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研究成果の概要（和文）：　本研究では、新規RNAキナーゼファミリーCLP1およびNOL9の生体内分子機構および疾患と
の関連性について、遺伝子改変マウスを用いて解析を行った。CLP1キナーゼ活性欠損ノックインマウスは進行性の神経
変性疾患を呈することからヒト疾患との関連性を調べたところ、トルコにおいてCLP1遺伝子に突然変異を持ち、マウス
モデル同様に遺伝性神経変性疾患を発症する患者を発見した。NOL9に関してもその生体内におけるキナーゼ活性の分子
機構を調べるため、本研究でNOL9キナーゼ活性欠損ノックインマウスの樹立を目指し、今回成功に至った。今後、本マ
ウスモデルを用いてRNAキナーゼファミリーの全容を解明したい。

研究成果の概要（英文）：　CLP1 and NOL9 are the novel RNA kinase family molecules involved in RNA 
metabolism. In this project, we investigated the in vivo function and the relevance to a human disease of 
these molecules using these genetically modified mice. Previously, we have reported that the CLP1 kinase 
function dead mutant mice were shown to display a progressive neurodegenerative disease. Then, we further 
surveyed the human genome of patients with neurodegenerative diseases and identified a CLP1 homozygous 
missions mutation (R140H) in Turkish five families. Now the CLP1 mutation (R140H) associated 
neurodegenerative disease is classified as the pontocerebellar hypoplasia type 10. We newly established 
NOL9 kinase function dead mutant mice in this project. We would like to clarify the whole picture about 
the role of RNA kinase family molecules in vivo.

研究分野： 分子生物学

キーワード： RNA代謝　遺伝子改変動物　神経変性疾患
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１．研究開始当初の背景 
	 新たな細胞機能調節機構の一つとして機
能性 small	 RNA が近年注目されている。機能
性 small	 RNA の代謝機構は様々なストレス環
境に応じて高度に調節され、遺伝子発現、蛋
白質の生合成調節に関与している。最近の次
世代シークエンサーの技術進歩により多く
の RNA シークエンスが行われるようになった
が、細胞内には transfer	 RNA（tRNA）由来の
small	 RNA が多く存在することが明らかにな
ってきた。Hypoxia により誘導される tRF
（tRNA-derived	 RNA	 fragment）は RNase 活
性を持つ Dicer や RNase	 Z により tRNA	 から
切断されて生じたものであり、癌の増殖や生
存に重要な役割を持っていると報告されて
いる（Lukong	 KE	 et	 al.Cell,	 2008）。また、
tiRNA（tRNA-derived,	 stress-induced	 small	 
RNA）は酸化ストレスにより誘導された
angiogenin によって切断された tRNA から生
じる RNA 断片であるが、これは細胞のタンパ
ク質翻訳を調節して細胞をストレスから防
御する役割を担うと考えられている
（Yamasaki	 S	 et	 al.	 JCB	 2009）。	 
	 
	 （１）申請者らは、2007 年に哺乳類で初め
て RNA キナーゼとして報告された CLP1
（Weitzer	 S	 and	 Martinez	 J,	 Nature	 2007）
に着目し、Cre-loxP システムを用いた CLP1
コンディショナルノックアウトマウスおよ
び CLP1 キナーゼ活性欠損ノックインマウス
を作成して機能解析を進めてきた。CLP1 は
tRNA 前駆体スプライシング酵素複合体中で
分子間をつなぐアダプターの役割を持ち、そ
のキナーゼ活性は tRNA 前駆体の成熟化と異
常な pre-tRNA 断片の排除に重要であること
が判明した。さらに興味深いことに CLP1 キ
ナーゼ活性欠損ノックインマウスは進行性
の神経変性疾患を呈し、その原因は異常な
pre-tRNA 断片の蓄積による神経細胞へのス
トレスであることがわかってきた。しかしな
がら、RNA キナーゼの生体における機能とそ
の機能破綻により生じる RNA 断片の病理学的
意義については不明な点が多かった。	 
	 
	 （２）RNA キナーゼ活性を有する他分子の
データベース解析から、核小体に局在する分
子 Nucleolar	 protein	 9（NOL9）が見出され
た(Heindl	 K	 and	 Martinez	 J,	 EMBO	 J.2010)。
本 分子は核小体に局在することから
ribosomal	 RNA（rRNA）代謝に関与するもの
と考えられている。実際、申請者らが NOL9
遺伝子欠損胎児繊維芽細胞（MEF）を用いて
rRNA 前駆体の成熟化を検討したところ、
Hela 細胞における NOL9 の siRNA ノックダウ
ン(Kd)と同様、プロセシングの遅延とリボソ
ーム大サブユニットを構成する 28S と 5.8S
の成熟 rRNA の減少を認めた。しかしながら、
その生体内における役割については不明な
点が多く残されているため、マウス等の生体
モデルを用いた研究が必要となっていた。	 

