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研究成果の概要（和文）：　DNA二本鎖切断修復酵素MRE11ヌクレアーゼをコードするMRE11遺伝子は、変異タイ
プによって「運動失調」または「小頭症」の原因遺伝子となる。本研究では、ゲノム編集技術を用いて、MRE11 
c.658A>Cスプライシング変異（小頭症型）とp.A47V変異（運動失調型）を導入したマウスを作製した。MRE11 c.
658A>Cスプライシング変異ホモマウスは、ヒトと異なり、正常発生をした。一方で、MRE11 p.A47V変異ホモマウ
スは、ヒト同様にミオクローヌス様症状を示しており、神経変性疾患研究の有用な疾患モデル動物であることが
示された。

研究成果の概要（英文）：Germline mutations of the MRE11 gene, which encodes a DNA double-strand 
breakage repair enzyme MRE11 nuclease, cause neurodegeneration or microcephaly. Here we attempted to
 generate the MRE11 p.A47V mutation (ataxia-type)-homozygous mice and MRE11 c.658A>C splicing 
mutation (microcephaly type) . Unfortunately, the MRE11 c.658A>C splicing mutation homozygote did 
not any neurological phenotypes. In contrast,  the MRE11 p.A47V mutation homozygotes showed a mild 
ataxia, suggesting these animals might be useful as a neurodegenerative disease model. 

研究分野： 病態医化学

キーワード： DNA修復欠損症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で作製したMRE11 A47Vミスセンス変異ホモ接合マウスは、神経変性疾患研究にとって有用なモデルマウ
スとして活用できる。また、本マウスの雄は生殖能力を有しているが、雌は不妊であった。本研究の予期せぬ成
果として、MRE11の生殖細胞形成における寄与に性差があることが示されたと同時に、MRE11 A47Vミスセンス変
異ホモ接合マウスは、生殖研究における新たな疾患モデルとして有用であることが示された。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

高等生物は多様な外的・内的ストレスによって生じる DNA 損傷を速やかに認識して、DNA 修

復、細胞周期停止、アポトーシスなどの細胞応答を介して遺伝情報を防護している。紫外線や複

製フォーク停止によって生じる DNA 一本鎖損傷に対しては ATR キナーゼを中心とする経路が

活性化する。一方、電離放射線やウイルス感染による DNA 二本鎖切断に対しては ATM キナー

ゼを中心とする経路がそれぞれ活性化されてゲノム安定性を維持している。 

 

 ATR 経路遺伝子欠損症（ATR, ATRIP, PCNT）は、重度小頭症に特徴づけられる Seckel 症候群を

発症する。一方、ATM 経路遺伝子欠損症では、毛細血管拡張性運動失調症（A-T : ATM）や A-T

様疾患（A-TLD : MRE11）のように運動失調を特徴とする疾患に加えて、ナイミーヘン症候群

（NBS：NBS1）や NBS 様疾患（NBS-LD：Rad50）のように小頭症を発症する疾患がある。この

ように、ATM 経路関連遺伝病の神経症状には大きな異質性がある (Cicia et al., Mol Cell 2010)。

しかし、DNA 損傷応答を担う分子経路内の遺伝子変異が、異なる神経病態（「運動失調」と「小

頭症」）を生み出す分子病理機構は不明な点が多く、解明すべき重要課題である。また、放射線

の胎内被ばくや Zika ウイルスの胎内感染は小頭症を高頻度に引き起こすため、DNA 損傷応答経

路異常による神経病態決定機構の解明は、外的ストレスによる小頭症発症機序の理解や診断・予

防に繋がる点で臨床的にも大きく貢献することが期待される。 

 
２．研究の目的 

 DNA 二本鎖切断修復酵素 MRE11 ヌクレアーゼをコードする MRE11 遺伝子は、変異タイプに

よって「運動失調」または「小頭症」の原因遺伝子となる。我々が報告した MRE11 遺伝子のス

プライシング変異（Matsumoto Y, Miyamoto T et al, DNA repair, 2011）は、重度小頭症を発症する。

一方、A47V ミスセンス変異は軽度な運動失調（ミオクローヌス）を引き起こすことが知られて

いる (Miyamoto R et al, J Neurol Sci, 2013)。近年、我々はこれらの変異の複合ヘテロ接合体が中

間的な神経症状である A-TLD を発症する症例を経験した。そこで、ゲノム編集技術を用いて、

これらの MRE11 遺伝子の疾患特異的変異をマウス胚に導入して、ATM シグナル経路に与える影

響を評価して、「ATM シグナル経路過剰亢進＝小頭症」、「ATM シグナル経路不全＝運動失調」

の疾患概念を確立することを研究目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)  MRE11 遺伝子変異ごとの DNA 修復活性に及ぼす影響の定量解析： 

