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研究成果の概要（和文）：高運動習性動物モデルであるSPORTS(Spontaneously Running Tokushima-Shikoku)ラットが
、運動抑制により動脈硬化・心房内血栓を自然発症し脳塞栓を起こす原因遺伝子同定と運動による予防の分子基盤解明
を試みた。自作のエクソーム解析と連鎖解析から、動脈硬化・心房内血栓原因遺伝子変異候補を複数同定し、血管組織
を対象にした発現解析から、代謝、凝固、内皮機能関連遺伝子が抽出された。ラットDNAメチル化解析系やゲノム改変
による機能解析系も構築できたが、これらの統合による原因遺伝子と分子機序の決定には至らず、未知の遺伝的異常や
遺伝―環境要因による多因子の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We tried to identify genetic alterations responsible for atherosclerosis and atria
l thrombosis with cerebral infarction spontaneously induced by hypoactivity in the SPORTS (Spontaneously R
unning Tokushima-Shikoku) rat model and molecular mechanisms of preventive effects of exercise on these ph
enotypes. We modified our self-made rat exon capture system and linkage analysis system, and identified a 
set of candidate responsible genes using these systems. Genome-wide expression analysis of vascular system
 also identified candidate genes associated with these phenotypes. In addition, we established systems to 
determine DNA methylation status and modify genome structure in rats. However, specific gene(s) and molecu
lar mechanisms responsible for those phenotypes were unable to be determined even though using integrated 
analysis of omics data, suggesting that unknown genomic alterations and/or polygene-environment interactio
ns contribute to acquire these phenotypes in this model. 
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１．研究開始当初の背景 
連携研究者らにより Wistar 系ラットから
樹立された、近交系の高運動習性動物モデル
で あ る SPORTS （ Spontaneously Running 
Tokushima-Shikoku）ラットは、高運動習性
以外にも、運動を抑制することで肥満・高血
圧・高脂血症・高血糖などの危険因子を伴う
ことなく動脈硬化・心房内血栓を自然発症し、
その結果高頻度に脳塞栓を起こす特徴的表
現型を有する。 
本ラットの動脈硬化の程度と心房内血栓
の大きさは運動量抑制の程度に依存するこ
とから、遺伝的に規定された動脈硬化・心房
内血栓形成促進という病態に対し、同様に遺
伝的に規定される高運動機能性が環境因子
として拮抗的に作用していると考えられ、運
動による抗動脈硬化・血栓形成のエピジェネ
ティックメモリーの分子機序の研究に有用
な疾患モデルである。本ラットのように特殊
な組成や量の食餌や薬剤負荷、外科的処置を
行うことなく運動時間制限のみで疾患病態
形成における遺伝と運動（環境）の相互作用
の検討と運動のエピジェネティックな疾患
予防作用の分子基盤を実験的に解析可能な
モデル動物は他にない。動脈硬化・心房内血
栓形成形質の原因遺伝子座は BN ラットとの
交配実験から高運動習性と異なることが示
唆されているものの、申請者らによる平成 23
年度挑戦的萌芽研究での本ラットの高運動
習性責任遺伝子探索を行った際には、血栓形
成性等を説明し得る候補遺伝子の特定には
至らなかった。これは、後述のようにラット
ゲノム情報の不完全さから充分に網羅的エ
クソーム解析が行えず、かつ血栓形成性形質
の確認までに生後約 1年かかり、バッククロ
ス個体を用いた連鎖解析とエクソーム情報
取得に必要な個体の確保が困難であること
が理由であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、SPORTS ラットが運動を抑制す
ることで高度な動脈硬化・心房内血栓を自然
発症し高頻度に脳塞栓を起こすことから運
動による抗動脈硬化・血栓形成のエピジェネ
ティックメモリーの分子機序の研究に有用
なモデルであることに着目し、本ラットにお
ける未解明の動脈硬化・血栓形成の原因遺伝
子を同定と病態発生と運動によるその抑制
の分子機構を解明することで、遺伝と運動
（環境）の相互作用の検討と運動のエピジェ
ネティックな動脈硬化・血栓形成予防作用の
分子基盤を解析可能な動物モデルとして確
立する。本研究により、スポーツの健康維持
に及ぼす効果の分子基盤の解析などスポー
ツ医学への貢献が期待される。 
 
