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１．研究実施の概要

目的：ヒト脳の単一神経細胞で発現している遺伝子は、細胞毎に異なっており、そ

れが細胞の個性を決めている。そこで、脳で発現している機能分子のファミリー

メンバーをまず確定すること、レーザーにより単一神経細胞の切り出しを可能に

すること、統計解析を考慮に入れながら超高感度のアッセイ系を開発すること、

を同時平行で進める。さらにこの方法を用いて、極く初期に亡くなった神経変性

疾患患者のやがて死ぬ運命にある神経細胞の発現遺伝子における特異的変化を確

定することによって細胞の運命を知る。

方法：機能分子としてイオンチャンネルを集中的に扱うことにし、共通塩基配列の

プライマーを用いてクローニングを行う。細胞の切り出しのためにはエキシマー

レザーによるダイセクターを作成する。統計解析により最も適切なプライマーを

設定しそれを用いた超微量RT-PCR法を確立する。

結果：①　ヒト脳に発現する新規のＮａ+ チャンネルを発見、SCN12Aと命名し、全

シーケンスを決定した。in situ hybridizationにより、脳の神経細胞とグリア

細胞の両者に発現していることを証明した。現在その生理学的機能を検討

中である。

②　既知ではあるが、従来ヒト脳での存在が知られていなかったＮａ+ 、Ｃ

ａ++チャンネルの存在を確認し、定量的カタログを作成している。

③　エキシマレーザーを用いた単一神経細胞を切り出すためのレーザーダイ

セクターが完成し、約10μm 程度の大きさの神経細胞を切り出せるように

なった。

④　脳で発現している既知の遺伝子を例に用いて、ディファレンシアルディ

スプレイ（DD）での電気泳動パタンを予測する新しいコンピ ューターソ

フト群を開発した。      

⑤　単一神経細胞が発現する遺伝子を検索するための、超微量RT-PCR法お

よびそれに続くＤＤ法がほぼ完成した。

⑥　その方法を用いて、CAGリピート病の１つであるDRPLA小脳において、
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細胞毎にCAGリピート数に明らかなモザイシズムがあることを証明した。

