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研究成果の概要（和文）：我々は、マウスSM/J系統とA/J系統を用いた遺伝解析により高脂肪食摂取下において糖尿病
、肥満、脂肪肝を引き起こす遺伝子の存在領域（QTL）を 両マウスのゲノムの10箇所にマップした。本研究では、次世
代シーケンサーを用いたSM/JとA/J系統間の網羅的な遺伝子変異検出により、10箇所の領域内の候補遺伝子を選抜した
結果、第12番染色体に脂肪肝感受性遺伝子としてIah1を選抜した。この遺伝子を肝細胞に過剰発現させると細胞内脂肪
量を減少させ、この遺伝子が脂質代謝関連遺伝子の発現を変化させる機能を持つことを初めて示した。現在はIah1ノッ
クアウトマウスを作製してその脂肪肝発症の確認を進めている。

研究成果の概要（英文）：We had mapped 10 quantitative traits loci (QTLs) for diabetes, obesity and fatty 
liver on chromosomes of SM/J and A/J mice under feeding a high-fat diet. In this study, we developed 
exome analyses of SM/J and A/J mice geneomes by using next generation sequencer, and found out a lot of 
nucleotides mutations between these two strains exons. By using this mutation list, we extracted Iah1 as 
a candidate gene for fatty liver on chromosome 12. The overexpression of Iah1 gene in Hepa-1 cell (mouse 
hepatoma cell) caused the reduction of intracellular triglycerides, and changed the expressions of 
lipogenesis-related genes. We are establishing the Iah1-knockout mouse for clarifying the incidence of 
fatty liver by depleting the Iah1 expression, and then Iah1 will be identified as a fatty liver gene.

研究分野：栄養生化学
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１． 研究開始当初の背景 
SM/J と A/J マウスから作出された組み換
え近交 (RI)系統群の糖尿病形質を調べて
SM/J と A/J が糖尿病遺伝子を保有すること
を示し（Diabetes, 52:180 (2003)）、RI系統
の SMXA-5 マウスを高脂肪食誘発型糖尿病
モデルマウスとして開発した (Biosci. 
Biotechnol.Biochem.,68,226 (2004))。科研費
基盤研究(B)(平成 17-19 年度)の成果として、
SMXA-5と SM/Jとの交雑系を用いた高脂肪
食摂取下での QTL 解析の結果、第 2 番染色
体に糖尿病遺伝子の存在領域をマップした。
この遺伝子の同定を進めるために、SMXA-5
のこのマップ領域を含む染色体断片(120Mb)
を SM/J系統に導入した糖尿病コンジェニッ
ク マ ウ ス の 作 成 に 成 功 し た
(Diabetologia,49:486 (2006))。科研費基盤研
究(B)(平成 21-23年度)では、このコンジェニ
ックマウスから 6種類の系統を作出してその
糖尿病の有無を調べて、糖尿病遺伝子の位置
を 3.4Mb領域（約 50個の遺伝子が存在）ま
で狭めた。この候補遺伝子を選ぶために、
SM/Jと A/J間で発現レベルが異なる 3.4Mb
領域内の遺伝子を DNA マイクロアレイ解析
により検出した。さらに、候補選抜のために
は、この約 50 個の遺伝子について両系統間
の変異を検出する必要があるが、この分析は
従来法では極めて長期間を要し困難である。
この分析期間を圧倒的に短縮する方法とし
て、次世代シーケンサーを用いた全エキソン
領域の変異検出法の採用を着想した。また、
本研究にいたるまでの科研費研究での成果
を利用して、SM/Jと A/Jの第 2番以外の染
色体に高脂肪食誘発性糖尿病、肥満および脂
肪肝の遺伝子の存在領域をマップすること
に も 成 功 し た (Physiol.Genomics,35:65 
(2008), J. Lipid Res.,51:3463(2010))。全エキ
ソンの変異検出結果を利用すれば、これらの
10 箇所のマップ領域内の候補遺伝子を効率
的に選抜できることを着想し、本研究の申請
に至った。 
 
２． 研究の目的 

2型糖尿病（以後、糖尿病）および肥満は、
複数の遺伝因子と食事などの環境因子とが
相互に作用して発症する。我々は、糖尿病・
肥満を呈さないマウス SM/J系統と A/J系統
とが複数の糖尿病および肥満遺伝子を潜在
的に保有しており、これらが組み合わさるこ
とにより糖尿病、肥満が発症することを見出
した。現在までに、高脂肪食摂取下において
糖尿病あるいは肥満を支配する遺伝子の存
在領域を QTL (Quantitative Trait Loci)解析
により両マウスのゲノムの 10 箇所にマップ
した。本研究では、次世代シーケンサーを用
いた SM/Jと A/J系統間の網羅的な遺伝子変
異検出により、各領域内の候補遺伝子を迅速
かつ効率的に選抜した上で、それらの遺伝子
の作用を検証し、糖尿病および肥満遺伝子を
同定する。 

