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研究成果の概要（和文）：RNA代謝あるいは神経発達異常に関連する遺伝子異常による希少難病のモデルとし
て、ゼブラフィッシュモデルの利点に着目し疾患モデル作製に着手した。橋小脳低形成症候群1A型モデル
（VRK1）、SHRF病（EXOSC2）、小児肝不全（LARS）、小頭症16型（ANKLE2)等の疾患モデルを樹立し病態メカニ
ズムの一端を明らかにした。Heart and Brain Malformation Syndromeの原因遺伝子であるSMG9は、mRNA品質管
理機構(NMD)を担う分子である。SMG9遺伝子欠損フィッシュを作製したところ早老症を呈した。NMDと老化との関
連性を本モデルによって示した。

研究成果の概要（英文）：Most genetically engineered mice related to RNA metabolism are embryonic 
lethal , making detailed analysis difficult. Therefore, we started to create disease models by 
focusing on the advantages of the zebrafish model as a model for rare  diseases caused by genetic 
abnormalities related to RNA metabolism or neurodevelopmental abnormalities. In this project, we 
have established disease models such as the Pontocerebellar hypoplasia syndrome type 1A model 
VRK1), SHRF disease (EXOSC2), pediatric liver failure (LARS), microcephaly type 16 (ANKLE2), and 
distal tubular acidosis with hearing loss (ATP6V1B1), and clarified part of the pathogenetic 
mechanism. We have shown that SMG9, the causative gene of Heart and Brain Malformation Syndrome 
(HBMS), is a molecular target of the mRNA quality control mechanism (NMD), and that SMG9 
gene-deficient zebrafish exhibit premature aging, indicating a link between NMD and aging.

研究分野：生化学分子遺伝学

キーワード： RNA 代謝　希少難病　ゼブラフィッシュ　疾患動物モデル

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
tRNA代謝及びNMD機構の各分子の遺伝子疾患には異なる特徴があり、診断治療戦略には構成分子各々の生体内機
能の理解が不可欠である。RNA代謝関連分子の遺伝子欠損マウスモデルは胎生致死に陥るケースが多く、生体内
機能の解明は困難であった。ゼブラフィッシュはヒト遺伝子と共通する70%以上のオルソログを有しており、ゲ
ノム編集の発展により容易に遺伝子改変が可能となった。ゼブラフィッシュモデルを用いることでRNA代謝関連
分子の機能が明らかとなり希少難病の診断治療の開発が期待される。また、RNA代謝と細胞老化の関連が明らか
になったことで、老化と関する癌、神経変性疾患など広範な医学分野への応用が期待される。

※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 

近年におけるシークエンス技術の発達により、多くの疾患発症の原因と考えられる遺伝子
変異が見出されている。それが疾患発症の直接的原因であるか否かの検証には疾患モデル動
物の作製が極めて強力なアプローチとなるが、現状ではその観点からの研究は未だ十分とは
言えない。2017 年、RNA スプライシング機構をターゲットとしたアンチセンス核酸医薬「ス
ピンラザ」の登場が本疾患に苦しむ患者に大きな希望を与えた。この脊髄性筋萎縮症をはじ
めとして、小児期発症の神経変性疾患は、RNA 制御機構に関与する遺伝子変異が原因となり
発症するものが多い。遺伝性進行性神経変性症候群の１つである橋小脳低形成は、これまで
15 の病型が報告されており、そのうち 11 の原因遺伝子は RNA 代謝に関連する分子である。
しかし、RNA 制御機構に関与する遺伝子欠損マウスは早期胎生致死になる傾向にあり、また
病的 RNA の過剰発現マウスにおいては、RNA の発現が不十分であるケースが多く、満足のい
くモデル作製に至らなかった。このような背景から、マウスに代わる in vivo 疾患モデルと
してゼブラフィッシュに着目した。 

 
２．研究の目的 

本研究は、様々な RNA 制御関連分子の機能破綻により発症する小児難治性疾患の分子メカ
ニズムについて、その全容解明を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1) エクソーム解析によるヒト患者遺伝子解析：先天性遺伝子疾患のエクソーム解析から見出

