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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集法により変異型VDR(H301Q)あるいはVDR(R270L)/(H301Q)を発現するラット
を作製し、既存の変異型VDR(R270L)、VDR遺伝子欠損（VDR-KO）ラットとの性状比較により、骨形成、毛包形成
等に対するビタミンDおよびビタミンＤ受容体の作用について詳細に解析した結果、リガンド非結合型VDRが毛包
形成に必要であることを明らかにした。また、新規に合成したビタミンD誘導体の中で、現存のビタミンD誘導体
よりも高い乾癬治療効果を示す化合物を複数見出した。さらに、VDR-KOラットの脱毛症に対し、VDR発現アデノ
ウイルスベクターを用いた遺伝子治療の有効性を示した。

研究成果の概要（英文）：Rats expressing mutant VDR (H301Q) or VDR (R270L) / (H301Q) were prepared by
 the genome editing method, and their physiological properties were compared with existing mutant 
VDR (R270L) and VDR gene-deficient (VDR-KO) rats. As a result of detailed analysis of the effects of
 vitamin D and vitamin D receptors on bone formation, hair follicle formation, etc., it was 
clarified that ligand-unbound VDR is required for hair follicle formation. In addition, among the 
newly synthesized vitamin D derivatives, we have found several compounds that show a higher 
therapeutic effect on psoriasis than existing vitamin D derivatives. Furthermore, we showed the 
effectiveness of gene therapy using a VDR-expressing adenovirus vector for alopecia in VDR-KO rats.

研究分野：遺伝子工学

キーワード： ビタミンD　ビタミンD受容体　ゲノム編集　シトクロムP450　作用メカニズム　疾患モデル動物　ビタ
ミンD代謝酵素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集法により作製した複数種の遺伝子改変ラットの性状比較によりビタミンDおよびビタミンD受容体の作
用メカニズムについて多くの新たな知見が得られ、II型くる病や乾癬の治療薬の開発につながる成果が得られ
た。また、治療法が存在しないII型くる病の脱毛に対し遺伝子治療やゲノム編集治療が有効であることを示し
た。これらの研究成果を国内外の多くの学会や多数の論文で公表したところ、きわめて高い評価を受けた。本研
究成果の学術的意義および社会的意義はきわめて大きいと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
食物から摂取した、あるいは皮膚でつくられたビタミン D3 は、肝臓で 25 位水酸化酵素
CYP2R1 およびCYP27A1 により 25位が水酸化され、腎臓でCYP27B1 により 1α位が水
酸化され、活性型ビタミン D である 1,25D3 が生じる。1,25-ジヒドロキシビタミン D3
（1,25D3）はビタミン D 受容体(VDR)に結合して RXR とヘテロダイマーを形成し、種々
の遺伝子発現を制御することにより多様な生理作用を発揮する。我々は CRISPR/Cas9 を
用いたゲノム編集法によりCYP27B1-KOラット、ビタミンD受容体（VDR）-KOラット、
CYP24A1 KOラット、さらに、Arg270 を Leu に置換することにより、1,25D3 に対する親
和性が 25D3 と同程度にまで低下した変異型 VDR(R270L)（ヒト II 型くる病患者の
VDR(R274L に相当）を有するラットを作製した。CYP27B1 KO, VDR KO および VDR 
(R270L)ラットは、いずれも骨形成不全を伴う「くる病」症状を示した。これらのラットの
成長曲線、血中カルシウム濃度、血中 1,25D3 濃度、骨密度などを調べることにより、骨形
成に対するビタミン D の作用メカニズムを調べることができた。特に、VDR-R270L ラッ
トに 25D3を投与し、くる病症状を完全に改善させた研究結果は、これまでの「活性型ビタ
ミンDは 1,25D3 のみで、25D3 はその前駆体である」という従来の概念を覆し、ビタミン
Dの作用は「強いホルモン（1,25D3）と弱いホルモン（25D3およびその代謝物）の作用の
総和で、弱いホルモンが充分量存在すると 1,25D3 の作用を補完できる」ことを in vivo で
立証した画期的な成果である。一方、VDR-KOに見られる脱毛症の原因を探るため、VDR
の毛包形成への関与を調べるためには２重変異体 R270L/H301Q の作製が必須であった。
また、VDR(H301Q)の作製も望ましいと思われた。さらに、VDR非依存性 1,25D3 の作用
が ERp57 依存性であるかということについては申請当初 ERp57 KO ラットの作製が必要
と考えられたが、のちに致死効果を及ぼすことが判明したために作製を断念した。ビタミン
D誘導体については我々が開発した in vitro 評価系（VDR 結合能および CYP24A1 による
代謝様式）と乾癬モデル動物を用いて、乾癬の治療薬の開発を目指すことにした。 
 
