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研究要旨 本研究課題では、新規開発され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、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した。本研究において、複数の生活習慣病関連遺
伝子、難治性疾患関連遺伝子に変異を有する遺伝子変異ラットを同定し、系統樹立に成功し、
それら遺伝子変異ラットの表現系解析を行い、疾患モデルとしての基盤確立、有用性の確認を
行った。 
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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、治療法開発が強く望まれている。現時点に
おいて、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い
てヒトと大きく異なる生理的特徴が明らかと
なった。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
京都大学大学院医学研究科動物実験施設の真
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。また加えて、Zinc Finger Nuclease技
術を用いて、任意の遺伝子に変異を有する遺伝
子変異ラットを作製することも可能になった。
本研究課題では、これら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
作成し、その表現系を解析することにより心筋
梗塞、心不全、糖尿病、肥満、脳卒中、CKD
などの新規生活習慣病や脂肪萎縮性糖尿病な
どの難知性疾患の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
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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基盤を樹立することを目
的とする。 

 

B. 研究方法 

生活習慣病･難治性疾患関連遺伝子変異を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
し、変異遺伝子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。またこの方法にて変異が見つ
からなかった重要な遺伝子に関しては、近年開
発されたZinc Finger Nuclease技術を用いて、対
象の遺伝子に変異を有する遺伝子変異ラット
を作製した。こうして樹立した複数の遺伝子変
異ラットは京都大学動物実験施設において桑
原（心筋梗塞、心不全、高血圧、脳卒中）、海
老原（肥満、メタボリックシンドローム）、冨
田（糖尿病）、横井(CKD)らがおのおのの観点
からその解析を行った。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
クリーニングおよびZinc Finger Nuclease技術に
より、レプチン、セイピン、ナトリウム利尿ペ
プチド1型受容体遺伝子(GC-A)、PPAR、ラミ
ンA/C、脳性ナトリウム利尿ペプチド(BNP)、C
型ナトリウム利尿ペプチド遺伝子(CNP)にナン
センスあるいはミスセンス変異、あるいはZinc 
Finger Nucleaseによるdeletionを有するラットを
得、系統樹立を行った。引き続いて、これらラ
ットを用いて、その表現系解析を行い、モデル
動物としての意義の確立と、創薬開発研究への

応用の可能性を検討した。 
 まず我々は、レプチン遺伝子ナンセンス変異
ラットを得て、系統樹立し解析を行った。本レ
プチン遺伝子変異ラットでは血中のレプチン
濃度が検出感度以下に低下しており、食事摂取
量の増加、エネルギー消費の低下と共に、明ら
かな肥満を認めた。また、耐糖能異常、インス
リン抵抗性を認め、血中中性脂肪、コレステロ
ール値の上昇などの脂質異常が見出された。ま
た、著明な肝臓腫大が見られ、肝臓組織内に脂
肪の蓄積を認め、脂肪肝を呈していることが考
えられた。このようにレプチン遺伝子ナンセン
ス変異ラットはヒトにおける肥満症、メタボリ
ックシンドロームの一つのモデルであること
が明らかとなった。更に、これら変異ラットに
レプチンを投与したところ、上記表現形の改善
を認めた。このことから本レプチン遺伝子変異
ラットが肥満モデルとして創薬研究にも有用
であることが示された。また、レプチンの作用
機序を明らかにするために、レプチン遺伝子変
異ラットおよびレプチン遺伝子に変異を有す
るOb/Obマウスそれぞれの肝臓においてレプチ
ン投与前後で共通に変化する遺伝子群を探索
し、最終的に8つの遺伝子がレプチン遺伝子変
異ラット及びマウスにおいて共通に変化して
いることが明らかとなった。現在これら遺伝子
の機能解析を進めているところである。一方で
レプチン変異ラットとob/obマウスではチアゾ
リジン誘導体投与に対する反応が異なってい
ることも見出し、その背景に肝臓における
PPAR遺伝子発現のマウスとラットの間での
種差が存在する可能性を見出した。ラットの肝
臓におけるPPAR遺伝子発現パターンはヒト
のそれと類似しており、そのためレプチン変異
ラットはマウスと比べてよりヒトに類似した
表現型を示すことが示唆された。これらのこと
から本レプチン変異ラットが、ヒトの肥満およ
びその合併症に関わる種を超えて保存されて
いる病態の解明に有用なモデルであることが
示された。 
 脂肪委縮症の原因遺伝子であるセイピン遺
伝子の変異ラットを得、その系統樹立を行い、
さらにその表現型の解析を行った。本セイピン
遺伝子変異ラットでは、脂肪の減少と耐糖能異
常、インスリン抵抗性が認められ、また顕著な
脂肪肝が見られ、ヒト脂肪委縮症と類似の表現
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系を示していた。またセイピンノックアウトマ
ウスでは報告されていない、精巣機能異常や認
知機能低下などの表現形も本ラットにおいて
見出した。ラットとマウスの差異の原因の一部
はセイピン遺伝子発現分布の差によるもので
あることが示唆され、本セイピン変異ラットが
マウスと比べ、ヒト脂肪委縮症のよりよいモデ
ル動物である可能性が示された。 
 また我々はナトリウム利尿ペプチド1型受容
体(GC-A)のguanylyl cyclase domainに変異を有
し、その活性の低下が予想される変異を有する
GC-A変異ラットの樹立に成功し、その解析を
行った。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く、また血圧にも
有意な差は得られなかった。また、これらラッ
トにANPを投与してcGMPの反応を観察したと
ころ、変異ラットと野生型ラットで有意な差は
認められなかった。これらのことから、本GC-A
遺伝子変異は有意な機能的変異を伴っていな
いことが明らかとなった。 
 ラミンA/Cの遺伝子はその変異がヒトにおい
て拡張型心筋症の原因となることが知られて
いる。我々はラミンA/Cの遺伝子にミスセンス
変異を持つ変異ラットを同定し、系統樹立に成
功した。本ラットは正常に生まれるが、生後12
週前後で死亡した。心エコーでは心拡大及び、
心機能低下が確認され、ヒトラミン心筋症と類
似した表現型を示していることが確認された。
本モデルはヒトラミン心筋症の良いモデル動
物であると考えており、現在本ラットを用いて、
表現型、分子メカニズムの解明研究を継続して
いる。 
加えて、我々はPPAR遺伝子に変異を有す
るラットの同定、系統樹立にも成功した。本変
異ラットはホモ接合体ではノックアウトマウ
スと同様に胎生致死であった。そこでPPAR遺
伝子変異ヘテロ接合体ラットの表現型解析を
解析したところ、マウスでのPPARノックアウ
トとは一部異なる表現型を観察しえた。今後さ
らなる解析を継続し、本ラットのモデル動物と
しての意義の確立に努めたい。
さらに我々はZinc Finger Nuclease技術を用
いて、BNPノックアウトラットおよびCNPノッ
クアウトラットの系統樹立にも成功した。BNP
ノックアウトラットに関しては、Zinc Finger 
Nuclease技術を用いて、BNP遺伝子に変異を入