３．研究の方法 
本課題では、以下の方法で進めることを計画
した。 
(1)連鎖解析と全エクソンシーケンスによる

動脈硬化や心房内血栓の責任遺伝子候補探
索 
①新規 Wistar 系 SPORTS ラット全エクソンシ
ーケンス用キャプチャーシステムの作製 
自作ラットゲノムデータベース（平成 24
年挑戦的萌芽研究）を SPORTS ラット全ゲノ
ム配列データと最新改訂ラット参照配列
（rn5）情報により SPORTS ラット用に改良・
改変し、これを基に転写開始点-300 塩基を目
途にプロモーター領域もターゲット領域と
したプローブ配列を設計し、加えてこれまで
のアレイタイプのカスタムエクソンキャプ
チャーシステムを液相タイプに変更した新
規キャプチャーシステム（NimbleGen 社、約
45Mb 規模）を作製する。これにより、解析対
象遺伝子数増（>18,000、現行 14,000）とプ
ロモーター領域のカバーでの変異の見落と
し防止と、プロトコールの簡便・短時間化に
よる研究期間短縮と費用抑制を図り、解析効
率を向上させる。 
②連鎖解析による病態に連鎖する染色体領
域の決定 
1 年以上の準備期間を経て作出する表現型
が明確に分離された BNと SPORTS ラットの交
雑子サンプル（平成 23 年度の挑戦的萌芽研
究 に よ り F1 戻 し 交 雑 子 と な る
BNx(BNxSPORTS)など手法は確立済み）を対象
に、約 200 箇所一塩基多型（SNP）とマイク
ロサテライトの多型解析（リアルタイム PCR
ならびに Sanger シーケンサーにより動作確
認済み）を行い、表現型と連鎖する染色体領
域を決定する。世代数を経た近交系のため、
絞り込は数 10Mｂレベルの解像度に留まるが、
1～多くとも数か所（交雑子からは１つの責
任遺伝子が期待される）に候補領域が絞られ
ると期待される。 

 
③次世代シーケンサーを用いた配列情報解
析と候補遺伝子の選択 
 動脈硬化・血栓形成責任遺伝子（図、B に
相当）を BB、Bb、bb で持つことが期待され
るラットのゲノムDNAを解析費用を抑えるた
め各群でプールしてエクソンをキャプチャ
ーで濃縮後、徳島大学で申請者らが使用する
次世代シーケンサー（HiSeq1000、illumina
社）でエクソーム解析を行う。多系統のラッ
トの多型情報を集約して表現型と無関係な



多型を除ける自作パイプラインを用いて連
鎖候補領域内の候補遺伝子を絞り込み、サン
ガー法での個別シーケンスで検証する。尚、
エクソーム解析で可能性の高い遺伝子候補
が得られない場合には、上記自作ラットゲノ
ム情報から連鎖候補領域特異的ゲノム配列
キャプチャーシステムを追加作製してゲノ
ムシーケンスを行い標的変異検索を行う。 
 
(2)運動の SPORTS ラットの動脈硬化・心房内
血栓形成に対する抑制効果とエピジェネテ
ィックメモリーの分子基盤の解析 
①ラットメチローム解析用アレイの作製 
 (1)の SPORTS ラットゲノムデータを基に、
遺伝子とその周囲の CpG アイランドなどの
CpG 配列約 3 万のメチル化状態を検出できる
カスタムアレイ（illumina 社）を新規にデザ
イン・作製する。 
②SPORTS ラットでの運動抑制の DNA メチル
化・遺伝子発現に及ぼす作用の解析 
申請者らは、SPORTS ラットでの血栓形成が
運動以外に L-アルギニン添加食長期投与に
よる一酸化窒素（NO）供給でも抑制されるこ
とを見出している。候補遺伝子が NO の代謝
や上流・下流のパスウェイに関与する可能性
を考え、産生元である血管内皮だけでなく作
用を及ぼす白血球、血小板、血管平滑筋、動
脈硬化巣やマクロファージなど、運動制限を
段階的に行い病態の程度を変えた SPORTS ラ
ットから遠心やマイクロダイセクションを
用いてそれぞれ分別して取得し、これを対象
に網羅的に遺伝子発現（Agilent 社）や可能
な検体では DNA メチル化検出を行う。単独の
データでは因果関係を検討するには次元が
不足しているが、運動抑制の程度と時間を変
えた個体からデータを得ることで、システム
バイオロジーを用いて遺伝子の発現量やメ
チル化の変化の関係性を解析することで中
心（ハブ）や辺縁に存在する遺伝子（ノード）
群を抽出する（遺伝子間相互作用や運動のエ
ピジェネティックメモリーのシステム的理
解）。必要に応じ L-アルギニン投与時のデー
タを比較として用いる。これを(1)で得られ
る原因遺伝子候補と比較し、原因遺伝子変異
の同定とその作用機序、運動の及ぼすエピジ
ェネティックメモリーの原因遺伝子変異へ
の作用機序のパスウェイ的解明を行う。 
③候補原因遺伝子の遺伝子発現パターンの
解析 
上記で絞り込まれた原因遺伝子候補の
SPORTS ならびにコントロールラットでの組
織特異的、運動負荷程度依存的（SPORTS のみ）
発現を、特異抗体（無い場合は in situ 
hybridization）により確認し、原因遺伝子
としての妥当性を検討する。また、in vitro
機能解析の標的系を選択する。 
④ in vitro 系を用いた原因遺伝子とその変
異の分子機能とその修飾の実験的検証 
 発現情報と予測される機能に従い、選択し
た細胞系（正常ラット大動脈内皮細胞、平滑

