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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

プルキンエ細胞変性の病態を解明し、脊髄小脳変性症の診断・治療法の開発につなげる

ため、主に脊髄小脳失調症 6型 (SCA6)及び脊髄小脳失調症 31型(SCA31)を対象にして、

細胞・マウス・下等生物等の疾患モデルを利用した研究を遂行した。 

 

１．SCA6病態に関連する遺伝子のmRNA発現・スプライシング異常を同定するために、病態

を再現する Sca6モデルマウス小脳を用いて次世代シーケンシングやマイクロアレイなどのハ

イスループットデータの解析とその生物学的な解釈を実施した。酸化ストレスや神経炎症に

関連する遺伝子群の発現が病態の非常に初期から変化することが明らかとなり、神経炎症

の制御により病態を修飾できる可能性を示した。また SCA1, SCA7などの他の SCAとも共通

して病態初期より発現が減少する遺伝子群などが判明した。 

 

2. MPI 型及び MPc 型スプライシングの生理学的な意義を明らかにするために、MPI のみ或

は MPc のみを発現するスプライス変異ノックインマウス(それぞれ MPI-11QKI マウスと

Cav2.1-Ctm-KOマウス)を作製し、解析を行った。その結果、Ctm-KOホモマウスは小脳失調

を発症し、MPI 型チャネルがアイソフォーム特異的に神経伝達において生理機能を果たし

ていることが判明した。しかしその小脳失調は非進行性で発症機序はSCA6のそれとは異な

っていると考えられること、また Ctm-KOヘテロマウスは無症状であることから、MPI型チャネ

ルの発現抑制が SCA6の進行抑制に有用であることが示唆された。 

 

3. SCA6 遺伝子エクソン 47 開始領域のスプライシング制御を調節しうる化合物を同定し、病

態の治療法の開発につなげるために、神経毒性と直接関連する MPI 型スプライシングと関

連しない MPc 型スプライシングをそれぞれ GFP 及び mCherry の蛍光でモニターできる

Neuro2a 安定細胞株の樹立に成功した。このスプライシングレポーターシステムを用いて既

存薬ライブラリー(1163種)及び 9800種の化合物ライブラリーのスクリーニングを行なった。 

 

4. MPI-118QKI マウスや患者脳を用いたプルキンエ細胞質内封入体の病理学解析及び

MPI-118QKI マウスとカテプシン B 欠損マウスとの二重変異マウスの解析からエンドリソソー

ム分解系・変異 Cav2.1のリソソーム蓄積が SCA6の病態に密接に関与することを明らかにし

た。 

 

5. SCA31変異アレルでは、当該ゲノム領域の (TGGAA)n(TAGAATAAAA)n リピート配列が

挿入されている。SCA31 の病態を解明するために、培養細胞・マウス・ショウジョウバエでの

モデル作製を行ない、これまでに RNA fociの形成及び細胞死を再現する細胞モデルの作

製に成功した。患者ゲノムの解析から(TGGAA)n に毒性があり、BEAN 遺伝子方向の転写

産物である（UGGAA）ｎが神経毒性に関与することが明らかとなった。 

 

6. 遺伝学的解析・in vivo スクリーニングが比較的容易に行える系として、（UGGAA）ｎをショ

ウジョウバエに過剰に発現し、複眼および神経細胞の細胞死と RNA 凝集体形成を示す

SCA31ショウジョウバエモデルの作製に成功した。別途(UGGAA)nと結合する蛋白を、本研

究で 6種類同定していたが、そのうちショウジョウバエで既に過剰発現するラインが存在する

3 種類の蛋白について、ショウジョウバエ同志の交配で検索したところ、(UGGAA)n の毒性

がレスキューされた。さらに当該蛋白のどの部分が、細胞死制御に重要であるかも解明し、

疾患の治療法に新しい概念を提供する結果を得た。 

    

 

 



 

 

（２）顕著な成果 

＜優れた基礎研究としての成果＞ 

１．Ishiguro T, Ishikawa K (Corresponding Author), Takahashi M, Obayashi M, Amino T, Sato 

N, Sakamoto M, Fujigasaki H, Tsuruta F, Dolmetsch R, Arai T, Sasaki H, Nagashima K, Kato 

