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研究成果の概要（和文）：先天性大脳白質形成不全症の原因として低分子RNAの異常が報告されているが病態は
不明である。本研究では２つの方法を用いてその解析を行った。まず線維芽細胞から神経細胞への分化を簡便に
誘導するDirect reprogramming法を用いた解析を行い、症例の神経細胞ではコントロールと比して分化しづらく
早期にアポトーシスを起こすことを明らかにした。さらに、ラット脊髄後根神経節細胞の初期培養法を用いて
PNPT1、POLR3A等の低分子RNA関連遺伝子のノックダウン解析を行い、髄鞘化障害や軸索成長障害が起こることを
確認した。今後これらの実験解析法を用いて治療法の検索などに応用していく予定である。

研究成果の概要（英文）：Abnormalities in small RNAs have been reported as a cause of congenital 
hypomyelinating leukodystrophy, but the pathogenesis is unknown. In this study, we used two methods 
to analyze the pathogenesis of the disease. First, we used direct reprogramming, a simple method to 
induce differentiation of fibroblasts into neurons, and found that the neurons in the case were less
 differentiated than those in controls and apoptotic at an early stage. In addition, we performed 
knockdown analysis of low-molecular-weight RNA-related genes such as PNPT1 and POLR3A using an early
 culture method of rat spinal dorsal root ganglion cells, and confirmed that myelination and axonal 
growth defects occur. We plan to apply these experimental analysis methods to the search for 
treatment methods in the future.

研究分野： 小児神経学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的独自性について、まず低分子RNA の異常が大脳白質形成不全症に関連す
ることをPNPT1遺伝子変異症例の線維芽細胞を用いた解析によって明らかにしたことである。さらに、iPS細胞な
どと比較して簡便なDirect reprogramming法を用いて解析する系を確立できたことが、今後の大脳白質形成不全
症の機能解析や、治療法の探索にも役立つ。
低分子RNAの異常に関与するPOLR3A,POLR3B遺伝子異常は症例数も多いため、本研究により神経細胞の異常が起こ
ること確認できたことは、臨床へのインパクトも大きい。

※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 

先天性大脳白質形成不全症は、精神運動発達障害や痙性麻痺など多彩な臨床症状を呈し、頭部

MRI の T2 強調画像で白質の高信号を特徴とする疾患群である。10 万人あたり 1.4 名程度の発症

率とされ、髄鞘を形成する構造蛋白をコードする PLP1 遺伝子異常による Pelizaeus-Merzbacher 

病が最も多い(Numata et al. J Neurol 2014; 261: 752–58)が、全エクソーム解析を含む詳細

な遺伝子解析を行っても約 1/3 は原因不明である(Arai-ichinoi, Uematsu et al. Hum Genet. 

2016; 135:89-98)。他の原因遺伝子として POLR3A および POLR3B 遺伝子が知られており、低分

子 RNA の転写を担う RNA polymerase III をコードしていることから、低分子 RNA の減少が大

脳白質形成に関連する可能性が示唆されている(Saitsu et al. Am J Hum Genet.2011; 89: 644-

651)。しかし、その発症機序に関する報告はほとんどなされていないのが現状である。 

遺伝子異常の機能解析を行うにあたり、患者由来の細胞を用いる方法が望ましく、iPS 細胞を

用いた研究が多くなされているが、時間と費用が多くかかる問題点がある。2013 年に線維芽細

胞を用いて神経細胞への直接分化を行う方法(Direct reprogramming)が報告され(Xue et al. 

Cell 2013; 152: 82-96)、線維芽細胞を用いて神経細胞の機能解析を簡便に行うことが可能と

なった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、低分子 RNA に関連する PNPT1 や POLR3B などの遺伝子異常が、脳の神経細胞

