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略語

ACE: angiotensin converting enzyme（アンジオテンシン変換酵素）

AI: angiotensin I（アンジオテンシン I）

AII: angiotensin II（アンジオテンシン II）

BAC: bacterial artificial chromosome（大腸菌人工染色体）

cAMP: cyclic adenosine monophosphate（環状アデノシン一リン酸）

Cas9: CRISPR associated proteins

ChIP: chromatin immunoprecipitation (クロマチン免疫沈降)

CNRE: overlapping cAMP-responsive and negative regulatory elements

CRE: cAMP-responsive element（cAMP 応答性領域）

CRISPR: clustered regularly interspaced short palindromic repeats

CTCF: ccctc-binding factor

ctrl: control（コントロール）

dpc: days post coitum（交尾後日数）

FRT: flip recombinase recognition target（フリッパーゼ認識配列）

gRNA: guide RNA（ガイド RNA）

GWAS: genome wide association study（全ゲノム関連解析）

hAGT: human ANGIOTENSINOGEN（ヒト・アンジオテンシノーゲン）

hdE: human distal enhancer（ヒト遠位エンハンサー）

hREN: human RENIN（ヒト・レニン）

JG: juxtaglomerular（傍糸球体の）



mdE: mouse distal enhancer（マウス遠位エンハンサー）

mRen: mouse Renin（マウス・レニン）

mt: mutant（変異型）

nt: nucleotide（ヌクレオチド）

PAH: pregnancy-associated hypertensive mice（妊娠高血圧マウス）

PCR: polymerase chain reaction（ポリメラーゼ連鎖反応）

PKC: protein kinase C

qRT-PCR: quantitative real-time PCR（リアルタイム定量 PCR）

SBP: systolic blood pressure（収縮期血圧）

SNP: single nucleotide polymorphism（一塩基多型）

Tg: transgene（導入遺伝子）

TgM: transgenic mouse（トランスジェニック・マウス）

THM: tsukuba hypertensive mouse (mice)（つくば高血圧マウス）

UTR: untranslated region（非翻訳領域）

wt: wild-type（野生型）
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第 1 章

序論

レニン-アンジオテンシン系は、血圧恒常性維持に重要なシステムの一つで

ある。レニンは RA 系の出発反応において、基質アンジオテンシノーゲンと反応し、

アンジオテンシン I（Angiotensin I; AI）を産生する（図 I-1）。AI はさらに、ア

ンジオテンシン変換酵素（Angiotensin converting enzyme; ACE）により、最終産

物であるアンジオテンシン II（Angiotensin II; AII）へと変換される。AII は、AII

受容体に結合することで、血管収縮やアルドステロン産生を介した体液量の増大に

より、血圧を上昇させる。レニンによる触媒反応は同系の律速段階であることから、

その発現は、血圧恒常性維持のために適切なフィードバック制御を受けている。つ

まり、高血圧時にはその転写が抑制され、低血圧時には活性化される(1-3)。しかし

ながら、同制御に関与する転写因子や、cis-制御配列による分子メカニズムは、ま

だ完全には明らかとなっていない。

これまでに、培養細胞を用いた研究から、レニン遺伝子転写開始点近傍の

領域に、多くの制御領域が発見されている(4)。しかしながら、これらの多くは基本

転写活性への寄与は示すものの、応答性制御には必須でないことが報告されている

(5)。この理由として、個体にしか存在しない「血圧環境」を、培養細胞を用いた実

験で再現することが困難であることが挙げられる。そこで、私は、当研究室で開発

された高血圧モデルマウス（つくば高血圧マウス；THM）を用いた in vivoの実験系

により、応答性 cis-DNA 配列の同定を目指すこととした(6)。

第 2 章では、まず、THM の作製に用いた 15-kb ヒト・レニン導入遺伝子が、
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高血圧環境下において異常な転写応答を示すことを見出した。さらに、156-kb 及び

13-kb の導入遺伝子を用いることで、THM におけるマウス・レニン遺伝子の転写応答

性を検証した。その結果、同遺伝子の高血圧環境応答性領域が、タンパク質コード

領域の遠位に存在することが明らかとなった。

次に第 3 章では、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を用い、更なる応答性領域

の絞り込みを行った。その結果、内在マウス・レニン遺伝子上流約 17-kb の範囲を

欠失することで、高血圧環境応答性制御が消失することが明らかとなった。さらに

同 17-kb 領域は、正常血圧状態において、エンハンサー活性をもつことを見出した。

そこで、同活性のコアとなる領域を、マウス・レニン産生細胞株 As4.1 を用いたレ

ポーターアッセイ、及び DNaseI hypersensitive site mapping により探索し、転写

開始点上流約 3~5-kb の領域がコアとなる活性を担うことを示した。そこで、最後

に同領域を欠失した遺伝子改変マウスを作製し、高血圧環境における変異アリルの

発現を解析した結果、その応答性が著しく鈍化することを明らかとした。以上の結

果から、転写開始点上流約 3~5-kb のエンハンサー領域が高血圧環境における、適

切な転写制御に重要であることが in vivoの実験系で初めて明らかとなった



肝臓で産生される基質アンジオテンシノーゲンに対して、腎臓で産生される酵素レニンが作用することで、ア

ンジオテンシン I （デカペプチド）が遊離する。アンジオテンシンIは、アンジオテンシン変換酵素（ACE）

により、アンジオテンシン II （オクタペプチド）へと変換される。アンジオテンシンIIは、その特異的受容

体を介して、血圧を上昇させる。レニンの発現は、血圧の変化によりフィードバック制御を受ける。

3
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第 2 章 つくば高血圧マウスにおいて、レニン遺伝子転写は

遠位 cis-DNA 配列により制御される

要旨

当研究室では、過去に 15-kb のヒト・レニンと 14-kb のヒト・アンジオテ

ンシノーゲン導入遺伝子を持つことで、アンジオテンシン II を過剰に産生し、高血

圧を呈するトランスジェニック・マウス（つくば高血圧マウス； THM）を作製した。

レニン遺伝子の転写は本来、血圧恒常性を維持するように制御されるにも関わらず、

THM が高血圧を呈する理由は不明であった。そこで、THM とヒト・レニン導入遺伝子

のみをもつ正常血圧マウスとの間で、レニン遺伝子の発現解析を行った。その結果、

内在マウス・レニン遺伝子の発現量は正常に低下していたが（>1.7 倍）、ヒト・レ

ニン導入遺伝子の発現量は上昇していた（>4.2 倍）。次に、マウス・レニン遺伝子

について、15-kb ヒト・レニン導入遺伝子と相同な 13-kb の DNA 断片を用いて、遺伝

子改変マウスを作製し、発現解析を行った。その結果、13-kb マウス・レニン導入遺

伝子でも、THM 環境下において、その発現量が上昇した（>3.1 倍）。以上の結果は、

高血圧環境に応答して転写を適切に制御する cis-DNA 配列がタンパク質コード領域

の遠位に存在することを示唆している。そこで、次に、13-kb マウス・レニン導入遺

伝子に含まれない、既知の制御領域であるマウス遠位エンハンサー配列（mouse

distal enhancer; mdE）の関与を検討した。mdE を欠失した 156-kb 導入遺伝子は、

THM 環境下でその発現が抑制されたことから、mdE 以外の新規制御配列が 13-kb 領域

の外側、かつ 156-kb 領域の内側に存在し、レニン遺伝子の高血圧応答性転写を制御

していることが示唆された。さらに、十分な制御領域を持たないレニン導入遺伝子
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の挙動を胎児/新生児期の THM 腎臓について解析したが、異常な応答は確認されなか

った。以上の結果は、十分な制御領域を持たないレニン導入遺伝子の高血圧環境に

対する応答異常が、新生児期から成獣期までの期間のどこかで始まっていることを

示している。
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導入

レニンは、腎臓輸入細動脈血管壁に存在する傍糸球体細胞

（Juxtaglomerular 細胞；JG 細胞）で、主に発現・分泌される。その特異な位置か

ら、同産生細胞は血圧の変動を、血管壁の伸展によるメカニカルストレス、遠位尿

細管中のナトリウムイオン負荷によるマクラデンサ・シグナル、あるいは、AII 受容

体を介したフィードバック制御によって感知していると考えられている(7)。また、

転写制御では、レニン遺伝子の活性化に cAMP が重要な役割を果たしており、先に述

べた複数の細胞外シグナルを介して細胞内 cAMP 量が調整されている(8,9)。このよ

うにレニン遺伝子の血圧応答性制御において、生理的シグナルに関する理解は進ん

でいるものの、転写因子や、cis-DNA 配列といった分子メカニズムについては、ほと

んど明らかとなっていない。

これまでに、レニン遺伝子の転写制御に重要な役割を果たす cis-DNA 配列

として、mouse distal enhancer (mdE)が報告されている(10,11)。同領域はマウス・

レニン遺伝子上流約 3-kb に位置し、レニン産生細胞株 As4.1 において、レニン遺伝

子の転写活性を約 80 倍以上に活性化する領域として同定された(10)。さらに私達及

び他の研究グループによる、遺伝子改変マウスを用いた mdE の機能解析から、同領

域は in vivoでのレニン遺伝子の基本転写活性において必須の役割を果たすことが

明らかとなっている(12,13)。また、ヒトにおいても相同な領域が転写開始点上流、

約 12-kb に位置し、in vivoでの基本転写活性に寄与する(14,15)。一方で、応答性

制御におけるヒトとマウス・遠位エンハンサーの役割は完全には一致していない。

例えば、in vitroでの解析から、trans-activation 活性は、マウスに比べ、ヒト・

遠位エンハンサー（human distal enhancer; hdE）のほうが低いことが報告されて
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いる(14)。さらにこの報告と一致するように、遺伝子改変マウスを用いた解析から、

ACE 阻害剤によるレニン遺伝子の活性化に hdE は必須ではないが(15)、mdE は、最大

レベルの活性化に必要であることが報告されており(13,16)、その役割の種差の理解

には更なる解析が必要である。

また、近年のゲノム解析技術の進歩により、DNA のループ構造を介した遠

位制御領域とプロモーターとの相互作用により、遺伝子発現が精密に制御されてい

ることが明らかとなりつつある(17)。これまで、レニン遺伝子の転写制御では、主

に転写開始点近傍の領域に着目して研究が進められてきたが、その多くは生理的刺

激に対する転写応答に必須でないことが我々を含めた複数のグループから報告され

ている(3,18,19)。従って、今後、応答性制御に関わる制御領域を同定するにあたり、

遠位の領域にも着目する必要性が増していると考えられる。実際、過去に異なる長

さのヒト・レニン導入遺伝子を持つ遺伝子改変マウスが複数作製され、興味深い報

告がなされている。Sigmund らは、35-kb の 5! 制御領域をもつ約 140-kb のヒト・レ

ニン導入遺伝子と(18)、900-bp の 5! 制御領域をもつ約 13-kb のヒト・レニン導入遺

伝子とを作製し(2)、これらの血圧応答性転写制御を解析した。その結果、AII 誘導

性高血圧環境下で、140-kb のヒト・レニン導入遺伝子は、マウス内在遺伝子と同様、

その転写が抑制されたが、13-kb ヒト・レニン導入遺伝子では、逆に上昇していた(18)。

この結果は、ヒト・レニン遺伝子の遠位には、高血圧環境下において転写を抑制す

る領域が存在することを示唆している。しかしながら、一方で、13-kb 導入遺伝子の

サイズが小さいことで、ゲノム上の挿入箇所による位置効果を受け、異常な応答を

示している可能性も否定できない。

当研究室では、これまでに、2.8-kb の 5! 制御領域をもつ約 15-kb のヒト・
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レニンと 14-kb のヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子の両方を持つことで、

