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研究成果の概要（和文）：マウスでランダムに突然変異を誘発させることで、炎症性関節炎を引

き起こす Ali18 系統が確立された。Ali18 変異を同定するために、遺伝的解析及び候補遺伝子

の DNA 配列の決定を行った。その結果、第 4 番染色体に位置するリン酸化酵素のコード領域

に突然変異が検出された。リン酸化は細胞のシグナル伝達に関係があり、Ali18 変異による増

殖シグナルの増幅が関節炎発症に関与すると考えられた。また、Ali18 シグナルを阻害すれば

炎症を抑制できる効果が期待された。 
 
研究成果の概要（英文）：In a large-scale random mutagenesis project in mice, the Ali18 
mutant strain was isolated because of inflammatory arthritis.  To characterize the Ali18 
mutation, we employed genetic mapping and positional candidate cloning.  Subsequently, 
the Ali18 mutation was found in the coding region of a protein kinase on chromosome 4.  
Because protein kinases play an important role in signal transduction, the Ali18 mutation 
was thought to amplify cell proliferation signals.  In this context, inhibitory drugs for the 
Ali18 signal cascade may silence aggressive inflammation in humans. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：実験動物学・実験動物学 
キーワード：病態モデル 
 
１．研究開始当初の背景 
 
65 歳以上では全体の５０％が何らかの関
節への痛みを伴った問題を抱えているとさ
れており、これからの高齢者社会において

その医療費は社会を強く圧迫すると予想さ
れる。しかしながら、ほとんどの関節炎は
環境因子と遺伝的因子が複雑に絡み合った
多因子性疾患であり、その効果的な治療は
研究開始当初も現在も困難である。 



  
２．研究の目的 （２）Ali18 変異の遺伝的地図作製 
 遺伝的背景が C3H の Ali18 ホモマウス

(C3H-Ali18/Ali18)を B6 の野生型（B6-+/+）
と交配させ、その産仔（C3B6-Ali18/+）を
同系交配した F2 で関節炎を発症したマウ
スのみで連鎖解析を行った。F2 マウスは 3
ヶ月齢以降に関節炎の強度を肉眼で点数化
し、1 以上のスコアの個体を遺伝型解析に
用いた。該当する個体の尾より、標準的な
プロテアーゼ Kを用いた方法によってゲノ
ム DNA を抽出した（Manipulating mouse 
embryo, ISBN 0-87969-384-3)。マイクロサ
テライト配列を利用した Simple Sequence 
Length Polymorphism (SSLP) の解析におけ
る PCR の条件は以前に記載した（Abe et al., 
Mammalian Genome 2006, 17, 915-926）。
用いたマーカーはほとんどが公開されたも
のである（Dietrich et al., Genetics 1992, 
131, 423-447)。 

人間では遺伝的均一で環境をコントロール
したサンプルを得ることは不可能であるの
で、炎症性関節炎を引き起こす単一遺伝子
を同定することは困難である。本研究では
均一な遺伝的背景で飼育環境を厳密にコン
トロールが可能な実験モデル動物を利用し
て炎症性関節炎の病態を解明し、新規治療
薬や治療法の開発を目的とする。具体的に
は、化学変異原 N-ethyl-N-nitrosourea 
(ENU)によって誘導された新規炎症性関節
炎モデルマウス、Ali18（写真）の原因遺伝
子同定を当面の到達点と設定し、さらにそ
の分子病態メカニズムを解明することによ
って治療薬、治療法の開発へと結びつける
事を目標とする。そのために本研究では、
遺伝学的手法によって Ali18 位置するゲノ
ム上の候補領域を特定するとともに、その
範囲内のゲノム構造と遺伝子群を詳細に解
析し、さらに候補遺伝子の塩基配列決定と
ポジショナルクローニングを並行して行う
ことによって原因遺伝子の同定を試みた。 

