
(57)【要約】
　【課題】　２型糖尿病モデル動物、このモデル動物を用いる糖尿病治療薬のスクリーニ
ング方法などを提供すること。
　【解決手段】　上記課題は、活性型 SREBP-2タンパク質をコードする DNAがプロモーター
の制御下に配置されている組換え DNAが導入され、膵臓β細胞における活性型 SREBP-2タン
パク質の過剰発現により２型糖尿病の症状を呈する、２型糖尿病モデルとしての非ヒトト
ランスジェニック動物、このトランスジェニック動物を用いて糖尿病の治療薬をスクリー
ニングする方法などによって達成される。

【選択図】　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ て い る 組 換
え DNAが 導 入 さ れ 、 膵 臓 β 細 胞 に お け る 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ り ２ 型 糖
尿 病 の 症 状 を 呈 す る 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル と し て の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ２ 型 糖 尿 病 の 症 状 が 、 コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 異 常 と 膵 臓 β 細 胞 に お け る イ ン ス リ ン 分 泌
障 害 を 含 む 前 記 請 求 項 １ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが ヒ ト 活 性 型 SREBP-2ｃ DNAで あ る 、 前 記 請
求 項 １ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 プ ロ モ ー タ ー が ラ ッ ト イ ン ス リ ン I遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 前 記 請 求 項 １ 又 は
２ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 組 換 え DNAに 、 さ ら に 遺 伝 子 マ ー カ ー が 導 入 さ れ て い る 、 前 記 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ
か に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 前 記 請 求 項 ５ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ７ 】
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ で あ る 前 記 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 。
【 請 求 項 ８ 】
マ ウ ス で あ る 前 記 請 求 項 ７ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い る 、 ２ 型 糖 尿 病 治 療
薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 、 試 験 化 合 物 を 投 与 し た 後 に 糖 尿 病 の 症 状 の 変 化 を 観 察 す
る 工 程 を 含 む 、 前 記 請 求 項 ９ に 記 載 の ２ 型 糖 尿 病 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
ヒ ト 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ て い る
組 換 え DNAを 構 築 し 、 前 記 組 換 え DNA及 び 遺 伝 子 マ ー カ ー を 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 に 導 入 し 、
得 ら れ た 受 精 卵 を 偽 妊 娠 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 移 植 し 、 そ の 動 物 を 飼 育 し 、 前 記 遺 伝 子 マ ー カ
ー の 発 現 産 物 を 指 標 と し て 、 生 ま れ た 仔 か ら 前 記 組 換 え DNAを 有 す る 仔 を 選 択 す る 、 ２ 型
糖 尿 病 の 症 状 を 呈 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル と し て の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 こ の モ デ ル 動 物
を 用 い る 糖 尿 病 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル 動 物 の 作 製 方 法 等 に 関 す
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 糖 尿 病 は 現 在 生 活 慣 習 病 の 中 核 と し て 現 代 の 国 民 病 と 呼 ば れ 、 そ の 予 防 ・ 治 療 方 法 の 開
発 は 急 務 で あ る 。 糖 尿 病 の 発 症 機 構 は 解 明 さ れ て い な い が 、 血 糖 を 低 下 さ せ る ホ ル モ ン で
あ る イ ン ス リ ン の 不 足 （ イ ン ス リ ン 分 泌 不 全 ） と イ ン ス リ ン 作 用 障 害 （ イ ン ス リ ン 抵 抗 性
） と い う ２ つ の 病 態 が 混 在 し て い る と 言 わ れ て い る 。 ま た 、 通 常 、 糖 尿 病 は 、 （ １ ） イ ン
ス リ ン を つ く る 膵 臓 の β 細 胞 ま で 破 壊 さ れ 、 イ ン ス リ ン を 補 充 し 続 け な け れ ば な ら な い １
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型 ； （ ２ ） イ ン ス リ ン の 分 泌 不 足 や イ ン ス リ ン の 働 き が 悪 く な っ て い る ２ 型 ； （ ３ ） 特 定
の 原 因 に よ る そ の 他 の 糖 尿 病 ； （ ４ ） 妊 娠 糖 尿 病 等 に 分 類 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 １ 型 糖 尿 病 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 一 つ で あ り 、 臨 床 的 に イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 と 呼 ば れ
る こ と も あ る 。 １ 型 糖 尿 病 で は 、 イ ン ス リ ン を 分 泌 す る 膵 臓 の β 細 胞 が 自 己 の 免 疫 系 か ら
攻 撃 を 受 け 破 壊 さ れ る 。 イ ン ス リ ン は 、 血 液 中 の 糖 を 細 胞 に 吸 収 さ せ 、 血 糖 値 を 下 げ る 働
