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要 旨

Retinal vasculopathy with cerebral leukoencephalopathy (RVCL)はDNA特異的3'-5'エキ

ソヌクレア ー ゼ活性を持つ three-prime repair exonuclease 1 (TREXl)の遺伝子変異によって

発症する疾患群の 一つである． 成人期に脳腫瘍類似の病巣を来し， 急速に進行し死に至る．

TREXlは，小胞体に局在し， 細胞質のDNAを分解し，DNA誘導性の 自然免疫応答を抑制する．

実際， エキソヌクレア ー ゼ活性が失活したTREXl遺伝子変異をもつ患者では若年より自己免

疫性 疾患を発症する． 一方， RVCL関連変異型TREXlでは， エキソヌクレア ー ゼ活性は残存

する． よって 炎症反応が惹起されるか不明である． 今回， 私は， まずRVCLの脳生検病理所

見報告を渉猟し， 炎症性変化の有無を検討した． その結果， 9症例中7症例(77.8%）の脳病変

で 炎症性変化を認めた． 次に， RVCLで最も頻度の多い p.Val235GlyfsTer6 (V235fs) 変異

TREXlの 細胞モデルを作製した． V235fs TREXlは， 小胞体への局在を失った． さらに野生

型TREXlに比して， インタ ー フェロン alとインタ ー ロイキン8が上昇すること， 細胞死が

冗進することを見出した． 以上よりRVCLにおいても 変異型TREXlによる炎症反応の充進

を介した細胞毒性機序の可能性を示した．

キ ー ワ ー ド：RVCL(Retinal vasculopathy with cerebral leukoencephalopathy), TREXl, 

脳小血管病， 炎症性サイトカイン， 炎症反応， 細胞毒性

緒 ニ

Retinal vasculopathy with cerebral leukoence­

phalopathy (RVCL)は， 30-50代で脳腫瘍様の

病変を大脳白質に呈し， 約10年の経過で死亡す

る常染色体優性遺伝性疾患である見原因遺伝子

はDNA特異的3'-5'エキソヌクレア ー ゼ活性を

持つthree-prime repair exonuclease 1 (TREXl) 

を産生するTREXl遺伝子である2l . TREXlは

3つのエキソヌクレア ー ゼドメインとC末端側の

膜貫通ドメイン(transmembrane domain, TMD) 

で構成され叱 核周囲の小胞体(endoplasmic
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reticulum, ER) に 局在し， 細胞質 の DNA を分解

し， DNA 由来の自然免疫応答を抑制するり

TREXl 遺伝子のエキ ソヌクレアー ゼドメイン

の変異 では， エカルディ ・ グティ エー ル症候群

(Aicardi-Goutieres syndrome, AGS) 等の自己免

疫性疾患を発症 する ． これは， TREXl のエキソ

ヌクレアー ゼ活性 の低下により， 細胞質 内に残存

した未分解の二本銀 DNA により惹起された自然

免 疫 応 答が 関 連 す る ． 二 本鎖 DNA は， cyclic

GMP-AMP synthase (cGAS) によっ て惑知さ

れ， stimulator of interferon genes (ST ING) の

活性化を介し， I型イン タ ーフェロ ン (interferon,

IFN) 等が 増加し炎症が 惹起される立 実際

AGS患者血清や 脳脊髄液では， I 型 IFN は増加

し6)7)， AGS患者由来の線維芽細胞より作製した

神経細胞は， 細胞内 DNA 蓄積により I型 IFN が

誘導されて， アポトー シス が充進する砂

しかし， RVCL 関連変異型 TREXl が同様に炎

症を引き起こすかは明らかになっていない． RVCL

は， TREXl のC 末端側の T MD の異常でおこる．

ER への局在は失うが， エキソヌクレアー ゼ活性は

維持される． よって， エキソヌクレアー ゼ失活型

TREXl と同様な I 型 IFN による炎症は引き起こ

さないと 報告されている飢 一方， RVCL の剖検

脳組織では， CD3 および CD8 陽性リンパ球やマ

ク ロファ ー ジ の浸潤 10) や ， 血管周囲における

CD68 および MHC クラス II 陽性のミ クログ リア

の発現を認め， 炎症の関与が疑われる ll) .

