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ゲノム解析により同定された老年病関連遺伝子群の機能解析（２４－１３） 

 

主任研究者 下田 修義 国立長寿医療研究センター ゲノム機能解析室（室長） 

 

 研究要旨 

 申請者の所属するメディカルゲノムセンターでは、全ゲノム解析、ゲノムワイド連鎖解

析(GWAS)、あるいはトランスクリプトームによりこれまでに認知症やフレイルなど、高齢

者に特有の疾患に関連する塩基置換（バリアント）を数多く見出している。また認知症に

ついては、アルツハイマー型認知症発症に関連する DNAのメチル化異常についても複数発

見している。しかしながらそれら DNAの違いと疾患・老化との関連を評価する実験系が未

だ確立されていない。その第一歩として本研究では、老年病や老化に関連する DNAの変化

をモデル生物個体に導入する技術をメディカルゲノムセンターで確立し、その後、変異導

入動物に対して免疫組織学的解析、生化学的解析、脳画像解析、そして行動解析などを行

う。そして老年病や老化に関連する DNAの違いが老年病や老化に与える影響の評価を可能

にするモデル生物確立を目指す。 

 

 

 主任研究者 

  下田 修義 国立長寿医療研究センター ゲノム機能解析室（室長） 

 

 

Ａ．研究目的 

 次世代シーケンサーの開発により老年病、とりわけ認知症関連の DNA多型（バリアン

ト、構造多型、メチル化）が数多く見出されたが、それらが果たして本当に認知症の発症

のしやすさに影響するのか、その評価をするための実験系の構築が、現在大きな課題とな

っている。そのために申請者はまず、認知症関連バリアントをマウスに導入したときに、

果たして認知症患者の表現型がマウスでどの程度見られるのかを確かめる必要があると考

えた。そのために本研究では CFAP74という遺伝子を取り上げた。主任研究者はこれまで

の研究において、ヒトの CFAP74遺伝子イントロン内に存在する、あるタイプの構造多型

が脳アミロイドーシスと関連することを遺伝学的解析から見出していた。そしてその
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CFAP74遺伝子の構造多型は CFAP74遺伝子の発現低下と関連していることが報告されてい

たため、CFAP74の機能低下が脳アミロイドーシスと関連することが推測された。 

CFAPとは線毛鞭毛関連タンパク質(Cilia-Flagella Associated Protein)の略号で 74は

タンパク質量が 74キロダルトン(kDa)であることを意味する。CFAP74は単細胞の鞭毛虫で

あるクラミドモナスの FAP74遺伝子の哺乳動物ホモログである。FAP74はクラミドモナス

において、鞭毛を構成するタンパク質と相互作用するタンパク質として同定され、FAP74

遺伝子は鞭毛の滑らかな動きに必要であることが知られている。線毛や鞭毛を構成するタ

ンパク質は数多く、およそ２００種のタンパク質が知られている。またそれらの遺伝的変

異は多種多様な線毛関連疾患 (ciliopathy；シリオパシー)を引き起こすことも知られて

おり、その代表的な症状の一つに水頭症がある。水頭症は主に３つの症状が表れることが

知られており、それらは認知機能低下、おぼつかない足取り、そして尿失禁である。また

水頭症患者には老人斑が見られやすいことが示されている。前述のように CFAP74の機能

低下アレルは老人斑形成と関連していたため、CFAP74 の機能低下は水頭症様の症状を引き

起こすのではないかと推測した。そこで本研究では第一の目的として、ヒト CFAP74遺伝

子のマウスホモログ Cfap74 のマウス変異体を作成し、免疫組織学的解析、生化学的、脳

画像解析等、さらには行動解析を行い、Cfap74変異体が水頭症と類似の表現型を示すのか

解析することにした。 

本研究の第２の研究目的は細胞が若返る仕組みの解明である。脊椎動物では加齢に伴い

DNAのメチル化修飾が徐々に変化していく。DNAのメチル化変動は遺伝子の活性に影響を

与えることから、近年、加齢依存的な DNAメチル化変動が老化の一因として見なされてい

る。DNAメチル化変動は初期胚で戻るが、それは DNAメチル化のリセットと呼ばれる。DNA

メチル化変動が老化の原因であれば、DNAメチル化のリセットは若返りの仕組みであると

見なすことができる。そのため最近、細胞や組織の人為的な若返りという応用面への期待

から、DNAメチル化のリセットが注目されている。ゼブラフィッシュ初期胚における DNA

メチル化のリセットは、哺乳動物の DNAメチル化のリセットに比べシンプルであることか

ら、そのメカニズムを解析しやすい。そこで本研究では、この魚類の特長を活かして、加

齢依存性 DNAメチル化変動のリセット（若返り）を解明する。 

 