れた数系統のラットから、BNP遺伝子の2nd 
exonの大部分を結失した系統を樹立した。この
ラットの心臓組織、および心筋細胞では正常な
BNP遺伝子発現およびBNP産生が見らないこ
とを確認した。すでに我々の教室から発表した
BNPノックアウトマウス同様、このBNPノック
アウトラットの血圧、心機能、心重量は野生型
と比し有意な差はなかった。ノックアウトマウ
スでは圧負荷時に心筋線維化がBNPノックア
ウトマウスでは亢進していたことから、BNPノ
ックアウトラットに、大動脈縮窄による圧負荷
モデルを作製しその表現形を解析している。 

CNPは骨形成に重要であり、その受容体の機
能喪失型変異がヒトにおいて低身長をきたす
マロトー型遠位中間肢異形成症の原因である
ことが示されている。我々は Zinc Finger 
Nuclease技術を用いてCNPを欠失するラットの
樹立にも成功した。CNPノックアウトラットは
予想通り短躯であったが、CNPノックアウトマ
ウスはそのほとんどが生後数週間以内に死亡
するのに対して、CNPノックアウトラットは死
亡することなく、成獣まで生存可能であること
が明らかとなり、CNPの骨形成をはじめ様々な
臓器における役割の成獣における解析が初め
て可能となった。CNPは血管の機能維持にも重
要であることを我々を含む複数の研究者が明
らかにしており、本ラットモデルは、そうした
心血管系におけるCNPの意義の解析にも有用
であると考えられ、現在解析を継続している。 

 
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
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ラットでの疾患モデル確立が期待されている。
本研究において行った遺伝子変異ラットの樹
立とその表現系解析から、本研究において得ら
れた遺伝子変異ラットが、ヒト生活習慣病関連
疾患・難治性疾患モデル動物として有用である
可能性が確認された。今後上記遺伝子変異ラッ
トの表現系の詳細を引き続き解析し、これら疾
患のモデルラットの意義を確立することによ
り、共同研究なども通じて、病態解明・新規治
療標的同定および新規創薬開発への応用を目
指したい。 
 

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
クリーニングと Zinc Finger Nuclease技術によ
り、複数の関連遺伝子変異ラットの同定、系統
樹立に成功し、その表現系を解析し、そのモデ
ル動物としての意義を示した。今後、本研究に
おいて得られた遺伝子変異ラットの表現系を
さらに詳細に解析し、疾患モデルラットとして
の意義の確立と、病態解明・新規治療標的同定
研究と新規創薬開発研究へのさらなる応用を
目指したい。 
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分担研究報告書 
 

新規創薬を目指した生活習慣病・難治性疾患モデル遺伝子変異ラットの開発と解析 
－肥満・メタボリックシンドロームモデル遺伝子変異ラットの作成と解析- 

分担研究者：海老原 健  京都大学大学院医学研究科 臨床研究総合センター  
                             開発企画部 準教授 

 
研究要旨  本研究課題は、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。3
年間の研究において、肥満、メタボリックシンドローム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の過程で、それぞれレプチン、セイピン、PPARgamma
遺伝子に変異を有する遺伝子変異ラットを同定し、その系統樹立に成功し、表現型の解析、創
薬研究におけるモデル動物としての有用性の確認を行った。本研究により、これら遺伝子変異
ラットの動物モデルとしての有用性が示され、今後の創薬開発への可能性が示された。 

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 動物実験施設の芹川、真下らは
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肥満、糖尿病、メタボリ
ックシンドローム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目指すと共に、
このモデルを用いた新規創薬開発の加速への
貢献を目的とする。 
 

