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緒言
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1．1　成人病の遺伝的素因解明に向けて

　　まもなく開発途上国を含め全ての国において、心筋梗塞や脳卒中などの血

管系成人病が死因の第一位になると予測されている。その最大のリスクファク

ターは高血圧であり、現在60歳以上高齢者の約半分は高血圧症に罹患してい

るといわれている。本症は、1）自覚症状を伴わない点や2）ほおっておくと

脳卒中や心筋梗塞によりある日突然倒れ、寝たきり、半身不随といった後遺症

に悩まされるため、QOL（生活の質）の点からも非常に重要な問題となってい

る。高齢化社会がますます進むであろうと予測される21世紀を迎え、健康問

題に対する人々の関心がますます高まるなか、高血圧症のような成人病をいか

に治療し、予防するかということは人類の最重要課題である。

　　本態性高血圧症や糖尿病などの成人病は多因子遺伝性疾患とも言われ、図

1に示したように複数の遺伝因子に環境因子が加わって発症すると考えられて

いる。毎日の生活習慣（環境因子）をコントロールすることである程度予防が

できるし、病気を改善することも可能である。しかしながらその遺伝素因を解

明することで、1）病気の新しい診断法を確立し、2）素因の在る者を選り分

けて効率的な予防を行うことができ、3）その遺伝子産物を標的とした本質的

な治療法を開発することも可能となる。すなわち病気を発症する前の若年時に

診断し、遺伝素因のある人に対してのみ環境因子を制御することで、その病気

を完全に予防することが期待される。これこそが経済的、効率的な21世紀の

予防医療であるといえる。現在本態性高血圧症のような成人病の遺伝素因（原

因遺伝子）を解明するために、どのような研究戦略がとられているのかを次節

で説明する。
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1．2　本態性高血圧遺伝子を同定するための戦略

　1980年にBOsteinら［1］により連鎖解析を主体とした病因遺伝子同定のた

めの方法論（ポジショナルクローニング法と呼ばれている）が提唱されて以来、

Huntington舞踏病［2］やcystic　fibrosis［3］などたくさんの遺伝性疾患の原因

遺伝子がこれまで同定されてきた（表1）。この方法の特徴は、それら遺伝性

疾患の病態発症機序がわからない場合でも遺伝学的理論と分子生物学的手法を

駆使してその原因遺伝子を見つけだすことが可能な点にある。その戦略を図2

に示す。

1）

2）

3）

4）

遺伝病の患者家系を集める。

集めた患者家系を対象に連鎖解析などの手法によって、その遺伝病の原

因遺伝子座位が染色体上のどの位置にあるかを決定する。

決定された染色体上領域の詳細な遺伝子地図を作成し、その領域に存在

するいくつかの候補遺伝子を選びだす。

候補遺伝子を1つ1つを詳細に調べることによって、最終的に原因遺伝

子を同定する。

ポジショナルクローニング法は、表1に示したようにその対象となる疾患が単

一の遺伝子異常による遺伝性疾患の場合においては目覚ましい成果をあげてき

た。しかしながら本態性高血圧症などのような複数の遺伝因子と環境因子が複

雑に相互作用して発症する多因子遺伝性疾患の場合、従来の遺伝学的手法をそ

のまま適用するにはいくつかの問題点が考えられる（図3）。
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1）原因遺伝子が複数存在する（rnultigenic　inheritance）。

2）それら遺伝子が複雑に相互作用する（epistasis）。

3）家系ごとに原因遺伝子が異なる可能性がある（genetic　heterogeneity）。

4）食習慣、ストレスといった環境因子がその発症に大きく影響する

　　（environmental　effects）。

5）原因遺伝子を有するにもかかわらず発症しない、あるいは発症してもその

　　年齢が高く発症時期も人によりばらつく（incornplete　penetrance）。

以上のような要因が、ポジショナルクロ一献ング法を用いて多因子遺伝性疾患

の原因遺伝子を同定しようとする際に重大な障害となっている。さらに本態性

高血圧症の場合は、

6）診断の指標となる血圧値は、測定条件や精神状態、あるいは一日のなかで

　　の測定時間によっても変動しやすい。

7）腎機能障害などの2次的変化として生じた血圧上昇と区別しがたい。

などの要因が、より高血圧遺伝子解明を困難なものにしている。

1．3　モデル動物を用いる利点

　　以上に述べたようなヒト本態性高血圧症における遺伝学的解析の“難しさ”

を克服する一つの戦略として、遺伝的モデル動物を利用して高血圧遺伝子を同

定しようとする試みがなされている。動物モデルを用いて多因子遺伝性疾患の

遺伝的解析することの利点を以下に述べる（図4）。

1）ラットやマウスなど近交化されたモデル動物は遺伝的に均一であり、一個
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体ずつが同じ遺伝子を持つ｡

Ⅱ)飼育条件などの環境因子を制御することができる｡

Ⅲ)実験的交配により巨大な家系を作製することができる｡

Ⅳ)Congenic系統や Transgenic動物など､人為的にゲノムを操作すること

ができる｡

動物モデルを用いることにより実験系をより単純に､かつ分析力を高めること

ができ､ヒト多因子遺伝性疾患における問題点を改善あるいは克服することが

可能となる｡具体的には､図3であげたヒトにおける geneticheterogeneity

の問題 (3)はモデル動物では遺伝的に均一であり､(i)environmental

effects(4)は環境因子を制御すること (Ⅱ)によりある程度抑えることがで

る｡incompletepenetranceの問題 (5)は巨大な交配系の作製 (Ⅲ)により

分析力を高めることで改善され､epistasis(2)もゲノム操作をしたモデル動

物 (Ⅳ)を用いることにより､遺伝子単独の作用を解析することも､遺伝子間

相互作用を解析することも可能となる｡さらに高血圧に関して言えば､実験ラ

ットにおいては血圧を繰り返し測定することにより､測定誤差が少なく信頼性

の高い血圧値を得ることも可能となる｡このようにヒト多因子遺伝性疾患の原

因遺伝子を解明しようとする場合､動物モデルを利用した戦略が非常に有用で

あることから､これまでヒト本態性高血圧症や脳卒中と病因､病態学的に非常

に類似した (適した)いくつかの動物モデルが開発されてきている｡

1.4 高血圧自然発症ラット (SHR)と脳卒中易発症ラット (SHRSP)
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　　現在までに、数系統の遺伝的高血圧ラットが確立されている（表2）［4コ。

1963年岡本と青木らは、血圧値を指標とした選択的交配によりヒト本態性高

血圧症のモデル動物として高血圧自然発症ラット（spontaneously

hypertensive　rat：SHR）を開発した［5，6］。　SHRは正常血圧ラットのWKY

（Wistar　Kyoto　rat）より系統分離され（図5）、加齢に伴い200　rnrnH：g前

後の収縮期血圧を示す［7］。これまでのSHRを用いた生理学的研究により、交

感神経系の二進、細胞膜におけるイオン透過性の元進、血管平滑筋細胞の増殖

能充進、血管反応性の異常など、ヒト本態性高血圧症と類似する所見がいくつ

か得られている［8，9］。またSHRは他の近交系高血圧ラットにはない特性とし

て、血圧上昇に伴い腎障害、心肥大などの2次性障害を併発する点があげられ、

ヒト本態性高血圧症のすぐれたモデル動物として世界中で広く賞用されている。

　　1974年家森らは、SHRの亜系（A，　B，　C亜系）の中で脳卒中を多発する

傾向のある亜系（A亜系）の子孫のみを選択交配することにより、ヒト脳卒中

のモデル動物としてほぼ100％脳卒中を発症する、脳卒中易発症ラット

（Stroke－prone　SHR：SHRSP）を樹立した［10］。一方、　SH：Rの亜系の中で

脳卒中をほとんど（10％以下）おこさないB，C亜系も継代され、　SHRSR

（StrOke－resistant　SHR）と呼ばれている。　SHRSPは、　SHRSRに比べ若年

期より高血圧を急速に発症し（図6）、220mmH：gをこえる重篤高血圧症を持

続しながら、ついには脳卒中（脳出血あるいは脳梗塞）によりWKYやSHRSR

に比べ短命で死亡する（図7）［11－13］。この脳卒中モデル動物が開発された

ことは、脳卒中発症における遺伝的素因の重要性を示唆するものであり、これ

によってモデル動物を用いた脳卒中の遺伝学的解析が可能となった。
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1．5　SHRSPを利用した戦略

　　それでは、本態性高血圧症や脳卒中のモデル動物であるSHRSPを用いて、

その遺伝素因（高血圧遺伝子、脳卒中遺伝子など）を解明するための戦略につ

いて説明する（図8）。詳細については原稿［14－16］を参照されたい。①最初に

SH：RSPと正常血圧ラットWKYを交配してF2世代を作製する。②F2世代を

用いて“連鎖解析”と呼ばれる遺伝学的手法によって、原因遺伝子が存在する

染色体領域を決定する。連鎖解析の手法については、後に説明を加える。本態

性高血圧症などのような多因子遺伝性疾患の場合は、その分析力などの問題に

よりこの時点で連鎖解析により絞り込まれる染色体領域は10～20cM（センチ

モルガン：100回の染色体交叉あたり1回の組み換えが起こると推測される距

離を1センチモルガンとしている）が限界である。従って、次のステップとし

て③さらにその染色体領域を狭めるためにコンジェニック系統を作製する。こ

のコンジェニック系統の利用こそがまさしくモデル動物を用いることの最大の

利点である。その詳細については第5章で説明する。コンジェニック系統を用

いて1～2cMまで染色体領域を狭めれば、④あとはポジショナルクローニング

法と同様にその領域内に存在する候補遺伝子を選出し、⑤最終的に原因遺伝子

を同定する。

　　本研究において重要な位置を占める“連鎖解析”の原理について、もう少

し説明を加える（図9）。疾患ラットと対照ラットを任意に交配し、得られたF1

世代同志をさらに兄妹交配してF2世代を作製する。このときF1世代は親ラ
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ット（FO世代）から相同染色体を1本ずつ受け継ぐため、全ての個体は遺伝

的に同一である。F1世代の配偶子がF2世代へと受け継がれる際に組み換え

現象、すなわち各染色体においてFO世代由来の領域をモザイク状に持つこと

になり、結果としてF2世代は遺伝的に多様となる。ここで疾患ラット由来の

原因遺伝子を受け継いだF2世代ラットがその疾患形質を相対的に強く発現す

るとすれば、そのような原因遺伝子を含む染色体領域を検出することが連鎖解

析の特性である。具体的には個々の染色体領域がどちらの近交系ラットから由

来したかを識別できる遺伝マーカーを調べてその遺伝型を決定し、注目する領

域が疾患ラットから由来することで疾患形質の発現が有意に強調されているか

どうか（“連鎖”があるかどうか）を統計学的に検定することになる。このよう

な検索をラット全ゲノムにわたり行うことにより、未知の疾患遺伝子をスクリ

ーニングできると考えられる（この手法をゲノムスキャンという）。原因遺伝子

と調べている遺伝マーカーとの距離が近付くにつれて、疾患形質との連鎖の程

度がより強くなると期待される。様々な遺伝マーカーの中でもこのような目的

で一般的に用いられるのはマイクロサテライトマーカーとよばれるものである。

マイクロサテライトとは二～数塩基の単純な繰り返し配列であり、全ゲノムに

わたって蛋白に翻訳されない領域に広く分布している［17，18］。また別々の近

交系ラット間では繰り返し数が異なる頻度が高い（多型性が高い）ため、上述

のような連鎖解析のマーカーとして適している。通常、繰り返し配列をはさむ

領域をPolymerase　Chain　ReactiOn（PCR）法にて増幅し、長さの違いを電気

泳動によって明らかにする（図9）。

　　本文では、ヒト本態性高血圧症および脳卒中のモデル動物であるSH：RSP
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を用いて、高血圧遺伝子（第2章）、脳卒中遺伝子（第3章）、動脈硬化に関す

る原因遺伝子（第4章）の解明に向けた研究（主に連鎖解析を中心としたもの）

を行ったのでその結果を紹介している。第5章では、コンジェニック系統の現

状、ラットから得られた原因遺伝子のヒトへの外挿について述べている。
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遺伝因子

（麺）（垂⊃

環境因子

（食塩摂取）（匝⊃

（璽）（亟∋

遺伝因子

環境因子
本態性高血圧症

遺伝因子

環境因子

心不全 脳卒中 腎不全

図1　成人病（高血圧、脳卒中、心不全、etc）への多因子の関与
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表1　ポジショナルクローニングで単離同定された遺伝病（1997年8月末現在）

