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研究成果の概要（和文）：シスチノーシスは常染色体劣性遺伝疾患であり、原因遺伝子であるCtns遺伝子を欠損
したマウスでは、ヒトと同様に全身性にシスチンが蓄積する。しかしながら、組織におけるシスチン量はマウス
の遺伝的背景に大きな影響を受けることが報告されている。本研究の成果により、その原因遺伝子はマウス第12
番染色第上に存在し、候補領域に存在する芳香族炭化水素受容体遺伝子の“G”から“A”の置換が原因である可
能性を示した。さらに、Ctns遺伝子欠損細胞を用いたメタボローム解析により、Ctns遺伝子を欠損すると細胞内
のグルタチオン量が有意に減少し、細胞の抗酸化作用が低下することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cystinosis is a rare progressive lysosomal storage disorder characterized by
 the accumulation of cystine in lysosomes, which is caused by a defect of cystine transporter called
 cystinosin (CTNS). It has been reported that renal dysfunction in Ctns deficient mice was dependent
 on their genetic background. The renal cystine levels of C57BL/6 Ctns deficient mice were much 
higher than those of FVB/N and the mixed 129Sv Ctns deficient mice. To clarify the genetic basis of 
cystine accumulation, we performed genetic association study using backcross progeny. A recessively 
acting locus responsible for the marked cystine accumulation (cysa) was mapped on mouse chromosome 
12. The sequence analyses on the C57BL/6 and FVB/N genome detected a C57BL/6 specific variant 
leading stop gain within the cysa locus; the variant in Ahr was predicted to disrupt the protein 
function. Thus, Ahr is a potential candidate gene for the cysa locus. This will be the focus of 
future studies in both mice and humans.

研究分野： 実験動物学

キーワード： 希少疾患　マウス　シスチノーシス　相関解析　シスチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
希少疾患はこれまで、発症頻度の低さから数少ない患者を救済する慈善医療で、収益性がないと考えられてい
た。しかし、希少疾患研究から新たな分子創薬標的が発見され、「頻度が高い病気」（common disease）に対す
る新薬開発への手がかりを提供することがいくつかの疾患で示されている。本研究により、細胞内のシスチン蓄
積とダイオキシンの受容体である芳香族炭化水素受容体遺伝子との関連が示唆され、新たな創薬標的となり得る
可能性が示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

