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研究成果の概要（和文）：本研究では、高血圧のラットモデルとして定評のある自然発症高血圧ラットにゲノム
編集技術を応用してApoe, Prdx2, Akt1の3種の遺伝子のノックアウトを作成し、高血圧と動脈硬化を同時に発症
する疾患モデルを作成した。高脂肪食負荷によって、ApoeノックアウトSHRは高度の高脂血症を呈し、明らかな
動脈への脂質沈着亢進も確認できた。今後Prdx2ノックアウトによる酸化ストレス亢進や高血圧の脂質沈着亢進
作用について、定量的に検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, apolipoprotein E (Apoe) gene was knocked out in spontaneously
 hypertensive rat (SHR) to establish a hereditary model of combined hypertension and atherosclerosis
 in rats.  In addition to Apoe, the peroxiredoxin 2 (Prdx2) and Akt1 were knocked out to explore 
effects of oxidative stress and NO on atherogenesis. Gene depletion was done using the CRISPR/Cas9 
technology. The two knockout rats were then mated to obtain the double knockout SHRApoE(-/-)Prdx2
(-/-).  We successfully established 6 knockouts (2 for each of the three genes), and one double 
knockout. According to phenotype analyses, there was no significant difference in blood pressure 
between SHR and SHRApoe(-/-). The total cholesterol level in SHRApoe(-/-) was significantly higher 
than in SHR under a high-fat diet. Clear fat deposition in the aorta was observed in SHRApoe(-/-) 
and SHRApoe(-/-)Prd2x(-/-). These rats would be useful models for CVDs.

研究分野： 基礎医学、実験病理学、実験動物学
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１．研究開始当初の背景 
Atherosclerosis をベースとして発症す

る代表的な疾患に、心筋梗塞とアテローム
硬化性脳梗塞がある。その病態や発症機序
については、遺伝子改変マウスを用いた研
究が行われてきたが、ヒトにおけるこれら
の病態が、糖尿病や高血圧など複合的な基
礎疾患の影響を受けていることから、ヒト
での病態をより良く再現できる実験モデル
が必要とされている。また、マウスは小型
ゆえに、血液等のサンプルを繰り返し採取
することが難しいこと、血圧測定や手術操
作、各種の生理学的検査が難しいというデ
メリットも指摘される。これに対して、ラ
ットはマウスのおよそ 10 倍の大きさを持
つことから、上記のデメリットが解消でき
る利点がある。 
  従来、ラットでは遺伝子ノックアウトが不
可能であり、そのためにマウスが用いられて
きた経緯があるが、近年、新たな遺伝子ノッ
クアウト技術が開発され、ラットでも容易に
遺伝子改変を行うことが出来るようになっ
た。特に CRISPR/CAS9 を用いる方法は、１）
ES 細胞が不要なため、マウス以外の任意の種
で遺伝子改変が可能であるのみならず、任意
の系統のラットで直接ノックアウトが可能
であることから、ラットで多数存在する自然
発症病態モデルを使えること、２）多重ノッ
クアウトが短期間で容易に作成できること、
３）ES 細胞を使う場合にくらべて高効率かつ
短時間にノックアウト動物の作成が可能で
あることにある。 

 
２．研究の目的 
本研究では、遺伝的に高血圧、インシュリ
ン抵抗性を呈する自然発症モデルとして
定評のある自然発症高血圧ラット（SHR）
を用いて、このラットに Apoprotein E 
(Apoe) 、Peroxiredoxin 2 (Prdx2)、Akt1
の遺伝子をノックアウトすることで、高血
圧を背景に有する動脈硬化モデルを作出 
することを目的とした。Apoe は VLDL や
chylomicron に主として含まれるリポ蛋白
をコードする遺伝子であり、これを欠損す
ることで ApoE 受容体を介する脂質の肝等
への取り込みが障害されることで、高度の
高脂血症、動脈硬化の発症が期待できる。
Prdx2 は過酸化物の還元を行う酵素であり、

これを欠損することで酸化ストレスが亢
進することが予想される。また、Akt1 は
NO 産生酵素 (NOS) の誘導に関与するとさ
れており、これを欠損することで、NO 産
生が阻害され、血管内皮の integrity が損
なわれると期待される。本研究では、Apoe
を欠損させた高血圧モデルラット SHR を
ベースに、更に、Prdx2や Akt1欠損を組み
合わせることで、重症の動脈硬化を起こす
モデルラットを作出することを目指した。 