病名（和名） 病名（英語） 　　　　邑l
MIM番号 遺伝子記号 cDNA＃

Aarskog－Scott症候群

骨形成不全症

家族性大腸腺腫症

副腎白質ジストロフィー

アルツハイマー病

無ガンマグロブリン血症

筋萎縮麗日畦索硬化症

無虹彩症

毛細血管拡調性運動失調症

基底細胞母斑症候群

Bloom症候群
乳癌と卵巣癌．早期発症型

乳癌、早期発症型

チェディアックー束症候群

斑点状軟骨形成不全症

脈絡膜変性症

慢性肉芽腫症

先天性副腎過形成

嚢胞隷維症

diastrophlc　dysplasia

Duchenne型筋ジストロフィー
Emery－Dreifuss型筋ジストロフィー

手掌足底角皮症

多発性外骨腫

顔面性器異形質

腎性Fanconi症候群

脆弱X症候群
Frlθdrθにh失調症

生殖器発育不全

グリセ0一ルキナーゼ欠損症

遺伝性多発性外骨腫症

遺伝性非ポリポージス性大腸癌

遺伝性非ポリポージス性大腸癌

hyperekpiexia　．

低リン酸血症（ビタミンD抵抗性クル病）

ハンテントウ病

カルマン症候群

脳回欠損症

QT延長症候群

Lowe症候群

Machado・Joseph病
マルファン症候群

Menkes症候群

McLeod症候群
多内分泌腺腫瘍症1型

多内分泌腺腫瘍症2A型
筋緊張性ジストロフィー

筋細管ミオバチー

神経線維腫1型

神経線維腫2型
三恥マン・ピック病

Norrie病

眼自子症

肥満

膵臓癌

多発性嚢胞腎1型

多発性嚢胞腎2型
進行性ミオクローヌスてんかん

網膜色素変性症

網膜芽細胞腫

脊髄性筋萎縮症

脊髄小脳変性症1型

脊髄小脳変性症2型
Thornsen病
Treacher　Colli賂症候群

多発性硬化症

Von　Hippel・Lindau病

Waardenburg病
Werner症候群
Wilms腫瘍

Wilson病

Wlskott・Aldrich症候群

Aarsko9－Scottsyndrome
achondroplasia

adenomatous　polyposiscoli
adrenoleukodystrophy，　X層linked

Alzheimerdlsease

agammaglobu睡nemia，　X・linked

amyotrop煽。　lateral　scbros｝s

aniridia

ataX｝a　tOlangieCtaSia

basal　ce昼nevuS　syndrom6

Bloom　syndrQme
breast＆ovarian　carlcer，　early　onset

breaSt　CanCer，　earlyOnSet

Chediac・Higashi　syndrome

chondrodysplasiapunctata

Choroideremia

ChrOniC　granUIOmatOUS　disease

congenital　adrenal　hyperplasia

cystic　fibrosis

diastrophlcdysplasia

Duchenne　musculardystrophy
Emery－Dreifussmuscular　dystrophy

epldermolytlc　palmoplantar　keratoderma

exOstOses　multipletype　ii

faciogenital　dysplasia

Fanconl　syndrome，renaI

fragile　Xsyndrorne

Friedreich　ataxia

gonadal　dysgenesis

glycerol　kinase　deficiency

hered｝tary　mult巾le　exostoses
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単因子遺伝性疾患

患者サンプルの収集

染色体マッピング

連鎖解析

患者サンプルを対象に、染色

体上の遺伝マーカーを用いて

原因遺伝子が存在する染色体

領域を決定する。

染色体

匝
曜
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口
■
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」
「
1
種
唇

臼
■
目
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■
口
目
■
匹
暮
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国
H
口
■
囚
■
日
■
■
5
藍
一

■
日
H
■
目
日
■
□
隣
■
■
口
■
日
□
口
彌
凹
■
■
隅
■
巳

日
瞳
□
■
■
■
■
一
己
邑
団
■
圖
■
日
■
目
目

候補遺伝子の単離

物理地図作成

連鎖解析によって決定された

領域に存在する機能遺伝子の

中から、原因遺伝子候補とな

る遺伝子を単離する。

助

p旧
gene　A
№?ｎｅ　B

gene　C
l
u

gerle　D

№?ｎｅ　E

gene　F
№?ｎｅ　G

i
i

gen．e　H

原因遺伝子の同定

図2　ポジショナルクローニングの戦略
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多因子遺伝性疾患の原因遺伝子同定に向けた問題点

1）複数の高血圧遺伝子が存在する（multigenic　i曲edtance）。

2）それら原因遺伝子が複雑に相互作用する（epistasis）。

3）家系ごとに異なる原因遺伝子のセットを持つ（genetic　heterogeneity）。

4）食事、ストレスなどの環境因子がその発症に大きく影響する

（environmental　effects）。

5）原因遺伝子を有していても発症しない、あるいは発症年齢が高く

発症時期もばらつく（incomplete　penetrance）。

図3　多因子遺伝性疾患の原因遺伝子同定に向けた問題点
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モデル動物の利点

1）遺伝的に均一な近交系として維持できる。

　　　→Genetic　heterogeneity　（3）がない。

2）飼育条件などの環境因子を制御しやすい。

　　　→Enviro㎜ental　ef£ects（4）を抑えることができる。

3）実験的交配により巨大な家系を作製することができる。

　　　→hlcomplete　penetrance（5）に対して分析力を高める。

4）Cogenic系統やTransgenic動物など、人為的にゲノムを

操作することができる。

　　　→Epistasis（2）を解析することが可能である。

→：図3の問題点に対して有利な点

図4　遺伝解析においてモデル動物を利用することの利点
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表2　遺伝性高血圧モデルラットの各系統

国際系統名 系統名 分離元の系統 主な特色

＊SHR

vKY
spontaneously　hypertensive　rat

vistar－Kyoto

Wistar　Kyoto 高血圧

＊SH：RSP stroke－prone　SHR SHR 脳卒中

＊DS

cR

Dahl　salt－sensitive　rat．

cahl　salt－resistant　rat

Sprague－
cawley

食塩感受性高血圧

＊MH：S

lNS
Milan　hypertensive　rat

lilan　nomlotensive　rat

Wistaエ 軽傷高血圧

＊GH genetically　hypertensive　rat Wistar　Otago 高血圧

＊SBH

rBN
Sabra　hypertensive　rat

rabra　normotensive　rat

　Sabra　rat DOCA一食塩感受
ｫ高血圧

＊LH：

kN
kL

Lyon　hypertensive　rat

kyon　no皿otensive　rat

FLyon　low　blood　pressure　rat

Sprague－
cawley

高血圧

＊高血圧系統とそのコントロール系統を示している。
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図7　a）脳卒中により死亡したSHRSP。　b）SHRSPにおける
脳出血（左）と脳軟化（右）
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本態性高血圧モデルラット（SHRSP）

SHRSPと正常血圧ラットWKYを交配して

F2世代を作成する。

染色体マッピング（10～20cM）

ゲノムスキャン（連鎖解析）

F2世代を対象に全染色体上の遺伝マー

　カーを用いて原因遺伝子が存在する染色

体領域（10～20cM）を決定する。

コンジェニック系統（1～2cM）

コンジェニック系統を作成し原因遺伝子が

存在すると推測される領域を狭めていく。

候補遺伝子の単離

YAC、　BACなどを利用し候補領域の物理

地図を作成し、その領域に存在する原因

遺伝子候補となる遺伝子を単離する。

原因遺伝子の同定

図8　SHRSPを利用した本態性高血圧遺伝子同定への戦略
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　　　　　　第2章

本態性高血圧遺伝子の解明に向けて



2．1本態性高血圧遺伝子の染色体マッピング

【目的】

　　1983年Huntington舞踏症の原因遺伝子がヒト第4染色体上に同定され

て以来［2］、ポジショナルクローニング法を用いて数々の遺伝性疾患の原因遺伝

子が同定されている。この手法が多因子性疾患の解析にも用いられ、これまで

我々をはじめ世界中の多くの研究者がSHRやSHRSPのような高血圧モデル

動物を用いた遺伝解析により高血圧遺伝子の検索を行ってきた［19－30］。1991

年、Hilbertら［22］とJacobら［23］は同時に、　SHRSPと正常血圧対照ラット

であるWKYを交配して得たF2ラットを用いて連鎖解同を行い、第10染色

体上のアン点心テンシン変換酵素（ACE）遺伝子、成長ホルモン（GH）遺伝

子を含む領域に有意な連鎖を報告している。この結果はあくまでこれら遺伝子

の近傍に原因遺伝子が存在することを示すものであって、これら遺伝子が即、

高血圧遺伝子であるとは言えないことに注意が必要である。我々の研究グルー

プもSHRSPとWKYを交配して得たF2ラットを対象として、遺伝マーカー

とその血圧値の連鎖解析を行った［24］。その結果、第1染色体上のLeukosianin

（LSN）遺伝子座位、　Myosin　Hght　chain　2（MYL2）遺伝子座位において雌雄

共に基礎的高血圧と強い連鎖が認められた。

　　しかしながらSH：RSPにおける高血圧には複数の遺伝子が関与しており、

第1、10染色体上の高血圧遺伝子以外にもいくつかの高血圧遺伝子が存在す

ると考えられる。これまで行われてきたモデル動物を用いた高血圧遺伝子の遺

伝解析は、血圧の一部を説明する一つあるいは二つの高血圧主要遺伝子の検索

を中心に行われてきたものがほとんどであった。よって本研究ではSH：RSPに
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おける高血圧発症に関与する複数の高血圧遺伝子を検索するために、F2世代

125匹を対象として、ラット全染色体を網羅する遺伝マーカー（201マーカー）

と血圧値との連鎖解析を行った（ゲノムスキャン）。

【実験材料と方法】

実験動物

　　我々が自家繁殖しているSHRSP／lzrnとWKY／lzrnとを交配してF1世

代を作製し、そのF1世代をランダムに交配してF2世代（雄：125匹）を作製

した。F2ラットは標準飼育条件（温度：23－28℃、湿度：60％、日照時間：AM　6：00

－PM6：00）下において飼育した。　F2ラットの飼育実験スキーマを図10に示

す。離乳期から生後5ヶ月齢までは標準飼料（SP飼料：船橋農場）と水道水

を自由摂取させた（食塩負荷前のこの期間を第1段階とした）。その後、食塩

負荷による血圧への影響を評価するために、7ヶ月間（生後1年齢まで）1％食

塩水を飲料水として与えた（食塩負荷後のこの期間を第2段階とした）。

血圧測定

　　F2ラットの血圧は生後5，8，10，13，20週齢（第1段階）と6，7，8，12ヶ

月齢（第2段階）に間接法（photo　electric　osciUornetric　tai1－cuff　rnethod：

UR1000、　UEDA）［31］により尻尾から測定した（図9）。すべての血圧（収縮

期血圧：SBP）は午前中（AM6：00－AM　12：00）に3回測定し、その平均を血

圧値として用いた。
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F2世代のゲノムDNA抽出［32］

　　F2ラットは生後1年齢にネンブタール麻酔下で屠殺し、肝臓を摘出した。

肝臓切片をTNM（20mM　Tris－HCI　pH＝7．5，0．1M　NaCl，1．5mM　MgC12）緩衝

液中でホモジナイズし、遠心処理（3000r．pm．，10min）後、上清を捨てもう

一度TNM緩衝液で洗浄、遠心処理を行った。沈殿をTNE（！0rnM　Tris－HCl

pH＝7．5，0．1M　NaC1，1mM　EDTA）緩衝液に懸濁し、10％ドデシル硫酸ナトリ

ウム（SDS）溶液（最終濃度0．3％）と10mg／m1プロテアーゼK（Nacalai　Tesque，

Inc．，　JAPAN）を1／100容加え、55℃で一晩インキュベートした。室温にもど

した後、フェノールークロロホルム法でゲノムDNAを抽出した。抽出したDNA

はTE（10rnM　Tris－HCI　pH＝7．5，1rnM　EDTA）緩衝液に溶解した後、10ng／

μ1になるように蒸留水で調整してPCR反応用テンプレートとして使用した。

遺伝マーカー

　　連鎖解析に用いる遺伝マーカーには、親系統であるSHRSP／lzmと

WKY／lzmとの間に遺伝的多型（電気泳動などにより識別できるDNA塩基配

列の違い）が存在しなければならない。従ってまず、ラット全染色体上に存在

する676個の遺伝マーカー（マイクロサテライトマーカー）において

SH：RSP／IzrnとWKY／lzmの遺伝型を調べた（この段階を多型検索という）。

それらマイクロサテライトマーカーのうち約400個はResarch　Genetics社よ

り購入し、残りの約300個は以前報告されたDNA塩基配列に基づいて自動

DNA合成装置により合成した［33－36］。調べられた676のマイクロサテライト

マーカーのうち237個においてSHRSP／lzrnとWKY／lzmとの間に遺伝的多

　　　　　　　　　　　　　　　　　26



型が存在した（約35％）。

F2世代の遺伝子型決定

　　SHRSP／lzmとWKY／lzmとの間に遺伝的多型を示したマイクロサテライ

トマーカーのうち201個を用いて、F2世代の遺伝子型を決定した。遺伝子型

決定には、F2世代のゲノムDNAをテンプレートとしマイクロサテライトマー

カーをプライマーとしてPCR反応を行い、そのPCR産物を電気泳動する事に

よって行った。

　　PCR反応は以下の条件により行い、マイクロサテライト領域を増幅した。

PCR反応液：

　　ゲノムDNA　　　　　　　：50ng

　　両方向プライマー　　　　　：各最終濃度0。5μM

　　dNTPs　　　　　　　　　：各最終濃度125μM

　　MgC12　　　　　　　　　　：最終濃度1．5mM

　　PCR　Buffer

　　Taq　DNA　polymerase　　　　：0．5　unit

　　（Perkin　Elrner　Co．，　USA）

　　滅菌蒸留水にて全量を15μ1とした。

96wel－plate（HYBAID，　USA）にPCR反応液15μ1を入れ、ミネラルオイル

（Nacalai　Tesque，　Inc．，JAPAN）を重層させ、以下の条件で反応させた。

PCR条件：

　　　　　　　　　　　　　　　　　27



　　94℃　　　　3min　　　　　1回

　　94℃　　　　　　1rnin　r

　　55－65。C　　　　　　　2　rnin　　i　35回

忌　72℃　　　　　　　　1．5rnin」

　　72℃　　　　　　5rnin　　　　　　　　1　回

　　PCR反応後、　PCR産物を7。5％または9％アクリルアミドゲル（Nacalai

Tesque，　Inc．，　JAPAN）で電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色した後UV

