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Summary 

The sparse fur with abnormal skin and hair (spf-ash) mouse is a model for the human 

X linked hereditary disease， ornithine transcarbamylase (OTC) deficiency. It is characte. 

rized by hyperammonemia， orotic aciduria， lower serum citrulline and arginine， and de‘ 

layed hair growth， as noted from its name. 

Murakami et al. established transgenic mice， which tissue-specifically express rat OTC 

(rOTC) by introduction of the recombinant DNA carrying 1.3kb of the 5'ーflankingregion 

of the gene fused to the rat OTC cDN A into fertilized C57BL mouse eggs 

We introduced the rOTC gene into spf-ash mice by mating spf-ash heterozygotes and 

transgenic mice carrying the rOTC gene. The hemizygous spf-ash mice carrying the 

rOTC gene showed twice and 6 times higher OTC activities in the liver and small intestine， 

respectively， than the spf・-ashmice. but still about 12% and 27% of the controls. They re. 

vealed normal hair growth without sparse fur， normalized urinary orotic acid excretion 

and serum citrulline and arginine concentration 

Key words:Ornithine transcarbamylase; Transgenic animal; Enzyme deficiency: Citrulline: 

Orotic acid: Gene therapy 

緒日
徴とし X染色体連鎖遺伝形式をとるため，男

児で症状が重く，曙眠状態，日甫乳力低下で発症

し，呼吸促迫，曜日土，筋緊張充進または低下，

痩響，無呼吸，昏睡状態に陥り死亡することが

多い疾患として知られている(羽田 1988:羽

田・松浦1989:Walser 1983). 

その疾患モデル動物として sparsefur (spf)マ

ウス (DeMarset al. 1976;Qureshi et al. 1985)と

オルニチントランスカルパミラーゼ (OTC)

(EC 2.1.3.3)は， オルニチンとカルノてミルリン

酸を基質とし，シトルリンを生成する尿素サイ

クルの 2番目の反応に関与する酵素である.こ

の OTCの欠損症は，尿素サイクル酵素のうち

最も頻度が高い先天性代謝異常疾患である.特
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叶)e¥rち(・ furwith abnormal skin and hair (spf一

山 11)γ ウス (Doolittlect al. 1971)がある.いず

れの系のγ ウスでも X染色体連鎖泣い形式をと

り. JJI・1政投び小IJ弘OTCの的性の低ト¥血中ア

ルキーン 及びシトルリンの111;ド，以'11のオロト

般のW'市fJFilltをぶし，特有の発℃陣7与を rI1す.

spfマウスは，特に離乳則のltiアンモニア血

~1'1.かは!片であった (Gushikcn ct al. 1985). OTC 

のf卜化γ的解析では①七適 pHがアルカリ性に

移動，②オルニチンに対する Km値が増大，③

併み蛍 1'1日の哨加 (Briandet al. 1981)等の性質

を持ち， OTC iti nの質的 !I1j止が認められてい

る.分 c./J'.物学的解析ではエク、ノン部でシ卜シ

ン(C)J弘法がアデニン (A)塩基に点変異を起こ

し. 117需11のアミノ般が Hisから Asnに変換

している・jiが鰍行されている (Vereset al. 

1987) • 

ー}j. spf ashマウスは，離乳期の高アンモ

ニア ITIl佐は顕著ではない(未発表). OTCの生

化学的解析では①ゼ適 pHは正常，②オルニチ

ンに対する Km値も正常，①酵素蛋白量が正常

対照の 5%に減少といった特徴を示した

(Doolittc et al. 1974). 分子生物学的解析では

第 4エクソン故後の庖基のグアニン (G)塩基が

アデニン (A)庖広に点変異を認めた.この G→ 

A変異.はエクソン最後の海基であるためスプラ

イシングの異常を起こし，イントロン内の隠れ

た(cryptic)ドナーサイ トま でエクソンとして

残った異常スプラシス mRNAと正常にスプラ

イスされた mRNAを生じる. しかし，これら

の 2穂類の mRNAはそれぞれは正常の 5%程

度しか産牛.されない.異常サイズの mRNAか

らは大きな蛍白質が翻訳.合成されるが，不安

定で分解を受けていると考えられる.正常サイ

ズのmRNAから合成された蛍肉質は t 129番目

のアミノ酸が Argから Hisへのアミノ酸置換

を持つが， OTC活性，動力学的性質に異常の

ない酵素である事が報告されている (Hodges& 
Rosenberg 1989). 