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い、肥満、メタボリック
シンドローム関連遺伝子変異として、代表的
アディポサイトカインであるレプチンの遺伝
子、脂肪委縮症の原因遺伝子の一つであるセ
イピン遺伝子、PPAR gamma遺伝子にそれぞれ
変異を有する遺伝子変異ラットの同定を行い、
その系統樹立に成功した。さらに、これら変
異ラットの糖・脂質代謝、脂肪蓄積に関して
解析をおこなった。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
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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
スクリーニングの結果、レプチン、セイピン、
PPAR gamma遺伝子に変異を有するラットの
同定に成功し、さらに独自開発した個体復元
技術ICSIを用いて標的遺伝子変異ラット系統
樹立に成功し、表現系解析を行った。まずレ
プチン遺伝子ナンセンス変異ラットでは血中
のレプチン濃度が検出感度以下に低下してお
り、食事摂取量の増加、エネルギー消費の低
下と共に、明らかな肥満を認めた。また、糖
負荷試験において耐糖能異常、インスリン抵
抗性を認め、血中中性脂肪、コレステロール
値の上昇などの脂質異常が見出された。さら
にレプチン遺伝子ナンセンス変異ラットでは
著明な肝臓腫大が見られ、肝臓組織内に脂肪
の蓄積を認め、脂肪肝を呈していることが考
えられた。このようにレプチン遺伝子ナンセ
ンス変異ラットはヒトにおける肥満症、メタ
ボリックシンドロームの一つのモデルである
ことが明らかとなった。更に、これらマウス
にレプチンを投与したところ、これらの表現
形の改善を認めた。このことから本レプチン
遺伝子変異ラットが肥満モデルとして創薬研
究にも有用であることが示された。また、レ
プチンの作用機序を明らかにするために、肝
臓において、レプチン遺伝子変異ラットおよ
びレプチン遺伝子に変異を有するob/obマウ
スそれぞれの肝臓においてレプチン投与前後
で共通に変化する遺伝子群を探索した結果、
最終的に8つの遺伝子がレプチン遺伝子変異
ラット及びマウスにおいて共通に変化してい
ることが明らかとなり、これら遺伝子の機能
解析も行った。これらのことは本ラットが、
肥満およびその合併症に関わる種を超えて保
存されている病態の解明に有用であることが
示唆する。さらにレプチン遺伝子ナンセンス
変異ラットに血糖降下薬として臨床で使用さ
れているチアゾリジン誘導体を投与し、その
反応をob/obマウスと比較した。レプチン遺伝

子ナンセンス変異ラット、ob/obマウスともに
チアゾリジン誘導体投与により血糖値の改善、
インスリン値の低下を認めたが、興味深いこ
とに、レプチン遺伝子ナンセンス変異ラット
では肝臓重量の減少を認めたのに対し、ob/ob
マウスでは逆に肝臓重量が増加した。一方精
巣周囲脂肪量はレプチン遺伝子ナンセンス変
異ラットではチアゾリジン投与により有意に
増加したが、ob/obマウスでは不変かやや減少
する傾向にあった。このことは同じレプチン
遺伝子変異動物であっても、ラットとマウス
ではチアゾリジン誘導体に対する反応に質的
差異があることを示すものである。実際、チ
アゾリジン誘導体の標的であるPPARgamma
の遺伝子発現を肝臓において検討したところ、
ob/obマウスの肝臓では野生型に比して
PPARgammaの発現が亢進しており、チアゾリ
ジン誘導体によりさらに有意に発現が亢進し
たが、レプチン変異ラットでは野生型に比し
むしろ発現が低下傾向にあり、チアゾリジン
誘導体投与でも有意な変化を示さなかった。
こうした臓器における代謝関連遺伝子発現の
種差が、薬物治療に対する反応の差異に寄与
するものと考えられた。チアゾリジン誘導体
はヒトでは脂肪を増やし、脂肪肝を改善させ
る効果が認められることから、今回、ob/obマ
ウスよりもレプチン遺伝子変異ラットのほう
が、少なくともチアゾリジン誘導体への反応
に関してはよりヒトに近いモデルである可能
性が示唆され、レプチン変異ラットの肥満モ
デル動物としての有用性が確認できた。 
 一方、脂肪委縮症の原因遺伝子であるセイ
ピン遺伝子の変異ラットの系統樹立にも成功
し、その表現型解析を行った。セイピン遺伝
子変異ラットでは脂肪の減少と耐糖能異常、
インスリン抵抗性が認められ、また顕著な脂
肪肝が見られ、ヒト脂肪委縮症と類似の表現
系が得られた。また記憶機能の低下や精子形
成能の低下など、セイピンノックアウトマウ
スでは報告されていないが、ヒトで認められ
るものと類似の表現形がセイピン変異ラット
では見出された。この表現型の差異の原因は
マウスとラットにおけるセイピン遺伝子発現
の差によるものではないかと考えられる。こ
のことからセイピンノックアウトマウスより、
セイピン遺伝子変異ラットのほうが、よりヒ
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トの病気に近いモデルである可能性が示唆さ
れ、本セイピン変異ラットの動物モデルとし
ての有用性が示された。今後これらラットモ
デルを用いて更に詳細な解析を継続していく
予定である。 
さらに我々はPPARgamma遺伝子に変異を
有するラットの同定、系統樹立にも成功し、
その解析も行った。本遺伝子変異ラットのホ
モ接合体はノックアウトマウスと同様に胎生
致死を示し、機能喪失型の変異であることが
示唆された。そこで、変異ヘテロ接合体ラッ
トを用いてその表現型の解析を進め、耐糖能
などの表現型において興味深いデータを得た。
今後さらなる解析を継続し行う予定である。 

