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研究成果の概要（和文）：Vanishing white matter（VWM）型白質脳症は発症時期や重症度に幅があることが知
られているが、分子レベルでの病態決定因子は明らかにされていない。本研究では、VWM型白質脳症の原因遺伝
子変異マウス（Toy）を用いて量的形質遺伝子座（ Quantitative trait locus、QTL）解析と遺伝子発現解析を
用いた影響因子探索を試みた。B6,C3H近交系統間の歩行異常の開始時期の差を指標としたQTL解析で相関の検出
された領域ではイオントランスポーターやアポリポタンパク関連因子の発現差が顕著であった。本法はVWM型白
質脳症の病態の分子レベル解明に有用だろう。

研究成果の概要（英文）：Vanishing white matter (VWM) disease is known to have a wide range of 
severity of, but the pathological determinants at the molecular level have not been clarified. In 
this study, we tried Quantitative trait locus (QTL) analysis and influence factor search using gene 
expression analysis using causative gene mutant mouse of VWM disease. In the genetic background of 
B6 and C3H strains, the difference in the start timings of walking abnormalities in mutant mice was 
evident, and as a result of QTL analysis using this as an indicator, correlated chromosomal regions 
were detected. In this region, several genes showed marked differences in expression levels (e.g., 
ion transporter and apolipoprotein related genes). This method will be useful for elucidating the 
molecular level of the pathology of VWM disease.

研究分野：神経科学
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１． 研究開始当初の背景 
 
EIF2B5 遺伝子は Vanishing white matter
（VWM）型白質脳症の原因遺伝子として 2001
年に報告された。VWM 型白質脳症は運動失調、
痙性、大脳皮質白質病変に特徴づけられる。
最初は小児の疾患とされていたが、近年では
成人型も報告されている。eIF2B の 5 つのサ
ブユニット変異はいずれもVWM型白質脳症の
原因となることがわかっており、中でも
EIF2B5 遺伝子変異が患者の 65％をしめてい
る。eIF2B は eIF2（ヘテロ 3量体αβγ）の
グアニンヌクレオチド変換因子（GEF）であ
り、翻訳開始因子としてタンパク質合成速度
を調節している。ストレス時には eIF2α サ
ブユニットのリン酸化により、eIF2 が eIF2B
の競合的阻害因子となり、通常のタンパク合
成を阻害し、ストレス応答因子の発現を生じ
るストレス応答機能も担う。 
EIF2B 変異に関連する疾患は症状の発現時
期や重症度に幅があることが知られている。
変異部位は酵素活性の低下の程度とは関連
づけられるが、同じ変異を持つ場合でも発症
時期や重症度が必ずしも一致しない。現時点
では,発症時期やストレスなどが影響すると
考えられているが、分子レベルでの病態決定
因子は明らかにされていない。 
 
２． 研究の目的 
 
本研究の目的は、翻訳開始因子 eukaryotic 
translation initiation factor (eIF)2Bε
サブユニット突然変異マウスの解析による 
Vanishing white matter（VWM）型白質脳症
の病態決定因子検索である。 
本研究室で得られた突然変異マウスは、離
乳後に発達不良、歩行異常などの表現型を示
し、解析の結果 eIF2Bεサブユニットのミス
センス変異が原因であることがわかった。
eIF2B は哺乳類の翻訳機構における主要コン
ポーネントで、進化の過程で良く保存されて
いるヘテロ 5 量体(αβγδε)であり、
EIF2B1-5 遺伝子にそれぞれのサブユニット
がコードされている。細胞におけるタンパク
合成過程において必須の役割を担い EIF2Bを
構成するサブユニットの変異はヒトにおい
て VWM型白質脳症をもたらすことが報告され
ている。なぜ全身に発現する遺伝子の異常で
大脳皮質白質病変が優位に生じるのかはま
だ明らかでなく、他の部位とは違う eIF2B 依
存性の機能維持のメカニズムが存在すると
考えられる。 
 突然変異マウスの表現型を解析する中で
遺伝的バックグラウンド（近交系統）の違い
によって発現時期や重症度が異なることが
明らかとなった。近交系統間の遺伝子発現の
違いがこの表現型の違いの原因と考えられ
た こ と か ら 、 量 的 形 質 遺 伝 子 座
（ Quantitative trait locus、QTL）解析に
より、VWM 型白質脳症の病態決定因子同定の

