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研究成果の概要（和文）：BUF/Mna系ラットは胸腺腫、筋萎縮、腎糸球体硬化症様病変などを全例に発症する疾
病モデルラットである。しかし胸腺腫、筋萎縮の原因遺伝子は未だ明らかになっていない。そこでBUF/Mna系ラ
ットの全ゲノム配列を明らかにした。参照配列であるBNラットのゲノム情報に加えて、公開されている40種類以
上の近交系ラットのゲノム情報と比較して胸腺腫、筋萎縮の原因遺伝子と思われる変異を同定した。胸腺腫の原
因遺伝子と思われる変異は野生型と比較してミトコンドリア形態に影響を与えることを確認した。筋萎縮の原因
遺伝子はサルコペニア様病態を引き起こし速筋優位の筋萎縮を引き起こすと推察された。

研究成果の概要（英文）：The BUF/Mna rat strain is a line susceptible to the spontaneous development 
of thymoma, muscle atrophy, and glomerulosclerosis. However, the genes responsible for thymoma and 
muscle atrophy in BUF/Mna rats have not been identified. In this study, we provide the first whole 
genome sequence of BUF/Mna rats. We compared single nucleotide variants (SNVs) in BUF/Mna of the 
reference sequence to those of 40 or more inbred rat strains and identified SNVs in genes likely to 
be related to the development of thymoma and muscle atrophy. We observed that forced expression of 
the SNV-containing gene correlating with thymoma resulted in morphological alterations of 
mitochondria as compared to that with wild-type sequence. We also speculate that the causative gene 
harboring the SNV for muscle atrophy results in a preferential loss of fast-twitch muscle fibers via
 a sarcopenia-like pathogenic mechanism.

研究分野： 実験病理

キーワード： 胸腺腫　筋萎縮　次世代シークエンス

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BUF/Mna系ラットは胸腺腫、筋萎縮、腎糸球体硬化症様病変と、他のモデル動物には見られない多彩な病態を呈
する疾患モデル動物であるが、その原因遺伝子の詳細が明らかになっていなかった。本研究で同定した原因遺伝
子の異常は、その病態（胸腺腫、筋萎縮）と関連しているという既報告例は無く、将来的に新しい切り口での治
療への応用の可能性を秘めている点から学術的および社会的意義が深い研究成果である。また原因遺伝子の変異
を導入した疾患モデル動物の作出、提供を通して研究成果をより広く社会に還元できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

BUF/Mna系ラットは 1977年に 100%の確率で胸腺腫を発症するモデルラットとして系統樹
立されている。本系ラットには筋萎縮、腎糸球体硬化症様病変も全例に発症する事が明らかと
なり多彩な疾病病態を示すモデルラットして病態研究に用いられてきている。 

BUF/Mna 系ラットの研究は松山睦司博士を中心とした研究グループで 30 年以上に渡り連
鎖解析とコンジェニックラットの作製の過程などを通して行われた。その結果胸腺腫発症に関
与する遺伝子 Tsr1 (thymoma susceptible gene of rat 1)は 7 番染色体に、筋萎縮の原因遺伝子
Aftm1 (atrophy of fast twitch muscle-1)は 1 番染色体に、腎糸球体硬化症様病変は 13 番染色
体にその原因遺伝子が存在することが示された。しかし原因遺伝子として特定されたものは腎
糸球体硬化症様病変の原因遺伝子とされる Actr3 のみで（Mamm Genome, 19: 41, 2008）、他
は未だその実態が明らかにされていなかった。 

BUF/Mna 系ラットに発症する胸腺腫発症の原因遺伝子を明らかにすることで、ヒト B1 型
の胸腺腫の病因を説明し、さらに知見を合わせる事で胸腺腫全体の発症の分子機構を解明でき
る可能性がある。筋萎縮についても新規メカニズムを提唱できる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は胸腺腫・筋萎縮発症モデルラット(BUF/Mna)の疾患発症原因遺伝子を、次世

代シークエンス解析手法などを用いて明らかにすることにある。参考配列と比較して得られた
変異配列について、バイオインフォマティクス解析および近交系ラット DNA を用いたサンガ
ーシークエンスによる検討で候補遺伝子を絞り込み、さらに細胞分子生物学的手法で真の原因
遺伝子を同定する。最終的には変異を導入した遺伝子改変動物および細胞株を作製し実際に当
該の遺伝子の変異により病態が発症する事を証明する。その結果 BUF/Mna 系ラットの病態発
症の分子機構を完全に明らかにするとともに、ヒトで対応する疾患の B1 型胸腺腫、筋萎縮性
疾患などの発症病態に迫る事を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) BUF/Mna ラット全ゲノムの参照配列と比較した DNA 変異情報を、既報告情報である 42
系統の近交系ラット系統間の DNA変異の比較情報とVCFtoolsと SnpEff などを用いて統合し、
BUF/Mna に固有のアミノ酸変異をもたらす変異を抽出した。 
(2) BUF/Mna 系ラットを ACI 系統へ退交配したコンジェニックラット由来の DNA および京
都大学・ナショナルバイオリソースプロジェクト「ラット」より異なる近交系 19 系統の DNA
より、候補遺伝子の DNA 変異部位を PCR で増幅し、サンガーシークエンスで配列を決定し胸
腺腫および筋萎縮などの表現型との関連を検討した。 
(3) 胸腺腫および筋萎縮発症関連候補遺伝子の野生型および変異導入型をクローニングし、細
胞株で強制発現させて、細胞機能への影響を検討した。胸腺腫および筋萎縮発症関連候補遺伝
子由来タンパク質の発現分布等を BUF/Mna 系ラット由来胸腺腫、ラット正常胸腺およびマウ
ス組織を用いて免疫染色により確認した。 
(4) CRISPR/Cas9 法による細胞株およびマウス受精卵を対象としたゲノム編集技術の確立を
目指した。さらに、これを用いて胸腺腫および筋萎縮発症関連候補遺伝子の DNA 変異のノッ
クイン導入を行い、細胞株および個体レベルでの DNA 変異による病態の再現を検討する予定
である。 
 
