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研究成果の概要（和文）：マウス Rbp4 遺伝子を完全破壊し、ヒト RBP4 遺伝子で置換したマウス

の作製に成功した。このマウスを、すでに作製済みの Ttr 遺伝子のヒト化マウスと交配し、Ttr

及び Rbp4 遺伝子がともにヒト化されたマウスを作製した。このダブルヒト化マウスを用いて、

分子生物学的・生化学的解析を行い、予想通りの結果が得られた。家族性アミロイドポリニュ

ーロパチーの最適なマウスモデルとして、アミロイド沈着の解析や治療実験への応用が期待さ

れる。 

 
研究成果の概要（英文）：We successfully produced Rbp4 deficient mice, followed by the 
establishment of humanized RBP4 mice (Rbp4hRBP4). These mice were mated with TtrhTTR mice 
to produce double humanized mice at both Ttr and Rbp4 loci. We obtained expected results 
from double humanized mice by molecular and biochemical analyses. These mice as optimum 
mouse model for familial amyloidotic polyneuropathy will be useful to analyze mechanisms 
for amyloid deposition and to devise a new way of treatment. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
優性遺伝病である家族性アミロイドポリニ
ューロパチー(FAP)は、1983 年にヒトトラン
スサイレチン(TTR)遺伝子変異に基づくアミ
ノ酸置換によって引き起こされることが明
らかとなった。有効な治療法として肝臓移植
以外になく、アミロイド沈着に関与する要因
の解析を通して、誰でもが受けることのでき

る新たな治療法の開発が緊喫の課題である。
申請者らの研究室において７系統のトラン
スジェニック(Tg)マウスモデルが作製され
研究が続けられてきたが、マウス TTR 遺伝子
が残存しているため、マウスとヒトの TTR 間
でヘテロ４量体を形成し、これが安定である
ためアミロイド沈着が起こりにくいことが
指摘されている。そこで、申請者らはマウス
Ttr 遺伝子を完全破壊し、ヒト TTR 遺伝子で
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置換したマウスを作製した。しかし、 
（１） マウスとヒトの両方の TTR 遺伝子を

持つヘテロマウス(Ttr+/hVal30)とヒト
TTR のみを持つヒトホモマウス
(TtrhNal30/hVal30)を比較すると、肝臓で
のヒト TTRの mRNA及びタンパクの発
現量は、予想通り TtrhVal30/hVal30 は
Ttr+/hVal30の 2 倍であるが、血清中の
TTR量はTtrhNal30/hVal30はTtr+/hVal30に比
し 40％程度であること、 

（２） その理由は、ヒト TTR ホモ 4 量体は
ヒト/マウス TTRヘテロ 4量体よりも
不安定なためであること、 

（３） さらにその不安定な理由はヒト TTR
ホモ 4量体は、肝臓内で RBP4 と結合
できないためであること、を明らか
にした（Zhao et al. Genes Cell in 
press）。 

従って、マウス Ttr 及び Rbp4 遺伝子がと
もにヒト化されたマウスモデルが、最適であ
ることと考えられた。 
 
 
２． 研究の目的 
 
（１） マウス RBP の完全破壊マウスの作製 

 
（２） ヒト RBP 遺伝子で置換したマウスの

作製(RbphRBP) 
 
（３）  RbphRBP とすでに作製済みの TtrhVal30

および TtrhMet30とを交配し、TTR 遺伝
子及び RBP 遺伝子がともにヒト化さ
れ た マ ウ ス (RbphRBP;TtrhV30 及 び
RbphRBP; TtrhMet30)の作製 

 
（４） 上記のマウスを用いての分子生物学

的・生化学的解析（例：mRNA 及びタ
ンパクレベルでの発現パターンや発
現量の解析） 

 
（５） RbphRBP;TtrhV30及び RbphRBP; TtrhMet30で

のアミロイド沈着の解析 
 
（６） 4 量体を安定させると考えられてい

る 3 価クロミウムや抗酸化剤投与に
よる治療実験である。 

 
しかし、後半の(5)-(6)実験は、時間も経

費もかかるところから、次期の基盤研究で実
施予定である。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）Rbp4 ターゲッテイング ベクターの作
製 

