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長寿医療研究開発費 ２０２３年度 総括研究報告（総合報告） 

 

長寿医療研究のための技術基盤形成に資する基礎技術研究 ③疾患モデル動物の作成 

（２１−２７−３） 

 

主任研究者 下田修義 国立長寿医療研究センター メディカルゲノムセンター（室長） 

 

 研究要旨 

 本研究課題開始当初、当室は研究推進基盤センター内の分子機能解析室であった

が、本年度の改組によりメディカルゲノムセンターのゲノム機能解析室への変更と

なった。ただし、新しい所属においても本研究を継続して進めている。なおメディ

カルゲノムセンターでは主に NCGG のバイオバンクに蓄積されたリソースを活用し

て、認知症を中心としたゲノム解析により疾患関連遺伝子の特定およびその機能解

析を行っている。今回の課題で当室は所内のリクエストに応じて疾患モデル動物の

作成ができる体制を整えることを第一の目標とした。第二の目標は作成した疾患モ

デル動物の機能解析である。現段階では、ゲノム編集技術を利用して高齢者特有の

疾患に関連する遺伝子の機能破壊（ノックアウト）と疾患関連バリアントへの置き

換え（ノックイン）をマウスとゼブラフィッシュにおいて実施できる環境を構築し

終え、第一の目標はほぼクリアした。現在は疾患モデルマウスの機能解析インフラ

整備に取り組んでいる。 

 

  

 主任研究者 

  下田 修義 国立長寿医療研究センター メディカルゲノムセンター（室長） 

  

 研究期間 2021 年 4月 1 日～2024 年 3月 31 日 

 

 

Ａ．研究目的 

 老年病の発症原因や病態を解明し、その理解に立脚して予防法や治療法を開発するに

は疾患のモデルとなる動物が必要である。当センター内では現在、バイオバンク試料を

活用した、メディカルゲノムセンターによるヒトゲノム解析から、アルツハイマー病や

レビー小体型認知症の発症に関連したバリアント(DNA の塩基置換)を持つ遺伝子が次々

と発見されており、次の段階としてそれらバリアントが生体にもたらす影響をモデル動
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物で評価することが必要となっている。この場合、効率やコストの面、またノウハウの

蓄積がなされるという点、さらに技術の継承がなされるということから、モデル動物の

変異体を集約的に作成する支援体制をセンター内に構築するのが合理的である。そこで

本研究ではゲノム編集技術を利用して、高齢者特有の疾患に関連する遺伝子のノックア

ウトとバリアントのノックインをマウスとゼブラフィッシュで行い、それらをセンター

内研究者に供給できる体制の構築を第一の目的とした。第二の目的は、作成した変異体

を効率よく解析するためのインフラ整備である。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 （１）全体計画 

ゲノム編集動物・細胞を利用した DNA 多型の機能解析と DNA メチル化解析 

 マウスとゼブラフィッシュというモデル生物に対しゲノム編集技術を駆使できるよう

な環境（人的、技術的、設備的）を整え、DNA および DNA メチル化の多型解析から見出

される認知症関連遺伝子、あるいは加齢による免疫低下や高齢者に見られる疼痛といっ

た、高齢者の生活の質に関わる遺伝子の機能解析を支援できるようにする。また加齢に

よる DNA メチル化の変動と、初期胚における DNA メチル化のリセットについて、それら

の現象の、老化並びに若返りに対する関与を検証する。 

 

（２）年度別計画 

 

【２０２１年度】 

１）ゲノム編集技術を認知症研究へ応用するための環境構築 

 マウス、ゼブラフィッシュ、そしてヒト培養細胞に対し、ゲノム編集（ノックアウト

およびノックイン）を行えるよう環境整備する。センターで見出された５つの新奇認知

症関連遺伝子を対象として、有効なガイド RNA のデザイン法や導入法、変異の検出法を

見出す。 

 

【２０２２年度】 

１）認知症、免疫、および疼痛関連遺伝子変異体・変異株の樹立 

 センター内のゲノム解析チーム、並びに主任研究者が同定した認知症関連 DNA 多型に

ついて、ゲノム編集技術を用いてマウスに同等の変異（欠損、あるいはバリアント）を

導入する。ゼブラフィッシュにも当該認知症関連遺伝子（オーソログ）がある場合、具

体的には MRPL43 及び MFSD3 については、ゼブラフィッシュにも、DNA の変異を導入す

る。認知症以外では、高齢者における免疫の低下に関わる可能性がある遺伝子のノック

アウトも作成する。また痛み刺激の伝達に関わる遺伝子３種類について、ゼブラフィッ
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シュのノックアウト個体を作成する。いずれの場合も、変異を導入したモデル生物は、