T, Yamada M, Takahashi H, Hashizume Y, Mizusawa H. The carboxy-terminal fragment of 

alpha1A calcium channel preferentially aggregates in the cytoplasm of human spinocerebellar 

ataxia type 6 Purkinje cells. Acta Neuropathol 119(4):447-64, 2010 (DOI:  

10.1007/s00401-009-0630-0)  

   概要：本研究で重要な対象疾患である脊髄小脳失調症 6 型(SCA6)について、患者脳で初

めての詳細な変異蛋白解析を行った論文である。この論文で初めて患者の脳で特異的に

チャネル蛋白の C 末端断片が凝集し、核内にも移行していることが明らかになった。この

成果に基づいた研究の発展が期待される。 

 

  ２．Unno T, Wakamori M, Koike M, Uchiyama Y, Ishikawa K, Kubota H, Yoshida T, Sasakawa 

H, Peters C, Mizusawa H and Watase K. The development of Purkinje cell degeneration in a 

knockin mouse model reveals lysosomal involvement in the pathogenesis of SCA6. Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA. 109(43):17693-8. 2012 (DOI: 10.1073/pnas.1212786109). 

概要： 本研究で SCA6 のプルキンエ細胞死を再現し、若年から失調を発症するノックインマ

ウスモデル(MPI-118Q KIマウス)の開発に世界で初めて成功した。MPI-118Q KIマウスの解

析から、細胞質内封入体の形成と神経変性の発現にエンドリソソーム系を介したタンパク品

質管理機構が重要な役割を果たすことが明らかとなった。 

 

＜科学技術イノベーションに大きく寄与する成果＞ 

１．SCA31の治療標的の同定 

概要： SCA31 において BEAN および TK2 遺伝子の(TGGAA)n の挿入が病因であることを

明らかにし、その結合蛋白を同定し、ショウジョウバエモデルにてそれが治療の分子標的と

なることを見いだした。 

 

２．SCA6の新しい治療標的の同定 

概要：SCA6のマウス・モデルを作製し、発症機序として lysosomal system と神経炎症が重要

で有り、新たな治療標的となりうることを示した。  

 

 

  



 

 

§２ 研究実施体制 
（１）研究チームの体制について 

 

①「水澤」グループ  

研究参加者 
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水澤 英洋 

東京医科歯科大学 

脳神経病態学・脳統合機

能研究センター 
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渡瀬 啓 

東京医科歯科大学大学

脳統合機能研究センタ
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石川 欽也 
東京医科歯科大学 

脳神経病態学 
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高橋 真 
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笠井沙由美 
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相川 知徳 
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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  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

萩原 正敏 京都大学 医学研究科 教授 H21.10～ 

武内 章英 同上 准教授 H21.10～ 

黒柳 秀人 東京医科歯科大学 

疾患生命科学研究部 
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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    

 

②「田中」グループ  

研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

田中 博 
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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 

 

 

  



 

 

§３ 研究実施内容及び成果  
 

３．１ SCA変異による RNAプロセシング・遺伝子発現異常の網羅的解析 

(東京医科歯科大・田中・水澤グループ)  

(1)研究実施内容及び成果 

RNAスプライシング異常を含めて、SCA小脳において病態に関連する遺伝子の発現異常・分子

パスウェイを解明し、またバイオマーカーの同定に繋げるために。SCA6 病態を再現する新規

Sca6-MPI-118Q KI マウス（研究項目 5 参照）や比較的高齢で運動失調を発症するが、明らかな

プルキンエ細胞死は発症しない Sca6-84Q KIマウス(Watase, et al, PNAS, 2008)などの小脳由来

の mRNA を用いて従来型の cDNA マイクロアレイ法によるトランスクリプトーム解析 として

Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Arrayを用いたマイクロアレイ解析を行なった。 

 

  6 週齢 Sca6-MPI-118Q ホモマウス（雄）の小脳 mRNA を抽出し、同腹野生型マウスをコントロ

ールとして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

イ解析を行なうとともに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(fold change >1.2、FDR <0.25、スプライス変異による変化の可能

