
富山県立大学・工学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３２０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

ゲノム編集法 により作製した遺伝子改変ラットを用いたビタミンD誘導体評価系の構築

Construction of evaluation system for vitamin D analogs using genetically 
modified rats with genome editing

７０２９３９０９研究者番号：

榊　利之（SAKAKI, TOSHIYUKI）

研究期間：

１６Ｈ０４９１２

年 月 日現在  元   ６ １８

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：ゲノム編集法によりCYP27B1、CYP24A1、ビタミンD受容体VDRの遺伝子欠損ラット の
作製に成功し、さらに、1α,25-ジヒドロキシビタミンD3(1,25D3）に対する親和性が25D3と同程度にまで低下し
た変異型VDR(R270L)を有するII型くる病モデルラットを作製した。野生型およびこれら遺伝子改変ラット間の性
状比較および25D3投与効果の比較により、骨形成、皮膚・毛包形成、血中Ca濃度の恒常性維持における1,25D3お
よび25D3の役割に関する多くの知見を得た。また、ビタミンD代謝においてCYP24A1とCYP3A1/2が協調する新しい
経路の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The gene-deficient rats of CYP27B1, CYP24A1, or vitamin D receptor were 
successfully produced by the genome-editing method using the CRISPR/Cas9 system. In addition, the 
type II rickets model rats with the mutant VDR (R270L) whose affinity for 1α,25-dihydroxyvitamin D3
 (1,25D3) was reduced to the same extent as 25-hydroxyvitamin D3 (25D3) were produced. Comparison of
 physiological properties among the wild-type and these genetically modified rats and comparison of 
the effects of 25-hydroxyvitamin D3 administration provided much knowledge on the role of 1,25D3 and
 25D3 in osteogenesis, skin and hair follicle formation, and homeostasis of blood Ca levels. 
Furthermore, the novel metabolic pathways of 1,25D3 and 25D3 by CYP24A1 and CYP3A1/2 were revealed.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： ビタミンD　ゲノム編集　ビタミンD受容体　シトクロムP450 　遺伝子改変　ビタミンD代謝酵素　作用
メカニズム　疾患モデル動物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではビタミンD受容体に低い親和性を示すリガンドが多量に存在すれば、親和性が高いリガンドが存在し
なくてもビタミンD作用を補完できることを示した。これは生理的に意味があるビタミンDは親和性がきわめて高
い1,25D3であるというこれまでの常識を覆した結果であり、学術的価値が高い。また、25D3がI型くる病
（CYP27B1遺伝子欠損）だけでなく腎機能が低下した患者にも有効であり、II型くる病（VDR変異）にも高い治療
効果を有することを示唆した。さらに、ビタミンD誘導体AH-1がII型くる病（VDR変異）に対し高い治療効果を示
し、医薬品として有望であることを明らかにしたため、社会的意義が大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
申請者は CYP27B1 遺伝子欠損マウスに 25-ヒドロキシビタミン D3（25D3）を投与することに血
中 Ca 濃度の上昇と骨形成の正常化が起こることを明らかにした（生化学、87, 438-444 (2015））。
また、血中に CYP24A1 による複数の代謝物が高濃度で存在することを明らかにした。これは、
マウスの体内で 25D3 がビタミン D受容体（VDR）に結合して CYP24A1 を誘導した可能性が高い。
活性型ビタミンD3と称される1,25-ジヒドロキシビタミンD3に(1,25D3)比べると25D3は VDR
結合能が低く（100 分の 1以下）、Kd値は数 10nM である。一方、血中濃度は 20-100 nM と、1,25D3
の血中濃度（40-120 pM）の 500 倍程度である。これらの事実は 25D3 自身の生理作用の存在を
示唆している。申請者が現在、用いているマウスでは、採取できる血液量、回数に制限があり、
血中の 25OHD3 の代謝物の経時変化の十分な解析ができない。Ca, P, 副甲状腺ホルモン(PTH), 
種々の骨代謝マーカー, 性ホルモンなど測定に必要な血液量が確保できない。また、前立腺な
ど小さい臓器の解析が、きわめて困難である。しかし、マウスの 10 倍以上、身体の大きなラッ
トを用いることにより、採取できる血液量、臓器重量も 10 倍以上になることから、詳細な解析
が可能になる。また、本申請で作製する遺伝子改変ラットは、25D3 など天然型だけでなく、骨
粗鬆症や癌の治療薬として期待される種々のビタミン D誘導体の評価系としても大きな力を発
揮すると考えられる。 
２．研究の目的 
本研究の目的は CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集法によりビタミン D受容体（VDR）およびビタ
ミン D代謝に関わる酵素（CYP27B1 および CYP24A1）の遺伝子欠損あるいは遺伝子改変ラットを
作製し、ビタミン D 作用メカニズムの全貌を明らかにするとともに、種々のビタミン D誘導体
の代謝様式と作用メカニズムを解明することにより骨粗鬆症や癌などの治療薬を開発すること
である。 
３．研究の方法 
(1) CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集法により以下の 4 種の遺伝子改変ラットを作製した。 

