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研究成果の概要（和文）：先天性大脳白質形成不全症を呈する家系で同定された，新規の疾患候補遺伝子変異を
有する患者細胞の機能解析を行った。患者皮膚線維芽細胞において，ミトコンドリア内低分子RNA発現は低下し
ていた。ミトコンドリア内RNAであるCox1とCox2間のスプライシング異常は本研究では確認されなかった。酸素
消費量測定によるミトコンドリア機能解析で，患者細胞のミトコンドリア機能障害が示された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed skin fibroblasts from a patient with delayed myelination who had
 compound heterozygous mutations in PNPT1. The expression of a mitochondrial small RNA was decreased
 in the patient’s fibroblasts than in control. In mitochondrial RNA splicing analysis, including 
Cox1 and Cox2 region, we confirmed the normal splicing process contrary our hypothesis. We showed 
reduced mitochondrial function in the patient cells by low oxygen consumption rate using the 
Extracellular Flux Analyzer. We have been trying to generate transgenic mice that have Pnpt1 
missense mutation. Deficit of mitochondrial small RNA may be involved in developing delayed 
myelination.

研究分野：小児科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多様な遺伝的背景を有する髄鞘化障害を示す疾患群では，これまでミトコンドリア内RNAの翻訳障害が原因とさ
れる一群が知られていた。本研究は，髄鞘化障害を呈する患者の細胞のミトコンドリア内への低分子RNA輸送障
害すなわちミトコンドリア内低分子RNA減少と，それに伴うミトコンドリア機能障害を示した。本研究により，
髄鞘化障害を呈する疾患において既知の病態機序に加えて，ミトコンドリア内低分子RNAの不足に伴うミトコン
ドリア機能障害の関与が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
先天性大脳白質形成不全症は髄鞘化障害により難治性のけいれんや重度の精神発達遅滞な
どを呈する疾患群であり，その遺伝要因は非常に多様である。近年，エクソーム解析等により
新規の原因遺伝子が明らかとなってきている。これまで髄鞘化障害を呈する疾患では，ミトコ
ンドリア内 RNA の成熟障害が病態に関与する一群が示されていた 1, 2)。 
我々は，先天性大脳白質形成不全症 26 例に対して，アレイ CGH，エクソーム解析を含む網
羅的な遺伝学的解析により，本疾患群における遺伝学的多様性を示した 3）。加えて，本疾患群
の一家系において，新規の疾患候補遺伝子 PNPT1 を同定しえた。PNPT1 遺伝子は，ミトコンド
リア膜に存在する蛋白 PNPase をコードし，ミトコンドリア内への低分子 RNA 輸送に関与する
4)。今回，同定した新規候補遺伝子の機能解析により，ミトコンドリア内 RNA の輸送障害の髄
鞘化障害への関与を示すことは，髄鞘化障害における疾患概念の一部を補完することができ
ると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では，ミトコンドリア内低分子 RNA 減少と髄鞘化障害との関連性を明らかにするこ
とを目的とした。具体的には，(1)患者皮膚線維芽細胞におけるミトコンドリア内低分子 RNA
解析，(2)患者皮膚線維芽細胞を用いたミトコンドリア機能解析，(3)動物モデルの表現型解析
を行うことの三点を掲げた。 

 
３．研究の方法 
（１）患者細胞を用いたミトコンドリア内低分子 RNA の検証 
ミトコンドリア mRNA のスプライシングの解析： 既報論文を参照し，ミトコンドリア内
mRNA のスプライシング異常の有無を RT-PCR による RNA サイズの差異により検証する 4)。ミト
コンドリア画分を抽出し，ミトコンドリア RNA に RT-PCR を行う。得られた cDNA を用いて，ミ
トコンドリア遺伝子 COX1, COX2 について，プロセシング領域を含む部位を増幅し，産物を電
気泳動する。また，ミトコンドリア内低分子 RNA の発現を確認する。 
 
（２）ミトコンドリア機能解析 
Extracellular Flux Analyzer を使用したミトコンドリアの酸素消費量測定を行う。本解析
は本大学病態液性制御学分野より支援を得る。患者およびコントロールの皮膚線維芽細胞を
用い，3種類の OXPHOS (oxidative phosphorylation: 酸化的リン酸化)阻害剤の添加により呼
吸条件を変更し，各段階の酸素消費量を測定する。 
 
（３）動物モデルの表現型解析 
本学分子血液学分野に支援を得て CRISPR/Cas9 システムを用いて Pnpt1 遺伝子改変マウス
を作製し，その表現型解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）患者細胞を用いたミトコンドリア内低分子 RNA の検証 
PNPase の機能障害ではミトコンドリアでの RNAプロセシング障害が起こることが知られて
いる 4)。本研究では，患者とコントロール間でプロセシング領域の RT-PCR 産物に差を認めな
かった（図 1）。また，コントロールと比較して, 患者皮膚線維芽細胞では RNase P RNA のミ
トコンドリア内への取り込みが低下していた 

 
（２）ミトコンドリア機能解析 
患者皮膚線維芽細胞の Extracellular Flux Analyzer を用いたミトコンドリア酸素消費量
測定では，正常コントロールと比較して，各段階における酸素消費量の低下を認めた（図 2）。 

 
（３）動物モデルの表現型解析 
CRISPR/Cas9 システムを用いて作製した Pnpt1 遺伝子の 4 塩基欠失をもつ遺伝子改変マウ
スが胎生致死であったことから，生仔を得るために，本家系で同定したミスセンス変異のノッ
クインマウス作製を試行した。しかしながら，研究期間内に目的としたマウスは得られず表現
型を確認することはできなかった。 

 
以上より，本研究では，PNPT1 遺伝子変異におけるミトコンドリア内低分子 RNA の減少および
ミトコンドリア機能障害を明らかにした。患者細胞でミトコンドリア内 RNA のスプライシング
異常は確認されなかった。髄鞘化障害を来す疾患群の一部において，ミトコンドリア低分子 RNA
減少が病態機序に関与することが示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. ミトコンドリアmRNAプロセシングの解析 
 
 

 
図 2. ミトコンドリア酸素消費量測定 
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