
上原記念生命科学財団研究報告集, 35（2021） 
 

 ZZ型型RRNNAA同同定定へへのの挑挑戦戦ととそそのの生生理理的的・・病病的的意意義義のの解解明明  中中濱濱  泰泰祐祐  

 
【【目目的的】】2 本鎖 RNA 中のアデノシンをイノシンへと置換する RNA 編集は ADAR1 により触媒され、2 本鎖構造を  

変えることで、内在 RNA がセンサー分子 MDA5 により異物として認識されることを回避する機構であると考えられ

ている。この機構の破綻によって引き起こされる代表的な疾患として、エカルディ・グティエール症候群（AGS）が知

られている。AGSは大脳基底核および白質の石灰化を特徴とする先天性脳症であり、ADAR1やMDA5などの遺伝子

変異によって引き起こされるが、現状では、編集されなければMDA5 を活性化する内在 2 本鎖RNA は特定されてい

ない。そこで、AGS 変異が Z 型RNA 結合ドメインにおいても見つかっていることに注目し、Z 型構造を含む 2 本鎖

RNA の編集がMDA5 経路活性化の回避の鍵を握っているのではないかと着想した。しかし、左巻きのZ型RNA は、

一般的な右巻きのA型と比較すると不安定であり、今のところ生体内では同定されていない。そこで本研究では、RNA
編集を指標に、培養細胞を用いて生体内 Z 型 RNA を同定することに挑戦する。また、ADAR1 遺伝子に Z 型 RNA  

結合能欠損型点変異をノックインしたマウスを解析し、Z 型 RNA の編集異常が AGS 病態の本質であることを    

明らかにする。 
【【方方法法】】ゲノム編集により、ADAR1 を含むすべての RNA 編集酵素を欠損させた細胞株を樹立し、野生型あるいは  

Z型RNA結合能欠損（W197A）変異型ADAR1コンストラクトを導入後、RNA-Seqにて編集部位を網羅的に解析し

た。また、ADAR1遺伝子にW197A変異をノックインした（W197A KI）マウスを樹立し、本マウスの表現型解析及

びMDA5活性化の有無について検証した。 
【【結結果果】】培養細胞を用いた解析から、野生型に比べ、W197A 変異型では有意にRNA 編集効率が低下していることが

明らかになった。また、W197A KI マウスは著しい発育不良を示し、脳をはじめとする様々な臓器においてインター 

フェロン誘導遺伝子群（ISG）の発現上昇が認められた。さらに、本マウスとMDA5 KOマウスを交配させたところ、

これらの異常は正常化することが判明した。 
 
 

MDA5活性化の鍵を握るのはZ型RNAに生じるRNA編集? 
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緒緒  言言  

 
ADAR1 は2 本鎖RNA 中のアデノシンをイノシンへと置換するRNA 編集を触媒し、この化学修飾は全転写産物の

85％以上にも及ぶ［1］。ADAR1 ノックアウト（KO）マウスは、インターフェロンの異常産生を伴う胎生致死を示す

ことが知られていたが、その理由は長らく不明であった［2］。しかし最近になり、2本鎖RNAセンサー分子MDA5と

の 2 重 KO マウスを作製すると胎生致死が回避され、インターフェロンの産生も正常化することが報告された［3］。
MDA5は本来ウイルス由来の2本鎖RNAを認識するセンサーだと考えられてきたが、これらの知見は、内在する2本

鎖RNAがMDA5によって異物として認識される危険性があり、RNA編集は2本鎖構造を変えることで2本鎖RNA
が異物として認識されることを回避する機構であることを示唆している［4］。興味深いことに、ADAR1 や MDA5 に

おける遺伝子変異は、インターフェロンの異常産生や脳症を特徴とするエカルディ・グティエール症候群（AGS）を引

き起こすことが報告されており［5，6］、ヒトにおいても同様の機構が存在すると考えらえている。しかし、ヒトで100
万カ所以上にも及ぶ各 RNA 編集部位のイノシン化効率は、組織や発達時期によって多様であり、編集されなければ

MDA5によって非自己として認識される内在2本鎖RNAは特定されていない。 
そこで、AGS の原因となる ADAR1 遺伝子点変異が Z 型 RNA 結合ドメイン（ZBD）にも見いだされている点に  

注目し、Z型構造を含む2本鎖RNAの編集が、MDA5経路活性化回避の鍵を握っているのではないかとの仮説を立て

た。本研究では、RNA編集を指標に生体内Z型RNAを同定することに挑戦する。また、ADAR1遺伝子にZ型RNA
結合能欠損型点変異をノックインしたマウスを解析し、Z 型 RNA に生じる RNA 編集異常が AGS 病態の本質である

ことを明らかにする。 
 

方方  法法  

 
11．．RRNNAA編編集集完完全全欠欠損損株株のの樹樹立立おおよよびびRRNNAA編編集集部部位位のの網網羅羅的的同同定定  

ADAR1 あるいはADAR2 を標的とする guide RNA とCas9 を発現するall-in-one ベクターをRaw264.7 細胞に導

入し、RNA編集完全欠損Raw264.7細胞株を樹立した。この細胞株に、野生型あるいはZ型RNA結合能欠損（W197A）
変異型 ADAR1 コンストラクトを導入し、24 時間後に RNA を抽出した。編集部位のイノシンは逆転写中にグアノシ

