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研究成果の概要（和文）：本研究では重症先天性好中球減少症の原因遺伝子の一つであるvps45に着目して線虫
の分子遺伝学的、分子生理学的研究を行った。①vps45の機能発現に関わる新たな分子を探索するため、線虫
vps45変異体のサプレッサー変異のスクリーニングを行い、複数のサプレッサー変異アリルの分離に成功した。
②重症先天性好中球減少症の患者で同定されたヒトvps45変異を持つトランスジェニック動物を開発した。③ア
ポトーシス細胞のカルシウム動態および神経機能異常の解析を行うため、独自の生体カルシウムイメージングシ
ステムを構築した。今後vps45の機能と分子病態の解明を目指し、開発した疾患動物モデル等を応用していく。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on vps45 gene, which is one of the causative genes
 identified in severe congenital neutropenia (SCN). As an model animal, we used the nematode 
Caenorhabditis elegans (C. elegans) and conducted molecular genetic and molecular physiological 
studies of vps45. (1) To identify novel genes involved in vps45, we conducted genetic screenings for
 suppressor mutations of a vps45 mutant and obtained multiple suppressor mutant alleles. (2) We have
 developed a transgenic animal habouring human vps45 mutations in severe congenital neutropenia. (3)
 We developed a calcium imaging system to analyze calcium dynamics in apoptotic cells and neural 
activity in the SCN disease model. 

研究分野：分子生物学

キーワード： 線虫　細胞死　重症先天性好中球減少症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
vps45はエンドソームを介した小胞輸送に働く膜融合制御因子の一つであるが、近年、パーキンソン病などの神
経変性疾患においてもエンドソーム輸送の関連遺伝子の変異が多数報告されている。本研究で開発された新規疾
患動物モデルは、エンドソーム機能異常を起因とした細胞死の分子メカニズム解明や、神経変性疾患や免疫疾患
の創薬を目的とした生体レベルでの薬効評価において優れたツールになることが期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 

 重症先天性好中球減少症（severe congenital neutropenia: SCN）は慢性好中球減少症、

反復性細菌感染症を臨床的特徴とする希少疾患である。原因遺伝子として

SCN1(HAX1),SCN2(ELA2)、SCN3(Gfi1)、SCN4(WASP)が知られているが、原因遺伝子が不明な

症例も多く、発症機構の解明と有効な治療法開発が望まれている。最近、新たに SCN5 の原

因遺伝子としてエンドソーム関連遺伝子 vps45 が報告されている。SCN5 の変異の症例では

好中球の過剰なアポトーシス（細胞死）が報告されているが、vps45 の異常がどのように好

中球の細胞死を引き起こすのかよくわかっていない。 

  

２．研究の目的 

 

 膜融合制御因子 Sec1/Munc18（SM)は酵母からヒトに至るまで進化的に保存されたタンパ

ク質ファミリーで、VPS45 を含む４～７個のアイソフォームから構成されている。我々はこ

れまで線虫をモデルに SMファミリーの分子遺伝学的解析を行い、線虫 vps45 がエンドソー

ムを介した小胞輸送とエンドサイトーシスに重要な役割を持つことを明らかにしてきた

（Gengyo-Ando el al. EMBO Rep 2007; Gengyo-Ando et al., Traffic 2016)。興味深いこ

とに、線虫 vps45 変異体において小胞輸送障害に加えて過剰なアポトーシスが認められる

ことを見出した。この結果は vps45 変異によるエンドソーム異常が細胞死を引き起こす可

能性を示すものであり、線虫モデルが SCN の分子病態メカニズムの解析に有用なツールと

なり得ると考えられる。 

 そこで本研究は SCN の分子病態メカニズムの解明を目指して、ヒト vps45 変異を導入し

た疾患モデル動物を開発するとともに、vps45 の新規な機能的関連遺伝子を同定することを

目的として研究を行った。 

 

３．研究の方法 

 

遺伝学的解析：vps45 変異体を変異原 EMS で処理し、F2 世代で表現型が回復した個体のス

クリーニングを行い、サプレッサー変異を分離した。サプレッサー変異を vps45 変異体と数

回バッククロスした後、次世代シークエンス解析および SNP 解析を行った。 

 

疾患モデル動物の作成：SCN5 の vps45 変異をヒト vps45 cDNA に導入し、線虫 vps45 の遺伝

子発現制御配列を連結して発現コンストラクトを作成した。線虫生殖細胞へのマイクロイ



ンジェクションによりトランスジェニック動物を作成し、vps45 ヌル変異体との交配により

疾患モデル動物を樹立した。 

 

細胞生理学的解析：G-CaMP を発現するトランスジェニック体を作成し、ICasT システムを用

いて細胞内カルシウム動態を可視化した。 

 

４．研究の成果 

 

（１）変異型ヒト vps45 を持つ線虫トランスジェニック系統を樹立することに成功した。同

様にコントロールとして正常ヒト vps45 を発現するトランスジェニック系統を樹立した。

これらのヒト化線虫疾患モデルの解析から、興味深い知見が得られつつあり、今後詳細な表

現型解析を進めていく。 

 

（２）vps45 は小胞輸送の主要因子である SNARE・Rab エフェクターと結合し、膜のドッキ

ングと融合過程を制御することが知られている。vps45 の機能発現に関与する新規分子を探

索するため、vps45 変異体の表現型を回復するサプレッサー変異のスクリーニングを行い、

複数のサプレッサー変異を分離することに成功した。これらのサプレッサー変異体の表現

型を解析し、特にサプレッサー効果の高い変異を同定し詳細な遺伝学的解析を進めた。 

 

（３）SCN は慢性的な好中球の減少を特徴とするが、精神運動発達遅滞やてんかんなどの神

経学的異常を合併する症例も報告されている。そこで神経系の機能異常を解析するため、行

動中の個体におけるカルシウム動態を可視化するイメージングシステム ICaST を開発し、

線虫神経系のカルシウム動態を時空間的に高解像度で可視化することに成功した。また、ア

ポトーシス細胞におけるカルシウム動態を時空間的に高解像度で可視化するため、イメー

ジング系の最適化を進めた。今後これらのイメージング技術を疾患動物モデルの解析に応

用していく。 
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