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研究成果の概要（和文）：DNASE ファミリー遺伝子は、DNAを分解する機能を持つ。これまでの研究からDNASE1
の量的不足は、全身性紅斑性狼瘡や染色体異常疾患の16p13.3部分欠損症に関与すると考えられている。しか
し、アミノ酸配列で最もDNASE1に類似し、DNASE1と同じ16p13.3に存在するDNASE1L2に関しては、ヒト疾患との
関連性や遺伝子機能の多くが解明されていない。
そこで我々は、DNASE2L1の遺伝子機能とヒト疾患の関連性を明らかにする為に、Dnase1l2 KOマウスを作製し網
羅的表現型解析を行った。その結果、当該マウスが16p13.3微小欠損症のモデル動物になり得ることを見出し
た。

研究成果の概要（英文）：DNase is an enzyme that has a digestive activity of the deoxyribonucleic 
acid (DNA), and it is roughly divided into two groups, Dnase1 sub-family and Dnase2 sub-family. 
Dnase1 sub-family is composed of 4 genes, Dnase1, Dnase1l1, Dnase1l2 and Dnase1l3, all of which have
 exonuclease activity. It was reported that the mutation of human DNASE1 causes the autoimmune 
disease, systemic lupus erythematosus, and that haploinsufficiency of DNASE1 is involved in 16p13.3 
partial deletion syndrome. Human DNase1L2 is most resemble to the DNase1 among the DNase1 sub-family
 at the amino acid sequence level. In addition, DNase1l2 is located on human chromosome 16, 16p13.3,
 near side of DNase1. However, function of DNase1L2 and the correlation between mutation of DNase1L2
 and human syndromes remains unclear.
In this study, we have generated Dnase1l2 KO mouse, and performed phenotyping Dnase112 KO mice in 
order to demonstrate Dnase112 is involved in autoimmune disease and/or human chromosomal disorders. 

研究分野：発生遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
Deoxyribonuclease (Dnase) は 文 字 通 り 
DNA を分解消化する役割を持つ機能分子で
ある。図 1 に Dnase1 と Dnase2 の系統関
係を示す。 

図 1  
Dnase Familyの系統樹。図中数字はブーツ
ストラップ値。Chrはヒト染色体番号を、括
弧内は遺伝子が存在する染色体領域（染色体
バンド）を示す。 
 
Dnase1 subfamily は  Dnase1, Dnase1l1, 
Dnase1l2, Dnase1l3 の 4 遺伝子により構成
されている。一方、Dnase2 subfamily は
Dnase2, Dnase2B から成る。この 機能分子
の量的変化や変異は様々な疾患を引き起こす
事がこれまでの研究から明らかになっている。
Dnase2 は致死性貧血や関節炎に、Dnase2B 
は白内障への関与が報告されている。また、
Dnase1 subfamilyにおいてもDnase1、並び
に Dnase1l3 の変異は自己免疫疾患である全
身性エリテマトーデス(エリテマトーデスは
日本語訳では狼槍と言う。これは狼に噛まれ
た様な傷という意味で、非常に重篤な症状で
ある)を発症することが知られている。更にヒ
ト DNASE1は、16番染色体短腕テロメア近
傍の 16p13.3 に存在し、同領域にマップされ、
特徴的な面貌や成長不良、精神発達遅延、骨
形体異常等の症状を示す Rubinstein-Taiby 
症候群や 16p13.3微小欠損症候群に関与する
事も報告されている。また、同染色体領域に
は極度の貧血を伴う染色体部分欠損症である
ATR16もマップされている。DNASE1L2 は、
系統関係的に最も DNASE1 に近い（図 1)。
また、その locusも 16p13.3で、DNASE1 の
近傍に位置している。近年、Fischerらにより
当該遺伝子の遺伝子 KO マウスが作製され、
Dnase1l2は皮膚発生、及び毛髪発生時の脱核
に関与することが明らかにされた(Fischer et 
al., 2011 131: 1208-1215, J. Invest. 
Dermatol.)。しかし、DNASE1L2とヒト疾患、
Rubinstein-Taiby 症候群や 16p13.3 微小欠
損症候群、ATR16との関連については全く明
らかにされておらず、不明である。  
 
