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研究成果の概要（和文）：腸粘膜での異物排出ポンプであるABCB1Aの機能喪失を共通して有するSAMP1とFVB/N系マウス
を用いることにより、ABCB1Aの機能喪失を基盤とした潰瘍性大腸炎の発症が、第16染色体、および第13染色体上の修飾
遺伝子により規定されることを明らかとした。さらに、第16染色体上の修飾遺伝子の存在領域を約7 Mbにまで限局する
ことができた。この領域に存在する遺伝子の系統間多型検索の結果、修飾遺伝子の候補としてIfnar1遺伝子内のミスセ
ンス塩基置換多型を同定した。しかしながら、この多型がABCB1A欠損条件下で潰瘍性大腸炎発症への感受性を規定する
ものであるか否かは完全には証明されなかった。

研究成果の概要（英文）：It was found that development of ulcerative colitis under the compromised Abcb1a 
function is influenced by modifier genes located on chromosomes 16 and 13 by using SAMP1 and FVB/N mouse 
strains that have a loss-of-function mutation in the Abcb1a gene, which functions in the exclusion of a 
wide range of drugs from the cell. It was also revealed that one of the modifier genes is located in the 
interval of approximately 7 Mb on chromosome 16. Furthermore, a missense nucleotide substitution 
polymorphism in the Ifnar1 gene was discovered between the two mouse strains that the SAM strains. 
However, it was not clear if the polymorphism is actually involved in the determination of development of 
ulcerative colitis under the compromised Abcb1a function.

研究分野：実験動物学

キーワード： 潰瘍性大腸炎　マウス　Abcb1a　遺伝子
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１．研究開始当初の背景 
 潰瘍性大腸炎は大腸粘膜へのリンパ球の
浸潤によるびらんや潰瘍を主徴とする大腸
の炎症性疾患である。本邦でも患者数は年々
増加しており、厚生労働省により“難病（特
定 疾 患 ）” に も 指 定 さ れ て い る
（http://www.nanbyou.or.jp/entry/62）。国内
外の多くの研究により、本疾患では「遺伝的
素因を背景として、食べ物や腸内細菌由来の
抗原に対する粘膜免疫応答の調節異常が発
症に大きく関わっている」ことが示唆されて
いるが、その発症機序・原因の全容はいまだ
に不明であり、その原因究明と原因に則した
根治的治療法の開発が急務である。 
 潰瘍性大腸炎の発症に関わる遺伝的素因
として、実際にヒトにおいてはその原因とな
る遺伝子多型がいくつか同定されている。腸
粘膜での異物排出ポンプとして働く
ATP-binding cassette, sub-family B 
(MDR/TAP), member 1A（ABCB1A）遺伝子
上の一塩基置換多型もその一つである（Ho 
G-T et al. Gastroenterology 128: 288-296 
(2005)）。しかしながら ABCB1A遺伝子を含
め、いずれの原因遺伝子に関しても、その多
型単独では炎症性腸疾患の発症機序を説明
できない。発症にはこれらの機能的遺伝子多
型（例えば ABCB1A の場合は腸管での異物
の排出機能の低下）に加えてその他の遺伝子
(群)および環境要因が複合的に寄与している
と想定されている。ヒトは遺伝的に雑多な集
団であり、また生活環境などにも大きな違い
があるため、遺伝的解析、および各要因の上
下位性（epistasis効果）や寄与度の推定など
の研究には限界がある。このような研究には
遺伝的要因および環境要因を厳密に統御す
ることができるモデル動物を利用した研究
が有用である。 
 ヒトと同様に、マウスにおける ABCB1A
機能の喪失は潰瘍性大腸炎を惹起する。すな
わち、FVB/N系を遺伝的背景とする Abcb1a
遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
（FVB.129P2-Abcb1atm1Bor）は、ヒトと類似
した潰瘍性大腸炎を自然発症することが報
告されていた（ Panwala CM et al. J. 
Immunol. 161: 5733-5744 (1998)）。以降、こ
のマウスに関しても多くの研究報告がある
ものの、未だに詳細な発症機序は不明である。 
 一方、促進老化のモデルである一群の
Senescence-Accelerated Mouse (SAM)系マ
ウスを用いて老化関連疾患を研究している
過程で、SAMP1 系マウスが Abcb1a 遺伝子
に機能喪失型自然突然変異をもつことが判
明した。興味深いことに、SAMP1 系マウス
は ABCB1A 活性を喪失しているにもかかわ
らず、FVB.129P2-Abcb1atm1Borとは異なり潰
瘍性大腸炎を発症しない。この潰瘍性大腸炎
発症率の系統差は Abcb1a 遺伝子以外の
SAMP1とFVB/N系マウスの遺伝子(群)にお
ける違いに起因することが想定される。すな
わち、「これらのマウス系統では ABCB1A機

