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研究成果の概要（和文）：MSM/Msマウスのユニークな表現型のうち「活発な自発運動」については、視床、中脳、橋、
延髄が互いに関連して関与することを明らかにした。疾患抵抗性のうち「膵炎」については、高度に発現誘導されるSp
ink3が、その抵抗性に関与すること、炎症に関わる遺伝子群はほとんど関与しないことを明らかにした。「糖尿病」に
ついては、MODY(Maturity-onset diabetes of the young)の原因遺伝子であるHNF1α, HNF1β, HNF4α,Pdx1, NeuroD,
 Gckについて、貴重な研究リソースとなるノックアウト及びヒト化マウスを作製することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In MSM/Ms mouse, we showed that coordinate function of thalamus, midbrain, pons, a
nd medulla was essential for its agility. In addition, high induction of Spink3 was involved in resistance
 to cerulein-induced pancreatitis. Furthermore, we succeeded to create knock out and knock-in mice in MODY
 associated genes including HNF1alpha, HNF1beta, HNF4alpha, Pdx1, NeuroD, Gck, that become valuable resour
ces in research community.
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１．研究開始当初の背景 

日本産野生マウス由来のMSM/MsやJF1マウスは、

B6/J マウス等と対比して、きわめてユニークな表

現型を示す。例えば、活発な自発運動、ウレタン

誘発による肺がん抵抗性(Miyashita et al. Jpn. J. 

Cancer Res. 78:494-8, 1987)、高脂肪食時の肥

満・糖尿病等に対する抵抗性(Kobayashi et al. J 

Nutr Biochem 15:614-21, 2004)である。ゲノム配

列の違いから抵抗性／感受性等の遺伝的メカニズ

ムが、B6/J 等とは異なっていることが推測され、

疾患感受性／抵抗性も含むユニークな表現型の遺

伝的機序を明らかにする上で、実験動物学的に見

てもきわめて貴重な研究対象である。申請者らは、

MSM/Ms マウスから ES 細胞の樹立に成功し、きわ

めて効率よく生殖キメラを作製する方法を確立し

た。また、マウス遺伝子を完全破壊後に、望みの

遺伝子、例えばヒト相同遺伝子、で置換すること

のできる「可変型相同組換え法」も開発していた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、MSM/Ms マウスの特徴的な表現型

に着目して、以下のプロジェクトを実施するこ

ととした。第 1 は、このマウスの最大の特徴で

ある「活発な自発運動の遺伝学的解析」である。

これまでの予備実験から、脳内の MSM 細胞の分

布によって行動が規定されていることを示唆し

ている。これを利用し、この自発運動にかかわ

る脳内の領域をまず絞り、その領域で発現して

いる遺伝子を同定し、最終的にはノックアウト

マウスを作製して確定することとした。第 2 は、

「疾患感受性/抵抗性の遺伝学的解析」である。

ここでは 2 つの疾患に焦点を当てた。一つは、

申請者らの研究室で明らかにした「膵炎感受性

の遺伝学的解析」である。膵炎に関与するファ

クターとしては、(1)膵炎の直接原因である

Prss1、(2)Spink3、(3)炎症性サイトカインであ

る IL-1, TNF-, IL-6、(4)抗炎症性サイトカ
インである TGF-、IL-13 等が考えられる。これ
らの発現パターンを詳細に解析し、関与遺伝子

を明らかにする。二つ目は「糖尿病抵抗性」に

関する研究である。すでに、Kobayashi らにより、

MSM/Ms は高脂肪食による肥満及び糖尿病に対し

て抵抗性であることが示されたが、抵抗性の原

因は不明である。本研究ではヒトの糖尿病です

でに原因遺伝子が明らかになっている

MODY(Maturity-onset diabetes of the young)

に焦点を当てた。 

 

