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研究成果の概要（和文）：【目的・方法】那須・ハコラ病(NHD)は多発性骨嚢胞と白質脳症による認知症を主徴
とする常染色体劣性遺伝疾患で、DAP12, TREM2の機能喪失変異を認める。TREM2-DAP12複合体は脳ではミクログ
リア(MG)に限局して発現しているが、白質脳症におけるMGの役割は明らかでない。本研究ではNHD脳でMGの活性
化状態を解析した。【結果・結論】NHD脳でp22phox, gp91phoxの発現を解析した結果、両者はMG限局的に発現
し、コントロールに比較してgp91phoxの発現上昇を認めた。従って白質脳症発症機序としてMGが産生するROSを
介するオリゴデンドロサイト(OL)の傷害が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Nasu-Hakola disease (NHD) is a rare autosomal recessive disorder caused by a
 loss-of-function mutation of either TREM2 or DAP12, characterized by multiple bone cysts and 
early-onset dementia due to leukoencephalopathy. TREM2-DAP12 forms a receptor/adapter complex 
expressed exclusively on microglia (MG) or osteoclasts. In the present study, we analyze the 
activation status of MG by immunohistochemistry in NHD brains, and design a therapeutic molecule to 
inhibit a splicing mutation of TREM2. First, we identified  the expression of p22phox and gp91phox. 
The latter was up-regulated in NHD brains. Second, by analysis on ProtoArray protein microarray with
 TREM2-V5 probe, we identified cardiolipin as a putative TREM2 ligand. Third, we designed several U1
 small nuclear RNAs (snRNAs) that enhance exon 3 inclusion in TREM2 intron 3 mutation c.482+2T>C. In
 conclusion, oxidative stress caused by MG induces extensive oligodendrocyte (OL) damage. 

研究分野： 神経病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
那須・ハコラ病(NHD)は多発性骨嚢胞と白質脳症による認知症を主徴とする常染色体劣性遺伝疾患で、希少疾患
で治療法はない。NHDではDAP12遺伝子またはTREM2遺伝子に変異を認める。これらはミクログリア(MG)特異的に
発現し、白質脳症の原因としてミクログリア(MG)の機能障害が考えられる。本研究ではNHD脳でMGの活性化状態
を解析した。その結果、gp91phoxの発現上昇を初めて発見した。またTREM2 intron 3 mutation c.482+2T>C変異
で、exon 3の含有を促進するU1 small nuclear RNAsのデザインに成功し、NHDの治療に道を開いた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
那須・ハコラ病(Nasu-Hakola disease; NHD)は多発性骨嚢胞による病的骨折と白質脳症による若
年性認知症を主徴とする常染色体劣性遺伝疾患で、DAP12 遺伝子または TREM2 遺伝子の機能
喪失変異を認める。現在まで 20 種類の変異が報告されている(Kuroda et al. Journal of 
Neurological Science 252: 88-91, 2007)。脳では TREM2(リガンド受容体)-DAP12(アダプター)複合
体はミクログリア(microglia; MG)に限局して発現しているが、ヒト脳の TREM2 リガンド
(TREM2L)は明らかでない。TREM2 は DAP12 の imunoreceptor tyrosine-based activation motif 
(ITAM)を介して、下流にシグナルを伝達する。われわれは免疫組織化学的解析により、NHD
脳でもコントロール脳でも MG では TREM2 の構成的発現がみられず、少数の血管内の単球や
マクロファージ、一部の神経細胞で発現していることを見出した(Satoh et al. Neuropathology 
31(4): 363-375, 2011) 。 NHD の病巣辺縁部で生存しているオリゴデンドロサイト
(oligodendrocytes; OL)では autophagy マーカーLC3 の発現が上昇していることがわかった(Satoh 
et al. Orphanet Journal of Rare Diseases 9: 68, 2014)。NHD 脳とコントロール脳では神経細胞、MG
とマクロファージでTREM2/DAP12シグナル伝達系分子pSykの発現を認め、神経細胞ではNHD
脳における発現が上昇していた。その機序として non-TREM2/DAP12 signaling pathways の関与
が示唆された(Satoh et al. Neuropathology 32(2): 149-157, 2012)。また MG で ITAM に拮抗する
ITIM シグナルを伝達する CD33 の発現を認めたが、NHD 脳とコントロール脳で発現レベルに
差異は見られなかった(Satoh et al. Neuropathology 35(6) 529-537, 2015)。われわれは本邦初の
TREM2 c.482+2T>C 変異の症例を報告した(Numasawa et al. European Journal of Neurology 18(9): 
1179-1183, 2011)。この症例では intron 3 のスプライスドナーサイトの一塩基置換により、exon 3 
がスキップされ、nonfunctional truncated TREM2 proteins が生ずる。脳では neuroinflammatory 
molecules の発現増加を認めた。これまでのところ NHD 白質脳症における MG の役割は明らか
でない。 
 