性を除き、亢進 521、抑制 493 の候補遺伝子を得た。) 667プローブセットを抽出した。発現変動

を示す遺伝子群が集中する遺伝子機能を、Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)法や KEGG

パスウェイ上へのマッピングを行うことにより解析したところ、細胞接着系やシナプス伝達系の低

下、リボソーム系の亢進などが見出された。発現変動遺伝子群が形成するタンパク質間相互作

用ネットワークを検討したところ、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てい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。 

 以上の結果の中で、特に発現量の変化の程度が大きい 164 種については qPCR により確認を

行ない、その多くについて発現の変化が検証できた。さらに以上の遺伝子発現変化のうち特に

病態の初期変化と関係する変化を同定するために6週齢Sca6-MPI-118Qホモマウス（雄）の小脳

mRNA を用いた qPCR 解析,生後１５ヶ月齢の Sca6-84Q KI マウス小脳 mRNA を用いた

microarray 解析を行なってその結果を比較し、SCA6 初期病態に関連するその候補遺伝子を絞

り込んだ。その結果 36 種の遺伝子が同定できたが、その中には酸化ストレス関連遺伝子や



 

 

Neuroinflammation と関連する遺伝子が多く同定されており、分泌タンパクと考えられる因子もい

くつか見出すことができた。組織学的な検索で Sca6-84Q KIマウス小脳においてプルキンエ細胞

の変性の出現前から、ミクログリアの活性化が認められ、マーカー検索の結果それらのミクログリ

アの多くは Cd16/32陽性、Cd86陽性でいわゆるM1様炎症誘発性・細胞障害性のミクログリアで

あった。これらの結果は SCA6において病態の初期からミクログリアが活性化し、病態の進行に重

要な役割を果たす可能性を示し、neuroinflammation を修飾することで病態の進行を制御できる

可能性を示す。またミクログリアの活性化に関与する分子として toll-like receptors (TLRs)が知ら

れているが、Sca6-84Q KIマウス小脳においてはTlr2及びTlr7の発現亢進が病態の初期から認

められ、これらを介した自然免疫反応がミクログリアの活性化に関与している可能性が考えられ

る。 

  

図 1 定量的 PCR 法によるマイクロアレイの結果 （発現亢進群）の検証。マイクロアレイの結果

MPI-118QKIマウス小脳で発現亢進を認めた遺伝子群のうちNeuroinflammationと関連する遺伝子

の発現を（左）生後１５ヶ月齢の Sca6-84Q KI マウス小脳 mRNA（右）を用いて qPCR で検証した。

プルキンエ細胞の変性の出現前にこれらの遺伝子の発現が上昇していることが確認できた。 

 

 

 

 



 

 

