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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は糖尿病およびその合併症研究に適した病態モデルブタを開発することである
。我々は若年発症成人型糖尿病3型の原因遺伝子である変異型ヒトHNF-1αP291fsinsC遺伝子を導入した遺伝子組換え(T
g)ブタを樹立した。このTgブタは恒常的な高血糖(>200 mg/dl)を維持し、経口糖負荷試験でも糖尿病の特徴を示した。
病理組織学的には膵臓ランゲルハンス島の形成不全、ヒト糖尿病性腎症で確認される結節性病変、糖尿病性網膜症で確
認される網膜出血と綿花状白斑が確認された。これらの結果から、このTgブタは有望な糖尿病およびその合併症モデル
になると考えられる。

研究成果の概要（英文）： This study aimed at identifying the characteristics of transgenic(tg) pigs as a r
esearch model for diabetes and its complications. Tg pigs carrying a mutant gene, human HNF-1alpha(P291fsi
nsC), responsible for maturity-onset diabetes of the young type 3, were obtained by in vitro fertilization
 using the cryopreserved sperm from tg founder. The tg pigs maintained a high blood glucose level(>200mg/d
l). The oral glucose tolerance test showed that the recovery of the blood sugar levels of the pigs was sig
nificantly delayed compared with non-tg pigs. The hypoplasia of the islets of Langerhans was confirmed by 
the histopathological image of the tg pigs' pancreas. The histopathological image of the tg pigs' kidney s
howed a nodular lesion typical of diabetic nephropathy in humans. Also, retinal hemorrhages and cotton-woo
l spots were confirmed in the tg pigs. These data demonstrate that the tg pigs is a promising model for re
search into diabetets and its complications.
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１． 研究開始当初の背景 

糖尿病研究において優れた病態モデル動

物は不可欠であり、げっ歯類の糖尿病モデル

動物に比して、よりヒトへの外挿性の高い知

見が得られる大型動物のモデルが望まれて

いる。ブタは生理・解剖学的、病理学的にヒ

トとの類似性が高いという特徴を持つ事か

ら、近年、大型実験動物として医学研究に多

用されている。従来、ブタの糖尿病モデルを

作るために、膵臓全摘や化学物質による膵β

細胞破壊が行われてきた。しかし、膵臓全摘

には外科手術の煩雑さに加えて、被処置個体

が長期生存できないという致命的欠点があ

り、また膵β細胞破壊には糖尿病症状の不安

定性や長期維持が難しいという問題があっ

た。 

このような課題に対して、我々は世界で初

めて、遺伝子改変による糖尿病発症ブタを作

出することに成功した(Umeyama et al. 2009)。

このブタは若年発症成人型糖尿病 3 型

(MODY3)の原 因遺伝子 である変 異型ヒ ト

Hepatocyte Nuclear Factor-1α（ HNF-1α

P291fsinsC）遺伝子を導入したブタ胎仔線維

芽細胞を用いて、体細胞核移植技術により作

出した。しかし、この糖尿病発症ブタの病状

が重篤である為に長期生存が難しい事、また

体細胞核移植で作出されるクローン個体で

ある事から実験動物として多個体を供給す

る事が難しかった。 

 

２． 研究の目的 

 本研究では第一に、長期飼育可能な糖尿病

発症ブタの系統樹立と、実験モデル動物とし

ての多個体生産を実現する人工生殖システ

ムの確立を目的とした。さらに、モデルブタ

群における糖尿病の再現性とその病状評価、

並びに糖尿病合併症の詳細な解明を目的と

した。 

 

３． 研究の方法 

以前の研究では、HNF-1αのドミナントネ

ガティブ変異体(HNF-1αP291fsinsC)の高発

現により重篤な糖尿病症状が現れる事が確

認された。そこで本研究では、導入遺伝子コ

ピー数の少ない細胞株を核ドナー細胞に用

い、体細胞核移植法により founder 個体を作

出した。Founder 個体は、インスリン投与に

より血糖値をコントロールしながら性成熟

期まで育成し、種豚とした。この種豚の精巣

上体精子を採取し、Kikuchi et al.(1998)の

方法にて凍結保存した。凍結保存精子を用い

て、下記の実験を実施した。 

 

