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研究成果の概要（和文）：ネコは尿に分子量7万でエステラーゼ活性を持つコーキシンを大量に分泌している。我々は
これまでにネコの尿に含まれる特異なアミノ酸フェリニンの生産にコーキシンが関与していることを見いだした。しか
しネコがなぜコーキシンを尿に大量分泌してフェリニンを生産しているか、他に生理機能があるか未解明である。そこ
で本研究では、コーキシンの遺伝子欠損ネコを作成し、コーキシンの機能解明を目指すための基礎的研究を行った。具
体的にはネコ尿主要タンパク質コーキシンの機能解明を行うために人工DNA制限酵素「TALEN」をネコの受精卵に作用さ
せコーキシン配列の破壊を行い、コーキシン遺伝子欠損ネコ作成を試みた。

研究成果の概要（英文）：The domestic cat excretes cauxin with carboxylesterase activity as a major 
urinary protein. Our previous studies demonstrated that cauxin hydrolyzes 
3-methylbutanol-cysteinylglycine and produces glycine and felinine, a cat-specific amino acid. However 
little is known whether cauxin has functions other than peptidase in the urine. In this study, we aimed 
to produce cauxin-knocking our cats to examine the functions of cauxin in cats.
We used transcription activator-like effector nucleases (TALEN) that are restriction enzymes to cut 
specific sequences of cauxin exon 1 and 2. Our analysis indicated that TALENs targeting exon 2 could 
destroy the cauxin gene in cat kidney cultured cells. On the other hand, we also found that felinine 
metabolites are excreted into the urine of humans, mice, and dogs that excrete no cauxin. The results 
suggest that cauxin excretion is necessary to excrete free felinine that is decomposed to volatile 
compounds for scent communication.

研究分野： 生化学

キーワード： 遺伝子改変動物　酵素　尿タンパク質
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１．研究開始当初の背景 
 