能の喪失により、腸管から侵入する何らかの
異物による免疫炎症反応が亢進し易い状況
となっており、これが潰瘍性大腸炎発症の基
盤となっている。FVB/N系マウスは潰瘍性大
腸炎の発症を促進する遺伝子(群)をもち、逆
に SAMP1系マウスは発症を抑制あるいは遅
延する遺伝子(群)をもつ」と想定された。 
 
２．研究の目的 
 以下の 2点の解明を目的とした研究を遂行
した。 
(1) SAM系マウスが保有する潰瘍性大腸炎の
発症あるいは抑制に関与する遺伝子を網羅
的に同定する。 
(2) ABCB1A機能喪失とその他の機能的遺伝
子多型がどのように組み合わさって潰瘍性
大腸炎の発症を規定するのか、その分子遺伝
学的メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) (FVB/N x SAMP1) F2交雑仔群を用いた
潰瘍性大腸炎抵抗性／感受性遺伝子の染色
体マッピング 
 ABCB1A 機能喪失に起因する潰瘍性大腸
炎に抵抗性を示す SAMP1系マウスと、感受
性を示す FVB/N 系マウスを交配して
(FVB/N x SAMP1) F2交雑仔集団を作出した。
尾から常法により抽出したゲノム DNA を用
いて PCR／アガロースゲル電気泳動法によ
り各マウスの Abcb1a 遺伝子型を判定し、
SAMP1 由来の機能喪失型対立遺伝子をホモ
で有する個体のみを選抜した。4 ヶ月齢まで
通常餌と水道水を自由摂取させて飼育した
後に安楽死させた。摘出した大腸をフォルマ
リン固定して病理標本を作製し、大腸炎発症
の有無を診断した。各染色体上のマイクロサ
テライトマーカー、および SNPsマーカー遺
伝子の genotyping を行ない、その遺伝子型
と潰瘍性大腸炎発症との遺伝相関解析、およ
び修飾遺伝子の染色体マッピングを行なっ
た。 
(2) 第 16 番染色体の当該領域内に修飾遺伝
子が存在することの確認 
 交配と第 16 番染色体上のマーカー遺伝子
の遺伝子型判定・選抜を繰り返して SAMP1
に FVB/N 系マウスの当該染色体領域を導入
したコンジェニック系マウスを作出し、4 ヶ
月齢で安楽死させて潰瘍性大腸炎発症の有
無を調査した。 
(3) 候補遺伝子の変異（多型）の同定 
 NCBIのWEBサイト上のマウスゲノムの
ドラフトシークエンスデータを参照し、潰瘍
性大腸炎発症との相関を示した第 16 番染色
体上の領域に存在する遺伝子データを抽出
した。これらの遺伝子のコード領域に関して、
PCR クローニングと塩基配列決定により
SAMP1 と FVB/N 系統間での塩基配列変異
（多型）を検索した。 
 WEB 上で利用できるフリーウェアである
SIFT 