そこで， 私はRVCL でも炎症反応が引き起こ

されている と仮説をたて， この立証を試みた ま

ず， 文献的に RVCL患者の病変活動期の脳生検

病理所見を検討した． 次に， RVCL 細胞モデル

を 作製し， 炎症性サ イ トカイン を測定した 最後

に RVCL 細胞モデルでの細胞毒性評価を行った．

その結果， RVCL 脳病理では高率に炎症性変化

を 認 め た． ま た， RVCL 細 胞モデ ルでは 1 型

IFN の上昇を認め， 細胞毒性も認めた． 以 上から，

RVCL でも炎症反応 が病態に関与している可能

性が示唆された．

材料と方法

1. RVCL 脳生検病理を含む症例報告の収集と炎

症所見の評価

2021 年 12 月 1 H時点， pubmed で “Retinal

vasculopathy with cerebral leukoencephalopathy" 

で検索される総説， 原著論文または症例報告を対

象 とした． この中で， 頭部MRIで造影効果 を有

する 病変部位からの脳生検病理報告を含む症例を

抽出した． 以下の所見を認めた場合， 炎症性変化

が陽性である と判定した： （1)炎症反応が起き て

いる (inflammation) という記載が ある （2) リン

パ球浸潤またはそれに準ずる記載がある·

2. 発現プラスミドの作製

発現プラス ミド の 作 製 には， Retro-X Tet-On 

3G Inducible E xpression System (Clontech, 以下

tet-on システム）または， Flp-In System (T hermo 

Fisher Scientific, 以下 £Ip-in システム） を用いた．

Tet-on システムでは， 遺伝子発現 制御用で ジェ

ネティシン (G418) 耐性 遺伝子を有する pRetroX­

Tet3G vector (tet-on システムキットに同封）， エン

ベロ ープ ベクタ ーとして pAmpho vector (TaKaRa 

Bio) を用意した． 野生型 (wild type, WT) ヒト

TREXl 遺 伝 子（以下， WT hTREXl) また は

RVCL 疾 患 変涅で あ る p.Val235GlyfsTer6

(V235fs) ヒ ト TREXl 遺 伝 子（以下， V235fs

hTREXl) はピューロマイシン耐性遺伝子を有する

pRetro-TRE 3G vector (tet-on システムキットに同

封） に存在する 2 つの制限酵索認識部位 (BamH I,

Mull) の間に挿人しクロー ニングした．

Flp-in システムでは， ま ず WT hTREXl をハイ

グロマイシンとブラストサイジン耐性遺伝子を有する

pcDNA5/FRY/TO vector に挿人してクロー ニング

した． 次に， このベクター を鋳型にして， GeneArt

Site-Directed Mutagenesis System (T hermo 

Fisher Scientific) を用いて， V235fs hTREXl を

挿人した．

いずれのシステムでも，ドキシサイクリン (doxycycline,

dox) 10 ng/ml の存在下で各 TREXl 遺伝子の発

現が誘導される． また， 挿人した各 TREXl 遺伝子
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にはN末端にmyc-His X 6 tagを付加した． 各

塩基配列はシー ケンスにより確認を行った．

3. 変異型TREX1安定発現細胞の樹立

Tet-onシステムでは，まずGP2-293 パッケ
ー ジ細胞株(TaKaRa Bio) にpAmpho vectorと

pRetroX -Tet3G vectorまたはTREXl 遺伝子を

挿人したpRetro-TRE3G vectorを遺伝子導入 し，

遺伝子発現制御ウイルスベクタ ーとTREXl 遺

伝子発現ウイルスベクタ ーを産生 させた． 次に，

この2つのウイルスベクタ ーを用いて， IMR-90

細胞 （ヒト胎児肺由来正常二倍体線維芽細胞 ）

に遺伝子導入を行った 最後に， ピ ュ ー ロマイ

シン2 µg/mlとG418 600 µg/mlを抗生剤非含

有の10 % ウ シ 胎 児血 清(fetal bovine serum, 

FBS) 含有Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(gibco, 以下DMEM) に添加して6日間培養し