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生理
学的解析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、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。今回得ら
れたレプチンおよびセイピン遺伝子変異ラッ
トにおいて、その脂肪蓄積、糖脂質代謝の解
析によりこれらがヒトの病態類似のモデル動
物として有用であることが示唆された。また
PPARgamma 遺伝子変異ラットの作製にも成
功し、同様にノックアウトマウスとの差異を
見出しつつある。今後これら遺伝子変異ラッ
トの表現系をより詳細に解析することにより、
病態解明・新規治療標的同定および新規創薬
開発に役立てていきたい。 

E. 結論 
生活習慣病･難治性疾患関連遺伝子に関して、
複数の糖尿病、メタボリックシンドローム関
連遺伝子変異ラットの同定、系統樹立に成功
し、レプチン、セイピン、PPARgamma 遺伝

子変異ラットの解析を行った。 今後、これら
遺伝子変異ラットの表現系解析をさらに継続
し、疾患モデルラットとして意義を確立し、
病態解明・新規治療標的同定と新規創薬開発
への応用を行いたい。 
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2012. 4. 13- 15 
 
10. 森 栄作、細田公則、野口倫生、藤倉
純二、孫 徹、冨田 努、内藤雅喜、
日下部徹、海老原健、中尾一和 
脂肪萎縮症に対する脂肪組織移植治療
に関する検討 
第 109 回 日本内科学会総会 京都 
2012. 4. 13- 15 
 
11. 野口倫生、細田公則、田浦大輔、森 栄
作、松原正樹、曽根正勝、藤倉純二、
海老原健、中尾一和 
ヒト iPS 細胞由来脂肪細胞の脂肪細胞
機能解析と細胞移植 
第 109 回 日本内科学会総会 京都 
2012. 4. 13- 15 
 
12. 片岡祥子、海老原健、阿部 恵、日下
部徹、青谷大介、酒井 建、藤倉純二、
細田公則、中尾一和 
レプチンを用いた非アルコール性脂肪
肝治療の可能性に関する検討 
第 109 回 日本内科学会総会 京都 
2012. 4. 13- 15 
 
13. 青谷大介、海老原健、澤本伸克、日下
部徹、阿部 恵、片岡祥子、酒井 建、
細田公則、福山秀直、中尾一和 
fMRI を用いた、脂肪萎縮症の食欲異常
およびレプチン治療による効果の検討 
第 109 回 日本内科学会総会 京都 
2012. 4. 13- 15 
 
14. 仲野孝史、日下部徹、藤倉純二、岡村
昌彦、亀井士郎、伊藤尚弘、青谷大介、
阿部 恵、海老原健、細田公則、中尾
一和 
長期間、糖尿病の経過を追うことがで
きた Werner 症候群の一例 
第 109 回 日本内科学会総会 京都 
2012. 4. 13- 15 
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15. 冨田 努、細田公則、小鳥真司、孫 徹、
藤倉純二、岩倉 浩、野口倫生、日下
部徹、海老原健、中尾一和 
新規のインスリン分泌促進因子 GPR40
の遺伝性肥満モデルでの発現調節と機
能的意義 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
16. 内藤雅喜、藤倉純二、海老原健、宮永
史子、横井秀基、日下部徹、山本祐二、
孫 徹、向山政志、細田公則、中尾一
和 
Therapeutic Impact of Leptin on 
Diabetes, Diabetic Complications, 
and Longevity in Insulin-Deficient 
Diabetic Mice. 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
17. 井田みどり、桝田 出、細田公則、海
老原健、藤倉純二、岩倉 浩、日下部
徹、山本祐二、阿部 恵、冨田 努、
葛谷英嗣、中尾一和 
Dual Bioimpedanc 法を用いた内臓脂肪
量測定装置のスクリーニング機器とし
ての有用性 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
18. 野村英生、清水浩一郎、桑原宏一郎、
阿部 恵、森 栄作、日下部徹、藤倉
純二、孫 徹、海老原健、細田公則、
中尾一和 
禁酒と減量により血糖コントロールが
改善した肝硬変合併糖尿病の一例 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
19. 野村英生、孫 徹、後藤伸子、勝浦五
郎、野口倫生、冨田 努、藤倉純二、
海老原健、細田公則、中尾一和 
高脂肪食負荷レプチントランスジェニ
ックマウス中枢におけるレプチン抵抗
性の検討 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
20. 冨田 努、細田公則、小鳥真司、孫 徹、
藤倉純二、岩倉 浩、野口倫生、日下
部徹、海老原健、中尾一和 
Ｇ蛋白共役型-脂質受容体 GPR119 の臨
床的意義：ヒト膵島およびインスリン

ノーマにおける遺伝子発現と膵島機能
との連関 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
21. 日下部徹、海老原健、酒井 建、青谷
大介、片岡祥子、海老原千尋、趙 明
明、Milton Valentino、阿部 恵、藤
倉純二、細田公則、中尾一和 
レプチン、アミリン共投与による糖脂
質代謝改善に関する検討 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21） 
 
