
はじめに

１型糖尿病では，自己免疫応答により膵β細胞の７０～
８０％が破壊されてはじめて高血糖症状が出現し，診断に
至る場合が多い１）。限られた残存膵β細胞量では，イン
スリン補充療法が治療の基本となる。近年では，抗 CD３
抗体などの免疫抑制作用をもつ生物学的製剤を中心に，
早期からの疾患の進展阻止を目指した治療法の開発研究
が進められ，臨床応用が期待されている２）。そこで，１
型糖尿病の発症を早期に予測し，新規治療薬の効果を判
定するため，膵β細胞傷害を鋭敏に定量評価できるバイ
オマーカーの開発が求められている。

近年では，糖尿病分野においても，細胞死を反映する
マーカーとして遊離 DNA が注目されている３）。遊離
DNA とは，死細胞が循環血液中に放出する DNA 断片
であり，これまでがんの診断・分類や出生前診断などに
用いられてきた。また，膵β細胞におけるインスリン遺
伝子は，プロモーター領域やエクソン領域において CpG
の脱メチル化を有していることが報告されている４‐７）。
すなわち，β細胞以外の細胞においてはインスリン遺伝
子の CpG がメチル化されており転写が開始しないが，
β細胞においては特異的に脱メチル化しておりインスリ
ン遺伝子が発現する。この特徴を用いて，遊離 DNA 中
の脱メチル化インスリン遺伝子 DNA を測定することで，
膵β細胞傷害の程度を推定する試みがなされている３）。

DNA のメチル化状態を調べるには，一般的にバイサ

ルファイト処理が用いられている８，９）。メチル化された
シトシンは重亜硫酸の影響を受けないが，メチル化され
ていないシトシンはデオキシウラシルに変換されるため，
バイサルファイト処理によってメチル化状態の違いが塩
基配列の違いへと変換される。バイサルファイト変換し
た遊離 DNA を用いて，デジタル PCR（Droplet Digital
PCR : ddPCR）１０‐１２）や次世代シークエンス（Next Genera-
tion Sequencing : NGS）４）により遊離DNA中の脱メチル化
インスリン遺伝子 DNA を測定するアッセイがいくつか
報告されている。しかし，ddPCR では標的とする CpG
サイトが１～２ヵ所と少ないため特異度が充分でなく
バックグラウンドシグナルを考慮する必要があり１１，１２），
NGS では特異度は高いが高コストで出力データの読み
取りが複雑であるという難点がある。

我々は，バイサルファイト処理と Amplification Refra-
ctory Mutation System（ARMS）PCR を組み合わせた膵
β細胞傷害の新規検出法を開発した。ARMS PCR は，
単一核酸の変異を検出するために開発されたもので，標
的配列とプライマーとの間に３’ 末端で２つ以上のミス
マッチがあると伸長反応が停止する現象を利用する方法
である１３，１４）。通常のリアルタイム PCR システムを用い
て，２ステップの ARMS PCR を行うことにより，イン
スリン遺伝子エクソン２の４ヵ所の CpG を標的とした
特異的かつ定量的なアッセイを報告する。

本研究の目的は，１型糖尿病患者において，遊離 DNA
中の膵β細胞特異的なインスリン遺伝子の脱メチル化状
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態を検出する配列特異的かつ定量的な PCR 法を用いて，
膵β細胞傷害の定量を行い，その有用性を明らかにする
ことである。

対 象

当院小児科及び内科外来通院中の１型糖尿病患者１１４
名と，ボランティアの健常成人３１名を対象とした。研究
への参加にあたっては，書面にて本人あるいは保護者か
らインフォームド・コンセントを得た。血中遊離 DNA
濃度は概日リズムや食事などの影響を受けて変動する可
能性が示されている１５）が，１型糖尿病患者の通常外来診
療において早朝空腹時採血を行うのは低血糖のリスクが
高いと判断し，随時採血とした。本研究は，徳島大学病
院医学系研究倫理審査委員会の承認を得て（承認番号：
２３２０），ヘルシンキ宣言に基づいて実施した。