て， 生存した細胞を増殖させた． 抗生剤の暴露

濃度および期間は， tet-on シ ステムのプロトコ

ルに従い， 無処理のIMR-90 細胞に暴露させた

ときに， 完全に死滅する条件を予備実験で確認

して設定した．

Flp-inシステムでは，まず作製した各TREXl

発現フ
゜

ラス ミドをFlpリコンビナ ー ゼ発現プラス

ミド (Thermo Fisher Scientific, pOG44)ととも

にFlp-ln T-REx-293 細 胞 株(Thermo Fisher 

Scientific, ヒト胚性腎臓細胞由来細胞株）に遺

伝子導人した． 次に， ハ イ グ ロマイシン(250

µg/ml)を抗生剤非含有10%FBS含有DMEMに

添加して培養した． 得られたコ ロニ ーをピックア

ップしてス ケ ールアップした．

4. ウエスタンブロッティング

Dox投与24時間後では播種した細胞の一部で

導入 したTREXlの発現がみられなかった． Dox

投与48時間後では全 ての細胞でTREXlの発現

を認 めたが， Dox投与72時間後になると異形細

胞 が出現 した（デー タ未掲載）． 以上から，dox

投与48時間後に細胞を細胞 溶解液(lOmM Tris­

HCI, 150mM NaCl, 0.5%NP-40, 2% sodium 

dodecyl sulfate (SDS), protease inhibitor, 

phosphatase inhibitor)で溶解した． 溶解物を遠

心し，上清のタンパ ク質濃度をBCA法によ り算

出した． 同 一の濃度となるようにSDSサンプル

化した後 ，ウエス タンプロ ッティン グを行った．

電気泳動ゲルにはSuperSep Ace (W ako) ， メン

ブレンはPVDF膜を用いた． ブロッキ ン グ剤に

は， PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal 

(TOYOBO)を使用して， 室温で2時間反応させ

た． 一次 抗 体 は， Can Get signal 1st solution 

(TOYOBO)で希釈して， 4 ℃で一晩インキュベ
ーション した． 翌日，Can Get signal 2nd solution 

(TOYOBO)で希釈した二次抗体を室温で1時間

反応させた． 一次抗体にはrabbit anti-TREXl 

antibody (abeam, abl85228 ; 1 : 1000)を用しヽ た．

二 次 抗 体 に はgoat-anti-Rabbit lgG antibody 

(Dako ; 1 : 10000)を用いた． 検出されたバンド

をImage Quant LAS4000で検出した．

5. 細胞免疫染色

4-Well CultureSlide (CORNING)内に， 細胞

密度 が1.0XlOりwellになるように細胞を播種し

た． 前項と同様の理由で， dox投与48時間後に，

室温で15分間， 4％パ ラホルム アルデヒ ドで細胞

を固定した． 膜 の透過処 理 のため， 室 温 下，

0.3%Triton X-100で15分間インキュベーショ し

た． Phosphate buffered salts (PBS)で調整し

た5%ウシ血清アルブミンをブロッキング剤として，

室温下1時間で反応させた 一次抗体 はブロッキ

ング剤で希釈して， 4℃で一 晩インキュベーション

した． 翌日， PBSで希釈した二次抗体を室温で1

時 間 反 応させた． 核染色にはHoechst 33342 

(Thermo Fisher Scientific, 1 : 10000) を 用 い，

最後にprolong Gold (Thermo Fisher Scientific) 

で封入を行った． 一 次抗体にはrabbit anti-myc 

antibody (MBL, MBL562 ; 1 : 500), mouse 

anti -protein disulfide isomerase (PDI) antibody 

(Thermo Fisher Scientific, MA3-018 ; 1 : 1000) 

を用いた． 二次抗体にはanti-mouse lgG antibody 

Alexa Fluor488 (Thermo Fisher Scientific ; 1 : 

1000), anti-rabbit lgG antibody Alexa Fluor568 

(Thermo Fisher Scientific ; 1 : 500) を 用 い た．
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観察は共焦点顕微鏡 (Carl Zeiss LCM710) で行