き を も っ て い る ホ ル モ ン で 、 そ の 分 泌 が 減 る と 、 血 液 中 の 糖 は 増 え 、 細 胞 中 の 糖 は 不 足 す
る 。 こ の 状 態 が 続 く と 、 細 胞 は 生 命 活 動 を 維 持 で き な く な る の で 、 さ ま ざ ま な 臓 器 障 害 、
失 明 や 足 の 壊 死 が も た ら さ れ る こ と に な る 。 １ 型 糖 尿 病 の モ デ ル マ ウ ス は 公 知 で あ り 、 そ
の モ デ ル マ ウ ス を 用 い て １ 型 糖 尿 病 の 治 療 に 関 す る 研 究 も 進 ん で い る （ 例 え ば 、 Science.
 2003 Nov 14;302(5648):1223-7参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ２ 型 糖 尿 病 は 、 臨 床 的 視 点 か ら イ ン ス リ ン 非 依 存 型 糖 尿 病 と 呼 ば れ る こ と も あ り 、 膵 臓
の β 細 胞 に お け る イ ン ス リ ン 分 泌 不 全 と 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 と に よ っ て 発 症 す る 。 イ ン ス
リ ン 分 泌 不 全 と イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の ど ち ら が 強 く 関 わ っ て い る か は 個 々 の 症 例 あ る い は
各 症 例 の 経 過 に よ っ て 異 な る が 混 在 し て い る こ と も 多 い 。 イ ン ス リ ン 分 泌 不 全 は 、 正 常 な
場 合 は 、 食 事 を と り ブ ド ウ 糖 が 吸 収 さ れ 血 糖 値 が 上 が り 始 め る と 、 そ れ に 対 応 し て 瞬 時 に
イ ン ス リ ン が 分 泌 さ れ る が 、 イ ン ス リ ン 分 泌 不 全 の 状 態 で は 、 こ の 反 応 が 欠 如 し 、 血 糖 の
上 昇 に 遅 れ て イ ン ス リ ン が 分 泌 さ れ る 。 な お 、 イ ン ス リ ン が 分 泌 さ れ て い る の に 、 様 々 な
原 因 で イ ン ス リ ン の 作 用 が 障 害 さ れ た 状 態 を イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が あ る と い う 。 １ 型 糖 尿 病
は 免 疫 学 的 機 序 が 明 確 で 病 態 を 反 映 し た モ デ ル マ ウ ス は 前 述 の よ う に 既 に 報 告 さ れ て い る
。 し か し 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス に 関 し て は 、 成 因 が 複 雑 で あ る た め ヒ ト の 病 態 を 十 分
に 説 明 す る モ デ ル は 、 未 だ に 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 SREBP（ Sterol Regulatory Element Binding Protein） フ ァ ミ リ ー は 、 ス テ ロ ー
ル 合 成 制 御 転 写 因 子 フ ァ ミ リ ー で 、 コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 系 酵 素 群 、 LDLレ セ プ タ ー 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 共 通 す る 特 異 配 列 SREに 結 合 し 転 写 発 現 を 制 御 す る 。 SREBPに は SREBP-
1a, SREBP-1c及 び SREBP-2の ２ つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー が あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 今 ま で の
研 究 に よ っ て 生 体 内 で は 、 SREBP-1cが 脂 肪 酸 、 中 性 脂 肪 （ ト リ グ リ セ リ ド ） の 合 成 を 、 SR
EBP-2が コ レ ス テ ロ ー ル の 合 成 を 担 っ て い る こ と が 知 ら れ て い る （ J Clin Invest  1996;9
8:1575-　 1584； J Clin Invest  1997;99:846-854; J Clin Invest  1998;101:2331-2339
; 総 説 Cell. 1997;89:331-40(非 特 許 文 献 １ )） 。 し か し な が ら 、 SREBP-2と 糖 尿 病 、 特 に
２ 型 糖 尿 病 と の 関 係 に つ い て は 未 だ 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 特 表 ２ ０ ０ ３ － ５ ０ １ １ ０ ２ 号 公 報 （ 特 許 文 献 １ ） に は 、 SREBPタ ン パ ク 質 を 発
現 さ せ 又 は 異 常 な 発 現 を さ せ る た め に 遺 伝 学 的 に 修 飾 さ れ た ハ エ 又 は 線 虫 で あ る 動 物 モ デ
ル が 開 示 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の 公 報 に 記 載 さ れ た 実 験 動 物 （ ハ エ 又 は 線 虫 ） モ デ ル は
、 脂 質 代 謝 に 関 す る 研 究 用 に 用 い ら れ る も の で あ る 。 い ず れ に し ろ 、 こ の 公 報 に も 、 SREB
Pタ ン パ ク 質 と 糖 尿 病 と の 関 係 に つ い て は 何 ら 示 唆 さ れ て い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 表 ２ ０ ０ ３ － ５ ０ １ １ ０ ２ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 総 説 Cell. 1997;89:331-40
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 国 内 の 糖 尿 病 患 者 数 は ６ ～ 7０ ０ 万 人 と 推 定 さ れ 、 そ の 予 備 軍 も 同 数 い る と 言 わ れ て い
る 。 糖 尿 病 の 発 症 機 序 は 解 明 さ れ て お ら ず 、 有 効 な 治 療 薬 も な い の が 現 状 で あ る 。 特 に 、
わ が 国 で は ２ 型 糖 尿 病 が ９ ０ ～ ９ ７ ％ と 圧 倒 的 に 多 く 、 こ の ２ 型 糖 尿 病 の 治 療 方 法 あ る い
は 治 療 薬 の 開 発 が 強 く 望 ま れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-295867 A 2005.10.27