(http://siftdna.org/www/SIFT_BLink_subm
it.html) 、 お よ び PolyPhen-2
（http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/）
を用いてミスセンス塩基置換（＝アミノ酸置
換）の影響の予測を行った。 
(4) Ifnar1 遺伝子上のミスセンス塩基置換の
病因性の検証 
 IFNAR1を構成要素とする I型インターフ
ェロン受容体の活性測定法の確立、およびそ
れを利用した、塩基置換により生じる
IFNAR1内の H274Rアミノ酸置換の影響の
調査を試みた。インターフェロンレポーター
プラスミド（pGL4-ISRE::minP）、マウス
IFNAR2 発現プラスミド、および、野生型、
または H274R アミノ酸置換を有する
IFNAR1 を発現するプラスミドを構築した。
HepG2 培養細胞にこれらのプラスミドをト
ランスフェクトして発現させた。これにマウ
ス INF-α または INF-β を添加した後にレポ
ーター活性を測定した。 
 また、Ifnar1遺伝子のノックアウトマウス
と SAMP1マウスとの交配により Abcb1a遺
伝子と Ifnar1 遺伝子のダブルノックアウト
マウスを作出し、4 ヶ月齢で安楽死させて潰
瘍性大腸炎発症の有無を調査した。 
 さらに、FVB/N 系マウスに機能喪失型
Abcb1a遺伝子、および Ifnar1のノックアウ
ト対立遺伝子をダブルコンジェニック導入
したマウスを作出し、4 ヶ月齢で安楽死させ
て潰瘍性大腸炎発症の有無を調査して、
FVB/N系マウスが有する Ifnar1遺伝子内の
ミスセンス塩基置換多型が ABCB1A 欠損条
件下で潰瘍性大腸炎発症への感受性を規定
するものであるか否かの証明を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) (FVB/N x SAMP1) F2交雑仔群を用いた
潰瘍性大腸炎抵抗性／感受性遺伝子の第 16
番染色体上での存在領域の限局化 
 (FVB/N x SAMP1) F2交雑仔（N=209）の
うち 19匹（9.1%）は 4ヶ月齢までに潰瘍性
大腸炎を発症した。この発症率は、「FVB/N
系マウスに由来する二つの劣性遺伝子がホ
モ化することが潰瘍性大腸炎発症の条件で
ある」と仮定した時の期待値である 6.25％と
は有意に異ならなかった（χ2 = 3.52；P > 
0.05）。 
 これらの F2 交雑仔に関して各染色体上の
マイクロサテライトマーカー、および SNPs
マーカー遺伝子の genotyping を行なった結
果、潰瘍性大腸炎を発症していた全 19 匹の
F2交雑仔が第 16番染色体の 53.37 cMに位
置する D16Mit155 マーカーにおいて
FVB/N に由来する対立遺伝子のホモ型であ
ることが判明した。この 19匹の F2交雑仔に
関する D16Mit155 のセントロメア、および
テロメア側に位置するその他のマーカー遺
伝子における遺伝子型を含むハプロタイプ
解析結果から、ABCB1A 欠損に起因する潰
瘍性大腸炎発症の修飾遺伝子の存在領域を

