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研究成果の概要（和文）：ヌクリングKOマウスはSPF環境下、通常食にて飼育の場合、野生型と変わらず生育す
るが、１２ヶ月齢を過ぎると有意に肝炎・肝がんなどの炎症性疾患発症率が上昇した。高脂肪食、高糖食投与に
よる影響（体重増加、耐糖能異常、インスリン抵抗性獲得など）がKOマウスでは高率に出現した。通常食飼育で
の遺伝子発現様式を調べると、インスリン及びその制御因子の発現量にKOマウスでは異常が認められた。肝毒性
のある試薬の投与で、野生型よりも有意に早期にＫＯマウスで肝臓の脂肪変性や肝炎・肝がんの発症が確認でき
た。以上より、少なくとも肝臓にストレスのかかる物質の探索には有用な予測システムとなることが期待され
る。

研究成果の概要（英文）：We confirmed the usefulness of Nucling-KO mouse from various viewpoints as a
 material for new carcinogenicity prediction system. The KO mice fed normal chow diet grow in the 
same manner as the wild-type under the SPF environment, but after 12 months of age the incidence of 
inflammatory diseases such as hepatitis and liver cancer rose significantly. The effects of high fat
 diet or high sugar diet administration (body weight gain, impaired glucose tolerance, insulin 
resistance etc.) appeared at a high rate in KO mice. Examination of the gene expression pattern 
revealed abnormalities in the expression level of insulin and its regulators in KO mice. With the 
administration of hepatotoxic reagent DEN, onset of fatty liver, hepatitis, and liver cancer could 
be confirmed in KO mice significantly earlier than wild type. From the above, it is expected that it
 will be a useful prediction system for at least searching for substances that are stressful to the 
liver.

研究分野： 病態医学

キーワード： 発がん　炎症性疾患
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１．研究開始当初の背景 

マウスヌクリング遺伝子は全長 1411 アミノ

酸をコードし、またその配列中にはアンキリ

ンリピート、ロイシンジッパーモチーフ及び

二つの t-SNARE コイルドコイルドメイン

といったタンパク質間相互作用に重要と思

われる複数のモチーフが同時に存在する構

造を有する（Sakai et al. J. Biochem. 2003, 

JB 論文賞）。これまでの研究成果より、我々

は本遺伝子のコードする蛋白分子が細胞傷

害性ストレス時に誘導される複数の細胞死

（アポトーシス）誘導情報伝達経路を制御し

ていることを示す知見を得ている（Kim et al. 

J. Biochem. 2013）。我々は、ヌクリングの発

現異常が潜在的に乳がんを発症しやすくな

ることを見いだし、そのことから離乳後の乳

腺退縮時のアポトーシス現象にヌクリング

が重要であることを証明し、これを報告した

（Dang et al. J Biol. Chem. 2015）。また肝

炎に伴う肝がんの発症機構においては、肝実

質細胞及びクッパー細胞における NF-B の

活性化及びそれに伴うアポトーシス抑制が

極めて重要な役割を担っていることが明ら

かとなってきている。ヌクリング KO マウス

では初代培養胚性線維芽細胞においてNF-B

の持続的活性化が観察されていたが  (Liu, 

Sakai et al. Biochem. J. 2004)、生体肝組織にお

いても多くのヌクリングKOマウス個体にお

いて NF-B の持続的活性化を最近確認して

いる。また、同 KO マウスでは肝炎・肝がん

の自然発症率が生後一年を経過した集団で

著増することが観察されている。 
 
２．研究の目的 

化合物の発がん性に関する生体スクリーニ

ングに動物投与実験は欠かせないが、通常の

げっ歯類を用いた発がん性試験は投与期間

として２年間ほどを要する。ヌクリングノッ

クアウト（KO）マウスは、この投与期間を

大幅に短縮することが期待できる。ヌクリン

グ KOマウスは胎児発生に異常は認められず

成獣にまで発育するが、生後１年から２年の

肝癌自然発症率が SPF 環境において約 30%

（野生型の４〜５倍）に達し、さらにヌード

マウスの遺伝子背景を加えることで乳癌自

然発症率が約 20%(野生型はほぼ 0%)になる。

本研究の目的は、ヌクリング KO マウスの、

発がん性スクリーニングに対する生体試料

としての有用性の評価を行うこととする。 

 

