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研究要旨  本研究課題では、新規開発した標的遺伝子変異ラット開発システムを用いて、生
活習慣病や難治性疾患に関連する複数の遺伝子変異ラットを開発し、新規生活習慣病・難治性
疾患モデルラットを樹立し、従来マウスにおいて実施・解析が困難であった系統的な生理学的
解析、移植実験、薬理薬効評価解析などの施行を容易にする事により、生活習慣病関連疾患、
難治性疾患の病態解明、新規治療標的の同定および創薬開発を加速させることを目的とする。
本研究において、新規遺伝子変異ラット樹立技術を用いて、高血圧、腎臓病に関連した生活習
慣病・難治性疾患関連遺伝子変異ラットのスクリーニングを行った結果得られた、ナトリウム
利尿ペプチド受容体遺伝子のミスセンス変異体を有する遺伝子変異ラットの解析を行った。 

A. 研究目的 
現在生活習慣病関連疾患である心筋梗塞、心不
全、糖尿病、脳卒中、慢性腎臓病(CKD)などの
病態解明、新規治療標的同定に基づく新規治療
薬、治療法開発が望まれている。現在これら疾
患の病態解析、創薬開発、再生医療研究には遺
伝子改変技術が確立されているマウスがモデ
ル動物として多く用いられているが、マウスは
その小ささゆえに採血や組織採取(膵臓、中枢神
経系)が困難であること、生理学的解析や移植実
験が行ないにくいなどの問題がある。さらに、
最近では代謝面におけいてヒトと大きく異な
る生理的特徴が明らかとなった(Vassilopoulos, 
et al.Science 2009)。そのため、マウスと比べ体
のサイズが大きく、採血や組織採取や系統的な
生理学的解析が容易で、移植実験も行ないやす
く、代謝面でもよりヒトに近いラットでの疾患
モデル確立が期待されている。しかし、現時点
では ES細胞の技術がラットで未確立のため、
遺伝子改変ラットの効率的な作成は不可能で
ある。最近、京都大学の芹川、真下らが、ENU
ミュータジェネシスに、新規 DNAスクリーニ
ング法(MuT-power)、凍結精子アーカイブからの
個体復元技術(ICSI)という一連の新規技術を組
み合わせることにより、標的遺伝子変異ラット
の効率的な作成システム構築に成功した。本研
究課題では、このシステムを用いて生活習慣病
関連・難治性疾患遺伝子変異ラットをスクリー
ニングし、その表現系を解析することにより高
血圧、CKDなどの新規生活習慣病モデルラット

を開発し、その詳細な解析を通して病態解明、
新規治療標的同定を行なうと共に、このモデル
を用いた新規創薬開発を加速させることを目
的とする。 
 

B. 研究方法 

生活習慣病･難治性疾患関連遺伝子に関する
ENUミュータジェネシスによる約1600匹分の
ラットミュータントアーカイブの高速DNAス
クリーニングを行った。候補遺伝子としては高
血圧モデルとしてナトリウム利尿ペプチド関連
遺伝子、腎臓病としてpodocin, TRPC6遺伝子な
どをスクリーニングした。具体的にはそれぞれ
の標的遺伝子のcoding領域に対応するprimer set
を作製し、ENUミュータジェネシスを行なった
ラットの遺伝子アーカイブから新規変異DNA
スクリーニング法(MuT-POWER法)を用いてス
クリーニングを行なった。この方法はDNAミス
マッチ部位に特異的かつ短時間に挿入されるト
ランスポゾンMuの性質を利用し、さらにプール
法および蛍光標識DNAを組み合わせることに
より短時間かつ低コストで変異DNAのスクリ
ーニング、変異ラットの同定を可能としたもの
である。このスクリーニングにより候補遺伝子
の変異が見つかった場合は新規開発した個体復
元技術ICSIを用いて標的遺伝子変異ラットを樹
立した。これらの過程はひとつの遺伝子のスク
リーニング開始から、変異の同定、変異ラット
の樹立までおよそ6ヶ月から1年で行なうことが
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可能である。 
  またこれら実験動物を用いる研究に際し
ては「動物の愛護および管理に関する法律」（平
成１７年６月改正法）、「京都大学における動
物実験の実施に関する規程」および「京都大学
大学院医学研究科・医学部における動物実験の
実施に関する規程」（いずれも平成１９年４月
改訂）を遵守して実施し、動物に与える苦痛を
最小限にとどめるように最善の配慮を尽くし
ている。 