った． ER 染色における myc 染色 の共局在率と

myc 染色の細胞質／核比を， それぞ れ Imaris で

算出した．

6. Droplet digital PCR (ddPCR) による炎症性

サイトカインの測定

ddPCR には， tet-on シ ス テ ムで作製した細胞

を用いた． 100mm dish (CORNING) に 3.0X 106 

/dish となるように細胞 を播種した． Dox 投与後

14 日間培養を継続した． その間は， 目視で 70 % 

コンフルエン トとなったら， 再び 3.0X10町dish

となるように継代した． 細胞 を回収 する 2B 前に，

6-well plate (NIPPON Genetics) に 細胞密度が

1.5 X 105/well となるように細胞 を播種した．

Dox 投与 14 B Hに， 培地を除去して PBS で

洗浄した後 TRI Reagent (Zymo Research) を添

加してセルス クレ ーパー (TPP) で細胞を回収し

た 回 収 し た 細 胞 よ り， Direct-zol RNA Kit 
(Zymo Research) を用いて RNA を抽出した． 抽

出 し た RNA と SuperScript IV VILO Master 
Mix (Thermo Fisher Scientific) を 反 応 さ せ て

cDNA を作製した． cDNA における炎症性サイト

カ イ ン の 発 現 を QX200 Droplet Digital PCR 

system (BIO-RAD) で 測定した 内在性コン ト

ロ ー ルとして GAPDH を用いた．

7. 細胞毒性の評価

損傷した細胞から放出される アデニル酸キナー

ゼ (adenylate kinase, AK) を 用し ，ヽ ToxiLight

bioassay kit (Lonza) で 細胞毒性評価を行った．

96 well plate (NIPPON Genetics) に 5Xl0切well
と な る ように 細胞を播種した． 解析 Hに， 予め

tris acetate buffer を 10µ1 人 れた well へ各 培養メ

ディウムを 20µ1 ずつ添加した． 室温で 10 分間イン

キュ ベ ー ション した後， AK detection reagent を

100µ1 ずつ加えて， 室温下5 分間で反応させた． 最

後に， FilterMax F5 (MOLECULAR DEVICES) 
で蛍光値を測定した． 試薬は全てキット内に同封さ

れていたものを用いた．

8. 統計解析

すべて の統計解析は， IBM SPSS Statistics バ
ー ジョン 22.0 を使用した 定屎的な デ ー タ は，

平均士標準偏差として表した． WT TREXl 発

現細胞群と V235fs TREXl 発現細胞群 の比較に

は， Student's t-testま た は Mann-Whitney's U 
test を用いた 全て の検定は， p 値 <0.05 で有意

差がある と判定した．

結 果

1. RVCL 脳生検病理における炎症性変化

Pubmed で検索した RVCL の総説， 原著論文

ま たは症例報告148 論文 の中で， 頭部 MRI で造

影効果を有する 病変部位からの脳生検病理報告を

含む 7論文 を抽出し， 合計9症例を表1にまとめ

た 男女比は 2 : 1, 平均発症年齢は 41.1士7.5 歳

であった． TREXl 遺伝f変異 の内訳は， V235fs

が 6 例， T249fs, T270fs, K27lfs がそれぞ れ l

例であった． 9症例のうち， 炎症性変化を認めた

症例は 7 症例であった （7/9, 77.8%）． 炎症性変

化を認めた全て の症例で血管周囲の炎症細胞浸潤

を認めた．

2. RVCL 細胞モデルの作製

材料と方法に記載 の通り， 変異型 TREXl 安定

発現細胞 を作製した． RVCL変異型TREXl には，

渉猟した症例で最も多く認めた V235fs TREXl 
を用いた． 挿人した各 TREXl 遺伝子には N 末

端に myc-His x 6 tag を付加した（図 1 A). 
各 細胞における TREXl の発現 を抗 myc 抗体

のウエス タ ン ブ ロ ッ トで確認した （図1B, C). 

