TCTCTGGAGAGTTTACAGCC TCAATCGCCTTGTCACTACAGTGAC 231 

.224 .205 +66 +41 

BP2 TCTGAACAGGTGGCAAAGGC ATCCTAGCCTGCTTCCCTGGGGCTC 290 

.1011 .992 .781 .8∞ 
LP1 TCAGCCT'TTCTTGAGAACTG AGAGATGGCCTCATCAGATC 231 

.819 .8∞ .551 .570 

LP2 TCAGTGGCCTGTCACATGAG CATGACTTCCAGGCTCTGGC 269 

.147 ・128 +51 +32 
LP3 ATGTTCACAGAGTGTGGCCG TGGATGGAGAGCTGCCTGAG 198 

Allprim官 邸qωneesare shown i n由。S'・3・ori印刷加 BP1・2andLPト3dcnotc s-cell speeifoc 

prom叫町制dliv町.spceilicpromotcr. rcs開:ctivcly

盆盆盆1'i

島本的には第二章の解析にJIIいた忠.r.を対象にしたが、さらに数をt曽やして合針240人の比

般的xi年発症のインス リンJI.依イf役絡尿病患J庁について験おした.また正常人コントロールとし

ては、 18才から 60.;#'までの7Sg符n総負荷必験の結果が正常で総尿病家鉱.HのUめられない

46人をmいた。なお、 i宣伝 H/I折に:.'1たっては市~iit と同級に悠者に滋明のよfaJ息苦~~て行った。

PCR・SSCP法とI益法配;IJの決定

第二ftm-、二節の方法の.IJIに述べた通りに行った。
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B 

A 

:x鹸結果

24 0 人の絡尿病忠」骨と~ 6人の正常人コントロールで験対したがi果、 Fig.7のような SSCP

パターンの変化が忽められた。 m :併と JuJ般にヘテロ変異とホモ~Jものl可J守が凡いだされた。

咽. o tこr 〈ごr

てごr 〈ごr 咽.咽.
〈ごr

Fig.7 Mobilily Shiflcd Bands Dc臨clCdby円:R.SSCPin山eGI出。kina揖PromOlCt

Tho同mpl国 were訓 plifiωbyPCRwi山primcr阿時of叫 hrcgion (A: BPI. B: BP2. C: LP2，刷 0・

LP3) lisled in Tablc 5， and subjeelω1001叫Ifophorcsisin冊 n.denaluringpoly叫 rylamidogcls (5 '10) wi山

gly∞町1(10 '10) atr∞m Icm，再開川町{日)or4t (A，C，加d0). Clo;路 d加 d01見naπowsindica阻

homozyg∞sandhc胞tOzyg制JSvarialion， rcsl蹴 livcly.
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見いだされたすべての変"について盗適正配列を決定したところ Table6のような結集になった。

Table 6 Sequencc Varialions of GluC(ホinru悼向。mOICtin 240 Japancsc NlDDM剖刈46Conltol SubjeclS 

NO.ofpalien回 Allelcfreql時間y

N叫 Ic叫ide
Region __.，.;~::-_ S叩pos山on ""''"''1 

conltol NlDDM c刷lltolNlDDM 

(0=46) (0=斜0) (n司6)(n=24O) 

BPI 勾2TC~GGG-TCベroaa、， 5 (10.9%) 23 (9.6%) 1.. -，__.， ._._. . "L --， ....:_._ .， 6.5% 5.0% 
J(hom肌 yg国elXh四nozygo臨 1)

BPI&BP2・194GCTAGCG -GcmGCO' 

BP2・30GGAQCACー→GGAACAC17{310%}87063%)196%194%
(hom肌 yg剖c1 )( homozygo出 6)

LP2 .ω3 GATQTCA - GAT工rCA 2(4.3%) 1 (0.4%) 2.2% 0.2% 

LP3・120GTGQCCC-・GTG工CCC 1 (2.2%) 0(0.0%) 1.1 % 0% 

No slJuisucal differcnce w部 found恥IwcenNIDDM胡 dcOnltol subj田lS.

β細胞特典的~l エクソンの上流 282 bpと194bpに見いだされた変異は完全に連鎖していた。

また、興味深いことにこれらの家典は第二章の靭訳開始部位の上流84bp (転写開始部{立の下流

403 bp)の変異とも完全に.i!鎖していた。p結l胞特異的書官 lエタソンの上流にはその他に転写開

始書官f立の30bp1:流にも ~5唱が見いだされた。以上は鎖1ft も多く、~~‘というよりむしろ f多重自

性Jとl呼ぶべきものであろう。また、ヘテロ変3耳だけではなくホモ家郷も認められた。ー方、肝

臓↓特典的第 lエクソンの上流についてはω3bp 上流と 120bp 上流のニ概要員の~Uもが見いだされ

たが、いずれも頻度は低かった。 120bp上流の変災については調査尿病患者には見いだせず、正常

人コントロール I人だけに認められた。以上の五種類の変異が絡尿病の瓜関になっているかどう

か調べるために、まず務尿病患~と正常人コントロールのIUlに頻度の差があるかどうか倹討した

が、 Table6に示されるように頻度の援は会〈認められなかった。

また、変災の有無によってお:Q術拭験の成績にz!が生ずるかどうか験討した結果、 Table7で示

されるような成績を待た。



圃IL

Tablc 7 Compari田 nor 75g Ora.1 Glu∞田 ToleranceT.田 tbetwc印 Sub炉ClSwith Nonnal割、dVari卸 t

