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要 旨

次世代シ ークエンサ ー の普及により， 希少疾患や未診断疾患を始めとして， 様々な疾患の患

者のゲノム配列を決定することが容易になってきた． その結果， 病的意義が不明な希少な病因

遺伝子変異候補が年々蓄積している． これら大量にある遺伝子変異の効果を， 安価に簡便に検

証できるようにしたいと筆者らは考えた そのために， シンプルなモデル生物ショウジョウバ

工を用いて病的意義をスクリ ー ニングするシステムを構築した．

キ ー ワ ー ド：ショウジョウバエ， IRUD, J-RDMM, 未診断疾患， 軸索変性

はじめに

近年， 次世代シ ー クエンサ ー の普及や技術の発

達により， 安価で迅速にゲノム配列を決定するこ

とが容易になってきている． そのため， 希少疾患

や未診断疾患をはじめとして， 様々な疾患の患者

のゲノム配列を解析して， 診断の確定をすること

が現実にできるようになった このような診断確

定方法は， 倫理指針や法律の確立によって， 今後

さ らに一般化する可能性がある． 一方で， 現在の

ゲノム解析技術， バイオインフォマティクス技術

をもってしても病的意義が不明な遺伝子変異候補

が年々蓄積している．

実際に， 疾患に関与するヒトのバリアントが公開

されているデー タベ ース， CliniVar (https://www. 

ncbi.nl m.nih.gov/cl invar/) に登録されるバリアン

ト数は年々上昇し続けている． ここに登録される

バリアントには， Pathogenic, Likely pathogenic, 

Likely benign, Benign, V ariant of Uncertain 

Significance (VUS) とカテゴライズされている．

登録さ れ るバリア ン ト が増えるため， 当然 vus

の数も増大している． VUS を解析することによ

って， Pathogenic か Benign かを明らかにする必

要がある． にもかかわらず， 高確率で病的意義が

ありそうだという変異でない限り， 解析する時間

とコストが見合わない． しかしながら， これを安

価で簡便に検証できるような評価システムが現時

点ではないというジレンマを抱えている． 増え続

ける VUS のバリアントに対し， その病的意義を

システマティックに評価できるようにしたいと筆

者らは考えた そのために， シンプルなモデル生

物ショウジョウバエを用いて病的意義をスクリ ー

ニングするシステムを構築した．

本稿では， 希少疾患・未診断疾患の確定診断に

多大なる貢献をしている「IRUD とショウジョウ

バエの関係性」についてまず述べ，「ショウジョ

ウバエのラファイを用いた評価による病的意義の

検証」，「神経軸索の変性をダイレクト に評価する

実験モデルの開発」を紹介したい．

IRUD におけるシンプルなモデル生物の利用

ショウジョウバエの複眼は， 700~800の個眼

からなり仄 この構造異常が起こることを “ラフ
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アイ ” と呼ぶ30年以上前に発見されたこの表

現型2)は， ショウジョウバ工を用いた疾患研究

で多く利用されてきた立 このラファイ表現型を

指標とした病的意義の検証は， やはり非常に効果

的であることをIRUDの研究者と共同研究をする

事になってから， 筆者らは理解した．

IRUD は， I nitiative on Rare and Undiagnosed 

Diseases（未診断疾患イニシ アチブ）の略で，

A MEDの推進する研究として行われているり

IRUDでは， 本学を含む全国のIRUD拠点病院に

おいて， 希少な未診断疾患患者の病 状について専

門的な検討を行う． そして， 希少疾患や 未診浙疾

患の患者のエ クソ ームまたはゲノム解析によって

DNA配列の決定がなされ， 特定された遺伝子変異

から， 従来困難であった確定診断に多大なる貢献を

して いる． 具体的には， 2021年3月末まで に

IRUDで診断が確定したのは224 7家系にものぼる

( https:/ / www.amed.go.jp/ content/000052 968. 

