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IL -4遺伝子プロモーター多型と 1型糖尿病との関連

大久保　智子

A Novel Polymorphism in the Promoter Region of the Interleukin-4 Gene and Association with Type 1 
Diabetes Mellitus
Tomoko Ohkubo (Fourth Department of Internal Medicine, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma -gun, 
Saitama 350 -0495, Japan)

Interleukin -4 (IL -4), one of the key regulators of the Th1 -Th2 balance, promotes the differentiation of CD4＋

helper lymphocytes into Th2 cells. It is assumed that the Th1 predominance over Th2 has an important role in 
the development organ - specific autoimmune diseases, such as type 1 diabetes and Hashimoto’s thyroiditis. In 
the present study, therefore, we investigated the possible role of the IL -4 gene in type 1 diabetes and autoimmune 
thyroid disease. First, we screened for variations in the promoter region ( position－1,105 to＋38; ＋1＝ translation 
start site) and exons of the IL -4 gene in 24 patients by PCR direct sequencing, and detected five polymorphisms: 
C(－589)T, C(－144)T, C(－33)T, A363T and A8411C. Among them, A363T and A8411C are located in introns and 
were not further analyzed. Genotyping of other polymorphisms were performed by PCR -RFLP on 114 patients 
with type 1 diabetes, 92 patients with Graves’disease, 57 patients with Hashimoto’s thyroiditis and 221 control 
subjects. C(－144)T is a novel and relatively rare polymorphism, and it was revealed that the distribution of the 
C(－144)T genotypes was significantly different between type 1 diabetic patients and control subjects (p＝0.0035); 
the CT genotype was observed in six type 1 diabetic patients and one control subject, and the remainder were all 
CC genotype. The frequency of the CT genotype was also increased in patients with autoimmune thyroid disease 
compared to control subjects, but the difference was not significant. No significant difference was observed in the 
distribution of C(－589)T and C(－33)T genotypes between patients with type 1 diabetes or autoimmune thyroid 
disease and control subjects. Then, effects of the C(－144)T polymorphism on promoter activity of IL -4 gene 
were assessed by luciferase reporter gene assays. Transcriptional activity of the －144T allele, both stimulated 
and unstimulated, was significantly lower than that of the －144C allele. These data suggest that the C(－144)T 
polymorphism in the IL -4 gene reduces the IL -4 synthesis and contributes to the development of type 1 diabetes.
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 緒　言

　免疫応答に重要な役割を持つ CD4陽性ヘルパー T
細胞は，細胞性免疫に重要な Th1細胞と液性免疫に重
要な Th2細胞とに分類される．Th1細胞と Th2細胞
の誘導については，全てのサイトカインを産生しうる
Th0細胞から，interleukin -12 (IL -12），interferon -γ
（IFN-γ）の作用を受けると Th1細胞に，IL -4の作
用を受けると Th2細胞に分化することが知られて
いる．Th1細胞からは IL -2，IFN-γ，tumor necrosis 