　 本 発 明 者 等 は 、 ヒ ト 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを マ ウ ス に 導 入 す る こ と
に よ り 、 イ ン ス リ ン 分 泌 細 胞 で あ る 膵 臓 の β 細 胞 に 特 異 的 に SREBP-2を 強 制 的 に 過 剰 発 現
さ せ た マ ウ ス を 作 製 し た 。 こ の 場 合 、 想 定 さ れ る 変 化 は 膵 臓 β 細 胞 内 で の コ レ ス テ ロ ー ル
代 謝 の 変 動 （ 合 成 の 活 性 化 ） の み で あ っ た と こ ろ 、 驚 く べ き こ と に 、 こ の マ ウ ス で は 、 コ
レ ス テ ロ ー ル 代 謝 異 常 に 加 え て 顕 著 な イ ン ス リ ン 分 泌 の 低 下 を き た し 血 糖 が 上 昇 し 、 明 確
に ２ 型 糖 尿 病 に 類 似 す る 症 状 を 呈 す る こ と を 見 出 し た 。 こ の よ う な 病 態 は 、 細 胞 に 脂 肪 酸
過 剰 状 態 、 中 性 脂 肪 （ ト リ グ リ セ リ ド ） が 蓄 積 し て イ ン ス リ ン 分 泌 が 低 下 す る と い う 、 従
来 の 脂 肪 毒 性 学 説 に よ る 作 用 機 序 と は 異 な る も の で あ る 。 つ ま り 、 コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 の
変 動 な い し は SREBP-2そ の も の が ２ 型 糖 尿 病 の 病 因 と し て 考 え ら れ る と い う こ と で あ り 、
コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 が ら み で の イ ン ス リ ン 分 泌 低 下 や 糖 尿 病 と の 関 連 に つ い て 今 ま で に 報
告 が な か っ た こ と を 考 慮 す る と 、 こ の 発 見 は 極 め て 画 期 的 な も の と 言 え る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 知 見 に 基 づ い て 完 成 さ れ た も の で 、 次 に 示 す 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル と し て
の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 こ の モ デ ル 動 物 を 用 い る 糖 尿 病 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル 動 物 の 作 製 方 法 等 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ １ ） 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ て い
る 組 換 え DNAが 導 入 さ れ 、 膵 臓 β 細 胞 に お け る 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 に よ り
２ 型 糖 尿 病 の 症 状 を 呈 す る 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル と し て の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
（ ２ ） 前 記 ２ 型 糖 尿 病 の 症 状 が 、 コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 異 常 と 膵 臓 β 細 胞 に お け る イ ン ス リ
ン 分 泌 障 害 を 含 む 前 記 （ １ ） に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
（ ３ ）  前 記 前 記 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが ヒ ト 活 性 型 SREBP-2ｃ DNAで
あ る 、 前 記 （ １ ） に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
（ ４ ）  前 記 プ ロ モ ー タ ー が ラ ッ ト イ ン ス リ ン I遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 前 記 （ １ ）
又 は （ ２ ） に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 ０ ０ １ １ 】
（ ５ ） 前 記 組 換 え DNAに 、 さ ら に 遺 伝 子 マ ー カ ー が 導 入 さ れ て い る 、 前 記 （ １ ） ～ （ ４ ）
の い ず れ か に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
（ ６ ）  前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー が 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 前 記 （ ５ ） に 記 載 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
（ ７ ） マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ で あ る 前 記 （ １ ） ～ （ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
（ ８ ） マ ウ ス で あ る 前 記 （ ７ ） に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 ０ ０ １ ２ 】
（ ９ ）  前 記 （ １ ） ～ （ ８ ） の い ず れ か に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 用 い る 、 ２ 型
糖 尿 病 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ ０ ）  前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 、 試 験 化 合 物 を 投 与 し た 後 に 糖 尿 病 の 症 状 の 変
化 を 観 察 す る 工 程 を 含 む 、 前 記 （ ９ ） に 記 載 の ２ 型 糖 尿 病 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ １ １ ） ヒ ト 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAが プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ
れ て い る 組 換 え DNAを 構 築 し 、 前 記 組 換 え DNA及 び 遺 伝 子 マ ー カ ー を 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 に
導 入 し 、 得 ら れ た 受 精 卵 を 偽 妊 娠 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 移 植 し 、 そ の 動 物 を 飼 育 し 、 前 記 遺 伝
子 マ ー カ ー の 発 現 産 物 を 指 標 と し て 、 生 ま れ た 仔 か ら 前 記 組 換 え DNAを 有 す る 仔 を 選 択 す
る 、 ２ 型 糖 尿 病 の 症 状 を 呈 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 新 規 の ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル 動 物 と し て 、 糖 尿 病 の 発
症 機 構 の 研 究 な ら び に 糖 尿 病 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ の ツ ー ル と し て 有 用 で あ る 。 特 に 、
他 の 既 存 の 糖 尿 病 モ デ ル 動 物 は 　 糖 尿 病 の 発 症 要 件 と し て 高 脂 肪 食 負 荷 を 必 要 と す る も の
や 著 明 な 肥 満 を き た し て い る も の が 多 い が 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス は 、 自 然 発 症 し 、 か つ 肥 満 を き た し て お ら ず 、 日 本 人 に 多 い ２ 型 糖 尿 病 の 病 態
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に 類 似 し て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は そ の よ う な 病 態
の ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 膵 臓 β 細 胞 に コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 制 御 転 写 因 子 SREBP-2を 過 剰 発 現 さ せ る こ
と に よ り イ ン ス リ ン 分 泌 能 が 低 下 す る 新 規 な 2型 糖 尿 病 の モ デ ル 動 物 を 提 供 す る も の で あ
る 。 こ の よ う な モ デ ル 動 物 は 、 ２ 型 糖 尿 病 の 発 症 機 序 解 明 お よ び 治 療 薬 開 発 に 有 用 で あ る
。
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 第 １ の 態 様 に よ れ ば 、 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
が プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ て い る 組 換 え DNAが 導 入 さ れ 、 膵 臓 β 細 胞 に お け る SRE
BP-2の 強 制 過 剰 発 現 に よ り ２ 型 糖 尿 病 の 症 状 を 呈 す る 、 ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル と し て の 非 ヒ ト
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 SREBP-2タ ン パ ク 質 」 は 、 ス テ ロ ー ル 調 節 エ レ メ ン ト 結 合 タ ン パ
ク 質 （ Sterol Regulatory Element Binding Protein） で あ る SREBPの サ ブ フ ァ ミ リ ー の 一
つ で あ り 、 コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 の 制 御 に 関 与 す る 公 知 の 膜 結 合 型 タ ン パ ク 質 で あ る 。 SREB
P-2遺 伝 子 及 び SREBP-2タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 Proc Natl Acad Sci U S A. 1993 Dec 15;
90(24):11603-7等 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 特 に 、 ヒ ト SREBP-2タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列 は 、 NCBIに Accession No. AAA50746と し て 登 録 さ れ て お り 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 。 ヒ
ト SREBP-2cDNAの 塩 基 配 列 は GenBankに Accession No. U02031と し て 登 録 さ れ て お り 、 配 列
番 号 ２ で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 SREBP-2の 内 因 性 発 現 に 関 し て は 、 多 少 の 強 弱 は あ る も の の ほ と ん ど の 組 織 に あ ま ね く
