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研究成果の概要（和文）：以前我々は、脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(SHRSP)の第1、18染色体上に、食塩負荷に
より促進されるSHRSPの脳卒中感受性を支配する遺伝子が存在することを明らかにした。本研究では、SHRSPとその祖先
系統で脳卒中耐性を示すSHR、およびこれらの系統間で第1、18染色体の脳卒中感受性に関わる量的形質遺伝子座（QTL
）を交換したダブルコンジェニック系統（Pr1_18、Rp1_18）を対象としてマイクロアレイによる網羅的遺伝発現解析を
行い、有力な候補遺伝子の同定を試みた。また、当該染色体領域に存在するmiRNAの発現解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In the previous study, we showed that two genomic regions on rat chromosome (chr) 
1 and 18 determines most of the stroke susceptibility under salt loading in stroke-prone spontaneously 
hypertensive rats (SHRSP). In the present study, we performed a microarray-based screening to identify 
promising candidate genes by using SHRSP, stroke-resistant SHR and two of reciprocal congenic strains 
(Pr1_18 and Rp1_18) covering the quantitative trait loci (QTL) on chr 1 and 18. Quantitative expression 
analysis for miRNA on the chr 1 QTL was also performed.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 

 

脳卒中易発症高血圧自然発症ラット
(SHRSP)は、重度の高血圧と共に脳卒中を自
然に発症する遺伝的な脳卒中モデルである。
SHRSP は脳卒中が遺伝的な要因により起こる
ことを強く示唆する存在であるが、その遺伝
的要因については未知の点が多い。  

我々は、SHRSP ゲノムに存在すると予想さ
れる脳卒中感受性遺伝子の存在領域の絞り込
みを行ってきた。この目的のため、まず、SHRSP
を脳卒中をおこさない対照ラット(SHR)と交
配して 295 匹の孫世代を作成した。次に、こ
の孫世代のラットが脳卒中を発症するまでの
期間を調べ、マイクロサテライトマーカーを
用いた連鎖解析を行うことにより、第 1,18 染
色体の上に脳卒中感受性と関わる量的形質遺
伝子座(QTL)が存在することを明らかにした
(Hypertension  2013;62:55-61)。 

この結果をもとに、我々は SHRSP と SHR の
間で交配を重ね、この 2 つの脳卒中関連 QTL
領域を SHRSP と SHR の間で交換したダブルコ
ンジェニックラットを作成した。これらのダ
ブルコンジェニックラットの脳卒中感受性を
親系統(SHRSP と SHR)と比較したところ、
SHRSPゲノムを背景とするPr1_18は SHRSPと
比較して脳卒中感受性が大幅に低下し、SHR
ゲノムを背景とするRp1_18はSHRと比較して
脳卒中感受性が大幅に増加することがわかっ
た（Hypertension  2013;62:55-61)。この結
果から、遺伝学的解析により同定された QTL
領域が、実際に SHRSP の脳卒中感受性に影響
することを確認できた。 

 

２．研究の目的 

 

 第 1,18 染色体の脳卒中関連 QTL 領域に含
まれる数百個の遺伝子が、研究開始時点での
有力な候補であった。SHRSP と SHR の全ゲノ
ム配列の比較から、その中の 33 個の遺伝子
でアミノ酸置換を伴う一塩基多型が同定さ
れたが、既知の機能から推測して有力と考え
ら れ る 遺 伝 子 は 見 つ か っ て い な い
(Hypertension 2013;62:55-61)。このような
状況を考慮し、遺伝子発現マイクロアレイに
より得られる網羅的な遺伝子発現情報を軸
に、有力な候補遺伝子を同定することを主た
る目的として研究を実施した。 
 

３．研究の方法 

 
①ラットからの脳および腎臓の採取 
 SHRSP と SHR、およびこれらの間で第 1、18
染色体の脳卒中感受性 QTLを交換したダブル
コンジェニックラット 2 系統（Pr1_18, 
Rp1_18）を解析に用いた。背景で述べた通り、
Pr1_18 は「SHRSP を背景に SHR から当該染色
体領域を移入した系統」であり、Rp1_18 はそ
の「裏返し」となるコンジェニック系統であ
る。いずれも 12 週齢の雄性ラットを用い、
コントロール群、食塩負荷群を各々5 匹ずつ
とした。食塩負荷については、12 週齢より
1%食塩水の自由摂取を 1週間行った。イソフ
ルランでの深麻酔下に開腹して脱血後、脳お
よび腎臓を摘出した。直ちに液体窒素中で凍
結し、使用時まで－80℃にて保存した。 
 