22. 阿部 恵、海老原健、海老原千尋、日
下部徹、青谷大介、片岡祥子、酒井 建、
趙 明明、Valentino MJ Gumbilai、細
田公則、芹川忠夫、中尾一和 
遺伝子改変ラットを用いたチアゾリジ
ンの脂肪肝に対する効果の種族差の検
討 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
23. 後藤伸子、勝浦五郎、越智ゆかり、山
下 唯、海老原健、日下部徹、有安宏
之、金本巨哲、三浦晶子、八十田明宏、
荒井宏司、細田公則、中尾一和 
肥満に合併するうつ状態に対するアミ
リンおよびレプチンの抗うつ作用の検
討 
第 85 回 日本内分泌学会学術総会 
名古屋 2012. 4. 19- 21 
 
24. 酒井 建、日下部徹、海老原健、青谷
大介、片岡祥子、海老原千尋、山本祐
二、阿部 恵、藤倉純二、細田公則、
中尾一和 
レプチン/GLP-1 受容体作動薬共投与に
よる肥満 2型糖尿病治療の有用性  
第 55 回 日本糖尿病学会年次学術集
会 横浜 2012. 5. 17- 19 
 
25. 冨田 努、細田公則、小鳥真司、藤倉
純二、日下部徹、海老原健、中尾一和 
新規 G蛋白共役型-脂質受容体群 GPR40、
GP119 の臨床的意義 23） 
第 55 回 日本糖尿病学会年次学術集
会 横浜 2012. 5. 17- 19 
 
26. 内藤雅喜、藤倉純二、横井秀基、森 栄
作、野口倫生、冨田 努、日下部徹、
孫 徹、海老原健、向山政志、細田公
則、中尾一和 
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インスリン分泌低下型糖尿病に対する
レプチンの治療効果（口演 Ⅰ-11-15）
第 55 回 日本糖尿病学会年次学術集
会 横浜 2012. 5. 17- 19 
 
27. 井田みどり、枡田 出、細田公則、海
老原健、藤倉純二、岩倉 浩、日下部
徹、山本祐二、阿部 恵、冨田 努、
葛谷英嗣、中尾一和 
Dual Bioelectrical Impedance 
Analysis 法を用いた内臓脂肪量測定装
置のスクリーニング機器としての有用
性（ポスター Ⅲ-P-240） 
第 55 回 日本糖尿病学会年次学術集
会 横浜 2012. 5. 17- 19 
 
28. 野村英生、孫 徹、後藤伸子、勝浦五
郎、野口倫生、冨田 努、藤倉純二、
海老原健、細田公則、中尾一和 
高脂肪食負荷レプチン抵抗性モデルマ
ウスにおけるレプチン反応性の検討 
第 55 回 日本糖尿病学会年次学術集
会 横浜 2012. 5. 17- 19 
 
29. 海老原健、阿部 恵、日下部徹、青谷
大介、細田公則、中尾一和 
肥満症治療におけるレプチンの可能性 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
30. 野口倫生、細田公則、森 栄作、松原
正樹、田浦大輔、曽根正勝、藤倉純二、
海老原健、中尾一和 
ヒト iPS 細胞由来脂肪細胞の分化誘導
と細胞移植 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
31. 酒井 建、日下部徹、海老原健、青谷
大介、片岡祥子、海老原千尋、阿部 恵、
藤倉純二、山本祐二、細田公則、中尾
一和 
レプチン/GLP-1 受容体作動薬共投与に
よる肥満 2型糖尿病治療の有用性 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
32. 野村英生、孫 徹、後藤伸子、勝浦五
郎、野口倫生、冨田 努、藤倉純二、
海老原健、細田公則、中尾一和 
レプチン抵抗性早期誘導モデルマウス
の腹内側核におけるレプチン反応性の
検討 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 

10. 11- 12 
 
33. 井田みどり、桝田 出、細田公則、海
老原健、藤倉純二、岩倉 浩、日下部
徹、山本祐二、阿部 恵、冨田 努、
葛谷英嗣、中尾一和 
Dual Bioelectrical Impedance 法を用
いた内臓脂肪量測定装置のスクリーニ
ング機器としての有用性 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
34. 海老原千尋、阿部 恵、海老原健、
Valentino Milton Gumbilai、日下部徹、
青谷大介、酒井 建、趙 明明、山本
祐二、細田公則、中尾一和 
脂肪萎縮症原因遺伝子 seipin の生体
における意義に関する検討 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
35. 冨田 努、細田公則、小鳥真司、藤倉
純二、日下部徹、海老原健、中尾一和 
G 蛋白共役型-中・長鎖脂肪酸受容体
GPR40 の遺伝性肥満モデルの膵島での
発現調節 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
36. 野口倫生、細田公則、森 栄作、松原
正樹、藤倉純二、海老原健、中尾一和 
ヒト多能性幹細胞由来前駆脂肪細胞の
単離-細胞表面マーカーの探索- 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
37. 小鳥真司、細田公則、冨田 努、藤倉
純二、日下部徹、海老原健、中尾一和 
G 蛋白共役型-脂質受容体 GPR119 のヒ
トにおける遺伝子発現と生理的意義 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
38. 後藤伸子、越智ゆかり、勝浦五郎、山
下 唯、有安宏之、浅原哲子、金本巨
哲、海老原健、三浦晶子、八十田明宏、
荒井宏司、細田公則、中尾一和 
高脂肪食負荷による絶食後再摂食の反
応とオピエイト受容体アンタゴニスト
の作用 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
39. 山下 唯、後藤伸子、勝浦五郎、越智
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ゆかり、有安宏之、金本巨哲、三浦晶
子、海老原健、八十田明宏、荒井宏司、
細田公則、中尾一和 
脳特異的 GC-B 欠損マウスを用いた
CNP/GC-B 系の中枢性エネルギー代謝調
節に及ぼす作用の解析 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 
 