３．研究の方法 

A)ノックアウト SHR の作成：CRISPR/CAS9 の
方法論を用いて、上記３つの遺伝子をターゲ
ットに、CRISPR guide RNA をデザインし、CAS9
の mRNA と と も に SHR の 受 精 卵 に
microinjection する。得られた仔の DNA をス
ク リ ー ニ ン グ し て 各 遺 伝 子 に
deletion/insertion の入った個体を選抜し、
これをSHRと交配して雌雄のヘテロ接合体を
取り、最終的にターゲットとした遺伝子にホ
モで変異の入った個体を得る。更に Apoe 
knockout (KO)に Prdx2, Akt1 KO をそれぞれ
交配して double KO SHR を得る。 
B) 得られたノックアウト SHR に高脂肪食を
与え、血清脂質レベル、血圧を検討するとと
もに、最終的に動脈硬化の程度や心、腎病変
についての形態学的検討を、摘出した臓器を
用いて行う。 
 
４．研究成果 
A) ノックアウト SHR 系統確立 
Apoe, Prdx2, Akt1それぞれに異なる 2種の
deletion/ insertion を持つ計 6種のノック
アウト SHR 系統を確立した。一部で変異がモ
ザイクとなっていたため、交配によるホモ化
に時間のかかった系統もあった。変異の詳細
は右図に示す。これらはすべて National 
BioResourse Project-Rat に寄託し、凍結精
子保存を行って、系統保存に万全を期すとと
もに、研究者がこれらの系統を活用できるよ
うにした。 
また、Apoe, Prdx2-KO SHR を交配すること
により、両方の遺伝子を欠損する double KO 
SHR を作出した。 
Akt1 については、ホモでこの遺伝子を欠損
することで雌が不妊、雄も妊孕性が低下する
ことが判明し、現在ヘテロでの維持を行って



いる。ヘテロでも産仔数が少なく Apoe と
Akt1 の double knockout 作成は成功してい
ない。現在取り組んでいるところである。ま
た、実験に用いるための個体を確保すること
も難しい状況であり、Akt1 KO の表現型解析
はこれからである。 

B) ノックアウト SHR の表現型解析 
以下、Apoe KO, Prdx2 KO についての表現型
解析の結果の概要を記載する。 
血圧：いずれも SHR と同等の高血圧を呈する。
Prdx2 KO では酸化ストレスの亢進により、
血圧が更に上昇すると考えられたが、
tail-cuff 法を用いた測定で、baseline の血
圧は SHR に比べて有意な上昇がみられた。 
血清脂質レベル：Apoe KO では通常の餌を与
えても、総コレステロール、中性脂肪とも有
意な上昇を認めた。標準的に用いられる高脂
肪食（パーム油 25%、コレステロール 5%、
コール酸 2%）を負荷したところ、総コレス
テロールは高度な上昇を示したが（下図）、 

ラットは食餌が滞って衰弱してしまった。こ
のため、最適な餌の条件を検討する目的で、
餌中のコレステロール、油脂、コール酸含有
量の異なる 3種類の餌（①ココアバター 20%、
コレステロール 2%、コール酸 0.5%；②ココ
アバター 15%、コレステロール 1%、コール
酸 0.25%；③ココアバター 20%、コレステロ
ール 2%、コール酸 0%）の検討を行ったとこ
ろ、摂餌は可能となったが、①の餌では 1
ヶ月程度の実験期間で突然死がみられた。こ
の期間では動脈への脂質沈着はまだ軽度に
とどまっており、突然死の原因はまだ分かっ
ていない。更に長期にわたる高脂肪食負荷を
実現して動脈硬化病変を形成させるために、
②の餌をベースに高脂肪食を2日に1回与え
るプロトコールと4日に1回与えるプロトコ
ールで２ヶ月間観察を行ったところ、これら
の条件では摂餌、体重に異常はみられず、最
終的に 2 日に１回の脂肪食負荷で強い脂質
沈着を観察できた（下図）。 
動脈への脂質沈着：下図のとおり、上記の摂
餌条件で強い脂質沈着を認めている。今後、
Apoe KO, Apoe/Prdx2 double KO を用いての
定量的な解析を予定している。 

 
酸化ストレス：尿中 isoprostane 測定により、
Prdx2 KO では酸化ストレスの亢進が確認で
きた。 

C) 今後の展開 
動脈硬化の作成実験に使用される一般的な
高脂肪食を用いたところ、本モデルでは条件
が厳しすぎたため、高度の衰弱がみられた。
このため、餌の最適化に手間取り、本格的な
定量的解析は今後の課題となっている。今後、
動脈硬化の定量的解析、Prdx2 KO による酸
化ストレス亢進の影響の検討、WKY との交配
により血圧を正常に下げた正常血圧 Apoe KO
の作成と Apoe KO SHR との比較による、高血
圧の動脈硬化促進作用の評価を予定してい
る。また、このモデルにおいて、高脂肪食負
荷の下で突然死がみられることから、心血管
系への未知の影響がある可能性がある。この
点についても今後検討していきたい。 
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