Ｂ．研究方法 

  

（倫理面への配慮） 

 組み換えDNA実験および遺伝子改変動物の作製・飼養についてはそれぞれ、同機関の遺

伝子組み換え実験安全委員会および動物実験倫理委員会の承認を受けた上で実施する 

 

Ｃ．研究結果 

 １）認知症関連遺伝子の機能抑制と Aβ分泌量との関連 
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 主任研究者はヒトの CFAP74 遺伝子が脳アミロイドーシスと関連することを偶

然に見出した（未発表）。ヒト CFAP74 遺伝子の発現低下アレルをホモで有する

と脳アミロイドーシスを発症しやすかった。続いてマウス神経培養細胞におい

て Cfap74 遺伝子の活性を RNAi により低

下させると、培養液に分泌される Aβ40

および Aβ42 量が高まることが明らかに

なった（図１）。そこでマウスに Cfap74

変異を導入すると脳アミロイドーシスを

引き起こすのではないかという予想を立

て、Cfap74 マウス変異体を作成し、免疫

組織学的に Cfap74 マウス変異体の脳の

老人斑を解析した（図２）。なお、野生

型マウスは老齢となっても老人斑を形成

しないため、この実験に使用したマウスは Cfap74 変異に加えて、マウスの内在

App 遺伝子をヒトの遺伝性アルツハイマー型認知症変異をもつ APP 遺伝子、hAPP 

NL-G-F（図 3）に置換してある。hAPP NL-G-Fトランスジェニックマウスでは生後３

ヶ月になると老人斑が形成される。その結果、解析したのは未だ一例だけであ

るが、予想に反して、Cfap74 変異マウスの脳では Aβ40 から成る老人斑および

Aβ42 から成る老人斑のどちらの形成も抑制されていた（図２）。in vitro の実

験はマウスの正常な Aβ産生を測定しているが、hAPP NL-G-Fマウスでは Aβの内

部およびその周辺に Aβのプロセシングを促進する２つのアミノ酸変異を持つ

（図３、Swedish と Iberian）。特に APP のβ部位での切り出し効率を上昇させ

るスウェーデン型変異は Aβ40 および Aβ42 どちらの産生も上昇させるが、上

記のように Cfap74 の変異も培養細胞(in vitro)とマウス脳(in vivo)の両方の

系で Aβ40 および Aβ42 の両方の産生効率に影響する。このことから、主任研

究者はヒト CFAP74 が APP のβ切断に関与する可能性を考えている。つまり、

CFAP74 タンパク質は野生型 APP のβ部位切断には抑制的に機能する。そのため

マウス Cfap74 の機能抑制では APP のβ部位での切断効率がコントロールに比べ

高まり、マウス培養細胞上清への Aβの分泌量が高まる。一方、Swedish 変異を

持つ APP では Swedish 型のアミノ酸置換がもたらす APPβ部位切断効率の上昇に

対し、CFAP74 がポジティブに働く可能性が考えられた（図３）。ただし上述のよ

うにこの Cfap74 変異による Aβ産生量低下の結果は１例に過ぎない。そこで n

数を増すため、３ヶ月齢、１２ヶ月齢の Cfap74 変異/ hAPP NL-G-Fマウスそれぞ

れ４匹ずつから脳を摘出し、組織免疫学的解析のためのパラフィン固定を終え

たところである。 
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２）DNA メチル化リセットによる細胞の若返り 

 最近、米国のグループによりマウスゲノムの DNA メチル化を特定の細胞にお

いてリセットすることにより組織機能が若返ることが示された。この結果は DNA

のメチル化が老化に関与することを示唆しており、それは同時に老年病の下地

に DNA メチル化の異常が潜んでいる可能性も示唆する。そこで加齢に伴う DNA

メチル化の変動がマウスやヒトに比べ単純で、胚の操作が易しいゼブラフィッ

シュにおいて DNA メチル化をリセットする遺伝子を同定することを試みた。ゼ

ブラフィッシュにおいてはエピゲノムのリセットは、未同定の DNA メチル化酵

素(DnmtX)により、低メチル化している卵母細胞のゲノムが、受精後の胚で de 

novo メチル化することにより生じる（図４）。 

DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV・・・ EVKM IA TV IVIT・・・

b切断部位 g 切断部位

マウスAPP Ab

Ab40 Ab42

wt APP

Swedish変異

・・・ EVNL DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAGDVGSNKGAIIGLMVGGVV IA TVFVIT・・・APPNL-G-F

DAEFGHDSGFEVRHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV・・・ EVKM IA TV IVIT・・・wt APP