２．研究実施内容

　１）クローニング・チーム

単一神経細胞の発現する遺伝子を探索して神経細胞の個性を知る上で、どのよ

うな分子に注目するかがまず重要である。我々は神経細胞のもつ最も重要な機能

は興奮作用であることに鑑み、その機能の最も基本的な素子であるイオンチャン

ネルについて系統的に探索することにした。

　　①　Ｃａ++およびＮａ+ イオンチャンネルのクローニング

Ｃａ++およびＮａ+ イオンチャンネルは、神経・筋などの興奮性細胞の細胞膜

に存在する膜蛋白である。これらのチャンネルは複数のサブユニットから構成

されるがその主要な機能はそれぞれαサブユニットに備わっているとされてい

る。これまでに哺乳類において複数のＣａ++チャンネルおよびＮａ+ チャンネル

の遺伝子が同定されてきており、これらのチャンネルにはアミノ酸配列にある

程度のホモロジーが認められスーパーファミリーを形成していることが分かっ

ている。しかしながら、これまでヒトの脳に発現しているこれらのチャンネル

遺伝子を系統的に探索した研究はなく、また定量的に検索した研究もない。

そこで我々はヒト脳に発現するＣａ++チャンネルおよびＮａ+ チャンネルの

カタログを作成するとともに、その定量解析を行い、続いてそれらの細胞局在、

さらには単一神経細胞における定量的発現状態を捕らえることを目的として、

ヒト脳に発現するこれらのチャンネルのクローニングに着手した。その結果、

Ｃａ++チャンネルについては既に脳に発現していることが判明しているα１

Ａ、α１Ｂ、α１Ｃ、α１Ｄ、α１Ｅの各タイプに加えて、筋肉にのみ発現す

ると考えられてきたα１Ｓタイプも間違いなくヒト脳に発現していることを確

認した。

一方、Ｎａ+ チャンネルについては、これまでに哺乳類の脳に発現すること

が知られていたＳＣＮ１Ａ、2A、3A、8Ａ、9Ａの各タイプを同定したが、その

他に従来脳には存在しないとされてきたＳＣＮ4Ａ、5Ａも実際に存在すること

を確認した。

さらに、ＥＳＴ（Expressed Sequence Tag）データベースを基にして、従来

まったく知られていなかった新奇のＮａ+ チャンネルαサブユニットをクロー

ニングし、ＳＣＮ12Ａと命名した。このＳＣＮ12Ａは、少なくともカルボキシ

ル末端の異なる２種類の転写産物があり（アミノ酸は1792個と1445個）いずれ

も既知のＮａ+ チャンネルαサブユニットに共通する４か所の膜貫通ドメイン

を有している。ＳＣＮ12ＡのmRNAのサイズは約７ｋｂで、脾臓、小腸、胎盤

および脊髄に主として発現を示した。脳よりも圧倒的に脊髄に強い発現がある
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ことは極めて興味深い。ＦＩＳＨ法によってＳＣＮ12Ａは染色体３番短腕

（3p21.3-p23）にマップされた。また、ＳＣＮ12Ａは既知のＮａ+ チャンネルと

約50% 程度のホモロジーしか示さず特異的な機能をもつＮａ+ チャンネルの可

能性がある。in situ hybridizationにより、このチャンネルは、脳の神経細胞とグ

リアの両者に発現していることが推定された。現在この遺伝子産物の生理機能

を検索中である。また従来ESTでしか知られていなかったSCN8A及びSCN3Aの

全シークエンスを決定した。

　　②　Ｋ+ およびＣｌ- チャンネルのクローニング

上記１．の場合と同様に、ヒト脳で発現し機能を持つもうひとつのチャンネル

グループであるＫ+ およびＣｌ- チャンネルについて、カタログ作成、定量的検

索などを目的として上記1.とほぼ同様な方法によって研究を進めた。既知のＫ+ 

チャンネルおよびＣｌ- チャンネルとホモロジーをもつクローンをＥＳＴデー

タベースから得て、プライマーを作成しRACE法（Rapid Amplification of cDNA 

Ends）によって全長をクローニングする方法と既知のＫ+ チャンネルあるいは

Ｃｌ- チャンネルのサブファミリーの共通塩基配列に合わせてプライマーをデ

ザインし、これを用いたnestedＰＣＲを行う方法によって検索した。その結果、

Ｋ+ チャンネルについてはラットのＫ+ チャンネルであるｅｒｇファミリーに

属するｅｒｇ３とアミノ酸レベルで約94.5% のホモロジーをもつ新奇のヒトｃ

ＤＮＡ断片を得た。さらに、約95.2% のホモロジーを持つ別のｃＤＮＡ断片も

得られた。現在、この２つのクローンについて全長をクローニングしその全シー

クエンスを決定することに集中している。なおＣｌ- チャンネルについてはク

ローンを４種類見いだしたがいずれも既知のものであった。

③　多系統萎縮症（オリーヴ橋小脳萎縮症）脳で発現が増加している新奇遺伝子

（ＺＮＦ２３１）のクローニング

オリーヴ橋小脳萎縮症患者の病変部位である小脳にその発現が明らかに増加

している遺伝子を目標としてディファレンシアル・ハイブリダイゼーション法

によって 8300個のクローンの中から見いだして同定したものである。この遺

伝子の転写産物は約１６ｋｂのサイズをもち、全シークエンスを決定したところ

3926アミノ酸よりなるＯＲＦ（Open Reading Frame）をもち、２か所にＧＰリ

ピート、 double zinc finger motifのペア、１か所のleucine zipper motif、２か所の

グルタミン・リッチ・ドメインおよび1か所のヒスチジン・リッチ・ドメインな

ど極めてユニークなモチーフを有すること が分かった。我々はこれをＺＮＦ

２３１と命名した。ノザン解析により、この遺伝子は脳に特異的に発現しており、

他の臓器ではほとんど発現していないことを見いだしたが、脳の中でも恐らく

ニューロンに特異的に発現していると考えている。特異抗体を作成したので、
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それを用いた光学および電子顕微鏡的レベルでの免疫組織化学的検討をしてい

