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〈研究の目的と進め方〉
インスリン非依存型糖尿病（NIDDM）の発症機構の

解明、治療薬の開発のために、NIDDM発症に関与する
原因遺伝子を同定していく必要がある。本研究では、ヒ
ト NIDDMの モ デ ル 動 物 で あ る Otuka Long Evans
Tokushima Fatty （OLETF）ラットにおけるNIDDM原因
遺伝子を同定することを目的とする。

そのための進め方として、最初に、OLETFラットにお
けるNIDDMの発症に対して、主効果およびエピスタシ
ス効果をもつ原因遺伝子を、Quantitative trait locus

（QTL）解析によりマッピングする。それらのQTLについ
て、コンジェニックラットを作製し、NIDDM表現型の
解析を行うことで、当該QTLが実際に主効果およびエピ
スタシス効果をもつか否かの確証を行う。確証された
QTLについて、ヒトゲノムへのシフトアプローチにより、
そのゲノム領域に機能の点で有望な候補と考えられる遺
伝子が存在すると考えられる場合、当該遺伝子における
ラットゲノムへのマッピング、変異の有無、および発現
レベルの解析を行うことで、ポジショナルキャンディデ
ートを同定する。また、コンジェニックとF344ラットと
の間のバッククロス交雑群およびサブコンジェニックラ
ットからの新規組み換え個体を用いてQTLゲノム領域の
限局を行い、ラットゲノムプロジェクトの成果を取り入
れることで、その限局されたQTLゲノム領域内に位置す
る遺伝子を明らかにした後、機能検索および網羅的な発
現レベル解析により候補と考えられる遺伝子を選出し、
変異の有無の解析を行うことで、ポジショナルキャンデ
ィデートを同定する。さらに、ポジショナルキャンディ
デートの変異の機能解析、およびコンジェニックとF344
ラットとの間のバッククロス交雑群およびサブコンジェ
ニックラットからの新規組み換え個体を用いたQTLとポ
ジショナルキャンディデートの変異との共分離解析を行
うことにより、原因遺伝子としての可能性を検討する。

〈研究開始時の研究計画〉
OLETFとF344ラットとの間のF2インタークロス交雑群

を作製し、その雄個体（約30週齢）について、マイクロ
サテライトマーカーのタイピングと空腹時血糖値、
OGTTでえられる食後血糖値、β細胞数・機能、インス
リン値というNIDDM表現型のタイピングを行う。さら
に肥満はNIDDM発症に密接な関係をもっていることか
ら、上記雄個体について、体重、副睾丸脂肪量、腸間膜
脂肪量、後腹膜脂肪量、腰部皮下脂肪量、筋肉内脂肪量
という肥満表現型のタイピングを行う。

マイクロサテライトマーカータイピングデータについ
て、MAPMAKER/EXPプログラムを利用した連鎖解析を
行い、ラット染色体上でのマーカーの連鎖地図を作製す
る。

マーカー連鎖地図とNIDDM表現型のタイピングデー
タの両方を利用して、MAPMAKER/QTLプログラムおよ
びMapQTLプログラムによるQTL解析を行い、NIDDM発
症に対して、主効果を発揮する原因遺伝子をラット染色

体上にマッピングする。
マーカー連鎖地図とNIDDM表現型のタイピングデー

タの両方を利用して、Epistacyプログラムおよび2つのマ
ーカー効果を取り込んだ2元配置分散分析によるエピスタ
シス解析を行い、NIDDM発症に対して、エピスタシス
効果を発揮する原因遺伝子をラット染色体上にマッピン
グする。

マーカー連鎖地図と肥満表現型のタイピングデータの
両方を利用して、MAPMAKER/QTLプログラムおよび
MapQTLプログラムによるQTL解析を行い、肥満発症に
対して、主効果を発揮する原因遺伝子をラット染色体上
にマッピングする。

NIDDMおよび肥満発症に対して、主効果を発揮する
原因遺伝子のマッピング位置の比較により、肥満を介す
ることでNIDDM発症に効果を発揮する原因遺伝子を明
らかにする。