図３ モデル： CFAP74はAPPからのAβの切り出し効率に影響を与える

CFAP74

CFAP74

抑制的

促進的 Iberian変異
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したがって DnmtX は

de novo メチル化酵素

活性を持ち、卵母細

胞に蓄えられた母性

因子であることが予

想された。そこでゼ

ブラフィッシュに存

在する６つの de novo 

DNA メチル化酵素遺伝

子、すなわち dnmt3a

系の 4 遺伝子 dnmt3, dnmt4, dnmt5, dnmt7, および dnmt3b 系の２遺伝子

dnmt6, dnmt8 (dnmt=DNA methyltransferase)をゲノム編集技術により、それぞ

れ潰した。それらどの変異体も正常に発生し、かつ母性変異体でのエピゲノム

のリセットは正常であった（図５）。この結果から、これら６つの de novo DNA

メチル化酵素遺伝子は一部機能的重複しており、その結果、単独の変異ではほ

かのメチル化酵素遺伝子により機能相補している可能性が考えられた。そこで

単独の変異を掛け合わせていくことで、破壊された６つの DNA メチル化酵素遺

伝子をすべて重複して持つ、６重のゼブラフィッシュ変異体を作製した。その

結果、その６重変異体は生存可能であり、６重変異体においてもエピゲノムは

正常にリセットすることが判明した（図５）。つまり予想に反して、既知の de 

novo 型 DNA メチル化酵素遺伝子にはゼブラフィッシュのエピゲノムをリセット

する活性がないことが確かめられた。この結果は、マウスにおいては de novo

型メチル化酵素遺伝子 dnmt3a および dnmt3b の変異がエピゲノムリセットに必

須であり、また表現型として致死となることと対照的である。そこで、de novo

メチル化酵素の最後の候補として、一般的には維持 DNA メチル化酵素としてし

られる Dnmt1 に目をつけた。維持 DNA メチル化酵素とは DNA の複製に際して、

親鎖から娘鎖（新生鎖）が合成されるときに、親鎖の持つメチル化パターンを

娘鎖にもコピーする機能を持つ。古くから Dnmt1 は in vitro では de novo メチ

ル化活性を示すことが知られており、最近、マウスでも de novo メチル化の活

性があることが示唆されている。そこで Dnmt1 をコードする dnmt1 の機能低下

型アレル(hypomorph)変異体 dnmt1N1390Kについてエピゲノムリセット活性を調べ

た。まず研究主任者は野生型ゼブラフィッシュ胚でエピゲノムリセットが成立

する発生ステージを詳細に調べ、エピゲノムリセットは 8 細胞期（受精後 75

分）〜16 細胞期（受精後 105 分）の 30 分程度に限定して現れる一過的なもの

(transient)であるということを見いだした。続いてそのステージでのエピゲノ

ムリセットを dnmt1N1390K胚において調べたところ、dnmt1N1390K胚でもエピゲノム

受精卵

図４ ゼブラフィッシュにおけるエピゲノムサイクル

30分

メ
チ
ル
化
レ
ベ
ル

時間

加齢に伴うゲノムDNAの緩慢な低メチル化（精子除く）

母性因子DnmtXによるde novoメチル化

WT
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はリセットしていることが明らかになった。したがって Dnmt1 には de novo DNA

メチル化活性はない可能性もあるが、dnmt1N1390Kはハイポモルフアレルであるた

め、Dnmt1（N1390K）の維持メチル化酵素活性は弱くとも存在していることも考

えられる。なお授精後３時間の dnmt1N1390K胚は同ステージの野生型胚と比較し

て明らかに低メチル化していたが（図５）、これは一旦 de novo メチル化活性

により胚のゲノムが高メチル化状態になったが、その後の維持メチル化酵素活

性が不十分であるために徐々に低メチル化した結果であると考えられた。した

がって dnmt1N1390K胚では Dnmt1 は、従来から知られている DNA 複製時に機能す

る維持 DNA メチル化酵素活性だけでなく、受精直後には de novo メチル化酵素

活性を発揮し、エピゲノムリセット（＝細胞の若返り）に寄与するという、二

つの異なる機能を持つ酵素かを判定するために、今後は Dnmt1 抗体の受精卵注

入による de novo DNA メチル化に与える影響を調べる予定である。 

 

 

 

