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「Caチャネル遺伝子の変異と神経疾患」

１．研究実施の概要

　�１ACaチャネルは脳全体に広く発現しており、中枢および末梢神経系の伝達物質

放出機構において中心的役割を果たしている。近年、本遺伝子の種々の変異が多彩

な神経疾患とリンクしていることが明らかにされてきた。脊髄小脳失調症６型

（SCA６）はその一つであり、本邦の遺伝性脊髄小脳変性症においてSCA３についで

多く社会的ニーズの高い難治疾患である。本研究においては、SCA６の病態とチャ

ネル遺伝子変異との関係を明らかにするとともに、変異�１Aチャネルおよび共存す

る他のタイプのCaチャネル機能の調節、制御機構の活用により神経細胞の変性脱落

の阻止をはかる。そしてCa依存性の神経細胞死を最終局面とする多くの神経変性

疾患の治療法開発の基盤確立を目指す。現在、�１Bおよび�１Eの２種のチャネルノッ

クアウトマウスの作製を終了し、これらマウスの機能解析を行っている。一方SCA６

の病態とチャネル遺伝子変異との関係を変異�１Aチャネルの発現制御、電流特性、

活性制御などの側面から明らかにしつつある。今後、種々ノックアウトマウスの解

析から得られた結果、さらに現在作製中のSCA６変異Caチャネル遺伝子をシングル

コピー導入したノックインマウスの解析から�１Aチャネル遺伝子疾患の治療法を模

索する。本研究成果は‘イオンチャネル疾患’全般の原因究明と治療法開発に格好

のモデルを提供することになると期待される。

２．研究実施内容

�　チャネル遺伝子ノックアウトマウスの作製と種々 Caチャネル変異マウスの機

能解析

　当初から計画していた�１Bおよび�１ECaチャネルのノックアウトマウスの作製

を終了した。現在、これに加えてtg laマウス（�１ACaチャネルの遺伝子変異マウス

の一種であり、小脳プルキンエ細胞の�１ACaチャネル電流が２０％以下になってお

り、�１ACaチャネルノックアウトマウスと類似の臨床症状を示す。）の３種の神経

特異的Caチャネル変異マウスを用いて、種々の神経機能における各タイプCaチャ

ネルの特異性と共同性の解析を続けている。
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�－１　 �１ACaチャネル

　本チャネルに関してはtg laマウスを用いた解析から、生体の防御反応にとって

重要である急性の痛覚伝達において重要な働きをしていることが明らかとなっ

た。現在、摘出脊髄標本を用いた電気生理学的解析からそのメカニズムの解明

を行っている。

�－２　�１BCaチャネル

　本チャネルは �１ACaチャネルとともに中枢及び末梢神経系における種々伝達

物質の放出機構において重要な働きをしているCaチャネルである。 �１ACa

チャネルをノックアウトすると小脳プルキンエ細胞において本チャネルが発現

誘導されることが最近明らかにされた。�１BCaチャネルに関しては、�炎症性

疼痛において痛み伝達に関与すること、�下降性疼痛抑制系伝達に関与するこ

と、�神経因性疼痛機構において痛み伝達に関与することが明らかとなった。

�－３　 �１ECaチャネル

　本チャネルはSCA６において特異的に変性脱落する小脳プルキンエ細胞にお

いて�１ACaチャネルと共存するCaチャネルである。�１ECaチャネルに関しては

�炎症性疼痛において痛み伝達に関与すること、�下降性疼痛抑制系伝達に関

与すること、�海馬におけるシナプス可塑性（LTP）及び恐怖条件付け学習に

関しては正常であるが、空間学習能力が劣っていること、�虚血性神経細胞死

において防御的に働いていることなどが明らかとなった。現在、小脳における

本チャネルの機能を解析中である。

　以上我々は種々の神経特異的Caチャネル遺伝子変異マウスの解析から、外部か

らの侵害性刺激や体内の病変に対する生体防御機構として働き、生命維持に重要

な警告反応である急性の生理的な侵害受容性疼痛には�１Aチャネルが、そして病

的な疼痛であり、治療を必要とする慢性の侵害受容性疼痛には�１Bおよび�１Eチャ

ネルが、さらに神経因性疼痛には�１Bチャネルが重要な働きをしていることを明ら

かにした。このように痛覚伝達一つをとっても個々のCaチャネルは、ある種の痛

み伝達においては特異的に、別の種類の痛み伝達においては共同的に働いている

ことが明らかになり、これらチャネルの機能的差違をうまく利用することにより

神経細胞のCaホメオスタシスを正常状態に維持できる可能性が示唆された。一

方�１BCaチャネルと�１ECaチャネルノックアウトマウスは情動に関与する行動学

的解析においてまったく反対の性質（恐怖心欠落傾向VS怖がり傾向）を示した。

両チャネルの脳内における分布は非常にオーバーラップしており今後これらチャ

ネル欠損による情動異常の分子的基盤を明らかにすることをめざし研究を続ける

予定である。
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�　P型Caチャネル遺伝子の単離と機能解析