発 現 し て い る 。 た だ し 、 転 写 因 子 と し て は 、 極 め て ユ ニ ー ク で あ る が 、 SREBP-2は 膜 結 合
型 タ ン パ ク 質 と し て 存 在 し て お り 、 そ の ま ま で は 転 写 因 子 と し て 活 性 を 発 揮 で き な い 。 そ
の 細 胞 が コ レ ス テ ロ ー ル の 要 求 が 高 ま っ た 時 だ け 、 活 性 部 分 が 切 断 さ れ 、 核 内 に 移 行 し 、
コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 系 の 遺 伝 子 群 の 発 現 を 高 め 、 コ レ ス テ ロ ー ル を 供 給 す る 。 逆 に コ レ ス
テ ロ ー ル が 十 分 の 際 は 、 切 断 さ れ ず 、 SREBP-2の 転 写 活 性 は 発 揮 さ れ な い 。 こ の シ ス テ ム
に よ り 細 胞 内 の コ レ ス テ ロ ー ル 量 は 適 切 に コ ン ト ロ ー ル さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 の SERBP-2に 起 因 す る コ レ ス テ ロ ー ル 調 節 機 構 は 、 細 胞 一 般 に 働 い て い る シ ス テ ム
で あ り 、 正 常 の β 細 胞 内 で も 同 様 の 機 構 が 働 い て い る と 推 測 さ れ る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 で は 、 核 内 に 移 行 す る 部 分 の み 、 つ ま り 活 性 型 の SREBP-2を 強 制 過 剰 発 現 し
て い る の で 、 上 記 フ ィ ー ド バ ッ ク が か か ら ず 、 強 制 的 に コ レ ス テ ロ ー ル の 合 成 が 高 ま っ た
状 態 に な る 。 つ ま り 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 β 細 胞 特 異 的 に 持 続 活 性 化 し
て お り 、 そ の 結 果 、 ２ 型 糖 尿 病 の 症 状 を 呈 す る の で あ る 。 こ こ で 、 ２ 型 糖 尿 病 の 症 状 と し
て は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 異 常 （ 過 剰 合 成 ） 、 膵 臓 β 細 胞 に お け る イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 の
他 、 高 血 糖 、 尿 糖 陽 性 、 肥 満 を き た さ な い な ど の 症 状 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 症 状 は 、 公
知 の 手 法 に 基 づ い て 判 断 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 高 血 糖 及 び イ ン ス リ ン の 分 泌 障 害 に
つ い て は 、 ブ ド ウ 糖 負 荷 試 験 に お い て 高 血 糖 お よ び イ ン ス リ ン 低 下 等 の 傾 向 を 調 べ る こ と
に よ っ て 判 断 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 症 状 を 呈 し て い る か 否 か に つ い て は 、 当 業 者 の
判 断 に よ っ て 行 な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 コ レ ス テ ロ ー ル の 過 剰 合 成 に つ い て は 、 マ ウ
ス の 膵 臓 か ら ラ ン ゲ ル ハ ン ス 氏 島 （ 以 下 、 「 ラ 氏 島 」 と も い う ） を 単 離 し 、 脂 質 抽 出 し 、
コ レ ス テ ロ ー ル 含 量 を 測 定 し た 場 合 に 、 正 常 動 物 群 と 比 較 し て モ デ ル 動 物 群 の ラ 氏 島 中 の
コ レ ス テ ロ ー ル 量 が １ ０ ％ 以 上 、 よ り 明 確 に は ２ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 明 確 に は ３ ０ ％ 以 上 増
加 し て い る 場 合 に コ レ ス テ ロ ー ル が 過 剰 合 成 さ れ て い る と 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、
イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 に つ い て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス の 膵 臓 か ら ラ 氏 島 を 単 離 し 、 高 グ ル コ ー
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ス の 培 養 液 中 に お け る イ ン ス リ ン 分 泌 量 を 測 定 し た 場 合 に 、 正 常 動 物 群 と 比 較 し て モ デ ル
動 物 群 の 培 養 液 中 イ ン ス リ ン 量 が ２ ０ ％ 以 上 、 よ り 明 確 に は ３ ０ ％ 以 上 減 少 し て い る 場 合
に イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 で あ る と 判 断 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 生 体 に お け る イ ン ス リ
ン 分 泌 能 の 低 下 に つ い て は 、 糖 負 荷 試 験 す な わ ち マ ウ ス 個 体 に ブ ド ウ 糖 を 負 荷 し 、 経 時 的
に 採 血 し 、 血 中 イ ン ス リ ン 濃 度 を 測 定 し 、 正 常 動 物 群 と 比 較 し て モ デ ル 動 物 群 の イ ン ス リ
ン 濃 度 が 、 統 計 的 有 意 差 を も っ て 低 下 し て い る 場 合 に 個 体 と し て イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 で あ
る と 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 高 血 糖 に つ い て は 、 上 記 糖 負 荷 試 験 あ る い は 繰 り 返 し
採 血 を 行 い 、 正 常 動 物 群 と 比 較 し て モ デ ル 動 物 群 の 血 糖 値 が 、 統 計 的 有 意 差 を も っ て 高 値
で あ る と き に 高 血 糖 と 判 断 す る こ と が で き る 。 糖 尿 病 の 診 断 は 、 ヒ ト の 診 断 基 準 を 単 純 に
当 て は め ら れ な い た め 、 安 定 し て 高 血 糖 を 呈 し 、 尿 糖 が 陽 性 の 場 合 に 糖 尿 病 と い え る 。 イ
ン ス リ ン 分 泌 低 下 型 の 糖 尿 病 の 場 合 は 、 上 記 イ ン ス リ ン 分 泌 能 の 低 下 も 、 糖 尿 病 の 診 断 を
強 く 支 持 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ こ で 、 本 明 細 書 で い う 「 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 」 は 、 上 記 の よ う に し て 切 断 さ れ
た SREBP-2タ ン パ ク 質 の 活 性 部 分 あ る い は そ の 変 異 タ ン パ ク 質 を い う 。 よ り 詳 し く は 、 「
活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 」 は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の １ ～ ４ ６ ０ 番 目 の
ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ ヒ ト 活 性 型 ） 、 ま た は そ の 変 異 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 関 与 遺 伝 子 に 対 す る 転 写 因 子 と し て の 活 性 を 有 す る も の を い う 。 本 発
明 で い う 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 は 、 い ず れ の 種 由 来 の も の で も よ い が 、 好 ま し く は ヒ
ト 由 来 で あ る 。 こ こ で 、 「 変 異 タ ン パ ク 質 」 は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 関 与 遺 伝 子 に 対 す る
転 写 因 子 と し て の 機 能 を 有 す る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 上 記 ヒ ト タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 欠 失 、 置 換 、 挿 入 、 及 び ／ ま た は 付 加 が 生 じ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る 変 異 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 の 変 異 部 位 お よ び 個 数 は 、 変 異 タ ン パ ク 質 が 転 写 活 性
を 保 持 し て い る 限 り 特 に 制 限 は な い が 、 変 異 個 数 は 通 常 １ ～ ３ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く
は １ ～ １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ 数 個 （ 例 え ば ６ 個 ） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 対 象 と す る 動 物 の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し い 動 物 と し て
、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ウ シ な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の 中 で は 、 作 製 が 容 易 で あ
る こ と か ら マ ウ ス が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 は 上 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 も 提 供 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 方 法 は 、 （ １ ） ヒ ト 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D
NAが プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ て い る 組 換 え DNAを 構 築 し 、 （ ２ ） 前 記 組 換 え DNA及
び 遺 伝 子 マ ー カ ー を 非 ヒ ト 動 物 の 受 精 卵 に 導 入 し 、 （ ３ ） 得 ら れ た 受 精 卵 を 偽 妊 娠 非 ヒ ト
哺 乳 動 物 に 移 植 し 、 （ ４ ） そ の 動 物 を 飼 育 し 、 （ ５ ） 前 記 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 産 物 を 指
標 と し て 、 生 ま れ た 仔 か ら 前 記 組 換 え DNAを 染 色 体 中 に 有 す る 仔 を 選 択 し 、 交 配 に よ り ラ
イ ン を 確 立 後 、 組 換 え DNA由 来 の タ ン パ ク が 目 的 の 組 織 に 安 定 し て 発 現 し て い る ラ イ ン を
