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研究成果の概要（和文）：ADPリボシル化因子6(Arf6)は、細胞膜とエンドソーム間の小胞輸送やアクチン細胞骨
格の再構成を制御する主要な低分子量GTP結合タンパク質である、申請者らは、Arf6活性化制御因子であるBRAG2
が網膜の視細胞リボンシナプスにおいてジストロフィン複合体と相互作用を介して局在することを見出し、
BRAG2-Arf6経路が視細胞リボンシナプスの形成や維持に機能関与する可能性を明らかにしてきた。本研究は、
BRAG2-Arf6経路の個体レベルでの機能を明らかにするために、ゲノム編集法を用いたBRAG2遺伝子欠損マウスの
樹立を試みた。

研究成果の概要（英文）：The BRAG2-ADP ribosylation factor 6 (Arf6) pathway is a critical regulator 
of membrane trafficking and actin cytoskeleton reorganization. We have previously suggested that the
 BRAG2-Arf6 pathway regulates the formation and maintenance of photoreceptor ribbon synapses 
downstream of the dystrophin complex (Sakagami et al., 2017). To test this hypothesis at an animal 
level, we tried to generate BRAG2 knockout mice using the CRISPR/Cas9 system.

研究分野： histology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のエキソーム解析により、BRAG2は新たな先天性知的障害の原因遺伝子として見出された (Ansar et al., 
2019)。BRAG2遺伝子変異患者は、重度の知的障害とともに低身長や視覚障害などの合併を持つ。さらに、ジスト
ロフィンの欠損によるデュシェンヌ型筋ジストロフィー病の患者は骨格筋の主症状とともに視覚障害を持つ。
BRAG2遺伝子欠損マウスの樹立と今後の機能解明により、BRAG2の神経機能解明とともにヒトBRAG2遺伝子変異や
筋ジストロフィー病での視覚障害の病態の解明やその治療法の開発に繋がる可能性が期待できる。