WT TREXl は 35.SkDa, V235fs TREXl は

28.3kDa に相当 する ． WT TREXl 発現細胞に比

し た， V235fs TREXl 発現 細 胞 の actin によ る

myc の補正発現量 (myc/actin) は， tet-on システ

ムでは1.11 倍， £Ip-in システムでは3.71 倍だった．

内在性 TREXl は， tet-on シ ス テ ム と £Ip-in シ

ステムの両者で検出できなかった．
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表l RVCLIli;i生検病判における炎症性変化のまとめ

出典 発症 性別 TREXl 脳生検
年齢 変異 採取部位 炎症の 炎症所見

有無

Di Francesco JC 35 男 V235fs 右前頭葉
et al. 2015,o1 

36 男 T270fs 右前側頭葉 ＋ Chronic inflammatory perivascular infiltration 

RaynawskaJ 58 男 V23Sfs 右前頭菜 ＋ Penvascular lymphocytos,s 
et al. 2018 ZIJ 

Hardy TA 35 男 V235fs 右側頭築 ＋ Perivascular lymphocytic infiltration 
et al. 2018 zzJ 

41 男 V235fs 右前頭菜 ＋ Perivascular lymphocytic infiltration 

Manray-Jaramilla 46 女 V235fs 左側頭克

Net al. 2018 231 

Macaron G 44 女 K271fs 左前頂葉 Perivascular chronic inf1ammat1on 
et al. 2021 141 

XieN 39 女 V235fs 右前頭笈 ＋ Vasculopathy with inflammatory changes 
et al. 2021 151 

Yan Y 36 男 T249fs ん前頭築 Perivascular inflammatory cell inf1ltrat1on 
et al 2021 161 

A．挿入したTREX1の模式図
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図l 細胞へのヒトTREXlの挿人

（A)細胞へ導入したTREXlの校式図を示した． TREXlは3つのエキソヌクレア ー ゼド

メインとC木端恨ljのTMDで構成されてtヽる． 本実験では， N末端側にmyc-HisX6tagを

つけて標識した． RVCL細胞モデルにJ+!tヽたV235fs変界の位附を模式図に記載した(B, C) 

Tet-onシステムとflp-inシステムで作製した細胞におけるTREXlの発現 ． 提示されたハ

ンドは， tヽずれも導人した外米性ヒトTREXlであり， 内{L性TREXlは検／I',感度以ドであ

った ． Actinによるmycの補正発現鼠をMyc/Actinとして表記した．
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王

A. lMR-90細胞(Tet-onシステム）

| Myc (TREX1)1 日-らり冨---—

WT 

B. T-REx293細胞(Flp-inシステム）

[] | Myc(TREX1) | 日-ら団
--

Cyto/Nuc: 10.02 Cyto/Nuc: 4.92 

V235fs 

Cyto/Nuc: 2.59 Cyto/Nuc: 1.05 

図2 RVCL細胞モデルにおけるTREXlのI司在
(A, B) IMR-90細胞(A)とT-REx293細胞（B)におけるTREXlの局在 TREXlの局在は，舜人したプラス
ミドに付与しているmyc-lagを標識することで評価した． 各細胞における ER染色におけるmyc染色の共局在率

(Cole with ERと記載）とmyc染色の細胞質／核比(Cyto/Nucと晶I&)を示した． ス ケ ー ルバー：lOµm.

IFNal IL8 

4
 

-
g
•1
 U
O
ISS
OJ
d
x
a

g11
e1
•
M
 

3
 ／］ 

10 

5
 

＊
 

ー

゜ ゜

WT 
図3 ddPCRによる炎症性サイトカインの測定

V235fs TREXl,鈷人細胞とWT TREXl W,人細胞より抽出したcDNA を）ilしヽてddPCR
により炎症性サイトカインを測定した．IFNa lとlL8の発現が，WTTREXl発現細胞と
比較して V235fsTREXl発現細胞でイI意に上昇してしヽた．縦軸はGAPDHで発現凩を補正
後の<lox非投与細胞の発現鼠に対するdox投与細胞の発現屈の比を表している ． 統計解析
はMann-Whitney U testをnlしヽた． ．p < 0.05. 

WT V235fs V235fs 

3. V235fs TREX 1の細胞内局在

V235fs TREXlの細胞内局在を評価するため，

tet-onシステムと ftp-inシステムで作製した細

胞のmyc染色をER染色とともに行った（図2).