健常ネコの尿には大量のタンパク質が含

まれる。この現象は獣医師の間でよく知ら

れていたが特に着目されておらず原因も不

明だった。ネコが生理的にタンパク尿を排

泄しているなら、タンパク尿は腎臓病の兆

候といる従来の概念と矛盾していて興味深

いと考え、我々は、ネコの生理的タンパク

尿の原因と機能を探る研究を開始した。こ

の結果、ネコの腎臓の近位尿細管上皮細胞

から尿にエステラーゼ活性を有する分子量

7 万の新規タンパク質が大量に分泌されて

いることが分かった（Biochem. J. 370, 

101-10.2003）。我々は、コーキシンと命名

し、コーキシンの機能解析へ取り組んだ。 

コーキシン遺伝子はヒトを含め様々な

哺乳動物のゲノムでも発見されたが、尿に

コーキシンを大量分泌している動物はネコ

とヤマネコ、ボブキャットなどネコに近縁

な一部のネコ科動物だけであった。コーキ

シンの排泄は生後 3ヵ月頃から開始され、

性成熟したオスはメスの約 4倍量のコーキ

シンを分泌していること、コーキシンの発

現量にテストステロンが関与していること

も分かった。そこでコーキシンが尿中酵素

として機能しているなら酵素反応産物も種、

性、年齢特異的にネコの尿に分泌されてい

ると考えた。この仮説を基に、除タンパク

した尿をゲル濾過クロマトグラフィーで分

画して分子量の異なるいくつかの画分に対

して精製したコーキシンを働かせた後、消

失する化合物、新生される化合物があるか

調 べ た 。 こ の 結 果 、

3-methylbutanolcysteinylglycine（MBCG）

がコーキシンで加水分解され消失し、フェ

リ ニ ン （ 2-amino-7-hydroxy-5,5- 

imethyl-4-thiaheptanoic acid）とグリシ

ンが新生されることが分かった。ネコの尿

中でフェリニンとコーキシンの排泄量が正

に相関しており、コーキシンがフェリニン

生産に重要であると考えられた。またフェ

リニンが尿で更に分解され独特のにおいを

有する 3-mercapto- 3-methyl-1-butanol

（MMB）が生じることが分かり、ネコの生理

的タンパク尿の原因であるコーキシンが種

特有なにおいの生産に関わっていることが

示唆された。これまで得られた研究成果よ

り、コーキシンがフェリニンの生産に関わ

る重要な酵素であると考えられた。我々は、

コーキシンの機能を解明する為に、コーキ

シン遺伝子を欠損したネコの尿を解析して

フェリニンが尿から消失していることを確

認することが有効と考えた。生まれつきコ

ーキシン遺伝子を欠損しているネコは発見

できていない。そこで我々は、遺伝子工学

の技術を駆使してコーキシン遺伝子欠損ネ

コの作成を考えた。 

遺伝子欠損動物の作製技術は、30 年以上



前にマウスで確立した。これまでに様々な

遺伝子ノックアウトマウスが作成されタン

パク質の機能解析に活用されてきた。しか

しマウス以外の動物種で遺伝子欠損動物が

作られた例は殆どなく、ラットでわずかに

報告されているだけである。これは、遺伝

子改変するために必要な胚性幹細胞（ES 細

胞）がマウスなどでしか開発されていない

ためである。また 2010 年に ES 細胞由来の

ノックアウトラットが誕生したが、ラット

ES 細胞における遺伝子組み換え効率はマ

ウスと比べて著しく低い。つまりマウス以

外の動物で従来の技術を使い遺伝子欠損動

物を作る為には、さらなる技術改善が必要

である。ところが近年、全く新しい遺伝子

改変技術が開発され、様々な哺乳動物で遺

伝子欠損動物が作成できる可能性が高まっ

た。これは、Zinc Finger Nucleases（ZFN）

や Transcription Activator-  Like 

Effectors Nucleases（TALEN）などの DNA

結合ドメインと DNA 切断ドメインからなる

人工 DNA 制限酵素が開発され、任意のゲノ

ム配列の改変や破壊が容易に行えるように

なった。受精卵に人工 DNA 制限酵素を作用

させ標的遺伝子を破壊すれば、遺伝子欠損

動物が作成可能となった。 

 

２．研究の目的 

 

以上を踏まえ、本研究では、革新的ゲノ

ム改変技術 TALEN を活用してネコ特異的な

尿主要タンパク質「コーキシン」の遺伝子

欠損ネコを作成し、表現型を解析して、コ

ーキシンの機能解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) Transcription Activator-Like 

Effectors Nucleases（TALEN）の合成 

コーキシン遺伝子欠損ネコを作成する為

の TALEN の原理を簡単に説明する。TALEN

は、DNA 結合ドメイン Transcription 

Activator-Like Effectors (TALEs)と DNA

切断ドメイン (エンドヌクレアーゼ)から

成る人工 DNA 制限酵素である。DNA 結合ド

メインは、34 アミノ酸残基から成るペプチ

ド（TALE ユニット）からなる。各ユニット

は Repeat-Variable-Diresidues (RVD)と

呼ばれる可変領域 (2 アミノ酸残基)を持

ち、この RVD を変えることで A・T・G・C

に特異的な4種類のTALEユニットを作製で

き、DNA 上の任意の配列に TALEN を結合さ

せ DNA2 本鎖を切断できる。切断された DNA

は、修復の際に切断部位への塩基の挿入や

欠失が高頻度に起こる。このため欠失、フ

レームシフトやエキソンスキップ等が生じ、

結果的に翻訳阻害や遺伝子ノックアウトが

起きる。 

コーキシン遺伝子をコードする全長ゲノ

ム配列は、既に明らかになっている。そこ

でコーキシンのエクソン 1、エクソン２を

破壊するために2種類のTALENを作成した。

コーキシンのエクソン 1とエクソン２には、

小胞体移行シグナルのアミノ酸配列がコー

ドされており、これはコーキシンの尿中分



泌に必要不可欠な配列である。よってエク

ソン１や２を破壊は効果的と考えた。なお

TALEN をコードする遺伝子ベクターの合成

をフランスの Collectis Bioresearch 社に

外注し TALEN 遺伝子は、CMV プロモーター

と T7 プロモーターを有する発現ベクター

にサブクローニングして使った。 

 

(2) ネコ培養細胞を用いた TALEN の標的遺

伝子コーキシンエクソン 1の切断活性確認 

 ネコの培養細胞を使い、ネコ DNA に対す

る TALEN の標的遺伝子切断活性を確認する。

我々が樹立したネコの腎臓尿細管由来培養

細胞に TALEN の遺伝子発現ベクターをトラ

ンスフェクションして培養細胞内で TALEN

を発現させ、ネコゲノム上の標的遺伝子（コ

ーキシンエクソン 1）に対する切断を Cell

アッセイで調べた（サーベイヤー遺伝子変

異検出キット使用、Transgenomic 社）。 

 