NIDDM発症に対して主効果を発揮する原因遺伝子の
効果と肥満の効果を取り込んだ分散分析を行い、肥満と
相互作用することでNIDDM発症に効果を発揮する原因
遺伝子を明らかにする。

明らかにされた原因遺伝子におけるQTLのゲノム領域
のみがドナーOLETFラットのゲノム由来であり、残りの
バックグランドゲノムはコントロールとしてのレシピエ
ントF344ラット由来であるコンジェニックラットを、ス
ピードコンジェニック法に従って、OLETFをF344へN5

世代まで連続的に戻し交雑し、マーカータイピングによ
りベスト雄個体を選抜すること、最終的にドナーOLETF
ゲノム領域をホモ化することにより作製した。

２つのコンジェニックラットを交雑することで、エピ
スタシス効果がみられた2つのQTLゲノム領域がともに
OLETF由来であるダプルコンジェニックラットを作製す
る。

コンジェニックラットの雄個体を30週齢まで飼育した
後、NIDDMおよび肥満表現型のタイピングを行うこと
で、主効果をもつ原因遺伝子の確証を行う。

ダブルコンジェニックラットの雄個体を30週齢まで飼
育した後、NIDDMおよび肥満表現型のタイピングを行
うことで、エピスタシス効果をもつ原因遺伝子の確証を
行う。

確証されたQTLについてのゲノム領域を、ラット－ヒ
ト比較染色体地図に基づき、それに相当するヒトゲノム
を明らかにする。ヒトゲノムプロジェクトの成果を取り
入れることで、当該ゲノム領域に存在しておりかつ機能
の点で有望な候補と考えられる遺伝子を明らかにする。

明らかにされた候補と考えられる遺伝子をラット染色
体上へRHマッピングし、QTLゲノム領域に位置している
か否かを解析する。

明らかにされた候補と考えられる遺伝子のOLETFおよ
びF344におけるcDNA配列をPCRダイレクトシーケンス
法により決定し、変異の有無を解析する。

明らかにされた候補と考えられる遺伝子のOLETFおよ
びF344における発現レベルをCompetitive RT-PCR法によ
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り、解析する。
上記の機能、マッピング、変異の有無、発現レベルの

情報を考え合わせることで、NIDDM原因遺伝子のポジ
ショナルキャンディデートを同定する。

QTLゲノム領域内で組み換えが生じている新規組み換
え雄個体を、コンジェニックとF344ラットとの間のバッ
ククロス交雑群およびサブコンジェニックラット系より
作製し、30週齢時でのNIDDM表現型および肥満表現型
のタイピングを行うことで、QTLゲノム領域の限局を行
う。

ラットゲノムプロジェクトの成果を取り入れることで、
その限局されたQTLゲノム領域内に位置する遺伝子を明
らかにし、機能の点で、および発現レベルの点で、有望
な候補と考えられる遺伝子を明らかにする。発現レベル
解析については、QTLゲノム領域内に位置する遺伝子を
網羅的にマイクロアレイ上に貼り付け、OLETFとF344に
おける発現レベルを解析することにより実行する。

明らかにされた候補と考えられる遺伝子のOLETFおよ
びF344におけるゲノム配列をPCRダイレクトシーケンス
法により決定し、変異の有無を解析する。

上記の機能、発現レベルに加えて、変異の有無の情報
を考え合わせることで、NIDDM原因遺伝子のポジショ
ナルキャンディデートを同定する。

QTLゲノム領域内で組み換えが生じているコンジェニ
ックとF344ラットとの間のバッククロス交雑群およびサ
ブコンジェニックラット系からの新規組み換え雄個体を
用いることで、NIDDMおよび肥満形質が単純なメンデ
ル遺伝様式に従って分離しており、当該QTLを単一遺伝
子変異として取り扱うことができるということを明らか
にする。

上記のような、QTLゲノム領域内で組み換えが生じて
いる新規組み換え雄個体を用いた、QTLとポジショナル
キャンディデートの変異との共分離解析を行い、ポジシ
ョナルキャンディデートが原因遺伝子であるとする可能
性を検討する。