撮影装置（TOYOBO，　JAPAN）によって遺伝子型を決定した。アクリルアミド

ゲル電気泳動で判別不可能な遺伝マーカーについては、自動シークエンサー

（ABI　377　DNA　Sequencer：Applied　Biosystem．s，　USA）を用いて識別した。

第1染色島上のK80PA18とN3．2U　181座位における遺伝子型決定はRAMP

（randarnly　arnplified　microsatelHte　polymorphisrn）法［37，38］により行っ

た。

コンピュータによる遺伝解析

　　全染色体状の201個の遺伝マーカーにおけるF2世代の遺伝型をもとに、

ラット全染色体の遺伝地図を作製した（図10）。Dr．　Eric　Lander（Whitehead

Institute，　USA）より供与を受けたMAPMAKER／EXP　3．O　prOgram［39］を

用いて、各マーカー間の距離を計算した。

　　F2世代において測定した収縮期血圧値を、201個の遺伝マーカーによって

決定された遺伝型によってSH：RSPホモ型、　WKYホモ型、ヘテロ型の3群に

分けて一元配置分散分析（one－way　ANOVA）を行った。
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　　intelval　rnapping解析にはMAPMAKER／QTL　programを用いた。

ANOVAの結果は、染色体上の各遺伝マーカーにおける血圧との関係を示して

いるのに対し、inter▽al　mapping解析は隣接する2つのマーカー間において

高血圧遺伝子がどの程度血圧に関与するかを最大値で計算し、高血圧遺伝子の

位置を決定することが可能である。従って、interval　rnapping解析は各マー

カーがカバーしている染色体上の全ての領域を検討することができる。interval

mapping解析では、高血圧遺伝子がその血圧にどの程度関与するかを評価す

る基準としてLod　scoreを用いている。　Lod　scoreとは、マーカーと原因遺

伝子の関係において、2つが関連しているとした場合の確率と、全く無関係で

あるとした場合の確率を比較し、その比較した値を10910で計算したものであ

る。すなわち、Lod　scOreニ3．0とすると、マーカーと原因遺伝子が無関係で

あると仮定した場合よりも1000倍の確率で、マーカーと原因遺伝子が関連し

ていることを意味している。

　　F2の収縮期血圧に対する高血圧遺伝子の寄与率（R2）は、　JMP　prOgrarn

（SAS　Inc．，　Cary，　USA）を用いてhnear　regression　analysis（回帰分析）に

より計算した。

【結果】

遺伝地図

　　ラット全染色直上の676個の遺伝マーカーにおいてSHRSPとWKYの

ゲノム中に散在するマイクロサテライト領域における多型検索の結果、35％

程度（237個／676個）のマイクロサテライト領域がSH：RSPとWKYの間で
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多型性を示した。これら多型性を示したうちの201個の遺伝マーカーによって

作成されたラット全染色体の遺伝地図を図11に示した。各染色体におけるマ

ーカー数と各染色体の長さを表3にまとめた。ラット全染色体（第！～20常

染色体、X性染色体）を201個の遺伝マーカーによって全て網羅することがで

きた。また、各染色体においては少なくとも3つ以上のマーカーが存在した。

2つのマーカー間における距離は、最も離れているところで37．9cM（センチ

モルガン）、平均すると9．4cMであった。これら遺伝マーカーの存在する領域

は全部でラット染色体上1891cMにわたり、これはラット染色体のおよそ86％

をカバーしていることになる。

高血圧遺伝子の検索

　　表4にF2世代の各週齢で測定された収縮期血圧において、　SHRSPホモ

型、WKYホモ型、ヘテロ型の3群の間に、　ANOVAによって有意水準がp

＜0．01の基準をみたすマーカーをあげた。p値及びLod　scoreの有意水準を

どこに設定するかは現在世界中で議論されており、結論は未だでていない［14－

16，40］。本研究のp＜0．01の有意水準は、一般的に言われている基準より低く

設定してある。これは本研究の目的が高血圧発症に関与する複数の遺伝子を検

索することであり、この段階で真に血圧に関与している遺伝子が検出されない

事がないようにする為である。この段階で収縮期血圧に連鎖したマーカーは、

第1、3、4、9、10、13，15染色体上の17個のマーカーであった。

　　次に、ANOVAにより連鎖が認められた染色体上の遺伝マーカーと各週齢

における収縮期血圧とのinterval　rnapping解析の結果を図12に示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　30



LanderとKruglyakは、モデル動物のF2を用いたQTL（Quantitative　trait

locus：量的形質遺伝子座位）解析においてLod　score　2．8以上を有意水準に

提言している［40コ。今回、この有意水準をみたす領域は第1染色体（図12a）

上DIMit2座位近傍（LOD　score　5．6）、第3染色体（図12b）上D3Mgh16座

位近傍（LOD　score　3．1）、第4染色体（図12c）上TRY1遺伝子座位近傍（LOD

score　3．2）、第10染色体（図12d）上RR1023座位近傍（LOD　scOre　4．6）

の4カ所であった。それぞれ100：1の信頼区間をしるした。これら4カ所の

領域にそれぞれ高血圧遺伝子が存在すると推測される。

【考察】

　　本研究では本態性高血圧症の遺伝素因を解明するために、遺伝的モデルラ

ットSHRSPを用いてその高血圧遺伝子の遺伝解析を行った。その結果、　Lander

とKruglyakが提言しているLod　score　2．8以上［40］の有意水準をみたす領域

が第1、3、4、10染色体上の4カ所に認められた。

　　第1染色体については、我々以外にも二つの研究グループ［41，42コが

SHRSPとは別の高血圧モデルラットを用いて遺伝解析を行い、いずれも今回

我々が明らかにした領域とほぼ同じ領域が血圧と連鎖することを報告している。

Guら［41］は、食塩負荷によってはじめて高血圧を発症するDahl食塩感受性

ラットを用いて、Brownら〔42］は高血圧と共に慢性の腎障害をきたすFHH

（fawn－hooded　hypertensive）ラットを用いて行っている。それぞれ異なっ

た形質（病態）を示す遺伝的モデルラットにおいて、ほぼ同じ領域に高血圧遺

伝子が存在することは興味深い。これら領域によって引き起こされる高血圧が

31



同じ遺伝子によるものかどうかはわからないが、第1染色体上のDIMit2座位

近傍の領域が、高血圧モデルラットの高血圧発症に関して非常に重要な領域で

あるといえる。また、この領域には高血圧候補遺伝子としてSA遺伝子が存在

することが報告されている［43－46］。SA遺伝子はもともとSHRの腎臓におい

てWKYよりも10倍程度発現量が多い遺伝子として発見された［47］。　SA遺

伝子の生理的機能は未だ不明だが、SAが線内では唯一近位尿細管だけで発現

している点など、生体内で非常に重要な働きをしていると考えられている

［48，49］。しかしIshinagaら［50］は、我々が自家繁殖しているWKY／lzrnに

おいてSA遺伝子の腎での発現量がSHR／IZInと同じであることを報告してい

る。すなわちこれは以前に報告された研究に用いられたWKYとWKY／lzmに

おける遺伝的背景の違い［51］によるものであるといえる。SA遺伝子が高血圧

遺伝子かどうかはまだ定かではないが、今後この領域における詳細な解析によ

って明らかにされるであろう。

　　Katsuyaら［52］はSHRとWKYのF2を用いた遺伝：解析を行い、第4染

色体上のTRY1遺伝子座位より14　cM下流に存在するNPY（Neuropeptide

Y）遺伝子座位が高血圧と連鎖することを報告している。NPY遺伝子は膵臓ポ

リペプチドの一種で、食欲の調節や血管の収縮に関与していると言われている

［53，54］。残念ながら、NPY遺伝子座位のマーカーにおいてSHRSPとWKYの

間に多型性がなかった為に、この座位における遺伝解析はできなかったが、こ

の領域近傍にSHR、　SHRSPの両系統において高血圧遺伝子が存在することが

明らかになった。NPY遺伝子は高血圧候補遺伝子として今後の検討が期待さ

れる。
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　　Clarkら［29］は、本研究において連鎖が認められたD3Mgh16座位近傍の

領域が、同様にSH：RSP／GlasgowとWKY／GlasgowのF2においても高血圧

と連鎖することを報告している。この領域において高血圧遺伝子が存在するこ

とは明らかであろうが、彼らは雄のF2ラットにおいてのみ、この領域と血圧

との連鎖が認められるという雌雄差のデータを示しており、我々の結果と一致

しない結果でもある。追試も含めて、この領域におけるさらなる解析が期待さ

れる。

　　ラット第10染色体上で血圧と連鎖が見られた領域には、Hilbertら、Jacob

らをはじめ、複数の連鎖解析で連鎖が認められている［22－25］。この領域には

昇圧物質の一つであるアンギオテンシンHを産生する酵素であるACE遺伝子、

ノルエピネフリンからエピネフリンを合成する酵素であるPNMT

（Phenylethanolamine　N－methyltransferase）遺伝子が存在する［55］。これら

遺伝子もヒト及びモデル動物における高血圧との関連が注目されている［56－

58］。

2．2QTL（量的形質遺伝子座位）の当時的推移について

　　上述2．1高血圧遺伝子の染色体マッピングの研究でさらに注目すべきは、

第1、3、4染色体上のQTLs（高血圧遺伝子）は食塩負荷前の動因（第1段

階）の血圧値と連鎖が認められたのに対し、10染色体上のQTLは食塩負荷後

の12ヶ月齢（第2段階）の血圧値と強い連鎖を示したことである。近年、Schork

らはコンピューターシュミレ「ション研究を行うことによって、血圧のような
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量的形質（表現型）が複数の異なる時期に働く遺伝子によって説明されること

を示している［59］。すなわちQTLsの働きが年齢により変わっていくのではな

いかという仮説をシュミレーション研究を用いることで提示している。本研究

はその仮説と一致するものであり、Schorkらが示しているシュミレーション

研究をモデル動物を用いて実験的に証明したものでもある。

　　QTLsの継時的推移をもう少しわかりやすく示すために、各週齢（年齢）

において四つの染色体（第1、3、4、10染色体）上のQTLsが血圧に与え

る影響の大きさ（LOD　score）を図13のグラフに示した。図に示されるよう

にそれぞれのQTLsのLOD　scOreの大きさが週齢（年齢）によって大きく変

動することがわかる。この中で、もっとも血圧に対して強い影響を示したのは

第1染色体のQTLで、生後10週齢時にLOD　score　5．6であり、　R2値は21％

であった（すなわちF2における血圧の分散の21％を第1染色体のQTLで説

明できる）。また前述したように、他のグループからも第1染色体上に高血圧

遺伝子が存在する連鎖解析の結果が報告されている［41－46］。本研究における

結果とあわせて考えれば、おそらく第1染色誌上に主要な高血圧遺伝子が存在

すると推察される。

　　第1染色体のQTLは、ほぼ生涯を通じて血圧に対する影響が認められた

のに対して、第3、4染色体上のQTLsは生後8－10週小時にしか有意な影響

を示さなかった（図13）。F2世代においては生後5週齢から血圧が上昇し始め、

生後20週齢でほぼ血圧上昇が認められなくなる。第1、3、4染色体上QTLs

の血圧に対して強く影響が認められる生後8－12週齢は、ちょうどF2世代に

おける血圧上昇時期と一致する。すなわちこの時期にみられる血圧上昇はこれ
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ら3つのQTLsの働きによるものであることが推測される。また、これら3っ

のQTLsによってF2におけるこの時期の血圧分散の約30％を説明できた（R2

値30％）。これはF2における遺伝素因に起因する分散が40～60％と推定さ

れていることを考えると、そのうちの5割から8割近くをこの3つのQTLsで

説明できることになる。

　　第10染色体上QTLは、第1、3、4染色体上QTLsとは異なり長期の食

塩負荷によってはじめて有意な影響を示した（図12：生後12ヶ月齢時、LOD

score　4．5）。　R2値は18％であり、　F　2における血圧の分散の18％を説明でき

ることになる。1）第10染色体上にQTLの存在が推測された領域（100：1信

頼区間）は、他のグループの連鎖解析［22－25］およびコンジェニックラットを

使った研究［60］からも食塩負荷後の血圧上昇にかかわる遺伝子の存在が示唆さ

れている点、2）SHRSPの血圧上昇は若い時期から認められ、5ヶ月齢時以

降にはほとんど血圧上昇が認められない点［61］、から考えると第10染色体上

のQTLは食塩負荷による血圧上昇にかかわる遺伝子、すなわち食塩感受性高

血圧遺伝子であると推察される。

【結論】

　　1）4つの染色体、第1、3、4、10染色体上領域に高血圧遺伝子（QTLs）

の存在が示唆された。2）それらQTLsの血圧に対する影響は年齢や食塩負荷

のような環境因子により変動するということが、実験的に証明された。

　　今後、本研究において明らかになった領域に存在するいくつかの高血圧候

補遺伝子に関して検討していくと共に、これら領域におけるコンジェニック系
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統を作製しその領域を詳細に調べることによって、S｝IRSPにおける高血圧遺

伝子が解明されると期待する。
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表3F2世代の連鎖解析

使われた遺伝マーカー

（ゲノムスキャン）に
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Tota1 20！（148） 1890．7

