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【目的】

カルニチンは長鎖脂肪酸のミトコンドリア内転送に必須の物質であるo カルニチン欠之症は，カルニチン欠之によ

りミトコンドリアでのエネルギー産生障害，脂質代謝異常が惹起され，肝機能障害，筋力低下，心不全等の臨床症状

を呈する疾患である。 Juvenile visceral steatosis (JVS) mouse は，常染色体劣性の遺伝形式にて全身性カルニチ

ン欠之症を発症するヒトカルニチン欠乏症のモデル動物で、ある。今回私は，ポジショナルクローニングの手法を用い

て JVS mouse の病因遺伝子 (jus 遺伝子)を単離することを目的として， リンケージ解析を行い jus遺伝子座周辺の

詳細な遺伝的地図を作製し，さらに物理的地図の作製を試みた。

【方法ならびに成績】

homozygous mutant mouse (jus / jus) と Musmusculus molossinus より得られた F 1 (jus / +) mouse を， hoｭ

mozygous mutant mouse (jus / jus) に戻し交配し， 190匹の N 2 mouse を得た。各個体の脂肪肝の有無の確認，

組織のカルニチン量の測定にて表現型でのタイピングを行ったところ， 89匹が affected mouse, 101匹が unaffected

mouse であった。各個体の組織より核 DNA を抽出した後， jus 遺伝子座がマウス第11番染色体上にマップされると

いう報告にもとづき，両系統間で多型であることを確認した 13個のマイクロサテライトマーカー (DllMit153，

Dllλ1it141 ， DllMit25, DllMit154, DllMit87, Dllλ1it24， DllMitll1 , DllNds9, DllMit86, DllMit23, 

DIIMit241 , DIIMit207, DIIMit131) を用いてリンケージ解析を行った。その結果， JUS 遺伝子座と DIIMit24，

DllMitll1 , DllNds9, Dllλ1it86 及び DllMit23 との間に recombina tion を認めなかった。 1 匹の unaffected

mouse で DllMit24 より centromere 側の 5 個の locus (DllMit153 , DllMit141 , DllMit25, DllMit154 , 

DllMit87) にて recombina tion を認め，また 1 匹の affected mouse で DllMit153 にて recombina tion を認めた。

Telomere 側では， 2 匹の unaffected mouse において DllMit241 ， DllMit207, DllMit131 にて recombina tion を

認め，さらに 1 匹の affected および 1 匹の unaffected mouse において DllMit207. DllMit131 にて recombination

を認めた。以上より計算される locus の順序と遺伝学的距離は以下のようになった。 Centromere-DllMit153-0.52:t 

0.52cM-(DllMit141 , DllMit25, DllMit154 , DllMit87) -0.52 土 0.52cM・ (jus， DllMit24 , DllMitll1 , DllNds9, 

DIIMit86, Dllλ1it23) -1. 05 :t 0.74cM-Dllλ1it241-1. 05 :t 0.74cM- (DllMit207, DllMit131) -Telomere。その後223
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匹の intercross mouse を用いて更に詳細なマッピングを行ったところ . DIIAlit86及び DIIMit23 で recombination

を認めず. jvs 遺伝子座は (Dlllllitlll ， DllNds9) と DllNJit241の聞の約1.2cM の領域にマップされた。

次に上記範囲をカバーする Yeast Artificial Chromosome (Y AC) contig を作成するため，上記のマイクロサテ

ライトマーカーを用い YAC のスクリーニングを行い 4 個の YAC clone を得た。すべての YAC clone よりそれぞれ

DNA を抽出しパルスフィールドゲル電気泳動を行った後. Southern blot hybridization にてインサートの大きさを

確認した。 YAC25A1 には600kb のインサートがあり . Dlllllit154 と Dlllllit87を含み. YAC174B10には850kb のイ

ンサートがあり DllMit24， DlllvJitlll及び DllNds9を含み， YAC92C5 には350kb のインサートがあり Dlllllit24 ，

DllMit1l 1及び DllNds9を含み， さらに YAC171D1 には 950kb のインサートがあり DllMit86， DllMit23 , 

DllMit241及び Dll111it207を含んでいた。次に各 YAC clone のコスミドライブラリーより end clone を単離し，そ

れらをプローブとし fluorescence in situ hybridization (FISH) を行い，これらの YAC clone がキメラでないこと

を確認した。また上記 end clone をプロープとし上記 4 個の YAC clone より抽出した DNA を用いて作成したメンブ

レンにて Southern blot hy bridiza tion を行い. YAC171D1 と YAC92C5がオーバーラップすることをE在j忍した。この

ことより YAC174B10， YAC92C5. YACl71D1が連結していることが示された口以上， リンケージ解析と物理的地図

より導かれる各 locus の順序は以下のようになった。 Centromere四DlllvJit153- (DllA1it141 , DllMit25, 

DllMit154 , Dl1Mit87)-(Dl1NJit24)-(DlllvJitlll , DllNds9) ー (jvs ， DllMit86, Dll1l1it23)-Dlllllit241-DllMit207-

DIIMit131-Telomere。

【総括】

本研究では， JVS mouse を用いたリンケージ解析により ， jvs 遺伝子座周辺の詳細な遺伝的地図が作製され ， JVS 

遺伝子座はマウス第11番染色体上のマイクロサテライトマーカー (DllMit111 ， DllNds9) と Dlllllit241 の聞の約

1. 2cM の領域にマップされることが示された。また， jvs 遺伝子の単離を行うには，この領域の物理的地図を作成す

る必要があるが，本研究により， この領域をカバーする Yeast Artificial Chromosome (Y AC) conting が示された。

以上により jvs 遺伝子を含む最小領域が決定され， jvs 遺伝子の単離を行うことが可能となった。 JVS mouse は全身

性カルニチン欠之症のモデル動物で、あり . jvs 遺伝子を単離することはカルニチン欠之症において認められる心筋症，

脂質代謝異常，脂肪肝等の病態の分子レベルでの解析に貢献し，それらの治療戦略に寄与するものと考えられるD

論文審査の結果の要旨

申請者は，本研究において，心筋症，脂質代謝異常，脂肪肝等の臨床症状を呈する原発性カルニチン欠乏症の原因

遺伝子を単離する目的で，動物モデルである Juvenile Visceral Steatosis (JVS) mouse を用い， リンケージ解析を

行った。その結果，疾患原因遺伝子座(jvs 遺伝子座)をマウス第11番染色体上のマイクロサテライトマーカ一 Dll

Mit111 または DllNds9 と D11Mit241の聞の約1.2cM の領域に同定した。さらに. 4 個の Yeast Artificial Chromoｭ

some (YAC) clone にて同領域の物理的地図を作成した。以上のことより，原発性カルニチン欠之症の原因遺伝子

は， 350kb のインサートを持つ YAC92C5または， 850kb のインサートを持つ YACl71D1上に存在することを示した。

このことは，原発性カルニチン欠乏症の原因遺伝了を単離する上で重要な知見であり， jvs 遺伝子が単離されれば，

カルニチン欠乏症において認められる心筋症，脂質代謝異常，脂肪肝等の病態解明も可能となり，今後の発展性も十

分に期待できる。したがって，本研究は，生命科学への貢献度が極めて高い研究といえ，学位授与に十分値すると考

えられる。
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