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研究成果の概要（和文）：スプライシングと神経疾患の関係は注目を浴びており、脳スプライシング病という概念も出
来つつある。本研究では、代表的な脳スプライシング病であり、代表的な発達障害原因遺伝子であり、神経変性病態関
連分子でもあるPQBP1にフォーカスを絞って、スプライシング複合体の構造解析を行い、その結果に立脚して、PQBP1の
治療効果を既に準備開発した新規のマウスモデルで検証することで神経疾患の革新的治療開発を行った。その結果、PQ
BP1機能欠損におけるスプライシング異常を介した小頭症・知的障害の発症メカニズム解明と治療法開発、PQBP1とU5-1
5kDの結合の構造生物学的基盤の解明を達成した。

研究成果の概要（英文）：RNA splicing is implicated in the molecular pathology of neurological diseases, 
and the concept of RNA splicing diseases has been proposed. In this project, we focused on PQBP1, which 
is a representative RNA splicing disease gene, a representative disease gene of intellectual disability 
(ID), and a neurodegeneration-related gene. We intended to perform structural biology analysis of PQBP1 
and develop revolutional therapy. As the results, we elucidated pathomechanisms of PQBP1-linked 
ID/microcephaly through splicing impairment, developed a gene therapy against this disorder. We also 
clarified structural basis of nteraction between PQBP1 and U5-15KD.

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
PQBP1 はポリグルタミン配列に直接的に結合
するタンパク質として私たちが発見したも
のである(Imafuku et al, BBRC1998; Waragai 
et al, Hum Mol Genet 1999)。PQBP1 は複数
のポリグルタミン病疾患タンパク質に結合
することから、疾患の枠組みを超えた病態機
能が想定されている。一方、私たちのこれま
での研究（本挑戦的萌芽研究を含む）から、
PQBP1 はスプラシングと転写に関わること、
PQBP1 は核内で foci を形成するとともに、細
胞質にも移行し、ストレス顆粒の構成要素で
あること、PQBP1 の C 末端ドメインは天然変
性タンパク質構造であること、などが示唆さ
れていた。 
 また、PQBP1 はその遺伝子変異がレンペニ
ング症候群をはじめ、複数の知的障害＋小頭
症の原因であることが明らかにされており
(Nat Genet 2003)、変性疾患のみならず、発
達障害にも関わる重要な遺伝子・タンパク質
であることが示されている。 
 
２．研究の目的 
 
スプライシングと神経疾患の関係は注目を
浴びており、脳スプライシング病という概念
も出来つつある。本研究では、代表的な脳ス
プライシング病であり、代表的な発達障害原
因遺伝子であり、神経変性病態関連分子でも
ある PQBP1 にフォーカスを絞って、スプライ
シング複合体の構造解析を行い、その結果に
立脚して低分子化合物を探索し、その効果を
既に準備開発した新規のマウスモデルで検
証することで神経疾患の革新的治療開発を
行う。 
 
３．研究の方法 
 
①知的障害（発達障害の主要な病型である）
の原因遺伝子としても、スプライシング因子
である PQBP1 が見つかった。PQBP1 は、もと
もと研究代表者グループがポリグルタミン
配列に結合する新規生理的タンパク質とし
て発見したものである(Waragai et al., Hum 
Mol Genet 1999; Okazawa et al., Neuron 
2002)。医学臨床的に非常に重要なことは、
PQBP1 遺伝子変異による発達障害が極めてコ
モンな疾患であることである。PQBP1 遺伝子
変異と精神発達遅滞との関連は、European 
Consorsium of X-linked Mental Retardation 
によって初めて示された(Kalscheuer et al., 
Nat Genet 2003)。彼らの保有した原因遺伝
子未同定の２９家系のうち ５家系が PQBP1
遺伝子変異を持っていた。さらに、Stevenson
ら、Lenski らの報告が相次ぎ、de Brouwer
らによれば、その頻度は Rett 症候群の疾患
頻度にほぼ匹敵するものである（遺伝性精神
発達遅滞の４．５％。これに対して Rett 症
候群は６．２％）(de Brouwer et al., Hum 

Mutation 2007)。 
 PQBP1 はその WW ドメインを介して RNA 
polymeraseII の C 末端配列に、C末端ドメイ
ンを介してスプライシング因子と結合する
ことが知られている (Okazawa et al., 
Neuron2002)。したがって、FUS と同様に転
写・スプライシングのカップリングにも働い
ていることが想定される。このカップリング
の為には、２つの PQBP1 ドメインが必須と考
えられるが、図３に示す通り、疾患変異は WW
ドメインのコアとなるアミノ酸あるいは、C
末端ドメインの前に存在する繰り返し配列
の insertion/deletion (frame shift によっ
て C 末端ドメインの喪失を引き起こす)に集
中している。したがって、転写スプライシン
グの連結機能が損なわれると発症する。ある
いは、スプライシング機能の喪失、転写機能
の喪失のいずれもが、精神発達遅滞につなが
るとの考え方も出来よう。 
 スプライシング機能については、代表者グ
ループおよび他グループによって、PQBP1 と
スプライシング因子U5-15kDの結合が示され
(Waragai et al., BBRC 2000; Zhang et al., 
BBA 2000)、さらに、全く独立したスプライ
ソゾーム成分解析研究から(Makarov et al., 
Science 2002; Makarova et al., EMBO J 2004)、
PQBP1 および U5-15kD は、スプライシングの
B 複合体（図４左）に、それも B’複合体で
はなく BDU1 複合体の時期に一過性に、スプ
ライシング複合体に含まれることが分かっ
ている。 
 構造生物学的には、PQBP1 の WW ドメインの
モデル構造が提案されていたが、PQBP1 全体
の構造は研究されていなかった。そこで、連
携研究者・水口らは、研究代表者・岡澤との
共同研究を通じて、PQBP1 が WW ドメインと長
い変性領域を有する天然変性タンパク質で
あることを示した（Takahashi et al., BBA, 
2009; BBA, 2010）。さらに、詳細な NMR 解析
の結果、PQBP1 が 20 残基程度の C末端セグメ
ントを使って U5-15kD に結合していること、
PQBP1 が U5-15kD の疎水性ポケットに結合し
ていることも示した。 
 本研究では、精神発達遅滞の原因となる
PQBP1 変異体が U5-15kD に結合できないこと
の基盤を構造生物学的に解析する。 
 