 マイクロアレイ解析とは別に、スプライシング異常の同定のために 6週齢 Sca6-MPI-118Qホモ

マウスの小脳 mRNA を抽出し、同腹野生型マウスをコントロールとして、次世代シーケンサー

(Illumina社HiSeq 2000)を用いたRNA-seq解析を行った。118Qホモマウス、野生型マウスともに、

1.5 億リード・150 億塩基の mRNA 配列情報が得られ、Tophat ソフトウェアを用いてマウスのゲノ

ムおよびトランスクリプトームにマッピングを行った。さらに、cuffdiff ソフトウェアを用いて、発現変

動遺伝子およびスプライシング異常を示す遺伝子の検討を行った。統計的検定により p<0.01、か

つ 2倍以上の発現変動が見られたものを抽出したところ、193遺伝子に発現亢進、129遺伝子に

発現抑制が認められた。これらの遺伝子群に共通する機能を、遺伝子アノテーション解析ソフトウ

ェア DAVID を用いて検討したところ、細胞接着やイオン輸送に関連する遺伝子群の亢進、免疫

応答に関連する遺伝子群の抑制などが見られた。 

  また、Sca6-MPI-118Q と野生型で発現が異なっているスプライシングバリアントの検出を、

TophatおよびMultivariate Analysis of Transcript Splicing (MATS)などのソフトウェアを用いて行

ったところ、いくつかの興味深いスプライシング変化を見いだした。例えば、核移行シグナル

(NLS)を持つタンパク質を細胞核に運び込む importin 9 (Ipo9)は、WTではエクソン 21と 22の間

のイントロンがスプライスアウトされずに残るが、118Q ノックインマウスではスプライシングされる割

合が高いことが見いだされた。また、mRNA の 3'端の切断やポリ A 鎖伸長の制御に関与する

cleavage stimulation factor 2 (Cstf2)は、エクソン 12と 13のイントロンが 118Qノックインマウスで発

現低下していることが分かった。このイントロンに対して配列データベースを検索したところ、生後

10日のマウス小脳でこの領域を含む cDNA (アクセション番号AK047255.1)が存在することから、

小脳の発達や機能に何らかの関係があると予想された。 

 

 
図 2 Sca6-MPI-118Q ホモマウスでスプライシング変化が見られる領域の例(Ipo9 遺伝子) 

 

 

3．2 SCA インタラクトーム解析 (東京医科歯科大・田中・水澤グループ) 

SCA6変異アレルでは Cav2.1電位依存性カルシウムチャネル遺伝子(CACNA1A) エクソン 47に

存在する C 末端細胞質内領域ポリグルタミン (PolyQ) 鎖をコードする CAG リピートが異常伸長

している。Cav2.1 C末端の PolyQ鎖を含んだ C末端領域断片がプロセシングを受け核内に移行

することが報告され。細胞質内・核内にかかわらず、この領域を介してタンパク間相互作用が存
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118Q-KIリード数

RefSeq

Retained intron1

Retained intron 2

RefSeqと同一



 

 

在し、そのポリグルタミン伸長に伴う変化が病態に関与する可能性が高い。そこで Yeast two 

hybrid (Y2H) 法によりC末端領域のインタラクターの同定を試みるとともに他のSCA責任遺伝子

産物のインタラクトームとの比較から相互作用ネットワークの解明を試みた。 

  その結果、RIMBP-1, RIMBP-2, PIN1, AXL tyrosine kinase, COPS5, CCG1, ACO2の計 7種

の相互作用因子の同定に成功した。このうち PIN1, RIMBPについては免疫沈降法による相互作

用の確認に成功した。 

図３ CACNA1A を中心とするインタラクトーム 

バイオインフォマティクスの手法を用いて、既知の脊髄小脳変性症(SCA)に関わる遺伝子群につ

いて相互作用(インタラクトーム)解析を行なった。NCBI のウェブサイトから 3 つのタンパク質相互

作用データベース(HPRD、BioGRID、BIND)の情報を統合したデータを取得し、電位依存性カ

ルシウムチャネル Cav2.1 (CACNA1A)と 3 インタラクション以内で相互作用する遺伝子群を抽出

した(図 3)。 

一方、SCA31 においては、リピート配列と結合するタンパクが病態発症に関与している可能性が

高い。我々はプロテオミクスの手法を駆使して、SCA31 の変異配列(UGGAA)nと結合する蛋白を

6つ検出し、そのうち、免疫組織化学的手法に用いることが出来る抗体が入手可能な 2つの蛋白

については、患者脳内でRNA fociとの共局在を探索した。その結果、RNA fociの頻度は少ない

ものの、(UGGAA)n結合蛋白が共局在する所見を確認できた。 



 

 

3．3 リピート RNA 結合化合物の開発・応用 (京都大・萩原グループ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 リピート RNA 結合化合物の EMSA 解析 

 

 SCA12 は CAG、SCA8 は CUG、SCA10 は ATTCT、SCA31 は TGGAA のそれぞれ繰り返し

配列が伸長し、特定のRNA結合蛋白がこの領域に結合することが病態に重要な意義を有すると

考えられている。CAG、CUG、ATTCT、TGGAA の繰り返し配列 RNA を認識する化合物をスクリ

ーニングし、これらの化合物投与により RNA 結合蛋白がこのリピート配列に集積することを防げ

れば、神経変性の進展を抑止させることが可能となると考え、CAG、CUG、ATTCT の繰り返し配

列を認識する化合物をスクリーニングする系確立を試みた。 

 