 
３． 研究の方法 
(1)SM/J と A/J 系統のエキソン領域の塩基配
列解読と、両系統間の遺伝子変異の検出 
両系統のそれぞれのゲノム DNA を専用機
器（Covaris）を用いて 150～180bp に断片
化し、断片化 DNA の両端にアダプターを付
加した後に、PCRにてフラグメント DNAラ
イブラリーを増幅する。得られた DNA ライ
ブラリーから、エキソンキャプチャーキット
（アジレント・テクノロジーSure Select XT 
Mouse All Exon）を用いてエキソン部分から
構成されるフラグメント DNA のみを選抜し
た。この選抜されたエキソン部分 DNA を
PCRにてさらに増幅し、その DNAフラグメ
ントの塩基配列を次世代シーケンサー（Life 
Technologies社, 5500xl SOLiD；名古屋大学
遺伝子実験施設に設置）にて解読した。この
解読作業によって得られた膨大な数量のフ
ラグメント塩基配列をマウスのゲノムリフ
ァレンス配列に貼り付けて、同一塩基が解読
された回数が多く信頼性の高い配列のみを
抽出して、エキソン部分の配列を決定した。
決定された両系統のエキソン部分の配列を
比較し、両系統間の遺伝子変異を検出した。 
(2)両系統間の遺伝子変異の検出結果を利用
した、糖尿病および肥満遺伝子の候補の選抜 
両系統間で遺伝子変異(欠失、挿入、アミノ
酸置換を伴う変異)が検出された遺伝子の内、
10 箇所のマップ領域内に存在する遺伝子を
抽出した。取り上げた遺伝子の変異について
は、キャピラリーDNA シーケンサーにて塩
基配列解読を行って変異を再確認した。 
(3)両系統間で発現レベルの異なる遺伝子の
検出結果を利用した、糖尿病および肥満遺伝
子の候補の選抜 
本研究の前年度までに、高脂肪食を摂取さ
せた SM/Jと A/J系統の骨格筋、脂肪組織お
よび肝臓を用いた DNA マイクロアレイ解析
を行って、全染色体において、両系統間で発
現レベルの異なる遺伝子を選抜した。この
SM/J と A/J 系統間で発現レベルが異なる遺
伝子の内、10箇所のマップ領域内に存在する
遺伝子を探索した。これらの取り上げた遺伝
子の両系統間での発現レベルの違いについ
ては、リアルタイム PCR 法により再確認し
た。 
(4)選抜した候補遺伝子の糖尿病遺伝子ある
いは肥満遺伝子としての同定 
【脂肪肝遺伝子の候補遺伝子】 
脂肪細胞（3T3-L1細胞）を用いて、RNAi
法により候補遺伝子を発現抑制した場合と、
候補遺伝子を細胞に導入して過剰発現させ
た場合とにおける、細胞内脂肪量の変化を検
証して、候補遺伝子の脂肪蓄積作用を証明し
た。この細胞系での脂肪蓄積に対する作用が
確認できた遺伝子について、そのノックアウ
トマウスを入手して、高脂肪食摂取下での肥
満の促進あるいは抑制を確証することを進
めた。 



 
４．研究成果 
(1) SM/Jと A/J系統のエキソン領域の塩基配
列解読と、両系統間の遺伝子変異の検出 
 両系統のそれぞれのゲノムDNAを専用機器
（Covaris）を用いて150～180bpに断片化し、
そのDNAフラグメントの塩基配列を次世代シ
ーケンサー（Life Technologies 社, 5500xl 
SOLiD）にて解読した。この解読作業によっ
てエキソン部分の配列が決定され、両系統間
の遺伝子変異を検出した。 
(2) 両系統間の遺伝子変異の検出結果を利用
した糖尿病および肥満遺伝子の候補の選抜 
 両系統間で遺伝子変異(欠失、挿入、アミ
ノ酸置換を伴う変異)が検出された遺伝子の
内、10 箇所のマップ領域内に存在する遺伝子
を抽出した。第 2番染色体の糖尿病遺伝子
（T2dm2sa 遺伝子座)の候補遺伝子として
Rapgef4 を選抜した。 
(3) 両系統間で発現レベルの異なる遺伝子
の検出結果を利用した、糖尿病および肥満遺
伝子の候補の選抜 
 全染色体において、両系統間で発現レベル
の異なる遺伝子を選抜した。この SM/J と A/J
系統間で発現レベルが異なる遺伝子の内、10
箇所のマップ領域内に存在する遺伝子を抽
出した。第12番染色体の脂肪肝遺伝子(Fl1sa
遺伝子座）の候補遺伝子として Iah1 を選抜
した。 
(4)Iah1 の肝脂肪の制御作用の検証 
 マウス肝癌細胞であるHepa-1細胞に、Iah1
発現プラスミドを導入して Iah1 の恒常的過
剰発現 Hepa-1 細胞を得た。この過剰発現株
と、正常な Hepa-1 細胞とに、倍地中にオレ
イン酸を添加して細胞内トリグリセリド量
を測定した結果、過剰発現株ではトリグリセ
リド含量が低下することを確認した。このこ
とは、マウス個体での Iah1 発現レベルと肝
臓トリグリセリド含量の変化と一致するも
のであった。また、過剰発現株では脂肪酸合
成系酵素の発現レベルが低下することも明
らかとなった。 
(5)Iah1 のノックアウトマウスの作製と、そ
の脂肪肝発症の検討 
 Iah1 ノックアウト受精卵を入手し、ノック
アウトマウス個体の作製を進め、Iah1 全身性
ノックアウトマウスを作出した。現在、この
マウスでの高脂肪食摂取下での脂肪肝発症
の確証を進めている。 
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