まず、野生型と交配することで変異を固定する。 

 

【２０２３年度】 

1) 疾患関連遺伝子機能の解析 

変異を導入したモデル生物の表現型を解析する。マウスについてはホモ変異個体にお

ける老人斑形成の有無を組織免疫染色で、また認知機能の解析をインテリケージ

(IntelliCage)などのアッセイ装置を用いて行う。ゼブラフィッシュの変異体について

は形態異常や行動異常を解析する。また同脳内のブチリルコリンエステラーゼ活性、ア

セチルコリンエステラーゼ活性を測定する。疼痛に関わる遺伝子のゼブラフィッシュ変

異体に対しては、ゼブラフィッシュに熱プローブを近づけたときの逃避行動をビデオカ

メラで撮影し、画像データをもとに痛覚刺激伝達異常を解析する。また新規の変異体作

成のリクエストがあり次第取り組む。 

 

2)DNA メチル化の解析 

マウスやゼブラフィッシュでは、受精卵でエピゲノムのリセットがみられる。主任研

究者はこの現象が細胞の若返りに寄与すると推測しており、ゼブラフィッシュを利用し

て、エピゲノムリセットに関与する因子の同定を行う。 

 

 

（倫理面への配慮） 

  本研究にはヒト遺伝子解析研究が含まれる。したがって本研究は国立長寿医療研

究センターの倫理・利益相反委員会での承認を得たうえで実施した。組み換え DNA 実

験についても同機関の承認を受けた上で実施した。 

 

 

Ｃ．研究結果 

【２０２１年度】 

ゲノム編集技術を認知症研究へ応用するための環境構築 

マウスおよびゼブラフィッシュにおいてゲノム編集技術を利用したノックアウトおよ

びノックイン個体の作出を行えるよう環境整備した。具体的には以下の四項目を達成し

た。 

1) 簡便なガイド RNA のデザイン法やオーダー法の選択と、それらの情報を希望者に

伝えるための文書化 

2) エレクトロポレーションによるマウス受精卵へのガイド RNA 導入レシピの検討

（実験動物管理室との共同研究による） 
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3) ゼブラフィッシュ受精卵にゲノム編集のためのマテリアル（ガイド RNA と Cas9

タンパク質）を顕微注入するためのシステム立ち上げと実験補助員の顕微注入ト

レーニング 

4) ゲノム編集の成否を確認するための簡便な変異検出技術(heteroduplex mobility assay: 

HMA)の立ち上げ 

 

【２０２２年度】 

認知症、免疫、および疼痛関連遺伝子変異体の樹立 

 

1) マウス変異体について 

センター内のゲノム解析チームが同定したアルツハイマー型認知症(AD)関連３遺伝

子 SHARPIN, MLKL, OR51G、およびレビー小体型認知症(DLB)１遺伝子 MRPL43 につ

いて、動物実験管理室との共同でゲノム編集技術を用いて、疾患関連バリアント

（塩基置換）のマウスゲノムへの導入（ノックイン）を試み、Mrpl43 をのぞきい

ずれも成功した（ヒト OR51G のマウスオーソログは Olfr578）。Mrpl43 の疾患関連

バリアントを導入したノックイン変異体が得られなかった理由として、マウスでは

そのバリアントがヘテロ接合体の状態でも致死になるためと考えられた。ただし

Mrpl43 バリアント導入の過程で、副産物としてインフレームの 6 塩基欠損変異

（２アミノ酸）が得られたが、その 6 bp 欠損変異についてもホモ接合体は得られ

なかったので、同欠損変異はホモ接合体では致死になると考えられた。また DLB 関

連遺伝子として Mrpl43 に加え MFSD3 が同チームにより見出されたが、この遺伝子

に見つかったバリアントは終結コドン導入変異であったため、マウスの Mfsd3 につ

いては遺伝子破壊（ノックアウト）変異のみを作成した。Sharpin, Mlkl, Olfr578

については Mrpl43 の場合と同じく、ノックインの過程で副産物として遺伝子破壊

変異（小さな欠損。ただしフレームシフトなので機能喪失）が得られたので、ノッ

クイン変異に対する対照としての利用を考え、Sharpin, Mlkl, Olfr578 について

は Mfsd3 と同じく遺伝子破壊変異の系統も維持した。これらの変異体は、後に、依

頼主であるメディカルゲノムセンターのバイオインフォマティクス部門並びに疾患

ゲノム研究部門に受け渡した。ただし Sharpin 変異体のホモ個体については、ノッ

クアウトのヘテロ個体の交配を繰り返したが、得られず、最終年度への持ち越しと

なった。またバイオセーフティー室から依頼のあった、免疫関連遺伝子 Axl につい

ても同技術によるノックアウトマウスの作成を開始した。 

 

