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研究成果の概要（和文）：我々は、突然変異ハムスターを活用することで、疾患の発症・進展に

関わる意外な分子メカニズムの発見を目指している。本研究においては、心臓肥大が著明な

BIO14.6 心筋症ハムスターではβB１－クリスタリン遺伝子に点突然変異が存在し、当該タンパ

ク質が水晶体のみでなく心筋でも欠損することを明らかにした。さらに、BIO14.6 を正常ハム

スターと交配させることで、新たに βB１－クリスタリンのみを欠損するハムスターを作出し

た。本研究は、これまでは水晶体特異的タンパク質と考えられてきた βB1－クリスタリンが、

心臓の機能維持において果たす役割を解明するための基礎となるであろう。

研究成果の概要（英文）：We are aiming to find unexpected molecular mechanisms underlying 

various diseases by using natural mutant hamsters. In this study, we found that BIO14.6 

cardiomyopathic hamster had a point mutation in βB1-crystallin gene, causing the loss 

of its protein product in the heart. Furthermore, we created a new hamster line lacking 

βB1-crystallin protein by crossing normal and BIO14.6 hamsters. This study will set a 

basis to elucidate the cardiac roles ofβB1-crystallin, which has been recognized as a 

lens-specific protein so far.
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１．研究開始当初の背景

（１）心臓の正常な拍動には様々な分子が関

わっており、それら分子の機能解明は心臓病

の克服に必要不可欠である。これまでに、心

機能調節に重要な役割を果たす分子が多数

同定されてきている。特にノックアウトマウ

スなど発生工学を用いた手法は特定分子の

生体内機能を解明する有力な手段であり、

様々な分子の生体内における機能の解明に

貢献してきた。しかし、特定臓器における未

知の疾患関連分子の探索を試みようとする

場合、その切り口を論理的に見つけることは

難しい。こうした難局を打開する活路の一つ

として、我々は突然変異疾患モデル動物に着

目した。心臓病の場合、心筋症ハムスターが

よく知られているが、実はそれには心筋肥大

の著明な BIO14.6 と心筋拡張の著明な TO-2

など表現型や重症度の異なる亜系統が存在

する。

（２）我々はこれまでに、全ての心筋症ハム

スターに共通する遺伝的原因として、約30 kb
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の染色体領域の欠失を見出している。正常の