(1)凍結精子による糖尿病 Tg ブタの安定作出 

NCSU23 を基本とする培地を用いてブタ卵

丘卵子複合体から体外成熟卵を調製し、

Yoshioka et al.(2008)の方法を用いて体外

受精を行った。体外受精胚を PZM-5 液で培養

し、仮親の未経産メス豚の子宮に移植した。 

 

(2)糖尿病 Tg ブタの生理機能解析 

誕生した糖尿病 Tg ブタは、血糖値コント

ロールせずに市販の飼料を用いて飼育した。

経時的に体重測定、随時血糖値測定、血液生

化学測定、病理組織解析を実施した。 

 

(3)糖尿病 Tg ブタの糖尿病腎症の解析 

血糖値コントロールせずに糖尿病 Tg ブタ

を 10 か月齢迄育成し、経時的に腎生検を実

施して、腎組織の病変を解析した。 

 

(4) 糖尿病 Tg ブタの糖尿病網膜症の解析 

2 頭の糖尿病 Tg ブタの血糖値を約

400mg/dlにコントロールしながら1年間飼育

し、経時的に眼底検査を実施し、眼底の病変

を解析した。 



 

 

４． 研究の成果 

(1)凍結精子による糖尿病 Tg ブタの安定作出 

糖尿病ブタ由来の凍結精子を用いて作出

した体外受精胚を 8 頭の仮親に移植した。こ

の結果、7 頭の仮親が妊娠し、54 頭の後代産

仔（Non-Tg 産仔:34 頭（内死産仔 6 頭）、Tg

産仔:20 頭（内死産仔 4 頭））が誕生した。

生存 Tg 産仔 16 頭の内、9 頭は離乳時迄生存

し、恒常的な高血糖状態の病態を示した。 

 

(2)糖尿病 Tg ブタの生理・病理学的特徴 

誕生した Tg ブタの随時血糖値は、Non-Tg

ブタに対して 2 週齢から有意に高値であり

（Tg ブタ群 vs Non-Tg ブタ群: 512±50.9 vs 

101±4.3 mg/dl）、その後 400～600mg/dl の

間で推移した。Tg ブタの 1,5-AG 濃度も

Non-Tg ブタに対して有意に低い事から、恒常

的な高血糖状態である事が判明した。経口糖

負荷試験においても、Non-Tg ブタは糖負荷後

3時間後には血糖値124mg/dlとなるのに対し、

Tg ブタの血糖値は 483mg/dl と有意に高かっ

た。以上の結果から、後代 Tg 産仔も founder

個体と同様に典型的な糖尿病の病態を示す

事が明らかとなった。 

病理組織解析の結果、膵臓のランゲルハン

ス島の形成不全、ヒト糖尿病性腎症に特有の

腎臓糸球体結節性病変、および眼球の白内障

が確認された。 

 

 (3)糖尿病 Tg ブタが発症する糖尿病腎症の

解析 

糖尿病性腎症に特徴的な結節性病変は 4週

齢から確認され、月齢と供に病変数は増加し

た。この病変は表層皮質部分よりも深層皮質

部分に分布する傾向であった。免疫染色像の

解析の結果、この結節性病変は各種コラーゲ

ン(type I, III, IV, V, VI)、AGEs、CML、

TGF-βに対して陽性であった。また、この病

変は傍髄質腎小体で成長する特徴を持ち、そ

の形成にはこのブタに特徴的な持続的高血

糖と血行力学的因子が関与していると考え

られた。しかし、ヒト糖尿病患者に確認され

るメサンギウム融解, 滲出性病変, 尿細管

間質病変, 細動脈の硝子様変性は確認され

なかった。 

 

(4) 糖尿病 Tg ブタが発症する糖尿病網膜症

の解析 

試験に供した 2 頭ともに 2 ヶ月齢時から糖

尿病白内障を示した。続いて、4 ヶ月齢時か

ら眼底網膜において出血と綿花状白斑が確

認された。さらに、1 頭については硝子体出

血が確認された。 

 

以上の成果から、本研究では人工生殖によ

る糖尿病発症ブタの安定的な作出システム

が確立された。この糖尿病発症ブタは、生後

1 年以内に糖尿病腎症、白内障、糖尿病網膜

症などの様々な糖尿病合併症の病変を現す

ことから、糖尿病モデル動物として、今後の

研究に有用であると考えられる。 
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