約 7 Mbの領域に限局することができた。さ
らに複数のマーカー遺伝子に関して調査し
たが、SAMP1 と FVB/N の間での多型が同
定されなかったため、さらなる限局化は達成
されなかった。 
 一方、F2交雑仔の中には D16Mit155 マー
カー遺伝子座において FVB/N に由来する対
立遺伝子のホモ型であるにもかかわらず、潰
瘍性大腸炎を発症しなかった個体が 31 匹い
た。ここから計算される F2交雑仔における潰
瘍性大腸炎の発症率（19/50=38%）は、過去
の報告（Staley EM et al., 2009）における
FVB.129P2-Abcb1atm1Borマウスの 5 ヶ月齢
での発症率である約 40％と良く一致した。た
だし、未発症であった 31匹の F2個体も屠殺
した 4ヶ月齢以降に潰瘍性大腸炎を発症した
可能性は棄却できない。 
 19 匹の潰瘍性大腸炎発症 F2マウスは、第
13番染色体上の D13Mit157マーカー (36.0 
cM)においても、FVB/N由来の対立遺伝子へ
の有意な偏りを示した（FVBホモ : ヘテロ: 
P1ホモ = 10 : 7 : 2; χ2 = 8.04；P < 0.05）。 
 逆に、“D16Mit155 マーカーにおいて
FVB/N 由来のホモ型であったにもかかわら
ず大腸炎を発症していなかった 31匹の F2マ
ウス”においては D13Mit157マーカー に関
して SAMP1由来の対立遺伝子への有意な偏
りが認められた（FVBホモ : ヘテロ : P1ホ
モ = 3 : 15 : 13; χ2 = 6.49；P < 0.05）。以上
の デ ー タ よ り 、 FVB/N 系 マ ウ ス の
D13Mit157マーカー(36.0 cM)の近傍には、
ABCB1A 機能欠損条件下での潰瘍性大腸炎
の発症を弱いながらも促進する効果を有す
るもう一つの遺伝子が存在することが示唆
された。 
 以上の結果を総合すると、ABCB1A機能欠
損に起因する潰瘍性大腸炎の発症を修飾す
る遺伝子が第 16番、および第 13番染色体上
に存在することが示唆された。これらの遺伝
子の効果は、FVB/N系マウスに由来する対立
遺伝子が発症感受性を与え、SAMP1 系マウ
スに由来する対立遺伝子が発症抵抗性を与
えるものであることが示唆された。このうち
第 16番染色体上の遺伝子に関しては FVB/N
由来の対立遺伝子のホモ型となることが潰
瘍性大腸炎の発症に必須であること示唆さ
れた。 
(2) 第 16 番染色体の当該領域内に修飾遺伝
子が存在することの確認 
 SAMP1に FVB/N系マウスの第 16番染色
体の当該領域を導入したコンジェニック系
マウス（N4F1 世代）を作出した。4 ヶ月齢
まで飼育したところ、その一部には軽度の潰
瘍性大腸炎が認められた。以上の結果から、
当該染色体領域に ABCB1A 機能欠損に起因
する潰瘍性大腸炎の発症を修飾する遺伝子
が存在することが確認された。 
(3) 候補遺伝子の変異（多型）の同定 
 NCBIのマウスゲノムのドラフトシークエ
ンスデータを参照すると、第 16 番染色体上