当該ゲノム領域にはジストロフィン結合タ

ンパク質の一つであるδ－サルコグリカン

遺伝子のプロモーターが存在しており、それ

ゆえ、心筋症ハムスターではδ－サルコグリ

カンの転写ならびに翻訳産物が欠損する。そ

の結果、心筋形質膜を安定化させる機能を有

するジストロフィン結合タンパク質複合体

の２次的崩壊、ひいては心筋細胞の変性に至

ることを明らかにした。

（３）では、なぜ BIO14.6 では他の心筋症ハ

ムスターに比べて心肥大が著明なのであろ

うか。我々は、BIO14.6 にはδ－サルコグリ

カン以外にも別の遺伝子異常が存在するの

ではないかと考え、その探索を続けてきた。

その解決の糸口は、意外なところから現れた。

（４）我々は数多くの心筋症ハムスターの個

体を観察する過程で、BIO14.6 のみが高頻度

に白内障を伴うことに気がついた。そして、

水晶体のタンパク質を解析することで、

BIO14.6 の水晶体ではβB1－クリスタリン分

子が欠損していることを見出した。その後、

βB１－クリスタリンは正常では心筋でも発

現しており、BIO14.6 では水晶体のみでなく

心臓でも欠損しているのではないかとの思

いが頭をよぎった。そして実際に調べてみる

と、その予想は正しかった。これが、本研究

に着手するきっかけである。

２．研究の目的

（１）心臓におけるβB1－クリスタリンの機

能を解析するためには、それが単独で欠損す

る実験モデル動物が必要である。これまでに、

そのようなノックアウトマウスは存在しな

い。また、BIO14.6 は、βB１－クリスタリン

のみでなくδ－サルコグリカンも欠損する

ため、βB１－クリスタリン単独の機能を調

べるには不向きである。そこで、BIO14.6 を

正常ハムスターと交配させることで、目的と

する βB１－クリスタリン単独ハムスターを

作出しなければならない。

ハムスターは、マウスやラットと異なり、

キャニバリズムが激しい。すなわち、理由は

よく分らないが、母親が胎児を容易に食殺し

てしまうのである。それゆえ、ハムスターの

交配ならびに系統維持は、非常に難しいこと

が予想される。しかし、βB１－クリスタリ

ンの心臓機能というフロンティアを開拓す

るためには、βB１－クリスタリン単独ハム

スターを作出しなければならない。これはや

り遂げなければならないミッションであり、

挑戦的萌芽研究という名に相応しいと考え

た。

（２）本研究で作出する βB１－クリスタリ

ン単独欠損ハムスターを今後の心臓病研究

の確かな基盤とするためには、その遺伝子異

常の詳細も明らかにすべきと考えた。我々は

予備実験においてに、BIO14.6 で βB１－ク

リスタリンのタンパク質が欠損するのは、そ

の mRNA のスプライシング異常に原因がある

ことを明らかにしていた。しかし、そのゲノ

ムにおける変異の詳細については全く分か

っていなかった。そこで、本研究では、

BIO14.6 における βB１－クリスタリンのゲ

ノム変異を同定し、さらに、それがどのよう

なメカニズムで mRNA のスプライシング異常

を引き起こすのかを明らかにすることにし

た。

３．研究の方法

（１）BIO14.6 と正常ハムスターとの交配：

BIO14.6 と正常ハムスターはδ－サルコグリ

カン遺伝子と βB１－クリスタリン遺伝子に

関して異常ホモ(-/-, -/-)と正常ホモ（+/+, 

+/+）であり、次の第１世代は全例でヘテロ

(+/-,+/-)になる。第２世代でδ－サルコグ

リカンが(+/+)になる確率は 1/4、かつβB１

－クリスタリンが(-/-)になる確率は 1/4 x 

1/4 = 1/16、それが♂あるいは♀である確率

は 1/16 x 1/2 = 1/32 である。この♂と♀を

交配させた第３世代は、全例で（+/+, -/-）

になる。例えば、最初に８組交配すると、ハ

ムスターの平均産児数を６匹（♂♀３組）と

すると、第２世代では生まれる 144 匹（= 8

組 x 3 組 x 6 匹）の 1/32、つまり目的とする

♂と♀がそれぞれ 4～5 匹ずつ得られること

が期待される。

各個体の遺伝子型は、ゲノムの PCR で決定

する。尚、ハムスターにはマウスやラットと

異なり尾が無いため、遺伝子診断に必要なゲ

ノムは耳介から抽出する。

（２）BIO14.6 における βB1－クリスタリン
の遺伝子変異の解明：我々は予備実験におい
て、正常ハムスターのβB1－クリスタリンに
対応する cDNAとゲノムをクローニングし、
正常ハムスターのβB1－クリスタリン遺伝
子は６つのエクソンから構成されているこ
とを明らかにしている。さらに、BIO14.6 で
は第１エクソンと第４エクソンがスプライ
スされた異常 mRNA が主として存在している
ことも明らかにしている。このことから、
BIO14.6 のβB1－クリスタリン遺伝子のスプ
ライシング異常の原因となる遺伝子変異は、