pd£)． この結果は， 解析済みのうち， 43.7%が診

断確定に至っており， 高い診断率を誇っている．
一方で， 見いだされた遺伝子変異が疾患に関与し

ているのか不明な vus も多数存在し，in vitroや，

in vivoで変異の効果を検証する必要がある．

そのために， 201 7年にIRUDの成果をより進

展させるために， IRUDBeyondが開始された．

そのひとつにBeyond genotypingがある． そして，

遺伝子変異の病的意義を検証し， 確定診断率の向

上 に寄与 す るJapaneseRare Disase Models & 

Mechaniss Network (J -RDMM) と い う 組 織は，

このBeyond genotypingの一環に位置づけられて

いる． J-RDMMは， 希少疾患·未診断疾患で同

定された遺伝子， または候補遺伝子について， シ

ンプルなモデル生物， ハエ や線虫， 酵母， ゼブラ

フィッシュなどを利用することによって， その遺

伝子変異の病的意義を検討する組織である．なお，

より高度な病態解析のためにマウスモデルも利用

されている． 筆者らは， このJ-RDMMの分担研

究者として， ショウジョウバエを用いて， 疾患に

関与する可能性のある遺伝子変異の効果を検証し

ている．

シンプルなモデル生物の一つであるショウジョ

ウバエは， 疾患に関与する相同遺伝子が多く保存

されてしヽる 5)-7)． また， 小さく， シンプルながら

も脳を持っており， 記憶・学習， 睡眠， サ ー カデ

ィアンリズムなど脳の菫要な機能を発揮する． そ

して， 個体のサイズが小さく， ライフサイクルが

短く甫複遺伝子が少ないため， 迅速な遺伝学的解

析ができる． さらに， 安価で簡単に飼育でき， こ

れまで蓄積されてきた豊富な遺伝学的ツ ー ルが存

在する． これらのメリット から， 病 的意義が不

明な遺伝子変異 vus を評価するにあたり，時間·

人・ 予算・ スペ ー スの制約に対してリスクとリタ
ーンが見合うシンプルなモデル生物である．

ショウジョウバ工を用いた病的意義の検証例

研究の進め方としては， J-RDMMで担当した

遺伝子に対し， 野生型と変異型を発現させるため

の遺伝子組換え体を作製していく． まずはベクタ
ー を構築する． そして， このベクタ ー を胚にイン

ジェクションして遺伝子組換え体を作製する． そ

して遺伝子変巽の効果を検証する， という手順と

なる．

遺伝子変異の効果を検証するために， ショウジ

ョウバエの複眼を利用する． ショウジョウバエの

複眼は， 細胞の毒性に対して惑受性が高く， 形態

異常をラファイという表現型で簡便に可視化で

き， 古くから遺伝子機能解析のために用いられて

きた砂 ラファイ表現型を利用して， 野生型と変

異型のヒ ト遺伝子をショウジョウバエ複眼で発現

させ， 形態を比較する． これにより， 疾患への関

与が未知数な遺伝子変異について， 病的な意義が

あるかどうかを筋便に示すことができる． 以上の

実験から， 機能喪失， 機能獲得型毒性といった変

異の効果を明らかにし， IRUDの共同研究者へ報

告する．

筆者らは， 現在25 遺伝子について荘行して解

析を行っている． その中の一つで， 論文の成果に

なったものに， 低分子量Gタンパク質をコ ー ド

する遺伝子 ARF3がある飢 この研究では， 遺伝

学的な評価によって， 二つの新規遺伝子変巽

( D67VとR99L)が見つけられた． 臨床において，
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それぞれの変異は， 異なる神経発達障害を引き起