F344以外のラット近交系をコントロールとした、ポジ
ショナルキャンディデートでの変異と発現レベル解析に
より、えられた変異と発現レベルの変化がOLETF特異的
であるか否かを確かめることで、ポジショナルキャンデ
ィデートが原因遺伝子であるとする可能性を検討する。

OLETF特異的な発現レベルの変化を説明しうると考え
られるOLETF特異的多型についての機能解析を行い、ポ
ジショナルキャンディデートの原因遺伝子としての可能
性を検討する。そのために、まず最初に、OLETFとF344
由来の細胞の初代培養系を用いたrun-onアッセイにより
転写活性に差異がみられるか調べる。次に、培養細胞株
あるいは初代培養系を用いたレポーターアッセイによる
転写活性の解析およびゲルシフトアッセイによる多型領
域への転写因子結合能の解析を行う。さらに、OLETFと
F344の間のmRNA安定性の差異についても検討する。

〈研究期間の成果〉
OLETFとF344ラットとの間のF2インタークロス交雑群

の～200個体を作製し、その雄個体（約30週齢）について、
382個のマイクロサテライトマーカーのタイピングを行っ
た、また、空腹時血糖値、OGTTでえられる食後30分
後・60分後・90分後・120分後・AUCの血糖値、膵切除
後のβ細胞増殖能・血糖値・インスリン値という
NIDDM表現型のタイピングを行った。さらに、上記雄
個体について、体重ならびに副睾丸脂肪、腸間膜脂肪、
後腹膜脂肪、腰部皮下脂肪、筋肉内脂肪の絶対量および

adiposity indexという肥満表現型のタイピングを行った。
（8）

382個のマイクロサテライトマーカータイピングデータ
を利用することで、1,413cMというゲノム長のラットマ
ーカー連鎖地図を作製した。（8）

マーカー連鎖地図とNIDDM表現型のタイピングデー
タの両方を利用して、MAPMAKER/QTLプログラムによ
るQTL解析を行ったところ、NIDDM発症に対して、主
効果を発揮する11個の原因遺伝子（Nidd1-11/of）がラッ
ト1、5、7、8、9、11、12、14、16、17番染色体上にマッ
ピングされた。（8）

マーカー連鎖地図とNIDDM表現型のタイピングデー
タの両方を利用して、MapQTLプログラムによるQTL解
析を行ったところ、Nidd1-11/ofに加えて新たにNIDDM
発症に対して主効果を発揮する 3個の原因遺伝子

（Nidd12-14/of）がラット1、5、7、8、9、11、12、14、
16、17番染色体上にマッピングされた。（8）

マーカー連鎖地図とNIDDM表現型のタイピングデー
タの両方を利用して、エピスタシス解析を行った結果、
NIDDM発症に対して、エピスタシス効果を発揮する9個
の原因遺伝子がラット1、5、7、13、14、15、17、19番染
色体上にマッピングされた。これらの9個のうち、7、14

番染色体上に存在している3個のQTLゲノム領域（Nidd1、
2、10/of）はエピスタシス効果とともに主効果にも関わ
っていることが明らかにされた。（2,3）

空腹時血糖値、OGTTにおける食後血糖値、β細胞
数・機能、インスリン値というパラメータはNIDDM発
症に至るまでの異なる分子機構を表現するものと考えら
れる。マッピングされた計20個の主効果・エピスタシス
効果をもつNIDDM QTLゲノム領域のうち、11個は空腹
時血糖値に、12個は食後血糖値に、1個はβ細胞数・機能
に、そして1個はインスリン値に効果を示し、異なる発症
機構に関与する原因遺伝子が存在することが明らかにさ
れた。（2,3,4,8,10）

これらのQTLでは、OLETFアリルが相加的あるいは優
性的にNIDDM発症のために機能を発揮するという遺伝
様式を示すものに加えて、超優性の遺伝様式でNIDDM
発症に影響するものも存在した。（2,3,8,10）

マーカー連鎖地図と肥満表現型のタイピングデータの
両方を利用して、MAPMAKER/QTLプログラムおよび
MapQTLプログラムによるQTL解析を行ったところ、肥
満発症に対して、主効果を発揮する原因遺伝子をラット
染色体上にマッピングした。（1）