そのイントロン 1、2、3のどこかに潜んでい
ることが推測された。

そこでまず、BIO14.6 のβB1－クリスタリ

ン遺伝子の第１エクソンから第４エクソン

に至るゲノム領域を PCR で増幅して得る。そ

の全塩基配列を決定し、当該正常配列と比較

し、BIO14.6 における塩基変異を探索する。

変異が見つかった場合には、それが mRNA の

スプライシングにどのような影響を及ぼす

かをエクソン・トラッピング実験によって検

証する。具体的には、変異が見出されたイン

トロンと隣接するエクソンを含むゲノムを

pSPL3 ベクターにクローニングし、培養細胞

にトランスフェクションする。培養細胞から

抽出した RNA から cDNA を合成し、pSPL3 ベク

ター内のエクソン配列に対応するプライマ

ーセットで RT-PCR を行う。もし、pSPL3 ベク

ターに組み込んだβB1－クリスタリンの当

該エクソンが正しくスプライシングされる

ならば、RT-PCR で増幅される cDNA はその分

だけベクター由来のものより大きくなるは

ずである。

４．研究成果
（１）BIO14.6 と正常ハムスターとの交配：
ハムスターの交配はキャニバリズムの問題
もあり、単純計算通りには行かずに予想以上
に苦しめられた。しかし、交配を第１世代、
第２世代、第３世代と進めることで、δ-サ
ルコグリカン遺伝子が(+/+)、βB1-クリスタ
リン遺伝子が(-/-)である個体、すなわち、
βB１－クリスタリン単独ハムスターを♂と
♀共に数匹ずつ得ることができた。それらを
さらに交配させることで、最終的に βB１－
クリスタリン単独ハムスターを♂と♀共に
数十匹ずつ得ることに成功した。

（２）BIO14.6 におけるβB1－クリスタリン
の遺伝子変異の解明：βB1－クリスタリンの
第３イントロンの開始部分（splice donor 
site）に Gから Aへの点突然変異を見出した。
これは、いわゆる GT-AG ルール（mRNA のスプ
ライシングに関わるコンセンサス配列）を崩
壊させるものである。

実際、エクソン・トラッピング実験を行っ
てみると、正常ハムスター由来の第３エクソ
ンはスプライシングされたが、BIO14.6 由来
の第３エクソンはスプライシングされなか
った。

以上のことから、BIO14.6 の生体内で βB1
－クリスタリン遺伝子が正常にスプライシ
ングされなくなる遺伝的原因は、その第３イ
ントロン開始部分における Gから Aへの点突
然変異であると考えられた。

（３）その他の成果：ハムスターを交配させ

る合間を縫い、本研究に深く関連する重症心

筋症ハムスターTO-2 の分子病態の解明も進

めた。以下に、その概略を記す。

我々は、TO-2 では心室筋の T管と Z線の微

細構造が崩壊することを見出した。Z線を構

成するタンパク質をウエスタンブロットで

調べたところ、TO-2 では、加齢と共にデスミ

ンが特異的に減少していた。そこで、デスミ

ンの cDNA を単離してその塩基配列を調べた

ところ、TO-2 のデスミンは 191 番目のアミノ

酸がアラニンからスレオニンに変異してい

た。このアミノ酸の変異により、Cキナーゼ

によるリン酸化配列が生ずるが、実際のリン

酸化は検出できなかった。また、当該アミノ

酸が存在するコイルー１ドメイン同士の結

合にも差異は検出できなかった。しかし、正

常と変異デスミンを中間系フィラメントの

欠損株である SW13 細胞に発現させ、線維形

成の程度を比較すると、TO-2 のデスミンは線

維を形成したが、正常に比べて細く、疎であ

ることが分かった。

以上の知見から、TO-2 のデスミン分子には、

アラニンからスレオニンへのアミノ酸変異

があることが分かった。デスミン分子は中間

系フィラメントであるが、この点突然変異の

ために筋原線維のバンドリング能などが低

下し、結果として心筋変性が促進されるもの

と考えられた。

（４）総括：本研究により、βB１－クリス

タリン単独ハムスターという新しい疾患モ

デル動物を作出することができた。このモデ

ル動物の誕生によって、心臓におけるβB１

－クリスタリンの機能という医学のフロン

ティアを切り開くことが可能になった。
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