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論 文 内 容 の 要 旨

インスリン非依存型糖尿病 (noninsulin-dependentdiabetesmellitus,NIDDM)は,人口の数%にも達する高い確患率

と,糖尿病性腎症,神経症,網膜症等に代表される重篤な合併症を伴うことなどにより,医療上大きな問題となっている疾

患である｡NIDDMは,遺伝因子と環境因子の相互作用により成立する疾患であるが,遺伝因子の関与が強いことが明らか

にされている｡ しかしながらヒトにおいては,複数の遺伝因子と環境因子が複雑に関連し,疾患関連遺伝子の同定は非常に

困難である｡実際ヒトにおいては特殊な家系例を説明可能な遺伝子が同定されたのみで,一般に見られる ｢common

NIDDM｣と呼ばれる病態を説明可能な遺伝子は未だ同定されていない｡

実験動物を用いた解析は,遺伝因子,環境因子ともにコントロールできることから,これら複雑な病態の原因遺伝子検索

が可能な手法のひとっである｡Otsuka-LongEvans-TokushimaFatty(OLETF)ラットは,河野ら (大塚製薬株式会社徳

島研究所,1991年)により開発された肥満を伴うNIDDMモデルであり,ヒト肥満型NIDDMの病態をよく反映していると

考えられている｡OLETF系統雄ラットは25-30週令でほぼ100%糖尿病を発症し,30過令ではコントロール系統に比し

て約1.8倍程度の過体重を示す｡OLETF系統においては,体重と糖尿病発症との関連は強く,雄OLETF個体の体重を正常

化すると糖尿病の発症は遅延または減少することが知られている｡すなわちOLETF系統においては糖,脂肪代謝における

異常が相互に関連していると考えられる｡これら複雑な糖ならびに脂肪の恒常性維持機構に関与する遺伝子を明らかにする

ことはNIDDMに対する有効な治療法を考えていく上で非常に重要である｡

本研究では,OLETFの遺伝解析を行うに先立ち,ゲノム解析基盤の整備を行った｡そのゲノム解析システムをもとに,肥

満型NIDDMのモデルであるOLETFラットを用いての遺伝解析を行い,各形質を規定する遺伝子座を明らかにした｡さら

に,位置的情報にもとづいて原因遺伝子の同定を目指した｡

(第1章) ラットゲノム解析基盤の整備

ラット遺伝解析の基礎となる8,189個におよぶsimplesequencelengthpolymorphism (SSLP)マーカーを樹立した｡

4,700個のSSLPマーカーをラットゲノム上にradiationhybrid(RH)法を用いてマップした.SSLPマーカー間の平均間

隔は遺伝学的距離で0.51centiMorgan(cM),物理的距離で640kilobase(kb)であり詳細な遺伝解析に十分であった｡さ

らに,同ラットRH地図上にヒト,マウスですでに染色体位置情報が得られている503個のラット相同遺伝子をマップし

た｡その結果,ラット,マウス間で保存されている44個のセグメント及びラット,ヒト間で保存されている104個のセグメ

ントを明らかにした｡ラット全ゲノムをカバーする最初の包括的な比較地図を作成し,ヒト,マウスゲノムプロジェクトで

明らかにされた多くの遺伝子情報をラットゲノムに外挿することが可能になった｡

(第2章) バッククロス群の作成と解析

肥満糖尿病モデルであるOLETF系統と非肥満で糖尿病を発症しないBrownNorway (BN)系統を用いて, 359匹の

(OLETFxBN)ⅩOLETFバッククロス群を作成した｡30週令時において,肥満の指標として体重,内臓脂肪重量,空腹時 ト

リグリセライド値,NIDDMの指標として,空腹時及びoralglucosetolerancetest(OGTT)時における血糖値,インスリ
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ン値の測定を行った｡全体の遺伝傾向として,肥満形質に関してはOLETFアレルの優性傾向を,NIDDM形質に関しては