②新規遺伝子の発見を端緒として、神経疾患
発症メカニズムにおけるスプライシング異
常の重要性が認識されている。本研究は、こ
の背景に立って、スプライシング異常がどの
ように生物学的な形質（知的障害および小頭
症）につながるかを明らかにする。 
 
③さらに、PQBP1 異常を補正し、その結果を
スプライシング複合体機能、動物レベルの分
子病理・症状などのバイオロジー的観点から
検証した上で、治療開発に発展させようとす
るものである。 
 



４．研究成果 
 
①PQBP1 機能欠損におけるスプライシング異
常を介した小頭症・知的障害の発症メカニズ
ム解明と治療法開発（目的②、③に対応） 
 
 本研究では、PQBP1の神経幹細胞からのcKO
マウスを作成し、これを用いて、PQBP1 異常
症における小頭症の発症メカニズムPQBP1異
常症の遺伝子治療の道筋、を明らかにした。
小頭症は従来、神経幹細胞の分化効率が上昇
する（このために幹細胞が枯渇する）、神経
幹細胞の細胞死が亢進する、分化ニューロン
の細胞移動が障害されるという３つのメカ
ニズムが重要な役割を果たすと考えられて
きました。ところが、私たちの作成した神経
幹 細 胞 内 の PQBP1 を 欠 損 す る PQBP1 
Nestin-Cre-conditional KO（PQBP1-cKO マウ
ス）は、小頭症は再現するものの、これらの
何れのメカニズムにも当てはまらず、その代
わりに胎児の脳形成期における細胞周期時
間が異常に延長していることが明らかにな
った。 
 
 さらに、PQBP1-cKO マウスとコントロール
マウスを比較すると、PQBP１のスプライシン
グ障害により、数百個の M 期、S 期などの細
胞周期調節タンパク質やユビキチンプロテ
アソーム関連タンパク質が影響を受けてい
ることが判明した（図１） 
 
図１ 

 
 
 
 
 特に PQBP1 と間接的に結合している APC4
（ユビキチンリガーゼ複合体サブユニット）
の減少が細胞周期延長に影響していること
が示された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 
 

 
 
 
 さらに、PQBP1-cKO を対象に胎児期遺伝子
治療を試みた。PQBP1 欠損による機能低下を
妊娠中の母マウスへAAVベクターを腹腔注射
して PQBP1 を補充すると、生まれたあとの小
頭症モデルマウスの脳サイズが部分的に回
復し、行動解析でも学習能力など知的障害関
連の症状が改善した（図３）。 
 
図３ 
 

 
 
②PQBP1 と U5-15kD の結合の構造生物学的基
盤の解明（目的①に対応） 
 
 PQBP1 は U5-15KD との結合を通じてスプラ
イシング機能に関与することをこれまでに
報告してきた。本研究では、構造解析学的な
手法により、C 末端ドメインの中に存在する
特定の配列がスプライシング因子U5-15kDな
どの標的タンパク質との結合に不可欠であ
ることを明らかにした (Mizuguchi et al, 
Nat Commun 2014) 
 はじめに、PQBP1 タンパク質の立体構造を
X 線結晶構造解析によって決定しました（図
４）。その結果、PQBP1 の YxxPxxVL 配列
（YxxPxxVL モチーフ）が、PQBP1 と U5-15kD
タンパク質の結合に必須であることを明ら
かになった。本研究により、YxxPxxVL モチー
フが失われると PQBP1 が RNA スプライシング
因子である U5-15kD に結合できない、つまり



PQBP1 が正常に機能しないことが示された。
さらに、YxxPxxVL モチーフが知的障害の原因
となるPQBP1変異体では欠損していることを
示し、PQBP1 遺伝子の変異によって生じる知
的障害は、YxxPxxVL モチーフが欠損すること
で PQBP1 が RNA スプライシングに於いて正常
に機能しないことが原因と考えられた。RNA
スプライシングは脳神経機能分子を含む
様々な遺伝子の発現に重要な役割を果たす
ことが知られており、今後の研究進展により、
知的障害の分子メカニズム理解と治療開発
につながることが期待される。 
 
図４ 

 
 また、本研究期間には他のグループの研究
により、PQBP1 に関する理解が格段に進展し
た。例えば、2015 年には HIV の免疫系樹状細
胞における細胞内受容体であること(Cell 
2015)、続いて、冠動脈疾患の疾患ネットワ
ークのうちの最重要因子の一つであること
も示された(Cell Systems 2016)。私たちの
本挑戦萌芽研究の成果と合わせて、ますます
PQBP1 の重要性に対する認識が高まっている。 
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