こす所見であった 新た に見つかったこれら

ARF3 遺伝f変異が， お そらく原因となると考え

られるものの， 遺伝子変異の病的意義が不明であ

った． 筆者らは， IRUD研究者の横浜市立大学の

松本直通教授らとの共同研究により， ショウジョ

ウバ工を用いて遺伝子変異の毒性効果を検証し

た． その結果， 恒常的活性 型 と 知られている

Q71L 変異と同様に， R99L 変異でもラファイに

なる表現型が得られた． 一方で， D67Vは， 非常

に毒性が高いのか， 致死であった なお， ドミナ

ントネガティブとして知られているT31 Nも致死

という結果だった． in vitro の解析結果と合わせ，

この研究で初めて D67V変異は ドミナントネガテ

ィブ， R99L 変異は機能獲得型毒性を示すことが

明らかにされた．

現在筆者らは， ラファイ表現型をより精密に定

量しつつ， 大規模にスクリーニングするプロジェ

クト を進めている． これにより， 年々蓄積する

VUSの中から病的意義を持つ候補を選抜し， マ

ウスモデルで検証する見通しをつけ， 診断の確定

への貢献をしたい． そのために， システム顕微鏡

に顕微鏡用デジタル カメラおよび電動ステ ージを

つけたシステムを構築している．これを用いれば，

大量なサンプルを自動的に撮影できる． さらに，

フォ ー カスブラケット機能でピント位間を変えな

がら得られたデー タを深度合成する工程も， シス

テム顕微鏡に搭載されているソフトウェアにより

自動的に行われる． 深度合成された ハ エ複眼は，

Flynotyper 10) という ソフトウェアにより自動的

に形態異常度合いを定量できる． 以上の一連の操

作を半自動化することで， 大量にある遺伝子変異

の効果もスクリーニングできると期待している．

神経の軸索変性を自動で評価する定量システム開発

ラファイは非常に簡便でパワフルな遺伝子変異

効果検証方法である． 例えば， ある遺伝子を発現

させてラファイになれば毒性を発揮していること

が示せる． また， 疾患遺伝子を発現させてラファ

イになっている状況で， ある遺伝子も発現させる

とラファイが抑制される場合は， その遺伝子が疾

患遺伝子の毒性を和らげる可能性が示唆できる．

そのため， モディファイアー を探索するための遺

伝子スクリーニングに非常に向いている． モディ

ファイアー とは， 疾患原因タンパク質による病態

を， 促進または抑制する因子である． しかし， ラ

ファイ表現型は， 神経 そのものを見ているわけで

はない． ハエの個眼一つを見ると， 光受容体の神

経細胞だけでなく， コー ンセルやピグメント セル

といったいくつかの細胞種から構成されている．

すなわち， ラファイによって毒性が発揮されると

いうのは， 個眼の数が減る， 個眼の並びがおかし

くなる， 個眼の形成が異常になる， ということで

ある． そのため， 神経変性疾患の研究でもよく使

われるこのラファイは， 実際は雑な観察方法であ

ることは否めない．

ハ工を用いた神経変性疾患の研究は多くある

が， ラファイを始め， 変性の評価方法は神経組織

のボリュームや密度， 個体の生存率や行動学的解

析など間 接的なものであり丸神経変性 そのもの

を評価する方法はほとんどなかった． そこで箪者

らは， 軸索の数を直接数える方法の開発に取り組

んだ そのために着目したのは， ショウジョウバ

工の視神経細胞である． ハエの視神経細胞はレチ

ナに細胞体が存在し， 直接脳の二次視覚中枢であ

るメダラという領域に投射する．視神経の軸索は，

トポロジー を保ったままきれいに投射し， しかも

それぞれが分離しているため， 数えることが比較

的容易である． また， 視神経を特異的に可視化で

きる抗体が存在するため， 蛍光タンパク質などの

遺伝学的ツ ー ルを使う必要もない．

これらの利点を生かして， 軸索の数を数える方

法を考案した 11)． まず， Imaris という画像解析

ソフトを用い， 軸索の末端のみを選択するような

領域を手動で作製する． そして， マスクされた部

分のみを切り出す． すると ドット状の軸索末端が現

れる． 次に， サンプルごとのシグナルの強度やバ

ックグラウン ドのシグナルの違いなどを補正する．

最後に， Imaris の spot detection 機能を使って，

ド ット状の軸索末端を数える． これにより， 実際

に 700-800 の軸索数を正確に数えることができ
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た． 以上の方法は， サンプルを準備して， 共焦点

顕微鏡で画像を撮影し， Imaris を用いて軸索末端

を切り取り、 ドット状の軸索末端を数えるという

方法である． この方法は， 正確に定量することが

できるが， 軸索末端を切り取る部分が手動である

ことと， s potdetectionを実行する際にあるパラ

メ ー タをサンプルによって調整する必要がある．

さらに， この工程で1 サンプルに対し20分ほど

時間がかかってしまうため， 大量なサンプルに対

して対応することができない． まとめると， すべ

ての視神経軸索を数えることができるものの， 時

間がかかることと， 定量するための熟練が必要に

なることに問題が生じる．

そこで筆者らは， 機械学習を用いた自動定鼠方

法MeDUs Aを開発した12
) ． この開発によ り，

上記の問題点を解決し， 全て自動化して定鼠する

ことができるようになった このMeDUs Aを使い，

実際にこれらヒトの代表的な神経変性疾患の原因

因子が軸索の変性を引き起こすのかどうかを検証

した その結果， aシヌクレイン， Tau, T DP43, 

Httどれも軸索の数が減少しており， 疾患原因因

子による神経の変性がショウジョウバエでも見ら

れること， しかもそれが軸索の変性として直接的

に評価することができた．

終わりに

本稿では， ラファイ表現型を利用して， 簡便に

遺伝子変異の効果を検証することができることを

紹介し た． また， 神経変性を直接定量できる

MeDUs Aについて記した． 今後，ラファイ表現型，

MeDUs Aを用いて， 神経変性を評価する大規模

な遺伝子スクリ ー ニングが可能だと考えている．

将来のビジョン として， 筆者らは診断の確定へ貢

献するためのショウジョウバエの利用を一般的な

ものにしたいと考えている． そのために， 臨床と

基礎研究を結ぶ立ち位置で， 変界の病的意義をス

クリ ー ニングしつつ， そこから興味深い表現型が

観察されるなどのシ ー ズが発見できれば， 様々な

モデル生物研究者へそれを提供したりして， 未知

なる病態機序の解明に貢献したい．
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