る。

　　④　ハンチントン病の培養細胞モデルにおける細胞内封入体生成の動態

ハンチントン病は金澤が長年にわたって手がけてきた優性遺伝病である。

1993年にその責任遺伝子が決定され、そこに存在するＣＡＧリピートの異常な

伸長によって発病することが判明した。ＣＡＧリピート病にはハンチントン病

以外には歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（ＤＲＰＬＡ）、マシャド・ジョセフ病

（ＭＪＤ）など多くの疾患があり、我々の研究室では最先端の研究を続けてき

たし、現在でも続けている。一 方、1996年には異常に伸長したＣＡＧリピート

を有するハンチントン病遺伝子のエクソン１のみを強制発現させたトランス

ジェニックマウスにおいて、核内封入体の存在が見いだされ、その封入体がハ

ンチントン病における神経細胞死を招来するとされた。従って、ＣＡＧリピー

ト病全体の病態を理解する上でこの封入体の動態を知ることは極めて重要であ

ると考えられている。現在までに世界的に１０チーム以上がこの問題にアプロー

チしている。我々は異常に伸長したＣＡＧリピートを有するハンチントン病遺

伝子のエクソン１GFP（Green Fluorescent Protein）遺伝子をつなぎ、これをＣＯ

Ｓ細胞にトランスフェクトし蛍光顕微鏡下に「定点観測」することにより、封

入体の動態を調べることにした。その結果、驚くべきこに、細胞内封入体はほ

とんど５分以内に瞬間的に出現し、４０分以内にほぼ完成することを発見した。

ハンチントン病の線条体細胞死に、この細胞内封入体の形成が直接かかわって

いるか否かを検討することを目的として、培養細胞内で形成された封入体を大

量に集め、蛋白解析を行なっている。

　２）統計解析チーム

単一神経細胞が発現している遺伝子を系統的に探索し、神経細胞の個性や運命

を明らかにするためには、神経細胞の遺伝子を細胞内に存在するままの状態でＰ

ＣＲで増幅することが求められる。既知の遺伝子ファミリーについてプライマー

セットで増幅しようとする場合はもとより、ディファレンシアル・ディスプレイ

法（ＤＤ法）によって各細胞の発現遺伝子を比較する場合にも、その成否を決め

る重要な因子は、ＤＮＡ増幅のためのＰＣＲを行う際に用いるプライマーの設計

である。従来、脳における最適なＰＣＲ設計についての系統立った研究はほとん

どなされておらず経験的に行われてきたのが現状である。

そこで我がチームでは、脳に発現している8043個の既知の遺伝子をデータベー

スから取り出し、ＰＣＲに用いる６ｍｅｒの組み合わせの出現頻度を検索した。

その結果、CTGCTGあるいはCAGCAGのように50% 以上の頻度で出現する６ｍｅ

ｒがある一方、CGTACGあるいはCGCGTAのように２% にも満たない頻度でしか

－796－



出現しない６ｍｅｒもあることが分かった。こうした事実を基に、ランダムな発

現遺伝子検索において邪魔になるミトコンドリア遺伝子の増幅を極力抑制するプ

ライマーを見いだそうとしたが、残念ながら６ｍｅｒを用いる限り、ミトコンド

リア遺伝子の増幅を完全に抑制することは不可能であることが分かった。そこで、

現在１０ｍｅｒのプライマーによるＰＣＲを行なっている。

次に、細胞の運命を探索するためのＤＤ用プライマー作成を目指したプロジェ

クトとして以下のことを行った。特殊な高速ホモロジーサーチによって加工し、

ＤＤ用新データベースを作成し、それを基にして人工知能により最適なＰＣＲプ

