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研究成果の概要（和文）：有機リン代謝に関与する神経障害標的エステラーゼ（Neuropathy Target Esterase：
NTE）をコードするヒトPNPLA6（Patatin-like phospholipase domain containing 6）cDNAを導した遺伝導入マ
ウスおよびマウスpnpla6遺伝子変異マウスを用いて、当該酵素遺伝子の神経系における機能を解析した。 過剰
発現のマウスに生育低下、また、いくつかの変異マウス系統ではホモ型は胎生致死を招き、ヘテロ型ではややプ
ルキンエ細胞数が低下する傾向が認められ、協調運動の低下も一部に観察された。系統樹立とヘテロ型胎仔由来
線維芽細胞の取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：Neuropathy target esterase (NTE) is a type of lysophospholipase whose amino 
acid sequence is well conserved across species, and mutations in its gene, PNPLA6, are found in the 
human motor function diseases. In addition, NTE covalently binds to organophosphorus and causes a 
variety of neurological symptoms with chemical changes of the complex. As a clue to the pathogenesis
 of these diseases, we generated six strains of mice with partial mutations in the vicinity of the 
active center of the NTE and conducted phenotypic analysis focusing on brain function in some of the
 strains. In our strains we examined, no homozygous mutant mice were born, suggesting that, as in 
the case of the large deletion knockout mice, a reduced normal NTE activity or a partially mutated 
NTE itself caused the early developmental abnormalities that resulted in embryonic lethality. 
Behavioral analysis of some lines of heterozygous partial NTE mutant mice showed reduced function in
 Rotarod and Open field tests. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： 神経障害エステラーゼ　Transgenic Mice　Gene Knockout Mice　Brain Function　Behavior　Organoph
ophate　lipid metabolism　PNPLA6

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子名にあるPatatinはジャガイモなどの貯蔵タンパク質であり、脂肪酸を分解するリパーゼの活性を持つ。
PNPLA群の遺伝子は複数種知られ、真核生物から原核生物にまで保存されている。脂質代謝酵素の発現量や分子
の一部の変化によって個体の生存までが影響され、脳神経系の機能に影響を及ぼす可能性も示せたことは分子生
物学あるいは生物進化学の上で極めて重要な発見と考える。また同様の変異をもつヒト疾患や有機リンの結合に
よって生じる種々の神経症状に対する発症機構を考え、同時に今後の治療法を探索するためのヒト疾患モデルマ
ウスを提供できる成果を挙げられたことは社会的貢献度の高い成果となったと自負する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

Neuropathy Target Esterase(NTE:神経障害標的エステラーゼ))は lysophospholipase の一種であり、膜

の脂質合成に関与するとされる。進化的によく保存された NTE に有機リンが結合すると遅延性の神経

変性(OPIDN : Organophosphate Induced Delayed Neuropathy)が引き起こされる。シックハウス症候群

(SHS:Sick House Syndrome)は OPIDN がそのモデルと考えられているが、我々は患者単核球において

NTE 活性が高いことを報告しており(引用文献①)、ヒト NTE の高発現マウスも作成していた。 

 一方、2014 年以降 Gordon Holmes 症候群など運動失調を示す複数の遺伝性希少疾患に NTE のア

ミノ酸置換を伴う点変異が次々と報告され PNPLA6 遺伝子変異症候群とも呼ばれるようになってきたが

（引用文献②）、Winrow らは pnpla6 遺伝子欠損マウスを作成し、ホモ型は胎生致死、ヘテロ型は多動

性を示すことを報告し（引用文献③）、Akassoglou らは脳特異的プロモーター下に pnpla6 遺伝子を欠

損するマウスを作成し、海馬での空胞変性や協調運動低下を報告していた（引用文献④）。本研究計

画提案時、申請者らは患者変異に対応する NTE の機能ドメインの変異マウスを６種を CRISPR-Cas9

法により作製したところであった。 

 
２．研究の目的 

本研究はヒト PNPLA6 遺伝子高発現マウスと、患者変異に対応する NTE の機能ドメインの変異マウス６

種をまずは系統として樹立し、その発現と生物学的影響、特に神経系での機能を解析することにより、

NTE の機能、特に主として小脳における機能的解明を行い、NTE の生物学的機能ドメインの解明に資

することを目的とした。また、できればこのマウスを用いて上記疾患発症機構の解明と治療法の開発を

目指し、遺伝子操作マウスと有機リン投与マウスにおける症状発症メカニズム追求を本研究の目的とし

たいと考えた。 

 
 