選 択 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ） の 作 製 方 法 は よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、
（ １ ） Methods in Enzymology Vol 225"Guide totechniques in mouse development" edi
ted by Paul M. Wassarman, Melvin L.DePamphilis, Academic Press, INC.； （ ２ ） 羊 土
社 「 ジ ー ン タ ー ゲ ッ テ イ ン グ の 最 新 技 術 」 ； （ ３ ） Gordon, J. W. (1993) Guide to Tech
niques in Mouse Development (Wassarman, P. M., and DePamphilis, M. L., Eds.), Ac
ademic Press, San Diegoな ど に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 本 発 明 に 用 い ら れ る PCR、
プ ラ イ マ ー の 作 製 、 ゲ ノ ム DNAの 調 製 、 ク ロ ー ニ ン グ 、 酵 素 処 理 等 の 方 法 は 、 当 業 者 に よ
く 知 ら れ て い る 通 常 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る （ "Molecular Cloning, A Laboratory
 Manual", Third Edition, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor Laboratory
, Cold Spring Harbor, New York(2001年 )等 参 照 ） 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 好 ま し く 用 い ら れ る 動 物 は 上 述 し た よ う に マ ウ ス で あ る か ら 、 以 下 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 を 例 に 挙 げ て 本 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作
製 方 法 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 に 際 し て は 、 ま ず 、 本 発 明 で 用 い る 活 性 型 SR
EBP-2遺 伝 子 が プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 さ れ る よ う に 組 換 え DNA（ 又 は DNAコ ン ス ト ラ
ク ト ） を 構 築 す る 。 本 発 明 で 用 い る 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAは 、 DNA合
成 、 ｃ DNAク ロ ー ニ ン グ 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ニ ン グ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ )技 術 、 及
び 、 こ れ ら の 手 段 の 組 合 せ を 含 む 多 数 の 製 法 に よ り 製 造 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Molecular Cl
oning, A Laboratory Manual", Third Edition, Cold Spring Harbor Press, Cold Sprin
g Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York(2001年 )等 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い る 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAは 、 通 常 の 遺 伝 子 組 換 え 技 術
に よ り 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 既 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 塩 基 配 列 情 報 等 を も と に
設 計 し 、 合 成 し た プ ラ イ マ ー や プ ロ ー ブ を 用 い 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 や ハ イ ブ リ ダ イ ズ 法 に よ り ｃ DN
Aラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し て 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る 目 的 の D
NAを 適 当 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 し た DNAコ ン ス ト ラ ク ト 又 は 発 現 ベ ク タ ー を 作 成 す
る こ と に よ り 、 適 当 な 宿 主 中 で SREBP-2タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 な お 、 本
発 明 で 用 い る 活 性 型 SREBP-2タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAは 、 好 ま し く は ヒ ト 活 性 型 SREBP-
2ｃ DNAで あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス (フ ァ
ー ジ を 含 む )等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の ベ ク タ ー も ま た 、 通 常 の 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い て 、
設 計 、 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の ベ ク タ ー に お い て 、 通 常 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び ヒ ト 活 性
型 SREBP-2遺 伝 子 が 発 現 可 能 な よ う に ５ 'か ら ３ '方 向 に 連 結 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー と し て
は 、 SREBP-2遺 伝 子 を 膵 臓 β 細 胞 特 異 的 に 発 現 可 能 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば
、 ラ ッ ト イ ン ス リ ン Ｉ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ － (Alpert S, Hanahan D, Teitelman G. Cell.
 1988 Apr 22;53(2):295-308)、 ア ミ リ ン プ ロ モ ー タ ー 等 が 例 示 さ れ る 。 本 発 明 に お い て
は 、 ラ ッ ト イ ン ス リ ン Ｉ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ － が 特 に 好 ま し い 。 な お 、 目 的 遺 伝 子 が 適 格
に 発 現 す る よ う に 、 必 要 に 応 じ て 、 エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ レ ン サ ー 、 ポ リ Ａ 付 加 シ グ ナ ル な
ど を 発 現 ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し く は 、 上 記 ベ ク タ ー に 、 本 発 明 で 用 い る DNAと 共 に 、 遺 伝 子 マ ー カ ー を 導 入 す る
こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な 遺 伝 子 マ ー カ ー と し て 、 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ
Ｐ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 等 ） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ
チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 等 が 挙 げ ら れ る 。 上 記 DNAと 共 に 遺 伝 子 マ ー カ ー を 発 現 ベ ク タ ー
に 導 入 し た 場 合 は 、 仔 マ ウ ス に 発 現 し て い る 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 産 物 を 指 標 と す る こ と
に よ り 、 前 記 組 換 え DNA及 び 遺 伝 子 マ ー カ ー の 導 入 、 発 現 の 有 無 を 効 率 良 く 確 認 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 組 換 え DNAを 受 精 卵 に 導 入 す る 方 法 と し て は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ
ェ ク シ ョ ン 法 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ・ ベ ク タ ー に よ る 方 法 、 又 は 、 胚 性 幹 細 胞 を 用 い る 方 法 等
が 挙 げ ら れ る が 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 が 通 常 用 い ら れ る 。 な お 、 本 発 明 に 用 い ら
れ る 受 精 卵 の 培 養 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 受 精 卵 の 移 植 等 の 方 法 は 、 当 業 者 に よ く
知 ら れ て い る 通 常 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
　 次 い で 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 上 記 組 み 換 え DNAを 導 入 し た 受 精 卵 を 偽 妊
娠 マ ウ ス の 卵 管 に 移 植 す る 。 そ し て 、 そ の マ ウ ス を 飼 育 し 、 生 ま れ た 仔 マ ウ ス か ら 前 記 組
換 え DNAを 有 す る 仔 マ ウ ス を 選 択 す る こ と に よ っ て 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を
得 る こ と が で き る 。 生 ま れ た 仔 マ ウ ス か ら の 組 換 え DNAを 有 す る 仔 マ ウ ス の 選 択 は 、 例 え
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ば 、 マ ウ ス 尾 よ り 抽 出 し た ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し 、 ヒ ト SREBP-2遺 伝 子 の 塩 基 配 列 や 発 現 に
要 す る 随 伴 す る 塩 基 配 列 上 そ の 他 の 一 部 を 有 す る 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い た PCRに て 、
前 記 組 換 え DNAの 導 入 の 有 無 を 内 因 性 マ ウ ス SREBP-2と は 識 別 し て 確 認 す る 方 法 に よ り 行 う