慢性的に高血圧を呈するマウス「つくば高血圧マウス（THM）」を作製した(6)。同

マウスの高血圧発症機構には、レニンとアンジオテンシノーゲンの酵素基質反応に

おける厳密な種得異性が関与している(20)。つまり、ヒト・レニンまたは、ヒト・

アンジオテンシノーゲン導入遺伝子を単独で保持するマウスにおいては、内在マウ

ス・レニン-アンジオテンシン系との交差反応を起こさず、正常血圧を示すが、両方

のヒト導入遺伝子を同時に持つ場合には、ヒト・レニンとヒト・アンジオテンシノ

ーゲンが反応し、導入遺伝子由来の AI が産生される。AI はマウスとヒトとでアミノ

酸配列が同じであるため、THM では結果として、マウス内在由来に加えて導入遺伝子

由来の AI が過剰に産生され、AII に変換されることで高血圧を引き起こす。先に述

べたように、レニン遺伝子は、血圧恒常性を維持するように、その転写が制御され

ている。しかしながら、同マウスは慢性的な高血圧を呈することから、Sigmund ら

の 13-kb ヒト・レニン導入遺伝子と同様に異常な制御を受けている可能性が考えら

れた。

そこで、本研究では、レニン遺伝子の応答性転写制御メカニズム解明の第

一歩として、ヒト－マウス間での高血圧環境に対する応答性制御の保存性、ならびに、

これに関わる cis-DNA 配列の解析を行った。まず、THM におけるヒト・レニン導入遺

伝子の発現量を解析し、THM におけるその発現が、正常血圧マウスと比較して著しく

上昇していることを確認した。次に、マウス・レニン遺伝子においても、ヒトと同

様の制御が存在するのかを解析するために、15-kb ヒト・レニン導入遺伝子と相同な

領域を保持するマウス・レニン導入遺伝子（13-kb）を作製し、同導入遺伝子の発現

も、THM において上昇することを見出した。さらに、mdE の機能解析を行った。同領
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域は、13-kb マウス・レニン導入遺伝子の外側に存在し、ヒトにおける相同領域につ

いても、15-kb ヒト・レニン導入遺伝子の外側に存在することから、同制御に関わる

候補領域になり得ると考えた。しかしながら、156-kb のレニン遺伝子座から mdE を

欠失した変異型大腸菌人工染色体（Bacterial artificial chromosome; BAC）導入

遺伝子を用いた解析から、mdE は高血圧環境下におけるマウス・レニン遺伝子の転写

抑制に必須でないことが明らかとなった。以上のことから、マウス・レニン遺伝子

の高血圧環境応答性領域がヒトと同様にタンパク質コード領域の遠位に存在し、種

間で保存された応答性メカニズムが存在する可能性が示唆された。

さらに、当研究室では、ヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子をもつ

メスマウスに、ヒト・レニン導入遺伝子をもつオスマウスを交配させることで、妊

娠期に胎児胎盤系由来のレニンが母体に流入し、妊娠後期に高血圧を呈する妊娠高

血圧マウス（Pregnancy-associated hypertensive mice; PAH mice）を作製してい

る(21)。本研究のこれまでの結果から、成獣期において、15-kb のヒト・レニン導入

遺伝子が高血圧に対して、異常な応答を示したことから、PAH マウスにおいても、胎

児が保持するヒト・レニン導入遺伝子が異常に活性化することで、母体の高血圧が

引き起こされたのではないかと考えた。そこで、胎児期（17.5dpc）及び、新生児期

（生後 1 日齢）におけるレニン導入遺伝子の発現を解析した。その結果、15-kb ヒト・

レニン導入遺伝子の発現は THM の遺伝子型をもつ胎児/新生児において、正常に抑制

されていた。また、胎児期における 13-kb マウス・レニン導入遺伝子の発現量は、

THM とヒト・レニン導入遺伝子のみをもつマウスとの間で差がなかった。以上の結果

から、PAH マウスにおける高血圧は、胎児腎臓におけるヒト・レニン導入遺伝子の応

答性制御異常によるものではないこと、さらに、THM におけるヒト・レニン導入遺伝
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子の異常な発現上昇は、生後から成獣期までのどこかの時期に始まることが明らか

となった。
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結果

つくば高血圧マウスにおけるレニン遺伝子の発現解析

高血圧状態の THM において、レニン遺伝子の発現が、血圧恒常性を維持す

るための制御を正常に受けているのかについて確認するために、以下の実験を行っ

た。まず、THM と正常血圧マウスとの間で、レニン遺伝子の発現を比較するために、

ヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子をヘテロ(+/-)に持つオスマウスと 15 kb

のヒト・レニン導入遺伝子をホモ(+/+)に持つメスマウスとを交配し、ヒト・レニン

導入遺伝子のみをもつ正常血圧マウス(ctrl)と、ヒト・アンジオテンシノーゲンと

ヒト・ レニン導入遺伝子をともに持つ高血圧マウス(THM)を得た(図 II-1A)。これら

マウス（8 週齢）の腎臓を用いて、RT-qPCR 法による遺伝子発現解析を行った。その

結果、THM におけるマウス・ レニン内在遺伝子の発現は、正常血圧マウスのそれと

比べて低下していた(図 II-1B)。これは血圧恒常性維持の観点から考えると正常な応

答である。これに対し、ヒト・レニン導入遺伝子の発現は THM で上昇していた(図

II-1C)。同結果は、ヒト・レニン導入遺伝子の発現制御が正常に機能していないこ

とを示している。

15-kb ヒト・レニン導入遺伝子と相同なマウス・レニン導入遺伝子の作製

ヒト・レニン導入遺伝子が高血圧に正常に応答しなかった理由として、二

つの可能性が考えられる。一つ目は、種の違いにより、ヒト導入遺伝子がマウス個

体内で、正常に機能できなかった可能性、二つ目は、導入遺伝子として用いたヒト・

レニン遺伝子の長さが短いために、高血圧応答に関わる機能領域を欠失している可
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能性である。Sigmund らの報告(18)では、140-kb のヒト・レニン導入遺伝子は高血

圧環境下で、正常にその発現が抑制されていることから、後者の可能性が高いと考

えられる。つまり、ヒトでは、レニン遺伝子の遠位に応答性領域が存在することが

示唆される。一方、マウスにおいては、同様の機能領域の存在やその位置は全く分

かっていない。また、ヒトとマウスで同じメカニズムにより高血圧環境応答性が制

御されているのかについても不明である。

そこで、これらの疑問に答えるための第一段階として、15-kb のヒト・ レ

ニン導入遺伝子と相同な制御領域を持つマウス・レニン導入遺伝子を用いて、遺伝

子改変マウスの作製を試みた。このために、まず Ensembl ゲノム解析プログラム

(http://www.ensembl.org/)を用いて、ヒトとマウス・レニン遺伝子の相同性比較を

行った（図 II-2A）。その結果、15-kb のヒト・レニン導入遺伝子と相同なマウス・

レニン遺伝子の範囲は、約 1-kb の 5! 側上流制御配列を含む、全長約 13-kb の領域

であることがわかった。そこで、同 13-kb の領域を RPCI23-240p23+FRT BAC クロー

ンから、リトリービング法によりサブクローニングし（図 II-2B）、レニン遺伝子を

含む DNA 断片（BssHII 断片）をマウス受精卵前核に顕微注入することで遺伝子改変

マウスを作製した。同 BAC クローン中のレニン遺伝子 3! 非翻訳領域（untranslated

region; UTR）には、133-bp の FRT 配列（SfiI/PvuII 認識サイト）が挿入されてお

り、マウス内在のレニン遺伝子と区別することが可能である(図 II-2C)。作製した遺

伝子改変マウスについて導入した遺伝子断片の全長が保持されていることを、パル

スフィールドゲル電気泳動法を用いたサザンブロット法により確認した（図 II-2D）。

また、導入遺伝子のコピー数を、バンドの濃さを定量することで推定した（図 II-2E）。

その結果、TgM 系統 244 では、84 コピー、系統 179 では、7 コピーの導入遺伝子を
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保持することが分かった。

腎臓における導入遺伝子の基本転写量の解析

作製した遺伝子改変マウスが多コピーの導入遺伝子を保持することから、

マウス・レニン遺伝子の過剰発現が予想された。そこで、8週齢の遺伝子改変マウス

の腎臓からRNAを抽出し、ノーザンブロット法により、発現解析をおこなった。マウ

ス・レニン遺伝子のcDNAをプローブとして用い、内在と導入レニン遺伝子の発現を

同時検出した。その結果、野生型と遺伝子改変マウスとの間で、レニン遺伝子の発

現量に大きな差は見られなかった（図II-3A）。そこで次に、レニン導入遺伝子3! UTR

に挿入されたFRT配列部分を認識するプライマーをqRT-PCR法に用いることで、導入

遺伝子の発現を特異的に検出した（図II-3B）。解析の結果、遺伝子改変マウスでの

み、導入遺伝子の発現が検出され（図II-3C）、ノーザンブロット解析の結果とあわ

せて考えると、導入遺伝子の転写はそれほど多くないことが分かった。しかしなが

ら、本研究の目的は、導入遺伝子の高血圧環境応答性、つまり発現量の変化を解析

することにあり、その高発現は必須ではない。逆に、導入遺伝子の高発現により、

血圧が上昇してしまうと、血圧環境応答性を解析する実験系としては適切でない。

実際に、同遺伝子改変マウスの血圧を測定した結果、野生型マウスと同程度であっ

た(表II-1)。以上のことから、今回作製した遺伝子改変マウスをもちいて、導入遺

伝子の高血圧環境応答性発現解析を行うこととした。

高血圧環境における 13-kb マウス・レニン導入遺伝子発現解析

高血圧環境における 13-kb マウス・レニン導入遺伝子の発現を解析するた
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めに、13-kb 導入遺伝子を、交配により先に示した正常血圧（ctrl）、または高血圧

（THM）マウスに導入した（図 II-4A）。これらの遺伝子型をもつ、8 週齢マウスの腎

臓を用いて、13-kb マウス・レニン導入遺伝子（図 II-4BC）、内在マウス・レニン遺

伝子（図 II-4DE）、ヒト・レニン導入遺伝子（図 II-4FG）の発現を qRT-PCR 法によ

り解析した。その結果、マウス・レニン導入遺伝子の発現は高血圧環境下で上昇し

ていた。また、このとき、THM の場合と同様に、内在レニン遺伝子の発現は正常に低

下し、ヒト・レニン導入遺伝子の発現は上昇していることを確認した。従って、THM

において、ヒト・レニン導入遺伝子が高血圧環境に正常に応答できなかった理由は、

種間の差ではなく、高血圧環境応答性領域が欠失しているためであると考えられる。

高血圧環境における mouse distal enhancer (mdE) の役割の検討

これまでの結果から、マウス・レニン遺伝子の高血圧環境応答性領域は

13-kb の領域の外側に存在すると考えられた。そこで、同領域の候補として、mdE に

着目した。mdE はレニン遺伝子上流約 3-kb に存在し、13-kb 導入遺伝子の外側に位

置する。また、ヒトにおけるその相同配列はレニン上流約 12-kb に存在し、15-kb ヒ

ト・レニン導入遺伝子の外側に位置する（図 II-2A）。mdE は、cAMP 応答性領域

（cAMP-responsive element; CRE）をはじめとして、多くの転写因子結合配列を持

ち、レニン遺伝子の転写制御に重要な役割を果たしている。そこで、以前に当研究

室で作製したマウス・レニン BAC 導入遺伝子を保持する遺伝子改変マウスを用いて

(13)、高血圧環境応答における同領域の機能を検証することとした。同 BAC 遺伝子

改変マウスは、野生型（mdE-wt）もしくは、欠失型（mdE-mt）の mdE 配列を含む 156-kb

のマウス・レニン導入遺伝子を同一の染色体上の位置に保持するマウスである。こ
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れらの遺伝子座について、13-kb マウス・レニン導入遺伝子の場合と同様のストラ

テジーによって、正常血圧（ctrl）、もしくは高血圧環境下（THM）に導入した（図

II-5A）。同マウスについて、BAC 導入遺伝子（図 II-5B）、内在マウス・レニン（図

II-5C）、ヒト・レニン Tg（図 II-5D）の発現解析を行った結果、まず、mdE-wt と mdE-mut

BAC 導入遺伝子の ctrl 群での発現量を比較すると、wt と比較して mut では、その基

本発現量が顕著に低下していた。これは先行研究で示された mdE がマウス・レニン

遺伝子転写活性の 80%に寄与することと一致する(13)。次に、高血圧環境応答性に着

目すると、まず mdE-wt BAC 導入遺伝子は ctrl 群と比べ、THM において、その発現量

が顕著に低下していた。さらに、基本転写量が低い mdE-mut BAC 導入遺伝子につい

ても、THM におけるその転写量が、ctrl 群と比べて有意に低下していた。また、こ

のとき、内在マウス・レニン、ヒト・レニン導入遺伝子についてはこれまでと同様

の挙動を示すことを確認した。以上の結果から、mdE は高血圧環境下における転写抑

制に必須でないこと、また同制御には 156-kb の領域で十分であることが明らかとな

った。

胎児/新生児期におけるレニン遺伝子の発現解析

これまでの解析から、十分な制御領域を持たないレニン導入遺伝子は、成

獣期の高血圧環境下で異常な制御を受けることが分かった。そこで、次にこの異常

な制御が胎児期においても起こっているのかについて調べた。そこで、図 II-4A に

示す交配を行い、出産前の胎生 17.5dpc で胎児を帝王切開により摘出し、その腎臓

を用いて発現解析を行った。その結果、17.5dpc では、THM の遺伝子型を持つマウス

個体におけるマウス・レニン導入遺伝子の発現は、ctrl マウス個体におけるそれと
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比べて変化せず（図 II-6AB）、一方ヒト・レニン導入遺伝子（図 II-6EF）の発現は