２．研究の目的 
	 本研究では、CLP1 とさらに構造的に類似す
る分子 NOL9 に着目し、これらの分子が関与
する RNA 代謝機構とその機能破綻により生じ
る病態との関連について遺伝子改変マウス
を用いて研究を行なう。CLP1 に関して、CLP1
キナーゼ活性欠損ノックインマウスは進行
性の神経変性疾患を発症することが判明し
たが、ヒトにおいても神経変性疾患との関連
性があるのか関連性を調べる。NOL9 に関して、
本分子は CLP1 同様 in	 vitro において RNA お
よび DNA の 5’末端をリン酸化するキナーゼ
活性を持つ。また NOL9 はリボソーム合成に
関与する Rix1 酵素複合体の一構成要素であ
り、複合体中でアダプターとしての役割を担
う（Castle	 CD,	 et	 al,	 Mol	 Biol	 Cell,	 2012）。
そのため、NOL9 遺伝子欠損細胞に認める rRNA
成熟障害は NOL9 のキナーゼ活性を反映した
ものではなく、Rix1 複合体の形成に問題が生
じたための結果である可能性がある。このよ
うな点から、NOL9 遺伝子のキナーゼ活性部位
にアミノ酸置換変異を入れたキナーゼ活性
欠損 NOL9 ノックインマウスは生体内におけ
るキナーゼとしての役割を解析する上で有
用なモデルであると思われる。また、本研究
において NOL9 と疾患との関連について解析
するため、組織特異的 NOL9 ノックアウトマ
ウスを用いた疾患モデルを解析する。まず、
造血幹細胞特異的誘導性ノックアウトマウ
スを用い、NOL9 の造血幹細胞における時空間
的機能解析を行なう。また、NOL9 を含む核小
体酵素複合体の Rix1 複合体には PELP1 が存
在するが、PELP1 はエストロゲンレセプター
やプロゲステロンレセプターといった核内
レセプターのコアクチベーターとしての機
能を持ち、乳癌においてプロトオンコジンと
して機能することが報告されている
（Rajhans	 R	 et	 al,	 Cancer	 res.2007）。乳
腺細胞特異的 NOL9 ノックアウトマウスを用
いて、マウス乳癌モデルを作成し、NOL9 の乳
癌発症および進展における役割と治療標的
としての可能性について検討を行なう。これ
らの解析により、NOL9 のキナーゼ活性を標的
とした創薬の可能性を探る。	 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト CLP１突然変異の機能解析	 
	 申請者らは、本研究プロジェクトを開始し
てすぐに CLP1 の突然変異を持ち、ホモ変異
体の患者において小頭症を発症する家系が
存在するという情報を得た。そこで、本研究
においてヒト CLP1 遺伝子に生じた突然変異
が本来の分子機構にどのような影響を与え
るのか研究を進めた。さらに CLP1 キナーゼ
活性欠損ノックインマウスで発症する神経
変性疾患との相似性について病理学的解析
を行った。	 
①ヒト CLP1 突然変異 R140H の分子機能解析	 
	 CLP1-R140HのRNAキナーゼ活性を調べるた
め、in	 vitro	 kinase	 assay を行った。また、



 

 

CLP1 は tRNA	 splicing	 endonuclease	 酵素複
合体(TSEN	 complex)の構成要素であり、その
タンパク質複合体の各分子を架橋して安定
化させる機能を担っている。そこで、その分
子間結合を調べるため、免疫沈降を行った。
さらに、野生型 CLP1 と変異型 CLP1 における
pre-tRNA のスプライシング効率の違いを調
べるため、in	 vitro	 splicing	 assay を行っ
た。また、ヒト CLP1-R140H 患者から採取し
た線維芽細胞を用いて、tRNA のノーザンブロ
ットを行った。	 
②マウス脳の病理組織学的解析	 
	 CLP1（K127A）キナーゼ活性欠損マウスの
大脳組織を神経細胞特異的抗体で免疫組織
化学染色を行い、形態と神経細胞数について
検討を行った。また、MRI により脳の体積を
計測し、ヒト CLP1 変異患者に認める小頭症
との相似性について検討した。	 
	 
（２）NOL9 の生体内機能についての解析	 
	 Cre-loxP システムを用いた NOL9	 コンディ
ショナルノックアウトマウスを用いて、各臓
器における NOL9 の生体内分子機構を解析し
た。NOL9-flox 遺伝子組換えマウスと Mx1-Cre
マウスを交配し、造血幹細胞における NOL9
ノックアウトマウスを作成した。また、乳癌
モデル作成のため、MMTV-Cre マウスとの交配
による乳腺細胞細胞特異的 NOL9 ノックアウ
トマウスを樹立した。	 
	 さらに、NOL9 のキナーゼ活性のみを消失さ
せたノックインマウスを樹立するため、キナ
ーゼ活性部位の１アミノ酸のみを置換した
変異マウスを ES 細胞の遺伝子組換えによる
ジーンターゲッティング法により樹立を試
みた。	 
	 