こ と が で き る 。 ま た 、 遺 伝 子 マ ー カ ー を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し た 場 合 は 、 遺 伝 子 マ ー カ ー
の 発 現 産 物 を 指 標 と す る こ と に よ り 、 前 記 組 換 え DNA及 び 遺 伝 子 マ ー カ ー の 導 入 の 有 無 を
確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 願 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が ２ 型 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス と し て 使 用 可 能 か 否 か
に つ い て は 、 そ の マ ウ ス に ま ず 導 入 遺 伝 子 の 膵 臓 β 細 胞 に お け る 発 現 を 確 認 し 、 そ の 直 接
の 効 果 と し て β 細 胞 に お け る コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 異 常 （ 過 剰 合 成 ） を 検 討 す る 。 さ ら に 最
終 的 に は 膵 臓 β 細 胞 に お け る イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 の 他 、 高 血 糖 、 多 尿 、 尿 糖 陽 性 等 の 糖 尿
病 と し て の 表 現 型 が 現 わ れ て い る か 否 か に よ っ て 判 断 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 願 発 明 者 ら が 作 製 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 後 述 の 実 施 例 に お い て 確 認 さ れ
て い る よ う に 、 所 見 上 も 、 検 査 上 も さ ら に 病 理 学 的 に も ２ 型 糖 尿 病 の モ デ ル マ ウ ス で あ る
と 結 論 づ け る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は ２ 型 糖 尿
病 の 動 物 モ デ ル と し て ２ 型 糖 尿 病 の 発 症 機 序 を 解 明 し 、 そ の 治 療 法 及 び 治 療 薬 を 開 発 す る
た め の ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 、 試 験 化 合 物
を 投 与 し た 後 に 糖 尿 病 の 症 状 の 変 化 を 観 察 す る 工 程 を 含 む 、 ２ 型 糖 尿 病 治 療 薬 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 本 願 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 被 験 マ ウ
ス 群 、 及 び 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 胞 を 対 照 マ ウ ス 群 に わ け 、 被 験 マ ウ ス 群 に 試 験 す る
試 験 化 合 物 を 投 与 し 、 そ の 後 、 被 験 マ ウ ス 群 、 及 び 、 対 照 マ ウ ス 群 の そ れ ぞ れ か ら 尿 及 び
血 液 を 採 取 し 、 尿 中 の 糖 含 有 量 、 血 糖 値 等 を 測 定 し 、 こ れ ら の 測 定 値 を 比 較 ・ 検 討 す る こ
と に よ っ て 、 試 験 化 合 物 が ２ 型 糖 尿 病 の 治 療 薬 と し て 有 効 で あ る か 否 か を 的 確 に 判 断 す る
こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 及 び 実 験 例 に 基 づ い て よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ １ ）
　 分 子 生 物 学 的 手 法 一 般 に 関 し て は 、 標 準 的 手 法 に 従 っ て 行 っ た （ Molecular Cloning, A
 Laboratory Manual", Third Edition, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor
 Laboratory, Cold Spring Harbor, New York(2001年 )等 参 照 ） 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス 作 製 に 必 要 な マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 用 DNAの 調 整 の た め 、 イ ン ス リ ン プ ロ モ ー タ
ー 制 御 下 SREBP-2遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 作 製 を 行 っ た 。 図 １ に そ の 構 成 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ プ ロ モ ー タ ー ： ）
　 導 入 遺 伝 子 の 生 体 内 で β 細 胞 に お け る 特 異 的 発 現 の た め 、 過 去 の Tgマ ウ ス に お い て 発 現
実 績 の あ る ラ ッ ト イ ン ス リ ン プ ロ モ ー タ ー I  (Alpert S, Hanahan D, Teitelman G. Cell
. 1988 Apr 22;53(2):295-308)を 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て 用 い た 。 ラ ッ ト ゲ ノ ム DNAを テ
ン プ レ ー ト と し て 下 記 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 -715 bpか ら +31 bp部 分 を PCRに よ り 得 た 。
　 　 　 5'プ ラ イ マ ー ： 5'-TCTCAACTCCTTGAAAATAGCTACCT-f-3'（ 配 列 番 号 ３ ）
　 　 　 3'プ ラ イ マ ー ： -GGTCTATGATTGTAGCTGGTCACTTA-r-3'（ 配 列 番 号 ４ ）
　 な お 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ と し て は 、 platinum Pfx DNA polymerase (イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 )
を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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（ 発 現 cDNA）
　 ヒ ト SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein) の cDNAは 、 ヒ ト SREBP-2cDN
A発 現 ベ ク タ ー pCMVhSREBP-2（ ヒ ト SREBP-２ の 転 写 活 性 部 分 １ ～ ４ ６ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 を 含
む cDNAの 発 現 ベ ク タ ー 、 Amemiya-Kudo M, Shimano H, Hasty AH, Yahagi N, Yoshikawa T
, Matsuzaka T, Okazaki H, Tamura Y, Iizuka Y, Ohashi K, Osuga J, Harada K, Gotod
a T, Sato R, Kimura S, Ishibashi S, Yamada N.  J Lipid Res. 2002 43(8):1220-35.
） よ り 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 転 写 を 終 了 さ せ る ポ リ Aシ グ ナ ル に つ い て は 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー 中 の ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン
の ポ リ Aシ グ ナ ル を 用 い た 。 以 上 の DNAを プ ラ ス ミ ド ブ ル ー ス ク リ プ ト II SK(+/-) (ス ト ラ
タ ジ ー ン 社 )内 に 図 1の 様 に 融 合 さ せ 、 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 PCRよ り 得 た DNA部 分 に 関
し て は 、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 塩 基 配 列 を 確 認 し た 。 発 現 ベ ク タ ー の 機 能 は 、 β 細
胞 の セ ル ラ イ ン に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て SREBP-2の 転 写 活 性 を ル シ フ ェ レ ー ス リ ポ ー
タ ー ア ッ セ イ な ら び に 発 現 タ ン パ ク を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ ２ ）
キ ア ゲ ン 社 の プ ラ ス ミ ド 精 製 キ ッ ト を 用 い て 、 上 記 の プ ラ ス ミ ド DNAを 大 量 精 製 し 、 制 限
酵 素 NotI, XhoIで 切 断 し 、 図 １ に 示 す 注 入 DNA部 分 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に て 分 離 後 、 QIA
EX II Gel Extraction Kit（ キ ア ゲ ン 社 ） を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
（ ３ ）
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製 は 成 書 Methods in Enzymology Vol 225"Guide totech
niques in mouse development" edited by Paul M. Wassarman, Melvin L.DePamphilis, 
Academic Press, INC.に 準 じ て 行 っ た 。 概 要 は B6SJL / F2マ ウ ス 間 の 自 然 交 配 に よ っ て 得
ら れ た 受 精 卵 （ Ｂ Ｄ Ｆ 2 ） の 雄 性 前 核 に （ １ ） で 得 ら れ た 発 現 遺 伝 子 を 、 調 整 し 、 マ イ ク
ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ micro-injection） 法 （ オ ハ イ オ 大 学 発 明 の 米 国 特 許 ４ ８ ７ ３ １ ９
１ に 基 づ き 施 行 ） に て 、 約 1000コ ピ ー 共 導 入 後 、 ICR偽 妊 娠 マ ウ ス （ 0.5dpc） の 卵 管 内 に
移 植 し 作 製 し た 。 受 精 卵 移 植 後 19.5dpcで 妊 娠 マ ウ ス か ら 帝 王 切 開 で 生 存 仔 を 摘 出 ま た は
自 然 出 産 さ せ 、 45匹 の F0マ ウ ス を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 得 ら れ た 45匹 か ら 尾 DNAを 抽 出 し 後 述 の PCR法 に て ５ 匹 の F0マ ウ ス の ゲ ノ ム DNAに 注 入 遺
伝 子 の 導 入 を 確 認 し た 。 以 後 こ の PCRは ジ ェ ノ タ イ ピ ン グ の ス ク リ ー ニ ン グ に も 用 い た 。
　 具 体 的 に は 、 尾 DNAを 鋳 型 に 、 導 入 遺 伝 子 部 分 に 特 異 的 な 下 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い
て 以 下 の 反 応 条 件 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