2) ゼブラフィッシュの変異体について 

基本的にマウスで遺伝子をゲノム編集するときには平行してゼブラフィッシュの

同じ遺伝子（オーソログ）の変異体も作成することを考えている。しかし上記の AD
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関連遺伝子のうち、SHARPIN, MLKL, OR51G についてはゼブラフィッシュのオーソロ

グが存在しなかったため、残りの、DLB に関わる上記 2 遺伝子 Mrpl43 および Mfsd3

についてゼブラフィッシュのノックアウト変異体作成も試みた。Mrpl43 変異はマウ

スのケースと同様に、モザイクの状態で致死となり、変異体は作成できなかった

が、Mfsd3 についてはフレームシフトを起こした、したがって機能を喪失した 2 系

統が単離できた。また認知症研究センターからの依頼で、痛覚刺激の伝達に関わるペ

プチド、コレシストキニン、のレセプター遺伝子 cholecystokinin-like neuropeptide 

receptor の３つのゼブラフィッシュパラログ、CCKAR,CCKBRa,CCKBRb のノックアウト

フィッシュの作成に取り組み、いずれの遺伝子についても欠損変異を導入すること

に成功した。それらはかけ合わせによりホモ変異体を作成した。 

 

【２０２３年度】 

疾患関連遺伝子機能の解析 

1)  変異を導入した一部の疾患モデル生物について表現型の解析を開始した。ヒト

では MFSD3 (major facilitator superfamily domain containing 3)遺伝子のコー

ディング領域にストップコドンが入るレアバリアントが DLB 患者で見つかる割合

が有意に高かった(MGC 重水らの研究)。またそのバリアントを持つ DLB 患者では血

液のブチリルコリンエステラーゼ(BuChE)活性が有意に上昇していた。MFSD3 タン

パク質の機能は未だ明らかではないが、その構造から形質膜に結合して、溶質

(solute)の輸送、とりわけアセチル CoA の輸送に関わるタンパク質をコードして

いると想定された。それは MFSD3 が、既知のアセチル CoA トランスポーターであ

る SLC33A1 と比較的高い相同性を示すからである。溶質の輸送は、細胞内への栄

養分の取り込み、イオンの輸送、細胞内からの老廃物の除去等の生理学的機能に

欠かせない。以上の情報から、DLB と MFSD3 の関連について以下の仮説を立てた。

アセチル CoA は神経細胞内でコリンアセチルトランスフェラーゼの作用によりコ

リンを原料にして神経伝達物質であるアセチルコリンとなる。MFSD3 の機能低下は

シナプス間隙でのアセチルコリン濃度の低下を引き起こし、認知機能の低下をも

たらすが、そこに作用機序は不明であるが BuChE の活性上昇を伴う、という仮説

である。そこでゼブラフィッシュの mfsd3(DLB 関連)変異体については成魚の脳を

摘出し、ELISA でアセチルコリンエステラーゼ(AchE)およびブチリルコリンエステ

ラーゼ(BuChE)の活性を測定した。初回の ELISA では BuChE が mfsd3 変異体で高い

という結果が得られたが、二回目の測定では変化が見られず、再現性は得られな

かった。この結果は血液（ヒト）と脳（ゼブラフィッシュ）という BuChE の活性

測定対象とした器官の違いによるものなのか、あるいは魚とヒトという種の違い

によるものか明らかではない。今後はゼブラフィッシュの脳におけるアセチルコ

リン濃度を野生型と mfsd3 変異体で比較する必要があると考えている。 
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2)  Mfsd3 変異体マウスおよび Sharpin 変異体マウスについては IntelliCage という