②全組織凍結サンプルからの RNA 抽出 
 脳については大脳縦列より切開し半分割
したもの、腎臓については片腎を RNA 精製に
供した。これらより、低分子 RNA を含む全 RNA
サンプルを調製した。得られたRNAはAgilent 
6000 Nano Kit を 用 い て Agilent 2100 
Bioanalyzer により品質の確認を行った。 
 
③マイクロアレイ解析 
 マイクロアレイ解析は Whole Rat Genome 
DNAマイクロアレイ 4×44K Ver.3.0（Agilent 
Technologies）を用いて行った。解析に供し
た条件群毎に N=4～5 で評価し、P<0.05、蛍
光強度比で 1.5倍量の変化を示すプローブを
抽出した。 
 
④miRNA 発現解析 
miRNA の デ ー タ ベ ー ス で あ る

miRBase(http://www.mirbase.org/) で の 検
索から、我々が同定した脳卒中感受性領域に
は計 8 個の miRNA（chr1 領域に 6 個、chr18
領域に 2 個）が存在することが明らかになっ
ている。まず、文献的に報告のある miRNA が
多く含まれている chr1 の miRNA について優
先的に発現解析を行った。TaqMan microRNA 
RT Kit および TaqMan microRNA Assay により
対象とする miRNA の逆転写し、定量的に発現
量を比較した。内因性コントロールには U6 
snRNA を用いた。 
 
４．研究成果 
 まず、SHRSP と Pr1_18 の比較で有意差を示
す遺伝子を抽出し、これらの中からコンジェ
ニック間（Pr1_18、Rp1_18）で「裏返しの」
発現変動を示す遺伝子を選択した（例えば
SHRSP＞Pr1_18かつRp1_18＞Pr1_18となるよ
うな遺伝子）。研究期間中は、コントロール
群間の比較で抽出された変動遺伝子につい
てのみ定量的 RT-PCR による再検を実施し、
食塩負荷群については今後実施する予定で
ある。 
 コントロール群について、SHRSP＞Pr1_18



かつ Rp1_18＞Pr1_18（あるいはその逆）の発
現変動を示す遺伝子を抽出したところ、脳に
ついては「SHRSP で発現大」が 6個（Pcmtd1, 
Banp, Rgs11, Pde9a, Slc35c2, Gpm6b ）、
「SHRSP で発現小」が 1 個（Acyp2）、腎につ
いては「SHRSP で発現大」が 4個（Gapdh-ps1, 
Pcmtd1, Clu, Nfil3）、「SHRSP で発現小」が
2 個（Azgp1, Fuom）、以上のものが候補遺伝
子として選抜された。 
 このようにして選択された各遺伝子につ
いて定量的 RT-PCRによる再検を行った。我々
の予想に反して、SHRSP と SHR の比較では再
現性が取れるが、コンジェニック間の比較で
はその「背景となる親系統」と同一の発現変
動を示す（例えば SHRSP＞SHR である場合は
Pr1_18＞Rp1_18 となる等）遺伝子が大半であ
った。すなわち、マイクロアレイでの結果の
再現性は部分的にしか確認できず、これらの
遺伝子がコンジェニック系統で見られる脳
卒中感受性の変化に関わる可能性は否定的
であった。 
 ただし、今回の選抜方法で残った遺伝子は
全て、chr1、18 の脳卒中 QTL の外あるいは他
の染色体に存在するもののみであったため、
今後は当該 QTLに存在する遺伝子を選択する、
あるいは SHRSP と SHR、Pr1_18 と Rp1_18 の
間でそれぞれ比較を行い、その中で共通する
遺伝子を抽出するなど、新たな選択基準を考
慮する必要があると考える。予算の関係上、
マイクロアレイを実施可能なサンプル数な
どに制限があり遂行不可能な部分があった
ため、これらは今後の課題である。 
 miRNA に関しては、chr1 の QTL に存在する
6 個の miRNA について定量的発現解析を行っ
た。コントロール、食塩負荷両条件について、
脳・腎における発現を定量的に比較したが、
SHRSP と SHR の間で有意差の見られる miRNA
はなく、chr1 QTL に存在する miRNA の関与は
否定的であった。 
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