
 1 

「精神・神経疾患の分子病態理解に基づく診断・治療へ向けた 

新技術の創出」 

 平成２１年度採択研究代表者 

 

水澤英洋 

 

東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科・教授 

 

プルキンエ細胞変性の分子病態に基づく診断・治療の開発 

 

 

§§§§１１１１．．．．研究実施体制研究実施体制研究実施体制研究実施体制    

 

（１）水澤グループ 

① 研究代表者：水澤 英洋 （東京医科歯科大学大学院医歯学総合研究科、教授） 

② 研究項目 

・プルキンエ細胞変性の分子病態に基づく診断・治療の開発 

 

（２）萩原グループ 

① 主たる共同研究者：萩原 正敏 （京都大学大学院医学研究科、教授） 

② 研究項目 

・ 神経変性原因遺伝子の選択的スプライシング制御機構解明と治療薬候補化合物探索 

 

（3）田中グループ 

① 主たる共同研究者：田中 博 （東京医科歯科大学大学院疾患生命科学研究部、教授） 

② 研究項目 

・ 次世代シーケンサーおよびエクソンアレイを用いた網羅的転写産物解析手法についての

研究 

 

 

§§§§２２２２．．．．研究実施内容研究実施内容研究実施内容研究実施内容    

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 

 

SCASCASCASCA 変異変異変異変異によるによるによるによる RNARNARNARNA プロセシングプロセシングプロセシングプロセシング・・・・遺伝子発現異常遺伝子発現異常遺伝子発現異常遺伝子発現異常のののの網羅的解析網羅的解析網羅的解析網羅的解析    （田中・水澤グループ） 

前年度に引き続き、6 週齢 Sca6-MPI-118Q ホモマウスの小脳 mRNA を抽出し、Affymetrix 

Mouse Genome 430 2.0 Array (45,037 プローブセット)を用いたマイクロアレイ解析を行なった。
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また、コントロールとして正常ヒト遺伝子をノックインした Sca6-MPI-11Q マウスについても、同様の

マイクロアレイ解析を行った。Moderated t-statistics法を用いて118Q導入マウスで発現変動を

示し、かつ 11Q 導入時に発現変動を示さない遺伝子を抽出した結果、p < 0.01 かつ発現倍差が

1.2 倍以上となる 667 プローブセットを抽出した。これらの遺伝子群を、ヒトのタンパク

質間相互作用ネットワークにマッピングしたところ、EGFR やフィブロネクチン(Fn1)を中

心とした遺伝子群に発現低下が見られ、EGF シグナル伝達系の低下により、Fn1 や非線維

性の IV 型コラーゲンファミリー(Col4a1/2/5)などの細胞外基質の発現が抑制され、細胞死

が起こる可能性が示唆された。また発現変動遺伝子に共通するプロモーター配列を

TransFind、TFactS、PASTAA などのソフトウェアを用いて解析したところ、発現亢進遺

伝子には Sp1 や低酸素応答因子である Arnt、発現減少遺伝子には Creb や Crebp1 などが

共通して存在することが分かった。これらの遺伝子群を含め、いくつかの有用な遺伝子に

ついて、qRT-PCR により再現性が確認されたものを中心に、今後より詳細な検討を進めて

いく予定である。また、Sca6-MPI-118Q マウスにおけるスプライシング異常のターゲット

遺伝子探索のため、次世代シーケンサーを用いた RNA-seq を行い、マイクロアレイで発現

変動の見られた遺伝子を中心にスプライシング異常の可能性を検討した。 

 

SCASCASCASCA 責任遺伝子産物責任遺伝子産物責任遺伝子産物責任遺伝子産物ののののインタラクトームインタラクトームインタラクトームインタラクトーム解析解析解析解析（田中・水澤グループ） 

前年度までに Y2H 法で同定した相互作用因子のうち Pin1, Aco2 については免疫沈降法に

よる相互作用の確認が不調に終わった。現在残りの因子についての解析の準備を進めてい

る。 

CaCaCaCavvvv2.12.12.12.1 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子スプライススプライススプライススプライス制御失調制御失調制御失調制御失調のののの SCA6SCA6SCA6SCA6 病態病態病態病態へのへのへのへの関与関与関与関与（水澤グループ）    

SCA6 では伸長 CAG リピートは選択的スプライシングを受けるエクソン(Cav2.1 遺伝子のエクソン

47)に存在する。選択的スプライシングによって生ずる２種類のアイソフォーム(MPI,MPc)の機能

分化、病態への関与にを明らかを明らかにするために、MPI のみを発現するスプライス変異ノック

インマウス(MPI-11QKI) の解析を行ってきた。MPI-11QKI ホモマウスは生後２年まで明らかな

異常は認められ なかった。MPc のみを発現するスプライス変異ノックインマウス

（Cavvvv2.1-Ctm-KO）については、1)ホモマウスが生後週齢より運動失調を呈すること。2)