NIDDMおよび肥満発症に対して、主効果を発揮する
原因遺伝子のマッピング位置の比較の結果、2個のQTLゲ
ノム領域（Nidd6、11/o f）は肥満を介することで
NIDDM発症に効果を発揮することが明らかにされた。

（5,6,8）
NIDDM発症に対して主効果を発揮する原因遺伝子の

効果と肥満の効果を取り込んだ分散分析を行った結果、6

個のQTLゲノム領域（Nidd1、2、8、9、10、12/of）は肥
満と相互作用することでNIDDM発症に効果を発揮する
ことが明らかにされた。また、6個のQTLゲノム領域

（Nidd3、4、5、7、13、14/of）は肥満との密接な関連性
がなく、独立した機構でNIDDM発症に関わっていると
考えられた。（8）

14番染色体上に位置するNidd2/ofは、他のQTLと比べ、
このQTLによって説明されうる遺伝分散の割合が大きい
点（つまりNIDDM発症に対し大きな効果を持っている
点）、主効果を有するとともに3つのQTLとの組み合わせ
でそれぞれエピスタシス効果を発揮できる点、肥満因子
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と相互作用しNIDDM発症に影響を及ぼす点で興味深い
ものであった。（2,3,8）

スピードコンジェニック法に従って、OLETFをF344へ
N5世代まで連続的に戻し交雑し、マーカータイピングに
よりベスト雄個体を選抜すること、最終的にドナー
OLETFゲノム領域をホモ化することにより、明らかにさ
れた14個の原因遺伝子（Nidd1-14/of）におけるQTLのゲ
ノム領域のみがドナーOLETFラットのゲノム由来であ
り、残りのバックグランドゲノムはコントロールとして
のレシピエントF344ラット由来であるコンジェニックラ
ットが作製された。（7,9）
2つのコンジェニックラットを交雑することで、エピス

タシス効果がみられたNidd1/ofとNidd2/of、あるいは
Nidd1/ofとNidd10/ofという2つのQTLゲノム領域がとも
にOLETF由来であるダプルコンジェニックラットを作製
した。

作製されたコンジェニックラットの雄個体を30週齢ま
で飼育した後、NIDDMおよび肥満表現型のタイピング
を行った結果、Nidd1、2、8、10/of QTLおよびNidd6/of
QTLにおける4個および1個の原因遺伝子のみがOLETFア
リルが劣性様式でNIDDMおよび肥満に影響する主効果
をもつと確証された。それ以外の9個のQTLについては、
効果が確証されなかった。（7）

作製されたダブルコンジェニックラットの雄個体を30

週齢まで飼育した後、NIDDMおよび肥満表現型のタイ
ピングを行った結果、Nidd1/ofとNidd2/of、あるいは
Nidd1/ofとNidd10/ofとの間にみられたエピスタシス効果
は確証されなかった。

確証された5個のQTLについてのゲノム領域を、ラッ
ト－ヒト比較染色体地図に基づき、それに相当するヒト
ゲノムを明らかし、ヒトゲノムプロジェクトの成果を取
り入れることで、当該ゲノム領域に存在しておりかつ機
能の点で有望な候補と考えられる遺伝子を検討したとこ
ろ、Hnf4g、Nkx6a、Pnlip、Capn10とNeurod1、Cckarが
それぞれNidd1、2、6、8、10/ofの有望な候補になると考
えられた。（4,12,14）

明らかにされた6個の候補と考えられる遺伝子をラット
染色体上へRHマッピングしたところ、Nkx6a、Pnlip、
CckarはそれぞれNidd2、6、10/of QTLゲノム領域に位置
していた。しかし、それら以外の3個の遺伝子は当該ゲノ
ム領域にマッピングされなかった。（12）