factor -β（TNF-β（TNF-β（ β）が，Th2細胞からは IL -4，IL -10，
IL -5，IL -6，IL -9，IL -13が産生され，それらのサイトカ
インがお互いの細胞を抑制することが Th1 -Th2バラ
ンスの維持に寄与しているものと考えられている1, 2)．
　細胞性免疫は 1型糖尿病を含めた臓器特異的自己免
疫疾患の原因として重要であり，多くの臓器特異的自
己免疫疾患において，自己成分に対する T細胞応答の
Th1へのシフト（Th1へのシフト（Th1へのシフト（ バイアス）が観察される3)．一方，
逆に Th1 -Th2バランスが Th2優位となった場合には
液性免疫による自己免疫疾患やアレルギー性疾患が発
症しやすくなる可能性がある4)．1型糖尿病では，モデ
ル動物である NODマウスおよびヒトにおいて，Th1
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バイアスを支持する成績が報告されている5 -8)．一方，
自己免疫性甲状腺疾患に関しては，橋本病では甲状腺
組織の破壊が病因であるため 1型糖尿病と同様に Th1
優位であり，Graves病では TSHレセプター抗体に
よる甲状腺の過剰刺激が病因であるため Th2優位で
あると考えられていたが，Graves病については Th1
と Th2の両方が関与しているとの報告もある9)．
　本研究では，そうした Th1-Th2バランスに影響する
因子の中で IL -4に注目した．既に述べたように，IL -4
は Th2細胞への分化の key regulatorであり，実際
NODマウスにおいて IL -4の投与は Th2タイプの免
疫反応を惹起し10)，糖尿病の発症を予防する10, 11)こと
が報告されている．また，最近では natural killer T 
（NKT）NKT）NKT 細胞の 1型糖尿病を含む自己免疫疾患発症の
抑制効果が注目されているが，その機構として NKT
細胞よりの IL -4産生低下が注目されている12)．NOD
マウスでは NKT細胞の移入および NKT細胞のリガ
ンドであるαGalCerの投与により 1型糖尿病発症が
抑制されたとの報告があり13, 14)，またヒトにおいても 1
型糖尿病患者で NKT細胞からの IL -4分泌が認められ
ないとの報告がある15)．
　したがって，IL -4は自己免疫疾患およびアレルギー
疾患の重要な候補遺伝子と思われるが，すでに遺伝
学的な連鎖解析において，IL -4遺伝子を含む 5番染
色体の 5q31－33領域と気管支喘息 16 -18)，Crohn病 19)，
1型糖尿病 20)，自己免疫性甲状腺疾患 21)との連鎖が
報告されている．さらに，これまでに多くの報告
が IL -4遺伝子多型と疾患との関連を検討し，IL -4
遺伝子の C（－589）T，C（－33）Tの 2つの一塩基多型
（single nucleotide polymorphism: SNP）について気管
支喘息，IgEの高値，炎症性腸疾患との関連が報告さ
れている22 -25)．一方，1型糖尿病の発症に関連する遺
伝子として HLA class II遺伝子，インスリン遺伝子，
CTLA-4遺伝子などが報告されているが27, 28)，IL -4遺
伝子については日本人 1型糖尿病患者と C（－589）
T多型との関連を認めないとの報告 24)があるのみで
ある．また，自己免疫性甲状腺疾患についても，IL -4
遺伝子多型との関連を検討した報告はあるが 29, 30)，
コンセンサスは得られていない．
　そこで本研究は，IL -4遺伝子多型が 1型糖尿病の
発症に与える影響についての手がかりを得ることを
目的として，1）1型糖尿病患者における IL -4遺伝子
のプロモーター領域の allele頻度，および 2）それら
alleleが IL -4遺伝子の転写活性に与える影響について
調べた．さらに，自己免疫性甲状腺疾患である橋本病
及び Graves病についても，1）1型糖尿病患者にしば
しば合併症として発症すること，2）Th1 -Th2バラン
スの違いが顕著であり，IL -4遺伝子との相関が疑わ
れていることから，1型糖尿病の疾患モデルとして併
せて allele頻度を調べ，考察を加えた．

対象および方法

対　象

　対象は埼玉医科大学第 4内科を受診した 1型糖尿
病 114例（このうち Graves病合併例 9例，橋本病合
併例 14例），Graves病 92例（1型糖尿病合併例なし），
橋本病 57例（1型糖尿病合併例なし），および対照者
（コントロール）として埼玉県在住の問診により健常
と思われるボランティア 222例．1型糖尿病の診断は，
islet cell antibody （ICA），抗ICA），抗ICA GAD抗体，血中及び尿中
C - ペプチド，および American Diabetes Association
のガイドラインに従った 31)．Graves病，橋本病の診
断は甲状腺腫などの臨床像，甲状腺機能，甲状腺自
己抗体（抗サイログロブリン抗体，抗マイクロゾーム
抗体，抗 TSHレセプター抗体），超音波所見などによ
り行った．なお，本研究は，「糖尿病および糖尿病合
併症の発症および進展に関与する遺伝子の研究」とし
て本学倫理委員会の承認を受けている．

方　法

（1）ゲノム DNA
　ゲノム DNAは対象者の血液よりWizard Genomic 
DNA Purification Kit （Promega, Madison, WI）を用い
て精製した．