40. 松原正樹、野口倫生、日下部徹、藤倉
純二、海老原健、細田公則、中尾一和 
LMNA 遺伝子異常を伴った家族性部分性
脂肪萎縮症患者由来 iPS 細胞の脂肪細
胞分化の検討 
第 33 回 日本肥満学会 京都 2012. 
10. 11- 12 

 
41. 海老原健 
脂肪細胞由来ホルモン、レプチンのト
ランスレーショナルリサーチ 
第 86 回 日本内分泌学会学術総会 
2013. 4. 25- 27 仙台市  

 
42. 海老原千尋、海老原健、阿部 恵、日
下部徹、青谷大介、片岡祥子、酒井 建、
趙 明明、Valentino Gumbilai、細田公
則、中尾一和 
新規モデルラットを用いたチアゾリジ
ン誘導体（TZD）の脂肪肝改善メカニ
ズムの解明 
第 86 回 日本内分泌学会学術総会 
2013. 4. 25- 27 仙台市 

 
43. 片岡祥子、海老原健、阿部 恵、日下
部徹、山本祐二、青谷大介、酒井 建、
海老原千尋、細田公則、中尾一和 
レプチンによる脂肪肝改善メカニズム
の解明～肝特異的 Pten欠損マウスを用
いた検討～ 
第 86 回 日本内分泌学会学術総会 
2013. 4. 25- 27 仙台市 

 
44. 酒井 建、日下部徹、海老原健、青谷
大介、片岡祥子、海老原千尋、阿部 恵、
山本祐二、藤倉純二、細田公則、中尾
一和 
肥満 2 型糖尿病治療におけるレプチン
/GLP-1受容体作動薬共投与の有用性 
第 86 回 日本内分泌学会学術総会 
2013. 4. 25- 27 仙台市 

 
45. 日下部徹、海老原健、髭 秀樹、阿部 

恵、青谷大介、片岡祥子、酒井 建、
海老原千尋、藤倉純二、細田公則、中
尾一和 
脂肪萎縮症におけるレプチンの黒色表
皮腫改善効果 
第 56回 日本糖尿病学会年次学術集会  
2013. 5. 16- 18熊本市 

 
46. 海老原千尋、海老原健、阿部 恵、日
下部徹、青谷大介、片岡祥子、酒井 建、
趙 明明、Gumbilai Valentino、細田公
則、中尾一和 
先天性全身性脂肪萎縮症６歳児症例に
おけるレプチン補充療法の有用性 
第 56回 日本糖尿病学会年次学術集会  
2013. 5. 16- 18熊本市 
 

47. 青谷大介、海老原健、日下部徹、阿部 
恵、片岡祥子、酒井 建、海老原千尋、
藤倉純二、細田公則、中尾一和 
部分性脂肪萎縮症に対するレプチン補
充療法の有用性 
第 56回 日本糖尿病学会年次学術集会  
2013. 5. 16- 18熊本市 
 

48. 酒井 建、日下部徹、海老原健、青谷
大介、片岡祥子、趙 明明、Milton 
Valentino、海老原千尋、阿部 恵、藤
倉純二、山本祐二、細田公則、中尾一
和 
レプチンによる膵臓内脂肪蓄積の減少
とインクレチン作用の増強 
第 34 回 日本肥満学会  2013. 10. 
11- 12東京 

 
49. 阿部 恵、海老原健、海老原千尋、日
下部徹、青谷大介、酒井 建、片岡祥
子、趙 明明、バレンチノ ガンブリ
アイ、山本祐二、細田公則、中尾一和 
レプチン欠損 Lepmkyo/Lepmkyo ラットを
用いた肝臓におけるレプチン感受性遺
伝子の同定 
第 34 回 日本肥満学会  2013. 10. 
11- 12東京 

 
50. 青谷大介、海老原健、日下部徹、阿部 恵、
片岡祥子、酒井 建、海老原千尋、藤倉純
二、細田公則、中尾一和 
ニューロメジンＵのインスリン抵抗性に
おける意義 
第 34 回 日本肥満学会  2013. 10. 11- 
12東京 
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45. 海老原 健、阿部 恵、細田公則、中尾一
和 
脂肪細胞由来ホルモン、レプチンのトラン
スレーショナルリサーチ 
第 32回内分泌代謝学サマーセミナ 2014
年 7月 10日 山梨県、河口湖富士レーク
ホテル 招待 

 
46. 海老原 健、阿部 恵、細田公則、中尾一
和 
疾患モデルラットを用いた脂肪細胞関連
遺伝子の病態生理的意義の解明 
第 37回日本高血圧学会総会 2014年 10月
18日 横浜市、パシフィコ横浜 招待 