S何時n偲 in13 ccll.s阿 ilic Promoter 

A. Control subjcclS 

Plasma glucosc ( mg 1 dl ) 1nsulin (叫J/ml)

Time ( min ) Time ( min ) 
030ω120  0 30ω120  MR1川BS(3伽nin)

Nonnalallele 87.0 126.8 102.3 92.6 5.1 37.0 28.6 21.6 0.89 

(11=25) 土ι9土23.0 土21.6 土16.0 土 1.7士20.1土 18.4 土10.3 土0.57

.282割、d.194 88.0 131.8 1似 3 91.5 5.0 41.8 28.8 20.0 1.02 

subSlilution 土4.1 土 15.2 土30.2 土13.9 土1.8士 14.1士8.8 土7.4土0.63
(n:5 ) 

87.3 121.5 101.4 93.4 5.2 32.8 26.8 17.5 1鮒
・30subStilulion 

(n:16) 土8.9土25.4 土20.6 土13.5 士1.5土14.2土 13.8 土 10.0 土0.90

B. NlDDM subj∞凶

Plasma gluc四 (mg/dl) insulin (叫J/ml)

Timc (min ) Timc ( min) 

030 “) 120 0 30 “】 120 d.1R1I d.BS( 3伽ni11)

N加 nala11clc 15弓.3 252.5 305.3 290.7 6.1 14.7 19.6 21.9 0.09 
(n=39 ) 土46.6 土61.0 士69.3 士106.2 土3.3土7.9 土 13.1 士13.3 土0.07

・282剖叫・ゆ4151.0 253.0 304.8 319.8 9.3 19.6 23.3 27.8 0.11 

SubSliluuon 土65.4士 106.8士132.6土168.0 土7.5土 10.5土10.3 士14.6 土0.10
(n=5 ) 

・30subsUlution151.5 240.1 293.5 278.9 6.0 15.3 21.7 20.7 0.14 
( n:22) 土41.0 土51.2 土68.3 土108.0 土2.7土 11.0土19.2 土13.1 土0.14

柄、cresul回 wcrcexp悶凶器m叩 ns士SO.No statistical dirfcrc皿ew器 foundbetween subj∞I$W1山and

withoul variations. 

すなわち、戸細胞特異的第 lエクソンの上流に見いだされた変興についてはヘテロ変異であっ

てもホモ祭典であっても、また、結尿病患者においても正常人コントロールであっても、結負荷

2え験時の血総他や血中インスリンレベルやインスリンの初期分泌反応の指綴である insulinog叩 ic

index (6限11ð. BS掬岨，) 1η に会 く ~が認めら れなかった。また、肝臓特異的~l エクソンに変買もがあ

る人については数が少ないため統計的処理は行えなかったが、変災のない入とのr:uで務負荷試験

の成績が典なっている託拠は認められなかった。
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第三節紡栄の小括と考察

F細胞1I'l~1 :r..クソンの上流においては、転写開始部伎の上流 280bp までの償援がヒトとラッ

トの附でよく保存されていた。また、肝臓特異型第Iエクソンの上流においては転写開始節位の

上流 140bpまでの領土虞と970bp上流から 570bp上流までのIIUの2ケ所によく4果存された領域が

存在していることが明らかになった。

β細胞型第 lエクソンについては282旬、 194旬、 30bp上流の三樋類、肝臓特典w.t官lエクソ

ンについては 603旬、 120bp 1:.流のこ柑(~jの~泌が見いだきれたが、部尿病患者と正常人コント

ロールの11日で鎖l交の7~'i認められなかった。また、経口務j:t.j町試験を行った結果、~~唱を持つ人

と復興を持たない人との聞に副総侃iや血中インスリンレベルの差も認められなかったので、今回

見いだされた変拠は泌尿病の瓜閃とはなっていないと考えられた。なお、 β細胞w.~匹 1 エクソン

の282bpと194bp上流の復興は、少し緩れて存復する翻訳開始部伎の上流 84bp (転写開始郷位

の下流403bp) の~}'唱とも完全にi車鎖してハプロタイプを形成しており、遺伝学的に興味深い知

見と考えられた。

β細胞特3略的第 lエクソンの上流の転写制御領繊の解析はラットではある程度行われており、

UPEs (ups回訓川>romolCrclcmcnL~) やPaJs (palindromic elcmcn日)などと呼ばれる溢lt配斉IJの重要性が

示されているが、今回見いだされた転写開始者創立の282旬、 194旬、 30bp上流はこれらの猛追在

配列には含まれていない見町。

本市の鮫初に述べたように、 F細胞!l'lグJレコキナーゼは主にグルコースによって発漢が制j御さ

れ、肝臓製グJレコキナーゼは少なくともインスリンによって発現が制御されていることが知られ

ている。 p細胞も肝脱もJy.l置に途べたように糖代謝の中心的役割を担っている臓器であるので、

今回は見いだしえなかったが、転:g:$iJ種間i繊の拠常で繍尿病が生じている例が今後見いだされる

可能性は光分にあると忠わ札る。

遺伝子転写制御領峻については霊裂な趨基配列が近い将来・I珂らかにされると思われるので、そ

の時点でもう-JJt糠尿紛!心者に変異がないかどうか符般討する必要があろう。無自主、伝写制御飢

餓に結合する転'lj・凶千の典?古の可能性も今後4雪崩障に入れる，必要がある。
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第四章 患者臨床像の解析