The　number　of　markers　used　in　QTL　mapping　is

listed　for　each　chromosome．　The　number　of

markers　used　in　initial　genome　screening　is　also

l玉sted　in　parentheses．　The　size　of　chromosomal

regions　covered　by£yped　markers　is　represented

in　Kosambils　unit．
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　　　　　第3章

脳卒中遺伝子の解明に向けて



3．1脳卒中遺伝子の染色体マッピング

【目的】

　　高血圧が脳卒中発症における主要な危険因子であることは明らかだが、糖

尿病、肥満、食塩摂取などの食習慣あるいは喫煙などの環境因子がその発症を

さらに増進させている。また1）これら危険因子をもたない症例の存在（血圧

があまり高くない人が脳卒中を発症したり）、2）若年齢で発症しやすい家族

性の脳卒中（遺伝的素因により脳血管障害をきたしやすい家系）の報告もこれ

までいくつかなされている［62－64］。以上ような報告は、脳卒中発症における

高血圧素因とは別の“脳卒中感受性”を決定する遺伝素因（脳卒中遺伝子）の

存在を示唆している。近年そのような脳卒中遺伝子を解明しようと、ヒトやモ

デル動物を用いた研究が盛んに行われている［65－68］。

　　ヒト脳卒中のモデル動物であるSHRSPは、　SHRの亜系（A，　B，　C亜系）

の中で脳卒中を多発する傾向のある亜系（A亜系）の子孫のみを選択交配する

ことにより成立した［10］。1）SH：RSP（A亜系）は脳卒中を100％発症するの

に対し、SHRSR（B，　C亜系）は高血圧があってもほとんど脳卒中を発症しな．

い［11コ。2）SHRSPに含硫アミノ酸などを多く含んだ食餌を与えると、血圧

はあまり下がらないが脳卒中発症は劇的に押さえられる［13］などの知見は、

SHRSPにおいても高血圧遺伝子とは別の脳卒中遺伝子をもつ可能性を示唆し

ている。

　　本研究ではヒト脳卒中のモデル動物であるSHRSPを用いて“脳卒中感受

性”を決定する遺伝子を同定する目的で、SHRSPとWKYを交配して作製し

たF2世代を対象とした遺伝解析を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　49



【実験材料と方法】

実験動物

　　高血圧遺伝子の染色体マッピング（2．1）の際に使用したF2世代（雄：！25

匹）を本研究における連鎖解析においても同様に使用した。

脳卒中形質

　　F2ラットは、血圧測定後（最終12ヶ月齢）にベントバルビタール麻酔下

において屠殺した。ラット脳を脳幹と脊髄との間で切除し、重量測定後、10％

ホルマリン液で固定した。肉眼的所見により脳卒中の兆候を示したラットの脳

組織は、大脳皮質前内方部から後頭部にかけて6枚の脳切片を作製し、最終的

に顕微鏡下において脳卒中（脳出血あるいは脳梗塞）発症を確認した。

遺伝マーカー

　　親系統であるSH：RSP／lzmとWKY／lzlnとの間に遺伝的多型が存在した遺

伝マーカーのうち125個（ラット第1～20常染色体およびX性染色体のすべ

ての染色体を網羅：している）を用いて、F2世代の遺伝子型を決定した。遺伝

子型決定には、F2世代のゲノムDNAをテンプレートとし遺伝マーカーをプラ

イマーとしてPCR反応を行い、そのPCR産物を電気泳動する事によって行っ

た。

遺伝解析
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　　脳卒中発症が認められたF2世代において、125個の遺伝マーカーによっ

て決定された遺伝型をもとにSHRSPホモ型、　WKYホモ型、ヘテロ型の3群

に分け、期待値1：2：1としたκ2検定により連鎖分析を行った。

　　さらに全F2世代ラットを対象に、脳重量と125個の遺伝マーカーによっ

て決定された遺伝型との一元配置分散分析（one－way　ANOVA）を行った。　F1

世代とF2世代における脳重量の分散をF検定により比較した。

【結果】

　　雄F2ラット125匹のうち肉眼的所見および顕微鏡検査により9匹のラッ

トにおいて脳卒中発症が確認された。そのうち7匹のラットは脳梗塞を2匹の

ラットは脳出血を認めた。これら9匹のF2ラットにおいて125個の遺伝マー

カーを用いた連鎖分析（κ2検定）の結果、第2、4、9、10染色雲上の6つ

の遺伝マーカーにおいて有意な連鎖が認められた（表5）。

　　F1世代とF2世代の脳重量はそれぞれ2．21±0．07　gと2．19±0．14　gであ

った。F2世代における脳重量の分散はF1世代の分散よりも有意に大きな値を

示した（F2世代：0．019，　n＝107　vs．　F1世代：0．005，　n；7，　P＜0．05）。従っ

て脳重量はF1、　F2世代を通して一部分遺伝的に規定されていることが推定さ

れる。F2世代における脳重量は血圧値（p－0．065）、体重（r＝0．109）とも

に有意な相関は認められなかった。さらに高血圧遺伝子の染色体マッピングの

研究（2．1）の際に血圧値と連鎖が認められた遺伝マーカーと脳重量との間に

は有意な連鎖は認められなかった。以上のことは、体重や血圧値が直接的には

脳重量に影響を与えないということを示唆している。またF2世代において脳
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卒中発症が確認されたラットの脳重量は発症しなかったラットに比べて有意な

高値を示した（2．49±0．13g，　n＝9vs．2．17±0．10　g，　nニ98，　P＜0．001）。

ANOVAによる脳重量と遺伝マーカーとの連鎖解析の結果、　D4Mit9、　D4Mgh7、

D4Mgh8の3つのマーカーが有意な連鎖を示した（表6）。これら遺伝マーカ

ーはκ2検定による脳卒中発症との連鎖分析においても有意な連鎖を示してい

たが、F2世代で測定された血圧値とは有意な連鎖が認められなかった。

【考察】

　　血圧上昇とは別の“脳卒中になりやすさ”を決定する遺伝子（脳卒中遺伝

子）を同定する目的で、本研究ではモデル動物を用いた遺伝解析が行われた。

脳卒中感受性の遺伝解析研究における問題点として、脳卒中発症の指標となる

ような明確な（量的）形質（たとえば高血圧症における血圧値のように遺伝解

析に簡単に利用できるもの）が存在しないということがあげられる。そのため

我々は2種類の解析方法を用いて連鎖解析を行った。

　　まず1）脳卒中発症が認められたF2世代における125個の遺伝マーカー

を用いたκ2検定による連鎖分析を行った。その結果、第2、4、9、10染色

体上の6つの遺伝マーカーにおいて有意な連鎖が認められた。2）以前我々は

外見上にふらつきや明らかな神経障害が認められないSHRSPにおいても、脳

出血や脳軟化、脳組織の膨張により脳重量が上昇することを報告している［69］。

すなわち肉眼的所見により脳卒中発症が確認される以前から、脳卒中発症を引

き起こしたSHRSPでは脳組織重量の有意な上昇を示す。またF2世代におけ

る体重や血圧との相関解析の結果からは、脳重量はそれら形質とは有意な相関
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が認められなかった。従って脳卒中発症における量的形質として脳重量を用い

てラット全染色体上の遺伝マーカーとの連鎖解析を行った結果、D4Mitg、

D4Mgh7、　D4Mgh8の3つのマーカーが有意な連鎖を示した。これら2種類

の連鎖解析の結果は、ラット第4染色体上に高血圧遺伝子とは別の脳卒中発症

に関わる遺伝子（脳卒中遺伝子）が存在することを示唆している。

　　これまでに我々の他にも2つのグループが、SH：RSPを用いて脳卒中遺伝

子を解明するために連鎖解析をおこなっている［67，68］。Rubattuら［67］は

SHRSPとSHRを交配して作製したF2を用いて食塩負荷から脳卒中が発症す

る日までの長さを指標とし、脳卒中発症を促進する遺伝子を第1染色体上に、

逆に発症を抑制する遺伝子を第4、5染色体上にマッピングした。Jeffsら［68］

はSHRSPとWKYのF2で脳内中大動脈結紮による局所的虚血によってでき

る脳梗塞の大きさを指標とし、脳虚血に対する脳組織の脆弱性に関連する遺伝

子を第5染色体上にマッピングした。我々を含め3つの連鎖解析において互い

に一致した結果が得られていないが、それぞれの用いた実験手法、および脳卒

中を量的形質としてとらえるときの用いた指標の違いによるものと考えられる。

脳卒中の遺伝解析における量的形質あるいは中間形質（interrn．ediate

phenotype）がいかに重要であるかがわかるとともに、追試も含めて今後の研

究の進展が待たれる。

【結論】

　　SH：RSPとWKYを交配して作成したF2世代を対象に125個の遺伝マーカ

ーを用いた連鎖解析の結果、D4Mit9、　D4Mgh7、　D4Mgh8の3つのマーカー
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が脳重量（脳卒中になりやすさに対する一つの指標）と有意な連鎖を示した。

これら遺伝マーカーは血圧値とは有意な連鎖が認められず、よってラット第4

染色体上には、2ユでマッピングされた高血圧遺伝子とは別の脳卒中発症に関

わる遺伝子（脳卒中遺伝子）が存在するものと考えられる。

3．2　位置候補遺伝子アプローチ

【目的】

　　連鎖解析（3．1）によって脳卒中遺伝子が第4染色体上領域に存在すること

が推定された。次の戦略としては以下の2通りが考えられる。1）コンジェニ

ック系統を作製して脳卒中連鎖領域をさらに狭めていく。2）位置候補遺伝子

アプローチとしてその連鎖領域内に存在する脳卒中発症の候補遺伝子となるも

のをできるだけ選出し、それら遺伝子が実際に脳卒中遺伝子であるかどうかを

生理機能学的研究により検討する。前者1）の場合、コンジェニック系統を作

製するのに2～4年、さらにサブコンジェニックを作製し連鎖領域を狭めるた

めには最低でもさらに2、3年が必要である。従ってコンジェニック系統作製

までの期間に、次のステップとして位置候補遺伝子アプローチを行った。

　　現在、染色体上の位置が決定されているラット遺伝子総数は、ヒトやマウ

スの数に比べるとはるかに少ないのが現状である［34，70，71］。従ってマッピン

グされた染色体領域における候補遺伝子をラット染色体上で選出することはヒ

トやマウスの場合に比べると困難である。しかしながら近年の広範なゲノムプ

ロジェクトの発展により、だんだんとラット染色体がヒトやマウスのどの染色
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体に相同するかがわかってきている（ラット、マウス、ヒト間の比較遺伝子地

図が作製されている）［70－72］。この比較遺伝子地図を利用すれば、希望する

ラット染色体上に候補遺伝子を選出することも可能となる。従って本研究では

脳卒中遺伝子がマッピングされた（3．1）ラット第4染色体上領域に相同する

ヒト、マウス染色体上から候補遺伝子をいくつか選出し、それら候補遺伝子の

ラット染色体上での位置を明らかにするとともに、脳卒中遺伝子との関係につ

いて検討した。

【実験材料と方法】

ライブラリースクリーニング

　　脳卒中遺伝子の候補として、Taurine　transporter遺伝子（Taα亡），　tumOr

necrosis　factor　receptor遺伝子（Tねf∂，　GABA　transporter遺伝子（Ga亡エ）and

glucQse　transporter－3遺伝子（Glu亡3）を選んだ。これら4つの遺伝子は、以前

の報告からラット第4染色体に相同すると推測されるヒトあるいはマウスの染

色体上より選出した。これら遺伝子におけるSSRマーカー（遺伝マーカー）開

発のためのラットゲノムライブラリーのスクリーニングを行うプロトコールの

概略を図14に示す［35］。まずGenebankに登録されている遺伝子のcDNA配

列をもとに、ラット脳から抽出したtotal　RNAをテンプレートとしてRT－PCR

（reverse　transcription　polyrnerase　chain　reaction）を行い、ハイブリダイゼ

ーション用のプローブを作成する。ラットゲノムライブラリー［73］をそれらプ

ローブによりスクリーニングし、Positiveなクローンを選出する。選出したク

ローンを制限酵素Sau3Aで切断後、プラスミドベクター（pBluescript；
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Stratagene，　USA）に組み入れる。そのプラスミドベクターでライブラリーを

作成し、（CA）15あるいは（GA）150Hgornerをプローブとして再度スクリーニン

グする。POsitiveなクローンを選出後、そのクローンをシークエンスして塩基

配列を読む。決定された塩基配列をもとに候補遺伝子における遺伝マーカーを

作成する。

候補遺伝子のマッピング

　　開発された候補遺伝子における遺伝マーカーを用いて、ラット近交系8系

統（SHRSP／lzm，　WKY／lzm；Wistar　Kyoto，　SHR／kyo，　D　RY／SankyO；

Donryu，　OLETF；Otsuka　Long－Evans　Tokushima　Fatty，　LETO；LOng－

Evans　Toku．shima　Otsuka，　WTC／Kyo；Wistar－derived　trernor　contrO1，

BN／N；Brown－Norway）において多型検索を行った［74］。多型検索において

遺伝型に差が認められた近交系にもとづき、3つの交配群を利用して候補遺伝

子の染色体マッピングを行った。SHRSP／lzrnとWKY／lzmを交配して作製

されたF2世代125匹、　SHR／kyoとDRY／Sankyoを交配して作製された戻

し交雑仔（BC1世代）87匹、　WTC／KyOとBN／Nを交配して作製されたBC1

世代48匹において、候補遺伝子における遺伝マーカーの遺伝型を決定した。

遺伝マーカーおよびそのPCR反応条件を表7にしるす。　D4Srn．u．4の遺伝マー

カーはtouchdo㎜PCR法により増幅された［75］。　PCR産物は4％アクリル

アミドゲルにより電気泳動後、エチジウムブロマイド染色により検出された。

各交雑群において決定された遺伝型によりMAPMAKER／EX　P　3．0［39］を用い

て遺伝子地図を作成した。
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【結果】

　Taurine　transporter遺伝子においては、報告されているそのcDNA配列

（Genebank　M96601）の3’非翻訳領域（3’UTR）内において22回のCAく

り返し配列を検出した。従ってその（CA）22をもとにTaurine　transporter遺

伝子のSSRマーカーを作成し（表7）、　BC1世代（WTC　x　BN）xBNにおい

て決定された遺伝型により、ラット第4染色体上にマッピングした（図15、

D4Smu1）。

　　Turnor　necrosis　factor　receptor遺伝子，　GABA　transporter遺伝子，

glucose　transporter－3遺伝子におけるSSRマーカーは、ラットゲノムライブ

ラリーをスクリーニングすることにより新しく開発された。tumor　necrosis

factor　receptor遺伝子はBC1世代（WTC　x　BN）xBNにおいて決定された

遺伝型をもとに、GABA　transporter遺伝子はBC1世代（SHR　x　DRY）xSHR

において決定された遺伝型をもとにして、ともにラット第4染色体上にマッピ

ングされた（図15、D4Srnu2とD4Smu3）。

　　D4Srnu4（glucose　transporter－3遺伝子のSSRマーカー）は、多型検索

された8つのラット近交系において遺伝型に差がなかった。よってラット、マ

ウス交雑クローンパネル［76］を用いてD4Smu4がどの染色体にあるかを決定

した。D4Srnu4においてpositiveな交雑クローンはラット第4染色体のクロ

ーンパネルと完全に一致した。

【考察】
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　　本研究において新たに開発されたSSRマーカーを用いて、脳卒中遺伝子の