ER染色におけるmyc染色の共局在率は，WT

TREXl発現細胞ではtet-onシステムで74.25%,

ftp-inシ ス テ ム で は78.21%で あ っ た． 一 方，

V235fs TREXl発現細胞ではtet-onシステム で

28.22%, flp-inシステムでは33.47%であった

また，myc染色の細胞質／核比は，WT TREXl 

発現細胞ではtet-onシステムで10.02, flp-inシス

テムでは4.92であった 一方，V235fs TREXl発

現細胞ではtet-onシステムで2.59, flp-inシステム

では1.05であった
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図 4 Tox i しght b i oassay に よ る 細 胞 弗性 評価
Dox 投 与 前 (DayO) と 投 与 6 H 目 (Day6) の細胞 を 用 い て ， 細 胞 茄性 ア j セ イ を 行 っ た ． Dox 投

り- 6 i=I 1:::1 で は ， 細 胞 毒性 を 反 映す る 蛍 光殷 が ， W T T H E X l 発現細胞 と 比較 し て V235fs T H E X l  
発現細胞で有意 に 上 昇 し た ． 縦 庫間 は ， 陽性 コ ン ト ロ ー ル に お け る 蛍 光度 と の 相 対値 を 示 し て い る ．

統計解析 は Student ' s t - test を 用 し ヽ た ．
． ．

p < 0 .0 1 .  

4 .  RVCL 細 胞 モ デ ル に お け る 炎 症 性 サ イ ト カ イ
ン の上昇

作 製 し た 細 胞 よ り cDNA を 作 製 し ， ddPCR に よ

る 炎 症性サ イ ト カ イ ン の 測 定 を 行 っ た ． WT T R E X l  
発現細 胞 と 比 較 して， V235fs T R E X l 発現細胞で

は IFN a l と イ ン タ ー ロ イ キ ン ( i nterleuk i n , T L)  8 

の 有 意 な 発 現 上昇 を 認 め た (p < 0.05, 図 3 ) .

5. RVCL 細胞 モ デル に お け る 細胞毒性
最 後 に ， RVCL 関連変界型 TRE X l の 細 胞毒性

を 検 討 し た 細 胞 毒 性 評 価 に は flp-in シ ス テ ム

を 用 い た ． V235fs TRE X l 発 現 細 胞 群 で 野 生 型

に 比 し て 細 胞毒性 を 認め た (p < O .D l , 図 4 ) .

考 察

本論 文 で は ， （ 1 )  RVCL 脳生検病理で は 高 率 に

炎症性変化 を 認 め る こ と ， （2) V235fs TRE X l は
ER へ の 局 在 を 消 失 す る こ と ， （3 ) V235fs 
TRE X l は 炎 症 反 応 を 惹起 す る こ と ， （4 )  V235fs 
TRE X l は細胞毒性 が あ る こ と を 示 し た ．

本症 で は ， 急性増悪 期 に 脳腫瘍様の 大脳 白 質 病

変 を 呈 す る た め ， 同 部 位 か ら の 脳生検病理所 見 が
散 見 さ れ る 20 ) - 26) ． こ れ ら の 脳 生 検 病 理 像 で 血管

周 囲 に 炎症細胞浸潤 を 高 率 に 認 め ， 本症の背景 に

炎症機転の 関 与 を 疑 わ せ た こ の 結 果 は ， 剖 検 脳
病 理 で の ， CD3 お よ び CD8 陽性 リ ン パ 球 や マ ク

ロ フ ァ ー ジ の 浸 潤 1 0) や ， 血 管 周 囲 に お け る

CD68 お よ び MHC ク ラ ス II 陽性 の ミ ク ロ グ リ ア

の 発現 と 一致す る 1 1 ） ． こ れ ら の 結 果 か ら ， RVCL

の 病 態 に 炎症機転 が 関 与 し て い る と 推察 す る ．

さ ら に ， 私 は ， モ デ ル 細 胞 系 で RVCL 関 連 変
異 型 TRE X l : V235 fs TRE X l が ， 抗 ウ イ ル ス 免

疫 を 媒 介 す る 分 泌型 シ グ ナ ル 分 子 で あ る 1 型 IFN

に 属 す る IFN a 1 と ， 好 中 球 の 追 走 や 食 作 用 の 誘
導 に 機 能 す る IL8 の 増 加 を 誘 導 す る こ と を 示 し