２．研究の目的 
申請者は既に世界初の 4 種の遺伝子改変ラットの作出に成功した。マウスよりもはるかに
身体が大きいラットは外科手術が容易であり、天然型ビタミンD、ビタミンD 誘導体とそ
の代謝物他、種々の生体物質の血中濃度の経時変化を容易に測定できる。これらのラットを
用いて我々はビタミン D および VDR の作用メカニズム研究において、既に大きな成果を
挙げている。本研究では新たな遺伝子改変ラットを作製し、ビタミン D 作用の全貌を明ら
かにしたい。本研究のもう一つの目的はビタミン D 誘導体の医薬品への応用である。ビタ
ミン D 誘導体はくる病、骨粗鬆症、乾癬、副甲状腺機能亢進症などに使われている。申請
者らが開発した(1) 分割型ルシフェラーゼとVDRのリガンド結合領域のキメラタンパク質
を用いる in vitro VDR 結合能評価システムは独自の技術でありビタミン D 誘導体ライブ
ラリーから有望な化合物を選抜するスクリーニング系として有用である。また、CYP24A1
の代謝を受けにくいことが重要なポイントになるため、申請者が独自に確立したヒト
CYP24A1 発現系を用いて評価する。 
 
 
 



３．研究の方法 
(1)VDR(R270L/H301Q)ラットの作製 
VDR(R270L)ラットの受精卵を用いてゲノム編集法によりH301Q変異を導入する。 
(2)ビタミンD誘導体の合成 20種類程度の新規化合物の合成および評価 
VDR 結合能、CYP24A1 による代謝、イミキモド塗布により作製した乾癬モデルマウスを
用いて評価する。 
(3)遺伝子改変ラットを用いた天然型ビタミン D(25D3, 1,25D3)およびビタミン D 誘導体
の作用メカニズムの解明 
Ca、P、PTH の血中濃度、骨形成（μCT）、骨密度、体毛密度を測定するとともに、腎臓、
肝臓、小腸、副甲状腺、前立腺、精巣、卵巣、皮膚など各臓器・組織における遺伝子発現を
網羅的に解析する。 
 
４．研究成果 

(1)遺伝子改ラットVDR(H301Q)、 VDR(R270L)/(H301Qの作製に成功した。
VDR(H301Q)、 VDR(R270L)/(H301Q)においても血中カルシウム濃度の低下と PTHの
上昇、骨形成異常が見られたが、脱毛は観察されなかった。VDR-KOラットにのみ脱毛症
が見られ、リガンド結合能を欠失したVDR(R270L)/(H301Q)においても 毛がみられなか
った結果はリガンド非結合型VDRが毛包形成に必要であることを意味しており、ビタミ
ンDおよびビタミンD受容体の生理作用の解明において、きわめて重要な知見である。 
(2)イミキモド塗布により得られる乾癬モデルマウスを用いて 6種のビタミンD誘導体
（いずれも 2α位置換体）の効果を調べたところ、現在、乾癬治療に用いられてい るビ
タミンD誘導体カルシポトリオールよりも高い効果を示す化合物を複数見出した。 
(3)ラット CYP27B1 あるいはラット VDR を発現するアデノウイルスベクターを作製し、
それぞれの遺伝子欠損ラットに投与してその効果を調べた。背部の毛を剃ったVDR-KOラ
ットにVDR発現アデノウイルスベクターを皮内投与したところ、顕著な発毛促進が見られ、
II 型くる病患者の脱毛症に遺伝子治療が有効である可能性が示唆された。また、CYP27B1
欠損ラットにCYP27B1 発現アデノウイルスベクターを尾静脈投与したところ、肝臓におい
て CYP27B1 の発現が観察され、血中の活性型ビタミン D およびカルシウム濃度の上昇が
認められた。しかし、その効果は 1週間程度にとどまり、今後はアデノウイルスベクターを
用いたゲノム編集による恒久的治療を試みる。 
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