３．研究の方法 

（１）「活発な自発運動の遺伝学的解析」（荒木喜、

竹田、若菜） 

全体像としては、①キメラマウスの作製、②脳

内の MSM/Ms 由来の細胞の分布と行動パターンの

相関関係の解析と関連領域の同定、③関連領域で

の遺伝子探索と絞り込み、④絞り込んだ遺伝子破

壊マウスの作製と解析、による活発な自発運動に

関与する遺伝子の同定である。 

CAG-EGFP を導入した MSM ES(MSM ES-EGFP)細胞

を、蛍光のない XY 胚盤胞に注入してキメラを作製

すれば、MSM 由来の細胞が蛍光を発し区別できる

ようになる。キメラマウスを用いて、open-field 

test 、 light/dark transition test お よ び

home-cage activity test を行い、行動パターン

と脳における MSM 由来の細胞の分布との相関を解

析する。MSM の行動に関与する脳の領域を用いて、

マイクロアレイ解析により、関与遺伝子を選別す

る。そして、これらの遺伝子の破壊マウスを作製

し、行動を解析し、活発な行動に関与する領域と

その責任遺伝子を同定する。 

 
（２）「疾患の感受性・抵抗性に関する遺伝学的研

究」 

①「膵炎・膵がんの感受性/抵抗性の遺伝学的

解析」 

MSM/Ms が感受性で B6 が抵抗性である。既述し

た感受性/抵抗性にかかわる遺伝子に焦点を当て

る。セルレイン投与前後におけるこれらの発現パ

ターンの解析を行い、違いのある遺伝子について

解析を進める。 

②「糖尿病の抵抗性の遺伝学的解析」 

MODY に着目し、それらの６つの原因遺伝子の

ノックアウトマウスあるいはヒト正常及び変異

遺伝子を導入したマウスを作製し、解析を行う。 
 
４．研究成果 

（１）「活発な自発運動」の遺伝学的解析 

MSM/Ms 由来の細胞をマーキングするため、ES

細胞株 Mol/MSM-1 に CAG-NLS-lacZ-IRES-Puro-pA

を導入したのち、キメラマウスを作製し、以後の

行動解析に用いた。 

まず、MSM がコントロールとしての B6/J に対し

て、どの行動表現型がそれぞれに特徴的なのかに

ついて検討した。その結果、light/dark 

transition test (LD)において明箱進入潜時が長



く、移動活動量が低く、移動速度も遅いことから

情動性および

open-field test (OF)

中心滞在率が低く、

すと俊敏性に優れていることが推察された。

home-cage activity test (HA)

量には大きな差がないが、暗期の活動性が高く、

夜行性の特徴がより強いことが分かった。このよ

うな行動パターンの違いを明確に示したのは始

めてである。

この基礎データをもとに、それぞれのキメラマ

ウスにおける各解析項目の定量データについて、

Z 得点化による標準化を行い、測定値の高い低い

を色で分けヒートマップを作成した。その結果、

４つのグループに分類することができた。グルー

プ１は、MS

での移動活動性のみが

は、明期と暗期の切り替わり時のピークを示さな

いが、夜行性の特徴は強くなく

プ 4 は B6/J

り替わり時に高いピークを示し、夜行性の特徴は

強くない。

動において活発な行動パターンを取るのではな

く、基本的には動かず、緊急時には迅速に行動す

ることが明らかとなった。

行動解析の終了したキメラ個体は全て潅流固

定を行った後、脳組織の採取、切片の作製を行っ

た。切片とした脳組織は

盤胞由来の細胞と

した。そして、

に焦点を当て、脳内での

解析したところ、視床、中脳、橋、延髄がほとん

ど MSM 由来であったことから

で領域を特定できることが示唆された。

視床、中脳、橋、

延髄の最終的な投

射先は視床である

ため、視床におけ

る遺伝子発現を２

系統間で網羅的に

比較した。その結

果、発現量に２倍

以上上昇したのが

117 遺伝子、低下

したのが 123

子で、合計

伝子であった

倍以上の差があっ

く、移動活動量が低く、移動速度も遅いことから

情動性および不安が高いと推察された。

field test (OF)においては移動距離が短く、

中心滞在率が低く、注意深いが、いったん動き出

すと俊敏性に優れていることが推察された。

cage activity test (HA)