４．研究成果	 
（１）ヒト CLP１突然変異の機能解析	 
①	 in	 vitro	 kinase	 assay により野生型 CLP1、
キナーゼ欠失型 CLP1-K127A、ヒト変異 CLP１
-R140	 H 間におけるキナーゼ活性の差を解析
したところ、K127A は以前のデータ通り完全
に活性を消失していたが、R140H では活性の
低下がみられるものの依然として活性が存
在した。R140H はキナーゼ活性に重要な配列
部位の変異ではないためと考えられた。	 
②	 CLP1—R140 変異による tRNA	 splicing	 
endonuclease	 酵素複合体(TSEN	 complex)中
における分子間結合を免疫沈降法により解
析した。野生型 CLP1 では構成分子である
TSEN2、TSEN54、TSEN34 の十分な結合が確認
され、K127A 変異においても野生型に比べる
と減弱しているものの結合が確認された。し
かしながら、R140H ではほぼ完全に分子間結
合が消失していた。これらの結果よりヒト
R140H 変異は、CLP1 のキナーゼ活性よりも
TSEN	 complex内における分子間結合に大きな
影響を与えることが判明した。	 
③	 in	 vitro	 splicing	 assay により野生型
CLP1、キナーゼ欠失型 CLP1-K127A、ヒト変異

CLP１-R140	 H 間における tRNA のスプライシ
ング効率の差を解析した。K127A、R140H の両
変異体においてスプライシング効率は減弱
していることを確認した。	 
③	 さらにヒト CLP1-R140H の患者から採取し
た線維芽細胞を用いて tRNA のノーザンブロ
ットを行ったところ、RNA 断片の蓄積を認め
た。これは CLP1（K127A）キナーゼ活性欠損
マウス研究においても認めており、tRNA 断片
の細胞内蓄積が神経細胞のアポトーシスを
惹起する可能性を提唱したが、ヒト疾患にお
いても同様の病態メカニズムが存在してい
ることが示唆された。	 
④	 CLP1（K127A）キナーゼ活性欠損マウスの
脳を詳細に解析したところ、ヒト CLP1-R140H
患者同様に小頭症を認めた。興味深いことに、
胎児期 16.5 日目あたりまでは脳の体積と神
経細胞数に異常は認めないが、出生前の 18.5
日では急激に脳体積および神経細胞数の減
少を認めた。つまり、胎生後期において病態
が急速に進行することがわかった。	 
	 
（２）NOL9 の生体内機能についての解析	 
①	 造血幹細胞および乳腺細胞における部位
特異的 NOL9 ノックアウトマウスを樹立した。
当初、rRNA 異常によりダイヤモンド・ブラッ
クファン貧血などの疾患が発症するため、そ
のような表現型を予想していたが、これまで
の解析からむしろ骨髄増殖性疾患を呈する
ことがわかってきた。乳腺特異的 NOL9 マウ
スの Medroxyprogesterone	 acetate(MPA)と
dimethylbenz[a]anthracene(DMBA)を用いた
マウス乳癌モデルにおいても、乳癌の増悪傾
向を示した。つまり、NOL9 は癌抑制遺伝子で
ある可能性が新たに示された。現在、その分
子メカニズムを明らかにするため解析を進
めている。	 
②	 NOL9 キナーゼ活性欠損マウスの作製を試
みた。NOL9 のキナーゼ活性部位は exon5 に存
在するため、exon5 に変異を入れるべく exon4
と exon5 の間に neo 遺伝子および loxP 配列
をジーンターゲッティング法により導入し、
キメラマウスを作製した。しかしながら、そ
の後 neo 遺伝子と loxP 配列が挿入されたゲ
ノム部位が NOL9	 mRNA のスプライシングに重
要な配列を含んでいたと思われ、ノックイン
ではなくノックアウト状態になりホモ接合
体の個体が得られないことが判明した。そこ
で、新たにターゲッティングベクターを作製
し直してneo遺伝子およびloxP配列をexon3
と exon4 の間に挿入した。最終的に NOL9 キ
ナーゼ活性欠損マウスの作製に成功し、現在
C57BL/6J の遺伝子バックグラウンドへの戻
し交配と並行して解析を進めている。	 
	 
	 以上より、RNA キナーゼ分子 CLP1 および
NOL9 が生体内で重要な役割を担っているこ
と、さらに様々な疾患と関連していることが
分かってきた。特に CLP1 はヒトにおいても
その突然変異が神経変性疾患の発症の直接



 

 

的な原因であることが明らかとなった。現在
では、CLP1-R140H 突然変異による遺伝性神経
変 性 疾 患 は 橋 小 脳 低 形 成 10 型
（Pontocellebelar	 hypoplasia	 type10）と
して分類されている。一方、NOL9 は本研究に
おいて、全く新しい癌関連遺伝子としての可
能性が示唆され、今後新たに樹立したキナー
ゼ活性欠損マウス等を用いた詳細な解析か
ら生体内における機能と疾患との関連につ
いて明らかにしていきたい。	 
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