された RNA 制御関連遺伝子の遺伝子変異について、種間の保存性や機能ドメインの検索に
より疾患との関連性を検討する。 

(2) 疾患モデルフィッシュの開発：（1）の解析より見出した変異遺伝子の中から、疾患発症に
関与する可能性が高いものについて、ゲノム編集によりモデルの作製を行う。表現型に応
じて臓器特異的に蛍光タンパク質（GFP、mCherry 等）を発現するフィッシュとの交配によ
り詳細な形態学的解析を行う。すでに神経特異的 GFP 発現フィッシュ（Tg(Isl1-GFP)）、
肝臓特異的 GFP発現フィッシュを有している。これらのモデルは Tol2 トランスポゾンシ
ステム（国立遺伝研川上博士より供与）により簡便にかつ高効率に作出可能である。 

(3) 疾患モデルマウスの開発：ゼブラフィッシュモデルの解析結果より、疾患発症に直接的な
関与があると確認できた遺伝子について、ゲノム編集によりノックインマウスモデルの作
製を行う。 

 
４．研究成果 
(1) RNAキナーゼ CLP1 に関連する遺伝子 

CLP1 遺伝子のキナーゼ活性部位に一塩基変異を導入してキナーゼ活性を喪失させたノ
ックインマウスの解析から、tRNA 断片の細胞内蓄積が新たな神経変性症候群の分子機序
であることを報告したが、その病的 tRNA断片の候補 RNA として、チロシン tRNA の 5’側
断片、チロシン tRNA の 3’側断片、イソロイシン tRNA のイントロンの３種の RNA が提唱
されており、この中でどれが最も疾患発症に寄与するのか詳細は不明であった。そこで、
我々はゼブラフィッシュの受精卵に各 tRNA 断片を顕微注入し、その後の発生の異常につ
いて検討を行った。その中で、チロシン tRNA の 5’側断片が最も神経毒性が高いこと、そ
してこの RNA 断片がピルビン酸キナーゼ M2（PKM2）に結合することにより p53 の活性化
が惹起され、結果として神経細胞死に至ることを証明した（Inoue M et al. BBRC 2020）。 
我々はトルコにおいて CLP1 遺伝子変異（p.R140H）をもつ橋小脳低形成の患者を発見し

たが、この遺伝子変異が実際に疾患発症につながるのか検証がなされていなかった。そこ
で、同じ遺伝子変異をも
つ CLP1ノックインマウス
（Clp1RH/RH）を作製して解
析を行 い、ヒト同様に
小頭症を含めた神経系の
発達異常をきたすことを
明  ら か に し た
（ Morisaki I et al. 
BBRC 2021）。図 1 は、
Clp1RH/RH における小頭症
とニューロンの減少を示
している。 
CLP1同様、Nucleolar protein 9（NOL9）も RNAキナーゼ活性を持つと報告されている
（Heindle et al. EMBO J 2010）。そこで、NOL9の生体内におけるキナーゼ活性の意義を
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Figure 3. Morisaki et al.

図1. 小頭症を発症するClp1RH/RHマウス

図2. ankle2-/-フィッシュに認める核膜形成不全

図4. exosc2-/-フィッシュに認める肝臓の発達異常

図3. exosc2-/-フィッシュに認める網膜変性



明らかにするため NOL9 キナーゼ活性欠損ノックインマウスを作製し検討した。本マウス
は明らかな表現型を示さず、また様々な RNA の成熟化についても異常を見出さなかったこ
とから、生体内における RNA キナーゼ活性は、主に CLP1 が担っていることを示した。こ
の成果は OMIM（Online Mendelian Inheritance in Man）に収載された（Fujinami H et 
al. BBRC 2020）。 