萩原グループでは以前図４に示すような in vitro で特定の繰り返し RNAに結合する化合物を

開発していた。この際用いた RNA は繰り返し長が短く、実際の病態を反映していなかった。この

ため、スクリーニングには実際の病態に見合った繰り返し長の RNA を用いることにした。スクリー

ニングに必要な RNAプローブを大量かつ安定に供給するため、in vitro transcriptionのテンプレ

ートとなりうるプラスミドの構築を試みた。しかしながら、病態に見合った繰り返し配列をもつプラス

ミドは大腸菌内で極めて不安定であり、目標とする繰り返し長をもつプラスミドを構築できなかった。

このため、大量検体の同一条件検索を必要とする化合物の一次スクリーニングにはこの系が適さ

ないと判断し中止した。 

 

3．4 Cav2.1遺伝子スプライス制御失調の SCA6病態への関与 

（東京医科歯科大・水澤グループ） 

SCA6 変異アレルでは、CACNA1A C 末端細胞質内領域をコードするエクソン 47 に存在する

CAGリピートが異常伸長している。CACNA1A遺伝子エクソン47の 5’領域にはAGGGCAGTAG

配列があり、いずれのAGをアクセプターとするかによってMPI, MPcの 2つの分子種が生じ、そ



 

 

のうち MPI のみがポリグルタミン (PolyQ) 鎖をコードする。MPc では C 末端の細胞内ドメインが

短いチャネルとなる。我々は MPI と MPcの機能分化・生理学的役割を個体レベルで解明するた

め、MPI のみ或は MPc のみを発現するスプライス変異ノックインマウス(それぞれ MPI-11QKI マ

ウスと Cav2.1-Ctm-KO マウス)を作製し、得られた変異マウスに関して行動学的・病理学的・生化

学的・電気生理学的解析を進めた。MPI-11QKI ホモマウスは明らかな運動機能異常は示さず、

小脳の病理学的解析でも明らかな異常を認めなかった。一方、ホモ Cav2.1-Ctm-KO については、

10 週齢で運動失調を認めたが、病理学的解析では明らかな小脳神経変性や小脳神経回路の

発生異常は認められなかった。またCtm-KOマウスは欠神発作を発症し、脳波異常が認められた。

しかし単離プルキンエ細胞を用いて Cav2.1 チャネルの機能を電気生理学に解析したが Ca チャ

ネル電流の異常は認められずなかった。これらの結果は、i) MPI 型チャネルがアイソフォーム特

異的な分子間相互作用を介するなどして神経伝達において重要な生理機能を果たしていること

を示唆する。SCA6変異がそれら機能に変化を及ぼして partial loss of functionの機構を介して病

態に関与している可能性を検討するため Sca6 MPI-118Q KIマウスと Cav2.1-Ctm-KOのコンパウ

ンドヘテロマウスの行動解析をおこなったが、運動失調症状の悪化は認められず。CtmKOマウス

小脳の遺伝子発現解析をおこなったが、Sca6マウス小脳と似た変化はほとんど認められなかった。

これらの結果は SCA6病態において partial loss of functionの機構の関与はほとんどなく、gain of 

functionの機構が主体であることを示唆する。 

 

図５ Cav2.1-Ctm-KOマウスの作製

と解析 

エクソン４７の開始部にスプライスア

クセプター変異を導入することにより、

MPc アイソフォームのみを発現し、C

末端部が長い（イムノブロット）MPI

型チャネルを発現しない Ctm-KO マ

ウスを作製した。 

 

  



 

 

3. 5 SCA6スプライス制御機構の解明 

(京都大・萩原グループ、東京医科歯科大・水澤グループ) 

