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研究成果の概要（和文）： メタボリックシンドロームの病態解析のための新規病態モデルとし

て，これらの病態に関連すると考えれているヒト PPARγを脂肪組織特異的に過剰発現する遺
伝子組換え（Tg）ウサギの作製を行った。作製した Tgウサギの表現型解析を行ったところ，
導入した遺伝子が脂肪組織特異的に発現していることは確認できたが，明らかな表現型の変化

（病態の発症）を見いだすことは出来なかった。今後，発現蛋白活性などのさらに詳細な検討

が必要であると考えられた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We generated transgenic (Tg) rabbits as a novel human disease 
model for metabolic syndrome. PPAR-gamma has been believed to be associated with 
pathologic status of it. Tg rabbits was designed to specifically overexpress human 
PPAR-gamma in their adipose tissue. As the results, we confirmed specific expression of 
mRNA of transgene in the adipose tissue of Tg rabbits, however, we could not find 
phenotypic differences (pathologic status) between Tg rabbits and wild type one. It is 
thought that more detailed further examination such as manifestation protein activity is 
required in future. 
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１．研究開始当初の背景 
 

 近年，我が国においても食生活や生活習慣
の欧米化が進み，メタボリックシンドローム
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といった病態が国民の健康において非常に
重要な問題となってきている。メタボリック
シンドロームで最も重要視されているのは
内蔵脂肪の過剰な蓄積であるが，内臓脂肪の
蓄積にはいくつかの関連遺伝子が報告され
ている。その中でも最も重視されているのが
Peroxisome proliferators-activated 
receptor (PPAR) γである。PPARγは，核
内受容体型の転写因子で，主に脂肪細胞で発
現している脂肪細胞分化のマスターレギュ
レーターであり，脂肪細胞分化の一連の遺伝
子カスケードにおいて重要な役割を果たし
ているのみならず，脂肪細胞肥大化やインス
リン抵抗性といった糖代謝異常の出現にも
重要な役割を担っている。これまでの遺伝子
組換えマウスを用いた検討からは，PPARγ
ヘテロ欠損マウスにおいて高脂肪食飼育下
でも肥満やインスリン抵抗性の出現が抑制
されることが報告されている。しかし，マウ
スの脂質代謝系はヒトと大きく異なってお
り，このような研究においては適切なモデル
動物では無いと考えられる。そのため，マウ
ス以外の動物種でのモデルの確立が望まれ
ていた。 
 そこで，我々は脂質代謝系がヒトに類似し，
動脈硬化に感受性を有する動物種であるウ
サギに着目し，ヒト PPARγ遺伝子を導入し
た新規遺伝子組換えウサギを作製し，このウ
サギモデルを用いてメタボリックシンドロ
ームにおけるPPARγの役割を解明する事を
計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 まず，ヒト PPARγ遺伝子を導入したトラ
ンスジェニック(Tg)ウサギを作成する。次い
で，作出された Tg ウサギモデルを用いて内
臓脂肪の蓄積，糖代謝ならびにインスリン感
受性に及ぼすヒトPPARγの影響について検
討を行う。これらの検討から脂肪細胞に特異
的に過剰発現させたPPARγは脂肪蓄積の増
加を引き起こすか否かを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) PPARγ Tgウサギの作製 
 過排卵処置を行った雌ウサギから採取し
た前核期受精卵の前核内にマニピュレータ
ー操作によりヒト PPARγ cDNAを注入し
た。注入が完了した受精卵は，hCG注射によ
り偽妊娠を誘発させた仮親ウサギの卵管内
に胚移植した。胚移植後，生まれた仔ウサギ
の染色体へのヒト PPARγ遺伝子導入を
PCR検査で確認した。Tgウサギ作製に使用
したヒト PPARγ cDNAは，脂肪組織で特

異的に発現させるため，上流に aP2プロモー
ターを融合した。 
 
(2) PPARγ Tgウサギの遺伝子解析 
 遺伝子導入が確認されたウサギをファウ
ンダーとし，通常の日本白色種ウサギと交配
して F1 Tgウサギを得た後，F1ウサギの各
組織から抽出したmRNAを用いてNorthern 
blotを行い，ヒト PPARγ特異的 mRNAの
発現を確認した。また，脂肪組織における
PPARγの発現量については real-time 
RT-PCRにより解析を行った。 
 