 
47. 海老原千尋、海老原 健、阿部 恵、真下
知士、細田公則、芹川忠夫、中尾一和 
セイピン欠損（SKO）ラットを用いた先天
性全身性脂肪萎縮症原因遺伝子セイピン
の生理的意義の解明 
第 29 回日本糖尿病・肥満動物学 2015年
2月 13日 京都市、京都大学医学部創立
百周年記念施設「芝蘭会館」  

 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
なし 



20 
 

厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 
分担研究報告書 

 
新規創薬を目指した生活習慣病・難治性疾患モデル遺伝子変異ラットの開発と解析 

－心血管病モデル遺伝子変異ラット開発と解析- 
分担研究者：桑原宏一郎           京都大学大学院医学研究科 循環器内科 講師 

 
研究要旨  本研究課題は、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、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。3 年間の研究において、新規遺伝子変異ラッ
ト樹立技術および Zinc Finger Nuclease 技術を用いて脳性ナトリウム利尿ペプチドノックアウ
トラット、ラミン A/C変異ラットを同定し、その系統樹立に成功した、加えてこれら脳性ナト
リウム利尿ペプチドノックアウトラット、ラミン A/C変異ラットの表現型解析を行った。さら
に、C-typeナトリウム利尿ペプチド遺伝子ノックアウトラットの系統樹立にも成功し、その解
析も行った。 

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。また
Zinc Finger Nuclease技術を用いて、任意の遺伝
子に変異を有する遺伝子変異ラットを作製す
ることも可能になった。本研究課題では、これ
ら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、作製
し、その表現系を解析することにより心血管病
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心
血管病モデルとしてナトリウム利尿ペプチド関
連遺伝子、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
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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年で行なうことが可能である。本
手法を用いて拡張型心筋症の原因遺伝子の一つ
であるラミンA/C遺伝子に変異を持つラットを
見出し系統樹立し、解析を行った。 
 また上記独自の手法に加え、近年Zinc Finger 
Nuclease技術を用いた標的遺伝子変異ラット作
製技術も確立されてきた。Zinc Finger Nuclease
技術により脳性ナトリウム利尿ペプチド(BNP)
およびC-type ナトリウム利尿ペプチド(CNP)ノ
ックアウトラットを作製、系統樹立し、これら
マウスの解析も行った。 
 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
クリーニングの結果、ラミンA/C変異ラットを
同定し、その系統樹立に成功し、その表現型の
解析を行った。また、Zinc Finger Nuclease技術に
よりBNPノックアウトラットおよびCNPノック
アウトラットを作製し、これらラットの解析を
行った。 
 BNPノックアウトラットに関しては、Zinc 
Finger Nuclease技術を用いて、BNP遺伝子に変異
を入れた数系統のラットから、BNP遺伝子の2nd 
exonの大部分を結失した系統を樹立した。この
ラットの心臓組織、および培養心筋細胞では正
常なBNP遺伝子発現およびBNP産生が見られな
いことを確認した。すでに我々の教室から発表
したBNPノックアウトマウス同様、このBNPノ
ックアウトラットの血圧、心機能、心重量は野
生型と比し有意な差はなかった。ノックアウト
マウスでは圧負荷時に心筋線維化がBNPノック
アウトマウスでは亢進していたことから、BNP
ノックアウトラットに大動脈縮窄による圧負荷
モデルを作製しその表現形の解析を行った。 
 さらに同様の手法を用いてCNPノックアウト

マウスの作成、樹立にも成功した。本ラットは
CNPノックアウトマウスと同様、生直後から短
躯であったが、ノックアウトマウスと異なり、
新生児期での死亡がみられなかった。このこと
から本ラットではCNP欠損の成獣における意義
の解析が可能となり、有用な動物モデルとなり
うることが示された。現在本CNPノックアウト
ラットの表現型を解析継続している。 
 また、ENUミュータジェネシスライブラリー
から新たに拡張型心筋症の原因遺伝子の一つ
であるラミンA/C遺伝子の変異ラットの系統樹
立に成功した。本マウスは生後12週前後で死亡
することが判明し、心機能を解析したところ、
明らかな心拡大と心機能低下を認め、ヒトラミ
ン心筋症のモデルラットとして意義あるもの
と考えられた。現在さらに表現型を解析中であ
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 BNP のノックアウトラット、BNP
のファミリーホルモンである CNP のノックア
ウトラット、拡張型心筋症の原因遺伝子である
ラミンA/C遺伝子変異ラットの系統樹立に成功
し、その解析を行った。今後、本ラットのモデ
ル動物としての利用が、新規治療標的同定およ
び新規創薬開発につながることを期待し、研究
を継続する。 

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
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クリーニングを行い、ラミン A/C遺伝子に変異
を有するラットの作製、系統樹立に成功した。
また、Zinc Finger Nuclease技術により BNPノッ
クアウトラット、CNPノックアウトラットの作
製、系統樹立にも成功し、解析を行った。今後、
本研究にて得られたラミン A/C 変異ラット、
BNPノックアウトラット、CNPノックアウトラ
ットの表現系をさらに詳細に解析し、疾患モデ
ルラットとしての意義を確立し、病態解明・新
規治療標的同定と新規創薬開発を加速させる
予定である。 
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新規創薬を目指した生活習慣病・難治性疾患モデル遺伝子変異ラットの開発と解析 