今回我々の注目している SCA6変異アレルでは、CACNA1Aエクソン 47に存在する CAG リピー

トが異常伸長している。エクソン 47 の 5’領域には AGGGCAGTAG 配列があり、いずれの AG を

スプライスアクセプターとするかによってMPI, MPcの 2つの分子種が生じ、そのうちMPIのみが

ポリグルタミン (PolyQ) 鎖をコードし、凝集体を形成して病因となる。そこでスプライシングバリア

ントの割合を何らかの処理によってMPc側に偏らせることができれば、異常伸長 PolyQ鎖を有す

る Cav2.1 分子発現のフォワードフィードバックを断ち切ることができ、病態の治療または改善を目

指すことができると考え、レポーター細胞を用いたスクリーニングに着手した。 

 我々は MPI 型スプライシングが起った際には GFP を、MPc 型スプライシングが起った際には

mCherry を発現するレポーター細胞を構築し、ハイコンテント細胞イメージアナリシスシステムに

て蛍光の変動を測定する系を確立した（図６）。ヒストンアセチル化とそれに伴う発現誘導を引き

起こす、HDAC inhibitorである Trichostatin A (TSA) 処理と比較して GFP低く、反対に mCherry

の発現が向上することをMpc型が優先して発現するとの判断基準とした。 

 

図 6 Sca6 カラーレポーターシステムの概要 

 

 この細胞は細胞全体が蛍光蛋白により一様に蛍光を発する。ArrayScanVTi を用いて、各細胞

ごとに核を囲む細胞質の EGFP、mCherryそれぞれの蛍光シグナル平均強度を測定した。 

まず、既存薬ライブラリーを用いた化合物スクリーニングを行った（スクリーニング詳細は図 3 参

照）。上記条件で 1stスクリーニングを行ったところ、2038化合物中より 16個の候補化合物が得ら

れた。2nd スクリーニングにより化合物の自家蛍光、及び単純な発現誘導によると思われる化合



 

 

物を除外し、最終的に 2 個の候補化合物に絞り込んだ。このうち候補化合物の一つは既に他遺

伝子を用いた RNA スプライシング評価系において、異常スプライスアクセプターの生成によるス

プライシング異常（intron 包合）を改善する薬剤として報告されていた。また、当該レポーター細

胞での実際のスプライシング変動を逆転写 PCR (RT-PCR)により確認したところ、化合物１処理で

は弱いながら Mpc 型 mRNA の増大がみられた。しかしながら本化合物では今のところ内在性

Sca6 mRNA でのスイッチングは確認されておらず、またレポーターの構造を変更すると Mpc 型

mRNA の増大がみられなくなる場合があることが判った。これは化合物１のスプライシングに与え

る効果が微弱なため、スプライシングを調節する他の要素の強弱に寄っては十分な効果が得ら

れないものと考えられた。このため東京大・オープンイノベーションセンターより 9800 個の化合物

供与を受けて化合物 1 を凌駕する化合物の探索を行った。1 次スクリーニングで 17 化合物を同

定したが、再現性を検討したところ、これらの化合物による赤色蛍光上昇は化合物本体の自家蛍

光、もしくは細胞死による自家蛍光であることが判り、レポーターでのスクリーニングにおいて化合

物 1を凌駕するものは得られなかった。 

 

図 7  1st screening とカウンタースクリーニングのフローチャート 



 

 

図８ ヒット化合物のレポーター細胞での評価。右：コントロール及びヒット化合物 24 時間処理での細

胞の様子。左：48 時間処理後細胞での EGFP, mCherry の相対蛍光強度。 

 

3．6  SCA6モデルの病理学的解析に基づく病態解明 （東京医科歯科大学・水澤グループ） 

(1)研究実施内容及び成果  

変異 Cav2.1 は患者 PC 細胞質内封入体を形成するが、その病態への関与は不明である。最近

我々は脊髄小脳失調症 6型(SCA6)のプルキンエ細胞死を忠実に再現しうる新たなマウスモデル

として、伸長ポリグルタミン(118Q)を有する MPI を小脳に軽度に過剰発現し、比較的若齢より進

行性の小脳失調を発症する Sca6-MPI-118Q マウスの作製に成功した。SCA6 の発症機構のうち、

封入体形成の機構と病態への関与などを解明する目的で Sca6-MPI-118Q KIマウス小脳の封入

体形成・小脳変性の経時的進行を病理学的に解析するとともに、封入体の細胞内局在を詳細に

検討し、患者脳組織切片での病理学的解析を参照しつつ、細胞内小器官の機能特にエンドリソ

ソーム系やオートファジー系などのタンパク分解系との関連を検討した。 

 Sca6-MPI-118Q KIマウス PC細胞内封入体のマーカー解析を行った結果、封入体はユビキチ

ン陰性でかつ種々のリソゾームマーカー (cathepsin D・LAMP-1 等)と共局在することが明らかと

なった。さらに凝集体形成や PC 変性におけるエンドリソゾ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