量には大きな差がないが、暗期の活動性が高く、

夜行性の特徴がより強いことが分かった。このよ

うな行動パターンの違いを明確に示したのは始

めてである。 

この基礎データをもとに、それぞれのキメラマ

ウスにおける各解析項目の定量データについて、

得点化による標準化を行い、測定値の高い低い

を色で分けヒートマップを作成した。その結果、

４つのグループに分類することができた。グルー

MSM とほぼ同じ行動。グループ

での移動活動性のみが

は、明期と暗期の切り替わり時のピークを示さな

いが、夜行性の特徴は強くなく

B6/J 様の行動表現型で、暗期と明期の切

り替わり時に高いピークを示し、夜行性の特徴は

強くない。この結果から、

動において活発な行動パターンを取るのではな

く、基本的には動かず、緊急時には迅速に行動す

ることが明らかとなった。

行動解析の終了したキメラ個体は全て潅流固

定を行った後、脳組織の採取、切片の作製を行っ

た。切片とした脳組織は

盤胞由来の細胞と MSM 

そして、MSM 様の行動を示すキメラマウス

に焦点を当て、脳内での

解析したところ、視床、中脳、橋、延髄がほとん

由来であったことから

で領域を特定できることが示唆された。

視床、中脳、橋、

延髄の最終的な投

射先は視床である

ため、視床におけ

る遺伝子発現を２

系統間で網羅的に

比較した。その結

発現量に２倍

上昇したのが

遺伝子、低下

123 遺伝

、合計 240 遺

った。２

の差があっ

く、移動活動量が低く、移動速度も遅いことから

不安が高いと推察された。

においては移動距離が短く、

注意深いが、いったん動き出

すと俊敏性に優れていることが推察された。

cage activity test (HA)においては総活動

量には大きな差がないが、暗期の活動性が高く、

夜行性の特徴がより強いことが分かった。このよ

うな行動パターンの違いを明確に示したのは始

この基礎データをもとに、それぞれのキメラマ

ウスにおける各解析項目の定量データについて、

得点化による標準化を行い、測定値の高い低い

を色で分けヒートマップを作成した。その結果、

４つのグループに分類することができた。グルー

とほぼ同じ行動。グループ

での移動活動性のみが B6/J に類似。

は、明期と暗期の切り替わり時のピークを示さな

いが、夜行性の特徴は強くなく B6/J

様の行動表現型で、暗期と明期の切

り替わり時に高いピークを示し、夜行性の特徴は

この結果から、MSM/Ms

動において活発な行動パターンを取るのではな

く、基本的には動かず、緊急時には迅速に行動す

ることが明らかとなった。 

行動解析の終了したキメラ個体は全て潅流固

定を行った後、脳組織の採取、切片の作製を行っ

た。切片とした脳組織は lacZ 染色を行い、

MSM ES 細胞由来の組織を鑑別

様の行動を示すキメラマウス

に焦点を当て、脳内での MSM 由来の細胞の分布を

解析したところ、視床、中脳、橋、延髄がほとん

由来であったことから（図１

で領域を特定できることが示唆された。

く、移動活動量が低く、移動速度も遅いことから

不安が高いと推察された。

においては移動距離が短く、

注意深いが、いったん動き出

すと俊敏性に優れていることが推察された。

においては総活動

量には大きな差がないが、暗期の活動性が高く、

夜行性の特徴がより強いことが分かった。このよ

うな行動パターンの違いを明確に示したのは始

この基礎データをもとに、それぞれのキメラマ

ウスにおける各解析項目の定量データについて、

得点化による標準化を行い、測定値の高い低い

を色で分けヒートマップを作成した。その結果、

４つのグループに分類することができた。グルー

とほぼ同じ行動。グループ 2 は、

に類似。グループ

は、明期と暗期の切り替わり時のピークを示さな

B6/J 型。グルー

様の行動表現型で、暗期と明期の切

り替わり時に高いピークを示し、夜行性の特徴は

MSM/Ms は、普段の活

動において活発な行動パターンを取るのではな

く、基本的には動かず、緊急時には迅速に行動す

行動解析の終了したキメラ個体は全て潅流固

定を行った後、脳組織の採取、切片の作製を行っ

染色を行い、B6

細胞由来の組織を鑑別

様の行動を示すキメラマウス

由来の細胞の分布を