可能性を検討した。 
 
３． 研究の方法 
 
B6 と C3H 系統に戻し交配した Toy マウスを
用いて QTL解析と遺伝子発現解析により病態
決定因子を検索する。 
 
1) 戻し交配系統の作成 
最初の Toy マウスは B6 と C3H 系統の
F1(B6:C3H，50%:50%)に B6 を交配した系統
(B6:C3H，75%:25%)である。B6 と C3H 系間で
の表現型の違いを見るためにそれぞれの系
統への戻し交配を実施した。それぞれの系統
へ４回の戻し交配を行い、それぞれの遺伝的
背景の寄与率が大きい個体を遺伝子背景検
査により選択してその後の解析に用いた。 
 
2) 指標とする表現型解析の確定 
連鎖解析の指標にする表現型として体重変
化、歩行異常、震えの出現をそれぞれ検討し
た。指標表現型と神経障害の関連性を確認す
るため、脳の病理学的解析として白質（髄鞘）
の変化を検討するため組織染色を行った。 
 
3) 表現型の確認と遺伝子マッピング 
戻し交配系統より得られた Toy ホモマウス
は遺伝子抽出用に尾のサンプルを回収した。
指標とする表現型を B6、C3H 各系統に４回戻
し交配した B6N4 系統、C3N3 系統のそれぞれ
の Toy ホモマウスについて解析し、表現型の
差が得られているかどうかを確認した。B6N4
とC3N3の系統を一代交配したF１マウス同士
の交配による F2 の Toy ホモマウスは遺伝子
抽出用に尾のサンプルを回収し、遺伝子マッ
ピングを実施した。指標とする表現型を解析
した。 
 
4) QTL 解析、遺伝子発現解析（マイクロア
レイ） 
指標とする表現型と遺伝子マッピング結果
から連鎖解析を行い、表現型の重症化に関わ
る責任領域(QTL)を検索した。また、B6N4、
C3N3のToyおよび野生型マウスの小脳サンプ
ルを用いてマイクロアレイにより網羅的な
遺伝子発現解析を行った。 
 
5) 候補遺伝子の検索 
マイクロアレイのデータを解析し、発現量
の差がみられた遺伝子と遺伝子マッピング
で得られた QTL とを照らし合わせ、表現型重
症化に関わる候補遺伝子を検索した。 
 
４． 研究成果 
 
1) 戻し交配系統の作成 
元系統から B6 系統、C3H 系統への戻し交配
を 4回行った上で連鎖解析用マウスの作出を
行うこととした。通常交配により B6 系統、
および C3H 系統への戻し交配を 4 回行った



(N4)。得られた B6N4 系統(B6 マウスへ 4回の
戻し交配を行った系統)、C3H N4 系統(C3H マ
ウスへ 4 回の戻し交配を行った系統)の Toy
ヘテロマウスに対して遺伝しマッピングに
より遺伝的背景検査を実施し,それぞれの遺
伝的背景の寄与率が高いマウスを連鎖解析
用の交配に用いた。 
 
2) 指標とする表現型解析の確定 
連鎖解析の指標とする表現型解析の決定で
は、体重差、歩行異常の出現時期、震えの出
現時期をそれぞれ検討した。この結果、体重
差（図 1）では B6系統、C3H 系統間で差が得
られなかった。また、震えの出現（図 2）は
B6N4 系統で早まる傾向が見られたが、C3N4
系統では、震えの表現型が出現しなかった。

一方で、歩行異常の出現時期は B4N6 系統で 8
週令以前、C3N4 系統で 14 週齢以降とはっき
りした違いが得られた。これらの結果から、
連鎖解析では歩行異常の出現時期を指標と
することに決定した。  
病理学的解析では B6N4 系統,C3HN4 系統の
Toy マウスの 12 週令で白質（髄鞘）の変化を
検討するため KB染色(髄鞘染色)、MBP(Myelin 
basic protein)抗体免疫組織染色を行ったが
系統間で明らかな差はみられなかった。また、
Toy の小脳 GFAP 抗体染色において、バーグマ
ングリアの進行性の形態異常が観察された。
そこで Toy 小脳 4 週、12 週令における GFAP
抗体染色で系統間での比較を行ったが、明ら
かな差は見られなかった。 
 