※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 

デュシェンヌ型筋ジストロフィー病(DMD)は、ジストロフィン欠損による進行性の筋萎縮・変

性を主症状とする X 連鎖性遺伝疾患である。DMD は骨格筋の主症状とともに、網膜電図の異

常を伴う視覚障害や認知障害などの中枢神経症状を合併する。患者の平均寿命は飛躍的に伸び

るなか、これらの合併症により、患者の生活の質が低下するとともに治療・介護における患者

とコミュニケーションの障害など様々な問題が生じつつある。しかしながら、筋障害の病態機

序の解明と遺伝子治療の開発が進展する一方、視覚障害や認知障害の病態機序の解明は立ち遅

れており、今後解明すべき喫緊の課題である。 

 網膜の光感受細胞は、シナプス終末にシナプス小胞を係留させた板状の高電子密度の細胞内

構造物「シナプスリボン」を持ち、明暗刺激に反応して変化する膜電位に応じて、神経伝達物

質を持続的に放出する、通常の神経細胞のシナプスとは機能的・構造的に異なる「リボンシナ

プス」を双極細胞と水平細胞との間に形成する。 

 ジストロフィンは、膜貫通型糖タンパク質のジストログリカンなどのタンパク質複合体を形

成し、細胞外基質と細胞骨格系との機能的連結やシグナル伝達の足場として機能することが骨

格筋の研究から明らかになっている。ジストロフィン複合体は、網膜の光感受細胞のリボンシ

ナプスにも局在し、細胞外リガンドのピカチュリン分子との結合を介して、シナプス後側の双

極細胞が発現する GRP179と細胞間接着複合体を形成し、リボンシナプスの形成・維持に関与

することが明らかになってきた (Sato et al., Nat. Neurosci. 2008; Orlandi et al., 2018)。これらの分

子の遺伝子欠損マウスが DMDでの網膜電図と同様に b波の減弱を示すことより、ジストロフ

ィン複合体-ピカチュリン- GRP179 の機能的連関の障害による光感受細胞のリボンシナプスの

構造・機能異常が DMD の視覚伝導異常の本態であると考えられている。しかしながら、ジス

トロフィン複合体を介したリボンシナプスの制御機構の全容は未だ不明である。 

 ADPリボシル化因子 6 (Arf6)は、細胞膜とエンドソーム間の小胞輸送やアクチン細胞骨格の

再構築を制御する低分子量 GTP結合タンパク質で、神経細胞の形態形成やシナプス伝達などの

多彩な神経機能に関与する。申請者は、Arf6 に対するグアニンヌクレオチド交換因子である

BRAG2の網膜での発現解析の過程で、BRAG2分子がジストロフィン複合体との相互作用を介

して光感受細胞のリボンシナプスに局在すること、網膜型ジストロフィン遺伝子欠損マウス

(mdx52)において、外網状層での BRAG2のシナプス局在が著しく障害されることを見出し、光

感受細胞のリボンシナプスでのジストロフィン複合体の新たな制御経路としての BRAG2-Arf6

経路の可能性を明らかにしてきた (Sakagami et al., J. Comp. Neurol. 2013; Invest. Ophthal. Vis. Sci. 

2017)。 

 

２．研究の目的 

このような研究背景のなか自己所見を発展させて、BRAG2 の遺伝子欠損マウスを樹立し、網

膜でのシナプス構造・機能解析を行い、網膜光感受細胞のリボンシナプスにおける BRAG2-Arf6

経路の役割と筋ジストロフィー病での網膜症状における機能関与を明らかにすることを本研究

の目的として企画実施した。 

 

３．研究の方法 



(1) BRAG2の遺伝子欠損マウスの樹立:CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集法により、第２エクソ
ンの両端のイントロン領域にgRNAを設計し、常法に従いCas9とともに電気穿孔法により受精
卵に遺伝子導入し、BRAG2遺伝子のエクソンを欠失させ、全身型BRAG2の遺伝子欠損マウス
の作製を実施した。 

(2) ウエスタンブロット解析：各発達段階の胎児や臓器から粗抽出液を作製し、ウエスタンブ
ロット解析を実施した。 

(3) RT-PCR解析：各発達段階の胎児や臓器から総RNAを抽出し作製した相補的な一本鎖cDNA

を用いてRT-PCR解析を実施した。 

 

４．研究成果 

BRAG2の２つのバリアント(BRAG2a, BRAG2b)に共通のBRAG2遺伝子の第２エクソンの両端
のイントロン領域にgRNAを設計し遺伝子欠損マウスを作製した。各遺伝子型マウスは、野生
型20%、ヘテロ型49%、ホモ型31%（総数45匹）とメンデル則に従って誕生し、明らかな発育
障害などを示さずに成熟期に達し、ホモ型マウスも繁殖可能であった。生後10週齢の脳を用い
てウエスタンブロット解析を行った結果、野生型マウスの脳では、90、120、140、170kDa付
近の４本のBRAG2抗体と反応するバンドが検出されるのに対して、ホモ型マウス脳では、140

と170kDaのバンドは完全に消失するが、90と120kDaのバンドは残存し、さらに95kD付近に新
たなバンドが検出された。さらにRT-PCR法を用いてRNAレベルでの発現を検討した結果、ホ
モ型マウス脳では、欠失させた第２エクソンを含む遺伝子は検出されないが、BRAG2の中央
部あるいはC末部に存在する機能ドメインでSec7領域やPH領域を含む遺伝子は発現している
ことが明らかになった。以上のことから、BRAG2遺伝子の第２エクソンを欠失させた遺伝子欠
損マウスでは、第２エクソンをスキップしたバリアントが残存あるいは新たに発現しており、
タンパク質レベルでの完全なBRAG2欠損マウスではないことが判明した。また、脳や網膜の
組織学的構造は、明らかな異常は示さず正常と区別できなかった。 

 本研究は、BRAG2の網膜光感受細胞のリボンシナプスの形成・維持における役割を明らか
にする目的で開始したものであったが、第２エクソンを標的として樹立したBRAG2遺伝子欠
損マウスがタンパク質レベルでの完全欠失マウスとはならず、当初の目的を完遂することが残
念ながらできなかった。近年のエキソーム解析により、第3染色体上にあるヒトBRAG2遺伝子
が先天性知的障害の新たな原因遺伝子として報告された(Ansar et al., 2019)。興味深いことに
BRAG2遺伝子に変異を持つ患者は、重度の知的障害と注意欠陥多動障害(ADHD)様の行動障害
ともに、低身長や視覚障害などの合併が認められる。BRAG2遺伝子欠損マウスの表現型のさ
らなる解析により、BRAG2による神経機能とともにヒトBRAG2遺伝子変異の病態の解明や治
療法の開発に繋がる可能性が期待できる。 
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