副且一一一ー

本車においては、第二車で同定されたグルコキナーゼ遺伝子の第7エクソンの26 ):番gのア

ミノ酸がグリシンから 71レギニ ンに~紫、していた忠者およびその家肢の臨床像について述べる。

第一節発端者の臨床像

祭給者は)0才の女児で、他の疾患で通院中、偶然に随時曲1.M179 mg I dl、尿緒締役が発見さ

れた。 ~'f1は正常であり、知能も正常であった。 体mは肥満はなくむしろ痩せ製だった。緒尿泌

発見時の~JlIl.時侃織は 145 mg Idl であったが、食事療法と運動療法のみで~JlIl.時血織は- 1 10

mg/dlと改絡をII?め、現在定期的に外来で経過観祭中であるぐTablc8)。なお、グルコキナーゼ異

常症が同定された時点においては泌尿病の家銭震は包められないとのことだったので、第二宣言に

おいてはこの疲例は家族懸のない25才以下発症のグループ2に分頬されていた。

病魔を改めて鴎取したところ、発端者の母叙が2図の妊娠時にいずれも尿器E陽性を指摘されて

いたことが判明した。しかしながら妊娠経過は順調で、巨大児の分娩や流産の既往は認められず、

尿積も出産後は険性となったため現夜までなんの治療も受けていない。また、経過を通じて母親

の血事，U直は全く不明であった。

T'ablc8 発縁者の臨床像のまとめ

K. O. 1982年生まれ (10才)、女児

既往11: 出生時身長47側、体m25∞g 

家談R聖 母親が妊娠時、尿総指摘

現病11: 4才喧lより耳下腺炎を繰り返すとの主採で 1991年 (9才)埼玉県立

小児医療センター受診。尿器~(+)、随時血税 179 m唱Id 指摘。

E晃t主 身長 130.7cm (n闘 n134 cm)、体重22.7kg (阿部 27.5kg)、

肥満Jj;・17.5%、その他の身体・知能所見に呉常なし

4賞受所見 FBS 145 mg I dI、 FRA 315μmol/l、HbAIC6.3% 

経過 食事療法、運動療法にて2量販時血総 -110mg I dIに改善し、

外来で経過鋭r.t中
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第二世↑j 家族の遺伝子異常の同定と経口総負荷試験

今回見いだされたようなグルコキナーゼjJ伝子の点変異は常決色体優性i宣伝するだろうと予想

される。そ ζで、発縞者の主治医および家肢にグJレコキナ由ゼ呉常f主についての貌明を充分に行っ

た後、同意を得て家系分析を行った。

検査方法

OG1T(O回IGluc出e下'olc同問eTcSl)

発鎗者・父 .CJ .兄に75gのグルコース(発治者には1.75g/kg体1ft)を服用させて O分、

30分、 ω分、 90分、ロO分、 180分後に嫁血し、血総と IRl(immuno rcactivc insulin)を測定した。

違盆圭盤皇E

家族の末桝血から DNA を単絡して、グルコキナーゼ遺伝子第7 エクソンの~}曜の有無を第二

章に述べた SSCP法をJOいてスクリ四ニングし、ついで盗誕百己列の決定を行った。

検査結果

経口槍ft荷試験の成績は Tablc9のようになった。

Tablc 9 OG1T Paucms of Family Mcmbc時

。 30 ω 90 120 180 aIRVaBS FBS金1祖.)HbAlc 

1 Fa山町 48 yr 1∞ 5.1 

l63cm.50k 

2 Moll、cr 45yr 113 208 251 251 0.24 140 6.1 

15Ocm.34kg 7.0 36.0 70.0 70.0 

3 Bro曲目 16 yr 141 264 286 295 226 167 0.62 141 6.7 

167cm.50kg 10.8 87.6 105.8 213.4 80.3 41.9 

4Pr吠抽nd10 yr 109 229 232 2∞ 208 103 0.31 144 6.3 

131盟」盆且 3.8 32.5 46.9 35.2 38.4 5.0 

up阿 posilionof出 hcolumn: b以刈 glu∞時間)(mg I dl). lowcr posilion of ~幼∞lumn: immuno 

時制vcinsulin IIRI] (μU I ml). MRJ I asS m国同(lRJ，..-lRloll(BS，o.-BSol 
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家族にαJTTを行ったところ、発端者「の母 ・兄も泌尿病パターンを呈していることが明らかに

なった。 S干しい病Hg調査で、I1j.fjlは上に述べたように災綴時S記事置陽性を指摘されたことがあった

が、兄は今回まで何の異常も指嫡されていなかった。なお、家』主は管、痩せ型の体形であり肥満

はない。インスリンの初期分法、反応を反映する Insuli冊 gcnicindcx (t.1RI1 t.BS)問の正常僚は成人

では 0.5以上、小児では 1.0以上であるので、三人とも正常イ磁の半分程度に低下していた。

次に家族の~訪問血の ONA を解析したところ、 Fig. 8 Iこ見られるように sSCPのパターンから発

縁者の母 ・兄にも発端者と同じ変異があることがわかり、さらに滋基配列を決定した給巣、同じ

遺伝子変nのあることが実際に硲認された。

2 3 4 5 6 

円g.8PCR-SSCP Analysis of Exon 7 of thc Glucoki同時 Gencin山eFarnily Membe時

Lanes 5， 2， 3， and 4∞ 町田pondto山cproband， hcr fathcr， hcr mo山cr，and hcr brothcr，陀spccuvely.