　�１Aチャネル遺伝子はP型およびQ型Caチャネルをコードしている。これまで

の研究結果からP型およびQ型の差異は�１AチャネルmRNAのオルタナティブス

プライシングに由来する可能性が強く示唆されており、SCA６において特異的に

変性脱落するプルキンエ細胞においてはP型のみが発現している。我々はマウス

小脳プルキンエ細胞よりmRNAを単離しこれを鋳型として�１AチャネルcDNAの

全長を取得し、全塩基配列を決定した。その結果、プルキンエ細胞のP型チャネ

ルには種々のスプライスバリアントが存在することが明らかとなった。さらにあ

るスプライスバリアントはRNA editingによる修飾も受けていることが明らかに

なった。現在、これら�１AチャネルcDNAを�２/�および�１サブユニットとともに

HEK２９３細胞に発現させ、その電気生理学的特性を解析するとともにRNA editing

の特異性の検討を行っている。

�　モデルマウスの作製と機能解析

　SCA６においては、原因遺伝子がCaチャネルであるということから、もし疾患

の原因がCaチャネル活性の上昇／低下にある場合、発現量を生理的レベルに保つ

ことができない通常のトランスジェニックマウスはモデルとなりえない。そこで

�１Aチャネル遺伝子座のnativeプロモーターの下流にヒト疾患Caチャネル遺伝子

をシングルコピー導入できるターゲットベクターを構築した。そしてこれをES

細胞に導入し相同遺伝子組換えが起きた変異ES細胞クローンの単離に成功した。

続いて疾患�１Aチャネル遺伝子を含む組み換え用ベクターを構築し、これを上記

ES細胞に導入しSCA６変異を有するヒト型�１Aチャネルを有する変異ES細胞ク

ローンの単離に成功した。そしてこのES細胞をブラストシスト内インジェク

ションすることによりキメラマウスを作製した。現在このキメラマウスをB６マ

ウスとかけあわせジャームライントランスミッションしたマウス（ノックインマ

ウス）の取得を試みている段階である。

�　チャネルの細胞内局在性と細胞死の検討

　現在SCA６の患者において見い出される変異を導入した�１Aチャネルを種々の

培養細胞にstableに発現させ、細胞内における発現部位、環境変化に対する細胞

の生存、細胞死（apoptosis, necrosis）等を検討している。そしてHEK２９３細胞を

用いた系においてこれらのCAGリピートが異常伸長した変異遺伝子を導入した

細胞は、正常な遺伝子を入れた対照に比べアポトーシスによる細胞死をきたしや

すいことを定量的に検討し明らかにした。

�　SCA６の遺伝子治療の可能性の検討

　現在GFPマーカーをアミノ末端に、FLAGマーカーをカルボキシル末端に付け

たヒト変異�１Aチャネル（CAG２８個）のコンストラクトを発現する培養細胞株を

－817－



樹立している。今後これを用いて細胞レベルでの遺伝子治療法を模索する。当面

はRNA-DNAオリゴヌクレオチドを用いた標的遺伝子修正法（targeted gene 

correction）を用いて行う予定である。

�　疾患患者および患者脳組織の解析

　SCA６患者ではほぼ純粋な小脳失調症を呈するが、中には末梢神経障害など小

脳失調症状以外の症状を呈するとの報告もある。SCA６における症候と病変の広

がりを明らかにするためにSCA６患者について電気生理学的検査や自律神経機能

検査を含む検索を継続して行っている。

　SCA６患者脳を用いてさらに詳細な分析を行い、長い異常ポリグルタミンのみ

を認識する抗体１C２を用いた免疫組織化学にて、多くのプルキンエ細胞の細胞質

内に顆粒状の小封入体の多発を初めて見いだした。核内にも存在する可能性があ

り、原因遺伝子産物からなる封入体が細胞質のみにみられるのと少し異なった分

布をしている可能性が高く、逆に核内封入体が主体の他のCGAリピート病と共通

する所見でもあり重要な意義を有すると期待される。

　�１Aチャネル遺伝子の他の変異で反復発作性失調症２型や片麻痺性片頭痛が生

じるが、我が国ではこの遺伝子変異に関してまだ十分に検索されていない。まず

このような症候を呈する患者およびその遺伝子の集積を行った。さらに遺伝子解

析を行いその変異を明らかにすべく準備を進めた。
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