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緒緒  言言  
 

鏡−緒方症候群は染色体14番父親性2倍体によって引き起こされるゲノムインプリンティング疾患である。呼吸不

全による新生児致死、腹直筋乖離、胎盤の過形成生後成長遅延など重篤な症状を呈し、日本では難病指定を受けている

［1］。ヒト染色体14番母親性2倍体ではテンプル症候群という成長不良を主とする異なる疾患が引き起こされる［2］。
相同染色体であるマウス 12 番染色体の父親性・母親性 2 倍体でも、ヒト同様の症状が見られることから、マウスは  

有効な疾患モデルとして使うことができる［3］。このインプリント領域にはDLK1、PEG11/RTL1、DIO3の3つの

タンパク質をコードする父親性発現インプリント遺伝子（PEG）と、MEG3/GTL2、antiPEG11/antiRTL1、MEG8、
MEG9 などの母親性発現をするノンコーディング RNA（MEG）が含まれる［4］。我々は、以前、Peg11/Rtl1 と     

そのアンチセンス領域に存在する antiPeg11/Rtl1 を含む領域を欠失したモデルマウスを作製した［5］。この欠失を 

父親由来で伝達したマウスは Peg11 KO、母親由来で伝達した場合には antiPeg11/antiRtl1 KO マウスとなる。

AntiPeg11/antiRtl1 はノンコーディング RNA であるが、Peg11/Rtl1 mRNA を標的とする 6 個の miRNA を含む。 

そのためAntiPeg11/antiRtl1を欠失したマウスではPeg11/Rtl1 mRNAの過剰発現が誘導される［5，6］。これらの

マウスの解析から、Peg11 の欠失と過剰発現のどちらもが胎盤構造・機能の異常を起こすことを 2008 年に報告し、

Peg11/Rtl1 が個体発生に必須の胎盤遺伝子であることを明らかにした［5］。しかし、鏡−緒方症候群の主病態である

筋肉関連の異常の原因遺伝子は長い間不明であった。そのため、個体発生における Peg11/Rtl1 の発現を再度見直し、

これらのモデルマウスの再解析を進めることで、筋肉関連病態の病態を説明することを試みた。本研究では、モデル  

マウスの解析結果から、鏡−緒方症候群とテンプル症候群の原因が、PEG11/RTL1の過剰発現と発現欠失であるという

証拠が得られたため、胎児に直接AntiPeg11/antiRtl1 に含まれるmiRNA を投与したところ筋肉発生に影響を与える

ことを確認できた。これにより、鏡−緒方症候群の発症を抑える有効な遺伝子治療として miRNA 療法が有望である  

ことを明らかにした。 
 

方方  法法  
 
11.. 個個体体発発生生過過程程ににおおけけるるPPeegg1111//RRttll11のの詳詳細細なな発発現現解解析析  

Peg11/Rtl1タンパク質の発現は胎盤では確認されるものの、それ以外の組織ではmRNAの発現はあっても免疫染色

によるタンパク質発現は確認されていなかった。今回、改めて胎児期からの個体発生過程におけるPeg11/Rtl1 mRNA
およびタンパク質の発現を詳細に調べることにより、発現時期および発現部位の詳細を明らかにした。 
22.. PPeegg1111//RRttll11のの欠欠失失・・過過剰剰発発現現にによよるる筋筋肉肉のの異異常常  
胎児期から新生児期における様々な筋肉組織（特に呼吸に関係する肋間筋、横隔膜、腹筋など）の切片の詳細な解析

を行い、Peg11/Rtl1の欠失・過剰発現による筋肉の異常を確認した。 
33.. 胎胎児児へへののaannttiiPPeegg1111//aannttiiRRttll11にに含含ままれれるるmmiiRRNNAAssのの投投与与にによよるる欠欠失失病病態態発発症症のの確確認認  
実際に、染色体 Peg11/Rtl1 タンパク質が筋肉発生に関係することを確かめるために Peg11/Rtl1 mRNA に対する

miRNAをマウス妊娠14.5日目の胎仔に直接投与し、呼吸関連筋肉組織への効果を調べた。 
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結結  果果  
  
11.. 個個体体発発生生過過程程ににおおけけるるPPeegg1111//RRttll11のの詳詳細細なな発発現現解解析析  
これまで出生児や成体の筋肉組織を用いた解析ではPeg11/Rtl1 の筋肉での発現は検出できず、父親性2 倍体による

筋肉組織の異常の原因は長い間不明であった。今回、胎仔期から新仔児期、離乳期の各臓器における遺伝子発現解析を

行ったところ、Peg11/Rtl1 は胎仔期中期から新生仔期の時期、特異的に骨格筋特異的な発現が確認できた（図 1）。  
この発現は出生後 2 週間後には全く消失してしまい、成体では全く検出できない。このため、これまで長い間、    

その  発現が見つけられなかったと考えられる。これらの骨格筋には、肋間筋、腹筋、横隔膜など新生児の呼吸機能  

関連のものが含まれており、鏡−緒方症候群患者の新生児期における呼吸不全による致死の原因である可能性が高いと      
考えられた。 

 
図1．Peg11/Rtl1の胎仔期・新生仔期骨格筋での特異的発現  

  
22.. PPeegg1111//RRttll11のの欠欠失失、、過過剰剰発発現現にによよるる筋筋肉肉のの異異常常  
新生仔の肋間筋、腹筋、横隔膜および四肢の骨格筋の病理切片を作製したところ、Peg11/Rtl1 欠失では筋繊維の     

直径の減少（図 2 左）、Peg11/Rtl1 の過剰発現では逆に増大を認めた。しかし、固定処理をしたサンプルでは、   
Peg11/Rtl1 の過剰発現の標本において著しい直径の減少が見られた（図 2 右）。固定処理によりサルコメアの筋繊維