（３）Positional Candidate Cloning 
PosMed (Kobayashi and Toyoda, 
Bioinformatics 2008, 24, 1002-10）を用
いて、arthritis や bone marrow などのキ
ーワードにより候補遺伝子を選出した。
Ali18/Ali18 と C3HeB/FeJ マウスよりゲノ
ム DNA を抽出し、それぞれ 3匹程度をプー
ルして PCR の鋳型とした。候補遺伝子のタ
ンパク質をコードするエクソンの領域の配
列を決定するためのプライマー配列は、
ExonPrimer 
(http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg
/ExonPrimer.html) を用いて設定された。
PCR 産物は Gel Extraction Kit（QIAGEN）
を用いて精製され、通常のサンガｰ法により
シ ー ク エ ン サ ー （ ABI3100 Genetic 
Analyzer）を用いて決定された。得られた
配列データは GENETYX MAC version 12.2.7 
(GENETYX cooperation) および SNP Spot 
(DYNACOM) ソフトウェアによって、配列解
析が行われた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
 
３．研究の方法 
（１）マウス系統 
Ali18 変異マウス系統は、ドイツにおける
大規模 ENU ミュータジェネシスプロジェク
トにおいてにおいて単離された（Abe et al., 
Mammalian Genome 2006, 17, 915-926）。
Ali18 系統のオリジナルな遺伝的背景は
C3HeB/FeJ（The Jackson Laboratory, Bar 
Harbor, ME) で、Ali18/+マウスを C3H-+/+
マウスに 20 回以上戻し交配することによ
って維持された。Ali18/Ali18 マウスは、
Ali18/+の異系交配に得られた。その後は
Ali18/Ali18 マウスの異系交配によって維
持された。遺伝的マッピングには、
Ali18/Ali18マウスを野生型C57BL/6Jマウ
ス（The Jackson Laboratory, Bar Harbor, 
ME) と外交配させ、得られた F1-Ali18/+マ
ウスをさらに異系交配して F2 マウスを得
た。 

 
 
４．研究成果 
 
Ali18 変異マウスは、化学変異原である
N-ehyl-N-nitrosourea (ENU) により誘発
され 表現型を指標として単離された突然
変異系統である。ENU は、雄マウスに腹腔
内投与することにより生殖細胞に高率で点
突然変異を誘発することが知られている。
Ali18 変異マウスの病態メカニズムを解明
するためには、ポジショナルクローニング
法により原因となる突然変異を検出するこ
とが最も重要で効果的である。マウスにお
けるポジショナルクローニングでは、まず
遺伝的背景の異なる野生型系統に変異系統

 



を交配させ、その産仔について系統特異的
な DNA 多型マーカーを用いて遺伝的マッピ
ングを行う。これにより、原因遺伝子の近
傍に位置する多型マーカーが明らかになり、
大まかな染色体上の位置が判明する。原因
となる突然変異を検出するためには、さら
にその突然変異が位置するゲノム上の領域
を遺伝的マッピングおよび物理的地図作製
などにより詳細に解析する必要がある。し
かしながら、Ali18 変異のポジショナルク
ローニングを進めるには大きな障害があっ
た。Ali18 マウスは C3HeB/FeJ（C3H）系統
由来であるが、これを C57BL/6J（B6）系統
などの別な系統と交配させると次世代の
Ali18 ヘテロマウス（Ali18/+）の表現型が
完全に消えてしまうのである。幸い Ali18
ホモマウス（Ali18/Ali18）の表現型は抑制
されない個体がいることから、大まかな遺
伝的マッピングは可能であった。しかし、
さらなる領域の限定には大きな問題となっ
た。つまり突然変異を限定しようとした場
合にはその境界を規定する多型マーカーが
重要になるのだが、その境界を決める組み
換えが表現型と呼応するかどうかが不明に
なってしまうのである。このような遺伝的
背景による表現型の変化は、他の変異マウ
スあるいはトランスジェニックマウスにお
いても多数知られている。その原因として
考えられるのは、遺伝的背景における塩基
配列の多型が原因遺伝子のシグナル経路に
はたらいているために表現型のアウトプッ
トが変化することである。そのような遺伝
的背景に存在し、表現型を変化させる原因
となる遺伝子は修飾遺伝子（modifier 
gene）と呼ばれる。修飾遺伝子は、逆に考
えると未知の遺伝子の伝達経路の解析には
非常に有用である。Ali18 の修飾遺伝子の
染色体上の位置を決定することにより、
Ali18 原因遺伝子の存在する領域を限定す
るために用いるとともに、その伝達経路に
存在する遺伝子群の候補の絞り込みに用い
ることが可能である。 
 F2 マウスの連鎖解析の結果、
Ali18 原因遺伝子は染色体 4 番にマップさ
れた。しかしながら、Ali18 の最も近傍に
位置するマーカーでタイピングを行っても、
全体の約 90%の個体はホモで残りの 10%は
ヘテロであった。このことから、B6 ゲノム
には Ali18 を抑制するような修飾遺伝子群
が存在し、これらの遺伝子群が存在する領
域が C3H だった場合に Ali18/+の関節炎が
現れるという仮説が考えられた。この仮説
を検証するため、22 匹の関節炎となった F2
の Ali18/+マウスのゲノムDNAを 66の常染
色体に散在するマイクロサテライトマーカ
ーを用いて遺伝子型を決定した。その結果、
興味深いことに第 1染色体と第 3染色体に