筋細胞、等の初代培養細胞やモデル培養細
胞）を対象に、ウイルスベクターによる遺伝
子導入あるいは人工ヌクレアーゼによるノ
ックアウト・ノックインを行い、予測される
機能変化に関して解析を行う。遺伝子導入が
不可能な場合、SPORTS から得た標的候補単離
細胞の薬理学的機能解析により、コントロー
ルとの反応性の違いを評価する。 
 
４．研究成果 
(1)連鎖解析と全エクソンシーケンスによる
動脈硬化や心房内血栓の責任遺伝子候補探
索 
①新規 Wistar 系 SPORTS ラット全エクソンシ
ーケンス用キャプチャーシステムの作製 
自作ラットゲノムデータベースと SPORTS
ラット全ゲノム配列データ、最新改訂ラット
参照配列（rn5）、ならびに他の 5系統のラッ
トゲノム情報を収集して、液相タイプのカス
タムラットエクソンキャプチャーシステム
を非コード領域を一部含めて設計した。nr5
により、coding gene 数はヒト、マウスに並
ぶ 22,940 となり、エクソームの対象として
解析できるゲノム解析環境は改善された。 
②連鎖解析による病態に連鎖する染色体領
域の決定 
BN と SPORTS ラットの交雑子について、表
現型が明確に分離されるもののみを選択し
てサンプルとし、これらを対象に表現型と連
鎖する染色体領域を決定した。しかし、世代
数を経た近交系のため、絞り込は染色体レベ
ルに留まり、候補領域の絞りこみには期待し
たほど有効ではなかったが、一定の効果が得
られた。一方、予定していた、連鎖候補領域
特異的ゲノム配列キャプチャーシステムの
追加作製は変異検索には効果がないと考え
られた。 
③次世代シーケンサーを用いた配列情報解
析と候補遺伝子の選択 
 (1)-①でのデザインに従いラットエクソ
ームキャプチャーシステムをカスタムで作
製（45Mb レベル）し、これを用いて、交雑子
のエクソーム解析を行い、ラット多型情報を
用いて、表現型と相関する遺伝子候補を複数
得た。優性モデルを想定した場合に多くの候
補が得られたため、(1)-②での候補染色体領
域と合わせても、絞り込みは十分行えず、変
異候補のリスト化に留まった（未発表デー
タ）。これらの変異は、PCR 産物のサンガー法
での個別シーケンスでも確認された。 
 
(2)運動の SPORTS ラットの動脈硬化・心房内
血栓形成に対する抑制効果とエピジェネテ
ィックメモリーの分子基盤の解析 
(1)の解析で、充分な候補遺伝子の絞り込
みができなかったことから、ゲノムワイドな
メチル化解析に代えて、標的組織のトランス
クリプトーム解析とオミックスデータの統
合解析を先行させて標的の絞り込みを行っ
た。 



メチル化解析と機能解析は、絞り込み後に限
定して行うことから、ラットで有効なシステ
ムの樹立を並行して行うこととした。 
① 標的組織におけるトランスクリプトーム
解析 
 原因遺伝子候補が多く有効に絞り込まれ
なかったことから、ゲノム網羅的遺伝子発現
解析による発現変化との統合解析を行うた
め、標的となる大血管を対象にしたトランス
クリプトーム解析を、SPORTS ラット、コント
ロール Wistar ラットを用いて行った。血栓
形成前であっても、運動群と非運動群では
SPORTS ラットの血管における遺伝子発現パ
ターンに違いが認められた。パスウェイ解析
でも、代謝、血液凝固、内皮機能、酸化スト
レス等に関与する遺伝子の変化が抽出され
てきた。この結果は、SPORTS ラットでの血栓
形成が運動以外に L-アルギニン添加食長期
投与による一酸化窒素（NO）供給でも抑制さ
れる所見に矛盾せず、候補遺伝子が NO の代
謝や上流・下流のパスウェイに関与する可能
性を示唆していた。しかし、(1)の候補遺伝
子との直接または間接の関連は明らかでは
なかった。 
運動による発現変化の見られた遺伝子に
関して、DNA メチル化の関与を個別に検索す
るため、パイロシーケンス法によるメチル化
変化の検索が行えるプラットフォームを確
立した。しかし、予定した遺伝子の絞り込み
が行えなかったことから、実際の原因遺伝子
を用いた実験には至らなかった。 
② 原因遺伝子の分子機能の実験的検証系の
構築 
 ラット初代細胞や個体を用いた変異遺伝
子候補の機能的確認実験を行うため、簡便か
つ有効性が高いことから急速に普及の進む
Crispr/Cas9 システムを導入し、これによる
ゲノム編集系の確立を行った。コントロール
実験により、高効率のノックアウトについて
は有効性が確認できたが、ノックインはさら
に改良が必要と考えられた。しかし、予定し
た遺伝子の絞り込みが行えなかったことか
ら、実際の原因遺伝子を用いた実験には至ら
なかった。 
 
これらの結果は、ゲノム解析プラットフォ
ームが充分でなく未知の遺伝的異常が検出
できていない可能性や遺伝―環境要因によ
る多因子での病態形成の可能性を示唆して
おり、今後これらを踏まえた検索を行って行
く必要がある。 
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