C. 研究結果 

生活習慣病･難治性疾患関連遺伝子に関する
ENUミュータジェネシスによる約1600匹分の
ラットミュータントアーカイブの高速DNAス
クリーニングを行い、ナトリウム利尿ペプチド1
型受容体遺伝子(GC-A)のミスセンス変異を有す
るラット（GC-A変異ラット）を同定し、その系
統樹立を行い、表現型解析を行った。このラッ
トはナトリウム利尿ペプチド1型受容体の
guanlyl cyclase domainに変異を有し、その変異部
位からGC-AのcGMP産生活性の低下が予想され
た。そこでGC-A変異ラットの表現型解析を詳細
に行ったところ、本GC-A変異ラットは野生型ラ
ットと比べ特に体重や成長には差がなかった。
血圧を測定したところ、最終的に野生型ラット
と変異ラットでは血圧にも差が認められなかっ
た。次にこの変異が機能的変異であることを生
体においてより直接的に確認するためにGC-A
変異ラットにANPを静脈内注射し、その血圧お
よび尿中cGMP濃度を前後で測定したところ、野
生型ラットと降圧反応およびcGMP濃度変化に
有意な差はやはり認められなかった。このこと
から本ミスセンス変異が機能的意義を有する者
出るとする証拠を得ることができなかった。今
後、すでに得られている脳性ナトリウム利尿ペ
プチド（BNP）ノックアウトラット（心臓に関
してすでに解析中）を用いて、その腎臓の表現
系解析を行う予定である。 

 

D. 考察 
生活習慣病関連疾患の病態解明においては複
数の臓器における病態の同時進行的変化とそ
れに伴う液性因子を介した臓器間シグナルク
ロストーク解明が必須であり、またこれら病態

には細胞老化も関与するため、その治療におい
て細胞・臓器再生という観点も不可欠である。
現在これら疾患の病態解析、創薬開発、再生医
療研究には遺伝子改変技術が確立されている
マウスがモデル動物として多く用いられてい
るが、マウスはその小ささゆえに採血や組織採
取が困難であること、生理学的解析や移植実験
が行ないにくいなどの問題がある。そのため、
マウスと比べ体のサイズが大きく、採血や組織
採取や系統的な生理学的解析が容易で、移植実
験も行ないやすく、代謝面でもよりヒトに近い
ラットでの疾患モデル確立が期待されている。
今回、心臓ホルモンであるナトリウム利尿ペプ
チドの受容体である GC-Aにミスセンス変異を
有する GC-A変異ラットの作製とその系統樹立
に成功し、その解析を行ったが残念ながら、機
能的に意義がある変異ではないものと考えら
れた。現在、すでに得られている BNP ノック
アウトラット（心臓に関してすでに解析中）を
用いて、その腎臓の表現系解析を開始している。 

E. 結論 
生活習慣病･難治性疾患関連遺伝子に関して、
ENUミュータジェネシスによる約 1600匹分の
ラットミュータントアーカイブの高速 DNA ス
クリーニングを行い、ナトリウム利尿ペプチド
1 型受容体遺伝子に変異を有するラットの作製
に成功した。今後、本研究にて得られたナトリ
ウム利尿ペプチド 1型受容体(GC-A)遺伝子変異
ラットの表現系を解析し、変異に機能的意義が
ないことを確認した。現在は、すでに得られて
いる BNP ノックアウトラットを用いて、その
腎臓病モデルラットとしての可能性を検討し、
病態解明・新規治療標的同定と新規創薬開発へ
の有用性を明らかにしたい。 
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