方 法

・コントロール作製
今回報告する新規膵β細胞傷害検出法では，ヒト膵β

細胞由来インスリン遺伝子において比較的特異的に非メ
チル化している４，５）＋３３１，＋３６７，＋３７１，＋４０４のCpGサイ
トを標的とした。生体内での DNA 複製においてメチル
化情報は維持されるが，PCR システムにはメチル基転
移酵素が存在しないため，メチル化シトシンはPCR増幅
後に脱メチル化する。肝臓ゲノムDNAを＃１プライマー
セット（Forward ;５’-ATGGCCCTGTGGATGCGCCTC-
３’，Reverse ; 5’-ACAGGGAGCTGGTCACTTTTAGGACGT‐
３’）で増幅後にバイサルファイト変換して＃２プライマー
セット（Forward ;５’-TTTTGGGGATTTGATTTAGT-３’，
Reverse ;５’-ACTCACCCTACAAATCCTCTAC-３’）で
増幅し，標的とする４ヵ所の CpG をTGに変換したプラス
ミドDNAを脱メチル化コントロールとした。また，ヒト
肝臓ゲノムをバイサルファイト変換して＃２プライマー
セットで増幅し，標的とする４ヵ所の CpG を CG のまま
にしたプラスミド DNA をメチル化コントロールとした。
各コントロールの４ヵ所の CpG サイトは，DNA シーク
エンスで確認した。これらは，検量線作成や最低検出コ
ピー数の検討にも用いた。
・被験者検体からの遊離DNA抽出及びバイサルファイ
ト処理
血清１mL から NextPrep-Mag cfDNA Isolation Kit

（BIOO Scientific Corporation, Austin, TX, USA）を用
いて試薬メーカーの指示通りに遊離 DNA を抽出し，
innuCONVERT Bisulfite Basic Kit（AJ Innuscreen
GmbH, Berlin, Germany）を用いてバイサルファイト処
理を行い，５０μL で溶出した。使用時まで－８０℃で保存
した。
・Nested PCR

HotStarTaq Plus Master Mix Kit（Qiagen，Tokyo，
Japan）を用いて，INS エクソン２領域の断片（１２８bp）
を増幅するための Nested PCR を行った（Forward ;５’-
AGTTGTAGTTTTTGTGAATTAATATTTG-３’，
Reverse ;５’-TCACCCTACAAATCCTCTACC-３’）。５
μL のテンプレート DNA を使用し，T１００TM サーマルサ
イクラー（Bio-Rad）を用いて９５℃５分間のホットスター
ト後，９４℃３０秒，５０℃３０秒，７２℃３０秒のプログラムを１５
サイクル行った。PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extra-
ction Kit（NIPPON Genetics，Tokyo，Japan）を用いて
クリーンアップし，２５μL で溶出した。
・２ステップARMS PCR

ARMS PCR 法の原理を示す（Fig１）。各標的 CpG サ
イトに対応するプライマーの３’ 末端に，ミスマッチの
１塩基とそれに続くチミジンを挿入し，CpG サイトがメ
チル化されている場合に２つのミスマッチを生じるよう
プライマーを設計した。ミスマッチの１塩基の種類によ
り Forward と Reverse にそれぞれ３通りのプライマー
候補を用意し，脱メチル化コントロールとメチル化コン
トロールに対するアッセイにおいて最大の Threshold
Cycle（Ct）値差を示したプライマーセットを選択した。
１st ARMS PCRでは，＋３３１bpと＋４０４bpのCpGサイトが
共に脱メチル化している場合にインスリン遺伝子 DNA
断片を増幅するようにプライマーを設計した（Forward ;
５’-TAGTTTTTGTGAATTAATATTTGTTTG-３’，
Reverse ;５’ -CCTACAAATCCTCTACCTCCGAA-３’ ）。
１μL のテンプレート DNA を用いて，LightCycler９６
Instrument（Roche）で９５℃１０分の初期変性後，９５℃１０
秒，５６℃１０秒，７２℃１０秒のプログラムを１５サイクル行っ
た。PCR 産物を前述のキットでクリーンアップ後，指示

Figure１．ARMS PCR 法の原理
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通りに２５μL に溶出した。２nd ARMS PCR では，＋３６７bp
と＋３７４bpのCpGサイトを標的とした（Forward ; ５’-
TTTGGTGGAAGTTTTTTATTTAGTGTCTG-3’,
Reverse ; 5’-AATCTTAAATATATAAAAAAAACC
TGAT-３’）。プロトコルは１st ARMS PCR と同じであるが，
サイクル数を３５とした。

脱メチル化インスリン遺伝子 DNA コピー数（／mL）
は，以下の式を用いて算出した。

２５０×１０̂｛（y_intercept-Ct値）／（-slope）｝of２nd ARMS
PCR×２５／（１st ARMS PCR の効率）̂１５／（Nested PCR の
効率）̂１５