Briand et al. (1982)によるヒト OTC欠損症

の分類と対比すると spfマウスが第 5型(①

OTC 活性は低下② OTC蛍白質は増加③オルニ

チンに対する Kmは増大④至適 pHがアルカリ

性に移動)に相当し， spf-ashマウスは見かけ

t，正常と変わらない OTC比活性と動力学的

性質を示す酵素を持つため 若干問題はあるが

第 3担(① OTC活性は低下② OTC蛋白質は減

少③オルニチンに対する Kmは正常④至適 pH

は正常)の疾患モデル動物に相当すると思われ

る.

一 方 Mural叫 mi et al. (1989)は，ラット

OTC (rOTC) cDNAとこの遺伝子の 5側1.3kbの

融和組み換え DNAを正常マウス受精卵に導入

し， トランスジェニ yクマウスを作成した.今

回，我々は， spf-ashマウスと本トランスジェ

ニックマウスとの交配に よって， rOTC遺伝子

を spf-ashマウスに導入して，その効果を検

討した.

transgene ー(+ ) 

.--. r一一寸 結 果

rOTC遺伝子が導入されたマウスか百かを反

別する目的 で Southernblot解析を行った

Fig2に見られるよ うに全例 に共通に見られる

ジェ ノミックなマウス OTC遺伝子由来のバン

ドに加 えて， rOTC遺伝子に由来する1.2kbと

1.8kbのバンドの出現によりト ランスジーンが

導入されたマウスを選別した.

同腹， 10日齢比較では， ash (-)は特有のま

ばらな発毛，大型の簸の多い皮膚が認められる

が， ash (+ )は発毛状態はよ く，外観上，正常

対照と区別が出来なかった (Fig3).

ash (ー) ash (+) 

~ 1.8kb 

-一一 1.2kb

Fig.3 Phenotypes of spf-ash mice from thc 

same 10 days old litter. 

材料および方法

Fig.2 Southern blot analysis of transgenic 

spf-ash mice. 10μg of mouse tail 

DNA was digested with Pst 1. The 

filter was hybridized with [32pJ labeled 

OTC probe and autoradiographed 

The transgenic gene was detected as 

1.2kb and 1.8kb. 

spf-ashヘテロ接合体 (XlX.一/ー)と rOTC

遺伝子を常染色体にヘテロ接合体として持つ同

系 (C57BL)トランスジェニックマウス 94F3(X/ 

Y.+/一)(Murakami et al. 1989)とを交配させ

た. rOTC遺伝子の存在は，尾部より抽出した

DNA (10μg)を Pst1で切断し， rOTCcDNA 

の BamHIIHind皿切断 fragmentを32pでラベル

したProbe(Fig1)を用いて Southernblot法で確

認した (Murakamiet al. 1989) (Fig2). ashマウ

スの判定は，肝臓および小腸 OTC活性を測定

することより行った.これらの解折の結果 6

匹 (X/Y.ー/一)， 6匹 (XlY.一/-)， 6匹 (X/Y.

+/ー)， 4匹 (XlY.+ /一)を得，それぞれを

control ( -)， ash (ー)， control ( + )， ash ( + )と
名付け，30日齢で実験材料とした.食餌は，CE

-2(日本クレア株式会社)を自由に摂取させた.

OTC活性は Piersonet al. (1977)の方法で測

定した.肝臓は， 9 volの20mMTris-HCl pH7.6， 

0.2%セチルトリメチルアンモニウムブロ ミド，

1 mM  DTTにてホモジナイズしサンプルとして

用いた (Gushikenet a1. 1985). 小腸は 4vo1 

の50mMHEPES pH7.4， 1 % Triton X -100， 

20%グリセロール 1 mM  DTTにてホモ ジナ

イズ後， 15000xg， 10分，遠心した上清をサン

プルとした (Murakamiet al. 1989). 尿中オロ

ト酸は， 27-29日齢にかけ代謝ケージで飼育し，

尿サンプルを採取し，オロト酸とクレアチニン

をそれぞれ Kesneret a1. (1975)と Bonsnes& 

Taussky (1945)の方法に従って定量し，オロト

酸/クレアチニン比で比較した.血清ア ミノ 酸

は心臓穿刺にて採血し， Gode1 et a1. (1984)の

方法に準じて逆相液体クロマトグラフィーにて

測定した.

1.5 
Liver 

0.3 

|地|陥|地 1r一内

Fig.1 Schematic representation of the rOTC 
gene. 