低下していた。また、内在マウス・レニン遺伝子については、成獣の場合と同様に、

THM の遺伝子型を持つマウスにおいて、その発現が低下していた（図 II-6CD）。この

胎児期における発現解析の結果は、成獣期での結果と大きく異なっていた。そこで

次に、胎児期と成獣期での応答性の違いが、子宮内外の違いによるのかを確認する

ために、新生児期におけるレニン遺伝子の発現を解析した。その結果、内在マウス・

レニン、及びヒト・レニン導入遺伝子の発現は、THM の遺伝子型を持つマウスにおい

て、有意に低下していた（図 II-6GH）。以上の結果は、十分な制御領域を持たないレ

ニン導入遺伝子の発現が、生後から成獣期の間のどこかで、異常に上昇し始めるこ

とを示している。
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考察

高血圧環境におけるヒトとマウス・レニン遺伝子の転写は遠位領域により制御され

る

レニンは、血圧恒常性維持の為にその発現（分泌や転写）が厳密に制御さ

れる。レニン遺伝子は、血圧の変化を、血管壁への圧付加や、アンジオテンシン II

濃度の変化、マクラデンサを介した遠位尿細管中の NaCl 濃度の変化等として感知す

ると考えられるが(7)、関与するシグナルや、cis-DNA 配列は明らかとなっていない。

Sigmund らによる、13-kb と 140-kb ヒト・レニン導入遺伝子を用いたトランスジェ

ニックマウスの解析結果から(2,3,18)、ヒト・レニン遺伝子において、遠位に高血

圧応答性領域が存在することが示唆されていたが、マウスにおける同領域の位置は

全く不明であった（表 II-2）。

本研究では、まず、THM における 15-kb のヒト・レニン導入遺伝子と 13-kb

マウス・レニン導入遺伝子の発現解析により、ヒトとマウスの高血圧応答性領域が

ともにタンパク質コード領域の遠位に存在し、その制御メカニズムが保存されてい

る可能性を示した。さらに、マウスにおける高血圧応答性配列の候補として、mdE に

着目し、その機能解析を行った。野生型または mdE 欠失型 156-kb マウス・レニン BAC

導入遺伝子の解析より、同領域は高血圧環境における応答性制御に必須でないこと

が明らかとなった。最後に、導入遺伝子に含まれる制御配列が十分でなかったこと

による高血圧応答性制御の異常が、THM に見られた高血圧の原因となっていることが

考えられたため、PAH においても、胎児腎臓における同様の応答性異常が起きている

可能性を考えた。そこで、胎児及び、新生児腎臓におけるレニン遺伝子の発現を解
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析した結果、興味深いことに、THM の遺伝子型をもつマウスにおいて、ヒトとマウス・

レニン導入遺伝子の異常な発現上昇は生じておらず、ヒト・レニン導入遺伝子では、

むしろ正常な応答が観察された。これらの結果は、PAH における高血圧の原因が胎児

腎臓でのレニン遺伝子応答性異常によるものではないこと、レニン導入遺伝子の発

現上昇が生後から成獣期にかけてのどこかの時期で生じていることを示している。

血圧環境応答性転写制御研究における、in vivo解析系の重要性

これまでに、レニン遺伝子の転写制御研究は、マウス・レニン産生細胞株

である As4.1 やヒト・肺がん由来レニン産生細胞株である Calu-6 を用いて精力的に

行われ、転写開始点近傍に位置する複数の転写制御領域が同定された(4)。しかしな

がら、これら領域の in vivoでの解析結果は、培養細胞での結果と必ずしも一致し

ない。例えば、基本転写、及び、食塩負荷や脱水などの生理的刺激に対する応答に

重要であることが示唆されていた CNRE [overlapping cAMP-responsive (CRE) and

negative regulatory elements (NRE)]配列(22)が、当研究室でのマウス・レニン BAC

導入遺伝子を用いた解析では、これらの刺激応答に対して必須でないことが判明し

た(19)。また、同 CNRE 配列は、今回作製した 13-kb TgM にも含まれていることから、

高血圧応答性にも十分でないと考えられる。

mdE は、レニン遺伝子の転写調節において、重要な役割を果たすエンハン

サーであるが、同領域の血圧応答性転写制御への関与は完全には分かっていない。

他のグループのノックアウト・マウス(16)、及び当研究室の BAC TgM の解析から(13)、

同領域は ACE 阻害剤投与におけるレニン遺伝子の転写誘導において、最大レベルの

活性化に必要であることが示されている。一方で、ヒトにおける同エンハンサーの
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相同配列である hdE は、血圧降下作用をもつ ACE 阻害剤処理による転写誘導、及び

高血圧応答性制御に必須でないことが報告されており(15)、血圧応答性制御におけ

る、ヒトとマウスでの種間の差が示唆されていた。今回、我々は、mdE 欠失型 BAC 導

入遺伝子を用いて、同領域が高血圧応答性に必須でないことを示した。従って、低

血圧応答性制御においては、種間の差が存在するものの、高血圧応答性制御におい

ては、種間の差はないと考えられる。

このように、培養細胞を用いて同定されてきた cis-DNA 配列の多くが、個

体レベルでの応答性制御に重要な意味を持たない理由として、生理的刺激を培養細

胞系で再現することが困難であることが挙げられる。JG 細胞は血管や遠位尿細管と

隣接し、これら周囲の細胞から、様々なシグナルを受けとること予想される。しか

しながら、培養細胞系では、これらの複合的な要素の影響を調べることができない

ため、結果的に基本転写活性に必要な領域しか見出せていないことが考えられる。

従って、真の応答性に関与する領域の同定・検証には、in vivoでの解析が必須であ

る。

胎児/新生児期 THM では、15-kb ヒト・レニン導入遺伝子は異常な応答性を示さない

本研究における胎児及び、新生児腎臓の解析結果から、THM の遺伝子型を

もつ胎児における 15-kb ヒト・レニン導入遺伝子の発現は、同腹のコントロールの

それと同様に、その発現が正常に低下していた。ヒト・アンジオテンシノーゲン導

入遺伝子は、少なくとも、胎生 16.5 日から、出生後、成獣にかけて、肝臓や腎臓で

十分に発現していることが報告されている(23)。従って、胎児血中でもアンジオテ

ンシン II は産生されていると考えられる。また、羊を用いた解析から、胎児に直接
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アンジオテンシン II を投与することで、胎児血圧が上昇し、血中レニン活性は低下

することが報告されている(24)。従って、THM 胎児における 15-kb のヒト・レニン導

入遺伝子発現は AII の増加や、それに伴う圧付加に応答してその発現が低下してい

ることが予想される。一方で、13-kb マウス・レニン導入遺伝子発現は、ctrl と THM

胎児腎臓との間で有意な違いはみられず、応答性における種間の差があると考えら

れる。

さらに本研究の結果から、PAH マウスでの高血圧の原因は、胎児腎臓での

レニン転写制御応答の異常ではなく、Takimoto らの報告で示されているように、妊

娠後期の胎盤におけるヒト・レニン遺伝子の発現上昇が主な原因であると考えられ

る(21)。一方で、この胎盤での発現上昇が、15-kb ヒト・レニン Tg の遠位制御領域

の欠失により起きている可能性は否定できない。ヒトの胎盤を用いた研究では、内

在ヒト・レニン遺伝子の発現は妊娠初期に高く、後期では減少することが報告され

ており(25)、これは PAH マウスでの実験結果と異なる。実際に、Pinet らは、ヒト・

レニン遺伝子上流、-5.8~-5.5-kb の位置に、胎盤絨毛膜エンハンサー領域を同定し

ている(26)。ヒト・レニン導入遺伝子がこの領域を欠失していることで、胎盤での

発現制御異常が起こっているのかもしれない。

まとめ

以上、本研究から、ヒトとマウス・レニン遺伝子は、ともに遠位に高血圧

応答性領域を持つこと、マウスにおける高血圧応答性領域は、156-kb 領域の内側、

かつ 13-kb 領域の外側に存在することが示唆された。さらに mdE を含む近位の制御

領域は同制御に必須でないことが明らかとなった。また、十分な制御領域を持たな
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いレニン導入遺伝子の、THM における発現様態は、胎児/新生児期と成獣期とで大き

く異なるが、内在マウス・レニン遺伝子の応答性は常に正常であった。従って、レ

ニン遺伝子の遠位制御領域は、成獣期での高血圧環境における適切な転写制御に重

要であると結論できる。
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材料と方法

13-kb マウス・レニン遺伝子断片の作製

本研究で用いたマウス・レニン遺伝子 DNA 断片は、マウス Ren-1c遺伝子を

保持する BAC クローン、RPCI23-240p23（GenBank 登録番号 AC068906）から得た。同

クローンの 89,006 nucleotide [nt]の位置が Ren-1c遺伝子の転写開始点に相当し、

以後、この位置を+1として表す（図II-2B上部; 27)。同 BACの 3! 側非翻訳領域（+9,482

nt）には、内在レニン遺伝子の配列と区別するために、flip recombinase recognition

target（FRT）配列を含む 133-bp の DNA 断片を、先行研究において挿入してある（図

II-2B 上部; RPCI23-240p23+FRT; 19)。DNA 断片の回収には、defective prophage λ

-Red recombineering システムを用いた(28)。まず、pBluescriptII KS(+)の

KpnI/SacI 部分を、複数の制限酵素認識部位を含む 2 本鎖 DNA 断片（KSSOMASBS と命

名）と入れ替え、pBS-MCS を作製した。同断片は以下に示す 2 種類のオリゴヌクレオ

チドをアニーリングした後、2 本鎖 DNA の 5! 側末端を、T4 polynucleotid kinase

によりリン酸化することで作製した。

KSSOMASBS-S: 5!-C-GGCCAAAAAGGCC(SfiI)-ACTAGT(SpeI)-CTCGAG(XhoI)-AACG-

ACGCGT(MluI)-CGAA-CTTAAGGCCAAAAAGGCC(AflII/SfiI)-GCGCGC(BssHII)-GAGCT̶3!

KSSOMASBS-A: 5! -C-GCGCGC(BssHII)-GGCCTTTTTGGCCTTAAG(SfiI/AflII)-TTCG-

ACGCGT(MluI)-CGTT-CTCGAG(XhoI)-ACTAGT(SpeI)-GGCCTTTTTGGCC(SfiI)-GGTAC̶3!

次に、pBS-MCS の MluI/XhoI 部位に、RPCI23-240p23+FRT BAC 由来 MluI-XhoI 断片

（94,530‒105,069 nt）を挿入した。同プラスミドを AfeI と XhoI で消化後、Klenow

断片によって末端を平滑化し、セルフライゲーションさせた（pmRen-3! fr）。同配
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列はリトリービングの際、3! 側相同配列（図 II-2B 上部; MluI-AfeI [94,530-100,425

nt]）となる。5! 側相同配列は、下記のプライマーセットを用いて、BAC DNA を鋳型

として PCR により増幅した。

REN-RET-5! Short-5s: 5!-aaag-gcgcgc(BssHII)-cGAGGTTAGA-ctcgAG(XhoI)-

GTTACTTTTCCA̶3!、REN-RET-5! Short-3a: 5! -tttcg-acgcgt(MluI)-

CCAAGCTAGGTAGGTATAGGATAAGCA̶3!