3) 表現型の確認と遺伝子マッピング 
B6N4系統,C3HN4 系統の Toy ヘテロマウスを
交配して雑種の 1 代目である F1 系統を作製
した。さらに F1 系統 Toy ヘテロマウスマウ
ス同士の交配により F2 Toy ホモマウスを得
て解析に用いた。 

F1 系統, F2 系統の Toy ホモマウス表現型解
析を行った。歩行異常出現時期は、F1 系統で
はすべて 14週令以降に歩行異常が出現した。
一方、F2 系統においては 8 週令以前から 14
週令以降まで、出現時期が分散した（図 3）。 

表現型解析を行った F1系統、F2 系統 Toy の
尾をサンプリングし、遺伝子マッピングを実
施した。その結果、染色体 15 番と X(雌個体)
に正の相関、染色体 5 番と X(雄個体)に逆相
関の可能性がある領域が検出された。 
 
4) 遺伝子発現解析 
B6N4 系統、C3HN4 系統を用いたマイクロア
レイ解析を行った。 
連鎖解析の指標として歩行異常を用いるこ
とから、遺伝子発現解析のサンプルとしては
小脳を用いた。B6N4 系統、C3HN4 系統の Toy、
野生型の解析を行い、B6N4 対 C3HN4、Toy 対
野生型での４種類の比較を実施した。Toy に
おいて変異を生じている EIF2B5 の発現変動
は見られなかった。両系統で eIF2Bεサブユ
ニットの突然変異による機能異常を反映し
た小胞体ストレス応答関連遺伝子の発現上
昇がみられた。野生型においても系統間で発
現量差が明らかな遺伝子が多く検出された
が、Toy に特徴的な系統差も検出された。  
 
5) 候補遺伝子の検索 
遺伝子発現解析、QTL 解析の結果を用いた病
態決定因子の検索を行った。野生型、Toy の
いずれも B6N4、C3HN4 系統間の比較で 10 倍
以上の発現差を示す遺伝子が多く、中でもセ
リンプロテアーゼや脂質関連の遺伝子は共
通して発現差が大きかった。野生型、 Toy 間
の比較では 10 倍以上の発現差を示す遺伝子
は系統間での発現変動遺伝子数より少なく
半数以下であった。B6N4 系統、C3HN4 系統の
いずれの比較でも、野生型、Toy 間ではミト
コンドリア機能異常や小胞体ストレス応答
に関する遺伝子発現の差が大きかった。連鎖
解析の結果、相関の可能性が認められた領域
において遺伝子発現解析での結果を検索し
たところ、Toy の B6N4 系統、C3HN4 系統間に
発現差がみられたのはイオントランスポー
ターやアポリポタンパク関連因子などであ
った。 
 
6) まとめ 
 本研究では突然変異マウス Toy の QTL 解
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析、遺伝子発現解析による VWM 型白質脳症の
病態決定因子の探索を実施した。 
連鎖解析の指標とする表現型検討において、
B6N4 系統,C3HN4 系統の Toy マウス間では体
重に差は見られなかったが、歩行異常、震え
の開始時期にははっきりした差が検出され
た。震えについては C3HN4 系統で検出されな
いことからQTL解析の指標に適さないことが
わかった。病理解析では、Toy 小脳の GFAP 抗
体染色によりバーグマングリアの進行性の
形態異常が観察された。歩行の表現型への関
連が期待されたが系統間での違いは今回検
出できなかった。歩行異常の開始時期に対す
る QTL 解析の結果、染色体 15 番と X(雌個体)
に正の相関、染色体 5 番と X(雄個体)に逆相
関の可能性がある領域が検出され、遺伝子発
現解析の結果と併せて検討した結果、同領域
ではイオントランスポーターやアポリポタ
ンパク関連因子などで差が顕著であった。 
本研究により、VWMモデル動物を用いたQTL
解析、遺伝子発現解析が病態決定因子の検索
に有用である可能性を示すことができた。今
回得られた一部のデータについては現在論
文作成を進めているが、病態決定因子を同定
し、病態の分子メカニズムを明らかにするた
めには、さらなる詳細な検討が必要である。 
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