３．研究の方法 
 本研究で用いた遺伝子操作マウスにおける
PNPLA6 導入遺伝子カセット の構造（右上
図）と、マウス pnpla6 遺伝子上の変異の位置
（右下図）を示す。 
 まず、PNPLA6 導入遺伝子カセットは 
高発現汎用性 CAG プロモーターの支配下
に、ヒト PNPLA6cDNA を接続し、さらに発現
を容易にモニターするために EGFP を IRES
によって下流に接続している。当初の発現
ON-OFF のトリックのために
CRE によって認識される
loz2272 配列と FLPe によって
認識される FRT 配列が上下に
残っている（右上図）。 
 一方、マウス pnpla6 遺伝子
部分欠損変異体は、ヒト疾患で
重要とされる Val1100 の部分を
狙って同じ変異ヌクレオチドとと
もに CRSPR-Cas9 システムを
用いて作成したマウス個体群
であり、これまでに右図の 6 系
統を得ている。このうち 12P19
と 12P20 は同じ場所に変異があったので、12P19 を代表とした。なお、変異個体のスクリーニングは
PCR 産物を HhaI で切断する（認識配列 CGCG）ことにより行い、必要に応じて塩基配列決定を行なっ
た。いずれも全体で 1345aa.のところ 14P17, 14P18 以外は、1080-1134aa.程度で停止コドンが生じる。 
 組織学的解析、Western Blot 解析、酵素活性測定、細胞への DNA 形質転換、細胞培養、細胞株の
樹立、受精卵及び精子凍結等は定法に従って行なった。質量分析には島津製作所の LC-MS システ



ムを利用した。また Open field は 600mm x 600mm のエリアを 15 分間自由行動、その動画を
DuoMouse により解析、Rotarod は 16rpm, ３００min での落下までの時間を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子操作マウスの系統樹立と維持 
 ヒト PNPLA6 cDNA 遺伝子導入マウスについては遺伝子発現を確認し、その後１系統（hNTE365）を
ヘミ接合体として維持し、精子ストックを保管している。またマウス pnpla6 遺伝子部分変異マウスについ
ても F1 及び F2 以後の段階でヘテロ接合体由来の精子を各系統 10 ストロー分凍結保存した。また本
研究では hNTE365 及びマウス pnpla6 遺伝子部分変異マウス３系統（12P19, 14P17, 14P24）につい
て、過排卵雌マウスの未受精卵を用いて体外受精を行い、偽妊娠マウスに受精卵を移植後、各系統 50
匹以上の復元を行い、ヘテロ型マウスを得た。理論的には半数がヘテロもしくはヘミ型となるはずであっ
たが、hNTE365 のオスの場合、20 匹のオスマウス中２匹しかヘミ接合体が得られなかった。これは精子
に体外受精時を含めて受精卵の発生にヒト PNPLA6 遺伝子の存在が影響を与えているものと思われ
る。なお hNTE3 は F0 で BDF1 を使用しているため、以後は B6N へのバッククロスを行っている。 
(2) ヒト PNPLA6 遺伝子導入マウス 
 元々マウス生体では体内のすべての組織で発現が見られるが、当該マウス系統 hNTE365 においても
活性が調べた６組織でも加齢とともに上昇していた。特に心臓では 300 倍に活性が上昇している個体も
あった。F0 や F1 レベルでは脳などでの下流 EGFP 発現がモザイクで、かつ発現が以上に高い個体も
散見された。継代中にも数%の個体が成育不良、中には死亡する個体も散見された。継代過程で発現
が epigenetic な影響などにより、それほど高くない系統に変化している可能性もあると考える。 
 脂質の質量分析において特定の脂肪酸などの組成が変化していることは認められなかった。 
(3) pnpla6 遺伝子部分変異マウス 
いくつかの系統でホモ型の胎生致死が認められた。ヘテロ型同士の交配ではホモ型個体は得られて