解析したところ、視床、中脳、橋、延髄がほとん

１）、この方法

で領域を特定できることが示唆された。 

く、移動活動量が低く、移動速度も遅いことから

においては移動距離が短く、

注意深いが、いったん動き出

においては総活動

量には大きな差がないが、暗期の活動性が高く、

夜行性の特徴がより強いことが分かった。このよ

うな行動パターンの違いを明確に示したのは始

この基礎データをもとに、それぞれのキメラマ

ウスにおける各解析項目の定量データについて、

得点化による標準化を行い、測定値の高い低い

を色で分けヒートマップを作成した。その結果、

４つのグループに分類することができた。グルー

は、OF

グループ 3

は、明期と暗期の切り替わり時のピークを示さな

型。グルー

様の行動表現型で、暗期と明期の切

り替わり時に高いピークを示し、夜行性の特徴は

は、普段の活

動において活発な行動パターンを取るのではな

く、基本的には動かず、緊急時には迅速に行動す

行動解析の終了したキメラ個体は全て潅流固

定を行った後、脳組織の採取、切片の作製を行っ

B6 胚

細胞由来の組織を鑑別

様の行動を示すキメラマウス

由来の細胞の分布を

解析したところ、視床、中脳、橋、延髄がほとん

、この方法
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および
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現量に大差なく、

るものではな

がセルレイン膵炎の感受性に影響を与えるかど

うかについて、２つの実験を計画した。一つは、

すでに

で、ノックアウトヘテロマウスでセルレイン膵

炎の感受性が亢進するかどうかを解析した。し

かしながら、ヘテロとコントロールでは

量が

た遺伝子のパスウェイ解析
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酸化的リン酸化

病関連遺伝子の分子
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Sae, L37Ae 等）

 

（２）「疾患の感受性・抵抗性に関する遺伝学的研

究」 

①「膵炎・膵がんの感受性

解析」(山村、荒木正、李

Prss1 は感受性である

は抵抗性である

炎症に関与することが分かっている他のファク

ターは、意外にもほとんど

を除く上記の遺伝子について

基 配 列 を

（http://molossinus.lab.nig.ac.jp/msmdb/ind

ex.jsp）、驚いたことに上流

ング領域をも含めて、ほとんど同じ配列であるこ

とが分かった。

そこで、もともと発現に差が認められた

および Spink3

Prss1 については、

現量に大差なく、

るものではな

がセルレイン膵炎の感受性に影響を与えるかど

うかについて、２つの実験を計画した。一つは、

すでに Spink3

で、ノックアウトヘテロマウスでセルレイン膵

炎の感受性が亢進するかどうかを解析した。し

かしながら、ヘテロとコントロールでは

量が 20%になるにもかかわらず、膵炎感受性に差

た遺伝子のパスウェイ解析

http://david.abcc.ncifcrf.gov/

ころ、発現が低下していた遺伝子群については、

酸化的リン酸化（ND1, ND3

の分子であった。

た遺伝子に関してはリボソーム関連

等）の分子で

「疾患の感受性・抵抗性に関する遺伝学的研

「膵炎・膵がんの感受性

山村、荒木正、李

は感受性である C3H

は抵抗性である MSM で高発現が見られた。しかし、

に関与することが分かっている他のファク

ターは、意外にもほとんど

上記の遺伝子について

基 配 列 を 比 較 し た が

http://molossinus.lab.nig.ac.jp/msmdb/ind

、驚いたことに上流

も含めて、ほとんど同じ配列であるこ

とが分かった。 

そこで、もともと発現に差が認められた

Spink3 について、再度検証を行った。

については、B6/J と

現量に大差なく、MSM での膵炎抵抗性を説明でき

るものではなかった。次いで

がセルレイン膵炎の感受性に影響を与えるかど
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