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1.研 究 成 果

【研究の背景】

本態性高血圧は複数の遺伝子が関与 している,こ れ まで 「体質」 と呼 ばれ て

きた遺伝要因 と,肥 満,食 塩過剰 摂 取,ス トレスな どの生活習慣 要 因や 外部刺

激要因からなる環境要因により発症する疾患である.そ のた め,本 症 は糖尿病,

虚血性 心疾患 な どの生活習慣病 と同様,多 因子遺伝 病 の範疇 に入 る.わ が 国は

世界 の中で も少子 高齢 化のスピー ドが最も早 く,そ れ に伴 う医療 費 の増 大 と経

済不振 が相まって,将 来の展望 が見 えに くくなってい る.こ れ に対す る処方 箋

のひ とつが 自立 した高齢者の割合 を増やす ことである.そ の為 には生 活習慣病

の発症 を減少 させ ることが必須である.日 本 で は死亡原 因 と してが んが圧倒的

に多いが,罹 患率 とい う点 か ら見 る と高血圧が最 も多 く,次 いで糖 尿病 であ る.

わ が国で は生活習慣 病の予 防対策 として,「 健 康 日本21」 とい う計画 を策定 し

た.こ の計画 は10年 間で達成す べ き 目標 値 を定 め,そ の達成度 を評価 して行

くもので あるが,生 活習慣要 因の是 正が主要 な 目的である.本 態性高 血圧 の原

因 となってい る遺伝子が明 らか となれば,高 血圧 を発症 しやす い ヒ トを発症前

に明らかに し,発 症予防(生 活習慣 是正 あるいは発症予 防薬投与)を お こな う,

あ るいは画期的 な治療薬 を開発 す るな どが可能になると思われ る.す な わち,

「健康 日本21」 に加 えて,個 々人 が体質 と して持 ってい る遺伝要因を明 らかに

す ることによ り,オ ー ダー メイ ドの医療,健 康管理 を実現 で きれ ば,さ らに効

果 が見込 め る.

高血圧 の原因遺伝子 を探す方法 と して,① 成 因に関与 してい る と疑われ る候

補遺伝子 をひ とつずつ検討 してい く候補遺伝子アプ ローチ と② ゲノムに広 く存

在 している遺伝子多型をマーカー として,高 血圧 に 関与す る遺伝子座位 を さが

す ゲノムワイ ドスクリーニングがある.② の ゲ ノム ワイ ドス ク リー ニ ングが今

後最 も有力視 され てい る方法で ある.多 型 と してSM)s(singlenucleotide

polymorphisms)を 使 うが,今 の ところ,1)利 用 で きるSNPs数 が まだ十 分で な

く,見 逃す可能性 が あ る,2)SNPs多 型 の タイ ピング コス トが まだ高 く,膨 大

な研 究費 を要す る,な どの問題 点 が ある.我 々 も遺伝 要 因の関与 が強 い と思わ

れ る高血圧症例 を①50歳 以前 に発 症,② 第一度 近親 内に少 な くとも1人 高血圧

の患者 がい る,③BMIが27未 満,の3条 件 で え らび だ し,そ の100例 を使用 し

てゲ ノム ワイ ドス ク リー ニングを開始 した ところである.一 方,候 補遺伝 子 ア

プ ローチ では これ まで多くの研究が行われて きた.そ の 中で も罹 患 同胞 対 を使

用 した連 鎖解析法で関与が示 され,引 き続 きお こな われ た,遺 伝子 内のSNPs

を使 っ た 関連 解 析 で も有 意 な結 果 となったア ンジオテンシ ノー ゲ ン遺伝 子
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(AGT)が 最 も確 か ら しい遺伝 子で あ る.AGTは レニ ンー ア ンジオ テ ンシン系(RAS)

の基質 であ るが,RASは 出血 な どの脱水状 態や低血圧 に応 じて活性化 され,体 内

に水 とナ トリウムを貯留 し血圧 を正常に回復 させる.腎 血 管性 高血圧や悪性高

血圧 な どによってRASが 充進す る と,重 症 高血圧 にな るこ とは良 く知 られてい

る.ま た,RASを 抑 えるアン ジオテ ンシン変換 酵素阻害薬やアンジオテンシン

II受 容 体 プ ロッカーが高血圧 治療 に用い られていることからもRASの 高血圧 に

おけ る重要性 は明 らか である.