同配列を BssHIIと MluIで消化した後、pmRen-3! frの MluI部位にクローニングした。

同プラスミドを BlpI/MluI で線状化した後（図 II-2B 中部）、240P23+FRT BAC を保

持する大腸菌（EL250）の形質転換に用いた。アンピシリン耐性による薬剤選択の後、

目的の形質転換体を制限酵素処理、及び塩基配列決定により同定した。

遺伝子改変マウスの作製

リトリービング後のプラスミドを BssHII で消化し、導入用遺伝子断片を精

製した。同断片を CD1 マウス（日本チャールス・リバー、神奈川、日本）より得た

受精卵の前核に顕微注入した。得られた仔の尻尾から DNA を抽出し、PCR 法とサザン

ブロット法によって遺伝子改変マウスを選別した。

動物実験

実験に用いたマウスは、SPF 飼育室にて、12 時間明期/12 時間暗期の明暗

サイクルで飼育した。成獣期（8 週齢）、新生児期（1 日齢）のマウスそれぞれにつ

いて、頸椎脱臼、断頭による安楽死後、即座に腎臓を摘出、液体窒素により凍結し、

-80℃で保管した。胎児期マウス（17.5 days of gestation [dpc]；膣栓がついた日
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を 0.5dpc とする）についても、腎臓を摘出後、液体窒素により即座に凍結し、-80℃

で保管した。すべての動物実験は、国立大学法人筑波大学動物実験取扱規程に基づ

き、動物実験委員会の承認を得て実施した。

導入遺伝子のコピー数及び構造の解析

アガロース包埋された高分子胸腺ゲノム DNA を SfiI で処理し、パルスフィ

ールドゲル電気泳動法によって展開後、ナイロン膜（PerkinElmer、Waltham、MA）

に転写した。これを、α-32P 標識した DNA プローブ（98,147-98,713 nt [AC068906]）

とハイブリダイゼーションした後、X 線フィルムによってオートラジオグラムを得た。

コピー数解析については、野生型マウスゲノムに対して、レニン遺伝子配列を含む

既知濃度のプラスミドを様々な濃度で混ぜ、検出されたバンドを定量し、検量線を

作製することで決定した。バンドの定量には、Phosphorimager と ImageQuant（GE

Healthcare, Princeton, NJ）を用いた。

ノーザンブロット法を用いた導入遺伝子の発現解析

マウス腎臓より ISOGEN（ニッポンジーン、東京、日本）を用いて、トータ

ル RNA を抽出し、既報に倣ってノーザンブロット解析をおこなった(19)。α-32P 標識

したマウス・レニンの cDNA プローブ（GenBank 登録番号 NM031192、303-1,123 nt）、

あるいは、マウス・GAPDHの cDNA プローブ（GenBank 登録番号 M32599、565-1,017 nt）

を用いてハイブリダイゼーションをおこない、X 線フィルムによってオートラジオグ

ラムを作製した。
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Quantitative RT-PCR

トータル RNA を鋳型として、ReverTraAce qPCR RT Master mix with gDNA

Remover（TOYOBO、大阪、日本）により、cDNA を合成した。定量 PCR には、SYBR Premix

EX Taq II（TaKaRa Bio、滋賀、日本）、Thermal Cycler Dice（TaKaRa Bio）を用

いた。PCR プライマー配列は以下の通りである。

内在マウス・レニン遺伝子検出用プライマーセット,

ERn-RRTPCR5S:5!-GCCCTCTGCCACCCAGTAA-3! and

ETRn-RRTPCR3A:5!-CAAAGCCAGACAAAATGGCCC-3!.

導入マウス・レニン遺伝子検出用プライマーセット,

TRn-RRTPCR5S-N1:5!-CATCCACCGGATCTAGATAAC-3! and

ETRn-RRTPCR3A:5!-CAAAGCCAGACAAAATGGCCC-3!.

導入ヒト・レニン遺伝子検出用プライマーセット,

hREN-RTPCR-5S:5!-GCTTTCTCAGCCAGGACATC-3! and

hREN-RTPCR-3A:5!-TGCCAATGGCCTGTTCAATG-3!.

内在 GAPDH遺伝子検出用プライマーセット,

GAPDH-5S:5!-AAAATGGTGAAGGTCGGTGTG-3! and

GAPDH-3A:5!-TGAGGTCAATGAAGGGGTCGT-3!.

血圧測定

収縮期血圧は自動血圧測定装置（Programmable sphygmomanometer BP-200、Softron、

東京、日本）を用いて、文献に倣い(1)、Tail-cuff 法により測定した。
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表 II-1: 13-kb マウス・レニン導入遺伝子を保持するマウスにおける収縮期血圧（SBP）

 
Female Male 

mRen TgM mRen TgM 

 
non-TgM 

line 244 line 179  
non-TgM 

line 244 line 179 

n 6 4 4 7 3 4 

SBP (mmHg) 109.5 ± 4.3 114.3 ± 5.5 115.4 ± 16.7  109.2 ± 5.5 104.3 ± 2.6 106.0 ± 10.8 

  n：各群における解析個体数 TgM : 遺伝子改変マウス（Transgenic mice） 

表 II-2: THM におけるヒトとマウス・レニン導入遺伝子の発現応答

Renin gene expression in 

hREN/hAGT double TgM 

(THM) 

 Adult Fetus  

13-kb Tg human ! N.D. Thompson et al.2 

15-kb Tg human ! " This study 

140-kb Tg human " N.D. Sinn et al.18 

13-kb Tg mouse ! # This study 

156-kb Tg mouse " N.D. This study 

endo. wild-type mouse " " This study 

endo. 5$-large-del mouse # N.D. This study 

Tg, transgene; endo., endogenous; ",抑制; !, 活性化; #,不変; N.D., not determined.
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hREN Tg

hREN Tg +/+

hREN Tg +/-
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hAGT Tg +/-

hREN Tg +/-
hAGT Tg -/-

THMctrl

A

正常血圧マウスとつくば高血圧マウスとを得るための交配。ヒト・レニン（hRen）導入遺伝子（Tg）をホ

モ（+/+）に持つマウスと、ヒト・アンジオテンシノーゲン（hAgt）導入遺伝子をヘテロ（+/-：保持している

場合を＋、しない場合をーで示す）に持つマウスとを交配することで、ヒト・レニン導入遺伝子のみを持つ正

常血圧マウス（ctrl）と、ヒト・レニン/アンジオテンシノーゲン遺伝子をともに持つ、つくば高血圧マウス

を得た。

qRT-PCR 法による、マウス・レニン内在（endogenous）遺伝子の発現解析。マウス GAPDH 遺伝子の発現

量を内部標準として補正を行った。

qRT-PCR 法による、ヒト・レニン導入遺伝子（hREN Tg）の発現解析。（B）と同様に解析を行った。

括弧内：解析個体数。##：P < 0.01。
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Ensembl ゲノム解析プログラムによるヒトとマウス・レニン遺伝子の相同性比較。ヒトとマウスのレニ

ン遺伝子座間で相同性が高い領域を灰色のバーで連結してある。 hdE と mdE（灰色のボックス）は、それぞ

れヒトとマウスの遠位エンハンサー領域である。導入遺伝子の 5' 側と 3' 側制御領域、およびタンパク質

コード領域の長さ（bp）を数字で示す。

マウス・レニン BAC クローン（RPCI23-240p23+FRT）内で、リトリービングベクターに用いた相同配列

の位置を灰色の太線で示す（上段）。3' 側相同配列は、制限酵素により切り出し（MluI-AfeI断片）、5' 側

相同配列（-962~-683 nt）は、PCR により作製した(中段)。リトリービング反応後、BssHII 制限酵素によ

り DNA 断片を回収し、マイクロインジェクションに用いた。タンパク質コード領域を黒、5'、および3'側制

御領域を白の四角形で示す（下段)。

マウス・レニン内在、及び、導入遺伝子の制限酵素地図。導入遺伝子では、FRT 配列の挿入により、

SfiI とPvuII 認識部位を新たに生じ、内在遺伝子と区別することが可能となる。SfiI と PvuII 部位を縦線

で示す。各制限酵素でゲノム DNA が完全に消化された場合に生じることが予想される DNA 断片の大きさ

（kb）を数字で示す。（D）と（E）で用いたプローブの位置を灰色の四角で示す。

SfiI を用いたサザンブロット解析の結果。TgM の下に系統番号、パネルの右側に、予想されるバンドの

大きさ（kb）を示す。アスタリスクは、部分的に切断されたDNA断片の位置を示す。以降、図中の線は、同じ

ゲル上で泳動したが、隣接したレーンではないことを示す。

PvuII を用いたサザンブロット法の結果。図の説明は（D）と同じ。バンドの濃さを定量することで、各

TgM 系統の導入遺伝子のコピー数を推定し、パネルの下に示した。
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mRen-Tg-R

B
8 9

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008

0.010

0.012

244 179
TgMnon-TgM

C

Gapdh

(endogenous

28S
18S

TgM

mRen

A

+Tg)

非遺伝子改変マウス（non-TgM）、および遺伝子改変マウス（TgM）における、レニン遺伝子発現量のノー

ザンブロット法による解析。腎臓由来のトータル RNA（20 g）を、1.2% アガロースで泳動し、ノーザンブ

ロットを行った。マウス・レニン cDNA 断片をプローブとして用い、内在と導入遺伝子由来のレニン mRNA を

同時に検出した。non-TgM、および、各 TgM 系統において、メス、オス各 2 匹ずつ解析した。上段から、マ

ウス・レニン遺伝子とマウス GAPDH 遺伝子の発現、および、エチジウムブロマイドによる RNA の染色結果を

示す。

マウス・レニン導入遺伝子 3' 側非翻訳領域の配列。FRT 配列を網がけして表示した。（C）の qRT-PCR

解析に用いたプライマー配列を矢印で示す。

qRT-PCR 法による、マウス・レニン導入遺伝子の発現解析。マウス GAPDH 遺伝子の発現量を内部標準と

し、補正を行った。各サンプル、3回の PCR 反応を行い、平均値と標準偏差を示した。
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hREN Tg
hAGT Tg
mRen Tg
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+/-
+/-
THM

hREN Tg +/+

hREN Tg
hAGT Tg
mRen Tg

+/-
-/-
+/-
ctrl

A

マウス・レニン導入遺伝子を正常血圧（ctrl）、あるいは高血圧（THM）マウス環境下に導入するための

交配計画。

8週齢の正常血圧（ctrl）、あるいは高血圧（THM）マウス腎臓からトータル RNA を抽出し、qRT-PCR

を行った。マウス・レニン導入遺伝子（mRen Tg line 244; B、line 179; C）、マウス・内在レニン

（endogenous; DとE）、ヒト・レニン導入遺伝子（hREN; FとG）、GAPDH 遺伝子（data not shown）について

発現量を解析し、マウス GAPDH 遺伝子の発現量を内部標準として補正を行った。各グラフにおいて、オスの

ctrl 群の値を 100 とした。各グループにおいて、解析した個体数をグラフ下の括弧中に示し、平均値と標準

偏差を表示した。ctrl と THM 群間での統計学的有意差は二標本 t 検定法により検定した（#：P<0.05; ##：

P<0.01)。
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マウス・レニン BAC 導入遺伝子（mdE wild-type; wt、mutant; mt）を正常血圧（ctrl）、あるいは高血

圧（THM）マウス環境下に導入するための交配計画。

8 週齢の正常血圧（ctrl）、あるいは、高血圧（THM）マウス腎臓からトータル RNA を抽出し、qRT-

PCR を行った。マウス・レニン BAC 導入遺伝子（BAC-Tg; B）、マウス・内在レニン（endogenous; C）、ヒ

ト・レニン導入遺伝子（hREN; D）、GAPDH 遺伝子（data not shown）について発現量を解析し、マウス

GAPDH 遺伝子の発現量を内部標準として補正を行った。各グラフにおいて、wt の ctrl 群の値を 100 とし

た。各グループにおいて、解析した個体数を各グラフ下の括弧中に表示し、平均値と標準偏差を表示した。

ctrl と THM 群間での統計学的有意差は二標本 t 検定法により検定した（#：P<0.05; ##：P<0.01)。
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ヒト・レニン導入遺伝子のみを持つマウス（ctrl）、あるいは、ヒト・レニンとヒト・アンジオテン

シノーゲンの両導入遺伝子を持つマウス（THM）の胎児期（17.5-dpc）腎臓からトータル RNA を抽出し、

qRT-PCR を行った。マウス・レニン導入遺伝子（mRen Tg line 244; A、line 179; B）、内在マウス・レニ

ン（endogenous; CとD）、ヒト・レニン導入遺伝子（hREN; EとF）、GAPDH 遺伝子（data not shown）につ

いて発現量を解析し、マウスGAPDH 遺伝子の発現量を内部標準として補正を行った。各グラフにおいて、オ

スの ctrl 群の値を 100 とした。各グループにおいて、解析した個体数を各グラフ下の括弧中に表示し、平

均値と標準偏差を表示した。ctrl と THM 群間での統計学的有意差は二標本 t 検定法により検定した

（N.S., not significant; ##：P<0.01）。

ctrl、または THM 新生児（1日齢）の腎臓からトータル RNA を抽出し、qRT-PCR を行った。

内在マウス・レニン（endogenous; G）、ヒト・レニン導入遺伝子（hREN; H）、GAPDH 遺伝子（data not

shown）について発現量を解析した。データ解析と統計処理は、（A-F）と同様に行った。

33
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第 3 章 高血圧環境下におけるマウス・レニン遺伝子の転写は、

新規エンハンサーにより制御される

要旨

第 2 章の研究結果から、マウス・レニン遺伝子の高血圧応答性領域は、13-kb

導入遺伝子の外側、かつ 156-kb 導入遺伝子の内側に存在していると考えられる。そ

こで、まず CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を用いて、同領域の位置を大まかに同定した。