(3) PPARγ Tgウサギの表現型解析 
 F1および F2 Tgウサギを用いて表現型解
析を行った。すなわち，a)体重，脂肪重量，
血漿脂質，グルコース，インスリンの測定，
b)静脈内糖負荷試験（IVGTT），インスリン
負荷試験（IVITT），c)脂肪組織の病理学的検
査を実施した。 
 
(4) 高脂肪食負荷による肥満誘導実験 
 PPARγ Tgウサギと対照ウサギに 10％高
脂肪食を 16週間負荷して実験的肥満を惹起
し，実験的肥満下における Tgウサギの表現
型について(3)と同様の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) PPARγ Tgウサギの作製 
 マイクロインジェクション後の生存胚
1,443 個を 48 匹の仮親ウサギの卵管内に移
植した。その結果，28匹の仮親が妊娠し（妊
娠率 54.2%），合計 83匹の仔ウサギを出産し
た（移植胚数に対する出産率 8.3%）。PCRに
よる遺伝子解析を行ったところ，4 匹に遺伝
子導入が確認された（移植胚数に対する Tg
率，0.3%）。このうち，2匹が正常に離乳し，
P57およびP97の 2匹のファウンダーウサギ
を得ることに成功した。 
 
(2) PPARγ Tgウサギの遺伝子解析 
 得られたファウンダーはいずれも雌であ
ったため，ファウンダーウサギを野生型の雄
と交配し，遺伝子解析用ならびに繁殖用の F1
ウサギを得た。P57 系統は，5 回出産させ，
合計 18匹の仔ウサギについて PCRによる遺
伝子解析を行ったが，いずれも導入遺伝子の
伝達が確認できずモザイクであったと判断
された。そのため，P57系統については，繁
殖によるコロニー拡大を断念した。いっぽう，
P97系統は，仔ウサギへの導入遺伝子の伝達
が確認され，遺伝子組換えウサギの F1 雄ウ
サギを得ることに成功した。得られた F1 お
よび F2 個体を用いて，導入遺伝子の発現な
らびに Tg ウサギの表現型について解析を行



 

 

なった。その結果，Tgウサギの各組織から抽
出した mRNA を用い Northern blot で脂肪
組織特異的に導入遺伝子の発現を確認した。
さらに，脂肪組織を用いた real-time RT-PCR
による検討においてもヒト PPARγmRNA
の発現が確認された。 
 
(3) PPARγ Tgウサギの表現型解析 
 PPARγ Tg ウサギと同腹の non-Tg ウサ
ギについて体重の推移，血漿脂質値，グルコ
ース値，インスリン値，腹腔内脂肪重量の測
定，さらには，静脈内糖負荷試験（IVGTT），
インスリン負荷試験（IVITT)を行ない比較検
討を行なったが，いずれも PPARγ Tgウサ
ギと同腹の non-Tg ウサギとの間に有意な差
は認められなかった。さらに，脂肪組織につ
いても病理組織学的観察を行ったが，脂肪細
胞の大きさに差は認められなかった。 
 
(4) 高脂肪食負荷による肥満誘導実験 
 通常食飼育下における PPARγ Tgウサギ
の表現型解析において PPARγ Tgウサギと
non-Tg ウサギとの間に有意な差は観察され
なかったことから，PPARγ  Tg ウサギに
10％高脂肪食を 16 週間負荷し，実験的肥満
誘導下におけるヒトPPARγ過剰発現の影響
についての検討を進めた。実験的肥満誘導後
に体重，血漿脂質値，グルコース値，腹腔内
脂肪重量，IVGTT ならびに IVITTを実施し
たが，いずれも PPARγ Tgウサギと non-Tg
ウサギとの間に有意な差を見いだすことは
できなかった。さらに，脂肪組織についても
病理組織学的観察を行ったが，脂肪細胞の大
きさに差は認められなかった。 
 以上の検討からは，PPARγの過剰発現の
による表現型の変化を Tg ウサギで観察する
ことができなかった。Tgウサギにおける導入
遺伝子（ヒト PPARγ）の発現については，
各組織での Northern blot，もしくは，脂肪
組織を用いた real-time RT-PCRによる検討
で，脂肪組織特異的に導入遺伝子が発現して
いることを確認している。しかし，今後，最
終的な結論を得るためには，脂肪組織におけ
るヒトPPARγの発現蛋白量ならびに発現蛋
白機能についてより詳細な追加実験の検討
が必要であると考えられることから，引き続
き検討を進める予定である。 
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