MRE11 遺伝子のスプライシング変異（c.658 A>C）と A47V ミスセンス変異の複合ヘテロ接合

による A-TLD 患者とその両親の末梢血リンパ球を採取する。放射線を照射後、サイトカラシ

ン-B を用いて細胞質分裂を停止させて、2 核細胞を得る。これらの 2 核細胞において、DNA 修

復異常によって生じる微小核を、サイトジェネティックス顕微鏡を用いて、定量的に評価する。

これにより、ATM シグナルの下流で働く DNA 二重鎖切断修復活性に対する MRE11 遺伝子変

異ごとの影響を評価する。 
 

(2) MRE11 遺伝子変異疾患のモデルマウスにおける病態再現： 

各 MRE11 遺伝子変異（p.A47V ミスセンス変異、c.658A>C スプライシング変異）をもつ ssODN、



Cas9 組換えタンパク質とガイド RNA（gRNA）をマウス受精卵にエレクトロポレーション法に

て共導入する。F0 個体の遺伝子型を直接シークエンス法で決定する。変異導入 F0 個体は、野生

型マウスとの戻し交配を経てヘテロ変異マウス（F1）を得た後、ヘテロマウス同士の交配により

ホモまたは複合ヘテロ変異マウス（F2）を作製して、運動失調型（p.A47V ホモ）、A-TLD 型

(p.A47V/ c.658A>C)、小頭症型（c.658A>C ホモ）モデルマウスを樹立する。 

各疾患モデルマウスの大脳および小脳の形態学的解析に加えて、運動能力を評価する簡

便な行動学テストを実施して、これらのマウスの運動失調を評価する。 

 
４．研究成果 

 我々は、MRE11 遺伝子小頭症型スプライシング変異 c.658 A>C と軽度な運動失調の原因であ

る MRE11 遺伝子変異 p.A47V の複合ヘテロ接合体が中間的な神経症状である A-TLD を発症す

る症例を経験した。研究の方法（1）により、本患者とその両親の末梢血リンパ球に放射線を照

射して、DNA 修復活性の指標となる微小核形成頻度を計測したところ、c.658 A>C スプライシン

グ変異の方が、p.A47V ミスセンス変異に比べて有意に高い放射線感受性を示した。この結果は、

これら２種類の MRE11 遺伝子変異を遺伝学的に組合せることによって、「小頭症」と「運動失

調」の病態モデルを創出でき、ATM シグナル活性化レベルに応じた神経病態決定機構を先駆的

に解明できる可能性が示唆された。 

 

 次に、我々は、ゲノム編集技術を用いて、MRE11 遺伝子の疾患特異的変異をマウスに導入し

たモデル実験系の作製を試みた。MRE11 遺伝子小頭症型スプライシング変異 c.658 A>C のホモ

接合マウス(c.658 A>C/c.658 A>C)は、ヒトと異なり、小頭症を発症せずに、正常に発生した。ま

た、雌雄ともに、正常な生殖能力をもつことが示された。ヒトにおいては c.658 A>C 変異は、

MRE11 遺伝子のスプライシング異常を引き起こしたが、マウスにおいては、スプライシングへ

の干渉が不十分であり、正常な MRE11 タンパク質が産生されたため、小頭症モデルの作製に至

らなかったと結論づけられた。一方、ミオクローヌスの原因となる MRE11 の A47V ミスセンス

変異を導入したホモ接合マウス（A47V/A47V）は、生後 1 年頃から、ミクローヌス様の行動異常

を示した。つまり、A47V ミスセンス変異は生物種を超えて、神経変性を引き起こす生物効果が

あることが示唆された。また興味深いことに、MRE11 A47V ミスセンス変異ホモ接合マウスの雄

は生殖能力を示すのに対して、雌は不妊であった。この結果から、生殖細胞形成において、MRE11

ヌクレアーゼ活性の依存度に雌雄差が存在することが示唆された。このように、MRE11 A47V ミ

スセンス変異ホモ接合マウスは、神経変性疾患研究だけでなく生殖研究における新たな疾患モ

デルとして有用であることが示された。 
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