（2）多型の検索
1型糖尿病 24例の IL -4遺伝子アミノ酸コード領

域（exon 1 -exon 4)とそのプロモーター領域につい
て多型の検索のため塩基配列の決定を行った．プラ
イマーとして Table 1の 1～7を用いて増幅された
PCR産物を dRhodamin Terminater Cycle Sequencing 
Ready Reaction kit （Applied Biosystems）を 用 い て
Dye Termination反応を行ったのち，ABI PRISM310 
Genetic Analyzerを用いて DNA直接シーケンスを
行った．PCRの反応条件は，95℃11分の hot startの後，
94℃，1分，54℃，30秒，72℃，1分のサイクルを 45回，
72℃，7分とした．

（3）IL-4遺伝子多型のタイピング
　プロモーター領域に存在する多型について 1型糖尿
病 114例，Graves病 92例，橋本病 57例，対象者 221
例を対象として，PCR-RFLP法を用いた関連解析を
行った．一部の多型はそのままでは適切な制限酵素切
断部位がないため，PCRにおいてmismatch primerを
使用した（mismatch部は小文字で示す）．C（－589）T
について primerとして TAAACTTGGGAGAACATgGT
および TGGGGAAAGATAGAGTAATAを用い，95℃，
11 分 の hot start の 後，94 ℃，1 分，44 ℃，30 秒，
72℃，1分のサイクルを 45回，72℃，7分でmismatch 
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PCRを行った．制限酵素 Ava IIを用いて，37℃で 24
時間 PCR産物の消化を行った後，3％アガロースゲル
にて泳動，SNPの判定を行った．C（－144）Tについて
は primerとして CAAGTGACTGACAATCTGGgtTAA
お よ び CTTACGATGCAATGCTGACA を 用 い，
95℃，11分の hot startの後，94℃，1分，42℃，30秒，
72℃，1分のサイクルを 45回，72℃，7分でmismatch 
PCR を行った．制限酵素 Hpa I を用いて，37℃
で 24時間 PCR産物の消化を行った後，C（－589）T
と同様に判定した．C（－33）T については primer
と し て TAGAGATATCTTTGTCAGCATTGC お よ び
GGGGGAAGCAGTTGGGAGGTGAGAを用い，95℃，
11 分 の hot start の 後，94 ℃，1 分，46 ℃，30 秒，
72℃，1分のサイクルを 45回，72℃，7分で PCRを
行い，制限酵素Mnl Iを用いて，37℃で 24時間 PCR
産物の消化を行った後，アガロースゲルにて泳動，
SNPの判定を行った．

（4）臨床像の比較
C（－144）T多型 において T alleleを保有する症例と

保有しない症例について，1型糖尿病の臨床像（発症
年齢，GAD抗体，IA -2抗体，糖尿病家族歴，自己免
疫性甲状腺疾患の合併の有無）について比較した．

（5）Luciferase reporter vectorの作成
C（－144）T多型を含む－203～－50領域を 5’ -GGG 

GTA CCT GGA AGA GAG GTG CTG ATT GGTA CCT GGA AGA GAG GTG CTG ATT GGTA CC -3’ 及び 5’
-AAA AGC TTAAA AGC TTAA A CGA TGC AAT GCT GAC AAA GATA AGC TTA CGA TGC AAT GCT GAC AAA GATA AGC TT -3’
を用いて PCRで増幅した．これらにはそれぞれ KpnI, 

HindIIIサイトを導入してある（下線部）．この 151 
bpのフラグメントを pT7 -Blue Vector （Novagen）に
サブクローニングした．その後，プラスミド DNAの
PCR産物に由来する挿入配列部分の塩基配列の決定
を dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit （Applied Biosystems）により行った．塩基
配列が確認されたプラスミドの挿入配列部分を Kpn I
と Hind IIIで切り出し，pGL3 -Basic vectorのホタル
ルシフェラーゼ遺伝子上流のマルチプルクローニング
サイトにサブクローニングした．