４．研究成果 
(1) 胸腺腫発症の原因遺伝子の同定  受託により BUF/Mna ラットの全ゲノム解析を行い、
PolyPhen-2 および SIFT による予備的解析から、胸腺腫に関連した遺伝子変異として数個の遺
伝子の変異まで候補を絞ったが単一の遺伝子への確定は極めて困難であった。NCBI には BUF/N, 
ACI/N など他のラット系統の全ゲノム配列が公開されていたため、当初これらと BUF/Mna との
遺伝研のスーパーコンピュータを利用した比較を予定していた。しかしその後の文献検索で 42
系統の近交系ラット系統間の遺伝子変異の比較情報が発表されていることを見いだした。そこ
で VCFtools と SnpEff などを用いてこれらの変異情報を統合してさらに BUF/Mna に固有のアミ
ノ酸変異をもたらす変異を抽出した。この解析により胸腺腫関連遺伝子として 7 番染色体の 3
種類 (A, B, X 遺伝子)を最終候補として絞ることが出来た。 
次に BUF/Mna 系ラットを ACI 系統へ退交配したコンジェニックラットより入手した胸腺腫お

よび正常胸腺の組織を用いて、胸腺腫形成と遺伝子変異の関連を検討した結果、X 遺伝子は胸
腺腫を発症しない系統においても変異が観察され、胸腺腫の形成と関連しないことを確認した。 
胸腺の発生に関連したシグナル伝達機構を修飾するとされる遺伝子 Aがより可能性が高いと

して遺伝子 Aおよび変異型遺伝子 Aの cDNA をクローニングし、遺伝子変異が細胞機能に与える
影響の解析、BUF/Mna 系ラットの胸腺腫および正常胸腺での発現分布に差を生じているかなど
各種検討を行った。しかし両者の差は軽度に留まり遺伝子変異が細胞機能に与える明瞭な差を
見いだすことが出来なかった。一方京都大学・ナショナルバイオリソースプロジェクト「ラッ



ト」から新たに異なる近交系 19 系統の DNA を入手して当該変異の有無についての確認したとこ
ろ、胸腺腫を発症しないとされる近交系ラットの一部にも遺伝子 Aと同様の変異が確認され、
遺伝子 A は胸腺腫発症の原因遺伝子ではないと判断せざるを得なくなった。 
一方遺伝子 Bはこれまでに、癌および細胞増殖と関連した報告を認めず、また機能解析に関

する報告も比較的限られていた。遺伝子 B由来タンパク質は細胞内小器官に局在し、ミトコン
ドリア形態に関連する機能を有している。さらに遺伝子 B に観察される BUF/Mna 系ラットにお
ける遺伝子変異は 7種類の異なった種間でアミノ酸が保存された部位に認めた変異であった。
そこでHEK293細胞に遺伝子Bの野生型とBUF/Mna変異型タンパク質を強制発現させて検討した
ところ、野生型の遺伝子 Bタンパク質の強制発現ではミトコンドリアの異常凝集が観察された
が、BUF/Mna 変異型タンパク質の強制発現ではこうしたミトコンドリアの形態異常は観察され
なかった。よって BUF/Mna 系ラットに観察された遺伝子 Bの変異は遺伝子 B由来タンパク質の
機能に影響を与える変異であることが確認出来た。次に BUF/Mna 系ラット胸腺腫以来細胞株
MTHC-1 を入手し、これに CRISPR/Cas9 法を用いて遺伝子変異を野生型に修正したノックイン細
胞の作成を目指してゲノム編集を試みた。しかし Cas9 RNP complex の導入効率が低いことが判
明したため、導入効率を上げる工夫を行うと共に、マウス受精卵で遺伝子ノックインにより遺
伝子変異を導入し、作成された変異マウスの個体を用いた実験系で証明することを立案し現在
検討を継続している。 
 
(2) 筋萎縮発症の原因遺伝子の同定  筋萎縮の原因遺伝子は染色体１番上に存在すること
が示されている。近交系 42 種類との比較より、BUF/Mna 系ラットに唯一存在し、アミノ酸変異
を引き起こす変異を有して筋肉と関連した生理機能が報告されている遺伝子を２種類同定した
(Btbd1, Ighmbp2)。しかしこれらの遺伝子は連鎖解析により存在部位として示した近傍のマー
カーからはやや遠位に外れていた。これらの結果をさらに入手した、異なる近交系 19 系統の
DNA の配列と比較した。その結果 Ighmbp2、Btbd1 とも、その変異が筋萎縮を必発させることと
矛盾した結果が得られたため原因遺伝子の可能性は否定された。 
そこで BUF/Mna 系以外にも１系統まで変異を有することを許容し探索したところ、遺伝子 C

を新たな候補遺伝子として抽出した。遺伝子 Cの変異は全ての BUF/Mna 系由来筋萎縮発症ラッ
トの系統に観察されたが、筋萎縮を示さない他の系統では認めなかった。その後の文献的検討
から、遺伝子 Cの変異によりサルコペニア様病態を引き起こすことで、同様の速筋優位の筋萎
縮を引き起こすと推測し現在解析を続けている。さらに胸腺腫の原因遺伝子の場合と同様に
CRISPR/Cas9 法を用いた遺伝子ノックインにより、細胞株およびマウス個体を対象に最終的証
明を行うための検討を継続している。 
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