AGT遺 伝子 の第2エ クソンにM235T多 型 が存在 す る.こ の うちT235ア リルの

頻度 は 高血圧 患者 群 におい て正常血圧群 よ りも高 く,血 中のア ンジオテ ンシノ

ーゲ ン濃度 とも相関があることがわかってい る.そ の後の解析 に よ り,AGT遺

伝子 のプ ロモー ターに存在す るG-6A多 型 がM235T多 型 とほぼ完全 に連 鎖 して

い るこ とが明 らかとなった.す なわ ちG-6Aが 発現調 節 に関与 していて,M235T

は連鎖 してい るマ ーカ ーで あ る可能性が高い.M235T多 型 の頻度 は人種差 が大

き く,TT型 の頻度 は黒人,日 本人,白 人の順 に高 い.さ らにマカカや ゴ リラな

どの類人猿では100%,TT型 であ るこ とか ら,人 類 の祖 先 は低塩分環境 で も血

圧 を維持す るのに有利 なTT型 が元 来の遺伝 子型 であ った と考 えられる.環 境

の変化 に よ り,食 塩 を摂取す るよ うにな って高血圧を来 しやすい遺伝子型 にな

った とい う説 も提唱 されている.

我 々は これ まで,遺 伝子 多型 の意味 を実験 的に確 かめるため,ヒ トAGT遺 伝

子 のプ ロモ ー ター活 性 を細胞 へ の遺伝子導入な どを使 って調べた1).核 蛋 白抽

出液 を使 ったDNA結 合 実験,AGT遺 伝子 のプ ロモー ター と レポー ター遺伝子の

フージョン遺伝子のア ッセイにより,G-6A遺 伝子多型 がAGT遺 伝子 の転写活性

に影 響 を及 ぼ していることがわかった.し か し,こ の実験 はinvitroの 実験

であ り,実 際のinvivoで も同 じよ うな事が観察 され るか は不明である.一 方,

ノー スカ ロライナ大学 のSmithies等 は,AGTの コピー数 のみが異 なるマ ウス

を作製 した2)・3).遺 伝子 の ノ ックア ウ トと人工的 に導入 した遺伝子重複,お よ

びそ の掛 け合 わせ に よ り,AGTコ ピー数が1か ら4個 のマ ウスがで きた.各 遺

伝子型 を もつマ ウスの血圧 を測定 したところ,コ ピー数 が1個 増 えるご とに約

iIの 血圧 上昇が観察 され た.ま た,Morganら4)はM235Tの ヘ テ ロで ある39

名 の妊婦の胎盤 を使 って,T235とM235の 核 ア リルか らの転写活性 を検討 した.

その結 果,T235ア リル 由来のmRNAがM235ア リル 由来 よ りも多い こ とを観 察 し

た.

【目的 】

本研 究の 目的 は,以 下の二つ であ る.

①invitroで 観 察 された ア リル の違 い による発現が,実 際 の人間の臓器(in
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viVO)で も観 察 できるか.

② コ ピー 数の異 な るマ ウスにお いて,コ ピー 数 に よる血 圧 の違 い を確 かめ

た後,塩 分負荷 が,血 圧 に どの様 な影 響 を与 え るか検討す る.

① の 目的のた めに,ヒ ト臓器 と して,心 臓 と肝臓 を対象 と した.イ ンフォー

ム ドコンセ ン トを とった後,心 臓 は冠動脈 バ イパス形成 術時 に得 られ る右心耳

組織を集めた.ま た,肝 臓 組織 は肝 疾患診 断 を 目的 と した肝生検時の組織検査

後にあまった組織 を使用 した.ま た,② の 目的 のた めに,ノ ー スカ ロライナ 大

学のSmithiesの 研究室 か らAGT遺 伝子の コピー数 が1と3で あ るマ ウスを譲

り受 け,動 物舎 で繁殖 し実験 に用 いた.

【方 法 】

①AGT遺 伝 子 のinvivoexpression

遺 伝 子DNAを 基 質 と したPCRを コ ン トロー ル と し,組 織 か ら抽 出 したtotalRNA

か らRT-PCRに よ って 得 たDNAを 基 質 と したPCRでT235ア リル とM235ア リ

ル か らの転 写 活 性 をautoradiogram上 で 測 定 し,そ の比 を計 算 した .