Muralくamiet al. (1989) 
Open boxes represent the 5・and3・un-
translated regions of the rat OTC gene 
Shaded box represents the protein-cod-

ing region of the rat OTC gne and 

cDN A. Hatched boxes represent ex-

ons 4 and 5 of the rat GH gene. Thick 

lines represent the 5・flankingregion 

of the rat OTC gene and the intron 4 

and the 3・flankingregion of the rat 

GH gene. The restriction sites are 

EcoRI (E). Pst 1 (p). BamHI (B). Hind 
m (H). Sph 1 (S). Sma 1 (Sm). and 
Puv 11 (Pv) 
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Fig.4 OTC Activity in the Liver and Small 

lntestine of Control. Spf-ash and 

Transgenic Mice 

p value: *p(0.05. * *p(O.Ol 
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JJF-J蹴 OTC活 性 (U/mgprotein)は control

(ー)， control(+)， ash(ー)， ash (+)でそれぞ

れ1.085:t0.422， 0.928土0.256，0.067:i: 0.014， 

0.126 :t 0.027で，ash (ー)はcontrol(-)の6.2%

なのに対して ash(+)は11.2%と約 2倍に上昇

した (Fig4).小腸 OTCi舌↑生 (U/mgprotein)は

それ ぞれ0.258土0.065，0.229:t 0.079， 0.011士

0.00t1， 0.069士0.019で， ash (-)は control( -) 

のt1.3%なのに対してash(+ )は27%と約 6倍に

k舛した (Fig4).血清 アミノ 酸濃度 (nmol/ml)

は①ア ルギニンが196土50，]76:t48， 165:i:50， 

188:t 21と4群間に有意疋は認めなかった，②

シ トルリ ンカ{76.0士]6.2， 67.2土5.6，35.5:i: 16.2， 

62.8土11.0で， ash (ー)は control(-)の50%な

のに対して ash(+)は，ほぽ ontrol(-)レベル

までに !UJ復した (Fig5).さらに，尿中オロト酸

Arg Clt 。I~史山V
主~ 300 150 主EEC m 7500 

「一一一一寸「一一寸

トn~.il 'tC:1 則。
011 11 I間団駅咽 l 011 11 I齢制配制 E

Transger咽 ・ + ー+ - + ・+ ー+ ー+
M副詞 OTC X:V 文Y X:V 文Y X:V 文Y

Fig.5 Concentration of Serum Arginine and 
Citrulline and Urinary Orotic Acid Ex-
cretion of Control. Spf-ash and Trans-

genic Mice 
p value: * p <0.05，寧事 p<0.01 

(nmol/mgCr)は477:i:303， 634:i: 255， 7850士

4280， 907:i: 141で， ash (ー)はcontrol(-)の17

倍の高値なのにash(+ )は，ほぽcontrol(-)レ

ベルまでに回復した (Fig5). 

考案

今回， 我々は OTC欠損マウスにラ ッ トOTC

遺伝子を導入したが.肝臓，小腸ともに正常レ

ベルまでの OTC活性回復には至らなかったが，

尿中オロト酸や血中シトルリン濃度の正常化，

さらに臨床的には皮膚症状の改善に充分な効果

が認められた.

今 までに OTC欠損マウスへの OTC遺伝子を

導入した 報 告 は二 つある (Cavardet al. 1988; 

Jones et al. 1990). 一つ はCavardet al. (1988) 

が，ラ ッ トOTCcDNAとSV40プロモー タ一領

域との組み換え遺伝子を spf-ashマウスに導

入したものである.この組み換え遺伝子は肝臓

及び「小腸で発現するばかりでなく，牌臓及び肺

でも発現して いる. し か も ， 肝 臓 及 び 小 腸

OTC活性はコントロールの80-90%にまで回復

している.この高い回復について，彼らは，

SV40コア配列がマウスとヒト OTC遺伝子の

5'側に存在する事から OTCcDNAに調節配列

が含まれており，これが SV40プロモーター領

域と結合 して，活性化したためかも知れないと

考察している.今回 我々が用いた組み換え遺

伝子 は，ラット OTCプロモーター領域を用い

ており，通常 OTCが発現する肝臓，小腸とに

臓器特異的に発現している (Murakamiet al 

1989). しかし，エンハンサー領域を含まない

ため， OTC活性の発現はash(+)の肝臓と小腸

でそれぞれ12%，27%と低レベルに留まったも

のと考えられる.