（6）Dual -Luciferase Reporter Assayによる多型の
機能解析

Jurkat T 細 胞 は RPMI 1640 medium （SIGMA, St 
Louis, MO）に 10％ FBS （JRH Biosciences（JRH Biosciences（ ）, 100 U/ml 
Penicillin, 100 μg/ml Streptomycin, 0.292 ng/ml 
L -Glutamine （Life Tecnologies, Rockville, MD）を混合
した培養液を用いて培養した．Jurkat T細胞を上記の
培養液で 24時間培養後， RPMI 1640 mediumで洗浄，
懸濁し，約 4×105個の細胞に 24穴プレートにて，（5）
で作成した IL -4プロモーター領域を pGL3 -Basicプ
ラスミド DNAにサブクローニングした luciferase 
reporter vectorを 1.9μg，内部対象としてウミシイ
タケルシフェラーゼ遺伝子を含む pRL -Tk vectorを
0.095μgの両者をコトランスフェクトした．トラ
ンスフェクション試薬としては X- tremeGENE Q2 
Transfection Reagent （Roche Diagnostics, Indianapolis, 
IN）を用いた．DNA，トランスフェクション試薬，
培地の混合液にて 4時間培養し，トランスフェクショ
ン反応を行った．血清含有培地を加えさらに 37℃
5％ CO2で 24時間培養し，増殖刺激として 10 ng/ml 
PMA 及 び 1μM Ionomycin （SIGMA, St Louis, MO）
を用いてさらに 16～18時間培養した．その後細胞を
回収しホタルルシフェラーゼ活性とウミシイタケル
シフェラーゼ活性を Dual -Luciferase Reporter Assay 
System （Promega, Madison, WI）と Gene -Light 55 
Luminometer （マイクロテックニチオン）を用いて測
定した．  

統計解析

　多型（allele,genotype）の頻度の検定については，
Fisherの直接検定（2×2）あるいはχ2検定で行った．
連鎖不平衡については t値でその有無を検定した 32)．
臨床データの比較においては，パラメトリカルデー
タは対応の無い t検定，非パラメトリカルデータは
Fisherの直接検定（2×2）で行った．Dual -Luciferase 
Reporter Assayの結果は反復測定分散分析（repeated 
measures ANOVA）により検定した．統計計算はmeasures ANOVA）により検定した．統計計算はmeasures ANOVA
StatView J 5.0 （SAS Institute）で行った．有意差レベル
は p＜0.05とした．

Table 1. PCR primers 
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成　績

（1）IL-4遺伝子多型のスクリーニング
1型糖尿病 24例に対し，IL-4遺伝子及び 5’上流領域
について遺伝子多型の検索を行ったところ，5’上流領
域にC（－589）T, C（－144）T, C（－33）T，第 2エクソン上流
のイントロン部に A363T，第 4エクソン上流のイントロ
ン部に A8411Cの合計 5つの SNPを認めた（Fig. 1）．

（2）IL-4遺伝子多型と 1型糖尿病および自己免疫性
甲状腺疾患（Graves病，橋本病）との関連の検討

IL -4 遺伝子 5’上流領域に存在する 3つの多型につ
いて PCR-RFLPを行い，genotypeおよび alleleの頻
度を疾患群とコントロール群の間で比較した．これら
3つの多型について，C（－33）T多型と C（－589）T多
型との間に強い連鎖不平衡を認めたが，C（－144）T多
型は他の 2つの多型とは有意な連鎖不平衡は認めな
かった（Table 2かった（Table 2かった（ ）．まず，1型糖尿病とコントロールの
間で，C（－589）T多型の頻度（ genotypeおよび allele）
に有意差は認めなかった．また，Graves病，橋本病
についてもコントロールと比較して多型の頻度に有
意差は認めなかった（Table 3（Table 3（ ）．次に，C（－144）T多
型については，T alleleはコントロールでは 221例中
1例 のみに認めたのに対して 1型糖尿病では 114例
中 6例に認め，genotypeにおいては CT genotypeが
1型糖尿病で有意に増加し（p＝0.0074），alleleにおい
ては T alleleが 1型糖尿病で有意に増加していた（p＝
0.0037）．Graves病および橋本病においても T alleleの
頻度はコントロールと比べて増加していたが，有意差
は認めなかった（Table 4は認めなかった（Table 4は認めなかった（ ）．C（－33）T多型では C（－
589）T多型と同様に，1型糖尿病とコントロールの間
で多型の頻度（genotypeおよび allele）に有意差を認め
なかった（Table 5なかった（Table 5なかった（ ）．なお，Graves病，橋本病につい
ては，C（－33）T多型と C（－589）T多型との強い連鎖
不平衡のため，有意な関連がないことが予想された
ため，C（－33）T多型の解析は行わなかった．