Nidd10/ofの候補と考えられるCckarについては、遺伝
子の欠失が報告されていることから、原因遺伝子になり
うると推定された。（4）

Nidd2、6/ofの候補と考えられるNkx6a、Pnlip遺伝子の
OLETFおよびF344におけるcDNA配列をPCRダイレクト
シーケンス法により決定したが、OLETFにおける変異は
検出されなかった。また、Nidd8/ofの候補と考えられる
Capn10遺伝子では、protease domainにある195番目のグ
リシン（F344とLETOラット）がOLETFではセリンにな
るという変異が検出された。（12）

Nidd6/ofの候補と考えられるPnlip遺伝子のOLETFおよ
びF344の膵臓における発現レベルをCompetitive RT-PCR
法により解析した結果、OLETFにおいて約3倍程度の増
加がみられることを明らかにした。一方、Nidd1、2/ofの
候補と考えられるHnf4g、Nkx6a遺伝子については、
OLETFとF344との間に発現レベルの差は検出されなかっ
た。また、Capn10遺伝子では、心臓、膵臓、肝臓、骨格
筋において既知アイソフォームのうちType Aのみが検出
され、OLETFとF344との間に発現レベルの差は認められ
なかった。（4,12）

上記の機能、マッピング、変異の有無、発現レベルの
情報を考え合わせることで、Nidd6/ofに相当しており、
腸管からの脂肪吸収に関わるPnlip遺伝子はNIDDM原因
遺伝子のポジショナルキャンディデートになりうると考
えられた。

Nidd6および2/ofのゲノム領域内で組み換えが生じてい
る（コンジェニック×F344）×コンジェニックのバック
クロス交雑群からの雄選抜個体12匹およびサプコンジェ
ニック11系統からの雄個体を作製し、30週齢時での
NIDDMおよび肥満表現型のタイピングを行ったところ、
Nidd6/ofについては、D1Rat90とD1Rat225の間の2.3cMの
領域にQTLゲノム領域が限局された。Nidd2/ofについて
は、D14Rat1とD14Rat3の間の1.2cMの領域にファインマ
ッピングされた。（14）

ラットゲノムプロジェクトの成果を取り入れることで、
その限局されたQTLゲノム領域内に位置する遺伝子を明
らかにし、機能の点で有望な候補と考えられる遺伝子を
検索した結果、Nidd6/ofについては、腸管からの脂肪吸
収に関わるPnlip遺伝子が、Nidd2/ofでは、糖新生に関与
しているPgc1遺伝子が、下記の発現レベル解析の結果と
も考え合わせると、有望な候補となると考えられた。（14）

Nidd2、6/of QTLゲノム領域内に位置する遺伝子を網
羅的にマイクロアレイ上に貼り付け、OLETFとF344の膵
臓・肝臓・脂肪組織・筋肉組織における発現レベルを解
析したところ、PnlipおよびPgc1は膵および4種類のすべ
ての組織において、F344に比べOLETFで発現レベルが増
加していることが明らかにされた。さらに、マクロアレ
イ解析に加えて、Competitive RT-PCR法でもこれらの結
果が確認された。（14）

Nidd2、6/ofの候補と考えられるPgc1、Pnlip遺伝子の
OLETFおよびF344におけるゲノム配列をPCRダイレクト
シーケンス法により決定した。Pnlipでは、～9.8kbの5’
上流隣接領域、～13.1kbのエクソン/イントロン領域およ
び～3.6kbの3’下流隣接領域でのOLETFとF344の間での
シーケンスデータより、多型の解析を行った結果、転写
開始点の上流～3 .4kbの位置に、F344アリルに比べ
OLETFアリルにおいてサイズが長いVNTR多型が検出さ
れた。Pgc1でもコード領域には変異はみられないものの、
イントロン領域に多くのSNP多型が存在していることが
明らかにされた。（14）

上記の機能、発現レベルに加えて、変異の有無の情報
を考え合わせることで、Pgc1、Pnlip遺伝子はNIDDM原
因遺伝子（Nidd2、6/of）のポジショナルキャンディデー
トになりうると考えられた。（14）

QTLゲノム領域内で組み換えが生じているコンジェニ
ックとF344ラットとの間のバッククロス交雑群およびサ
ブコンジェニックラット系からの新規組み換え雄個体を
用いることで、NIDDMおよび肥満形質が単純なメンデ
ル遺伝様式に従って分離しており、当該QTLを単一遺伝
子変異として取り扱うことができるということが明らか
にされた。