Lanes 1剖 d6∞rrespond10 NIDOM paUCOlS having no mu回tionin cxon 7. Thc ar司 wsind悶悼var泊nt

bands. CI偶cdbox or circl白川di伺 teNIOOM.S制npl回 wc陀 separ割cdon a 5 % polyacrylarnide gel (49 : 

1， acrylarnidc : bis) without gly印刷 atroom lcmpc日ture.
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第三節 クランプ試験

第二節の給梨より、グJレコキナーゼ異常があるとインスリンの初期分泌ぶ低下することがわかっ

た。これは、おそらく勝ランゲJレハンス正面β細胞でのグルコキナーゼの機能低下を反映したもの

と考えられる。 一方、グルコキナーゼは肝臓にも発現しており、第7エクソンの爽常があれば当

然月干臓にも変異を持ったグJレコキナーゼが発現していることになる。そこでグJレコキナーゼ災常

症の忠者の肝臓の汗備を行うために以下の倹徒を行った。

検を方法

Gluco田 ClamDTcst wi山 OGIT

今回、大阪大学第一内科のグループがIJiI発した Clamp$ludy wilh 0raI 01叫 O部 w凶と呼ばれる

方法，mで、筋肉および肝臓でのグルコースの取り込みについて倹討を行った (Fig.9)。まず、発t襲

名・の母親に人工勝ぬ(日機袋社}を装着し、血中インスリン濃度が 150μU/mlになるようにー

)Eの割合でインスリンを注入しj続けて内図伎のインスリン分泌を抑制した。そして同時に、血S官

値が95mg 1<1になるように体外から点滴でグルコースを調節しながら注入した。約2時間経過

して定常状態に途したところで、体重 1kg当たり 0.5gのグルコーλを経口投与した。そうする

と、血中グルコースilE置を一定に保つためには、体外からのグルコース注入事は Fig.9に示すよ

うに減少する必安がある。約3時間U[泌f由がー定のまま経過するようにグルコース注入量を調節

し続け、経口投与されたグルコースの影響がなくなって点滴からのグルコース注入量が経口総負

術前と同じレベJレになったところで験傘を終了した。

前半の経口事!~荷lIílの部分については、よく行われている hypcrinsulinemiceugly白川cg1u蹴 C

clamp t<回 tそのものであり、この時のグルコ四ス注入率は求精1直接、まとして筋肉でのグルコース

の;f'IJIIl準を示している。後半については経口負荷されたグルコースは消化管から吸収されて、 r，
S最を経由して肝臓に達する。グルコースは肝臓である程度吸収されるが、吸収されなかった分画

は本絹臓器に遣する。そして胤械をー定に保つためには末税臓絡に流lJ:lした震に相当するグルコ

ースを点滴からの法人分から減少させなければならないことになる。つまり、点滴からのグルコ

ースの注入の滅少分が肝臓で吸収きれなかったグルコースiii:とー致する。雷い換えれば、肝臓で

取り込まれたグルコース副主経口側有したA(から点滴のグルコース注入の減少可分を差しヲ|いた依



._ 

として計算される。なお、一般のインスリン非依存性泌尿病の患者 12人に問機の験査を行い、

クランプ試験のコントロールとした。

;: 十
..__ー」
30ω 90 120 150 180 (min) 

。悶Jglucose Iωd・Ugh帥回出fu針。nrale 
glu∞ 田 叩 旧恥by山clivcr - ~.- O'-- -~- ---- - O.  ---- x 1∞(%) 

明訓glu∞曲1倒 d

(mg I kg I min) 

S
S三
墨
田
腕
3
2
詰
8
2
0

Time 

Fig.9 Euglyccmic Hyperinsulinemic Clamp TcsI C四nbinedwith 0raJ Gh見。担Load

Thc∞n田 ntrationof plasma insulin w器 maintainedat山elevclofa加川 150I!U I mlto supp同時出e

cndog印 ouSinsulin c刷nplelely.Glucose was infused exogcnously 10 maintain a fixed levcl of ghx追悼

∞同叩回H伺 (95mg/dり.Glu∞田W越山cnadded or剖Iy.剖 dexogcnous glu∞部 infusion同lew剖

adju拠 dlOk∞Pcugly，印刷a.

後 査 結 果

発t曲者の母車置の成績を Tablc10、Fig.10 fこ示す。グルコース負荷前の glu∞部 infusion悶也は正

常事E聞であり、末制組織、 主にf~絡筋でのグルコース利別事 (インスリン感受性)は正常範倒で
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あった。絞ログルコース虫 17g ft11lt後のglu∞回in向sionra悼の減少の積質量は16.8gだったので、

この差の 0.2g、すなわち経口ftiWtnの1.06%のグルコースカ切干阪で取り込まれたことになる。

これは、コント日目ルとして行ったインスリン非依存性総尿潟の患者と比駁して著明な低値であ

り、本語E例において肝臓でのグルコースの取り込みが低下していることが明らかになった。

Tablc 10 R回 uhsor Clamo Sludv with Oral Gluco盟Load

o euglycemic clamp 
c，，，ωpl描maglu∞揖

insulin inrusion由民

gluc沼田 infusion同胞

95mg/dl 

2.24 mU I kg I min 

9.3 mg I kg I m川.