その結果、内在マウス・レニン遺伝子の下流側約 78-kb を欠失した「3!-large-del」

においては、正常な応答性が確認された。一方で、上流約 63-kb を欠失した

「5!-large-del」及び、上流約 17-kb を欠失した「5!-short-del」において、その高

血圧応答性が消失した。以上の結果から、高血圧応答性領域は、レニン遺伝子の上

流約 17-kb の範囲に存在することが明らかとなった。さらに、興味深いことに、17-kb

の領域を欠失したアリルでは、レニン遺伝子の基本転写活性が約 2.5 倍低下してい

ることが明らかとなり、同領域は正常血圧状態において、エンハンサーとして機能

することが明らかとなった。そこで次に、エンハンサー活性を指標として、高血圧

環境応答性領域の更なる絞り込みを行った。マウス・レニン産生細胞株 As4.1 を用

いたレポーターアッセイの結果、転写開始点上流約-20~-17-kb と-5~-3-kb の領域

がエンハンサー活性に大きく寄与していることが明らかとなった。また、As4.1 細胞

を用いた DNaseI hypersensitive site mapping の結果、転写開始点上流約-5~-3-kb

の領域中に新規の hypersensitive site が存在することが明らかとなった。そこで、

最後に、同高感受性部位を含む約 2-kb の領域を欠失した遺伝子改変マウスをゲノム

編集により作製し、高血圧環境応答性への関与を検証した。その結果、同領域は、
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高血圧環境におけるマウス・レニン遺伝子の適切な転写制御に大きく貢献している

ことが明らかとなった。以上の結果は、転写開始点上流約-5~-3-kb に存在するエン

ハンサー活性が高血圧時に抑制されることで、レニン遺伝子の転写が低下すること

を示唆した。
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導入

エンハンサーは、転写制御において根幹をなす cis-配列であり、その制御

の破綻は発生異常や疾患の原因になり得る。近年の次世代シーケンサーによる網羅

的ゲノム解析から、一つの細胞種あたり 10,000 から 150,000 もの推定エンハンサー

領域が存在することが明らかとなった(29)。 しかしながら、そのほとんどの機能は

未だ明らかになっていない。この理由の一つとして、エンハンサーと標的遺伝子と

の距離が離れているために、その連関を推定できず、機能検証が困難であることが

挙げられる。また、ヒト疾患と１塩基多型（SNP）との全ゲノム関連解析（Genome Wide

Association Study; GWAS）において、多くの SNPs がノンコーディング領域に存在

することが判明している(30)。この中には、これまで未同定であった遠位エンハン

サー領域も数多く含まれており、最近、これらエンハンサー領域を対象とした治療

薬の報告もあることから(31)、疾患の原因を探る上で、コーディング領域だけでな

く、遠位の制御領域にも着目する重要性が増している。

レニン-アンジオテンシン系は血圧恒常性維持に重要なシステムの一つで

ある。同系は、腎臓で産生される酵素レニンによる、基質アンジオテンシノーゲン

の切断反応を出発点とし、血管収縮作用を持つアンジオテンシン II を最終産物とす

る昇圧系である。レニンは同系の律速段階で作用し、その触媒反応は最終的に血圧

上昇を引き起こす。このためレニン遺伝子の発現は、血圧恒常性維持のために適切

なフィードバック制御を受けており、高血圧時には転写が抑制され、低血圧時には

活性化される(1-3)。第 2 章で示したように、我々は複数の遺伝子改変マウスを用い

た解析から、高血圧環境応答性制御領域が、13-kb マウス・レニン遺伝子領域の外側、

かつ 156-kb 領域の内側にあることを示した。しかしながら、その具体的な位置につ
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いては未知である。レニン遺伝子座には、上流に隣接する kiss1遺伝子まで約 20-kb

の遺伝子間領域が存在している。しかしながら、これまでのレニン遺伝子の転写制

御研究の多くは、転写開始点の近傍領域に着目しており、遠位領域については、候

補となる制御配列すら同定されていない(7)。一方で、過去に 45-kb のヒト・レニン

導入遺伝子を用いた興味深い結果が報告されている。同導入遺伝子は、上流に隣接

する kiss1遺伝子までの遺伝子間領域を完全に保持する。興味深いことに、同ヒト・

レニンと 14-kb のヒト・アンジオテンシノーゲン導入遺伝子の両方をもつマウスは、

第２章で述べた THMと同様にヒト・レニン－アンジオテンシン系を持つにも関わらず、

高血圧を呈さない(32)。この理由として、45-kb のヒト・レニン導入遺伝子が高血圧

環境に対して適切な応答を示しており、これに kiss1遺伝子までの約 20-kb の遺伝

子間領域が関わる可能性を示唆している。

そこで、我々は、近年開発された CRISPR/Cas9 ゲノム編集法(33)を用いて、

高血圧応答性領域の絞り込みを行うこととした。同ゲノム編集法では、マウス受精

卵に Cas9 ヌクレアーゼと、これを標的ゲノム領域に導く guide (g) RNA とを共発現

するプラスミドをインジェクションすることで、簡便にノックアウト・マウスを作

製することが可能である(34,35)。加えて、ドナー配列を共にインジェクションする

ことで、相同組換えを介したノックイン・マウスの作製も可能である(36)。

本研究では、同技術を用いて、レニン遺伝子上流 17-kb の領域が高血圧応

答性に必要であること、更に同領域がエンハンサーとして機能することを in vivo

において示した。また、マウス・レニン産生細胞 As4.1 を用いた in vitroの実験で

も同領域がエンハンサーとして機能することを確認し、同活性を指標として、エン

ハンサーコア領域を約 2-kb の範囲に絞り込んだ。最後に再び、ゲノム編集をおこな
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うことで、同コア領域が、高血圧環境下でのレニン転写制御に大きく寄与すること

を示した。これらの結果は、高血圧環境応答性エンハンサーにより、レニン遺伝子

の転写応答が制御されていることを示唆した。
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結果 

CRISPR/Cas9 ゲノム編集法による、変異型マウス内在レニン遺伝子座の作製

第2章において、新規の cis-制御配列がレニン遺伝子座13-kb領域の外側、

かつ 156-kb 領域の内側に存在する可能性を示した。そこで、同制御領域の位置をお

おまかに決定するために、以下の 3 種類の欠失遺伝子座を作製した（図 III-1A）。

「3!-large-del」遺伝子座は 13-kb 領域の 3! 端から、156-kb 領域 3! 端までの約 78-kb

の領域を欠失した遺伝子座である。「5!-large-del」遺伝子座は 156-kb 領域の 5! 端

から、mdE 上流までの約 63-kb の領域を欠失した遺伝子座である。「5!-short-del」

遺伝子座は Kiss1遺伝子の 3! 端から、mdE 上流までの約 17-kb の領域を欠失した遺

伝子座である。同遺伝子座において欠失した 17-kb の遺伝子間領域は、45-kb ヒト・

レニン遺伝子の 5! 側相同領域の大部分を含んでおり、かつ上流に隣接した Kiss1遺

伝子は無傷な状態で残してある。以上の 3 種類の欠失遺伝子座を CRISPR/Cas9 ゲノ

ム編集法を用いて作製した。欠失予定領域の両端を標的とする gRNA、及び Cas9 を発

現するプラスミド 2 種類をマウス受精卵前核に顕微注入し、遺伝子改変マウスを作

製した。正しい組み換え反応の確認は、サザンブロット法、及び変異箇所の塩基配

列を決定することでおこなった（図 III-1BCD）。また、これら欠失遺伝子座と野生

型遺伝子座由来のレニン遺伝子発現を同一個体内で見分けるために、内在野生型レ

ニン遺伝子の 3! UTR に FRT 配列を挿入した疑似野生型遺伝子座（pseudo-WT）を作製

した（図 III-A 下部）。同遺伝子座についても、サザンブロット法、及び、挿入部

位の塩基配列決定により、正しい組み換えが起こっていることを確認した（図

III-1BC）。



 40 

高血圧環境下における変異型レニン遺伝子座の発現解析

交配により欠失型、及び疑似野生型レニン遺伝子座を、正常血圧（ctrl）、

及び高血圧マウス（THM）に導入後（図 III-2A）、腎臓よりトータル RNA を抽出し、

cDNA 合成、qRT-PCR による発現解析を行った。pseudo-WT アリルのレニン遺伝子発現

は、予想通り、高血圧環境下で低下していた（図 III-2CFIL）。同じサンプル中で、

3! -large-del の発現も正常に低下していた（図 III-2B）。一方、5! -large-del、5! 

-short-del における遺伝子発現は、高血圧時に抑制されず、正常血圧マウスと同程

度の発現量であった（図 III-2EHK）。また、ヒト・レニン導入遺伝子は、どの変異

マウスにおいても高血圧環境下で上昇していた（図 III-2DGJM）。以上の結果は、高

血圧環境下において、レニン遺伝子の発現を適切に制御する cis-DNA 配列が、欠失

した 17-kb の領域中に存在することを示している。

5′-short-del アリルにおいて欠失した 17-kb の領域は、正常血圧環境下においてエ

ンハンサーとして機能する

次に、5!-short-del アリルをホモに持つマウスを作製し、正常血圧環境下

における機能を検証することとした。同変異アリルをホモにもつマウス、および野

生型マウスの腎臓からトータル RNA を抽出し、cDNA 合成後、qRT-PCR を行った（図

III-3A）。その結果、変異アリルをホモに持つマウス（KO）と野生型遺伝子座をホ

モに持つマウス（WT）との間で、内在マウス・レニン遺伝子の発現量に有意差は見

られなかった（図 III-3B）。また、血圧についても、両者で有意差は見られなかっ

た（表 III-2）。レニン遺伝子は血圧上昇に重要な酵素であり、その発現量の変化は

血圧の変動を招く。従って、仮に 17-kb 領域の欠失により、レニン遺伝子発現量が
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変化しても、血圧恒常性を維持するために、他の転写制御領域によりその発現量が

補償され、17-kb 領域の機能を検証できていない可能性がある。そこで、マウスの内

在レニン遺伝子座の片方を pseudo-WT アリルとすることでこの潜在的な問題を回避

することとした（図 III-3C）。5!-short-del アリル、および FRT 配列でマークされ

ていない野生型アリルにおけるレニン遺伝子の発現を、両者に共通の PCR プライマ

ーセットを用いて比較した。その結果、5!-short-del アリルの発現量は、野生型と

比べて約 2.5 倍低下していた（unmarked-allele、図 III-3D）。次に、FRT でマーク

された pseudo-WT アリルでのレニン遺伝子発現を解析した結果、

pseudo-WT/5!-short-del マウス群において、pseudo-WT レニンの発現量が、

5!-short-del アリルでの発現量の低下を補償するように上昇していた

（FRT-marked-allele、図 III-3E）。以上の結果から、欠失させた 17-kb 領域は正常

血圧環境下においては、エンハンサーとして機能し、同活性が高血圧環境下で抑制

されることでレニン遺伝子の発現量が低下すると考えられた。

エンハンサーコア領域の同定

次に 17-kb エンハンサー中のコア領域を同定することとした。このために、

マウス・レニンプロモーター5! 欠失変異体（p20.1-kb~p3.1-kb_mRen_Luc）をマウ

ス・レニン産生細胞株 As4.1 に一過性にトランスフェクションし、ルシフェラーゼ

活性を測定した。その結果、20.1-kb マウス・レニンプロモーターは、3.1-kb のも

のと比較して約 6 倍の転写活性を示した（図 III-4A）。また、この活性の大部分は、

転写開始点上流 20.1-kb から 17.4-kb、および、5.4-kb から 3.1-kb の範囲に局在す

ることが明らかとなった（図 III-4A）。そこで、これらのエンハンサーコア領域を、
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それぞれ-20 kb エンハンサー（-20E）、-5 kb エンハンサー（-5E）と名付けた（図