が細胞膜から分離した像が見えることから、Peg11/Rtl1 の過剰発現は、胎仔期および新生仔期の骨格筋の構造的      
脆弱性をもたらすことが明らかになった。筋細胞において細胞核が中央部に位置するものが多いことから、筋細胞の  
成熟が遅れていると考えられる（図 2 の矢印）。このような収縮異常は上記の全ての骨格筋で見られたが、肋間筋、   
腹筋、横隔膜において著しく、四肢の骨格筋では程度は少なかった。通常、筋肉の異常は四肢の骨格筋を用いて        
観察されることが多いため、Peg11/Rtl1の過剰発現の効果がこれまで見逃されていたと考えられる。 

図2．Peg11/Rtl1の欠失および過剰発現による骨格筋の異常 
肋間筋の例：（左）欠失、（中央）正常、（右）過剰発現の標本で、全て固定化処理を施している。 
肋間筋では肋骨間を直交する 2 つの筋肉束が見える。そのうち筋肉の断面部分（黄色の四角）を 
拡大したのが下の図である。スケールバーは上図では 1 mm、下図では50μmを表す。 
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これらマウスモデルで検出された異常は、テンプル症候群にみられる筋緊張低下や鏡−緒方症候群患者にみられる  
呼吸不全による新生児致死、腹直筋乖離の原因になると考えられた。鏡−緒方症候群にはベル型肋骨が特徴的に    

見られるが、肋骨での Peg11/Rtl1 発現は見られない。しかし骨の成長にはそれに張力刺激を与える筋肉の存在が重要

であることから、鏡−緒方症候群患者で特徴的に見られるベル型肋骨という形態異常は、肺呼吸に関係する肋間筋の  

脆弱性が原因となった骨の形成異常である可能性が高いと考えられる［7，8］。 
33．． 胎胎児児へへののaannttiiPPeegg1111//aannttiiRRttll11にに含含ままれれるるmmiiRRNNAAssのの投投与与にによよるる欠欠失失病病態態発発症症のの確確認認  
モデルマウスの結果が、実際に Peg11/Rtl1 の欠失でおよび Peg11/Rtl1 の過剰発現による直接の影響であることを

確認するために、妊娠 14.5 日目のマウスの胎児に AntiPeg11/antiRtl1 内に含まれる miRNA 配列を基にした siRNA
を直接投与してその効果を見た。その結果、胎児の肋間筋（図 3 左）、横隔膜（図3 右）で筋肉発生が阻害されている

ことが確認できた。 

図3．Peg11/Rtl1に対する siRNAの胎児への直接投与による骨格筋の異常 
（左）肋間筋：上は胸腔全体の画像、下はその拡大画像。肋骨周辺の筋肉束（赤く染まっている所）が

siRNA投与で減少した。スケールバーは上図では 1 mm、下図では 50μmを表す。 
（右）横隔膜：黄色の点線で示した横隔膜の厚さおよび密度がsiRNA投与で減少した。スケールバー

は50μmを表す。 
 

考考  察察  
 
鏡−緒方症候群やテンプル症候群の患者にみられる筋肉関連の異常に関しては、長い間、原因が不明であった。      

このインプリント領域に含まれるDLK1が原因遺伝子として研究されてきたが、そのノックアウトマウスや過剰発現 
モデルマウスにおいて疾患病態を説明できるような結果は出ていない。一方、我々はPEG11/RTL1に着目して       
ノックアウト マウスや過剰発現の影響を解析し、これまでこの遺伝子が胎盤の異常を起こすことで胎児期の成長不良

や致死性に関係することを明らかにした［5，9］。しかし、Peg11/Rtl1の筋肉での発現が確認できないため、筋肉異常

との関係にアプローチすることができなかった。しかし、胎盤の影響で胎児期致死は説明できるが、新生児致死の原因

までは難しいことから、この時期の各臓器のPeg11/Rtl1の発現を再検討した結果、胎児期後期から新生児期までの    
限られた時期でのみ、Peg11/Rtl1 mRNAの発現、および抗体を使ったPeg11/Rtl1タンパク質の発現が確認できた。    
これにより新たに鏡−緒方症候群やテンプル症候群の再検討が可能になった。今回、疾患症状から考えて呼吸に関係   
する筋肉（肋間筋、横隔膜、腹筋）を標的にして観察したことも成功の大きな理由で、これらの筋肉では著しい筋繊維

の異常を確認できたが、四肢の筋肉ではその程度は弱く、コントロールと差を見出すことは難しい。通常、筋肉の解析

は四肢の筋肉を用いて行われてきたことも、異常の原因解明が遅れた理由と考えられる。Peg11/Rtl1タンパク質の発現
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欠失と過剰のどちらもが異なる筋肉の異常を引き起こすが、これもヒト疾患の症状と一致している。2008年には、

PEG11/RTL1の過剰発現の度合いが鏡−緒方症候群の重篤度と一致することを報告していたが［6］、ようやくその    
理由を明らかにできたと考えている［7］。また、AntiPeg11/antiRtl1内に含まれるmiRNA配列がPeg11/Rtl1 mRNA
を分解することで、Peg11/Rtl1タンパク質の発現量の制御に利用できることを明らかにできたのは大きな成果である。      
この疾患は通常、小児科領域の疾患に分類されているが、その原因が明らかになることで胎児期の治療が必要である   
産婦人科領域疾患と考えるべきであることが明らかになった。投与量、投与時期を詳細に検討することで鏡−緒方   

症候群の新しい遺伝子治療法として使える道が拓けたと考える。 
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