小脳で明らかなPC変性は認められず、何らかの機能的変化が運動失調の原因であること。

が判明した。これらの結果は、Cavvvv2.1 C 末端部が重要な生理機能を果たし、SCA6 では変異に

よるそれらの機能変化が病態に関わる可能性を示唆する。現在さらに詳細な病理学的解析をす

すめて、本マウスにおける Cavvvv2.1 チャネルプレシナプス局在の異常やインタラクター分子

の発現異常の有無を検討するとともに電気生理学的に小脳シナプス伝達異常の解析を行な

う準備を進めている。 

    

SCA6SCA6SCA6SCA6 モデルモデルモデルモデルのののの病理学的解析病理学的解析病理学的解析病理学的解析にににに基基基基づくづくづくづく病態解明病態解明病態解明病態解明 （水澤グループ） 

昨年度、我々は Sca6-MPI-118Q KI マウスの PC 細胞内凝集体形成や PC 変性におけるリソゾ
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ーム系の関与を明らかにするために、カテプシン B(Ctsb) KO マウスと MPI-118Q KI マウスの二

重変異マウスの作製を行い、その解析を行なった。その結果、二重変異マウスでは、MPI-118Q 

KI マウスと比較して変異 Cav2.1 の蓄積が亢進し、PC 変性・運動失調が悪化したことからリ

ソソーム機能・変異 Cav2.1 のリソソーム蓄積が SCA6 の病態に関与することが明らかとな

った。 

 

スプライスレポーターモデルスプライスレポーターモデルスプライスレポーターモデルスプライスレポーターモデルによるによるによるによる SCASCASCASCA スプライススプライススプライススプライス制御機構制御機構制御機構制御機構のののの解明解明解明解明とそのとそのとそのとその修飾修飾修飾修飾（萩原・水澤グル

ープ） 

SCA6 遺伝子 MPI 型及び MPc 型選択的スプライシングを蛍光色の変化によりモニターで

きるスプライシング・モニター細胞株の（Ex47-PC12）樹立に成功した。Ex47-PC12 では

ほぼ PC 細胞と同様の発現比率の MPI 型及び MPc 型スプライシングを示した。加えて、

伸長 CAG リピートを発現し、 MPI 型選択的スプライシングを Venus(緑色) で in vivo で

モニターできる、MPI レポーターマウスの作製を行ない。F1 マウスを得た。また萩原グル

ープは、新規に開発したスプライシングレポーターモニターシステムの有効性を検討するため、家

族性自律神経失調症の原因遺伝子 IKBKAP の exon20 とその両側の flanking intron を組み

込んだスプライシング・モニターベクターを構築した。エクソンの選択的使用に応じて GFP/RFP

等の異なる蛍光タンパク質が発現するようレポーターミニジーンをデザインしており、生体内にお

ける細胞ごとの選択的スプライシングパターンの解析が可能である。RNA 結合タンパク質の

siRNA ライブラリーや化合物ライブラリー(3)のスクリーニングを行なった結果、複数の RNA 結合

蛋白が IKBKAP の exon20 のスプライシングを制御しており、その発現量がスプライシングのパタ

ーンを規定していることなどが判明した。このように、新規スプライシングモニターシステムの有効

性が明らかとなったので、脊髄小脳変性症 6 型 (SCA6) 原因遺伝子 P/Q-型 Cav2.1 カルシウム

チャネル遺伝子（CACNA1A）のエクソン 47 領域を含む領域を、独自のスプライシング・モニター

ベクターに組み込み、制御因子や治療薬候補化合物を探索する準備を進めている。 

 

SCA31SCA31SCA31SCA31 ののののモデルマウスモデルマウスモデルマウスモデルマウス・・・・培養細胞培養細胞培養細胞培養細胞のののの作製作製作製作製（水澤グループ） 

本年度は SCA31 の原因の変異であるモデル細胞を確立した。変異である様々な 5 塩基繰り返し

配列の複合体のうち、主要な毒性成分が予想通り(TGGAA)n であることを培養細胞での細胞死

実験とヨーロッパ人での SCA31 頻度解析(6)によって明らかにした。次に安定化培養細胞株を作

製し、(TGGAA)n の発現系でのみ、患者と同様の RNA の異常構造物(Foci)が出現することを確

認した。さらに、患者脳の病理学的解析では、小脳プルキンエ細胞の萎縮が軽度である細胞で、 

(TGGAA)n の転写産物に対応する(UGGAA)n で構成される RNA foci が多く形成されているこ

とを発見した(Niimi Y. et al.論文投稿準備中)。これは RNA foci の形成がプルキンエ細胞変性

の比較的初期に起きていることを示唆している。この細胞モデルでの遺伝子発現プロファイリング

を開始した。平成 24 年度初頭に解析を完成させ、別途同定したインターラクターの関与を探る。 

 一方、モデルマウス作製は昨年度作製した(TGGAA)n を含む変異型および正常対照リピート型
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の 2 種類について、それぞれが lox p 配列で挟まれた floxed マウスを樹立した（変異マウス 4 ラ