 

２．研究の目的 
本研究課題は、Dnase1l2 遺伝子欠損マウス
(Dnase1l2tm1b(KOMP) Wtsi )を micro-CT を用い
た骨形態、高速・高精細軟組織表現型解析す
ると共に、研究代表者が所属する理研バイオ
リソースセンター・マウス表現系解析開発チ
ーム・日本マウスクリニックが開発・整備し
た約 400項目に及ぶマウス表現型解析パイプ
ラインにより網羅的解析を行い、当該遺伝子
の機能を明らかにする。また、Dnase1l2 遺伝
子の量的不足、ハプロ不全等が引き起こす疾
患に関しての検討を行う。更に Dnase1l2 遺
伝子欠損マウスに見られる症状のその発生機
序を明らかにし、発現変動遺伝子群を調べ、
その発症分子メカニズムの解明に迫ることを
目的とする。  
 
３．研究の方法 
Dnase1l2 ノックアウトホモ個体のマウス表
現型解析には、理研 BRC・日本マウスクリニ
ックで開発整備した世界標準表現型解析パイ
プライン（このパイプラインは国際マウス表
現型解析コンソーシアム：IMPC においても
使用）を用いて解析を行なった。具体的には、
４週齢から体重測定を行い、9週齢で行動・形
態観察 (Modified-SHIRPA)、10 週齢でプレ
パルスインヒビッション (PPI)、13週齢でブ
ドウ糖負荷試験(IPGTT)、14週齢で X線によ
る骨形態解析、DEXAによる体脂肪測定、聴
性脳幹反応試験(ABR)、15週齢で眼形態観察、
16週齢で血液検査、血清生化学検査、心重量
測定、剖検検査、免疫系解析を行なった。	
Dnase1、並びにDnase1l3 の変異は、自己免
疫疾患である全身性エリテマトーデスを発症
することから、免疫系解析には図２のパネル
を用いた FACS解析を行なった。	

図 2 
FACS解析に用いた抗体 Panel A, B	

	
	



骨形態、関節融合は、micro-CTを用いたイメ
ージング解析とアルシアンブルー・アリザリ
ンレッドを用いた骨標本解析、脱灰サンプル
のパラフィン切片作製・HE染色、アルシアン
ブルー・PAS染色等により解析した。遺伝子
発現解析はマイクロアレイを用いた 1st 
Screeningを行い、その後に定量 PCR法によ
る確認を行なった。また、本研究で用いた
Dnase1l2 KOマウスには、遺伝子発現をモニ
ターできるように LacZ レポーター遺伝子が
DNase1l2 遺伝子座に挿入されている。した
がって組織特異的な遺伝子発現の解析は、
LacZ 染色によるレポーターアッセイを用い
た。	
Dnase1l2 KOマウスは、16p13.3微小欠損症
候群のモデルマウスになり得ると考えられた
こと、またマウスの一般的な寿命が約２年間
であることから、16p13.3 微小欠損症患者の
老化による表現型を捉えることが可能である
と考えられる。そこで生後 2 年までの老化表
現型解析を行動形態解析である Modified-
SHIRPA、および免疫系解析の FACS解析を
中心に実施した。 
	
４．研究成果	
胎仔期の表現型解析を Dnase1l2 ノックアウ
トホモ、およびノックアウトヘテロマウスを
用い、Micro-CTによる軟組織形態イメージン
グ法により行った結果、呼吸器系、心臓循環
器系、腎臓、肝臓など主な臓器は正常に形成、
正常発生していることが明らかとなった。ま
た、LacZレポーター遺伝子発現のモニターよ
る Dnase1l2 遺伝子発現解析を行った結果、
上皮系やその他いくつかの組織において特徴
的な遺伝子発現が確認された。 
次に骨融合の基礎解析を行った。ノックア