候補であるtumor　necrosis　factor　receptOr遺伝子とGABA　transporter遺

伝子をラット第4染色体上のD4Mgh7とD4Mgh11の間の領域にマッピング

した（図15）。この領域は脳卒中遺伝子の染色体マッピング（3．1）で脳卒中感

受性と連鎖が認められた遺伝マーカーが存在する領域と一致する。一方、

Taurine　transporter遺伝子はその領域とは少しはなれたNeuropeptide　Y遺

伝子（ハやy）近傍にマッピングされた。　これら結果により、ラット第4染色

体とマウス第6染色体とはかなり広範な領域においてその相同性が認められる

ことがわかる。本研究においてglucose　transporter－3遺伝子の染色体マッピ

ングはできなかったが、1）ラット、マウス交雑クローンパネルを用いた解析

により第4染色体上に存在すること、2）本研究により明らかにされたラット、

マウス、ヒト間の比較遺伝子地図（図15）から、glucOse　transporter－3遺伝

子はラット第4染色体上のturnor　necrOsis　factor　receptor遺伝子とGABA

transporter遺伝子の間に存在することが強く示唆される。

　　Tumor　necrosis　factOr（TNF）は生体内において細胞のアポトーシスを

誘起するカスケードにおいて重要な役割を果たしていることが知られている。

また脳卒中などの脳障害性虚血状態において脳内TNFタンパク量の著しい上

昇が認められる［77］。さらにはturnor　necrosis　factor　receptor遺伝子のノッ

クアウトマウス（ある遺伝子のみを遺伝子操作技術により人為的に働かなくし

てしまった動物モデル）において、脳中大動脈結紮（MCAO：脳内の動脈にお

いて手術的処置により血液の流れを止めた人工的脳梗塞障害モデル）を処置す

ることにより、コントロールマウスに比べ有意な脳障害程度を呈するという報
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告がある［78］。以上の知見はTNFを介したシグナル伝達カスケードが脳内神

経細胞の虚血細胞死において重要な役割を果たしていることを提示しており、

本研究における染色体マッピングの結果とあわせて考えればtu．rnor　necrosis

factor　receptor遺伝子はSH：RSPにおける脳卒中遺伝子の重要な候補であると

いえる。

　　GABA　transporterのインヒビターは脳内の虚血障害の程度を抑制すると

いう報告がある［79］。glucose　transporter－3はneurOn特異的に存在してお

り、脳中大動脈結紮処置されたラット脳内においてglucose　transporter－3遺

伝子発現の上昇がみとめられ、これら発現上昇が脳内血流量低下にともない虚

血状態に陥った神経細胞の不足した代謝エネルギーを補足していると考えられ

ている［80］。これら報告からGABA　transporter遺伝子やglu．cOse

transporter－3遺伝子もまたSHRSPにおける脳卒中遺伝子の候補であること

が推察される。

　　タウリンは脳内神経細胞における虚血傷害からその神経細胞死を防ぐ働き

が報告されている［81コ。SHRSPでは、タウリンを与えることによりその脳卒

中発症を抑えることができるといわれている［82］。従って、生体内において細

胞内外の濃度を調節しているTaurine　transporter遺伝子はSH：RS　Pにおける

脳卒中発症に関与しているのではないかと考えられた。しかしながら本研究に

おいてはその因果関係が証明されず、今後さらなる詳細な検討が必要であると

考えられる。

【結論】

59



　　ラット、マウス、ヒト比較遺伝子地図を利用した位置候補遺伝子アプロー

チの結果、tumor　necrosis　factor　receptor遺伝子，　GABA　transporter遺伝

子，glucose　transporter－3遺伝子が脳卒中遺伝子がマッピングされた第4染色

体上の領域（3．1）に存在することが確認された。それら3つの遺伝子の機能

および生理学的研究から、SHRSPにおける脳卒中発症の重要な候補遺伝子と

して推測される。今回これら遺伝子と脳卒中発症との直接の因果関係は明らか

にされなかったが、さらなる検討（SH：RSPとWKYにおける発現レベルの比

較、塩基配列の決定など）によりSH：RSPにおける脳卒中遺伝子としての評価

が期待される。
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ik5 Cosegregation of overt stroke with SSR markers on chromosome 2, 4, 9 and 10.

Marker Chromosome Observed genotypes in apoplectic 9 M rats

splsp sptwky wkytwky P

D2Mgh10
D4Mgh7
D4Mgh8
D4Mit19
D9Mit6
NGFRR

2
4
4
4
9
10

6

6
6
6
6
6

2
2
3
3

2
3

1

1

o
o
1

o

<O.Ol
<O.Ol
<O.Ol
<O.Ol

<OOI
<O.Ol

Observed genotype frequencies were tested against the expected frequency,

sp/sp:splwky:wkylwky=1:2:1 under the null hypothesis by the x2 test.
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ill 6 Cosegregation of brain weights with the SSR markers on chromosome 4.

Marker Brainweights (g)
                 splsp sp/vvky wkytwky F P

D4Mgh7 2.30±O.18 2.19±O.12 2.15,!tO.12 7.032 O.OO14
                 (19) (47) (31)

D4Mit19 2.27,tO.17 2.19±O.12 2.14±O.11 6.907 O.OO15
                 (26) (50) (28)

D4Mgh8 (92X)).18 2.1(948).11 2.1(fllgtl).12 5.849 O.O040

O, number of observations.
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4．1脂質代謝異常に関する遺伝子の染色体マッピング

【目的】

　　血中のコレステロールやトリグリセライドが高くなる高脂血症は、遺伝因

子と環境因子の両者が作用して発症する多因子性の疾患であると考えられてい

る。高コレステロール血症が動脈硬化性疾患（特に虚血性心疾患）の重大なリ

スクファクターであるということが（今日では常識だが）、1949年米国

Framinghamにおける大規模な疫学調査によって初めて明らかにされた［83］。

またMultiple　Risk　Factor　Intervention　Trial（MRFIT）とよばれる大規模な疫

学調査によると、血中総コレステロール値の上昇に伴い総死亡率も上昇する傾

向が認められるものの、ある閾値以下においてはコレステロール値低下ととも

に逆に総死亡率が上昇するという“Jカーブ”を描くことが示された。同じ調

査において、虚血性心疾患による死亡率はコレステロール値の上昇とほぼ正の

相関を示すが、脳卒中の死亡率はコレステロール値が非常に高い群でむしろ低

下していることも示された［84］。低コレステロール血症の集団に脳卒中の発症

が多く認められるという疫学的研究報告もいくつかなされている［85，86］。これ

ら疫学調査は脳卒中発症におけるコレステロールの役割の重要性を示唆するも

のであり、その関連性を明らかにすることは重要なテーマであると考えられる。

　　ヒト脳卒中のモデル動物であるSH：RSPは、普通食飼育下において対照動

物WKYよりも血中総コレステロール値の低下が報告されている［87］。澤村ら

［88］はその原因の一つとして、細胞質画分中におけるコレステロール合成経路

の中の酵素の一つであるメバロン糸面リン酸脱炭酸酵素（MPD）の活性低下が

認められ、それによりSHRSPのコレステロール合成が低下していることを報
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擁している。またコレステロール含有量が少ない食餌を与えた場合には、血管

壁の平滑筋細胞が壊死に陥りやすいという報告もある［89］。一方、SHRSPに

高脂肪・高コレステロール（HFC）食を負荷するとWKYと比較して容易に血中

コレステロール値の上昇（高脂血症）をきたし、腸間膜動脈や脳底動脈にまで

脂肪沈着が認められる［90，91］。SHRSPにおける培養平滑筋細胞ではWKYに

比べ脂肪（LDLコレステロール）を取り込みやすく増殖能が元進しているとい

う報告もあり［92］、SHRSPの血管における動脈硬化をおこしやすいという特

徴あるいは遺伝的素因の存在が示唆されている。以上の知見はSH：RSPが遺伝

的に脂質代謝の異常をもち、その脂質代謝の異常が血管の障害性（動脈硬化）

さらには脳卒中易発症性に関連している可能性を示唆している。

　　本研究ではSHRSP　における脂質代謝異常の遺伝的素因を解明するとと

もに、それら脂質代謝異常と脳血管障害発症との関係を明らかにするために、

SHRSPとWKYを交配してF2世代を作製して複数の脂質形質（リボ蛋白、ア

ポ蛋白、脂肪重量）を測定し、それら形質の遺伝様式を相関解析により検討し

た。さらにF2世代を対象として、それら脂質形質と全染色体上168個の遺伝

マーカーにおける遺伝型との連鎖解析を行った（ゲノムスキャン）。

　　【実験材料と方法】

実験動物

　　SHRSP／lzmとWKY／lzrnはSHR等疾患モデル共同研究会（京都、日本）

より購入した。SHRSP／lzm雄1匹とWKY／lzrn雌3匹あるいは、　WKY／lzm

雄1匹とSHRSP／lzm雌3匹を交配してF1世代60匹（♂28匹、♀32匹）
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を作製した。F1世代同志を兄妹交配してF2世代358匹（♂174匹、♀184匹）

を作製した。SHRSP／lzm、WKY／lzm、　F1ラット、　F2ラットは標準飼育条

件（温度：23－28℃、湿度：60％、日照時間：AM6＝00－PM6＝00）下において

飼育した。生後13週齢までは標準飼料（SP飼料：船橋農場）と水道水を自

由摂取させ、その後H：FC食（5％1ard，2％cholesterol，0．5％cholic　acid）を

2週間負荷した。

形質測定

　　全ての形質はSHRSP／lzm　（♂6匹、♀6匹）、　WKY／lzm（♂6匹、♀6

匹）、F1ラット（♂28匹、♀32匹）、　F2ラット（♂174匹、♀184匹）にお

いて測定された。血圧は間接法（photo　electric　oscilometric　tai1－cuff

rnethod：UR1000、　UEDA）により尻尾から測定した。血圧（収縮期血圧：SBP）

は午前中（AM6：00－AM　12：00）に3回測定し、その平均を血圧値として用い

た。

　　採血（血液1rn1）はHFC食負荷前（13週齢：Chow）とHFC食負荷2

週間後（15週齢：HFC）の2回、それぞれ6時間（AM7：00－PM2：00）の絶

食後にエーテル立葵府下において右頸静脈より行った。採血後ただちに遠心処

理（3000r．pm．，20min）により血清を分離し、4℃において保存した。分離

後4日以内に血清総コレステロール値（TC）、総トリグリセライド値（TG）、

高比重リポタンパクーコレステロール値（HDL－C）、低比重リポタンパクーコ

レステロール値（LDL－C）を自動測定装置により測定した。　TC、　TGは測定用

試薬（ピュアオートSCH：O－N：第一化学薬品、デターミナLTG：協和メデ
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ックス）を用いて酵素法により、HDL－C、　LDL－Cは測定用試薬（デターミナ

LHDL－C：協和メデックス、コレステストLDL：第一化学薬品）を用いて直

接法により測定した。

　　さらに採血後の血清を段階的密度勾配超遠心法により、超低比重リポタン

パク（VLDL：d〈1．006）と低比重リポタンパク＋高比重リポタンパク

（LDL＋HDL：d＞1．006）とに分画した。そして各分画中のアポ蛋白E

（ApoE）含量をLaure11法［93］に準拠したROcket免疫電気泳動法［94］により

定量した。ただしApoEはHDLおよびVLDLを構成するアポタンパクとして

従来より報告されており、LDL＋H：DL分画中に存在するApoEはHDLを構成

するアポタンパク（HDL－ApoE）のみを定量していることに注意を要する。

　　ラットは15週齢において採血した後、ネンブタール麻酔下で屠殺した。

肝臓、心臓、精巣（子宮）周囲脂肪を摘出し、重量を測定した。

ゲノムDNA抽出

　　F2世代のゲノムDNAは摘出した肝臓切片（約25rng）から市販のDNA

抽出用キット（Dneasy　96　Tissue　Kit：QIAGEN，　USA）を用いて抽出した。

最終濃度10ng／μ1になるようにDNAサンプルを調整して、　PCR反応用テン

プレートとして使用した。

F2世代の遺伝子型決定

　　SHRSP／lzmとWKY／lzrnとの間に遺伝的多型が存在した（第2章2．1本

態性高血圧遺伝子の染色体マッピングで多型検索を行った）遺伝マーカーのう
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ち168個を用いてF2世代の遺伝子型を決定した。　PCR反応は第2章2．1と同