位置する複数のマーカーで、C3H の遺伝子
型と有意に相関が認められた（χ自乗検定、
P 値 0.0001 以下）。また、コントロールに
用いた表現型陽性の Ali18/Ali18 個体では
同じマーカーで有意差はこのことから、B6
に存在する Ali18 の修飾遺伝子群はごく少
数のゲノム領域に存在することが示唆され
た。そこでさらに規模を拡張して、267 匹
のF2マウスとAli18/Ali18への戻し交配を
行った 174 匹の N2 マウスについて、ゲノム
ワイドな 153 の SNP マーカーについて遺伝
子型を決定するとともに関節炎の表現型を
解析した。その結果、N2 マウスの集団では
第1番と第15番染色体に位置するマーカー
に お い て 優 位 な 相 関 が 認 め ら れ た
（Permutation test、P 値 0.05 以下）。F2
マウスの集団では有意な相関は認められな
かったが、第 3番染色体のマーカーにおい
て示唆的な相関が認められた。先の
F2Ali18 マウスにおける結果と第一番染色
体と第 3番染色体については重複した結果
が得られた。また、N2 マウスの集団におい
て関節炎を呈しない Ali18/Ali18 マウスと
関節炎を呈した Ali18/+マウスの第 1 番と
15 番染色体の遺伝子型を調べたところ、
Ali18/Ali18 ではほとんど全てがヘテロ遺
伝子型であるのに対して Ali18/+ではほと
んどが C3H 由来のホモであった。これらの
結果より、第 1番、3番、15 番の領域が、
Ali18 の修飾遺伝子が存在する候補領域で
あることが強く示唆された。興味深いこと
にこれらの領域には、リュウマチなどの関
節炎の患者の遺伝子型と相関が認められる
MHC領域が存在する第17番染色体は含まれ
ていない。このことは、成熟リンパ球が
Ali18 マウスの関節炎の発症には寄与しな
いという先の報告を指示する結果であり
（参考文献 3）、Ali18 は新規の経路によっ
て関節炎を発症することが示唆された。ま
た、これらの候補領域には、指やつま先の
皮 膚 や 爪 が 腐 食 す る 疾 患 で あ る
junctional epidermolysis bullosa の原因
遺伝子であるLaminin gamma-2（1番染色体）
や破骨細胞で発現して骨代謝に重要なはた
らきをする Cathepsin K（3 番染色体）が含
まれる。第 15 番染色体には、顆粒球の分化
に重要な Neutrophil cytosolic factor 4
や Colony stimulating factor 2 receptor、
T 細胞で重要な機能を持つ Interleukin 2 
receptor beta chain などが存在する。こ
れらの候補遺伝子については、これらの領
域のコンジェニック系統の作製やマイクロ
アレイ解析によってさらに Ali18 マウスの
関節炎発症における機能を詳細に解析する
予定である。また、Ali18 の修飾遺伝子の
領域が特定されたことで、原因遺伝子探索
について大きく貢献することが期待される。 