III-4A 下部）。古典的エンハンサーは、距離や方向に依存せず、転写活性化能をも

つ DNA 断片であると定義されている(29)。そこで、-20E、-5E について、その方向依

存性を検証した。マウス・レニン 3.1-kb プロモーターレポーターコンストラクトに

対して、プロモーター上流、またはルシフェラーゼ遺伝子下流に、これらエンハン

サー断片を正方向、あるいは負方向でそれぞれ挿入した（図 III-4BC 左）。解析の

結果、-20E 断片は、プロモーター上流に付加した場合、方向非依存的に、約 1.5 倍

の転写活性化能をもつが、ルシフェラーゼ遺伝子下流に付加した場合は、十分な活

性を示さなかった（図 III-4B）。一方、-5E 断片は、上流、下流どちらに付加した

場合でも、方向非依存的に約 2~2.5 倍の転写活性化能をもつことが分かった（図

III-4C）。また、最後にこれらエンハンサーにプロモーター選択性があるのかを調

べるために、SV40 プロモーターの上流に連結し、転写活性を調べた（図 III-4D）。

その結果、これらのエンハンサーは SV40プロモーターの転写を活性化したことから、

プロモーター選択性の無いエンハンサーであることが分かった。

エンハンサーコア領域の細胞特異性

次に、エンハンサーコア領域の細胞特異性について検証した。内在マウス・

レニン遺伝子の発現量が非常に低い細胞として、マウス線維芽細胞（Mouse embryonic

fibroblast: MEF）を使用した（図 III-5A）。MEF に、20.1、5.4、3.1-kb マウス・

レニンプロモーター・コンストラクトを一過性にトランスフェクションし、その転

写活性を検証した（図 III-5B）。その結果、As4.1 での結果とは異なり、MEF では、

十分な転写活性が検出できなかった。この理由として、MEF において、エンハンサー
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が活性をもたない可能性と、レニン最小プロモーターが活性を持たないために、エ

ンハンサーの活性を検出できない可能性が考えられた。そこで次に、細胞種を問わ

ずに活性をもつ SV40 プロモーターに、エンハンサーコア断片を付加し、MEF での転

写活性を検証した（図 III-5C）。その結果、-20E、-5E 断片は As4.1 での結果と同

様に、SV40 プロモーターを活性化した。従って、マウス・レニンプロモーターと連

結したコンストラクトが、MEF において十分な転写活性をもたなかった理由は、同細

胞中でマウス・レニン最小プロモーター領域が活性を持たないためであると考えら

れた。また、-20E と-5E エンハンサー断片自体には、細胞特異性が無いことが明ら

かとなった。

As4.1 及び MEF を用いた DNaseI hypersensitive（HS） site mapping

エンハンサーやプロモーターなど、転写因子が結合する DNA 領域は、開いたク

ロマチン構造をとることが知られている(37)。そこで、As4.1 細胞の内在レニン遺伝

子座上流領域について、DNaseI 超感受性部位（DNaseI HS site）の有無を検証した

（図 III-6A）。複数の制限酵素とプローブとを組み合わせた解析の結果、レニン遺

伝子転写開始点上流、約-20~-17 kb 及び、-17~-8 kb 領域には HS サイトは検出さ

れなかった（図 III-6BC）。一方、転写開始点上流、-7~+1 kb の領域については、

2 ヶ所の HS サイトが検出された（図 III-6D）。1 ヶ所は、レニン遺伝子の既知のエ

ンハンサーである mdE の領域に相当した。もう 1 ヶ所は、本研究で、エンハンサー

活性をもつことが明らかとなった-5E 領域に相当した。そこで次に、これらの HS サ

イトの細胞特異性を検証するために、MEFを用いてDNaseI HS mappingを行った結果、

転写開始点の-7~+1 kb の領域に HS サイトは検出されなかった（図 III-6E）。従っ
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て、これらの HS サイトは As4.1 細胞に特異的であることが明らかとなった。

-5E エンハンサー欠損遺伝子座の作製

-5E エンハンサー領域の高血圧環境下での機能を検証するために、

CRISPR/Cas9 ゲノム編集法を用いて、同領域を欠損する遺伝子座（-5E-del）を作製

した。欠失予定領域の両端を標的とする gRNA、及び Cas9 を発現するプラスミド 2 種

類をマウス受精卵前核に顕微注入し、遺伝子改変マウスを作製した（図 III-7A）。

正しい組み換え反応が起きたことを、サザンブロット法、及び変異箇所の塩基配列

を決定することで確認した（図 III-7BCD）。

高血圧環境における-5E-del 遺伝子座の発現解析

-5E-del 遺伝子座、及び疑似野生型遺伝子座（pseudo-WT）を、図 III-2A

と同様に正常血圧、及び高血圧マウスの内在遺伝子座に導入し、発現解析を行った。

腎臓よりトータル RNA を抽出し、cDNA 合成、qRT-PCR を行った。pseudo-WT アリルに

おけるレニン遺伝子の発現は、予想通り、高血圧環境下で低下した（図 III-8BE）。

一方、同じサンプル中で、-5E-del アリルの転写抑制応答は著しく減弱していた（図

III-8AD）。以上の結果は、高血圧環境下におけるレニン転写抑制に、-5E 領域が重

要な役割を果たすことを示している。また、プライマーの増幅効率を補正後、

pseudo-WT と-5E-del アリルの発現を、同一グラフ上で表示すると、正常血圧状態に

おいて、-5E-del アリルの発現量は既に顕著に低下していた。従って、-5E 領域は in

vivoでもエンハンサーとして機能し、高血圧環境下では、同領域の活性が抑制され

ることで、レニン遺伝子の転写量が低下すると考えられる。



 45 

考察

エンハンサー領域の種間保存性と疾患との関係

第 2 章では、13-kb のヒト・レニンと 14-kb のヒト・アンジオテンシノー

ゲン導入遺伝子をともに保持し、高血圧を呈する THM において、13-kb ヒト・レニン

導入遺伝子の発現が異常に上昇することを示した。一方で、それぞれ 25-kb および、

8-kb の 5!および、3! 制御領域を保持する 45-kb のヒト・レニン導入遺伝子を用いて、

同様の遺伝子改変マウスを作製すると、正常血圧を呈し、さらに同ヒト・レニン導

入遺伝子のみを持つマウスと比較して、血漿ヒト・レニン濃度も低下することが報

告されている(32)。同結果は、45-kb ヒト・レニン導入遺伝子中に、血圧恒常性維持

に必要な制御領域が含まれることを示唆するが、その実体は未解明であった。本論

文では、45-kb ヒト・レニン導入遺伝子の 5! 上流制御領域と相同なマウス・レニン

遺伝子配列、つまり約 17-kb の領域を内在遺伝子座から欠失するマウス

（5!-short-del）を解析し、同領域中に血圧恒常性維持に関わる新規制御領域が存在

することを示した。同結果は、ヒトとマウスの間で、種を超えて保存された cis-制

御配列が、欠失した 17-kb 中に存在することを示唆している。実際に、レポーター

アッセイにより同定したエンハンサー・コア領域である-20E、-5E 配列は、ヒトとマ

ウスの間で特によく保存されており（Ensembl より）、これらエンハンサーがヒトに

おいても重要な役割を果たすことが予想される。また、近年の次世代シーケンサー

の網羅的解析により、疾患と関連のある一塩基多型（Single Nucleotide

Polymorphism; SNP）の 93%がタンパク質非コード領域に存在し、64%はエンハンサー

近傍に存在することが報告されている(30)。ヒト・レニン遺伝子座においても、転
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写開始点上流約 12.5-kb の位置に高血圧と関連のある SNP（Reference SNP Cluster

Repot; rs11240692）が報告されており(38)、同 SNP の相同領域は、本研究で同定し

たマウス-5E エンハンサー領域中に存在することから、同配列に作用する転写因子や

シグナル伝達経路が、新規の治療ターゲットとなることが期待される。今後更に、

ヒト・レニン導入遺伝子を用いた詳細な解析が必要になると考えられる。

高血圧環境での応答性メカニズム

本研究では、THM を用いて、高血圧環境下におけるレニン遺伝子の転写応

答を解析したが、具体的にどのような刺激が転写応答に関与しているのかについて

は、明らかにできていない。高血圧環境下で働く刺激としては、血管壁への圧付加、

アンジオテンシン II、マクラデンサ・シグナルなどが存在する(7)。過去の 140-kb

ヒト・レニン導入遺伝子を用いた解析から、圧付加を生じない低濃度のアンジオテ

ンシン II 投与でも、ヒト・レニン導入遺伝子及び、内在マウス・レニン遺伝子の発

現が抑制されることが報告されており(18)、少なくともアンジオテンシン II刺激は、

レニン遺伝子の転写を抑制すると考えられる。今後、THM を用いた実験系においても、

血管拡張剤を用いて血圧を正常に戻した際のレニン遺伝子の転写応答を調べること

で、同転写制御における圧負荷刺激の関与の有無を明らかにできると考えている。

また、本論文の結果から、応答性モデルとして、レニン遺伝子上流に存在する-5E を

中心としたエンハンサーの活性が抑制されることで、受動的に転写量が減少するの

ではないかと考えている（図 III-9）が、同制御に関与する転写因子については、本

研究では明らかにできていない。アンジオテンシン II シグナルは、Protein kinase

C（PKC）を介してレニン遺伝子の転写を抑制することが報告されているため(39)、THM
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においても、レニン遺伝子の転写抑制に、PKC 経路が関与する可能性がある。この他

に関与する可能性のある転写因子の候補として、CTCF（CCCTC-binding factor）が

考えられる。-5E 領域中 DNaseI 超感受性部位には、同因子の結合配列が存在し、CTCF

は、ゲノムの高次構造形成に重要な役割を果たすことから(40)、同因子を介した-5E

エンハンサーとプロモーターの直接相互作用が存在する可能性があり、さらなる検

証が必要である。

 

レニン遺伝子転写制御における mdE と-5E の役割

 今回新たに見出した-5Eエンハンサーは、レポーターアッセイにおいては、

細胞特異性を示さなかったにも関わらず、DNaseI hypersensitive site mapping で

は、As4.1 細胞特異性を示した。この理由として、mdE の細胞種特異性が関与してい

る可能性がある。過去の報告から、mdE はレニン非産生細胞である JEG3 細胞（ヒト

妊娠性絨毛がん細胞）では十分な転写活性化能を示さないことが報告されている(11)。

また、mdE は、複数の報告から、レニン遺伝子転写活性の強さを調整するエンハンサ

ーではなく、むしろ転写のオンオフを決定するような強力なエンハンサーであると

考えられている(5,12,41)。従って、mdE の活性が無いと予想される MEF では、レニン

遺伝子座のクロマチン構造が閉じた状態になっており、-5E の DNaseI 超感受性部位

も検出できなかったのではないかと予想される。また、このように、同じレニン遺

伝子のエンハンサーでも、転写のオンオフを決定する mdE や、転写量の調節に関与

する-5E（-5E 含む 17-kb 領域）など、役割の違いがあることは興味深い。今後更に、

-5E の他の刺激への応答性や、組織特異性への寄与を検証し、その特性を理解するこ

とが重要であろう。
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まとめ

以上、本研究から、マウス・レニン遺伝子上流約 17-kb の領域が高血圧環

境下における転写抑制応答に必須であり、同領域は通常血圧時にはエンハンサーと

して機能することが明らかとなった。さらに、同エンハンサー活性の大部分は、転

写開始点上流 20.1~17.4-kb（-20E）及び、5.4~3.1-kb(-5E)の領域に局在すること、

-5E 領域には細胞種特異的な DNaseI HS site が存在することを見出した。また、-5E

領域を欠失するレニン遺伝子座は、高血圧環境下における転写抑制応答が鈍化する

ことから、同領域が応答性制御に重要な役割を担うことを示した。これらの結果か

ら、-5E 領域をコアとするエンハンサーの活性が高血圧時に抑制されることで、レニ

ン遺伝子の転写量が減少するというモデルが考えられる（図 III-9）。
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材料と方法

CRISPR/Cas9 システム

Human Cas9 及び、sgRNA を発現するプラスミドは、標的配列の２本鎖オリ

ゴヌクレオチドを、pX330（Feng Zhang 博士より供与。Addgene plasmid # 42230、

(33)）の BbsI サイトに挿入することで作製した。使用したオリゴヌクレオチドの配

列を表Ⅲ-1 に示した。FRT 配列挿入のためのドナーDNA 断片は、13-kb マウス・レニ

ン遺伝子断片（レニン遺伝子 3! UTR に FRT 配列が挿入されている）を保持するプラ

スミドを鋳型とし、以下のプライマーを用いて、PCR により増幅した。

mRN-FRTdonor-ver2-F: 5!-GGCTGGGATTTAGGATAGG̶3!

Ren1pA-100bp-down-R: 5!-ACTTTACTAACAAACCTCCATCTC-3!