２．研究の目的 
本研究では白質脳症発症機構を明らかにするため、「NHD では MG が TREM2-DAP12 系を介
するネガティブフィードバック機構の欠失により持続的に活性化されて、炎症が慢性化して白
質脳症が誘導される」との仮説を考案した。この仮説を検証するために、研究期間 3 年間で
(1)NHD剖検脳でMGの活性化状態を免疫組織化学的に解析し、(2)TREM2Lを同定し、(3)TREM2
エキソン 3 スキップ変異 c.482+2T>C の治療分子の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) NHD 脳における活性化依存性マーカー分子の発現。NHD 脳を anti-P2RY12 antibody, 
anti-p22phox antibody, anti-gp91phox antibody, anti-ABI family member 3 (ABI3) antibody, anti-G 
protein-coupled receptor 17 (GPR17) antibody, anti-gamma-interferon-inducible lysosomal thiol 
reductase (GILT) antibody, anti-amyloid-beta (Abeta) antibody, anti-phosphorylated tau (pTau) antibody
および隣接切片を anti-Iba1 antibody で染色し、発現量を Image J で定量した。 
(2)TREM2-L の同定。Recombinant TREM2-V5 発現系を構築し、プローブを精製した。ProtoArray 
Human Protein Microarray とプローブを反応させ、洗浄後に蛍光を Gene Pix Microarray Scanner
で取り込んだ。 
(3) TREM2-DAP12 シグナル伝達系分子ネットワーク解析。遺伝子共発現データベース
Coxpresdb(http://coxpresdb.jp)を用いて、TREM2 および DAP12(TYROBP)のどちらとも共発現する遺
伝子 115 個 を抽出 し た 。 こ れ ら の遺伝子に関 し て 、 DAVID Bioinformatics Resource 
6.8(https://david.ncifcrf.gov)を用いて、共通するパスウェイを調べた。 
(4)TREM2 intron 3 変異 c.482+2T>C のスプライスアッセイ。NHD(ex2-4)またはコントロール
WT(ex2-4)の minigene を構築し、HEK293 細胞に導入した。さらに 5’ splice site of TREM2 intron 
3 に様々な相補性を持たせた U1 small nuclear RNAs (snRNAs)を導入し、スプライスパターンを
RT-PCR で検出した。 
 
４．研究成果 
初めに NHD を次世代シークエンサーの targeted sequencing で網羅的に診断する方法を開発した
(Satoh et al. Intractable & Rare Diseases Research 5(4): 269-274, 2016)。つぎに免疫組織化学的解析
を行った。NHD 脳の Iba1 陽性 MG は、遊走や突起の伸長を制御している Gi/o 共役型プリン作
動性受容体 P2RY12 を高発現していた(Satoh et al. Clinical and Experimental Neuroimmunology 



7(4) 366-368, 2016)。NHD 脳で reactive oxygen species (ROS)産生に関与する NADPH oxidase 
catalytic subunits p22phox, gp91phox の発現を解析した結果、両者は MG 限局的に発現し、コン
トロール脳に比較して gp91phox の発現上昇を認めた(Satoh et al. Intractable & Rare Diseases 
Research 5(4): 275-279, 2016)。AD のリスクバリアント p.Ser209Phe が報告されている ABI3 はコ
ントロール脳、AD 脳、NHD 脳で MG 限局的に発現し、発現量に差異は見られなかった(Satoh et 
al. Intractable & Rare Diseases Research 6(4): 262-268, 2017)。OL 分化誘導因子 GPR17 はコントロ
ール脳と NHD 脳で premyelinating OL 限局的に発現し、発現差異は認めなかった(Satoh et al. 
Intractable & Rare Diseases Research 6(1): 50-54, 2017)。TREM2 の欠損は AD モデルマウス脳では
Abeta の蓄積を促進する。しかしながら TREM2-DAP12 シグナリングが欠損した NHD 脳では、
Abeta と pTau の蓄積はわずかであった(Satoh et al. Intractable & Rare Diseases Research 7(1): 
32-36, 2018)。また GILT は MG 限局的に発現し、AD 脳で発現上昇を認めた(Satoh et al. Intractable 
& Rare Diseases Research 7(4): 251-2257, 2018)。ProtoArray Human Protein Microarray を TREM2-V5
と反応させ、TREM2 結合分子(TREM2-L 候補)として cardiolipin を同定した。Coxpresdb を解析
し、TREM2 および DAP12 のどちらとも共発現する 115 遺伝子を同定したところ、Osteoclast 
differentiation と関連性が高いことが分かった(Bonferroni p = 5.27E-08)。TREM2 intron 3 変異 
c.482+2T>C における exon 3 のスキッピングを矯正する modified snRNAs をデザインすること
に成功した(Yanaizu et al. Scientific Reports 8: 6937 2018)。 
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