  Ali18変異は第4番染色体の遠位
にマップされた（Abe et al., Mammalian 
Genome 2006, 17, 915-926）。さらに減数分
裂を 700 程度まで増やす過程で、候補領域
付近のマイクロサテライトマーカーを新た
Ali18 に加えることにより、候補領域は
D4Neu21 と D4Neu26 の間の領域 200 kb 程度
まで縮小された。そこで、このゲノム領域
をカバーする BAC (Bacterial Artificial 
Chromosome) クローンにより物理的地図を
作製し、さらにそのゲノム領域によってマ
ウスの炎症性関節炎を回復することが可能
かどうかを知るために、BAC トランスジェ
ニックレスキューを行った。これは目的の
BAC DNA よりトランスジェニックマウス系
統を作出し、それを Ali18 系統と交配させ
て機能回復が生じるかを確認する。もし、
BAC DNAが原因遺伝子を含んでいればAli18
の表現型が正常な野生型に戻ることが予想
される。しかしながら、この方法では突然
変異が機能欠損型の場合は機能するが、機
能亢進型はレスキューすることができない
という問題点がある。候補領域を含む２つ
の BAC ク ロ ー ン , RP24-330N3 と
RP23-265N18，について BAC トランスジェニ
ック系統を作出した。BAC は C57BL/6 由来
の DNA を用い、マイクロインジェクション
する受精卵には Ali18 マウスと同じ遺伝的
背景である C3H 系統を用いた。このことに
よりB6とC3Hを識別するマイクロサテライ
トマーカーである D4Neu21 と D4Neu26 によ
ってトランスジーンの有無が確認できた。
作出されたトランスジェニック系統と
Ali18 マウスとの交配を行った結果、トラ
ンスジーンを持つ Ali18 マウスを得た。そ
れらのマウスは複数において Ali18 ヘテロ
で炎症性関節炎を呈し、表現型の回復は認
められなかった。さらに減数分裂の解析を
継続する過程で、D4Neu21 と D4Neu26 の間
の領域を候補領域とするには符号しない組
み換え体が複数得られた。これらは Ali18
の修飾遺伝子群（Abe et al., Mammalian 
Genome 2009, 20, 152-161）の影響により
候補領域の境界を限定することが困難であ
ることが示唆された。つまり炎症性関節炎
を呈する個体には、修飾遺伝子の組み合わ
せにより Ali18 の遺伝型がヘテロであるか
ホモであるかを厳密に特定できない。その
ことによって、候補領域の縮小が困難であ
ると考えられた。 
 Ali18 の候補領域では遺伝的背景
からの影響により関節炎の表現型からヘテ
ロとホモマウスの判別ができないために、
その境界の決定が困難である。しかしなが
ら、この領域と C3H ゲノムとの相関は明ら
かなことから、BL6 がホモとなる領域には
突然変異が存在する可能性はない。そこで

BL6 がホモとなっている領域からヘテロと
なる境界を確実な候補領域とした。その結
果、D4Neu12 と D4Mit134 にはさまれる約 3 
Mb の領域が候補領域として考えられた。そ
こで、PosMed と呼ばれる文献データベース 
(http://omicspace.riken.jp/PosMed/) に
よってこの領域内に位置する遺伝子群の文
献情報より候補遺伝子の絞り込みを行った。
関節炎や骨髄などのキーワードによりサー
チした結果、数個の候補遺伝子が検出され
た。野生型とAli18/Ali18個体のゲノムDNA
を用いて、それらの遺伝子のタンパク質コ
ーディング領域の DNA 配列決定をサンガー
法により行った。その結果、Ali18/Ali18
ではタンパク質リン酸化酵素のコーディン
グ領域においてアデニンよりグアニンへの
置換が認められた。この置換により制限酵
素Mbo IIの認識部位が消失することが予想
されたので、PCR 生成物を Mbo II で切断し
てゲル電気泳動を行った。その結果、予想
通りC3HとB6の野生型では切断が生じるが、
Ali18 系統の交配より得られたヘテロやホ
モマウスにおいては切断されないバンドパ
ターンが認められた。Mbo II 切断による遺
伝子型決定は、交配のパターンと関節炎の
表現型に完全に一致した。 
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