OLETFアレルの劣性傾向を示 した｡同バッククロス359個体について,第 1章で得られた情報をもとに合計219個の

SSLPマーカーで遺伝子型判定を行った｡解析した領域はラットゲノム全長に等しい1795cMに渡り,平均マーカー間隔は

8,05cMであった｡

(第3章) 肥満,NIDM関連遺伝子座の同定

第2章で得られた情報を基にquantitativetraitsloci(QTL)解析を行い,表現型と遺伝子型の連関を評価した｡インター

バル解析によるQTL解析法を適用し,統計学的に有意であるlogarithmofthelikelihoodratio(LOD)スコアが3.3を超

えるQTLを9ヶ所同定した.ラット1番染色体長腕末端DIRat90SSLPマーカー近傍に,体重にLODスコア13.99(p-

1.26Ⅹ10L15) の統計学的有意性を示す主要な肥満関連遺伝子座 (d_iabetesgiellitusQLETFtipei,Dmolと命名)を同定し

た｡DmolはOLETF由来の17レルで体重を平均45g増加させる効果があった｡Dmolはほぼ相加的な体重増加効果を
～

持っ事が知られており,OLETFアレルのDmolホモ接合体,BNアレルのホモ接合体間では平均体重で約103g(体重の約

17.5%)以上の差があると想定された｡さらに,糖負荷後血糖値に非常に強く関連する2つのQTL(Dmo4,Dmoll)を同

定した｡Dm04はDmolと同じくラット1番染色体上に存在し,糖負荷後血糖値に対しLODスコア-7.31を示し,Dmo4

領域のOLETFlアレルの効果は約40mg/dlと計算された｡DmollはⅩ染色体上に同定され,糖負荷後血糖にLODスコ

ア-8.12を示した｡血糖値への効果は44mg/dlであった｡同定された各遺伝子座について第 1章で得られた比較地図を参

考に肥満,糖尿病候補遺伝子の検索を行い,原因遺伝子としての可能性を評価した｡

本研究では,遺伝解析に必須の大量のSSLPマーカーを樹立し,ラットRH地図を作成した.さらにRH地図をもとに

ラットーマウスーヒトの3生物種に渡る比較地図を作成した｡作成したラットゲノム情報をもとにして,肥満,糖尿病に関

連した複数の遺伝子座を明らかにすることができた｡これらのゲノム情報は,候補遺伝子の検索ならびにコンジェニック

ラットの作成等にも有効であると考えられる｡

輸 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

インスリン非依存型の糖尿病 (noninsulin-dependentdiabetesmellitus,MDDM)は人口の数%にも達する高い擢患率,

および糖尿病性腎症,神経症,網膜症などに代表されしる重篤な合併症を伴うことにより,医療上大きな問題となっている｡

NIDDMは遺伝因子と環境因子の相互作用により成立する疾患であり,遺伝因子の関与が強いことが知られているが,複数

の遺伝因子と環境因子が複雑に関連しあい,疾患関連遺伝子の同定は非常に困難である｡現在,特殊な家系例を説明する遺

伝子が同定されているだけで,一般に見られる ｢commonNIDDM｣と呼ばれる病態を説明できる遺伝子は未だ同定されて

いない｡
実験動物を用いた解析は遺伝因子,環境因子の両者を制御できるので,複雑な病態の原因遺伝子の検索が可能になる｡

Otuka-LongEvans-TokushimaFatty(OLETF)ラットは河野 (1991年)により開発された肥満を伴うMDDMモデルで,

ヒト肥満型NIDDMの病態を良く反映している｡ 例えば,OLETF系統雄ラットは25-30週令ではぼ100%糖尿病を発症

し,30週令では対照系続に比して約 1.8倍程度の過体重を示し,また給餌制限により体重を正常化すると糖尿病の発症は遅

延または減少する｡このようにOLETF系統ラットの糖尿病発症と関連する遺伝子解析はNIDDMの有効な治療法を見出す

上で非常有用である｡ 本研究では,まずラットのゲノム解析の基盤を整備し,そのゲノム解析システムを用いてOLETF系

統ラットの遺伝解析を行い,各形質を規定する遺伝子座を明らかにし,遺伝子座の情報からいくつかの原因遺伝子としての

解析を行った｡

第 1章 ラットゲノム解析基盤の整備