上記のような、QTLゲノム領域内で組み換えが生じて
いる新規組み換え雄個体を用いることで、Nidd2および
6/of QTLは、それぞれのポジショナルキャンディデート
であるPgc1遺伝子およびPnlip遺伝子のSNP多型および
VNTR多型と共分離していることが明らかにされた。（14）

Nidd6/of QTLで、OLETFとは異なるアリルを有するこ
とがQTL解析により判明しているBNとLETOラットにつ
いて、Pnlip遺伝子の変異および発現レベル解析を行った
ところ、BNとLETOでのVNTR多型はOLETFより短く
F344と同じサイズであり、OLETF特異的な変異であるこ
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とが、さらに膵臓における発現レベルの増加もOLETF特
異的であることが、明らかにされた。

これらの結果より、PnlipおよびPgc1遺伝子がNidd6/of
およびNidd2/of QTLの原因遺伝子であるかもしれないと
いう状況証拠が得られた。

〈国内外での成果の位置づけ〉
QTLの遺伝子としての同定という点で本研究の成果は

先駆的な役割を示すものと考えられる。
Capn10とApm1遺伝子では、本研究でのPgc1と同様な

イントロン上の変異（SNP多型）によりその発現レベル
が変化し、糖尿病発症につながるらしいことが推測され
ている。また、Ins1遺伝子では、プロモーター領域に本
研究でのPnlipと同様なVNTR多型が存在し、それが骨格
筋、脂肪組織および膵臓での発現レベルに影響を及ぼす
ことで糖尿病発症につながっているらしいとの報告がな
されているが、Ⅱ型糖尿病については、いまだこのよう
な例は発見されていないことから、本研究の成果は意義
あるものと考えられる。

Nidd2/o fゲノム領域のみでそのヒト相同領域に
NIDDM発症関連遺伝子が存在することが報告されてい
る。ヒトNIDDM遺伝子の染色体領域の解明が進展して
おり、Nidd1、6、8、10/ofゲノム領域でも同様なことが
あると考えられることから、本研究の成果は最終的にヒ
ト研究につながるものと考えられる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
QTLおよびエピスタシス解析で検出されたゲノム領域

におけるQTLの主効果およびエピスタシス効果の存在が
コンジェニック解析により確証されないケースが多くみ
られた。QTLおよびエピスタシス解析は、統計学的な確
率論に基づくものであるということ、血糖値というend
phenotypeではなくimmediate phenotypeの解析、および
肥満条件下でのphenotype解析がなされなかったことに
起因すると考えられる。

Nidd1、8/ofについては、機能の点で候補と考えられた
遺伝子の解析において陽性結果を得ることができなかっ
た。必ずしも機能の点で候補と考えられない予測遺伝子
も含めた網羅的な発現レベル解析により、発現レベルの
点で候補と考えられる遺伝子の解析が必要になると考え
られた。

OLETFでみられる発現レベルの変化を説明しうると考
えられる変異の同定に手間取ったために、原因遺伝子同
定のための最終的なキーポイントとなる、その変異につ
いての機能を解析することができなかった。

〈今後の課題〉
Pnlip遺伝子のOLETF特異的な発現レベルの増加を説明

しうると考えられるVNTR変異についての機能解析を行

い、当該遺伝子の原因遺伝子としての可能性を検討する。
そのために、上記のVNTR変異がOLETF特異的な発現レ
ベルの増加の原因となるhypermorph変異であるか否かを
検討するために、まず最初に、OLETFとF344の膵腺房細
胞の初代培養系を用いたrun-onアッセイにより転写活性
に差異がみられるか調べる。次に、266-6, AR4-2J細胞あ
るいは膵腺房細胞の初代培養系を用いたレポーターアッ
セイによる転写活性の解析およびゲルシフトアッセイに
よるVNTR領域への転写因子結合能の解析を行う。さら
に、OLETFとF344の間のmRNA安定性の差異についても
検討する。
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