の約 7 Mbの当該領域には、83個の遺伝子（仮
想の転写ユニットを含む）が存在することが
判明した。このうち 57 個は、その発現組織
や機能から潰瘍性大腸炎との関連が無いと
判断されたことから、変異（多型）検索の対
象から除外した。しかしながら、これらの 57
個の遺伝子（と転写ユニット）に真の病因性
変異が存在する可能性は棄却できない。 
 残りの 26 個の遺伝子は大腸または免疫機
能に何らかの関連性があることが文献的に
示されていた。そこで、これら 26 遺伝子の
コード領域に関して変異（多型）検索を行な
った。その結果、3個の遺伝子（Ifnar1、Ifngr2、
Itsn1）に塩基多型が認められた。Interferon 
gamma receptor 2 (Ifngr2)遺伝子には第4イ
ントロン内のTの繰り返し数に系統間多型が
認められた。すなわち、SAMP1 では(T)15
であるのに対し、FVB/Nでは(T)16であった。
この多型が IFNGR2 の機能に影響する可能
性は想定し難く、したがって、これらの遺伝
子が潰瘍性大腸炎に対する感受性を規定す
るものである可能性も非常に低いと考えら
れた。Intersectin 1 (Itsn1)遺伝子には多数の
塩基多型が認められたが、それらが ITSN1
の機能に影響する可能性は低いと考えられ
た。しかしながら、この 2つを含めた遺伝子
において、コード領域以外に何らかの病因性
変異（多型）が存在する可能性は棄却できな
い。 
 Interferon (alpha and beta) receptor 1 
(Ifnar1)遺伝子の第 7 エクソン内のミスセン
ス塩基置換は 274番目のコドンの第 2塩基が
SAMP1 では A (cAt)、FVB/N では G (cGt)
であるために、274番目のアミノ酸のヒスチ
ジン（SAMP1）からアルギニン (FVB/N)へ
の置換（H274R）が予測されるものであった。 
 この塩基置換は既にマウスSNPsデータベ
ー ス に 登 録 さ れ て い る も の で あ り
（rs31418313）、SAMP6、SAMR1、A/J、
BALB/c、C3H/HeJ、DBA/2J、および NZW
が SAMP1 と同じ A 型であり、一方、
C57BL/6J、129S1/Sv、AKR/J、NOD、およ
び CF-1が FVB/Nと同じ G型であること、
すなわち、これはマウス系統に広く分布する
塩基多型であることが判明した。また、ラッ
ト、およびヒトでは対応する塩基は全て Aで
あり、アミノ酸はヒスチジンである。したが
って A 型（SAMP1 型）が祖先型であり、G
型（FVB/N型）が変異型であると考えられた。 
 潰瘍性大腸炎を発症していた F2個体 19匹
全てが rs31418313において FVB/N 由来対
立遺伝子のホモ型であった。 
 (4) Ifnar1 遺伝子上のミスセンス塩基置換
の病因性の検証 
 SIFT プログラムを用いてマウスの
IFNAR1での H274Rアミノ酸置換の影響の
予測を行った結果、「TOLERATED with a 
score of 0.47」と判定された。また、
PolyPhen-2 プログラムを用いたヒトの
IFNAR1での H273Rアミノ酸置換の影響を

予測した結果でも、「機能への影響は無い
（score = 0.035）」と判定された。 
 しかしながら、「I型インターフェロンはマ
ウスの実験的大腸炎を阻止、または緩和す
る」との先行報告も多数あることから（例と
して Katakura K et al., J Clin Invest 115: 
695-702 (2005)）、その受容体の構成因子であ
る IFNAR1内のH274Rアミノ酸置換の影響
に関しては実験的検証が必要と考えられた。 
 そこで、培養細胞内での強制発現系を作製
し、IFNAR1内の H274Rアミノ酸置換の影
響に関する調査を試みた。しかしながら、こ
の IFNAR1活性アッセイ系の感度が低く、良
好な結果が得られなかった。I 型インターフ
ェロン受容体の活性測定法は確立されてお
らず、反応性が高く、かつ高感度のアッセイ
系の確立が必須と考えられた。 
 FVB/Nに機能喪失型 Abcb1a遺伝子、およ
び Ifnar1 のノックアウト対立遺伝子をコン
ジェニック導入したマウス（N7F1 世代）を
作出し、機能喪失型 Abcb1a遺伝子ホモ型、
かつ Ifnar1 遺伝子に関してノックアウト対
立遺伝子ホモ型、FVB/N由来ホモ型、ヘテロ
型の 3種の個体群を作出し、4ヶ月齢まで飼
育した。これらの一部にも軽度の潰瘍性大腸
炎が認められたが、Ifnar1遺伝子型との相関
は明確では無く、FVB/N 系マウスが有する
Ifnar1 遺伝子内のミスセンス塩基置換多型
が ABCB1A 欠損条件下で潰瘍性大腸炎発症
への感受性を規定するものであるか否かは
完全には証明されなかった。 
 Ifnar1 遺伝子のノックアウトマウスと
SAMP1 マウスとの交配により Abcb1a 遺伝
子と Ifnar1 遺伝子内のダブルノックアウト
マウスを作出した結果、これらのマウスでは
潰瘍性大腸炎が発症しないことが確認され
た。この結果から、潰瘍性大腸炎の発症には
FVB/N系マウスの第 13番染色体上に存在す
る遺伝子の関与が必要である可能性が考え
られた。 
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