(3)ネコの受精卵を用いた TALEN のコーキ

シンエクソン 1の切断活性確認 

 まず T7 RNA Polymerase 使い、in vitro 

transcription反応でTALENの mRNAを合成

する。次にネコ受精卵（1 細胞期）の準備

する。ネコの発情は、日照時間に影響する。

ネコの発情期は、イヌのように年２回と決

まってなく、日照時間が長くなると発情が

誘起され、日照時間が短くなると発情が終

結する。そこで飼育舎の日照時間を短くし、

メスの発情を終結させ、発情期をホルモン

剤で制御できるようにする。非発情のメス

ネコに PMSG（妊馬血清性性腺刺激ホルモ

ン）と hCG（ヒト絨毛性ゴナドトロピン）

を投与して過剰排卵誘起処置をする。そし

てオスネコと自然交配させ、交配 12～24

時間に卵管を摘出し、生理食塩水で卵管内

を洗浄して 1細胞期の受精卵を採取する。 
 
４．研究成果 
 

ネコのゲノム配列を参照してエクソン 1

およびエクソン 2から TALEN のターゲット

部位をそれぞれ作成して、TALEN 発現ベク

ターを構築した。その後、完成した発現ベ

クターをネコ腎臓上皮培養細胞に遺伝子導

入して、Transgenomic 社のサーベイヤー遺

伝子変異検出キットを使用し、コーキシン

遺伝子の切断活性を調べた。その結果、エ

クソン 1に対する DNA 切断活性は認められ

なかったが、エクソン 2に対する DNA 切断

活性は認められた。よってエクソン 2をタ

ーゲットとする TALEN の発現ベクターを以

降の実験に用いることができることになっ

た。 

 

次に TALEN のコーキシン遺伝子切断活

性の向上について検証した。TALEN のゲ

ノム切断活性を向上させる因子としてエク

ソヌクレアーゼⅠ（ExoI）を共発現させる

ことが有効と報告（Scientific Reports 3 : 

1253 doi: 10.1038/srep01253 , 2013）され

たので、我々もネコ ExoI 遺伝子をクロー

ニングして発現ベクターを構築し、コーキ

シンのエクソン 2 をターゲットにした

TALEN と ExoI をネコ CRFK 細胞で共発

現させた。その結果、ExoI 切断活性の効果

は認められなかった。 

そこでエクソン２をターゲットにした

TALEN のみをネコ受精卵に導入すること

にした。メスネコにホルモン処置を施し、

過排卵させた後、オスネコと交尾させ、避



妊手術で卵管を採取し、卵管洗浄でネコ受

精卵を採取した。顕微鏡下で 1 細胞期の受

精卵に TALEN の mRNA をマイクロイン

ジェクションしてコーキシン遺伝子欠損卵

の作製を試みた。しかし処置 3 日後に細胞

の卵割が停止してしまい、コーキシン遺伝

子欠損卵を作成することができなかった。 

 

研究期間内にコーキシンの遺伝子欠損ネ

コの作製が完成しなかった為、これまでコ

ーキシンが排泄されていないことが確認さ

れているマウスやイヌの尿中にフェリニン

代謝産物が排泄されているか高感度

LC-MS/MS 法で調べ、研究継続を試みた。

これまでフェリニンの尿中排泄がないと言

われていたこれらの動物の尿中からフェリ

ニン代謝産物の N-アセチルフェリニンが

ネコの 100 分の 1 以下で検出することがで

きた。一般にフェリニン前駆体のジペプチ

ドは、ジペプチダーゼで分解され生じたシ

ステイン抱合物は直ちに細胞で吸収されア

セチル化された後に尿に再分泌されて排泄

されると言われている。よってイヌやマウ

スの尿に N-アセチルフェリニンが検出さ

れたと考えられる。一方、ネコの場合、一

部のフェリニン前駆体はイヌやマウスと同

様の代謝系で処理されるが、大部分が比活

性の低いコーキシンによってゆっくり分解

される為、再吸収を免れたフェリニンが尿

にそのまま分泌され、更に分解され揮発性

の化合物ができ、それが尿に特有なネコ尿

臭を与えていると考えられた。よってコー

キシンの尿中分泌は、フェリニン生産に重

要である可能性が強く示唆された。 
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