1)遺 伝 子DNAか らのPCRに は以 下 の158bpの 塩 基 配 列 を増 幅 した(図1).

下線はプライマー作製部分.//は エ クソン2と イ ン トロン2の 境界.

睡]は235番 目の メチオ ニ ンコ ドンを示す.

2)cDNAは 以 下 の212bpを 増 幅 した(図2).

235CP5'-TCAGGGAGCAGCCAGTCTTC-3'

T2355'-TGTCCACACTGGCTCCCG-3'

M2355'-TGCTGTCCACACTGGCTCCCB-3'

二 重 下 線 は235CP,波 線 はM235の プ ラ イ マ ー 部 分 を 示 す.
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cDNAを 鋳型 と して32Pで 末端標識 した235CPを コモ ンプライ マー と し,3塩

基,長 さが異 な るT235お よびM235を くみ あわせ,Taqリ ガーゼ によって,

それ ぞれ の組合 せで プ ライマーのライゲーシ ョン反応をおこなった.

3)発 現 を比較

反応 産 物 をエ タ ノール 沈殿 し,15%変 性 ア ク リル ア ミ ドゲル 電気 泳動 をお こ

なった.泳 動 後,ゲ ル の情 報 をFujiのBAs2000シ ステ ムに よ り取 り込んだ

後,M235(41塩 基)とT235(38塩 基)に 相 当す るバ ン ドの濃 さで発現量の比較

をお こなった.

②AGT遺 伝 子 の コ ピー数 が異な るマ ウスを使 った実験

1)1コ ピーのマ ウス と3コ ピーのマ ウスをか け合 わせ ることにより,1コ ピ

ー か ら4コ ピー までのAGT遺 伝子 を持つ マ ウスを繁殖 させ た.

2)各 コ ピー数 のオ スを8%塩 分負荷群 と0.8%の 通 常飼 料で飼育 し,血 圧 の

推移 を検討 した.

3)血 圧 測定 はtai1-cuff法 でお こなった.

【結 果 】

①AGT遺 伝 子 のinvivoexpression

1)冠 動 脈 バ イ パ ス 術 時 に得 られ た 右 心 耳 の 組 織 は,そ の 場 で 液 体 窒 素 に よ り

凍 結 し,・80℃ で保 存 した.最 終 的 に64検 体 を得 る こ とが で き た.

2)心 臓 組 織64例 を通 常 の方 法 でM235Tタ イ ピン グ した とこ ろ,11例 が ヘ テ

ロで あ った.

3)11例 にお け るT2351M235の 比 は,遺 伝 子DNAで の 比 で 修 正 後,1.08,1.04,

1.17,1.12,1.06,1.05,1.23,1.02,1.06,1.17,1.00で あ った.平 均1.09

で あ り,T235ア リル か らの発 現 がM235ア リル か らの発 現 よ り も,平 均10%

程 度 多 い こ とが わ か っ た.

4)こ れ はT235ア リル か らの 発 現 が10・20%程 度 多 い とい うinvitroの 結 果 と

よ く合 致 して い る.こ の こ とは,T235ア リル か らの発 現 量 が小 児 期 か ら多

い こ とが,中 年 期 以 降 の 本 態 性 高 血 圧 発 症 の 危 険 要 因 と な っ て い る とい う

仮 説 を 支 持 す る もの で あ る.

5)肝 臓 組 織 に 関 して は10例 の検 体 で解 析 した が,ヘ テ ロ は1例 の み で あ りs

T235の 発 現 が 多 か っ た が,症 例 数 が 少 な い た め,は っ き り した こ とは言 え

な い.

6)現 在,蛍 光 プ ラ イ マ ー を用 い たSSCP法 の精 度 と感 度 が 良 好 で あ る こ とが

わ か っ た の で,同 じ検 体 を使 用 して,追 試 を続 け て い る.
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③AGT遺 伝子 の コピー数 が異 なるマ ウス を使 った実験

1)各 コ ピー数 のマ ウス(1～4)の 血圧 を測定 した.そ の結果,開 発者 の論文 に記

載 され た よ うに,コ ピー数 に応 じて,血 圧 が上昇す る傾 向があ った.