－高血圧、腎臓病モデル遺伝子変異ラット開発と解析- 
分担研究者：横井 秀基                   京都大学大学院医学研究科 腎臓内科 

助教 
 

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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柳田素子、向山政志 

TGF-β/CTGF/Smad シグナルを調節する
microRNA-26a の糖尿病性腎症糸球体お
ける発現解析 
第 57 回日本腎臓学会学術総会 2014 年 7
月 4日 横浜 

 
11. 今牧博貴、森 潔、森慶太、石井 輝、
桒原孝成、笠原正登、横井秀基、古賀健
一、加藤有希子、戸田尚宏、大野祥子、
中尾一和、柳田素子、向山政志 
健常人及び腎不全症例における血中・尿中
NGALの分子量の違い 
第 57回日本腎臓学会学術総会 2014年 7月
4日 横浜 

 
12. 加藤有希子、横井秀基、森 潔、笠原正
登、小川喜久、桒原孝成、徳留健、岸本
一郎、菅原 照、中尾一和、柳田素子、向
山政志 
アルドステロンによるポドサイト傷害に
対する Na 利尿ペプチド/GC-A 系の保護
作用の検討 
第 37 回日本高血圧学会総会 2014 年 10
月 19日 横浜 

 
13. 石井輝、笠原正登、横井秀基、桒原孝成、
保野慎治、森 潔、藤本 明、田中佐智子、
浅原哲子、阪本 貴、森井成人、堀井和子、
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厚生労働科学研究費補助金（創薬基盤推進研究事業） 
分担研究報告書 

 
新規創薬を目指した生活習慣病・難治性疾患モデル遺伝子変異ラットの開発と解析 
－糖尿病・メタボリックシンドロームモデル遺伝子変異ラット糖代謝・膵内分泌機能解析- 
分担研究者：富田 努                  京都大学大学院医学研究科 糖尿病内分泌栄養内科  

 特定病院助教 
 

研究要旨  本研究課題は、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、糖尿病、メタボリックシンドローム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の過程で同定し系統樹立した、レプチンおよびセイピン遺伝
子変異ラットの糖代謝、膵内分泌機能に関する解析を行い、GPR40や Pdx1遺伝子発現低下を
認めた。今後も、樹立した遺伝子変異ラットの表現系解析を行い、病態解明研究を行うととも
に、新規創薬開発への応用を探る。 

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 動物実験施設の芹川、真下らは
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糖尿病、メタボリックシ
ンドローム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 

我々は生活習慣病･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、糖尿病、メ
タボリックシンドローム関連遺伝子変異とし
て、レプチンおよびセイピン遺伝子の変異ラ
ットの同定を行い、その系統樹立に成功した。
本研究では、これら変異ラットの糖代謝、膵
内分泌機能に関して解析をおこなった。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
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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
スクリーニングの結果レプチンおよびセイピ
ン遺伝子に変異を有するラットの同定に成功
し、さらに独自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系統樹立に成功
し、糖脂質代謝、膵分泌能を中心に表現系解
析を行った。その結果、レプチン遺伝子ナン
センス変異ラットでは明らかな肥満と摂食量
の亢進をみとめた。レプチン遺伝子ナンセン
ス変異ラットに糖負荷試験を行った結果、血
中グルコース濃度高値、高インスリン血症を
認め、耐糖能の異常、インスリン抵抗性の存
在が確認された。また、中性脂肪高値、遊離
脂肪酸高値、総コレステロール値高値などの
脂質異常も見出された。また、レプチン遺伝
子ナンセンス変異ラットの膵臓では、ラ氏島
の拡大を認め、beta細胞などの肥大が考えられ
た。本変異ラットの膵頭におけるGPR40、Pdx1
の遺伝子発現を検討したところ、いずれも約
50%に低下していた。このことから本レプチ
ン遺伝子変異ラットの食後高血糖、インスリ
ン初期分泌低下にこれら遺伝子産物の発現低
下が関与する可能性が示唆された。一方、脂
肪委縮症の原因遺伝子であるセイピン遺伝子
の変異ラットの解析も行い、ヒト脂肪委縮症
に類似した脂肪減少、脂肪肝、糖代謝異常を
認めた。今後、更に詳細な解析を継続してい
く予定である。 

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。実際今回得られたレプチン
およびセイピン遺伝子変異ラットにおいて代
謝パラメーターの解析においてより安定した
結果を得られること、また、膵組織の詳細な
組織学的解析および分子生物学的解析が可能
であることが確認された。今後その表現系を、
さらに詳細に解析することにより、これら遺
伝子変異ラットのモデル動物としての意義が
確立されれば、病態解明・新規治療標的同定
および新規創薬開発への応用を進めていきた
い。 

E. 結論 
生活習慣病･難治性疾患関連遺伝子に関して、
複数の糖尿病、メタボリックシンドローム関
連遺伝子変異ラットの同定、系統樹立に成功
し、その中でレプチンおよびセイピン遺伝子
変異ラットの表現系、特に糖代謝および膵島
の遺伝子発現の解析を行い、本遺伝子変異ラ
ットのモデル動物としての有用性を示した。 
今後これら遺伝子変異ラットの表現系解析を
さらに継続し、疾患モデルラットとしての意
義を確立し、病態解明・新規治療標的同定と
新規創薬開発への応用を進めていきたい。 
 
F. 健康危険情報 
なし 
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