た 特 に 1 型 IFN の 増 加 は ， エ キ ソ ヌ ク レ ア ー

ゼ 失 活 型 TRE X l で の 報 告 と 一 致 す る 6) 7) ． エ キ
ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 失 活 型 TRE X l で は ， 二 本 鎖

DNA が 細 胞 質 に 蓄 積 し ， 二 本 鎖 DNA セ ン サ ー

で あ る cGAS が 活 性 化 さ れ， cyclic GMP-AMP 

(cGAMP) が 合成 さ れ る ． こ の cGAMP が ER に

局 在 す る シ グ ナ ル 伝 達 ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 で あ
る STING と 結 合 し ， I 型 IFN や tumor necros is  
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factor (TNF) a ,  ILl な ど の自然免疫反応 を誘導

す る立 実際 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 失 活 型

TREXl で発症 する AGS では， 幼 少期から I 型

IFN の上昇 をき たし， 慢性的な炎症状態 を引き起

こす 6) 7) 1 2) ． 以 上から， エキソヌクレアー ゼ失活

型 TREXl は， 細胞 内 DNA 蓄積による I 型 IFN

の上昇 を伴 う 自然免疫反応 が背 景 にある と され

る ． RVCL 関連変 巽型 TREXl : V235fs TREXl 

発現細胞でも I 型 IFN の上昇 を認めたこと から，

今 後， RVCL において この細胞内 DNA 蒸積の有

無 の検討が必要である ．
一方， RVCL 関連変異型 TREXl はエキソヌク

レア ー ゼ活性 を保持している ため， 細胞内 DNA

蓄積機序とは別 の病態機序も推察される ． そ の一

つとして， 局在異常による 仮説があ る ． RVCL

関連変異型 TREXl は TMD 領域内のフレー ム シ

フト変異 により ER 局在性 を失い， 核内にも広 が

る 判 私 の結果 からも， V235fs TREXl は， ER

への局在を減弱していた． TREXl の ER での役

割として， ER に 局在する 膜タ ンパク質 複合体で

ある オ リゴ糖転移酵素複合体と相互作用し， 脂質

結合型オ リゴ糖の短い糖部分 を新 生タ ンパク質 に

転移 する 役割が唱えられている 砂 実際， TREXl

ノ ッ ク アウトマウス 由来骨髄 由来マクロファ ー ジ

では， 遊離糖鉗が増加し， TANK - binding k inase 1 

(TBKl ) 依 存 的なメカニ ズ ム を介して IFN 誘導

遺伝子の発現が誘導される飢 今 回， 我 々 が検討

した V235fs TREXl でも， この機 序 が背景にあ

る可能性 があ る ． ま た， V235fs TREXl は核内

にも 存在する ために， 核内での TREXl の影響に

よる可 能 性 も 考 えら れ る． 今 後 RVCL と 他 の

TREXl 関連 疾患との相違 を説明 できる， 炎症性

サイトカイ ン が上昇する機序を検討 する 必 要がある．

ま た， RVCL 細胞モデルでは， 細胞毒性 を里

した エキ ソヌ クレア ー ゼ失活型 TREXl でも，

AGS 患者由来線維芽細胞より作製した神経細胞

では， アポトー シス による 細胞毒性 が示されてい

る砂 従って， RVCL 関連変異型 TREXl による

細胞毒性は， I 型 IFN の上昇により誘導されてい

る 可 能 性 が あ る ． 今 後， RVCL 関 連 変 異 型

TREXl による 細胞死も アポトー シス による か検

討する 必要がある ．
一方， 今 回の私の結果は， RVCL の患者像や ，

モデルマウス の結果とは異な る ． RVCL の患者

は AGS で認める 自己免疫性疾患類似 の臨床症状

を示さず成 人期ま で 無 症状 である 1
3) ． ま た 全身

性の I 型 IFN の上昇も観察されない 1 2) ． さらに，

c 末端変異により ER 局在を喪失した TREXl を

有するマウス では 全身性 の ISG 発現九進は観察

され ず飢 ヘテロ 接 合 性 V235fs TREXl ノ ッ ク