2)AGTコ ピー数 が1,2,3,4の オスを5・6匹 ず つ,8%の 塩 分含有飼料摂 取

群 と0.8%の 通 常飼 料群 の分 けて飼 育 し,経 時的 に血圧 を測 定 した.し か し,

塩 分摂取 に よる,血 圧 の有意 な差 異 はいず れ の コ ピー数の群で もみ られな

かった.原 因 として血圧測 定 自体が不安 定であること,こ の実験 に使用 し

たマ ウスでは塩分感受性が低いこと等が考 えられ る.

3)現 在 低塩 分飼 料(0.3%)を 注文 し,飼 育 を始 め た.腎 臓 にお い て,高 塩分 飼

料 群 と低 塩分 飼料 群 の 間に,発 現量 に差 が あ る遺伝 子 が 高血圧発症 に関与

している可能性があるとの仮説の基に,実 験 を進 めてい る.
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光雄,本 間丈成,今 田研 生,小 林 正樹,西 園 弥生,大 竹 明,山 田 豊:

新生児一過性糖尿病 の候補 遺伝 子

第45回 日本人類遺伝 学会2000年10月25・27日 福 岡

6.千 葉伸一,蒔 田芳男,大 森博 之,船 水真 紀子,羽 田 明,種 村光代,鈴 森 薫:

第13番 染色 体上に存在す る無脳症 の原 因遺伝子の検索

第45回 日本 人類遺伝 学会2000年10月25・27日 福 岡

7.大 森博 之,船 水真 紀子,蒔 田芳 男,細 井 孝 之,折 茂 肇,鈴 木 隆雄,猪 狩

勝 則,中 島 敏 晶,井 ノ 上 逸 朗,羽 田 明 骨 粗 霧 症 に お け る

Osteoprotegerin(OPG)遺 伝子解析

第45回 日本人類遺伝 学会2000年10月25・27日 福 岡

国 際 学 会

1.HataA..Hypertension.ClinicalGeneticsWorkshop,Session3.Clinical

GeneticsofMultifactorialDiseases,RadiationEffectsResearch

Foundation.March3-4,1999且iroshima

2.MakitaY,InoueJ,MitsuyaK,ImadaT,HommmaT,ItoY,MitamuraR,

IshiiT,OshimuraM,HataA.Acandidategeneresponsiblefortransient

neonataldiabetes.

TheAmericanSocietyofHumanGenetics50thannualmeeting,

October3-7,2000,Philadelphia

13



招待講演,シ ンポジ ウム な ど

1.羽 田 明.遺 伝子解析 か らみ た骨形成 不全症.第10回 日本整形 外科学会骨

系統疾患研 究会1998年12月6日 福 岡

2.羽 田 明.シ ン ポ ジ ウム1.成 人 病 一 ライ フ ス タ イ ル の 影 響.S・1・1)成 人
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一

なった.本 手法 によ り、少 な くとも末梢神経の損傷時に損傷神経解剖に特異的に遺伝 子

を導入することが容易にな った.本 結 果は平成9年 の 日本 解剖 学会総会で発 表 した.本

手法を応 用 して発現 を抑制 する試みを現在も検討中である.

また、特定の トラ ンス ジニ ック動物やノックアウ ト動物 を用 いることによ り、神経 損

傷時の機能解析がどの程度可能であるかも試みた.こ こで は、IL-6やIL-6Rを 過剰発 現

している動物で神経軸 索損傷後の再生速 度が促進することが明らかにな った(Hirotaet

al,J.Exp.Med.1996).ま た、当初癌 抑 制遺伝子で あるP53に よ って転写 が制御 され て

いるいくつかの遺伝子 が神経再生に関与 していると考えられたが、p53ノ ックアウ トマ

ウスを用 いた実験では神経軸索再生にはあま り影響を及ぼさないことも明らかにな った.

(Moritaetal,J.Neurosci.,1996}.

本研究 関連の仕事で既 に学会誌 に発 表したものを以下に示す.ま た、 トラ ンス ジ ェニ ッ

ク動物の成果を発表 した第27回 北米神経科学会の アブス トラク トも添付する.