.within nonnal同ngc

o 0同1gluω偶 10刈

gh尚叫 volumckx政刻 17.0 g (0.5 g I kg哨妙。

1:6 glu∞田inrusion同胞 lι8g 

glucx鵬削akeby the tiver 0.2 g 

問 団n岨gcor gl叫;oseuplake by tl略 liver 1ω%  

{∞ntrol NlDDM回 U叩目 19.9 %土 5.9剣

Proband's mother 

1
1
1
:
:
:
:占

ω

(mg I kg I min) 

:・・
4

0

・
rーー

A

υ

e

J

 

定

sass-抽
胃
B
E
。ns

z
-
a
s
E
h
a
a
s
a
g
o
a
R当
-o 。。 (%) 

Fig.1O Glu∞5C Uptakc by Muselcs and山cLivcr 

AI出oughglu叫 掠 uptakcby mu日1田 W踊 normal(9.3 mg I kg I min;冊 rmal四ngc10.5:t4.4 mg/kgl 

min. mean土2SD)，gl叫 oseuptakC by splanchnic ti時U時 W拙 markcdlyd叫『側部d(1.18 %; norm剖陥ngc

35.8土24.0%， mcan土2SD)

50 20 30 40 
Gluco路 uptakeby山clivcr 
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筋肉節料i呆の小括と診察

209人のインスリン非依イH主絡尿病の人をスクリーニングして先見されたグルコキナーゼ異

常症の忽者とその家厳についての臨床俊の解析を行った。遺伝子解析の結集、~緒者の兄と母も

~7 エクソンの点~典。抽inlmuuuion )により 26H昨日のアミノ酸がグリシンから 7)レギニンへ

~)唱していることがわかった。 三人とも経口総負荷試験で綴尿病型を呈していたので、今回発見

された変異が本家系の税尿病の原閃になっており、常染色体優性遺伝していると猿測された。経

口総負荷試験時のインスリンの初期l分泌反.ti5は正常人の約半分に低下しており、勝餓ランゲルハ

ンス向β細胞でのグルコースセンサー機能の低下によるものと考えられた。また発端者の母線に

クランプ氏験を行った給然、筋肉におけるグルコース利用事は正常に保たれていたものの、肝臓

におけるグルコースの取り込みは訴しく低下していた。したがって、グルコキナーゼが発現して

いる β細胞と肝・臓の両方に機能隊w.がおきていることがl列らかになった。現段階では、患者の泌

尿病の発A.にF細胞と肝臓のどちらの異常がより強〈関与しているかは不明である。

今回発見された家鋲は、いずれも無治療にもかかわらず空腹時血絡のよ昇は経度にとどまり、

総以f向性合併旋はおきていなかった。今回のスクリーユングを行う前は、発封書草'l'は絡尿病の家族

震がない務に分類されていた程であった。母親は妊娠時に尿締を指摘されていたが、兄について

は家紋調査で初めて絡尿病が見つかった。したがってグルコキナーゼ異常症は比紋的程度が縫い

状態で経過するのかもしれない。しかしながらこの家族は管疲せ獲であり、道年のうちに発症し

ている。つまり、環境調子がほとんどないにもかかわらず総尿病になっているのである。この事

実はグルコキナーゼ1理常・症は遭伝悶子として強い典常であることを意味しており 、も し環境因子

が加わればよりU/.l(の震い総尿病になるのかもしれないのである。

ごく鮫近、フランスを中心にグルコキナーゼ異常症が何例か発見されており品叫、本尊重までに

符られた日本人の成紙と比鮫しつつ、第五f告で考録したい。
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2令-一節 MODYとグルコキナーゼ異常