やオリゴデンドロサイトなどのグリア細胞形成にどのように影響するのか解析することである。

申請者はこれまで先天性大脳白質形成不全症の遺伝子解析を多数例で行い、平成 27 年に姉弟例

において、新規候補遺伝子 PNPT1 に複合ヘテロ接合変異を同定した。本遺伝子は核由来の低分子

RNA（RNaseP RNA, MRP RNA, 5S rRNA, tRNAs）

を ミ ト コ ン ド リ ア 内 へ 輸 送 す る 酵 素

PNPase(polynucleotide phosphorylase)をコ

ードしており、ノックアウトマウスは胎生致

死となる重要な酵素である（図１）。 

症例の解析を詳細に行った結果、PNPase の

低下、ミトコンドリア呼吸鎖の機能低下、そし

て低分子 RNA の細胞質からミトコンドリア内

への輸送能低下を証明し、PNPT1 遺伝子を大脳

白質形成不全症の原因遺伝子として論文に報

告した（Sato, Uematsu et al.  Clin Genet.2018; 93: 242–247) 。本遺伝子のさらなる解析

のために CRISPER/Cas9 システムを用いて姉妹例の遺伝子変異導入を持つモデルマウスの作成を

試みたが困難であり、遺伝子変異の脳神経やグリア細胞などへの影響を解析することが難しか

図１ 低分子 RNA と PNPase 



った。iPS 細胞による解析も検討したが、神経細胞への分化には多くの時間とコストが必要であ

る。そこで本研究では、①簡便な Direct reprogramming 法により PNPT1 遺伝子異常症例の線維

芽細胞から、神経細胞に加えてオリゴデンドロサイトなどへの分化誘導する系を確立しその病

態解析を行う、②ラットやマウスの中枢神経や末梢神経の培養組織において PNPT1 や POLR3B な

どの遺伝子をノックダウンして病態解析を行う、③ ①の系を用いた簡便な治療薬スクリーニン

グの系を確立する、ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１） 患者由来線維芽細胞から神経細胞

やオリゴデンドロサイトなどへの分

化誘導する系を確立し病態解析を行

う。図２のように既報(Xue Y et al. 

2013)に従い PTBP1 遺伝子を shRNA を

用いてノックダウンして培養するこ

とで、線維芽細胞から神経細胞への分

化誘導系を確立する。そして正常コン

トロールと比して神経細胞の形態や

生存率などに異常があるかどうか、解析を行う。 

 

（２）in vitro myelination

の手法を用いて、ラットの

末梢神経の培養組織におい

てPNPT1やPOLR3Bなどの遺

伝子をノックダウンして髄

鞘化や軸索の成長障害につ

いて解析する。髄鞘化はオ

リゴデンドロサイトが神経

細胞の軸索にコンパクトな

髄鞘を形成することで完成

するため、その過程の解析

が必要である。このために、ラットの胎児由来の後根神経節を用いた末梢神経髄鞘化培養モデル

(図３)を用いて、目的の遺伝子をshRNAを用いてノックダウンする。この方法では、PNPT1遺伝子

の影響だけでなく、POLR3B遺伝子など低分子RNAの輸送に関連する遺伝子の機能喪失による影響

も解析可能となる。 

 

（３） 簡便な治療薬スクリーニングの系を確立する。1)、2)で各細胞や髄鞘化に障害が確認さ

図２ 線維芽細胞から神経細胞への分化 

図３ In vitro myelination の方法と結果（正常の場合） 



れた場合には、その回復を期待できる治療薬をスクリーニングし、治療薬の候補を見出すことを

目指す。具体的には、1)の培養細胞系に薬剤を添加し、神経細胞死に導かれない薬剤や、オリゴ

デンドロサイトの分化が促進される薬剤をスクリーニングする。 

 

４．研究成果 

（１）Direct reprogramming 法による線維芽細胞から神経細胞へ分化する系の確立 

患者由来線維芽細胞から神経細胞へ Direct reprogramming 法を用いて分化誘導する系の確立に

成功した。解析した結果、

コントロールの患者の線

維芽細胞からは、順調に神

経細胞へ分化し、各種解析

が可能な系を確立できた

一方、患者由来の線維芽細

胞はおそらくミトコンド

リア機能障害のために増

殖が非常に遅く、神経細胞

への分化もわずかとなっ

た（図４）。 

さらに Direct reprogramming 法で神経細胞に分化すると、早期にアポトーシスに陥ることが

分かった（図５）。病態を説

明する重要な知見を得る

ことができた一方、早期に

神経細胞が死んでしまう

ため、さらなる病態解析に

必要な免疫染色やタンパ

ク定量などの解析が困難

であった。 

 

（２）in vitro myelination による低分子 RNA 関連遺伝子の髄鞘化への影響 

ラットの脊髄後根神経節細胞を培養し、末梢神経の培養組織において低分子 RNA に関連する遺

伝子をノックダウンして解析を行った。その結果、PNPT1 や POLR3A, POLR1C を shRNA でノック

ダウンして培養すると、後根神経節からの神経軸索の成長が障害され（赤矢印）、さらに髄鞘も

形成されない（MBP 発現の低下）ことを、免疫染色にて確認した（図６）。同様の解析を中枢神経

でも行うため、ラットの脳から採取した脳細胞の培養でオリゴデンドロサイトの観察を試みた

が、系の確立が困難であった。 

図４ PNPT1 変異では分化する神経細胞が減少 

図５ PNPT1 変異では神経細胞が早期にアポトーシス 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 今後、上記の系を用いて低分子 RNA 輸送を改善するような薬物スクリーニングを行う予定で

ある。また、最近 Direct reprogramming 法をさらに改良して神経細胞のみならず白質を形成す

るオリゴデンドロサイトなど他の脳細胞への分化を行った報告がなされた(Xiao et al. Nature 

Communication 2018 ; 9: 2865)。疾患の解析に最適な系を更に検討していく予定である。 

図６ 低分子 RNA 遺伝子変異で髄鞘化・軸索成長が障害 
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