イ ン マウス は明らかな表現型を示さない 1 4) ． こ

れらの事実は， 今 回の私の結果と 矛盾 する ． これ

は使用した細胞種 の相違 が影響した可能性 があ

る ． 実際 RVCL では， 特 定 の細胞 集 団 で ISG

の発現が充進する こと や 飢 特定 の免疫細胞が増

加 する こと が報告されている 15
) ． ま た， 通常内

在性の TREXl の発現は極めて 少なく1 6) ， 今 回の

細胞モデルにおける 過剰な発現が影響している可

能性がある ． 今 後， これらの可能性について検討

が必要である ．

RVCL 患者は， 脳腫 瘍 様 病変と表現される 屯

篤な 局 所 の炎症性 病変 が， ある時点を境に急激に

出現する． しかし， この急性増悪 の機 序は明らか

となっていない． 今 回我 々 が見出した細胞毒性は，

この機序に関与する可能性 がある． 近年， 細胞死

により誘導される炎症性 サイトカイ ン が， カタ ストロ

フィッ クな増悪 を引き起こすプロセス が注 目され，

PANoptos is と 称 される 1
7 ）． この PA Noptos i s が

関与する急性増悪として， COVID - 1 9 感染症にお

ける サイトカイ ン ストー ムがある 1 8)． 本症における急

性増悪も PANoptos i s が背 景となっている可能性

があり， 急性増悪時の治療手段の開発の観点から

注 目される．

本論文 の l imi tation は次 の点である ． 1 つ目は，

RVCL 脳生検病理で認めた炎症反応 が反応性で

ある可能性である ． 2 つ目は， 使用した細胞が培

餐細胞系である 点である ． 自己 DNA の惑知には，

ある 特定の細胞種 が関与している可能性も提唱さ

れており 19) ， 今 後 ， モデル動物解析な ど により

詳 細な解析が必 要である ． 3 つ Hは， 本実験 の

細胞モデルでは外来性 の ヒ ト TREXl を強 制発現

させている が， この発現量が高いことによる 影響
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が 想定 さ れ る 点 で あ る ． 実際， 細胞毒性解析 に お

い て ， WT TRE X l 発 現 細 胞 と V235fs TREX l  

発現細胞で の TRE X l 発現量比 (V235fs TREXl/  

WT TRE X l ) は 3. 7 1 と 高値 で あ り ， こ れ が 細 胞

死 の 原 因 と な っ て い る 可 能 性 が あ る ． ま た

TREXl の 発現 は 通常極 め て 少 量 で あ る 点 も こ の

可 能性 を 支 持 す る 1 6
) ． 今 後， 生 理学 的 条 件 下 で

の TREX l の 発現量 を 解析 し ， 検討す る 必要 が あ

る ． 4 つ 目 は， 炎症性サ イ ト カ イ ン の 上昇や細胞

毒性 の機序 を 示せ て い な い こ と で あ る ．

今 回 私 は， RVCL の 病 態 に 炎 症 機 転 が 関 与 し

て い る 可能性 を ， 文献的検索 と 細胞実験 に よ り 示

し た ． し か し ， 今 回 の 結果 で は， TREX l 遺伝子

変異 が 関連す る 自 己免疫性疾患 と の病態 の 差 を 説

明 で き な い ． ま た ， 本症 の 患者 は ， 成人期 に 発症

す る ま で 明 ら か な 異常 を 示 さ な い ． こ の 事実 は，

今 回 の細胞毒性 の 結果 と は矛盾す る ． 今後， こ れ

ら の 問題 を 解決 し ， 本症の病態 に 応 じ た 治療方法

が 開 発 さ れ る こ と を 期待 し た い ．

結 論

RVCL 症 例 で は， 脳 生 検 病 理 に お い て 高 率 に

炎 症 性 変 化 を 認 め た ． そ れ に 一 致 し て ， RVCL

細 胞 モ デ ル で は I 型 IFN と IL8 の 上 昇 を 認 め ，

同 時 に 細胞死の誘導が観察 さ れ た ． 以 上の こ と か

ら ， RVCL 関連変異型 TRE X l は炎症反応の 活性

化 を 介 し て ， そ の 病態 に 関与 し て い る 可能性 が示

さ れ た ．
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