を行なったところ。Ctsb KO マウスは明らかな表現型を示さないが、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・封入体形成が亢進し、PC変性・運動失調が

悪化した。一方、MPI-118Q KI マウス小脳で小胞体ストレスの亢進やオートファジー誘導は認め

られず、エンドリソソーム分解系・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。 

 

3．7  SCA31のモデルマウス・培養細胞の作製と解析 （東京医科歯科大学・水澤グループ） 

SCA31は 5塩基(TGGAA)n(TAGAATAAAA)nが原因で起きる疾患である。この遺伝子変異は 2

つの異なる遺伝子BEAN (brain expressed associated with NEDD4)と TK2 (thymidine kinase 2)で

転写される。つまり、BEAN 方向からは (UGGAA)n(UAGAAUAAAA)n が、TK2 方向では

(UUUUAUUCUA)n(UUCCA)n が発現する。一方、稀な健康日本人にも類似した配列が認めら

れ、この様な人々の脳内では、BEAN 方向から  (UAGAAUAAAA)n が、TK2 方向からは

(UUUUAUUCUA)nが発現する。 

図９：培養 PC12 細胞に非コード型(UGGAA)n を一

過性発現させた細胞モデル。この細胞で RNA プロー

ブ(UUCCA)5 を用いて FISH(fluorescent in situ 

hybridization)を行うと、(UGGAA)n が異常高次構

造(RNA foci)を形成していることが確認できた。この

細胞系では細胞死が招来される。一方、他の 5 塩基を

発現させても RNA foci の形成や細胞死は生じない。 

 

この様な複雑な遺伝子発現が見られる SCA31 の病態を簡便に検証し、かつ将来の治療薬探索

を行える系を確立する目的で、本疾患においてまだ存在しない培養細胞モデルを作製した。 

培養HEKおよび PC12細胞において、対照とした(UAGAAUAAAA)nや(UUUUAUUCUA)n、お

よび(UGGAA)nと(UUCCA)nの 4種類のRNAが発現する一過性発現細胞を作製し、毒性などを

検討した結果、(UGGAA)nにおいてのみ RNAの異常構造物 RNA fociが検出でき、また細胞死

も複数の検出系で確認された。安定化発現細胞でも同様の結果を認め、BEAN1 方向の転写産

物が特に毒性が強く、患者ゲノムに存在する(TGGAA)nが確かに病態に関係することを示唆する

結果を得た(Niimi Y. et al. Neuropathology, 33(6):600-11, 2013)。 

 加えて、in vivo での検証及び SCA31 疾患モデル作製に向けて、平成 24 年度までに floxed 

(UGGAA)nマウスおよび floxed (UAGAAUAAAA)nマウスを完成させた(特許出願予定)。平成25

年度末に三重大学から L7-Cre knock-in マウスの供与を受け、プルキンエ細胞特異的にリピート



 

 

配列を発現するラインの当施設での樹立を開始した。 

 また、SCA31 の原因遺伝子の 1 つである BEAN1 の機能が不明であるため、ノックアウトマウス

の作製を平成 22年度より手掛けた。 

 

3. 8．MSAモデルをツールとした研究 （東京医科歯科大・水澤グループ） 

MSA の病態に関与すると推定されている乏突起神経膠細胞特異的蛋白 p25α に対する抗体を

本研究で作製し, その特異性を確認した後に、プルキンエ細胞に強い変性脱落を来した MSA

患者脳と、対照脳での発現解析を行った。その結果、確かに MSA 患者での同蛋白の細胞内局

在異常を見出し、同蛋白は乏突起神経膠細胞で局在を変化させ、核からは減少し、細胞質の特

にミトコンドリアに異常集積する変化を認めた。この成果は、これまで報告されている αsynuclein

蛋白の異常発現より先行する証拠を確認した。以上の結果を 2014 年に誌上発表した(Ota K. et 

al, Acta Neuropathol Commun Sep 11;2(1):136. (Epub))。 

 