(2) 橋小脳低形成に関する遺伝子変異 
CLP1 遺伝子変異は橋小脳低形成 10 型として病型分類されているが、橋小脳低形成症候

群を構成する遺伝子群は RNA 代謝に関連するものが多い。これらは細胞の正常機能に重要
な役割を担っているため遺伝子改変マウスのほとんどは胎生致死であり詳細な解析が不
可能である。そこで、RNA 代謝あるいは神経発達異常に関連する遺伝子異常による希少難
病の in vivo モデルとして、受精後の 1細胞期から発生過程が可視化できるゼブラフィッ
シュモデルの利点に着目し CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を用いた疾患モデル作製に着
手した。CLP1 と同じく橋小脳低形成症候群の原因遺伝子である VRK1 の遺伝子欠損ゼブラ
フィッシュを作製し解析した（Carrasco Apolinario ME et al. BBRC 2023）。VRK1 は有糸
分裂中に核膜の形成を促進する分子 BAF のリン酸化に関与する分子である。VRK1 遺伝子欠損ゼブ
ラフィッシュはヒト患者同様小頭症を示し、運動異常を認めた。また、核膜の形成不全を
認め、これにより脳の発生異常が生じたものと考えられた。VRK1 は BAF のリン酸化酵素
であるが、一方で ANKLE2 は BAFの脱リン酸化酵素である。ANKLE2 は、ジカウイルスの標
的分子であることが報告されており、ジカウイルスによる小頭症発症の病態に重要である。
そこで VRK1 遺伝子欠損ゼブラフィッシュを作製したところ、予想通り小頭症をきたした。
また、VRK1 同様に核膜形成の異常をきたし、神経幹細胞の減少を認めた。興味深いこと
に、カウンターパートの
VRK1 をヘテロ接合体ノッ
クアウトにすることで小頭
症および核膜形成の異常が
回復した。この実験により、
VRK1 と ANKLE2 との関係お
よび小頭症の発症機構の一
端を明らかにすることがで
きた。図 2 は、ANKLE2 遺伝
子欠損フィッシュに VRK1
遺伝子欠損フィッシュを交
配することで核膜形成異常が回復した所見である。 

(3) RNA エキソソーム複合体に関する遺伝子変異 
EXOSC2 は RNA エキソソーム複合体のサブユニットであり、RNA

プロセシングおよび様々な RNA の分解に関与している。EXOSC2
の変異は、神経障害、網膜変性、早期老化に関連する遺伝症候
群に関連付けられているが（Di Donato N ら、J Med Genet 2016）
その病態機構は明らかになていない。まず EXOSC2 遺伝子欠損
マウスを作製したところ早期の胎生致死のため分子の生体内機
能を詳細に解析することが不可能であった。そこで、次に
EXOSC2 遺伝子欠損ゼブラフィッシュを作製し解析を行った。こ
のモデルは受精後 11 日間ほど生存可能であり、ヒト疾患に類
似した症状、神経異常、網膜色素変性、早老症を示した。その
原因として、分解すべき mRNA の代謝不全によりヌクレオチド
のアデニンが不足し、その結果として ATPが枯渇しオートファ
ージーが過剰に進んでしまうことを見出した（Yatsuka et al. 
BBRC 2020）。図 3 は EXOSC2 遺伝子欠損フィッシュに認める網
膜の変性を示す。 

(4) アミノアシル tRNA合成酵素に関する遺伝子異常 
小児肝不全の原因遺伝子であるロイシル tRNA合成酵素（LARS）は、ロイシンを tRNA に
結合する酵素であるが、一方で細胞内のロイシン濃度を感知することにより mTORCシグナ
ルを活性化するロイシンセンサーとしての役割を持つ。この遺伝子変異は、Infantile 
liver failure syndrome 
type1 (ILFS1)の原因となり、
肝不全、貧血、発達異常など
を引き起こす。その病態機構
を明らかにするために、LARS
遺伝子欠損ゼブラフィッシ
ュを作製した。ヒト患者同
様、肝臓の発達異常および貧
血を示した（図 4）。この表現
型はラパマイシンにより一
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部回復したことから、オートファジーが過剰に進んだ結果であることが示唆された(Inoue 
et al. Sci Rep 2021)。 

(5) nonsense mediated mRNA decay（NMD）に関与する遺伝子異常 
Heart and Brain Malformation Syndrome (HBMS)の原因遺伝子である SMG9は、mRNA品
質管理機構である nonsense mediated mRNA decay (NMD)を担う分子である。ノックアウ
トマウスは胎盤不全による胎生致死のため詳細な解析が不可能であった。SMG9 遺伝子欠
損ゼブラフィッシュを作製したところ長期生存し神経系の異常と早老症を呈した。NMDの
標的である SMOXの mRNA が過剰に発現しており、その結果副次的に活性酸素やアクロレイ
ンが蓄積して老化が進行したと考えられた（Lai et al. Commun Biol. in press） 
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