ウトホモ、およびノックアウトヘテロマウス
を用いて関節融合の有無を確認した結果、ノ
ックアウトホモのみならず、ノックアウトヘ
テロマウスにおいても第二指、第三指の指関
節融合が確認された。更にその出現頻度はノ
ックアウトホモと比較してノックアウトヘテ
ロマウスでは低く、また表現型も軽度であっ
た。これらの事から、当該表現型は Dnase1l2
遺伝子量依存的に発症する、即ち遺伝子量効
果が存在すると考えられた。成体ノックアウ
トホモ、およびノックアウトヘテロマウスの
指関節融合領域のパラフィン切片を作製し、
ヘマトキシリン・エオシン染色、アルシアン
ブルー・ PAS染色を行ったところ、関節領域
は完全に融合しており、またその融合領域周
囲には軟骨組織が存在することが確認出来た。
更に当該領域周辺にはリンパ球等免疫系細胞
の存在や炎症反応などは観察されなかった
（図３）。一方、出生直前の E16.5〜E18.5日
胚を用いてシアンブルー・アリザリンレッド
染色による骨格標本を作製したところ、すで
にこの時期には指関節領域の異常が確認され
た。以上の結果から、Dnase1l2ノックアウト
ホモ、ノックアウトヘテロマウスに観察され

る関節融合は、リウマチなどのような免疫異
常、自己免疫疾患によるものではなく、胎仔
発生時の指関節形成過程の異常が原因である
と考えられた。	
	

図３	

生後 3日目の wild typeおよびDnase1l2 
KOマウスの指関節部（図中矢印部分）ヘマ
トキシリン・エオシン染色（HE）、およびア
ルシアンブルー・PAS染色(AB-PAS)像。
Dnase1l2 KOマウスでは関節が融合してい
るが、軟骨（矢印付近濃色部）自体は存在す
ることが分かる。 
	
	
成体期の網羅的な表現型解析:体長・体重など
の形態可視検査(Modified SHIRPA) 、血液検
査、尿検査、血清生化学、聴性脳幹反応検査、
腹腔内ブドウ糖負荷試験、眼底検査、行動検
査、骨形態検査、骨密度・体脂肪 測定、心電
図等を研究代表者が所属する理研バイオリソ
ースセンター、Japan Mouse Clinic (JMC)の
マウス表現型解析パイプラインを用いて行っ
た。もちその結果、幾つかの項目で正常野生
型と比較して、有為に異なる表現型を見出し
た。具体的には、Dnase1l2ノックアウトホモ
個体では低体重（図４）、行動実験のOpen  

図４	

Dnase1l2	 KO ホモマウスと野生型マウスの体
重増加比較（雄個体）	

	
fieldテストによる中央部滞在率・滞在時間低
下、Modified SHIRPAにおける四肢形態・尾
部形態異常、Grip Strength テストによる握



力低下、カロリメトリー試験における総水分
摂取量の上昇、DEXA テストにおける Bone 
Mineral Density, Bone Mineral Content, Fat 
mass等の低下、X-ray検査による関節異常や
脛骨長さの減少、血液検査による血小板数低
下、血液生化学検査による HDL コレステロ
ール (HDL-C), 総コレステロール (T-CHO), 
中性脂肪 (TG)の低下 [注：HDL-C、及び T-
CHO（図５）は雄のみで低下しており、表現
型に雌雄差がある]などが観察された。	

図５	

Dnase1l2 KO ホモマウスと野生型マウスの
総コレステロール値（雄のみで有意差あり） 
	
また、遺伝子ノックアウトホモ個体とヘテロ
個体を比較すると、その表現型は遺伝子量に
比例して、その重篤度、頻度が異なること、即
ち、指関節の表現型のみならず、他の表現型
に関しても遺伝子量効果が存在することが明
らかとなった。  
ヒト DNASE1L2 と同じ遺伝子ファミリー