ターゲッテイング ベクターの構造として
は、Rbp4 遺伝子の第 2エクソンにある ATG の
直前で破壊するようデザインする。具体的な
構造は下記のとおりである。 
[MC1-DT-A-polyA]-[5’homologous region 
of mouse Rbp4 gene (3kb)]-[lox71]- 
[PGK-Neo]-[loxP]-[polyA]-[3’homologous 
region of mouse Rbp4 gene (6kb)] 
 
（２）Targeted allele を持つ ES clone の単
離 
上記のターゲッテイング ベクターを TT2 

ES 細胞に電気穿孔法にて導入し、ネオ耐性ク
ローンを選別する。targeting vector がラン
ダムに挿入したクローンを除去するため、
neo probe を用いてサザンブロット解析を
行い、予想サイズのシングルバンドのみが検
出できるクローンを選別する。 
 

（３）ヒト RBP4 置換ベクターの作製 
ヒト RBP4 置換ベクターの具体的な構造は

下記のとおりである。 
loxKMR3]-[humanRBP4 cDNA]-[pA]-[Frt]- 

[PGK-puro]-[Frt]-[loxP] 
 

（４）置換アレルを持つ ES clone の単離 
上記の置換ベクターを CAG-Cre発現ベクタ

ーとともに、targeted ES cell に導入する。
lox71 と loxKMR3 および loxP と loxP 間で組
換えが起こるので、targeted allele 内の
[PGK-Neo] が [human RBP4 
cDNA]-[pA]-[Frt]-[PGK-puro]-[Frt]で置換
され、置換アレルができる。 
 

（５）マウス Rbp 遺伝子破壊マウス(Rbptm87)
の作製と解析 
Targeted ES clone を用いて、凝集法によ

りキメラマウスを作製する。得られたキメラ
マウスを交配し、マウス Rbp4 遺伝子ノック
アウトマウス(Rbptm87)を樹立する。まず、完
全欠失となっているかどうかを、ノザンブロ
ット法およびウエスタンブロット法で確認
する。 
 

（６）ヒト RBP 遺伝子で置換したマウス
(RbphRBP)の作製と解析 
Replaced ES clone を用いて、凝集法によ

りキメラマウスを作製する。得られたキメラ
マウスを交配し、マウスRbp遺伝子をヒトRBP
遺伝子で置換したマウス(RbphRBP)を作製する。
まず、ヒト RBP 遺伝子の発現パターンをノザ
ンブロット法およびウエスタンブロット法
で解析する。さらに、血中の TTR, T4, T3, 
retinol への影響を解析する。 
 

（７）RBP 遺伝子座及び TTR 遺伝子座がヒト
遺伝子で置換されたマウス(RbphRBP;TtrhV30)の



 

 

作製と解析 
RbphRBPマウスと TtrhV30マウスとを交配し、

RbphRBP;TtrhV30樹立する。まず、ヒト RBP 遺伝
子とヒト TTR 遺伝子の発現パターンをノザン
ブロット法およびウエスタンブロット法で
解析する。次に、肝臓及び血清中のマウス TTR
をウエスタンブロット法で解析する。さらに、
血中の TTR, T4, T3, retinol への影響を解
析する。 
 
 
４．研究成果 
 
 マウスRbp4遺伝子を完全破壊し、ヒトRBP4
遺伝子で置換したマウスの作製に成功した。
このマウスを、すでに作製済みの Ttr 遺伝子
のヒト化マウスと交配し、Ttr 及び Rbp4 遺伝
子がともにヒト化されたマウスを作製した。
このダブルヒト化マウスを用いて、分子生物
学的・生化学的解析を行い、予想とおりの結
果が得られた。2 つの遺伝子をともにヒト化
することで理想的なマウスモデルが可能で
あることを世界で始めて明らかにした。これ
まで TtrhTTRMet30 と同程度の血清 TTR レベル
(2-3mg/dl)を持つ他のトランスジェニック
マウス[Tg(0.6-hTTRMet30)]においてアミロ
イド沈着を観察している(Transgenic Res. 
6: 261-269, 1997)ことから、TTR 遺伝子及び
RBP 遺伝子をともにヒト化したマウスにおい
てもアミロイド沈着が十分期待できる。した
がって、これらのマウスを用いて CHF5074 や
抗酸化剤による治療実験を行えると期待さ
れる。効果が確認されれば、グルタチオン等
の抗酸化剤はすでにヒトで用いられている
ところから、その波及効果は大きいと考えら
れる。 
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