おらず、これは引用文献３の遺伝子欠失個体と同じく、ほんの一部の部分変異によっても胎仔の発生に
影響が出るものと考えられる。 このホモ胎仔で本来より短いポリペプチドが産生されているのかどうかを
調べることは極めて興味深いが、胎生致死になる時期はかなり初期であることが判明し（egg cylinder 期
直後ぐらい？）十分な材料が得られていない。また胎生致死は胎盤の血管形成不全によるものであるこ
とが知られており、その辺も今後追求してみたい。 
 ヘテロ型で Open field や Rotarod で野生型に比べ行動変化があったことが今回の研究計画の着想と
なったが、ヘテロ型およびヘミ型（12P19, 14P17, 14P18, hNTE３６５）での脳組織学的を行った。パラフ
ィン切片の Coronal section で観察したところ、プルキンエ細胞数の低下様画面が観察されたが、細胞
数を検討する試みはうまくいかなかった。また(1)で復元したマウス系統を用いて、さらに例数を増やす
べく Open field や Rotarod 解析を行ったが、生後２ヶ月ぐらいまでではあまり差が出なかった。これは引
用文献４でも aging との関係で議論されており、現在６ヶ月齢での比較を行っている。 
 脳の機能としては協調運動に現在のところ関心があるが、引用文献４では大脳海馬ででも影響が出て
いる。非常にキュ近江深い。なお、脂質代謝酵素であることから脳脂質組成の変化も質量分析で調べ
てみたが、さしたる変化はなかった。代償性に多くの酵素が機能するものかもしれない。 
(4) 細胞レベルの研究成果 

マウス個体レベルでは後述のように DDVP などの有機リンに対する生体反応の解析は難しいことか
ら、今後の細胞レベルでの解析を考慮して、ヘテロ型マウス pnpla6 部分変異胎仔由来線維芽細胞の
取得に挑戦した。その結果、12P19, 14P17, 14P18, 14P24 由来の初代内容細胞の取得に成功した。一
部は発現解析に使用したが、今後は株化にも使用できると期待している。 
また HEK293 細胞に hNTE365 で使用したベクターと同様のヒト cDNA を導入し、高発現で NTE 活性

が 10 倍から 20 倍に上昇する株を得たが、DDVP に対する耐性は獲得されず、10uM/mL 程度で増殖
阻害が起こる一方、50uM/mL 程度でも 1 日後には活性を回復することが判明した。遺伝子発現が回復
したものと考える。 
(5)NTE 分子レベルでの解析 
 Tag 付きのベクターを用いて NTE 酵素活性の高い細胞株を得て、有機リン（DDVP を用いた）を結合
したトリプシン分解ペプチドの検出を試みた。前段階としての Mascot 解析では全体のトップで NTE が、
また NTE 全体の 11%のペプチドを検出し、活性中心を含むペプチドも存在した。また粗抽出液に有機
リンを作用させ, Malation に対する結合を Phos-tag ゲルで認めた。 
 
 当初は３年間にオートファジーのシステムへの影響や DDVP 投与による影響を検討したいと考えてい
たが、前者ではオートファジー関連マウスの入手に時間がかかり、また後者では通常マウスの場合でも
DDVP の腹腔内投与により胎仔に影響が出ることは判明したが、成体マウスでの投与量の調節が微妙
であり（少しの投与量の差で投与直後 30 分以内の死亡個体が多数発生）、実験系を断念した。ニワトリ
では酵素活性量が高く、有機リンへの感受性も高いことから、今後、他の動物種を含めた解析が有効か
もしれない。 
 最近では PNPLA6 体細胞変異とがんの関係を報告する学会発表も散見されることから、遺伝性疾患
のみならずがんを含めた多くのヒト疾患にこの遺伝子が関与することが推察され、有機リン中毒に端を
発するこの遺伝子の機能は多くの分野で解析される必要があろう。 
 



なお、本報告の主な発表論文にはマウスを用いた他の論文も含めているが、一つにはシックハウス症
候群の患者では視覚の追従運動が滑らかでないことや重心が不安定であることが報告されていることか
ら視覚と動揺病（乗り物酔い）との関係との関連で含めておいた。また二つ目にはシックハウス症候群で
は原因候補物質（フタル酸エステルもその一つ）の経皮吸収にも注目していたことから、分担研究者の
畑中とヒト NTE 高発現マウスの皮膚の代謝型がヒト型に変換していることを見出しており、さらに接触を
防ぐためのナノシート開発も行っているので、紫外線防御型組織親和性のシートに関する研究も挙げて
おいた。また三つ目には、低線量放射線被爆と突然変異の関係を調べた成果を挙げておいたが、放射
線による PNPLA6 遺伝子発現、NTE 活性変化に及ぼす影響も今後は研究対象になると予測し、あえて
挙げておいた。 
 
本研究には旧東海大学伊勢原研究推進部生命科学統合支援センターの技術職員の方々に大変お

世話になり、ここに感謝を申し上げたい。またここで得られた遺伝子操作マウスの精子、受精卵などの研
究資源は（公財）実験動物中央研究所及び理化学研究所に寄託する予定である。今後の研究に利用
されることを期待してやまない。 
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