また， もう 一つの報告は Jones et al. (1990) 

によって spfマウスにヒト OTC遺伝子とマウ

ス OTCプロモーター領域との組み換え遺伝子

を導入したものである.彼らのシステムでは

我々の結果と同様に肝臓と小腸のみに

OTCmRNAが発現している. しかし， OTC活

性は肝臓で増加していない.小腸 OTC活性は

spfマウスが正常マウスの1.8倍に， トランス

ジェニッ クマウスは正常マウスの30倍になると

報告している.しかし， Qureshi et al. (1985)は，

spfマウスではOTC活性の低下を肝臓及び小腸

で認め，OTC欠損症の診 断にはむしろ肝臓よ

り小腸の OTC活性の測定の方が有用であると

まで報告している. また，我々も同様の結果を

得ている(未発表).小腸 OTC活性に関する我々

の結果と Joneset al. (1990)の違いの理由とし

て，①小腸には多くのプロテア ーゼが含まれて

おり，保存状態によ っては測定時に一部 OTC

が失活している可能性，② Joneset al. (1990) 

はアイソトープを用いて OTCの活性を測定し

ており，活性測定方法の違いに よる問題， ①

Jones et al. (1990)の報告では OTC活性はこれ

までの多くの報告 (DeMarset al. 1976; Gushik-

オルニチン・トランスカルパミラーゼ(OTC)欠似(spfash)マウスへの OTC遺伝 f-惇人 ( 75 J 

en et al. 1985; Qureshi et al. 1979)に比べ約1000

分の lの低さであり 活性単位などの間違いが

あると考えられる.

血中シトルリンのレベル維持にとって重要な

シトルリン合成系には 肝臓 OTCより小腸

OTCが関与するとされている (Windmueller& 
Spaeth 1980). 今回の我々の実験でash(+ )に

おける小腸 OTC活性は ash(一)に比較して 6

倍上昇したが，それは正常の27%にすぎない.

しかし，血中シトルリンは正常にまで回復して

いた.この事は血中シトルリン濃度を正常に保

つのに必要な小腸 OTCは正常の1/3以下の活性

で充分である事を示唆している.また，血中ア

ルギニンは，腎臓で合成されると報告 (Feath-

erston et al. 1973)されている.小腸で産生され

たシトルリンを供給源とするため，シトルリン

同様に spf-ashマウスで低下するだろうと考

えられるが，摂食の影響のためか，有意な低下

は認めなかった. Cavard et al. (1988)とJones

et al. (1990)は，いずれも血中アミノ酸に関し

ては何も記載をしていない.

OTC欠煩症の診断に大切な尿中オロト酸は，

カルパミルリン酸からピリミジンヌクレオチド

合成系で産生される代謝産物であり， OTC欠

煩症ではミトコンドリア内で過剰蓄積されたカ

ルバミルリン酸が細胞質に漏出し，代謝されオ

ロト酸になり，尿中に多量に排決されるものと

考えられている (Walser.1983). 今回， ash (-) 

では尿中オロト酸は control(一)の 17倍も高値

であるのに対して ash (+)はほぼ正常のレベ

ルに低下した.他の二つの報告でも尿中オロト

酸はほぼ正常レベルに低下している.

Murakami et al. (1989)は， OTC活性は con-

trol (+ )が control( -)に比較し，肝臓ではほぼ

同等，小腸で1.5倍に上昇し，導入した rOTC

遺伝子に由来する mRNAレベルはマウス門身

のジェノミックな OTC遺伝子由来の mRNAと

比較し肝臓で， 5分の 1，小腸で，ほぽ同レベ

ルと報告している. しかし，我々の実験では

control (+ )の肝臓及び「小腸 OTCの活性は con-

trol (一)に比較し，増加していないが，その理

由は今のところ不明である.

spf， spf-ashマウスのいずれにも認める発

毛障害は， OTC遺伝子の導入で改善されてい

る.この事は発毛|喧 it~.. と OTC 欠m との問にやlJ

らかの関係がある'#をノjく11愛するものと忠われ

る. しかし，それが.肝臓及び小腸 OTC の i，~

性の低下，血中アルギニン.シトルリンのfH:卜，

高オロト酸版杭のいずれと関係あるのか，ある

いは，その他の肉子が関係するかは今の時点で

ははっきりしない.今|ロlの OTCi，fj性の|ロ]復が

他の三つの報告に比較し.低レベルであるにも

かかわらず，定状の改持は他の :つの報行と|口j

機であった.この事は 札状改持に必要な泊料

の回復は低レベルでも十分である 'J ~ を示峻

る. ヒトの OTC欠煩仏における，今後の泣い

子治療への有効性にも希望を与えるものと以わ

れた.また，今後，牢~J~の負怖で ash ( + )の皮

膚症状，血中アミノ酸濃度，fJt<. rドオロト酸がど

のように変化するのかさらに検Jを加える必定

があると 45-えられる

結 三五
日ロ

spf-ashマウスに rOTC遺伝 r-を導入し.そ

の結呆を検討した. OTC i百件， 1(11 j，'iアミノ椴，

尿中オロト酸，皮膚症状を検Jして，そのイj効

性を示した.
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