イン、対照マウス 6 ライン）。震災の影響があり繁殖がスムーズでないが、なんとか F1 世代の樹立

を数ラインで達成した。さらに、プルキンエ細胞で選択的に導入遺伝子が発現するように

L7/pcp2-Cre マウスとの掛け合わせを準備している。 

 

SCA31SCA31SCA31SCA31 変異遺伝子結合蛋白変異遺伝子結合蛋白変異遺伝子結合蛋白変異遺伝子結合蛋白のののの探索探索探索探索（水澤グループ） 

昨年度から今年度にかけて、(UGGAA)n および対照リピート配列に対する結合蛋白を、

TOF-MASS 解析を用いて行い、(UGGAA)n 特異的、もしくは同配列優位に結合するインターラ

クターを 6 種類同定した。これらはいずれも RNA 結合蛋白であることが知られており、SCA31 の

病態への関与が有望視される。上記培養モデル細胞で、RNA foci と共局在することも確かめ、目

下培養細胞での細胞死への経路にどのように関与するかの仮説を立てるため、培養細胞での網

羅的 RNA 発現解析を行っている。また、後述するショウジョウバエでの細胞死への関与を解明す

る研究をスタートさせた。 

 

SCASCASCASCA ののののショウジョウバエショウジョウバエショウジョウバエショウジョウバエモデルモデルモデルモデルのののの作製作製作製作製とととと解析解析解析解析（水澤・萩原グループ） 

萩原グループとの協議を経て、今年度ショウジョウバエに変異型(UGGAA)n および対照型リピー

トをそれぞれ過剰発現させたトランスジェニック・ショウジョウバエを作製した。目下複眼に発現させ

た範囲では、(UGGAA)n を発現する複数のラインで明瞭な細胞障害が確認されたが、対照型で

は全く異常が見られず、ヒトでの遺伝子解析結果を追認する結果を得ている。さらに、ハエでの細

胞障害の程度は、(UGGAA)n のリピート長と相関していた。現在、RNA の毒性が主体であるのか、

変異 RNA からタンパクが発現するために毒性が起きるのか、あるいは、インターラクターの関与が

どの程度あるのかを解明するため、追加のショウジョウバエモデルの作製を進めている。また、細

胞障害を抑制するコンパウンド探索を、萩原グループおよび永井義隆国立精神神経研究医療セ

ンター室長と共同して行う計画である。 

 

マウスマウスマウスマウス子宮内胎児子宮内胎児子宮内胎児子宮内胎児エレクトロポレーションエレクトロポレーションエレクトロポレーションエレクトロポレーション法法法法をををを用用用用いたいたいたいた SCASCASCASCA 遺伝子産物遺伝子産物遺伝子産物遺伝子産物のののの機能解析機能解析機能解析機能解析    

種々の方法を試みたが、遺伝子導入効率が悪く細胞死の解析研究に不適切と判断せざるを得ず、

いったん断念することにした。 

 

MSAMSAMSAMSA ののののモデルマウスモデルマウスモデルマウスモデルマウス作製作製作製作製とそのとそのとそのとその解析解析解析解析 

我が国でも世界的にも最も頻度が高いプルキンエ細胞変性を来たす多系統萎縮症(MSA)につ

いて、その根本原因は不明であるものの病態の上流に位置すると考えられるオリゴデンドログリア

細胞特異的蛋白 p25α(別名 TPPP)について研究を進めた。今年度同蛋白に対するモノクローナ

ル抗体を完成させた。また、本研究課題で前年度作製したポリクローナル抗体も用いて、患者脳

での同蛋白発現を免疫組織化学的に検索している。 

 一方、p２５α の過剰発現モデルマウスの作製を試みた。本年度 p25α の floxed マウスの樹立を
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目指したが、これまで 3 回マイクロインジェクションによって遺伝子導入を行ったものの、成功せず、

来年度引き続き、別施設で導入を試みることにした。 

 

 

§§§§３３３３．．．．成果発表等成果発表等成果発表等成果発表等    

 

（（（（３３３３－－－－１１１１））））    原著論文発表原著論文発表原著論文発表原著論文発表 
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（（（（３３３３－－－－2222））））    知財知財知財知財出願出願出願出願 

① 平成 23 年度特許出願件数（国内 0 件） 

② CREST 研究期間累積件数（国内 1 件） 

    