遺伝子改変マウスの作製

先述のプラスミドを C57BL/6J マウス（日本チャールス・リバー、神奈川、

日本）より採取した受精卵の前核に顕微注入した。得られた仔の尻尾から DNA を抽

出し、PCR 法とサザンブロット法によって遺伝子改変マウスを選別した。

サザンブロット法による変異遺伝子座の構造解析

「5!-short-del」、「3!-large-del」、「pseudo-WT」遺伝子座の解析には、

アガロース包埋された高分子胸腺ゲノム DNA を用いた。「5!-short-del」と

「3!-large-del」両アリルの解析については NcoI、「pseudo-WT」については、PvuII

を用いた。「5!-large-del」と「-5E-del」遺伝子座の解析には、マウス尾から採取

したゲノム DNA を用い、それぞれ、EcoRV、AseI により処理した。これらの DNA をア
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ガロースゲル電気泳動法により展開後、ナイロン膜（PerkinElmer、Waltham、MA）

に転写した。これを、α-32P 標識した DNA プローブとハイブリダイゼーションした後、

X 線フィルムによってオートラジオグラムを得た。各遺伝子座の解析に用いた DNA プ

ローブの配列は以下の通りである。

5!-large-del: nt 86,373-86,793（GenBank 登録番号 AC068906）

5!-short-del/ TSS-5del： nt 87,271-87,783（GenBank 登録番号 AC068906）

3!-large-del/ pseudo-WT：nt 98,147-98,713 （GenBank 登録番号 AC068906）

qRT-PCR

第 2 章と同様の方法を用いて行った。

血圧測定

第 2 章と同様の方法を用いて行った。

レポータープラスミドの構築

マウス・レニン遺伝子 3.1-kb、20.1-kb プロモーター DNA 断片の回収には、

defective prophage λ-Red recombineering システムを用いた。まず、pGV-B2（東

洋インキ、東京、日本）の MluI/XhoI 部分に、大腸菌内相同組換え時の相同領域と

なる DNA 断片を挿入した。

3.1-kb プロモーターDNA 断片用の 5! 及び 3! 側の相同配列は、マウス BAC

クローン（RPCI23-240P23+FRT）を鋳型とし、それぞれ以下のプライマーにより増幅

した。
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「3.1-kb プロモーター用 5! 側相同配列」

REN-RET-5! Long-5s: 5!-AAAGGCGCGC(BssHII)CGCAACCACTCTCGAG(XhoI)

CAGCAATGGCAG-3!

mRN-RET-3kb-Bam-R: 5!-CCAGGATCC(BamHI)AGGTATCAAGTAATAAGGAG-3!

「3.1-kb（/20.1-kb）プロモーター用 3! 側相同配列」

mRN-RET-TSS-Bam-F: 5!-AGTGGATCC(BamHI)GGGCAGACAGCAGGGGAAGG-3!

mRN-RET-TSS-Xho-R: 5!-TCAGCTCGAG(XhoI)CTTTCTAAGAGCTGTGTAG -3!�
これらの断片をそれぞれ、BssHII/BamHI、BamHI/XhoI により消化後、pGV-B2 に挿入

した（p3.1-kb_mRen_Luc）。

20.1-kb プロモーターDNA断片用の5! 側の相同配列については、マウスBAC

クローン（RPCI23-240P23+FRT）を鋳型とし、以下のプライマーにより増幅した。

mRN-RET-20kb-Mlu-F: 5!-TTCTACGCGT(MluI)AAAGGCGTGTGTTCCACCA-3!

mRN-RET-20kb-Bam-R: 5!-CTCGGATCC(BamHI)TATCGGTCCCCCAGAGCAG-3! 

また、3! 側の相同配列については、3-kb プロモーターに用いたものと共通である。

この断片を MluI/BamHI により消化後、3! 側の相同配列（BamHI-XhoI）とともに pGV-B2

に挿入した（p20.1-kb_mRen_Luc）。

これらプラスミドを内在配列部分に存在する PvuII で線状化した後、

240P23+FRT BAC を保持する大腸菌（EL250）の形質転換に用いた。アンピシリン耐性

による薬剤選択の後、目的の組み換えを生じた形質転換体を制限酵素処理、及び塩

基配列決定により同定した。

マウス・レニンプロモーターの 5!欠失変異体をもつレポータープラスミド
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は、内在制限酵素認識部位を利用することで作製した。p20.1-kb_mRen_Luc プラスミ

ドを、プラスミドの 5! 端に存在する MluI に加えて、それぞれ以下の制限酵素によ

って消化し、平滑末端処理後、ライゲーションした。SnaBI（17.4-kb）、AflII（15.8-kb）、

PacI（10.8-kb）、NdeI（7.5-kb）、NheI（5.4-kb）。5.8-kb DNA 断片は、15.8-kb DNA

断片を構築する際に、偶然、取得できた。

mRenプロモーターの下流にエンハンサーDNA 断片を配したレポータープラ

スミドは、以下の手順で作製した。まず、p20.1-kb_mRen_Luc を MluI/SnaBI で処理

し、レニン遺伝子転写開始点上流-20.1~-17.4 kb の DNA 断片（-20E；2716-bp）を

回収した。同断片を平滑末端処理後、以下の EcoRI-NotI-BamHI アダプター（TaKaRa

Bio、滋賀、日本）を連結した。

5!-AATTCGGCGGCCGCGGATCC-3! / 5!-GGATCCGCGGCCGCC-3!

連結産物を BamHI で消化した後、p3.1-kb_mRen_Luc の BamHI 部位に挿入した

（p3.1-kb_mRen_Luc/-20E(+)と(-)）。

レニン遺伝子転写開始点上流-5.4~-3.1 kb の DNA 断片（-5E）については、以下の

プライマーを用いて、増幅した。

MB-mRNTSS-5kb-F：5!-CACAACGCGT(MluI)AGATCT(BglII)GCTAGCCCAGAGACATCTGAC-3!

MB-mRNTSS-3kb-R：5!-CACAACGCGT(MluI)AGATCT(BglII)CTCACCTACTTTATTTCTCCCTC-3!

増幅産物を BglII で消化後、p3.1-kb_mRen_Luc の BamHI 部位に挿入した

（p3.1-kb_mRen_Luc/-5E(+)と(-)）。

mRenプロモーターの上流にエンハンサーDNA 断片を配したレポータープラ
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スミドは、以下の手順で作製した。まず、以下の手順で p3.1-kb_mRen_Luc のプロモ

ーター上流に MluI サイトを作出した。p3.1-kb_mRen_Luc プラスミド中には、3.1-kb

プロモーター5! 端近傍のベクター部分と、マウス・レニンプロモーター配列中の 2

ヶ所に KpnI サイトが存在する。ベクター側に存在する KpnI サイトを MluI サイトに

変換するために、p3.1-kb_mRen_Luc を SacI(認識部位がプロモーター中の KpnI サイ

トを挟む位置に 2 カ所存在)で消化、プロモーター断片の一部を除去・回収した後、

セルフライゲーションを行った。次に、同プラスミドを KpnI で消化し、平滑末端処

理後、以下の AflII リンカーを連結した。

AflII linker: 5!-GCTCTTAAGAGC-3!

同プラスミドを再び SacI で消化し、先ほど回収した SacI プロモーター断片を挿入

した（p3.1-kb_mRen_Luc+AflII）。同プラスミドを AflII で消化し、平滑末端後、

以下の MluI リンカーをライゲーションした（p3.1-kb_mRen_Luc+MluI）。

MluI linker: 5!-CACAACGCGTTGTG-3!

先に述べた-20E 断片（BamHI 断片）を平滑末端化し、上記の MluI リンカー

とライゲーションした後、MluI で消化した。また、これも先に述べた-5E PCR 断片

（MB-mRNTSS-5kb-F/MB-mRNTSS-5kb-R により増幅）を MluI で消化した。これらエン

ハンサー断片を、p3.1-kb_mRen_Luc の MluI サイトに挿入し、

p-20E(+)or(-)/3.1-kb_mRen_Luc、あるいは、p-5E(+)or(-)/3.1-kb_mRen_Luc を作製

した。

SV40 プロモーターの上流にエンハンサーDNA 断片を配したレポータープラ

スミドについては、以下の手順で作製した。pGV-P2（東洋インキ、東京、日本）の

MluI サイトに、p-20E(-)/3.1-kb_mRen_Luc を MluI で消化することで調製した-20E
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DNA 断片、あるいは、-5E 断片（MluI 断片）を挿入し、p-20E(+)or(-)/SV40_Luc、あ

るいは、p-5E(+)or(-)/SV40_Luc を作製した。

細胞培養とトランスフェクション

As4.1 細胞は、American Type Culture Collection より入手した（CRL-2193）

(42)。細胞培養には、10％FBS、ペニシリン（100U/mL）、ストレプトマイシン（100µg/mL）

を含む高グルコース D-MEM（和光純薬工業、東京、日本）を用いた。トランスフェク

ション 12 時間前に、24-well プレートに 0.4x105cells/well となるように細胞を播

種した。合計 250 ng のプラスミド DNA に対し、0.75 µL の Gene Juice Transfection

Reagent（Millipore、MA、US）を用いた。レポータープラスミドは、全てのコンス

トラクトで同じモル数となるようにし、DNA 量の不足分を PUC19 プラスミドを加える

ことで、全ての well で 225 ng となるようにした。また、トランスフェクション効

率の違いを補正するために、25 ng の CMV-βgal プラスミドを同時にトランスフェク

ションした。トランスフェクション後、48 時間で細胞を回収し、その溶解液を用い

て、ルシフェラーゼ及び、βガラクトシダーゼ活性を検出した。ルシフェラーゼ活

性の測定には、ピッカジーン発光キット（東洋インキ、東京、日本）と Centro XS3 LB960

発光マイクロプレートリーダー（Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany）

を用いた。

MEF (Mouse Embryonic Fibroblast)は、BALB/C 系統のマウス胎児から採取

し、As4.1 と同様の培養、トランスフェクション条件で実験を行った。

DNaseI Hypersensitive site mapping
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細胞核の抽出は、既報に倣って行った(43)。核を異なる濃度の DNaseI（20、

30、40、60、80、120 µg/mL）で 37℃、5 分処理した後、DNA を抽出した。DNA を制

限酵素で消化し、電気泳動、サザンブロッティングに供した。

解析に用いた各 DNA プローブの配列は以下の通りである。

ProbeI: nt 67,922-68,205（GenBank 登録番号 AC068906）

ProbeII: nt 72,762-72,968（GenBank 登録番号 AC068906）

ProbeIII: nt 82,815-83,227（GenBank 登録番号 AC068906）
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表 III-1: 本研究で使用した gRNA 用オリゴ DNA 配列

変異アリル 標的部位 オリゴ DNA配列（from 5! to 3!） 

caccGTCATGTCTAGGCTGTTCGAA 
156-kb 5! 端 

aaacTTCGAACAGCCTAGACATGAC 

caccGAGGGAGAAATAAAGTAGGTG 
5!-large-del 

13-kb 上流 
aaacCACCTACTTTATTTCTCCCTC 

caccGCTCTCAAATTCTGGGATTAA 
kiss1下流 

aaacTTAATCCCAGAATTTGAGAGC 

caccGAGGGAGAAATAAAGTAGGTG 
5!-short-del 

13-kb 上流 
aaacCACCTACTTTATTTCTCCCTC 

caccGAGGCAGAGGCAAGAAGGATC 
156-kb 3! 端 

aaacGATCCTTCTTGCCTCTGCCTC 

caccGTCCTACAGATACCAAGCGCT 
3!-large-del 

13-kb 3! 端 
aaacAGCGCTTGGTATCTGTAGGAC 

caccGGGCTAGCCCGCTTTCTGCT 
Ren TSS-5kb 

aaacAGCAGAAAGCGGGCTAGCCC 

caccGAGGGAGAAATAAAGTAGGTG 
-5E-del 

13-kb 上流 
aaacCACCTACTTTATTTCTCCCTC 

caccGCTTGGCCTAGGGTTACTGGG 
pseudo-WT Ren 3!UTR 

aaacCCCAGTAACCCTAGGCCAAGC 

TSS:転写開始点

表 III-2: 5′-short-del ホモ欠損マウスの収縮期血圧（SBP）

Genotype Wild-type   Knock-out 

      (5'-short-del homo) 

n 4   5 

SBP (mmHg) 101.1 ± 5.0   100.1 ± 6.0 

n：各群における解析個体数
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レニン導入遺伝子、及び変異型マウス・レニン内在遺伝子座の模式図。45-kb ヒト・レニン （hREN）導