  （ hBP-2側 ,sense） ： 5'AGCTTCTAAAGGGCATCGACCTA3'（ 配 列 番 号 ５ ）
   (hGH側 ,antisense)： 5'TAGAGGACACCTAGTCAGACAAAATGAT3'（ 配 列 番 号 ６ ）
【 ０ ０ ４ １ 】

　 　 94℃ 　 × 　 4min.   ×    1cycle
    94℃ 　 × 　 1min.   ×   35cycle
    60℃ 　 ×   1min.   ×   35cycle
    72℃ 　 ×   1min.   ×   35cycle
    72℃ 　 × 　 4min.   ×    1cycle
【 ０ ０ ４ ２ 】
（ ４ ）
　 上 記 の 結 果 、 染 色 体 DNAへ の 導 入 が 認 め ら れ た ５ 匹 の フ ァ ウ ン ダ ー マ ウ ス に C57BL6/Jマ
ウ ス （ ク レ ア 社 よ り 購 入 ） を 交 配 し 、 子 孫 に 上 記 同 様 の 尾 DNAの PCRに て 、 遺 伝 子 の 導 入 を
確 認 し て 、 ラ イ ン を 確 立 し た 。

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-295867 A 2005.10.27

マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 用 DNAの 調 整

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス  の 作 製

プ ラ イ マ ー ：

Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 ：

発 現 ラ イ ン の 特 定



　 各 ラ イ ン の 子 孫 マ ウ ス の 膵 臓 よ り ラ 氏 島 を 分 離 し て 、 総 RNAを TRIzol (イ ン ビ ト ロ ゲ ン
社 )を 用 い て 抽 出 し 、 さ ら に リ ア ル タ イ ム  PCR法 に よ り 、 ヒ ト SREBP-2の 発 現 を 検 討 し た 。
発 現 の 最 も 多 い ラ イ ン Aを 確 定 し 、 C57BL6/Jマ ウ ス と の 交 配 を 繰 り 返 し 、 繁 殖 な ら び に 遺
伝 子 背 景 を C57BL6/Jス ト レ イ ン の そ れ に 近 付 け る よ う に 戻 し 交 配 を 繰 り 返 し た 。
　 こ の 交 配 の 期 間 中 、 ジ ェ ノ タ イ ピ ン グ よ り 得 た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 非 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 同 胞 マ ウ ス を 対 照 に 初 期 解 析 を 行 っ た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ラ イ ン Aは
安 定 し て 、 メ ン デ ル の 法 則 に 従 っ て 同 胞 中 ５ ０ ％ に 近 い 陽 性 率 を 示 し 、 導 入 遺 伝 子 の 染 色
体 組 み 込 み が 安 定 し て 伝 搬 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た ラ 氏 島 （ 単 離 方 法 後 述 ） 由 来
RNAか ら 定 量 性 リ ア ル タ イ ム PCR法 用 い て 、 ヒ ト SREBP-2mRNAの 発 現 を 測 定 す る と （ 方 法 後
述 な ら び に 図 ５ 参 照 ） 個 体 間 の ば ら つ き な く 安 定 し て 確 認 さ れ 、 β 細 胞 特 異 的 ヒ ト SREBP-
2過 剰 発 現 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ラ イ ン が 確 立 し た と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 な お 、 定 量 性 リ ア ル タ イ ム PCR法 は 次 の よ う に し て 行 な っ た 。 各 サ ン プ ル を Trizolを 用
い て RNAを 抽 出 、 こ れ よ り cDNA の 合 成 は 、 サ ー モ ス ク リ プ ト （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 ） を 使 用
し 、 TaqMan (Applied Biosystems、 ABI社 )に よ る 定 量 性  PCR (50° C 2分 , 95° C 10 分 の
後  、 95° C 15 秒 , 60° C 1 分 を ４ ０ サ イ ク ル ) を  ABI Prism 7000 PCR instrument (Ap
plied Biosystems)を 用 い て 施 行 し た 。  用 い た プ ラ イ マ ー な ら び に プ ロ ー ブ は 、 次 の 通 り
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
　 5'-CCAACTCTGCAAGTCAAGGTTTCT-f-3' （ 配 列 番 号 ７ ）
　 5'-GCGTGATCATTACCGTCTGTTGT-r-3'  （ 配 列 番 号 ８ ）
　
　 5'-AGGAAACTTCGCTCACACCT-f-3'     （ 配 列 番 号 ９ ）
　 5'-GCCATGTATCTGTTTTGGCC-r-3'     （ 配 列 番 号 １ ０ ）
　
　 CAGCAGCCCAGCAGAGGTTTTCTACAATC      （ 配 列 番 号 １ １ ）
　
　 5'- TGGCTCACAGTTCTTCATAACCA-f-3' （ 配 列 番 号 １ ２ ）
　 5'- ATGACATCCTTCAGTGGCTTGTC-r-3' （ 配 列 番 号 １ ３ ）
　
　 5'-TCCATGCCCTCTAGAACTTTGCCGAA-3' （ 配 列 番 号 １ ４ ）
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ ５ ）
　 上 記 の よ う に し て 得 た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ラ イ ン Aは 普 通 食 に て 飼 育 中 、 尿 糖 陽
性 、 多 尿 を 認 め 、 糖 尿 病 の 発 症 が 示 唆 さ れ た 。 図 ２ に 示 す よ う に 空 腹 時 血 糖 を 測 定 す る と
（ グ ル コ ー ス 測 定 キ ッ ト 、 和 光 純 薬 ） 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 群 で は 174 mg/dlと 非
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 胞 対 照 群 の 99 mg/dlに 比 し て 有 意 に 高 値 を 示 し 、 イ ン ス リ ン 値 （ EL
ISAキ ッ ト 、 シ バ ヤ ギ ） は 測 定 感 度 以 下 で あ っ た 。 通 常 の 摂 食 下 で は 、 300～ 500 mg/dlと
明 ら か に 糖 尿 病 の 血 糖 値 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 群 に お い て 、 糖 負 荷 試 験 （ 1g／ kg体 重 （ ２ ０ ％ 溶 液 ） の ブ ド
ウ 糖 を 尾 静 脈 よ り 注 射 、 経 時 的 （ 前 , 5, 15, 30分 ） に 眼 窩 静 脈 よ り 採 血 、 血 糖 な ら び に
血 中 イ ン ス リ ン 値 を 測 定 ） を 施 行 す る と 、 イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 型 の 糖 尿 病 パ タ ー ン を 示 し
た （ 図 ３ ） 。 す な わ ち 、 各 時 間 ポ イ ン ト で 対 照 に 比 し 、 有 意 の 高 値 を 示 し 、 糖 負 荷 に 対 す
る 高 血 糖 が 遷 延 し た 。 　 ま た 対 照 群 で 認 め ら れ た 血 糖 上 昇 に 応 じ た 血 中 イ ン ス リ ン 値 の 上
昇 も 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 群 で は ほ と ん ど 認 め ら れ ず 、 イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 が 著 明
で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 を 直 接 に 確 認 す る 目 的 で 、 膵 臓 ラ 氏 島 を 分 離 す る と 、 ラ 氏 島
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ヒ ト SREBP-2:

マ ウ ス HMGCoA合 成 酵 素 ：

プ ロ ー ブ ：

サ イ ク ロ フ ィ リ ン ：

プ ロ ー ブ ：

作 製 マ ウ ス の 表 現 型 ： 糖 尿 病 の 確 認



の 個 数 、 個 々 の サ イ ズ に 約 ５ ０ ％ 程 度 の 減 少 を 認 め て お り 、 さ ら に そ の 形 態 に 異 常 を 認 め
、 ラ 氏 島 の 障 害 が 認 め ら れ た 。 分 離 し た 後 、 サ イ ズ を そ ろ え た 上 で 個 々 の ラ 氏 島 に 関 し て
培 養 時 に お け る イ ン ス リ ン 分 泌 能 を 検 討 し た と こ ろ 、 図 ４ に 示 す よ う に 培 養 液 中 の ブ ド ウ
糖 に 対 す る イ ン ス リ ン 分 泌 も ５ ０ ％ 低 下 し て お り 、 個 々 の ラ 氏 島 に 関 し て も イ ン ス リ ン 分
泌 能 の 低 下 を 認 め た 。
　 な お 、 ラ 氏 島 の 単 離 は 、 次 の よ う に し て 行 な っ た 。 マ ウ ス を 頚 椎 脱 臼 に て 屠 殺 し 、 胆 管
結 紮 後 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶 液  (4mg/ml、 10mM HEPES (pH 7.4) 0.5% BSA (KRBH )　 2.5 mlを
膵 管 に 注 入 し 膨 潤 し た 膵 臓 を さ ら に  37° C で 3.5分 培 養 し 、 KRBHで 洗 浄 後 、 単 離 し た ラ 氏
島 を 実 体 顕 微 鏡 下 で 、 採 取 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 以 上 よ り 、 確 立 し た ラ ッ ト イ ン ス リ ン プ ロ モ ー タ ー ヒ ト SREBP-2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス で は 、 イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 に よ る 糖 尿 病 を 呈 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 ラ イ ン 別 の 発 現
量 の 検 討 の 際 、 図 ５ に 示 す よ う に ヒ ト SREBP-2発 現 量 が ラ イ ン Aよ り も 少 な い が 発 現 の 認 め
ら れ た ラ イ ン Bに 関 し て も 同 様 の 検 討 を 一 部 行 い 、 発 現 量 が よ り 少 な い こ と に 合 致 し て 、
糖 尿 病 に 関 す る 各 検 討 事 項 が 軽 度 に 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 す な わ ち 導 入 遺 伝 子 SREB
P2の 発 現 量 に 応 じ た 表 現 系 を 呈 し て い る こ と が わ か り 、 ラ イ ン Aの 表 現 系 が 遺 伝 子 導 入 に
よ る 非 特 異 的 効 果 で な く 、 発 現 し た SREBP-2の 量 依 存 性 の 効 果 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ ６ ）
　 上 記 の よ う に し て 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て は 、 １ 型 糖 尿 病 に 認 め
ら れ る よ う な β 細 胞 廃 絶 に よ る イ ン ス リ ン の 枯 渇 で は な く 、 基 礎 分 泌 よ り も む し ろ ブ ド ウ
糖 刺 激 に 対 す る 応 答 分 泌 が 障 害 さ れ て い る 点 に お い て 、 2型 糖 尿 病 の 病 態 を 呈 し て い る 。
ま た こ の マ ウ ス は 、 体 重 や 、 外 見 、 解 剖 上 の 脂 肪 組 織 重 量 は 正 常 と 同 等 で 、 肥 満 を 認 め な
い 。 す な わ ち 同 じ 2型 糖 尿 病 で も 肥 満 糖 尿 病 モ デ ル や イ ン ス リ ン 抵 抗 性 モ デ ル マ ウ ス と は
明 か に 病 態 が 異 な り 、 日 本 人 に 比 較 的 多 く 認 め ら れ る 非 肥 満 性 イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 型 の 2
型 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス と な る 。 図 ５ に 示 す よ う に 導 入 遺 伝 子 の 発 現 量 に 応 じ て コ レ ス テ ロ
ー ル 合 成 系 の 鍵 酵 素 で あ る HMGCoA合 成 酵 素 の 発 現 も 誘 導 さ れ て お り 、 本 マ ウ ス の β 細 胞 で
は コ レ ス テ ロ ー ル 合 成 が 活 性 化 さ れ て い る と 考 え ら れ 、 糖 尿 病 発 症 と の 関 連 が 推 測 さ れ た
。
　 上 記 の よ う に し て 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 の 新 し
い 機 序 に よ り 糖 尿 病 を 発 症 し て お り 、 糖 尿 病 発 症 の 新 し い 概 念 を 包 含 し て い る 。 従 来 よ り
イ ン ス リ ン 分 泌 障 害 の 病 因 と し て 、 β 細 胞 に 中 性 脂 肪 が 蓄 積 す る こ と が 注 目 さ れ て き た 。
本 マ ウ ス で は 、 コ レ ス テ ロ ー ル が 蓄 積 す る こ と が 予 想 さ れ 、 コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝 と イ ン ス
リ ン 分 泌 障 害 と い う 全 く 新 し い 病 体 機 序 の 可 能 性 を 示 唆 し て い る 点 で も 新 規 性 の 高 い 糖 尿
病 モ デ ル と い え る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 ２ 型 糖 尿 病 の 発 症 機 構 の 研 究 な ら び に ２ 型
糖 尿 病 の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 ツ ー ル と し て 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に よ
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 繁 殖 の 際 、 子 孫 の 半 数 が 病 態 マ ウ ス 、 半 数 が 正 常 対 象 群
と し て 利 用 で き る た め 、 研 究 に 好 都 合 で あ る 。 ま た 他 に 知 ら れ て い る 2型 糖 尿 病 に 近 い 病
態 を 示 す モ デ ル 動 物 は 肥 満 が 著 明 で あ っ た り 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が 前 面 に で て お り 糖 尿 病
を 発 症 さ せ る の に 長 期 に 高 脂 肪 食 な ど の 特 別 負 荷 食 を 投 与 し な け れ ば な ら な い 点 で 不 便 で
あ っ た 。 本 マ ウ ス は 、 肥 満 を 呈 し て お ら ず 、 ま た 普 通 食 に お い て 、 若 年 時 よ り イ ン ス リ ン
分 泌 を 低 下 し た 糖 尿 病 を 発 症 す る 利 便 性 に す ぐ れ た モ デ ル で あ る 。 ま た さ ら に 上 記 負 荷 食
を 与 え る こ と に よ り 、 よ り 重 篤 な 糖 尿 病 を 惹 起 す る こ と も で き る 利 点 も あ る 。
　 以 上 よ り 、 本 発 明 の 他 の 態 様 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 日 本 人 に 多 い と さ れ る ２ 型
糖 尿 病 の 治 療 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 有 効 に 利 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
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【 図 １ 】 図 １ は 、 SREBP-2遺 伝 子 発 現 ベ ク タ ー の 構 成 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 SREBP-2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 空 腹 時 血 糖 値 と 空 腹 時 イ ン ス リ ン
値 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 経 静 脈 糖 負 荷 試 験 に お け る 血 糖 値 の 変 化 及 び 血 中 イ ン ス リ ン 値 の 変 化 を
示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 単 離 ラ 氏 島 グ ル コ ー ス 刺 激 時 の イ ン ス リ ン 分 泌 能 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 導 入 遺 伝 子 ヒ ト SREBP-2と HMGCoA合 成 酵 素 の 発 現 量 の 比 較 を 示 す 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 　 配 列 番 号 ３ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 ４ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 ５ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 ６ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 ７ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 ８ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 ９ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 １ ０ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 １ １ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 １ ２ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 １ ３ ： プ ラ イ マ ー
　 　 配 列 番 号 １ ４ ： プ ラ イ マ ー
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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