に属する Dnase1 や Dnase1l3 KO ホモマウ
スでは、加齢と共に自己免疫疾患に関与する
ことが示唆されているので、FACS 解析によ
る免疫系検査を生後 16 週齢ノックアウトホ
モ個体により行った。その結果、免疫系にお
いては有為な差を示す表現型は検出されなか
った。次に生後1年以上の個体についてFACS
解析を同様に行った結果、僅かに数項目にお
いて有為と思われる傾向が観察されたが、野
生型、遺伝子欠損マウスの解析数を増やして
解析を行ったところ有意差はないと判断でき
た。 関節融合に関しては、尾部関節に関して
新たな知見が得られた。前年度の解析から指
関節融合は胎生期において発症していること
が既に見出されている。一方、尾部領域に於
いては出生後、それも離乳期後にその表現型
が現れ、加齢と共に症状が悪化することが明
らかとなった。サンプルの大きさやハンドリ
ングの容易さなどを考慮すると関節融合発症
メカニズムの解明を行うには尾部領域が適し
ていると考えられた。そこで、離乳期後の変
異体尾部領域を用いた関節融合期における遺
伝子発現変化の解析では、その発症に関連す
ることが予想される幾つかの候補遺伝子を見
出すことに成功した。今後、これらの遺伝子
を用いて更に解析を進め、関節融合の発症メ

カニズム解明を目指す。 
加齢 Dnase1l2 遺伝子欠損マウスの継時的
な表現型解析では、これまでの若齢遺伝子改
変マウス見出されなかった眼に異常（突出、
痂皮、潰瘍、閉塞）をもつ個体が一定の割合で
観察された。多面的な解析の結果、この眼お
よびその周辺に現れる表現型は、１）頻度が
少ないと共に、極めて弱い表現型（涙目や奥
眼）であるが若齢期から現れること、２）加齢
に共ない、より重篤な症状に発展すること、
３）その表現型の重篤度や発症時期はヘテロ
個体よりもホモ個体でより重篤で早期発症す
ること、即ち遺伝子量効果が存在することが
明らかとなった。この眼における表現型は、
ヒト 16p13.3微小欠損症において報告はない。
しかし、若齢期における表現型が非常に弱く
頻度も少ないながらも老齢期では重篤な症状、
潰瘍や閉塞に繋がることから当該疾患の加齢
表現型として注意すべき症状と考えられた。 

2013 年に Tam らは、de novo の 16p13.3
微小染色体欠損症に関するCase report論文、
16p13.3 領域を欠損した８歳児患者の症状を
報告している (Tam et al., Case Reports in 
Genetics. 2013, 149085)。注目すべきは、こ
の患者の染色体欠損領域が約 114 kb (Chr16: 
2,206,663 - 2,321,155)のみと非常に微小であ
る点である。ここには DNASE1L2 を含む５
遺 伝 子  (E4F1, ECI1, RNPS1, ABCA1, 
DNASE1L2) と ３つ の non-cording RNA 
(MIR3677, MIR4717, MIR940)のみが存在し
ている。当該患者症状と今回行った研究で明
らかになった Dnase1l2 KO ホモマウスの表
現型を比較すると関節融合と低体重が一致し
ていた。このことは DNASE1L2を含む 16番
染色体短腕 16p13.3微小欠損症の関節融合と
低体重は DNASE1L2 の haploinsufficiency
（ハプロ不全）であることを示唆している。
また、今回の遺伝子欠損マウスの解析から明
らかになった表現型も当該患者で既に現れて
いるか、もしくはこれから現れる可能性が十
分考えられる。 
以上のことより Dnase1l2 遺伝子欠損マウ
スは、ヒト DNASE1L2を含む 16番染色体短
腕 16p13.3微小欠損症の良いモデル動物にな
り得ると考えられた。	
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