３．研究の方法 

① 発がん性が確認されている種々の化合

物投与に対する、ヌクリング KO マウス

及びヌクリングKOヌードマウスの癌発

症率を野生型マウスと比較検討する。 

② 新規スクリーニングシステムにおける

発がんマーカーの探索を試みる： ジエ

チルニトロソアミン(DEN)投与による

遺伝子発現パターンの変化を、同 KO マ

ウスと野生型マウスで時系列的に比較

解析する（マイクロアレイ, RNA シーク

エンスなど）。 

③ 種々の発がん物質投与によるモニタリ

ング検査を行い、ヌクリング KO マウス

の発がん性スクリーニング用生体試料

としての有用性を評価する。 
 

４．研究成果 

リアルタイム RT-PCR 法を用いて、ヌクリン

グＫＯマウスの膵臓及び肝臓におけるイン

スリン及びその制御因子の発現を調べた。そ

の結果、遺伝的背景は同じであるにもかかわ

らずＫＯマウスの個体間でそれらの発現量

にかなりのばらつきが認められた。野生型の

対象マウスではそのような大きなばらつき

は認められなかった。次に、インスリンの膵

臓における発現量が野生型の標準偏差内の

グループ(KO1)とそれ以外のグループ(KO2)

に分け、それぞれのグループでの膵臓及び肝

臓でのインスリン遺伝子及びその上流に位



置する転写因子である Pdx-1 および MafA の

遺伝子発現レベルを野生型と比較検討した。

その結果、肝臓におけるインスリン発現量は

野生型と比較してＫＯ１では有意差がなく、

ＫＯ２では優位に上昇していた。またこれら

膵臓及び肝臓におけるインスリンの発現量

パターンは、Pdx-1 の発現レベルパターンと

酷似していた。一方 MafA の発現量パターン

は、膵臓では酷似していたが、肝臓ではＫＯ

１グループ、ＫＯ２グループともに野生型よ

りも有意に増加していた。次に、マイクロア

レイを用いてヌクリングＫＯマウスの肝臓

及び膵臓における種々の代謝異常症関連遺

伝子の発現量の変動を検討した。その結果、

正常のヌクリングＫＯマウスの肝臓では肝

がんのマーカーであるαフェトプロテイン

(ＡＦＰ)の上昇も、regeneration marker の

上昇も認められなかった。このことから同Ｋ

Ｏマウスにおける肝がん発症率の増加の要

因として胎児肝の成分が残っているとか、

liver regeneration が進行しているとか、癌

幹細胞が増えているなどではないと思われ、

ＡＦＰが同ＫＯマウスにおいても肝がんの

マーカーとして有用となることが期待され

る。 

ヌクリングＫＯマウス（C57Black6/J 

background）および同 background の野生型

マウスを用意し、高脂肪食(HFD)、高グルコ

ース食(HGD)の投与（４ヶ月）による体重増

加、インスリン抵抗性、血清インスリン値、

血糖値などを調べた。その結果、HFD, HGD 投

与による体重の増加率が、野生型に比しＫＯ

マウスで有意に高値を示した。HFD, HGD によ

るインスリン抵抗性獲得も、野生型に比して

ＫＯマウスでは有意に上昇（増悪）していた。

また、肝毒性のある試薬 DEN の投与で、野生

型よりも有意に早期にＫＯマウスで肝臓の

脂肪変性や肝炎・肝がんの発症が確認できた。

以上より、少なくとも肝臓にストレスのかか

る物質の探索には有用な予測システムとな

ることが期待される。 
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