3. 9. 下等動物モデルの作製・解析と分子治療法の解明 

（東京医科歯科大学水澤グループ・京都大学萩原グループ） 

 SCA31 の原因である(TGGAA)nから、先述の通り(UGGAA)nと(UUCCA)nの転写産物が生じる。 

(UGGAA)nを複眼および中枢神経系に発現するショウジョウバエを作製し、変性や機能障害を確

認した。さらに、この毒性を制御する因子を複数見出した。一方、 (UUCCA)n についても複眼で

の発現を行ったが、複眼変性を起こさなかった。 
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40. Masatoshi Hagiwara, Moduration of Pre-mRNA Splicing Patterns with Synthetic Chemicals 

and Their Clinical Applications, The UEHARA Memorial Foundation Symposium, 

Chembiomolecular Science: at Frontier of Chemistry and Biology, June6-8, 2011, Tokyo, Japan 
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54. 田中博. 次世代オミックス医療のインパクト. JBICバイオ関連基盤技術研究会. 東京. 

2010.6.24 
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alterations in the human aging cerebellum. The 36
th
 Annual Meeting of the Japan Neuroscience 

Society, The 56th Annual Meeting of Japanese Society for Neurochemistry, The 23
rd

 Annual 

Conference of the Japanese Neural Network Society, Neuro2013. Kyoto, June 22, 2013. 
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①国内出願 (４件)  

①発明の名称：FD 薬スクリーニング Molecules, method for screening molecules as 

medicines for familial dysautonomia  

発明者：萩原正敏、吉田優、細谷孝充 

出願人：国立大学法人京都大学、国立大学法人東京医科歯科大学 
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②発明の名称：スクリーニング方法、タンパク質の不安定性及び/又は安定性を誘導
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発明者：萩原正敏、喜井勲、細谷孝充、隅田有人、吉田優 
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日本出願日：2012年 3月 15日(特願 2012-58340) 

 

④発明の名称：遺伝性疾患の予防・改善剤  

発明者：萩原正敏、片岡直行、松尾雅文、西田篤史 

出願人：国立大学法人神戸大学 国立大学法人東京医科歯科大学 

日本出願日：2010年 6月 28日 (特願 2010-146699) 

 

②海外出願 (１件) 

1. 発明の名称：Transgenic reporter system that reveals expression profiles and regulation 

mechanisms of alternative splicing in mammalian organisms. 

発明者：Masatoshi Hagiwara, Akihide Takeuchi 

出願人：Kyoto university 

PCT出願日：2011 年 5月 31 日 (PCT/JP2011/003059（国際出願番号）) 

 

 

(５)受賞・報道等  

   マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道 

      ① ダウン症の原因遺伝子抑制  2010.10.03読売新聞２面 

 

      ② CDK9阻害剤「FIT-039」はさまざまな DNA ウイルスの複製を阻害する 

     従来の抗ウイルス薬はウイルスのタンパク質を薬効標的としているた 

     め、薬が効かない「耐性」を獲得したウイルスの出現が臨床現場で問題 

     となっている。萩原グループは、宿主キナーゼ「CDK9」の活性阻害を介 

     した抗ウイルス剤「FIT-039」を見出した。「FIT-039」は広汎な抗ウイ 

     ルススペクトラムを有し、副作用が少ない性質を持つ。現在京都大学医 

     学部附属病院と連携して臨床研究の準備を進めている。 

掲載誌：朝日新聞（7月 9日夕刊 10面）、京都新聞（7月 9日夕刊 10面）、

産経新聞（7月 9日夕刊 8面）、日刊工業新聞（7月 11日 17面）、日本経

済新聞（7月 10日 14面）、読売新聞（7月 21日 16面）、科学新聞（8月 8

日 2面） 

 

 



 

 

§５ 研究期間中の活動 
 

５．１ 主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動 

 

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2010年 2月

20日 

CBIR若手インスパイアシ

ンポジウム（CBIR:脳統

合機能研究センター） 

東京医科歯

科大学 

100名 東京医科歯科大学の神経

グループの研究発表会で本

研究課題の一部を発表 

 

 
 

 