様に行った。以下の2種類の電気泳動法を用いてF2世代の遺伝子型を決定し

た。

1）PCR増幅後、その産物を4％アガロースゲル（FMC，　USA）上で電気泳動

し、エチジウムブロマイドで染色後UV撮影装置（TOYOBO，　JAPAN）によっ

て遺伝子型を決定した。

2）4％アガロースゲルで判別不可能なPCR産物は6％アクリルアミド

（Wako　Junyaku　Co．，JAPAN）上で電気泳動し、　Hybond－N＋ナイロンメン

ブレン（Arnersham，　UK）上ヘアルカリトランスファーした。引き続いてPCR

反応に用いたプライマーの片方をTerminal　transferase（Boehringer

Mannheim，　Germany）により［α32P］dCTP（Arne　rsharn，　U　K）でアイソ

トープ・ラベルしたものをプローブとしてハイブリダイゼーション反応（42℃、

3時間）を行った。反応溶液にはチャーチバッファー（0．5Mリン酸ナトリウ

ムバッファーpH　7．2，7％SDS，1rnM　EDTA）を用いた。反応終了後メンブ

レンを室温にて2×SSC（0．3M　NaCl，30rnM　Na3Citrate）／0．1％SDS中で

リンス洗浄し、オートラジオグラフィーにより遺伝子型を決定した。

コンピュータによる解析

　　親系統（SHRSP／lzmとWKY／lzm）の間で測定した脂質形質に関しては、

雄雌および高脂肪食負荷前後（Chow，　HFC）においてBoferroni検定により

多重比較を行った。

　　F2世代において測定された脂質形質においてそれぞれの関係を見るために
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雄雌それぞれのF2群において相関解析（Correlation　analysis）を行った。

　　SHRSPとWKYの間で多型性を示す168個（全染色体を網羅する）の遺

伝マーカーよって、ラット全染色体の遺伝地図を作製した。F2世代において圏

測定した複数の脂質形質に対して、168個の遺伝マーカーにより決定された遺

伝型をもとにone－way　ANOVAにより連鎖解析を行った（ゲノムスキャン）。

連鎖が認められた染色体においてはMAPMAKER／QTL　prograrnを用いて

interval　rnapping解析を行った。

【結果】

親系統間における脂質形質の比較

　　SHRSPおよびWKYにおいて測定された脂質形質のプロファイルを表8

に示す。いくつかの脂質形質においてSHRSPとWKY間に有意な差が認めら

れた。まず普通食飼育下（Chow）におけるSH：RSPの血中総コレステロール

値（TC）はWKYに比べて雌雄ともに有意に低下していた（male：72±5．3vs．

100±7．O　mg／d1，　P＜0．05，female：81±5．O　vs．115±3．5　rng／d1，　P＜0．01）（図

16a）。同様に、　SHRSPでは血中HDL－Cの有意な低下も認められた（rnale：60

±4．1vs．87±7．2　rng／d1，　P〈0．001，　fernale：70±5．3　vs．96±4．4　rng／d1，

P〈0．001）。またH：FC食負荷（HFC）によりSH：RSPではWKYに比べてTC、

LDL－Cの顕著な上昇が認められたが、雌の方が雄よりもさらに著明な上昇を

示した（LDL℃，　rnale：20±5．4　vs．44±3．2　rng／d1，　P〈0．001，　female：73±

11．7vs．97±2．6　rng／d1，　P＜0．001）（図16　a）。さらにSHRSPはWKYに比

べH：DしおよびVLDLの構成アポ蛋白の一種である血中のapOlipoproteirl　E
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（ApoE）、特にHDL中のapoHpoprotein　E（HDL－ApoE）の減少がHFC食

負荷前後で認められた（図16b）。またSHRSPの血中TG値はHFC食負荷前

後でWKYよりもともに高い値を示した（rnale：103±18．7vs．67±！1．1rng／d1，

P＜0．05，fernale：120±42．9vs．89±35．5rng／d1，　P＜0。05）（図16c）。精巣（子

宮）周囲脂肪重量（Fat－Pad）はSHRSPがWKYに比べ有意な低下、あるい

は低下傾向を示した（male：3．00±0．20　vs．4．00±0．60　mg／d1，　P〈0．01，

female：2．83±0．60　vs．3．21±0．60　rng／d1，　ns）。

　　以上まとめると1）普通食飼育下においてSHRSPはWKYに比べ低コレ

ステロール血症（低HDLコレステロール血症）、高トリグリセライド血症およ

び血中apoUpoprotein　Eの低下を示した。さらに2）H：FC食負荷によりSHRSP

ではWKYよりも有意な反応性高脂血症が認められた。また3）SH：RSPはWKY

に比べ脂肪組織重量の低下が認められた。

相関解析

　　次に親系統において有意な差が認められた形質に関してF2世代を対象に

相関解析を行い、いくつかの形質に関して有意な相関関係が認められた（表9）。

TGと｝IDL－Cの間に有意な負の相関（ρ＝一〇．28，　P＝0．0002）が（図17a）、TG

と体重、脂肪重量との間に有意な正の相関（ρ＝0．34，P＜0．0001）が（図17　b）

認められた。このような血中トリグリセライド値と血中H：DL－Cとの逆相関、

あるいは体重との正相関はヒト疫学的研究からも一致する結果が報告されてい

る［95］。

　　興味深い点としてF2世代において脂肪重量とHFC食負荷後のTC、LDL－C

73



の問に有意な負の相関（ρ＝一〇．34，P＜0．0001）が認められた（図17　c）。すな

わちSHRSPにおける高脂肪・高コレステロール食に対する血中コレステロー

ルの上昇において、脂肪組織の異常（脂肪細胞の分解あるいは合成に関与する

因子）が関係している可能性が示唆された。SHRSPでは若齢時から交感神経

が元下しており、WKYに比べて体重および脂肪重量の減少が報告されている［8］。

交感神経の充進がその一要因である可能性も考えられる。

遺伝子地図作製

　　168の遺伝マーカーによってによって決定されたF2世代の遺伝型をもと

にラット全染色体の遺伝地図を作製した（図18）。各染色体におけるマーカー

数とカバーされる染色体の長さを表10にまとめた。ラット全染色体（第1～20

常染色体、X性染色体）全て網羅しており、各染色体において少なくとも5つ

以上のマーカーが存在した。これら遺伝マーカーの存在する領域は全部でラッ

ト染色体上1457cMにわたり、2つのマーカー問における距離は最も離れて

いるところで40．O　cMで、平均すると8．7cMであった。

低コレステロール血症に関わる遺伝子座位

　　SHRSPの脂質代謝異常（特に、低コレステロール血症と反応性高脂血症）

に関わる遺伝子座位を決定するたあ、普通食飼育下（Chow）およびHFC食

飼育下における複数の脂質形質を対照としたゲノムスキャンを行った。その結

果、6カ所の染色体領域において複数の脂質形質と連鎖を示す遺伝子座

（QTLs）の存在が示唆された。それらQTLsは1）SH：RSPにおける血中コレ
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ステロール値の低下に関連する遺伝子座と、2）血中コレステロール値の上昇

に関連する遺伝子座の2種類にわけられた。

　　ラット第5染色体、第15染色体上の最も強い連鎖を示した遺伝マーカー

における脂質形質とのANOVA解析の結果を表11に示した。　F2世代におい

て測定された脂質形質において遺伝マーカーの遺伝型によりSHRSPホモ、

WKYホモ、ヘテロの3群に分けて見てみると、どちらの染色体も遺伝マーカ

ーにおけるSH：RSPアレルが血中コレステロール値の低下に関与していること

がわかる。すなわち両染色体上に存在すると推測されるQTLsは、　SHRSPの

低コレステロール血症に関わる遺伝子座であると考えられる。

　　雌雄F2世代の両染色体におけるinter▽al　rnapping解析の結果を図19

に示す。Landerら［40］が提言しているLod　score　2．8以上の有意水準を複数

の脂質形質においてみたしている。またどちらの染色体も測定された複数の脂

質形質において同じ様なLod　scoreのピーク（波形）を示しており、それぞれ

1つの遺伝子座が複数の脂質形質に関与していると推測される。

高コレステロール血症に関わる遺伝子座位

　　同様にラット第3、7、8、16染色体上におけるANOVA解析の結果を

表11に示す。第5、15染色体とは異なり、これら4つの染色体上の遺伝子座

はSHRSPアレルが血中コレステロール値の上昇、特にHFC食負荷によるTC、

LDL－Cの上昇に関与していることがわかる。4つの染色体におけるinterval

mapping解析の結果、複数の脂質形質においてLOd　score　2．8以上の有意水

準をみたしていた（図20）。
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　　さらに注目すべきは、ラット第8、16染色体上の遺伝子座は血中コレステ

ロール値および血中トリグリセライド値とともに脂肪組織重量とも有意な連鎖

を示している点である。相関：解析における脂肪重量とTC、　LDL－C（HFC）と

の問の有意な逆相関の結果を併せて考えると、第8、16染色体上の遺伝子座が

血中のコレステロール値、トリグリセライド値を制御するとともに脂肪組織の

重量を調節している可能性が示唆された。

【考察】

　　我々は以前、SH：RSPとWKYを交配して作製した雌雄のF2世代を対象に

したゲノムスキャンによって、SHRSPにおける血中低コレステロール値の低

下と有意な連鎖を示す遺伝子座をラット第15染色体上に認め、また雄F2世代

のみを対象にした場合第5染色体上に、雌F2世代のみを対象にした場合第7

染色体上に同様に連鎖する領域を認めた［96］。本研究では1）高脂肪食負荷に

よる血中コレステロール値の上昇（反応性高脂血症）に関する遺伝子座位をさ

らに検索すること、および2）リボ蛋白、アポ蛋白、中性脂肪、脂肪重量など

血中コレステロール値以外のinterrnediate　phenotypeとなる脂質形質を加え

てより詳細な遺伝解析をおこなうことで、より信頼性の高いデータあるいは新

たな結果を得ることを目的とした。

　　ラット全染色体上168個の遺伝マーカーを用いたゲノムスキャンの結果、

合計6つの染色体連鎖領域において複数の脂質形質と有意な連鎖が認められた。

表13に6つの染色体領域におけるinterval　mapping解析によって得られた

最大LOD　scOreを示した。前回の連鎖解析と同様、第5、15染色体上の領域
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において血中コレステロール値の低下と有意な連鎖が確認された。さらにこれ

ら領域の遺伝子座は血中HDLコレステロール値の低下とも有意な連鎖を示し

た。通常、ラット血中コレステロールの大部分がHDLコレステロールである

ことから鑑みても、この領域のQTLsが何らかの作用によりSHRSPにおいて

血中のHDLコレステロールを低下させ、それにより血中のコレステロール値

の低下が起こっていると考えられる。

　　今回新たに第3、7、8、16染色体上の4つの領域が高脂肪食負荷による

血中コレステロール値の上昇に有意な連鎖を示した。本研究の結果からSHRSP

における血中低コレステロール血症に関わる遺伝子座と、高脂肪食負荷による

高コレステロール血症に関わる遺伝子座は別の染色体領域に存在し、それぞれ

別の生体内機序により血中のコレステロール量を調節していると考えられる。

さらに興味深いことは、第8、16染色体上の遺伝子座は血中コレステロール値

と血清トリグリセライド値とともに脂肪組織重量とも有意な連鎖を示している

点である。これまでSHRの脂肪細胞においてはインスリン刺激に対するグル

コース取り込みの傷害、ならびにカテコールアミン刺激に対する脂肪酸分泌の

異常が報告されている［97］。またSHRにおいて血中トリグリセライドおよび

血中遊離脂肪酸の上昇も報告されている［87］。本研究の結果とあわせると、SHR

の亜系であるSHRSPにおいても脂肪細胞の遺伝的異常が存在し、脂肪細胞に

取り込まれない遊離脂肪酸、トリグリセライドが血中で上昇し、それが直接あ

るいは間接的に血中コレステロール値の上昇につながる可能性が考えられる。

そういった脂質代謝および脂肪細胞の異常の原因となる遺伝子が、ラット第8、

16染色体上の連鎖領域に存在していると推測される。
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　　Bottgerら［98］はSHRにコントロールラットBNの第8染色体上断片を導

入したコンジェニック系統（SHRLx）を作製して、血中のIDLおよびHDL2

コレステロール量を調節する遺伝子座がその第8染色体上領域に存在すること

を報告している。またラット第8、16染色体上領域には、トリグリセライドの

加水分：解酵素として知られている2つのリパーゼ酵素hepatic　Hpase（Lipc）と

lipoprotein　hpase（Lpl）遺伝子座位がそれぞれに存在することが報告されてい

る［98］。Lp1酵素は主として脂肪組織に存在し血中のカイロミクロンやVLDL

粒子のトリグリセライドを加水分解し、水解された脂肪酸とグリセロールを脂

肪組織に供給している。Lipc酵素は肝臓で産生され、主にIDLやHDL粒子の

トリグリセライドの加水分解に作用している。これら2つのリパーゼ遺伝子は、

その機能および染色体上の位置からSHRSPにおける脂質代謝異常の重要な候

補遺伝子と考えられ、さらなる解析が期待される。

【結論】

　　ゲノ為スキャンを通して合計6つの染色体上領域に、SH：RSPの脂質代謝

異常に関するQTLsがみつかった。その内ラット第5、15染色体上の2つの

QTLsはS｝IRSPの血中コレステロール値の低下に、ラット第3、7、8、16

染色体上の4つのQTLsは血中コレステロール値の上昇に関与していた。さら

に第8、16染色体上のQTLsは脂肪重量とも連鎖が認められ、　F2世代におけ

る相関解析からもこれら遺伝子座は血中脂質代謝に関与すると同時に脂肪組織

の分解あるいは合成に関係する因子であると推測される。
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4．2　S｝iRSPにおける脂質代謝異常と脳卒中発症