（3）臨床像の比較
C（－144）T 多型の T allele を保有する患者 6 例

と保有しない患者 108例との間で臨床像を比較
した．発症年齢，GAD抗体および IA -2抗体の有無，
糖尿病家族歴の有無，自己免疫性甲状腺疾患合併の
有無において， 2群間に有意差は認められなかった
（Table 6（Table 6（ ）．

（4）C（－ 144）Tによる転写活性の変化の検討
C（－144）T多型の転写活性に及ぼす影響を検討する

ため，IL -4遺伝子 5’上流領域の－203～－50の配列を
luciferase reporter vectorである pGL3 -Basicに組み込
み dual - luciferase assay systemで luciferase活性を測
定した．T細胞由来のヒト細胞株である Jurkat細胞に
おいて，－144部位が Tである pIL -4－144Tは－144部
位が Cである pIL -4－144Cに比べて，転写活性が刺激
前（p＝0.0189）と刺激後（p＝0.0434）ともに有意に低下
していた（Fig. 2）．

考　察

　緒言で述べたように，1型糖尿病の成因において免
疫担当細胞であるヘルパー T細胞の Th1 -Th2バラン
スが重要と考えられており，1型糖尿病の発症過程で
は膵β細胞に対する T細胞応答の Th1バイアスが観
察される．今回，我々は Th1 -Th2バランスに関与す
る遺伝子の中で IL -4遺伝子に注目し，プロモーター
領域及び exon部分について DNAシーケンスによる
多型のスクリーニングを行った．その結果，5つの
SNPを認めたが，その中の 2つは IL -4遺伝子の発現
に関与する可能性の低い intron部分に存在しており，
残りの 3つの SNPについて検討を行った．

3つの多型のうち，C（－589）T多型と C（－33）T多
型については，疾患との関連を含めてこれまでに多
くの報告がある．まず，これら 2つの多型は強い連
鎖不平衡の関係にあり 589T/－33Tおよび－589C/－
33Cの 2つのハプロタイプがあることが報告されて
いたが 33, 34)，今回の我々の検討においても同様の結果

Fig. 1. Schematic representation of the human IL -4 gene and its promoter. Transcriptional factor binding sites and exons are 
shown as rectangles, and positions of the five polymorphic nucleotides are shown as dots. Transcriptional factor binding sites, 
C/EBPm(white) and AP -1(shaded), overlap and include the C(－144)T polymorphism. 
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が示された．疾患との関連については，血清 IgEの
高値 22)，気管支喘息 25, 26)，アトピー性皮膚炎 35)との関
連が報告され，さらに疾患と関連する－589T配列が
luciferase活性で測定した転写活性を－589C配列より

も促進するという成績 22)がある．このことは，アレル
ギー疾患における Th1 -Th2バランスの Th2への偏倚
に対する IL－4の重要性 4)に合致するものである．さ
らに，アレルギー疾患のゲノムワイドの連鎖解析に
よって，IL -4遺伝子を含む染色体 5q31－33は人種を
超えて疾患感受性遺伝子の候補領域としてマッピング
された．しかしながら，IL -4遺伝子と喘息，アトピー
性皮膚炎との関連については，否定的な報告 34, 36, 37)，
IL -4遺伝子に隣接する IL -13遺伝子領域の多型の関
与を示唆する報告 24)もあり，いまだコンセンサスは
得られていない．1型糖尿病および自己免疫性甲状腺
疾患については，日本人 1型糖尿病において IL -4遺
伝子 C（－589）T多型との関連を認めないという報告
があり38)，英国白人における自己免疫性甲状腺疾患患
者で－589T alleleが有意に少ないと報告されたが 29)，
その後の多数例の検討では否定されている30)．今回の
我々の検討でも，C（－589）T多型および C（－33）T多

Table 2. Linkage disequilibrium of the IL-4 gene polymorphisms

Table 3. Genotype and allele distribution of C(－589)T polymorphism of the IL -4 gene  