シスチノーシス（シスチン蓄積症）は、リソソーム膜に存在するシスチントランスポーターで

ある CTNS 遺伝子変異によって、リソソームにシスチンが蓄積する常染色体劣性遺伝疾患であ

る。10〜20 万人に１人の割合で発症し、全体の約 95%をしめる最も重篤な腎障害型では、生後

約 6 ヶ月で腎尿細管症を呈し、未治療で経過すると 10 歳程度で腎不全により死亡する。シスチ

ンは細胞質で還元されるとシステインとなり、抗酸化物質の一つであるグルタチオン（GSH）の

合成に利用される。GSH は３つのアミン酸（リシン，グルタミン酸，システイン）で構成される

が、GSH の合成は合成酵素活性と共に、細胞内のシステイン濃度が律速段階になっている[1]。

細胞外のシスチンはグルタミン酸との交換により、シスチン/グルタミン酸トランスポーターで

ある xCT により細胞内に取り込まれる。また、正常細胞およびシスチノーシス患者由来尿細管

上皮細胞株に、リソソームから細胞質にシスチンを排出させる薬剤を添加すると、細胞内 GSH

の濃度が顕著に増加することから[2]、細胞質へのシスチンの供給は xCT のみでなく、CTNS に

よるリソソームからの供給も重要であると考えられる。つまり、細胞内に豊富に存在する GSH

の生合成は、xCT と CTNS から供給されるシスチン濃度に依存し、何らかの理由により細胞外

からシスチンが取り込めない場合は、リソソームからの供給に依存することが推測される。 

シスチノーシスの原因遺伝子である Ctns 遺伝子を欠損したノックアウトマウスでは、ヒトと同

様、全身性にシスチンが蓄積するが、興味深いことに蓄積量およびその病態はマウスの遺伝的背

景に大きく影響を受けることが報告されている[3]。C57BL/6 系統に Ctns 遺伝子欠損を導入した

コンジェニック系統では、加齢と共に顕著にシスチン濃度が増加し、生後約 9 ヶ月齢で腎尿細管

上皮細胞変性像が観察される。一方、129 系統および FVB/N 系統に導入した場合は、腎尿細管

上皮細胞変性像は観察されず、腎臓におけるシスチン量は、C57BL/6 背景に比べ約 1/20 であっ

た。すなわち、C57BL/6 系統には Ctns 遺伝子の機能を代替、あるいは補う遺伝子の機能が欠損

していることが示唆される。 

２．研究の目的 

希少疾患はこれまで、発症頻度の低さから数少ない患者を救済する慈善医療で、収益性がない

と考えられていた。しかし、希少疾患研究から新たな分子創薬標的が発見され、「頻度が高い病

気」（common disease）に対する新薬開発への手がかりを提供することがいくつかの疾患で示さ

れている。本研究では、希少疾患であるシスチノーシスモデルマウスを用いて、マウス系統差を

利用した連鎖解析により、新たなシスチン代謝関連遺伝子座を同定する。さらに、次世代シーク

エンサーを用いた解析により、新たな分子創薬標的遺伝子を同定することを目的とする。 

３．研究の方法 

（１）Ctns 遺伝子欠損マウスおよび交雑群の作製 

 CRISPR/Cas9 システムを用いて、Ctns 遺伝子のエクソン 7 からエクソン 12 を欠失させた Ctns

遺伝子欠損マウスを C57BL/6 および FVB/N 系統にて作製した。さらに、これらの系統を交配し

た F1 マウスを作製した後、C57BL/6 背景 Ctns 遺伝子欠損マウスに戻し交配することで、バック

クロス群を 105 匹作製した。すべての動物実験は、国立国際医療研究センター研究所の動物実験

施設の審査を受けた後に機関の長の承認を受け、『国立国際医療研究センター動物実験等に関す

る規則』に従って行った。 

（２）遺伝型解析 

 C57BL/6 および FVB/N 系統に多型が確認できたマイクロサテライトマーカー（SSLP マーカ

ー）について、マウス全染色体を網羅するように 102 個を選択した。マウス尾より DNA を抽出



し、選択した SSLP マーカーを用いて遺伝型判定を行なった。 

（３）各組織のおけるシスチン測定 

 マウスの各組織をホモジネートした後、スルホサリチル酸を加えて除タンパクし、得られた抽

出液を用いて質量分析装置（LCMS-8040, 島津製作所）にてシスチン濃度を測定した。同時にホ

モジネート液のタンパク質濃度を測定し、シスチン濃度のタンパク質補正に用いた。 

（４）Ctns 遺伝子欠損マウスのマウス胎児線維芽細胞（MEF）の作製 

  Ctns 遺伝子欠損および遺伝背景の違いによる影響を調べるツールとして、マウス胎児線維芽

細胞（Mouse Embryonic Fibroblast; MEF）を作製した。妊娠 13.5 日目のマウス子宮から胎児を摘