　　本研究の結果からは直接のSHRSPにおける脂質代謝異常と脳卒中発症と

の関係を示唆する直接のデータは得られていない。しかしながら、Jeffsら［68］

はSHRSPとWKYのF2で脳内中大動脈結紮による局所的虚血によってでき

る脳梗塞の大きさを指標とし、脳虚血に対する脳組織の脆弱性に関連する遺伝

子を第5染色体上にマッピングした。この領域は本研究における血中コレステ

ロール値の低下に関わる遺伝子がマッピングされた第5染色体上の領域とほぼ

重複しており、SH：RSPにおける脂質代謝異常脳卒中発症の原因遺伝子との関

係を示唆する知見として非常に興味深い。
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表8　SHRSP，　WKYにおける高脂肪・高コレステロール（HFC）食負荷前後の血圧、

体重、血清脂質レベル

Chow HFC
Trait Sex WKY／lzm SHRSP／Izm WKY／Izm SHRSP／lzm

Systoric　BP

（mmHg）

Heart　Rate
（bpm）

Body　Weight
（9）

TC
（mg／dl）

HDL－C
（mg／dl）

LDL－C
（mg／dl）

TG
（mg／dl）

ApoE
（mg／dl）

HDレApoE
（mg／d1）

Hea震Weight
ズBW

Fat－Pad
（9）

Male
Female

Male
Female

Male
Female

Male
Female

Male
Femalc

Male
Female

Male
Female

Male
Female

Male
Female

Male
Female

Male
Female

145　（10．8）

133　（7．8）

387（32．5）

411（34．0）

308　（9．9）

194（7．0）

100　（7．0）

115（3．5）

87（7．2）

96（4．4）

　　9（1．3）

10（0．5）

　67（11．1）

　89（355）

61（5．7）

80（7．5）

44（7．5）

60（6．1）

224（5．9）＊＊＊

212（13．8）＊＊＊

361　（24．8）

383　（31．9）

251　（3．8）＊＊＊

165　（4．9）＊＊＊

　72（5．3）＊

　81（5．0）＊＊

　60　（4．1）＊＊＊

　70（5．3）＊＊＊

　　6（0．8）

　　7（0．6）

103　（18．7）＊

120（42．9）＊

　37（4．9）＊＊＊

　60　（9．7）＊＊＊

　25　（3．9）＊＊＊

　46（9．4）＊＊＊

142（4．8）

！29　（4．5）

360　（2！．5）

425　（16．8）

319（15．1）

215（12．8）

122（15．3）

359　（47．3）

78（4．8）

97（6．7）

20（5．4）

　73　（11．7）

36（4．8）

　52（11．0）

35（4．3）

35（2．4）

26（3．6）

26（1．9）

2．95　（0．25）

3．03　（0．19）

4．00　（0．60）

3．21　（0．60）

222（4．5）＊＊＊

194（7．9）＊＊＊

379（37．0）

398（39．5）

273　（5．6）＊＊＊

182（5．0）＊＊＊

193　（13．3）＊＊＊

436　（22．7）＊＊＊

　70　（2．9）＊

　86　（5．3）＊＊

　44（3．2）＊＊＊

　97　（2．6）＊＊＊

　68（！7．6）＊

　63　（26．4）

32（2．0）

　25　（4．0）＊＊

24（2．4）

　16（3．5）＊＊

3。99　（0．！3）＊＊＊

4．37　（0．40）＊＊＊

3．00　（0．20）＊＊

2．83　（0．60）

WKY　vs．　SHRSP；＊1気05，＊＊尺．01，＊＊＊Pく．001，　ANOVA　follow6d　by　Boferronl　correctlon
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表10F2世代の連鎖解析（ゲノムスキャ

ン）に使われた遺伝マーカー

Cllr．
Number　of
　Markers Map：Length（cM）
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Tota1 168 1456．9

The　number　of　markers　used　in　QTL　mapping

is　listed　for　each　chromosome．　The　size　of

chlomosomal　regions　covered　by　typed
markers　is　represented　in　Kosambi，s　unit．
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図19F2世代における、　a）第5染色体、　b）第15染色体上の低コレステロール

低下に関する量的形質遺伝子座位（QTLs）のマッピング
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図20a）第3染色体、　b）第7染色体上のHFC食負荷後の血清コレステロール値

上昇（反応性高脂血症）に関する量的形質遺伝子座位（QTLs）のマッピング
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表13　SHRSPにおける脂質代謝異常に関わる量的形質遺伝子座位（QTLs）

Chromosome　Nearest　Marker　Sex Trait LOD　score

3

5

7

8

15

！6

ET3

D5Mgh11

D7．Rat94

D8Rat16

D15回目t3

D16Rat17

Male

Female

Male

Female

Male

Female

Male

Female

Male

Female

Male

Female

TC（HFC）
LDL－C（HFC）

ApoE（HFC）
HDL－ApoE（HFC）
HDL－C（Chow）

TC（Chow）

HDL－C（Chow）

TC（HFC）

HDL－C（HFC）

LDレC（HFC）
HDL－ApoE（HFC）

LDL－C（HFC）

ApoE（HFC）

HDL－ApoE（HFC）
TC（HFC）

HDL－C（HFC）
LDI！C（HFC）

ApoE（HFC）
HDL－ApoE（HFC）

TC（Chow）

TG（Chow）

TG（HFC）
Fat－Pad

TC（HFC）

HDL－C（HFC）
Fat－Pad

TC（Chow）

HDL－C（Chow）

TC（HFC）

HDレC（HFC）
LDL－C（HFC）

ApoE（HFC）
HDL－ApoE（HFC）

TC（HFC）

LDL－C（HFC）

ApoE（HFC）
HDL－ApoE（HFC）
Fat－Pad

LDL－C（HFC）

2
1
9
9
0
4
5
2
6
9
5
　
4
1
1
1
3
6
8
1
6
2
1
2
2
4
0
6
5
5
4
9
6
3
6
9
3
石
9
1

3
4
5
5
2
3
3
3
2
2
2
　
2
3
3
5
2
4
2
4
2
3
3
6
2
2
4
2
3
4
2
3
2
5
6
。
i
9
1
0
3
Z

激監己隈ρ嘩用いた解析により・
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5．1　コンジェニック系統

コンジェニック系統の作製方法

　　第2，3，4章において、高血圧や脳卒中（あるいは関連する表現形質）

の原因遺伝子がラット染色体上のどの領域に存在するかを明らかとした。第1

章で述べたように、多因子遺伝性疾患のモデル動物を用いた研究では連鎖解析

の段階でいくら総数を増やしても疾患遺伝子座位の信頼区間を効率的に狭める

ことは理論的に困難である。また連鎖解析において統計学的にぎりぎりの有意

水準を示したQTLsに関しては、結果が偽陽【生でないことを確認しなければな

らない。そこで連鎖解析の次のステップとして、示唆された染色体断片のみを

コントロールラットに導入した動物（コンジェニックラット）を作製する事に

なる。コンジェニックラットの作製方法を図21に示した。

　　どちらの染色体断片を導入するかで2種類のコンジェニックラットが作製

される。すなわち1）QTLがマッピングされた染色体領域だけをSHRSP型に

持ち、他の染色体はすべてWKY型にもつコンジェニックラットと、その反対

に2）QTLがマッピングされた染色体領域だけをWKY型に持ち、他の染色体

はすべてSHRSP型にもつコンジェニックラットが作製され得る。1）のコン

ジェニックラットの場合、当該領域だけをSH：RSP由来の染色体断片（高血圧

遺伝子が存在するはずである）にもっため、WKYに比べて血圧が高くなると

予想される。2）のコンジェニックラットはWKY由来の染色体断片をもつた

めSHRSPに比べて血圧が低くなると予想される。2）のコンジェニックラッ

トの場合、導入する染色体断片を脳卒中遺伝子が存在する領域にすれば、血圧

はSHRSPとは変わらないが脳卒中を発症しない、あるいはSH：RSPと比べて

100



発症し難いモデル動物が開発され得る。

　　現在まで高血圧モデル動物を用いた連鎖解析によりQTLsの存在が示唆さ

れた染色体領域においていくつかのコンジェニックラットが作製され、それぞ

れの血圧に対する効果を裏付ける結果が得られている（表14）［99－114］。こ

の血圧に対する効果を見ながら戻し交配をさらに繰り返し残存する染色体断片

をさらに小さくすることによって、限りなくその領域を狭めていくことが理論

的には可能なはずである。コンジェニックラットの意義はこのように染色体領

域を狭めるだけではない。高血圧遺伝子の存在する染色体断片のみを導入され

たコンジェニックラット用いて、その一つの遺伝子の働きだけを生理学的、生

化学的に研究することも可能であり、さらには別の高血圧遺伝子のコンジェニ

ックラットを作製して遺伝子間相互作用の研究も可能となってくる。

　　しかしながらコンジェニックラットを作製するには戻し交配を10世代以

上繰り返すという大変時間と労力を要する作業を必要とし、最低でも4年程度

の年数が必要である。近年その期間を半分に減らす方法として、スピードコン

ジェニック法が開発された（表15）。詳細な原理に関しては原書［115］を参照さ

れたい。現在第2～4章において高血圧、脳卒中遺伝子がマッピングされた染

色体領域に関してスピードコンジェニック法を用いてコンジェニックラット作

製を試みており、いくつかの新しい知見が得られている。そのなかで第1染色

体上の染色体領域におけるコンジェニックラット［102］に関して次に述べたい。

第1染色体上領域におけるコンジェニックラット

　　我々は第2章で高血圧遺伝子がマッピングされたラット第1染色体上の領

　　　　　　　　　　　　　　　　　10！



域について、連鎖領域のみをSHRSPホモ型として有するコンジェニックラッ

トを作製した。従来の方法で第1染色体上の遺伝マーカーを用いて高血圧連鎖

領域をスクリーニングしながらWKYに戻し交配を繰り返し、　BC5世代の時点

で兄妹交配して当該領域（DIWox29～DIRat112まで約60cM）のみをSH：RSP

型ホモとなるコンジェニックラットを得た（図22a）。この領域以外の染色体は

計算上97％以上がWKYホモ型となっていると期待される。このコンジェニッ

クラットは80日齢で血圧上昇を認め、90日齢では165±7．5rnrnHgにまで達

し同週領域をもつコンジェニックラット）を作製することにより、より狭い領

域に高血圧遺伝子座を追いつめることが期待される。

5．2　ヒトへの外挿

　　これまで遺伝的高血圧ラットを用いた連鎖解析の結果から、その連鎖領域

内に存在する有力な候補遺伝子についてヒトの本態性高血圧症で検討されてき

た。SHR以外の高血圧モデルで原因遺伝子として同定され、ヒトでさらに検討

されている遺伝子も存在する。表16にその一部を紹介する。ラットで原因遺

伝子、あるいは候補遺伝子とされたもののなかで唯一Milan高血圧ラットの高

血圧遺伝子として同定されたα一adducin［116］が、ヒトでも高血圧との問で遺伝

的連鎖、遺伝的関連があるというデータが示された。しかしヒトにおける生理

学的な証拠はまだ示されておらず、遺伝学的な追試でもその結果を否定するも

のがでている［117－119］。ヒトの本態性高血圧は複数の高血圧症の集団であり、

SHRと同じ高血圧遺伝子に起因する高血圧“SHR型”があったとしても人種、
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民族によってその割合が異なるかもしれない。従って検討した集団によって出

てくる結果がまちまちになることは十分ありうる。それら成果は慎重に評価さ

れる必要がある。

5．3　原因遺伝子解明に向けて

　　本態性高血圧症や高脂血症などの多因子遺伝性疾患の遺伝解析においては、

動物モデルを用いた戦略により素因遺伝子を同定しようとする研究が現在も精

力的に進められている。ラット高血圧において現時点ではその素因遺伝子の染

色体上の位置がおおよそつきとめられ、それら領域におけるコンジェニック系

統もいくつか作製されている（表14）。しかし素因遺伝子の同定まではさらに

1～2cMまでコンジェニック断片を狭め、物理地図の作製、候補遺伝子の検

索といった非常に手間のかかる作業が必要であり、いまだ道なかばといった感

もある。

　　我々が研究をはじめた頃は、まだラット遺伝学的解析の分野においてはヒ

トや同じげっ歯類であるマウスに比べゲノムライブラリーや遺伝子地図の開発

などはるかに遅れをとっていた。最近になってようやく約5000個を超える遺

伝マーカーやYへC，BACなどのライブラリーといった分子遺伝学的道具が整え

られてきた。また2002年には世界中で現在推し進められているヒトゲノムプ

ロジェクトにより、ヒト全ゲノム（遺伝子）が解読されると言われている。多

因子遺伝性疾患におけるヒトやラットの遺伝学的解析も、さらに飛躍的に進展

していく思われる。高血圧、脳卒中、動脈硬化など成人病の素因遺伝子が同定
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される日も近いのかもしれない。本研究における知見がその端緒となることを

期待したい。
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WKY

X

SHRSP

染色体 　　　　o：QTL領域

W瞥腱1隅隅隅

P：100

N1：50

N2：75

N3：87．5

N12：99．97

Congenic　Strain

図21コンジェニック系統の作製法。SHRSPのQTLが存在する染色体領域を

WKYに戻し交配で導入する方法を示した。世代が進むに従いSHRSPの染色体

はWKYに置き換わっていくが、　QTL存在領域は遺伝マーカーを利用した選択

により残されている。Q皿・の染色体断片以外がWKYになった時点（N12）世代

で、N12世代同士を交配してコンジェニックラットを得る。
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iiEl14 K.-[in.H!gdideliEil]eCtseJ6u>S,)',==y0veMV>fzJfiJiFfi

Donor Recipient Chr. Segment Phenotype Author

BNICr SHRIOIa
SHRSP WKY
WKY SHRSP
SHRSP WKY
SHRSP WKY
SHRSP WKY

WKY DS
DR/Jr DSIJr

BN SHR
DR/Jr DSIJr

BN-Lx SHR/Ola

DRIJr DS/Jr

SHRSP/HD WKY/HD

rmS DS/Jr

DSIJrlHsd DRIJr/Hsd

DSIJrlHsd DR/Jr/Hsd

DR/Jr DS/Jr

BN SHR

1

2

3

4

7

8

9

10

13

19

DIMit3-Igf2 BPL Lezin et al, 1997[99]
DIMit2-mD7mit206 BP T Frntz et al, 1998[100]