装置を用いて、セミナチュラル（準自然的）なコンディションで学習や記憶の能

力をテストした。この装置では非接触個体識別(RFID)技術をベースにしており、

マウスへのストレスを最小化している。その結果概要を以下にまとめた。 

解析項目 Mfsd3 Sharpin 

新奇環境下での活動性 WT より有意に低下 WT と差は見られず 

基底活動量とリズム 規定レベルでより低活動 高活動 

常同行動 WT と差は見られず WT と差は見られず 

行動系列の学習と行動柔

軟性 

各指標において一貫した

低活動性。複雑な学習課

題において一部学習困難

を示した。固執的・衝動

的なノーズポーク（装置

の四隅に設置されたセン

サーを鼻でつつく行為）

行動の亢進を示した。 

複雑な学習課題において

一部学習困難を示した。

固執的・衝動的なノーズ

ポーク行動の亢進を示し

た。 

不安惹起刺激に対する反

応 

WT は光刺激に対して典型

的な忌避行動を示した。

Mfsd3 変異マウスでは少

なくとも光り刺激に対す

る不安の誘発が抑制され

ている、もしくは感覚鈍

磨があることが示唆され

た。 

Sharpin 変異マウスでは

少なくとも光り刺激に対

する不安の誘発が抑制さ

れている、もしくは感覚

鈍磨があることが示唆さ

れた。 

衝動的行動の制御と持続

的注意 

特筆すべき異常や群間の

有意な差は見られず。 

特筆すべき異常や群間の

有意な差は見られず。 

甘味指向性・意欲 群間の有意差なし 群間の有意差なし 

この表で示すように、いくつかの項目において Mfsd3 変異体と WT の間で、あるい

は Sharpin 変異体と WT の間で行動の違いが観察された。特に両変異体とも一部の

テストで学習困難が認められたのはこれらの変異体の認知症モデル動物としての

有用性を示唆している。なおこの行動実験は MGC の重水ラボ、尾崎ラボ、実験動

物管理室との共同研究である。 

 

3)  疼痛に関わる遺伝子のゼブラフィッシュ変異体に対しては、ゼブラフィッシュ

に熱プローブを近づけたときの逃避行動をビデオカメラで撮影し、事後的に逃避
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行動開始に要する時間を計測した。野生型と比較して、逃避行動開始が遅くなる

ようであれば変異体は疼痛のリレーに影響があると判断できる。CCKBRA 変異体を

この方法で解析したが、野生型とは差が有意とはならなかった。そして続いて

CCKBRa と CCKBRb の変異体を解析する予定であったが、依頼者が本年度上半期をも

って異動することになりそれら二つの変異体については残念ながら解析を途中で

打ち切ることになった。 

 

4) 神経遺伝学研究部から新規のノックインマウス作成のリクエストがあった。この

ノックインは今まで作成した塩基置換導入と異なり、ゲノムの特定の部位への 10 

kb 長の遺伝子のノックインという依頼であった。そのためにはマウス受精卵への

試薬導入のため従来用いていたエレクトロポレーションではなくて、顕微注入を

行う必要がある。そこで、既報の手法に従い、まず高純度の顕微注入専用バッフ

ァー (10T-0.1E)の調整を行った。そしてこの試薬で、以下の材料を溶解した。す

なわち、１．sgRNA、2.tracrRNA、3.Cas9 タンパク質、4.ターゲッティングベクタ

ー、の４種類の材料である。最後に、実験動物管理室スタッフが、マウス受精卵

への試薬注入、偽妊娠マウスの子宮への移植、帝王切開による仔の摘出、もしく

は自然分娩により産仔を取得した。独立した 3 回のインジェクションを行い、計

42 匹の個体が得られたが、ジェノタイピングの結果、いずれの仔マウス(F0)にも

期待した遺伝子は導入されていなかった(0 %)。そこで、標的部位の DNA を解析し

たところ、既報によれば７割程度の産仔に認められた CRISPR/Cas9 による標的部

位の構造変化が一つも検出できなかった。この結果は、遺伝子の標的部位への導

入以前に、そもそもその前提条件の一つとなる、標的部位の切断自体が生じてい

なかったことを示した。 

 

Ｄ．考察と結論 

当該研究は当センターにおける認知症等の長寿医療の中核となる疾患の病態解明に資

する研究技術開発ならびに疾患モデル動物の提供を行う課題である。ゲノム編集技術を

認知症研究へ応用するための環境構築の第一歩である、マウス及びゼブラフィッシュの

ノックイン・ノックアウト変異体の作成と維持について全般的に順調に進み、安定して

変異動物を供給できる体制が整った。今後もセンター内の横断的協力体制により同定さ

れると期待される新規認知症関連遺伝子の機能解析や治療薬開発をするうえで欠かせな

い疾患モデル生物を迅速かつ安価に所内研究者に対して提供できることが期待される。

現在、これまでの実績から、現時点において新たなゲノム編集動物を２ライン作成する

依頼を受けている。すでに作成されたゲノム編集マウスを含め、それら新たな変異体の

機能解析が今後の課題となる。作成されたゲノム編集動物の中から、機能解析により認
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知症モデル動物となり得る変異体が現れれば、それを所内の他の研究者に分配すること

により、所内での認知症研究が加速することが期待される。 
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