出し、常法に従い胎児由来線維芽細胞を作製した。正常系統についても同様に MEF を作製した。 

（５）Ctns 遺伝子欠損細胞を用いたメタボローム解析 

 Ctns 遺伝子欠損ラット（F344-Ctnsugl）（発表論文④）および F344 系統から樹立した作製した

ラット胎児由来線維芽細胞をメタノールで処理し代謝物を抽出した。抽出した代謝物は、CE-

TOFMS（アジレント・テクノロジー）を用いて解析し、検出された物質の相対値を算出した。約

900 物質が対象であり、アミノ酸、ヌクレオチド類、核酸塩基、CoA 累、有機酸およびニコチン

アミド補酵素などを主な分析対象とした。メタボローム解析はヒューマンメタボローム(HMT)社

に外部委託した。 

４．研究成果 

（１）交配実験による遺伝様式の解析 

 24 週齢の C57BL/6、FVB/N 背景およびその F1 の Ctns 遺伝子欠損マウス（以下、それぞれ

B6_KO、FVB_KO および F1_KO）の肝臓、脾臓および腎臓のシスチン量を、質量分析装置を用

いて測定した。その結果、FVB_KO に比べ B6_KO の肝臓および脾臓は、それぞれ約 75 倍およ

び約 35 倍シスチンが蓄積していた（図 1）。一方、腎臓においては有意な差はなかった。B6_KO

の肝臓および脾臓のシスチン量は、F1_KO と比較しても顕著に増加していることから、B6_KO

が有するシスチン代謝関連遺伝子は、常染色体上の単一遺伝子による劣性遺伝であることが明

らかとなった（図 1）。 

 
図 1．24 週齢における肝臓、脾臓および腎臓のシスチン蓄積量 

 

（２）戻し交雑群を用いた相関解析によるシスチン代謝関連遺伝子座の同定 

 交配実験により、C57BL/6 が有するシスチン代謝関連遺伝子は、劣性遺伝をすることが示され

たため、F1_KO を B6_KO に戻し交配したバッククロス群（N2 個体群）を 105 匹作製した。す

べてのN2個体において、全染色体を網羅する 102個の SSLP マーカーを用いて遺伝型を決定し、

最もシスチン蓄積量の系統差が大きかった肝臓のシスチン量を表現型として、選択的遺伝子型

解析を行った。その結果、マウス第 12 番染色体上の D12Mit243 (P = 1.80E-0.5)および D12Mit34 

(P = 3.40E-0.8)に有意な相関が認められた。第 12 番染色体以外の SSLP マーカーについては、有

意な相関は認められなかった。以上の結果から、シスチン代謝関連遺伝子（cysa; cystine 



accumulation）は、マウス第 12 染色体上の約 35Mb の領域に存在することが示された。 

（３）cysa 遺伝子変異の同定 

 遺伝子型とシスチン蓄積量に強い相関が見られた約 35Mb の領域には、117 個の遺伝子が存在

した。この領域に存在する C57BL/6 と FVB/NJ のゲノム配列を比較したところ、タンパク質コ

ード領域上にアミノ酸置換を伴う変異を有する遺伝子は存在しなかった。しかしながら、

C57BL/6 の芳香族炭化水素受容体(Ahr)遺伝子はグアニン（G）からアデニン（A）の置換により、

Ahr 遺伝子の途中で新たなストップコドンが生じ、タンパク質の C 末端が一部欠損していること

が予想された。この 1 塩基置換（SNP）は、129 系統、BALB/c、C3H および DBA/2 には存在せ

ず、C57BL/6 系統のみが有する SNP であった（表 1）。さらに、Ahr、170060O08Rik、Gm527、

Pole2 およびKlhdc2遺伝子においても、スプライシング領域にC57BL/6 特有の SNP が存在した。 

 

 本研究により C57BL/6 背景 Ctns 遺伝子欠損マウスおける過剰なシスチン蓄積は、マウス第

12 番染色体上の cysa 遺伝子座によって引き起こされることが明らかとなった。その原因として、

ダイオキシンの受容体である Ahr 遺伝子の部分的な機能喪失の可能性が示された。これまでに

Ahr 遺伝子とシスチン代謝との関連を示す報告はないが、Ctns 遺伝子欠損細胞を用いたメタボロ

ーム解析により、Ctns 遺伝子を欠損すると細胞内のグルタオン(GSH)量が有意に減少し、細胞の

抗酸化作用が低下することが示唆されている。引き続き、これらの候補遺伝子とシスチン代謝と

の関係を詳細に解析することで、シスチノーシスの病態メカニズムを解明すると共に、新たな分

子創薬標的としての可能性を検討していく予定である。 
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