ンと認識されるため、RNA-Seqにてアデノシンからグアノシンへの変化が生じた部位や頻度を網羅的に解析した。 
22．．ZZ型型RRNNAA結結合合能能欠欠損損変変異異型型AADDAARR11ノノッッククイインンママウウススのの樹樹立立おおよよびび表表現現型型解解析析  

Z型RNA結合能欠損変異型ADAR1ノックイン（W197A KI）マウスは大阪大学医学部付属動物実験施設にて樹立

した。最初に、W197A KIマウスが正常に生育するかどうかを検証し、インターフェロン誘導遺伝子群（ISG）の発現

レベルをqPCR にて定量し、野生型と比較した。加えて、MDA5ノックアウト（KO）マウスをW197A KIマウスと

交配させることで、MDA5活性化の有無を検証した。AGSの主症状は脳症であることから、脳についてHE染色を行

い、解剖学的な異常の有無を調べた。さらに、アストロサイトやミクログリアの活性化の有無を検証するため、これら

のマーカーである Iba1やGFAP抗体を用いて、免疫染色を実施した。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．AADDAARR11ののZZ型型RRNNAA結結合合ドドメメイインンをを介介ししたたRRNNAA編編集集効効率率のの決決定定  
哺乳類において、アデノシンからイノシンへの RNA 編集は ADAR1 と ADAR2 によって触媒される［7］。このた

め、ADAR1とADAR2を2重で欠損する（dKO）Raw264.7細胞株を樹立し、野生型あるいはZ型RNA結合能欠損

（W197A）変異型ADAR1コンストラクトを導入し、その編集効率を評価する系を立ち上げた。その結果、W197A変

異型では、野生型に比べRNA編集率が低下し、総編集箇所も有意に減少していることが明らかになった（図1）。この

結果は、ADAR1 によって生じるRNA 編集の多くが、Z 型RNA 結合ドメイン（ZBD）を介していることを示唆して

いる。 

 
図1．W197A変異によるRNA編集効率の低下 

a）野生型あるいはW197A 変異型ADAR1による平均RNA編集率。 
b）野生型あるいはW197A 変異型ADAR1による総RNA編集箇所。 
Mann-Whitney U-test、*P＜0.05。 

 
22．．ZZ型型RRNNAA結結合合能能欠欠損損変変異異型型AADDAARR11ノノッッククイインンママウウススのの樹樹立立  

ZBD を介した RNA 編集の生理的意義を明らかにするため、ADAR1 遺伝子に W197A 変異をノックインした  

（W197A KI）マウスを樹立した。その結果、本マウスが著しい発育不良を伴う生後致死を示すことが明らかになった  

（図 2a、b）。ADAR1 によるRNA 編集は、内在するRNA がMDA5 によって異物として認識されることを回避する

ためのRNA 修飾である。このため、W197A KI マウスをMDA5 KO マウスと交配させたところ、これらの異常は完

全に正常化し（図2a、b）、MDA5の異常活性化が生じている可能性が示唆された。 

 
図2．W197A KIマウスが示す生後致死 

a）野生型、W197A KI、W197A KI MDA5 KOマウスの生存曲線。 
b）野生型、W197A KI、W197A KI MDA5 KOマウスの写真。 
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33．．WW119977AA  KKIIママウウススににおおけけるるMMDDAA55活活性性化化のの有有無無のの検検証証  
さらに、実際に W197A KI マウスにおいて MDA5 が活性化しているかどうかを明らかにするため、MDA5 の下流

で誘導されるインターフェロン誘導遺伝子群（ISG）の発現レベルを定量した。その結果、様々な臓器においてMDA5
に依存する ISGの発現上昇が認められ、特に脳において顕著であった（図3）。AGSの主座は脳であることから、W197A 
KIマウスがAGS症状を再現する可能性が示唆された。 

 
図3．W197A KIマウスにおける ISGの発現上昇 

野生型、W197A KI、W197A KI MDA5 KOマウス各種臓器における 
Cxcl10、Ifit1、Rsad2 mRNAの相対発現量。 
Mann-Whitney U-test，*P＜0.05。 

 
44．．WW119977AA  KKIIママウウスス脳脳ににおおけけるる解解剖剖学学的的異異常常のの有有無無のの検検証証  

W197A KI マウスにおいて、脳で特に顕著に ISG の発現上昇が認められたため、HE 染色にて解剖学的な異常の  

有無について検証を行った。その結果、大脳皮質、白質の菲薄化に加え、側脳室、第四脳室の拡大が認められた（図4）。 
 

 
 

図4．W197A KIマウスが示す脳の解剖学的異常所見 
野生型、W197A KIマウス脳のHE染色像（スケールバー：1.25 mm）。 

 
55．．WW119977AA  KKIIママウウスス脳脳ににおおけけるるググリリオオーーシシススのの有有無無のの検検証証  
さらに、アストロサイト、ミクログリアのマーカーである GFAP、Iba1 の免疫染色を実施したところ、これらの細

胞数が有意に上昇していることが判明した（図5）。特にアストロサイトの増加は顕著であった。AGS患者ではアスト

ロサイトーシスが認められること、インターフェロンなどの炎症性サイトカインの産生細胞がアストロサイトであるこ

とが報告されており［8］、本結果は、W197A KIマウスがAGS様脳症を示す有用なモデルとなり得ることを示唆して

いる。 
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図5．W197A KIマウスが示すグリオーシス 

野生型、W197A KIマウス大脳皮質の免疫染色像。 
上段：GFAP、下段：Iba1（スケールバー：100μm）。 
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