インスリン非依符性総尿病のil1王図子の解析は非n'，こ困重量である。その理由として、インスリ

ン非依存性結尿病自身が hC臨時'gcno凶な疾患概念でその原因遺伝子が単一ではないこと、患者ーの

両意見がともに結尿病であるなど複数の遺伝因子がI胤ラする例が多いこと、環境問子が発症に大き

く関与しておりかならずしも疾息発症の浸透準が高くないこと、発症年齢が中年以降のことが多

いこと、などが挙げられる。 r総尿病は遺伝学の慈善'Jといわれる所以でもある。こうした疾患

の原因滋伝子を突き止めていくには次の二つの方法が考えられる。

1 )単一遺伝子の変穴の菅原因で患者が多発している家系を選ぴ、連鎖解析法 Oinkagc加a1y$時}

を朋いて瓜閃遺伝子に迫っていく。現在、多l¥'l1空などを.fIJmして染色体上に数多くの遺伝子マー

カーが知られており、そのうちあるi宣伝子マーカーと疾患が連鎖していれば、その7ーカー遺伝

子の周辺に:J'f1壬遺伝子が#-(fすることになる(positionalCloning)。

2) ~忽のm閃となりそうな依術遺伝子 {ωndiぬIcgc同)の周辺に新たな遺伝子マーカーを見つ

け、そのような侠繍遺伝子と注目している決ほが逮鎖しているかどうか調べる。もしil鎖が確飽

きれれば、候締遺伝子そのものかその近辺に疾忽の原因遺伝子が存在していることになる。

Ta出時刻!と Fajansが MODY(malUrily-on部 Idiabc回 of山eyoung)と呼ぶように提唱したー鮮の

織尿病札制哨は、以前から linkagcanalysisの対象となりうるだろうと考えられ注目されてきた。

MODYはインス リン非依存従事正尿病の鋭裂であり 、25才未満で診断され、 3世代以上に発症

を低め、 fl性遺伝する疾~J.lと定義されている。したがって、 MODY は一般の総尿街地、ら区別す

るのが比敏的容易であり、単一i宣伝子の異常による疾忠である可能性が強いのである。 199 1 

~、 BeU らは linkagc analysisを丹lいて、ある MODYの 1家系の貨任遺伝子度が第 20染色体長

腕上の ADA(adcOO!iine必訓i岨皿)遺伝子の近傍に存在することを見いだした喝。しかしながら、

そこから真の原因遭伝子を同定するまでには多大な労力を繋するのが持i垣であり、現在まで原因

遺伝子本体は同定されていない。ところが、ヒトグルコキナーゼのcDNA"'>o)やゲノム遺伝子

札拘がクローニングされ、 1992年に遺伝子近傍に存在する多狸伎にtIむ繰り返し師IH白

問問。を遺伝子マーカーにして7ランス人の MODYの家系の連鎖解析が行われた紡来、 16 

*系中 11家系で第7染色体短腕 (7pI3)上のグルコキナーゼ遭伝子度と結尿病との聞の強いi畢
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鎖が証明されたのだった問。その後まもなく、その中の 1家系において第7エクソンの279番

目のグルタミン般に (GAG→ TAG)という点後興がおきて終止コドンが生じていることが示され

た(n開時n田 mutation)喝。その後、著者らと時期を同じくしてフランスのMODY家系を中心に次々

とグルコキナーゼ遺伝子郷常泌が報告された‘...，品"、現在までに報告された異常をまとめると

Fig.11 のようになる。 ~穴・ 4ま蛋白質書調訳管11車{白刈ing 陀'g'加}のほぼ会長にわたって見られるが、

m5、7、8エクソンに比核的多い傾向にある。また、 mi郁朗semutationや同n部n揖 muta凶 nの

他に、 001曲加や splicing 側四/蹴φ町部位の異常も報告されている。なお、今回理~者らが日

本人の総尿病の忠者で問主主した変異と同じ変異がフランス人の MODYの家系の中からも発見さ

れているヘ

IL IV 2 4 5 6 7 9 10 

E70K E98X SI31P 0175R V203A T228M 0299R K414E S418-10→C 

K161+2 VI82M E256K E3αぬ
Odcl15 RI86X W257R E3∞K 

AI88T G261R L309P 

E265X 

E279X 

E279Q 
G227-2A→ T 

Fig. 11 SlruClurc of山cHum胡 GlucOkinaseG伺 C剖 dLocalization of Mutati加 sIdeOli目。di.n pati伺 LS

withN1DDM 

The single-Icuer abbreviations for ami.no acids arc uscd. .X.川dicalCSa 附 n蛇悶cmutaLIoo. The 

splicing mutalions町'eas follows: K161+2G dcl 15 is a 15 bp deletion thal removcs山eTofGT in the 

splice d∞or sile of inlton 4 and the following 14 bp rcsuhing in a GG; G227-2A-.T is a mutaLIon of 

山espli回配cep凶rsile in inlron 6 from AG-.TG; and $418・1G-C  is a mUlaLIon of山cSpli出島ccpωr

割悼 ininlton 9 from AG • AC. (文献57より 51)日)
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第二節 変災グルコキナーゼの隊紫活性

グルコキナーゼ遺伝子に non蛇n関 mutal.Onが認められた場合は活性のある鯵紫畿自質は合成

きれないと予想される。しかし、 mi掛 n臼 mu凶 onの総合に再事業活性の低下を伴っているかどう

かは般討を裂する。

イーストのヘキソキナーゼBの立体構造から鎖擁すると、ヒトのグJレコキナーゼの立体併進は

Fig.12のようになるヘすなわち隊紫は大きくこつの領Jt(lar野畑nainとsmall抑制n)に分け

られ、両者がi鼻(clcfl)をはさんで折り長まれた形をしており、その cleflにグルコース結合都伎

や鯵索活性部俊があると予処lされている。グルコースが結合すると、両者がさらに折り畳まれて

蟹白賞金体の C加fonnation が大きく~イヒすると考えられている。

Fig.12 M血lelfor Human GlucOkina蛇

A ribbon drawing of lhcα-<:arbon back加冊。fglucokinasc is shown in blue. T百eglucose molecule is 

shown in g時cn，and the amino acids in which mis担問。mutalions(228，261，279) have been ide川市ω

蹴 indi叫臨din刷。(文献11より!l11Il)
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Bcll :および Pilkisのグループは川 vitromuta喜朗国isì主・で~~鳴を導入したグルコキナーゼ遺伝子