入遺伝子と相同なマウス・レニン（mRen）遺伝子座領域を灰色のバーで連結した。mdE 、Kiss1 遺伝子、FRT

配列の位置を灰色の四角で示す。

野生型及び、変異型内在遺伝子座の制限酵素地図。変異型遺伝子座作製のための Cas9 標的部位を矢頭

で示す。5'-large-del、3'-large-del、5'-short-del、Psudo-WT の各遺伝子座について、EcoRV、NcoI、

NcoI、PvuII 制限酵素認識部位を縦線で示す。各制限酵素でゲノム DNA が完全に消化された場合に生じるこ

とが予想される DNA 断片の大きさ（kb）を数字で示す。また、（C）で用いたプローブの位置を灰色の四角

で示す。5'-large-del 遺伝子座では、レニン遺伝子上流 63-kb の領域が欠失することで、2.4-kb の EcoRV

断片が生じる。3'-large-del 遺伝子座では、レニン遺伝子下流 78-kb の領域が欠失することで、2.2-kb の

NcoI 断片が生じる。5'-short-del 遺伝子座では、レニン遺伝子上流 17-kb の領域が欠失することで、10-

kb の NcoI 断片が生じる。Psudo-WT 遺伝子座では、レニン遺伝子 3' UTR に FRT 配列を挿入することで、

新たに PvuII 認識部位が生じ、4.0-kb と 3.6-kb の PvuII 断片が生じる。

野生型及び、変異型マウスのゲノム DNA を制限酵素で消化し、アガロースゲル電気泳動後、サザンブ

ロットを行った。パネルの右側に、予想されるバンドの大きさ（kb）を示す。

野生型及び、変異型マウス塩基配列のアラインメント。PAM と gRNA 配列をそれぞれ、うすい網掛け及

び下線により示す。PAM の位置から予測される切断箇所を矢頭により示す。実際に欠失した配列を濃い網掛

けで示す。
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内在遺伝子座として、マウス・レニン pseudo-WT 、及び deletion allele を正常血圧（ctrl）、あるい

は高血圧（THM）マウス環境下に導入し、発現解析を行った。

8週齢の正常血圧（ctrl）、あるいは高血圧（THM）マウス腎臓からトータル RNA を抽出し、qRT-PCR

を行った。マウス deletion allele（B、E、H、K）、マウス pseudo-WT allele（C、F、I、L）、ヒト・レニ

ン導入遺伝子（hREN Tg; D、G、J、M）、GAPDH 遺伝子（data not shown）について発現量を解析した。マウ

ス GAPDH 遺伝子の発現量を内部標準として補正を行った。各グラフにおいて、オスの ctrl 群の値を 100 と

した。各グループにおいて、解析した個体数を各グラフ下の括弧中に表示し、平均値と標準偏差を表示した。

ctrl と THM 群間での統計学的有意差は二標本 t 検定により検定した（N.S., not significant; #：P<0.05;

##：P<0.01）。
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内在マウス・レニン遺伝子座に野生型アリル、または、5'-short-del アリルをホモにもつマウスを用い

て発現解析を行った。

8 週齢のマウス腎臓からトータル RNA を抽出し、qRT-PCR を行った。内在マウス・レニン遺伝子

（unmarked-allele; BとD）、pseudo-WT（FRT-marked-allele; E）、GAPDH 遺伝子（data not shown）につ

いて発現量を解析した。マウス GAPDH 遺伝子の発現量を内部標準として補正を行った。各パネルで、WT/

WT、もしくは pseudo-WT/WT マウス群の値を 100 とした。解析した個体数を各グラフ下の括弧中に表示し、

平均値と標準偏差を表示した。ctrl と THM 群間での統計学的有意差は二標本 t 検定により検定した

（N.S., not significant; #：P<0.05; ##：P<0.01）。

内在マウス・レニン遺伝子座に pseudo-WT アリルに加え、野生型アリル、あるいは、5'-short-del ア

リルをヘテロにもつマウスを用いて発現解析を行った。

62



0.5 1 1.5 2 2.5 30 3.5 4
Relative luciferase activity

LucSV40P

LucSV40P

LucSV40P

LucSV40P

LucSV40P

SV40P Luc

-20E(+)/SV40P Luc

-5E(+)/SV40P Luc

-5E(-)/SV40P Luc

-20E(-)/SV40P Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

3.1-kb mRen Luc

5.4-kb mRen Luc

-5E(-)/3.1-kb mRen Luc

3.1-kb mRen/-5E(+) Luc

3.1-kb mRen/-5E(-) Luc

-5E(+)/3.1-kb mRen Luc

0.5 1 1.5 2 2.5 3
Relative luciferase activity

0 3.5

Luc

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc3.1-kb mRen Luc

-20E(+)/3.1-kb mRen Luc

-20E(-)/3.1-kb mRen Luc

3.1-kb mRen/-20E(+) Luc

3.1-kb mRen/-20E(-) Luc

Relative luciferase activity

-5 kb
Enhancer

-20 kb
Enhancer

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

0 1 2 3 4 5 6
Relative luciferase activityKiss1 Ren

20.1-kb mRen Luc

17.4-kb mRen Luc

15.8-kb mRen Luc

13.0-kb mRen Luc

10.8-kb mRen Luc

7.5-kb mRen Luc

5.4-kb mRen Luc

3.1-kb mRen Luc

-20.1 -3.1
mdE

7

LucSV40PSV40P Luc

-17.4 -5.4(kb)

##

##

A

mdE

B

C

D

##

##

##

##

##

##

##

##

##

##

##

##

##

##

63



レニン遺伝子転写開始点から、20.1-kb 上流までの領域（A上段）について、レポーターアッセイによ

りエンハンサーコア領域を同定した。マウス・レニン（mRen）遺伝子 5'欠失変異体、あるいは SV40 プロ

モーター（SV40P）をルシフェラーゼ（luciferase; luc）レポーター遺伝子に連結した。これらコンストラク

トを CMV-β-gal コントロール・レポーターコンストラクトとともに、As4.1 細胞に一過性に共導入した。ル

シフェラーゼ活性をβ-gal 活性により除することで、トランスフェクション効率の補正を行った。各パネル

で、3.1-kb_mRen_Luc、あるいは SV40P_Luc の活性を 100 とした。それぞれのコンストラクトについて少な

くとも 2 セット以上の実験をおこなうことで、計 6 連以上のデータを確保し、平均値と標準偏差を求めた。

統計学的有意差は二標本 t 検定により検定した（##：P<0.01）。（B）と（C）では、3.1-kb_mRen_Luc の値

に対して、（D）では、SV40P_Luc の値に対して各値の有意差を検定した。
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マウス腎臓と各種培養細胞から調製したトータル RNA を用い、RT-PCR により、内在マウス・レニン遺伝

子と GAPDH 遺伝子の発現量を解析した。増幅産物を 2% アガロース電気泳動に供した。

マウス・レニン (mRen) 遺伝子 5' 制御領域、SV40 プロモーター（SV40P）、あるいはその両方をル

シフェラーゼ（luciferase; luc）レポーター遺伝子に連結した。これらのコンストラクトを CMV-β-gal コ

ントロール・レポーターコンストラクトとともにMEF細胞に一過性に共導入した。ルシフェラーゼ活性を β-

gal 活性により除することで、トランスフェクション効率の補正を行った。各パネルで SV40P_Luc の活性を

100 とした。 2 回の独立した実験により、計 6 連のデータを確保し、平均値と標準偏差を求めた。統計学的

有意差は二標本 t 検定により検定した（N.S., not significant; ##：P<0.01）。（C）では、SV40P_Luc の

値に対して各値の有意差を検定した。

65



RenKiss1

-20.1 kb -3.1 kb
mdE

-5.4 kb-17.4 kb

B BX X X X X X X

Probe I Probe II Probe III

4.8-kb
8.9-kb

7.9-kb

7.9 kb

XmnI /Probe III

HS (mdE)

HS (novel)

20 40 60 80 1200

As4.1 genome

4.8 kb

XmnI /Probe I

20 40 60 80 1200
DNaseI
(µg/ml)

As4.1 genome

8.9 kb

BamHI /Probe II

20 40 60 800

As4.1 genome

20 30 40 600

XmnI /Probe III
MEF genome

7.9 kb

E

A

B C D

-20E -5E

マウス・レニン遺伝子 5'上流領域の構造と制限酵素地図。制限酵素（XmnI; X、BamHI; B）消化により

生じるDNA断片を太い横線で示した。また、（B-E）で用いたプローブの位置を灰色の四角で示した。

培養細胞より単離した核を異なる濃度の DNaseI で処理した。ゲノム DNA の抽出後、XmnI（B、D、

E）、または、BamHI（C）で消化、アガロースゲル電気泳動後、ナイロンメンブレンに転写し、I（B）、

II（C）、III（DとE）のいずれかのプローブとハイブリダイゼーションをおこなった。
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-5E-del 遺伝子座の模式図。変異遺伝子座作製のための Cas9 標的部位を矢頭で示す。

野生型、及び -5E-del 内在遺伝子座の制限酵素地図。Cas9 標的部位を矢頭で示す。AseI 制限酵素認識

部位を縦線で示す。各制限酵素でゲノム DNA が完全に消化された場合に生じることが予想される DNA 断片

の大きさ（kb）を数字で示す。また、（C）で用いたプローブの位置を灰色の四角で示す。レニン遺伝子上流

2.3-kb の領域を欠失することで、4.2-kb の AseI 断片を新たに生じる。

野生型、及び変異型マウス由来のゲノム DNA を制限酵素で切断し、アガロースゲル電気泳動後、サザン

ブロット解析を行った。パネルの右側に、予想されるバンドの大きさ（kb）を示す。

野生型及び、変異型塩基配列のアラインメント。PAM と gRNA 配列をそれぞれ、うすい網掛け、及び下

線により示す。PAM の位置から予測される切断箇所を矢頭により示す。実際に欠失した配列を濃い網掛けで

示す。
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8 週齢の正常血圧（ctrl）、あるいは、高血圧（THM）マウスの腎臓からトータル RNA を抽出し、

qRT-PCR を行った。-5E-del（A と D）、pseudo-WT（B と E）、GAPDH 遺伝子（data not shown）について発

現量を解析し、マウス GAPDH 遺伝子の発現量を内部標準として補正を行った。各グラフにおいて、オスの

ctrl 群の値を 100 とした。解析した個体数を各グラフ下の括弧中に表示し、平均値と標準偏差を表示した。

ctrl と THM 群間での統計学的有意差は二標本 t 検定により検定した（N.S., not significant; ##：P<

0.01）。

GAPDH 遺伝子で補正した pseudo-WT (黒のバー) と -5E-del (灰色のバー) の発現量について、プラ

イマー増幅効率の違いを補正した値を同一グラフ上に示した。
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正常血圧環境では、エンハンサーが基本転写活性に寄与するが（左）、高血圧環境では、エンハンサーの活性

が抑制され、結果として、レニン遺伝子の発現量が減少する（右）。
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 70 

第 4 章

結語

レニン遺伝子は、血圧恒常性維持に必須の酵素であり、その発現は血圧の

変化によりフィードバック制御を受ける。しかしながら、血圧が個体にしか存在し

ない刺激であることから、その転写制御メカニズムの解明は十分には進んでいなか

った。当研究室では、過去に 15-kb のヒト・レニンとヒト・アンジオテンシノーゲ

ン導入遺伝子を共に遺伝学的に保持することで、慢性的な高血圧を示す THM を作製

した(6)。第 2 章において、THM におけるヒト・レニン導入遺伝子の発現を解析した

結果、同遺伝子の発現が異常に上昇することを見出した。そこで、遠位の制御領域

がレニン遺伝子の応答性を制御するのではないかと考え、156-kb、13-kb マウス・レ

ニン導入遺伝子を用いた解析を行い、ヒト及び、マウス・レニン遺伝子座における

遠位制御領域の重要性を示した。さらに、第 3 章においては、近年開発された

CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術を取り入れ、応答性領域の絞り込みを行い、主要な役割

を果たす約 2-kb の新規制御領域を同定した。さらに、同領域がエンハンサー活性を

持つことを in vivo及び in vitroで証明し、高血圧環境下で、同活性が抑制される

ことで、転写抑制応答が制御される可能性を見出した。

近年、エンハンサー機能の破綻が、疾患原因となり得る例が複数報告され、

エンハンサーと疾患との関係が着目されている(30,31)。本研究は、レニン遺伝子エ

ンハンサーの機能異常が血圧恒常性の破綻を招く可能を示すものであり、基礎研究

だけでなく臨床研究においても重要な知見を提供できる。今後更に、エンハンサー

に結合する転写因子や、関与するシグナル経路を明らかにすることで、高血圧発症

メカニズムの解明や創薬シーズの提供にも貢献できるものと期待する。
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なお、本論文第 2 章、及び第 3 章の一部結果は、下記の公表論文の内容に基づいて

います。

Ushiki A et al. (2016)  

Long-Range Control of Renin Gene Expression in Tsukuba Hypertensive Mice.  

PLoS One 11(11): e0166974. doi: 10.1371/journal.pone.0166974.
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