Table 4. Genotype and allele distribution of C(－144)T polymorphism of the IL -4 gene 
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型と 1型糖尿病および自己免疫性甲状腺疾患（Graves
病，橋本病）との関連は認めず，これらの多型は 1型
糖尿病，自己免疫性甲状腺疾患の発症に関与している
可能性は低いと考えられた．
　本研究で行った IL -4遺伝子多型のスクリーニ
ングにより，すでに報告されている C（－589）T
多型，C（－33）T多型に加え，プロモーター領域にこ
れまでに報告のない新たな多型である C（－144）Tを見
出した．この多型の－144T alleleはコントロール 221
例中 1例にしか認められない稀なものであったが，
1型糖尿病では 114例中 6例に認め，genotype，allele
とも有意に高率であった．Graves病，橋本病にお
いても－144T alleleは増加していたが，有意ではな
か っ た．C（－144）T は C/EBPm お よ び AP-1 と い
う 2つの転写因子結合部位が重なった配列の末端に
当たり39)（Fig. 1），C/EBPβ，NFAT，NF-Y，HMGI/Y
などが結合することが知られている40)．C（－144）Tの転
写活性を検討するために IL -4遺伝子 5’上流領域の－
203～－50の部位を pGL3 -Basic vectorの lucifease遺
伝子上流に組み込み，dual - luciferase assayによる検
討を行った．1型糖尿病に有意に高頻度に認められた
C（－144）T多型の T alleleの配列を組み込んだ plasmid
では C alleleの配列を組み込んだ plasmidに比較して
転写活性が有意に低いことが示された．したがって，
C（－144）T多型の T alleleでは IL -4の転写活性が低
下し Th1 -Th2バランスが Th1優位へ傾くことが考え
られ，そのことが 1型糖尿病との関連の理由である可
能性が示唆された．
　本研究では，1型糖尿病との合併頻度が高く，やは
り臓器特異的自己免疫疾患である自己免疫性甲状腺疾
患と C（－144）T多型との関連も検討したが，T allele
の頻度は自己免疫性甲状腺疾患患者で増加していたが
有意ではなかった．また，1型糖尿病症例において C
（－144）T多型の T alleleの保有者と非保有者の臨床像
を比較したが，発症年齢，自己抗体陽性率，糖尿病家
族歴，自己免疫性甲状腺疾患合併の有無などに有意差
は認めなかった．このことは，C（－144）T多型単独の
影響は多因子疾患である 1型糖尿病および自己免疫性
甲状腺疾患においてあまり大きいものではないことを
意味しているのかもしれない．しかし，C（－144）Tは
比較的稀な多型ではあるが IL -4の転写活性の低下に
関連し，1型糖尿病患者の中で 1つの亜集団を形成し
て疾患感受性マーカーとなりうる可能性がある．この
多型の臨床的特徴に及ぼす影響，疾患感受性遺伝子と
しての意義などを明確にするためには，今後さらに多
数例の検討が必要であると思われた．

結　論

　今回我々が発見した IL -4プロモーター多型 C（－
144）Tは比較的稀な多型であるが，IL -4遺伝子の転写

Table 6. C(－144)T genotypes and clinical characteristics in 
Type 1 diabetes patients

Fig. 2. Effects of the C(－144)T polymorphism on promoter 
activity of IL -4 gene. The 5’ - flanking region of the IL -4 gene 
from position －203 to －50 containing either －144C or －144T 
was subcloned into the pGL3 -Basic vector (pIL -4－144C and 
pIL -4－144T, respectively). Transcriptional promoter activity 
in Jurkat cells was compared by dual - luciferase assay system. 
The experiments were performed eight times. The activity 
of the －144T allele, both stimulated and unstimulated, was 
significantly lower than that of the －144C allele.

Table 5. Genotype and allele distribution of C(－33)T 
polymorphism of the IL -4 gene 
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活性を低下させ，1型糖尿病の疾患感受性に影響する
可能性がある．すなわち，1型糖尿病患者の中に IL -4
遺伝子プロモーター領域において転写活性を低下させ
る多型を有する患者亜集団が存在する可能性があり，
それが感受性マーカーとなりうる事が示唆された．
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