を大腸菌内で合成させ、現在までに先見された祭典グルコキナーゼについて隊索活性を測定して

いる，.向。その結果、上況の Clcnあるいはそこに速なっている部位に異常があると番手紫活性の務

しい低下が包められることが明らかにされた。 26J舎のアミノ酸がグリシンからアルギニンに

変化した場合は Vm却は正常な般家の 0.5%以下に低下していた。ー方、活性部俊からは緩れて

いるが上æの∞nfonnation のw.:化を強〈受ける都伎の只‘1~・では、 Vmax の経度の低下とグルコー

スに対する叙和性の低下が認められた。以上の結果から n加担n回 mUlalionだけではな<mis相 m

muwionに主主いても飾業情性が災際に著しく低下していることがわかった。グルコキナーゼ異常

疲が便性遺伝を示す製自としては、正常・なグルコキナーゼの量が半減したために生体中での隊B軽

量が不足する"静岡也晶agcelfc阻"によるものと考えられる。この他に優位遺伝形式をとる理由と

しては "domi岨 刷 ncgativemulalion"や "gainof funClion"などの可能性も考えられるが、現在のと

ころitiJ量的な証鍵はない。

第三宣告 グルコキナーゼ異常の臨床f象

著者らの症例は泌尿病の程度は縫いものの、勝p納j胞と肝臓の両方でグルコキナーゼの作用の

低下が観察さ札、おそらく阿者の影軍事で忽者は総尿病になっているものと考えられた。他の家系

の磁床像について文献的に考察し、著者ーらの症例と比紋してみる。

現在までに報告されたグ Jレコキナーゼ典常総の患者の臨床的な特徴としては、 ~JN時血績がせ

いぜい 120・l60mg/dlと耐務能災常が経度であることと比較的若年で発疲{しばしば思春期前)

することが挙げられているが、これらの特徴は著者らの悠例にも共通であった。-J!成人発症

(lalC-OnSCI)の表現捜をとる家系にもグルコキナーゼ遺伝子異常は発見されているが叫幻、同一の

遺伝子31?古が MQDYの家系にも同定されており、おそらくは耐絡能只，常が軽度なために比敏的

高年まで結尿病が先見きれずに経過していた可様性が強い"却、また、多くの患者は食事療法や

経口調E尿病薬だけで治療されているが、早期にインスリン治療が必JI!となり合併症が進行するよ

うな症例もわずかだが含まれている。こうした重俊度の差はグルコキナーゼ以外の環境問子や他



の遺伝因子の影響によるものと思われる。

フランス人の9症例に hypcrglyc白nicc加npsludyを行ってインスリン分泌‘絡を潟ベた成績では

印 gly邸 m凶(88mglめでは内関性のインスリンの分古宮、が抑制されているものの hypctg恥m泊の

状態では比較的インスリン分泌能は保たれていた曲}。つまり、インスリ ン分泌を引き起こすため

のグルコース波度の峻他 (SCIpoinl)が高い、 言い換えるとグルコースセンサー機飽が低下してい

ることが示され、これはグJレコキナーゼの機能を考慮にいれると妥当な紡巣であるとJ思われた。

また、グルコース負荷に対するインスリンの初期分秘は桜度低下しており 、著者らの経口総負荷

試験の成績と同級な紡朱であった。

本症例における検討では、腕ランゲルハンスぬp細胞での異常とともに肝臓におけるグルコー

スの取り込みの低下を見いだしたが、特に肝臓における検討は本研究が初めてのものである。肝

臓でのグルコキナーゼの機能の低下が総尿病の発症にどのような影怨を及ぼすかは、今後さらに

検討する必支がある。

第四節 グルコキナ}ゼ異常の頻度

今回の研究において日本人のインスリン非依存性結尿病念体に占めるグルコキナーゼ異常の頻

度は 0.5%以下と忠われた。この綴f!l.については低〈見積り過ぎてはいないものと考える。その

理由としては、 4つの条件で電気泳動する PCR-SSCP訟を用いれば既にインスリン剛、インス

リン受容体叫、グルコーストランスポーター均の遺伝子で明らかにしているように 95%以上の

槌準で遺伝子後処の同定が可能なことと、給果的にみてグルコキナーゼ異常悠の臨床像に比紋的

一致した忠者を中心にスクリーニングしたからである。

今回解析した症例の中には定義上 MODYに分要員できる症例も 22例会まれていたが、その中

からは l 例もグルコキナーゼ}~'，誌が見いだせなかった。一方、典型的なフランスの MOOY の家

系では 50・60%にグJレコキナーゼ3理常が見られると報告されている岬》。この相途は人緩廷によ

るものかもしれない。あるいはフランスでは典格的な MOOYの家系を優先して解析しているの

で頒度が多〈鬼えるのかもしれない。他の報告をみても C加casi加のインスリン非依存性総尿病
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多~家系 1 2例にはグルコキナーゼ遺伝Fとのi!飢は凡られなかったし刷、アメリカ別人の絡尿