DIWox34-mD7mit206 BPS Fmtzetal,1998
DIMit3-DIRat57 BPT,NaBPT Iwai et al, 1998[101]

DIWox29-DIRatl12 BP T Nabika et al, 1999[102]
DIRat200-DIRat57 BP T,NaBPT Hubner et al, 1999[103]

D2N35-Nep NaBPI Deng et al, 1997[104]

Edn3 NaBPL Cicila et al, 1999[105]

I16-Npy BPL Pravenic et al, 1999[106]

D7Mitll-D7Uial NaBPJ Cicila et al, 1997[107]

D8Mit5-D8Mgh6 BPt Kren et al, 1997[108]

               NaBPJ Rapp et al, 1998[109]

RNMHCG-RATALDCAA BP T Kreutz et al ,1995[60]
DIOMcol-DIOMco6 NaBP J Dukhanina et al, 1997[110]

D13Mitl-Renin NaBPT Lezin et al,1996[111]
D13Nl-Syt2 NaBPT Jiang et al, 1997[112]
D13MIMitl08-Syt2 NaBPS Zhang et al, 1997[113]

D19Rat57-D19Rat49 BPI Lezin et al,1999[114]
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表15従来のコンジェニック系統作製法とスピードコンジェニック作製法

各世代におけるドナー系統の遺伝子の残る率

世代 従来の方法 スピードコンジェニック法

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ユ
　
　

　
　
　
　
　
　
　
　
フ
　

　
　

ハ
ソ
　
ユ
　

ユ
　

ユ

　
ユ
　
　
　

つ
づ
　
　
　
ヨ

100

50

25

！2．5

　6．3

　3．2

　1．6

　0．8

　0．4

　0．2

　0．1

　0．05

　0．03

　　　　　　　111

　　　　　　　　0．03

スピードコンジェニック法で作製すると、N5世代で従来の方法の

N12世代に相当する個体が得られる。すなわち従来の方法の約2．4

倍ほどのスピードアップが期待される。
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（a）
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囮：コンジェニックラットでSHRSPホモ型となっている領域
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図22（a）ラット第1番染色体連鎖領域とコンジェニックとした領域。

　　（b）ラット第1番染色体コンジェニックラットの血圧（90日齢）
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表16　ヒトで遺伝的解析がなされたラット高血圧候補遺伝子

ラット ヒト

連鎖 遺伝子変異 連鎖　　関連

ACE　　　　　　　十

Sa　　　　　　　　十

α一adducin　　　　十

1！β一hydroxylase　＋

（SHR＊）　　　m

（SHR，　DS，　FH）nr

（MHS）　　　　十（MHS）

　　　　　　　　＋（DR）

十
斑

十
十

↓
引

m

＊：カッコ内はラットの系統を示す。SHRはSHRSPも含む。　DS

（Dahl　salt－sensitive　rats），　FH（fawn－hooded　rats），　MHS（Milan

hypertensive　strain），　DR（Dahl　salt－resistent　rats）。

nr：未報告
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Original Article

Mapping of Four Simple Sequence Repeat (SSR)
Markers on Rat Chromosome 4

Tomoji MASHIMO*1,2, Torn NABIKA*2, Kazuhiro KITADA*3, Tadao SERIKAWA*3,
Chiho MATSUMOTO *1, Katsumi IKEDA *4, Yasuo NARA*5, Junichi MASUDA *2,

and Yukio YAMORI *1

We previously reported that several markers on rat chromosome (Chr) 4 cosegregated with the occurrence

of cerebral stroke and brain edema in stroke-prone spontaneously hypertensive rats (SHRSP). To obtain

insights into the positional candidate genes for stroke susceptibility in this region, we mapped four genes,

Taurine transporter (Tau), tumor necrosis factor receptor (Tnfr'), GABA transporter (Gat1) and glucose
transporter-3 (Glut3) genes, using newly developed simple sequence repeat (SSR) markers on rat Chr 4.

We isolated the SSRs for the genes either by screening a rat genomic library or by searching the GenBank

database. By linkage analysis using two sets of backcrosses, Gat1 and Tntr were mapped in the region

associated with stroke, while Taut was located distant from the region. The Glut3 locus was also assigned

to rat Chr 4 using a rat x mouse hybrid clone panel. These results indicated that the Tntr, Gat1 and Glut3

genes were good positional candidates for the stroke susceptibility in SHRSP, suggesting that further eval
uation of these genes by functional studies could prove useful. (Hypertens Res 2000; 23: 47-50)

Key Words: stroke susceptibility, stroke-prone spontaneously hypertensive rat, candidate genes, simple

sequence repeat markers, comparative map

Introduction

Although hypertension is a major risk factor for cerebral
stroke, other genetic and environmental factors, such as
abnormalities in lipid metabolisms, diabetes mellitus, die
tary habits and cigarette smoking, are also stroke risk fac

tors. Recently, genes related to stroke susceptibility have
been sought by linkage analysis in humans (1, 2) and in

experimental animal models (3-6). Based on our study of

stroke-prone spontaneously hypertensive rats (SHRSP),
we previously reported that several markers on rat

chromosome (Chr) 4 cosegregated with the occurrence of
cerebral stroke and brain edema (4). These markers did
not cosegregate with blood pressure, suggesting that the

putative stroke susceptibility gene in this region was pres
ent independent of hypertension. In this study, we map
ped 4 genes on rat Chr 4 to make a comparative map be

tween the rat and the mouse or the human to obtain posi

tional candidate genes for stroke susceptibility i~ ,this, re
gion.
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Methods

Library Screening

Results

Genomic library screening was carried out as described
previously (7). Briefly, a rat genomic library constructed
in the cosmid vector pHC79 (8) was screened with cDNA
fragments amplified by reverse transcription-polymerase
chain reaction (RT-PCR) used as probes. Total RNA
from the rat brain was used in the RT-PCR. Positive cos
mid clones were digested with Sau 3A and subcloned into
the pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA). These plas
mid libraries were then screened with 32P-endlabeled
(CA)15 or (GA)15 oligomers. Positive clones were picked
up, minipreppedand sequenced to identify simple se
quence repeats (SSRs) and their flanking sequences.

Taurine transporter (Taut), tumor necrosis factor receptor
(Tnfr), GABA transporter (Gall) and glucose transport
er-3 (Glut3) genes were selected from the mouse and the

Genotyping and Linkage Mapping

Polymorphisms of SSR markers were examined using 8
inbred strains of rats, SHRSP/Izm, Wistar Kyoto (WKYI
Izm), SHR/kyo, Donryu (DRY/Sankyo), Otsuka Long
Evans Tokushima Fatty (OLETF), Long-Evans Tokushi
rna Otsuka (LETO), Wistar-derived tremor control
(WTC/Kyo) and Brown-Norway (BNIN). SHRSP and
WKY rats were maintained in our institute as described
previously (9). OLETF and LETO rats were maintained
in the Tokushima Research Institute (10), and other
strains except for DRY/Sankyo rats were maintained in
the Institute of Laboratory Animals, Faculty of Medicine,
Kyoto University. The animals were treated with
appropriate care, in accordance with the guideline for
animal experimentation issued by the Japan Association
for Laboratory Animal Science (11).

Three sets of intercrossed or backcrossed animals, 125
progenies of F2 (SHRSP X WKY), 48 of (WTC X BN) X

BN and 87 of (SHR X DRY) X SHR, were genotyped
with SSR markers on Chr 4. The PCR conditions are
summarized in Table 1. D4Smu4 were amplified by touch
down PCR (12). The annealing temperature was de
creased by 0.5 degreel cycle from 63°C to 58°C and then
fixed at 58°C for 25 cycles (Table 1). PCR products were
electrophoresed on either 7.5% polyacrylamide or 4%
agarose gels and visualized with ethidium bromide stain
ing. Genotype data were analyzed with the
MAPMAKERlEXP 3.0 program to make linkage maps
(13).
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F2 (SHRSPxWKY) (WfCxBN)xBN (SHRxDRY)xSHR Human Mouse Human
(mouse) homologmap homologcytogenic
locus location location

D4Mit9 I/6 D4Mgh1 IL6 5 (17.0) 7p21-15
13.7 10.0 (116)

D4Mit2
D4Cep5

TRYl 6 (20.5) 7q32-qter
21.7 43.4 (Tryl)

22.9
D4Mgh14 NPY 6 (22.0) 7pter-q22

Tryl 7.8 D4Kyo3 5.4 D4Mgh16 (Npy)
13.3 2.5 Ir:i.1. Try2 D4Cep4 3.9 Ir:i.1.

D4Mitll 6.3
D4MitS &:i. SPR 6 (34.5) 2p14-12

3.2 D4Rat34 8.4 (Spr)
7.5 &.g t1JJJ: 25.9
3.4 Spr 10.6 Taelr D4Smul ( Taut) SLC6A6 6 (38.5) 3p25-21

2.1 (Taut)
13.7 D4Mit17 4.1

&.g
0.1 D4Mgh6 Ampp D4Mit17 SLC6Al 3p25-24
4.0 D4Mgh7* 15.3 15.8 (Gatl)

14.2

D4Mit19* 4.0 D4Mit19 SLC2A3 6 (55.0) 12p13.3
8.5 D4Kyo2 D4Smu3 (Gatl) (Glut3)

D4MghS* 10.7 13.2
Eno2 D4SmUZ (Tn!r) TNFR 6 (57.1) 12p13

19.9 6.3 D4Mghl1 (Tn!r)
Pthlh D4Mgh12

D4Mghl1 PTHLH 6 (73.0) 12p12-11
(Pthlh)

Fig. 1. Linkage maps of rat chromosome 4. The left panel is the map for an F2 (SHRSP'X. WKY) cross of 125 progenies,
the center panel is for a backcross (WTCX EN) X EN of 48, and the right panel is for a backcross (SHR X DRY) X SHR of
87. Map distance is calculated by MAPMAKERIEXP 3.0 program and represented in Kosambi's unit. Human and mouse
homologous locations are indicated on the right. Markers in bold letters were newly developed in this study. Underlined
markers are mapped by more than two crosses. "Markers previously showed a significant linkage with stroke in SHRSP
(4).

human chromosomal regions that were expected to be
homologous to rat Chr 4. A (CA)22 repeat was found in
the 3' untranslated region (3'UTR) of the reported Taut
eDNA sequence (GenBank M96601). We accordingly de
signed a SSR marker for the Taut locus, as shown in
Table 1, and mapped it on rat Chr 4 by linkage analysis
using a (WTC X BN) X BN cross (Fig. 1, D4Smu1).

Three SSRs for Tnfr, Garl and GlutJ were newly iso
lated through the screening of a rat genomic library. Tnfr
and Garl were mapped on Chr 4 by linkage using
a (WTC X BN) X BN or a (SHR X DRY) X SHR cross
(Fig. 1, D4Smu2 and D4Smu3, respectively). D4Smu4, a
SSR for the GlutJ locus, was not polymorphic among the
eight strains examined in this study, so it was assigned to
rat Chr 4 using a rat X mouse hybrid clone panel (14).
Somatic hybrids positive for D4Smu4 were completely
concordant with the rat Chr 4 (data not shown).

Discussion

The present study showed that the Garl and Tnfr loci
were located between D4Mgh7 and D4Mghll, which
were reported to link with stroke susceptibility (4), while
Taut was located near the Npy locus, substantially distant
from the region (Fig. 1). These results indicated that a

wide region on rat Chr 4 was homologous to mouse Chr
6. Although GlutJ could not be mapped by linkage, we
concluded after considering the homology among rat,
mouse and human chromosomes that it is probably be
tween Garl and Tnfr (Fig. 1).

Tumor necrosis factor (TNF) is known as a cytokine
that plays an important role in putative cascade-evoking
apoptosis. TNF levels were shown to increase in the pres
ence of ischemic brain injury (15). Further, in Tnfr
knocked out mice, the brain damage caused by the mid
dle cerebral artery occlusion (MCAO) was significantly
greater than that in normal mice (16). The TNF signal,
therefore, may be one of the determinants of the neuro
nal susceptibility to ischemia. The Tnfr locus mapped in
this study indicated that Tnfr is a good candidate as a
stroke susceptibility gene in SHRSP rats. Functional stud
ies also implicated Gatl and GlutJ. Recent studies
showed that an inhibitor of the GABA transporter re
duced the extent of ischemic injury (17). GlutJ, known as
a neuron-specific glucose transporter, was also reported to

be increased in the rat brain after MCAO (18). The au
thors argued that up-regulation of G1utJ levels in neurons
might spare metabolic energy during the postischemic de

pression of cerebral blood flow.
Taurine was reported to protect neural cells from
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exotoxin-induced ischemia (19). In SHRSP, dietary
taurine was shown to prevent cerebral stroke (20).

Although Taut was thought to be a good candidate as a
stroke susceptibility gene in SHRSP rats, it was mapped
distant from the stroke-linked markers on rat Chr 4.
Further study is necessary to evaluate whether Taut can

be a positional candidate or not.
The present study indicated that the Tnfr, Gatl and

Glut3 genes were good positional candidates for stroke
susceptibility in SHRSP rats. Although we found no dif
ference in the coding sequence of Tnfr between SHRSPI

Izm and WKY/Izm rats (data not shown), future studies
of these genes, including a comparison of the expression
levels as well as the sequence of them between the
SHRSP and the WKY rat, will allow further evaluation of
them as candidates for stroke susceptibility genes.
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