PCR 産物のシークエンス解析を行い，Ct 値３５以下を
膵β細胞由来インスリン遺伝子 DNA 陽性とした。
・統計解析

連続変数は中央値（下位四分位，上位四分位）で示し
た。２群間の差を比較するために Mann-Whitney U 検定
を用いた。データの分布は Shapiro-Wilk 検定で評価し
た。β細胞由来遊離 DNA コピー数と臨床パラメータと
の相関関係は，Spearman の順位相関係数を用いて解析
した。

統計解析には JMP Pro１５（SAS Inc. Cary, NC）を用
いた。統計的検定は両側で行い，P 値が＜０．０５の場合に
統計的有意性があるとみなした。

結 果

・スパイク（イン）テスト
脱メチル化コントロール DNA（１００～１０５コピー）を

４ng のヒト血液ゲノムと混合し，これらのサンプルを
用いて Nested PCR と２ステップ ARMS PCR を行い，

コピー数を算出した。脱メチル化コントロール DNA 量
に応じて，コピー数は直線的に増加した（R２＝０．９９０９）。
・最低検出コピー数の検討

１０５コピーのメチル化コントロール DNA に，１または
０コピーとなるように希釈した脱メチル化コントロール
DNA を混合したサンプルを１６サンプル用意し，Nested
PCR と２ステップ ARMS PCR を行った。１６サンプル中
７サンプルで脱メチル化コントロール DNA を１コピー
検出し，メチル化コントロールは検出しなかったため，
本アッセイにおける脱メチル化インスリン遺伝子 DNA
の最低検出コピー数は１コピーとした。
・患者背景

患者背景を Table１に示す。１１４名の１型糖尿病患者
のうち，１８歳未満を小児患者，１８歳以上を成人患者とし
た。小児患者２６名（罹病期間の中央値３．２年），成人患者
８８名（罹病期間の中央値１０．７年）であった。BMI は小
児期には年齢とともにダイナミックに推移し絶対値では
評価できないため，%tile スコアを用いた。
・患者検体での測定結果

膵β細胞由来インスリン遺伝子 DNA は，１型糖尿病
患者１１４名中３２名，健常成人３１名中１０名で検出され，そ
の陽性率及びコピー数は両群で有意差を認めなかった
（Fig２）。膵β細胞由来インスリン遺伝子 DNA 陽性の
患者群において，そのコピー数が病態を反映する可能性
を考え，臨床パラメータとの関連を検討したところ，小
児例では年齢と逆相関を認めた（Table２）。小児と成
人を合わせた患者群全体では，年齢（ρ＝－０．４５８，P
＝０．００５），罹病期間（ρ＝－０．４０３，P＝０．０１５）と逆相関し
た。

Table１．患者背景

Adult T１D
（n＝８８）

Healthy control
（n＝３１）

Pediatric T１D
（n＝２６）

３１／５７
４７．０（３５．０，５９．０）
１０．７（５．０，２３．０）

２２．２（２０．７，２４．０）
７．１（６．６，８．０）
０．０５（０．００，０．３２）
０．５８（０．４６，０．７７）

２１／１０
３５．０（３１．５，４４．８）

２２．１（２０．４，２４．５）

Male/Female
Age（years）
Duration（years）
BMI（kg/m2）percentile
BMI（kg/m2）
HbA１c（%）
Serum CPR（ng/mL）
TDD（U/kg/day）

１１／１５
１０．４（７．１，１４．３）
３．２（０．８，５．１）
６９．３（４９．８，８２．８）

７．９（７．０，８．５）
０．０４（０．００，０．５３）
０．７９（０．６９，１．０８）

BMI, body mass index ; CPR, C-peptide ; TDD, total daily dose of exogenous insulin ; T１D, type１
diabetes.
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考 察

１型糖尿病患者において膵β細胞傷害を非侵襲的にモ
ニタリングすることは病態把握に有用であり，将来的に
は近親者に１型糖尿病をもつ者や膵島関連自己抗体陽性
者など高リスク者に対して発症をスクリーニングし病態
進展阻止治療の導入のタイミングを図るのにも役立つ可
能性が考えられる。また，膵臓あるいは膵島移植におい
て，移植組織に対する拒絶反応などの傷害を定量評価す
ることが可能となるかもしれない４）。

遊離 DNA 中の膵β細胞特異的インスリン遺伝子の脱
メチル化を定量することにより膵β細胞傷害を定量する
アッセイは，２０１１年に初めて報告されて以来１６），ddPCR
や NGS などを用いていくつかの研究グループが報告し
ている。アッセイ間で，最適化された血液サンプルの種
類・量や収集方法，使用される遊離 DNA 抽出技術，標
的 CpG 部位の違いがあることなどにより，測定結果に
はばらつきがある１７）。膵島移植後に高コピー数の脱メチ