ライマーの塩基配列を選定するという一連のプロセスを遂行するプログラム群を

作成した。

　３）ダイセクション・チーム

高エネルギーを出すエキシマレーザーを用いたレーザーダイセクター本体が完

成し、実際に神経細胞を切り出す様々な条件を検討した。その結果、凍結脳切片

はドライアイスではなく必ず液体窒素で凍結して氷の結晶が入らないようにした

組織から作成する必要があること、凍結乾燥後にも細胞の輪郭を顕微鏡下で見え

るような状態にするためには凍結乾燥のプロセスは－80 度ではなく－15 度付近

で行う必要があること、などが確認できた。また、レーザーダイセクターにより

切り出された細胞片をＰＣＲ用試験管に回収するための細胞切片回収条件の検討

も終了し、ダイセクション技術は完成した。

　４）超微量ＲＴ－ＰＣＲ・チーム

　　１．単一神経細胞がもつ既知の遺伝子の超微量ＰＣＲによる増幅

　　　（単一神経細胞のゲノムＤＮＡを増幅する）

ＣＡＧリピート病においては体細胞モザイクの存在が興味深い問題の一つ

である。そこで、単一神経細胞の切り出しの方法が確立したので、ＣＡＧリ

ピート病の一つであるＤＲＰＬＡの遺伝子の３'領域に対するプライマーを

作成して実際に単一神経細胞からＰＣＲで増幅できるかどうかを検討した。

それが可能であることがわかったので、ＤＲＰＬＡモデルマウス（新潟大の

グループにより作成されたマウス）を用いて、ＣＡＧリピートのモザイクの

有無を検索している。

　　２．単一神経細胞に発現する既知の遺伝子の超微量ＲＴ－ＰＣＲによる増幅

　　　（単一神経細胞のｍＲＮＡのうち既知のものを増幅する）

ラット・プルキンエ細胞をレーザーダイセクターにて切り出し、既知の蛋

白遺伝子であり神経細胞に多量に発現しているニューロフィラメントL鎖遺

伝子を用いたモデル実験を行った。すなわち、ニューロフィラメントL鎖遺

伝子のmRNAに対するプライマーを作成し単一プルキンエ細胞から得た
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mRNAを用いてRT－PCRを行ったものである。このように方法としてほぼ完

成したので、これを上記DRPLA患者脳に応用したところ　プルキンエ細胞や

グリア細胞など、小脳を形成する個々の細胞毎に、CAGリピー数に明らかな

違いがあり、体細胞モザイクがあることを初めて証明した。

　　３．単一神経細胞に発現する未知の遺伝子の超微量ＲＴ－ＰＣＲによる増幅

　　　（単一神経細胞のｍＲＮＡの全てをそのままの比率で増幅する）

死ぬ運命にある神経細胞と正常細胞との発現遺伝子の差を見いだし、神経

細胞死の原因分子を探索することを目指して、超微量ディファレンシアル・

ディスプレイ法を確立する。このことを目的としてｍＲＮＡからのｃＤＮＡ

作成条件、ｃＤＭＡの相対比を保ったままの増幅条件、ＦＤＤ（Fluorescent 

Differential Display）のためのＰＣＲ反応の条件、などを検討した。その結果、

これらの条件を一応確立できた。さらにプライマーデザインがもう一つの重

要な因子となるので、統計解析チームの助けを得てより適切なプライマーの

デザインを行い、ヒト脳に多く出現することが統計的にも証明された６ｍｅ

ｒを含む１０ｍｅｒのプライマーを用いるとよいことが判明した。現在までに

ヒト大脳皮質細胞、ヒトプルキンエ細胞、ヒト黒質細胞に応用し、うまく作

動することが確認できたところである。
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