① CYP27B1 遺伝子欠損ラット（CYP27B1 KO）  

② CYP24A1 遺伝子欠損ラット（CYP24A1 KO） 

③ VDR 遺伝子欠損ラット（VDR KO） 

④ 変異型 VDR（VDR-R270L）発現ラット 

(2) 骨、皮膚の性状および血中の生理物質の測定 

μCT 装置を用いた骨の形態、骨密度、骨強度の測定、血中のカルシウム、リン、副甲状腺ホル

モン(PTH)濃度の測定を実施した。DNA マイクロアレイを用いた腎臓、肝臓、小腸など各臓器に

おける遺伝子発現の網羅的に解析した。また、血中のビタミン D代謝物の濃度を経時的に測定

した。 

(3) 25D3 の混餌投与 
通常の餌（F2）に 25D3 を 1.5mg/kg の添加した 25D-F2 を生後 5週から与え、(2)に示した解析

を行った。F2を与えた個体との比較により 25D3 の投与効果を判定した。 
４．研究成果 

ビタミン Dの作用には(1) 1,25D3 の VDR 依存性作用、(2) 1,25D3 の VDR 非依存性作用、(3) 25D3

の VDR 依存性作用、(4) 25D3 の VDR 非依存性作用、(5) VDR のリガンド非依存性作用の 5種類

存在することが示唆された。申請者はゲノム編集法により、CYP27B1、CYP24A1、VDR の遺伝子

欠損ラット の作製に成功し、さらに、1,25D3 に対する親和性が 25D3 と同程度にまで低下した

変異型 VDR(R270L)を有する II 型くる病モデルラットを作製した。CYP27B1 KO、VDR KO、およ

び VDR (R270L)ラットは、発育遅延および骨形成異常を含む「くる病」症状を示した。これら

のうち、CYP27B1 KO ラットは血中 Ca 濃度が顕著に低く、重度の発育遅延を示し、VDR KO ラッ

トは皮膚の異常と脱毛を示した。野生型(WT)ラットと VDR (R270L)ラットの差は、前述の(1) 

1,25D3 の VDR 依存性作用に基づくと考えら れる。また、VDR (R270L)よりも CYP27B1 KO の方

がくる病症状が顕著で、(2) 血中 Ca 濃度維持に対する 1,25D3 の VDR 非依存性作用の喪失に基

づくと考えられる。さ らに、VDR (R270L)ラットと VDR KO ラットの比較から、皮膚および毛包

形成に対する(3) 25D3 の VDR 依存性作用または(5) VDR のリガンド非依存性作用の存在が明ら 

かになった。一方、25D3 の代謝について WTと CYP24A1 KO ラットを比較した結果、ラクトン体

を最終代謝物とする代謝経路において、CYP3A4 が重要な役割を果たしていることがわかった。

研究分担者の橘高が合成したビタミン D 誘導体 AH-1 は VDR(R270L)ラットに対し、高い治療効



果を示したことから、II型くる病の治療薬として有望である。また、側鎖にフッ素置換基を有

する新規ビタミン D誘導体を多く合成したが、この中には医薬品として有望なものが含まれる

ことがわかった。 
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