Ｄ．考察と結論 

ヒトの脳アミロイドーシスという表現型を促す遺伝的要因としてはこれまで家

族性アルツハイマー病の原因遺伝子と APOE 4 多型程度しか知られていなかった。

今回、主任研究者は新たに CFAP74 という脳アミロイドーシスに関わる可能性の

ある新たな因子を発見した。CFAP74 遺伝子はクラミドモナスで鞭毛の滑らかな動

きに必要な FAP74（鞭毛関連タンパク質 74）をコードする遺伝子のヒトホモログ

である。CFAP74 遺伝子に異常があると精子の鞭毛の動きに異常をきたし男性の不

妊の原因となることが報告されていた。Cfap74 変異マウスを作成したところ雄雌

図５ Dnmt1の維持メチル化酵素活性低下による胞胚期のDNA低メチル化

1 2 3 4 5 6

1: dnmt3a 系 2重変異体
2: dnmt3b 系 4重変異体
3: dnmt3a,3b 系 6重変異体
4: 野生型
5: dnmt1 +/-（機能低下型母性Dnmt1）
6: dnmt1 +/-（野生型母性Dnmt1）

メチル化感受性制限酵素

HpyCH4VI処理

1 2 3 4 5 6

未消化ゲノムDNA

1
-k

b
 D

N
A
ラ
ダ
ー

5 のみ受精後3時間の胚（中
期胞胚期）。他は２日目の胚

ゲノムDNAをメチル化感受性制限酵素で消化した結果。ゲノムが低メチル化すると切断点が多くなりスメアダウンする。
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とも不妊であり、マウスの Cfap74 とヒトの CFAP74 の機能が保存していること

がうかがわれた。したがってこれらの治験から CFPA74 の鞭毛での必要性につい

て、進化的保存性が示唆された。ただし、精子以外での細胞種や組織における

CFAP74 の機能についてはこれまでに報告はなかった。また CFAP74 には特徴的

なドメインが存在せず、その構造から細胞内での機能について推測することが困難

であった。ところが最近になり、これまで原因不明とされていたヒトの突発性正常

圧水頭症の多くが、実は繊毛・鞭毛関連遺伝子の異常により生じることが明らかに

された。脳室は多数の動繊毛を頂端側(apical)に持つ上衣細胞という細胞種で覆わ

れているが、上衣細胞の動繊毛がスムーズに動くことにより、脳室内の脳脊髄液の

流れが生まれる。ところが上衣細胞の動繊毛の動きに支障が生じると脳脊髄液の流

れが滞り、それが元で主に側脳室が膨れ上がり、水頭症になると考えられている。

そもそも CFAP74 遺伝子は脳アミロイドーシスとの関連から見つかった遺伝子で

あるが、正常圧水頭症の患者では老人斑を形成しやすいという報告がなされていた

そのため CFAP74 異常と水頭症の関連が推測された。今回、Cfap74 変異マウスを

作成し、変異体において Aβを指標に解析したところ、Cfap74 が Aβのプロセシ

ングに関与することが示唆された。したがって Cfap74 の解析は、今後の本研究の

進展によっては、認知症抑制のための重要なターゲットとなり得る。しかしまだ解

析数が少ないため、本年度後半は免疫組織学的解析および ELISA に使用するマウ

ス脳のサンプリングを集中的に行った。最終年度はそれら脳サンプルを使用して

Cfap74 が Aβの産生に与える影響を確定する予定である。 

また本研究では細胞の若返りのメカニズムを解明するために、DNA メチル化の

リセットに着目した。加齢に伴う DNA のメチル化は様々な脊椎動物で報告されて

おり、DNA のメチル化変動は遺伝子の活性に影響することから、加齢依存的な

DNA メチル化変動が老化の一因ではないかと現在推測されている。またその根拠

の一つとして変動した DNAメチル化が次世代の初期胚で元に戻ることが挙げられ

る。仮に DNA メチル化リセットが老化の巻き戻しであれば、メチル化リセットを

人為的に操作することで、DNA メチル化の加齢変動が老化原因の一つであるかを

初めて検証することができる。そこで本研究ではメチル化リセットが哺乳動物に比

べ単純であるゼブラフィッシュに着目した。ゼブラフィッシュの DNA メチル化リ

セットは、低メチル化した卵母細胞が高メチル化状態に戻る現象である。したがっ

てそれは de novo メチル化活性に依存する。そこで本研究では卵母細胞に存在する

ゲノムの de novo メチル化酵素を同定することを試みた。主任研究者は以前、ゼブ

ラフィッシュに存在する 6 つの de novo メチル化酵素遺伝子を同定しており、6 つ

それぞれの遺伝子をゲノム編集技術により破壊した。しかし、どの単独の変異はも

ちろん、6 つの de novo メチル化酵素遺伝子をすべて破壊されたゼブラフィッシュ

胚でも DNA メチル化のリセットは生じた。そのため、現在、維持メチル化酵素と
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して知られる Dnmt1 に DNA メチル化リセットの活性がないか調べている。DNA

メチル化リセットをもたらす因子が Dnmt1 であることを実証できれば、dnmt1 遺

伝子の活性を人為的に変化させることにより、老化に与える影響を解析することが

できると考えている。 
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 ３．その他 
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