病60人の中にもグルコキナーゼ典常仏は見つからなかった崎。

ところで、一般に見られるインスリン，111依作性測l剥両とグルコキナーゼ遺伝f'3・下流のjJ伝

子多岐性はi!鎖している、という微告がn本人を合めてなされている砧刷。もしこの必が正しい

とすれば、かなりの量生のインスリン非:依イ'FtU園以病の患者でグルコキナーゼ遺伝子そのものかど

〈近傍に疾患の原図となるような災常が:(?-(f.するということになる。今回の研究に重量いてはすべ

ての遺伝子伝写制御領峻をスクリーニングしたとは飯らないし、 CDI河Aの下流にある mRNAの

安定性に関与している領域については解射していない。今後さらに験対してい〈必襲があると思

われる。

第Ii.節今後の課題

以「のように、グルコキナーゼ遺仏'f.典常はインスリンヨド依存性繍尿病のm肉として訴しい局

lIiを切り聞いたが崎、今後に残された.:l思も多い.箇条書さにして挙げると、

1 )会<füJ じ還伝子典常が、ある家系で li1:年発注L.~IJの家系では一見 I剖e-o<国t となるよう

な例がある則"。単に診断t去に問mがあるだけかもしれないが縛湖、遺伝子.fI1とll.!JI.mが一致し

ない~rhとして繍境関子など他の r:lC~耐についても般討する必~がある。

2)グルコキナーゼ央，常によりなぜ'tJ:月以紛が先症するのかより詳細なメカニズムの解明が待た

れる.そのためにはより多くの臨床例の解併が必裂な上に、例えば俊英グルコキナーゼを勝β細

胞、肝胞の-)i・または双方に過別発現させたトランスジェニッタマウスや、グルコキナ』ゼ遺伝

チの脈β細胞型、肝臓型の-}j又は両んを1m舵kωtして欠f置させたマウスを作成する必裂があ

る.

3)ストレプトゾトシンお尿病ラットにおいては肝臓でのグルコキナーゼの公務が低下してい

るが崎、このラットではiI伝子異常や遺伝f・"';7五レベルの拠常ではなく、むしろそれ以降の過程

がNf.~居先現の低下に大きく側守している。したがって、今後は遺伝子転写・ 剣釈以怖の測節峻併

にも 11'5:"旬けて、総尿病状態におけるグルコースセンサーとしてのグルコキナーゼの機能変化を

~ト



倹討していく必~があろう向。 噌例を乎げれば、グルコキナーゼに結合する蛍1'1貨が鍛近~凡さ

れているが、この1i{白1!(はグルコキナーゼif.ttの鱒沢後の潟宣告に大きな役割を処たしているらし

く興味が持たれている@明。

.後に今後のこの分野の党肢を緑弔してみると、グルコキナーゼ活性をJt:d!.させるような;li~l

が開先されればグルコキナーゼ異常位はもちろんー般のインスリン非依#性繍lj(仰の治療療とし

てもイf鴛であると思われる。また、将来はグルコキナーゼ異常1E.に対する遺伝子L給鍛の.J能性も

与えられる日が来るかもしれない。

また、解事:J;長の時事素であるグルコキナーゼの電J!性が証明されたことにより、グルコキナーゼ

以降のitoltH路のy4常による同細胞の災常やインスリン非依存住者置尿病がおこる可能性も光分に

~えられる。この意味で~近、 f語系遺伝を I}~す4措』尿病の中に、酸化的リン般化、 ATP窓生にか

かわるミトコンドリア遺伝子拠常が先凡されたという鍬告は注目される利明。

.lslj(仰のilf云関子の研究はまだ始まったばかりである。今後、 lぽ閃遺伝子が次々に発見されて

絢懲がよりÌÄl(理解され、かつより本質的な払i~~が傭立されるζ とを願って紡ぴの;tj駐とした

u、。
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*li fffu u 1_18 

1 . 家系内に総尿病が多党している比較的li年発疲のインスリンJI!{氏イ長官l:.tl~以

紛のf心者計200人以 1:のグルコキナーゼ遺伝子変異を PCR-SSCP法でス

クリーニングした。遺伝子転写制御領域を含めて、グルコキナーゼ遺伝子

全体にわたり数栂1siの SSCPパターンの変化が見いだされたが、 l例を除

いて残りのすべてはアミノ政変化の伴わない変異や多塑性であった。した

がって、グルコキナーゼの変}'{は日本人のインスリン非依存性総尿病の原

閃としては務であると与・えられた。

2. 9"'/'で発見されたk児のインスリン非依存性総尿病のJ忠者-において、グル

コキナーゼ遺伝子f;(57エクソンの26 1捨目のアミノ般がグリシンからア

ルギニンへ袋3宅していることがluJ~さされた。主主系分析の紡-*、発治..r;-の兄

と母にも同じ異常が同定され、経IJ事~:n荷試験にて三人とも締』尿病理を呈

していることが確認された。同じ遺伝子変異はフランスの MαコYの一家系

にも見いだされ民事Mfi1'i性がほぼ消火することが報告されており、また正常

人には認められなかったので、この変異が本痕例およびその家族の泌尿病

のJJ;(閃であると披測された。

3. グルコース刺激に対するインスリン初期分泌は経度低下していた。先鴻者

の母叙にクランプ試験を行ったところ、-*消組織でのグルコース利J1J犠は

正i常であったが、 R干肢でのグルコースの取り込みは若しく減少していた。

したがって、グルコキナーゼ'R1~'1主による総尿病の発症綴rr.には、際線ラ

ングルハンス烏p細胞におけるインスリン分泌の低下と肝腺におけるグル

コースの取り込みの低下がともに!則 'j・していると考えられた。
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論文 H 録

本研究の内容は以下の鈴文に発ぷした。
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