ラット遺伝解析の基盤となる8,189個に及ぶsimplesoquencelengthpolymorphism (SSLP)マーカーを樹立した｡こ

のうちの4,700個のSSLPマーカーをradiationhybrid(RH)法を用いてラットのゲノム上にマップした｡マーカー間の平

均の遺伝学的距離は0.51centiMorgan(cM),物理的距離で640kilobase(kb)であり,詳細な遺伝解析に十分であった｡

さらに,ヒトおよびマウスの染色体上に既にマップされている503個の相同遺伝子をラットのRH地図上にマップした｡そ

の結果,ラットおよびマウス間で保存されている44個のセグメントおよびラット,ヒト間で保存されている104個のセグメ

ントを明らかにした｡このことにより,ラット全ゲノムをカバーする最初の包括的な比較地図が作成され,ヒト,マウスゲ
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ノムプロジェクトで明らかにされた多くの遺伝子情報をラットのゲノムに外挿することができた｡

第2章 バッククロス群の作成と解析

肥満型糖尿病のモデルであるOLETF系統と非肥満で糖尿病を発症しないBrownNorway(BN)係続のラットを用いて,

359匹の (OLETFxBN)XOLETFバッククロス群を作成し,まず各世代の30過令時において,肥満の指標として体重,内

臓脂肪重量,空腹時 トリグリセリド値,NIDDMの指標として,空腹時およびoralglucosetolerancetest(OGTT)時にお

ける血糖値,インスリン値の測定を行った｡その結果,肥満形質に関してはOLETFアレルの優性傾向が見られ,MDDM形

質に関してはOLETFアレルの劣性傾向が見られた｡次に,このバッククロス359個体について,第1章で得られた遺伝子

地図上の219個のSSLPマーカーを用いて遺伝子型判定を行ったところ,解析した領域はラットゲノム全長に等しい1795

cMに亘り,平均マーカー間隔は8.05cMであった｡

第3章 肥満,MDDM関連遺伝子座の同定

第2章で得られた情報をもとに,形質の変化をもたらす遺伝子座の同定を目標として,表現型と遺伝子型の関連性を調べ

た｡即ち,インターバル解析によるquantitativetraitsloci(QTL)解析を行い,統計学的に有意なlogarithm ofthe

likelihoodratio(LOD)スコアが3.3を越えるQTLを9ヵ所同定した｡その一つはラット第 1番染色体の長腕末端の81

Rat90SSLPマーカ-の近傍に体重についてLODDスコア13.99(p-1.26×10-15)の値を示す主要な肥満関連遺伝子座

で (diabetesmellitusOLETFtypel,月例olと命名),OLETF由来の1アレルで体重を平均45g増加させる効果があった｡

8m01はほぼ相加的な体重増加効果をもたらし,OLETFの8m01のホモ接合体とBNアレルのホモ接合体間では平均体重

で約 103g(体重の約17.5%)以上の差をもたらす｡また,糖負荷後血糖値に非常に強く関連する2つのQTL(Dmo4およ

びDmollと命名)があり,Dm04はDmolと同しラット1番染色体上に存在し,糖負荷後血糖値に対してLODスコア-

7.31を示し,Dmo4斜領域のOLETFlアレルの血糖値上昇効果は約40mg/dlと計算された.DmollについてはⅩ染色

体上に同定され,LODスコア-8.12で,血糖値への効果は44mg/dlであった｡

以上,本論文では遺伝解析に必須の大量のSSLPマーカーを樹立し,ラットRH地図を作成し,このRH地図をもとに

ラット-マウスーヒトの3生物種に亘る比較ゲノム地図を作成した｡このラットのSSLPマーカーおよび比較ゲノム情報を

もとにして,肥満 ･糖尿病に関連する複数の遺伝子座を同定した｡このような比較ゲノム情報は他の候補遺伝子の検索やコ

ンジェニック動物の作成などにも有効であると考えられる｡

よって,本論文は博士 (薬学)の論文として価値あるものと認める｡さらに,平成11年7月5日論文内容とそれに関連し

た口頭試問を行った結果合格と認めた｡
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