ル化インスリン遺伝子 DNA が検出されることは多くの
アッセイで共通して見られる結果であるが５，１７），１型糖
尿病患者を対象とした研究では，発症直後の患者や高リ
スク者で健常成人と比べて高値であったとする報
告４，１０，１１）がある一方で，罹病期間の比較的長い患者にお
いては健常成人と差がなかったとする報告もある１８）。ま
た，２型糖尿病においても，その発症に膵β細胞傷害の
関与が考えられているが，インスリン遺伝子転写開始点
より６９塩基上流の CpG 脱メチル化を ddPCR を用いて
検討した研究では，成人２型糖尿病患者の脱メチル化イ
ンスリン遺伝子 DNA コピー数は，健常者と比較し有意
差がなかったと報告されている１９）。

我々は，バイサルファイト処理と ARMS PCR 法を組
み合わせた膵β細胞由来インスリン遺伝子 DNA の新規
検出法を開発し，１型糖尿病患者及び健常成人に適用し
て，いずれも約３０％の症例で検出し得た。健常成人の結
果から，本法は生理的レベルの膵β細胞のターンオー
バーを捉える感度を有する可能性が示唆された。感度・
特異度の高い NGS を用いた既報５）でも，健常成人にお
いて約３０％で２０コピー／mL 程度までの脱メチル化イン
スリン遺伝子 DNA を検出しており，我々の結果はこれ
に類似していた。非糖尿病者において脱メチル化インス
リン遺伝子 DNA コピー数が高値となる背景には，若年
であること２０）や肥満２１）による影響が考えられるほか，糖
尿病の前段階であることを反映している可能性も考えら
れ，今後対象者を増やし縦断的に解析していく必要があ
る。発症後の１型糖尿病においては，残存膵β細胞量が
ごく僅かであるため陰性者が多かったが，罹病期間の短
い一部の症例では，残存膵β細胞に緩徐な破壊が続いて
いることが示唆され，本法にて１型糖尿病の病態を把握
できる可能性が示された。

Figure２．膵β細胞由来インスリン遺伝子 DNA コピー数

Table２．膵β細胞由来インスリン遺伝子 DNA 陽性患者におけるコピー数と臨床パラメータとの相関

Pediatric T１D Adult T１D

－０．８１０
－０．５２４
－０．３５７

０．１１９
０．３４２

－０．３５７

０．０２２
０．１９７
０．３８９

０．７９３
０．４０６
０．３８９

－０．０６０
－０．２３３

－０．３５３
０．２７７
０．２２８
０．２４６

０．７６３
０．２３３

０．０７１
０．１７０
０．３０８
０．２３５

Age（years）
Duration（years）
BMI（kg／m２）percentile
BMI（kg／m２）
HbA１c（％）
Serum CPR（ng／mL）
TDD（U/kg／day）

CPR, C-peptide ; TDD, total daily insulin dose ; T１D, type１ diabetes.（Spearman’s rank correlation
coefficient）

ρ P ρ P
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結 語

我々は，通常のリアルタイム PCR システムを用いて
施行可能な，バイサルファイト変換と ARMS PCR 法を
組み合わせた膵β細胞傷害の新規検出法を開発した。
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SUMMARY

In people with type１ diabetes（T１D）, biomarkers that can sensitively and quantitatively
evaluate injury of pancreatic beta cell are required in order to predict the onset of the disease at an
early stage and to provide interventions to prevent the progression of the disease. We developed a
new method for quantifying pancreatic beta cell-derived insulin DNA in circulation that combines
bisulfite conversion and Amplification Refractory Mutation System（ARMS）PCR, which can be
performed using a conventional real-time PCR system. We applied this method to T１D patients
and healthy adults, both could be detected in about ３０％ of cases. The results in healthy adults
indicate that this method may have sensitivity to detect the turnover of pancreatic beta cells at phy-
siological conditions. In post-onset T１D patients, there were many negatives because the amount
of residual pancreatic beta cells was extremely small. However, in some cases with a short duration
of the disease, pancreatic beta cell-derived insulin DNA was detected in negative correlation between
the duration of the disease, that suggested the residual pancreatic beta cells continue to be slowly
destroyed. It was demonstrated that the time course of pathophysiology in T１D could be under-
stood using this method.
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