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研究成果の概要（和文）： プルキンエ細胞死と運動失調を呈する自然発生型ミュータントpcdマウスの原因遺伝
子がNna1であることが報告された。Nna1を欠損させるマウスを作って解析した。Nna1 KOマウスは、野生型より
体が小さく、3週齢から一列な行動実験から協調運動および運動学習の障害が確認された。組織学的に、小脳萎
縮、プルキンエ細胞（PC）と樹状突起の消失が確認された。アポトーシスは、PC層だけではなく、分子層および
顆粒細胞層においても検出された。グリアの活性化も見られた。Nna1の機能喪失がpcd表現型を引起し、プルキ
ンエ細胞だけでなく、精巣および網膜のような小脳以外の器官おいても細胞死が生じることを示している。

研究成果の概要（英文）：Purkinje cell degeneration (pcd) mutant mouse was first identified as a 
spontaneous mutation showing ataxic behavior in an autosomal recessive manner. The causative gene is
 Nna1. To test whether the carboxypeptidase domain of Nna1 is essentia, we generated a conditional 
allele of Nna1, in which carboxypeptidase domain-encoding exon 21 and 22 are floxed to generate null
 knockout (KO) mice. Nna1 KO mice showed obvious ataxia with smaller body size than WT. Rotarod test
 showed dysfunction in motor coordination and disability in motor learning. Cerebellar atrophy, 
purkinje cell (PC) loss and dendrite disappearance were observed in the cerebellum of Nna1 KO mice. 
Apoptotic cells were detected not only in the PC layer, but also in the molecular layer and the 
granule cell layer. Our datas indicate that loss-of-function of Nna1 results in the pcd phenotypes 
and that cell death occur not only in Purkinje cells but in other cell types in the cerebellum and 
other organs as testis and retina.

研究分野： 神経生物学

キーワード： Nna1　Purkinje cell　knock out　apoptosis　ataxia　craboxypeptidase domain

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
特定遺伝子Nna1の異常による小脳の機能障害はマウスだけではなく、人間の病気にも指摘されている。ちなみ
に、最近の臨床研究より、Nna1遺伝子の異常は、知能障害、歩行障害という小脳の病気が報告されている。Nna1
 KOマウスを用いて、その病態を解明し、治療法の検討と薬物の開発に活かせばよいと考えられる。今後、症状
を緩和する目標として、Nna1 KOマウスに対する治療方法への探索を行っていく予定である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
プルキンエ細胞死と運動失調を呈する自然発生型ミュータントマウスとして知られている pcd 

(Purkinje cell degeneration)マウスの原因遺伝子が Nna1(nervous system nuclear protein 

induced by axotomy 1)/CCP1(cytosolic calboxpeptidase 1)であることが 2002 年に報告された。  

 
２．研究の目的 
Nna1 の C-末端にあるカルボキシペプチダーゼドメインは Nna1 の機能に必須かどうかを確か

めるために、カルボキシペプチダーゼドメインをコードするエキソン 21 および 22 を flox した

マウスを作製した。 全身、小脳プルキンエ細胞、小脳顆粒細胞それぞれで Cre を選択的に発

現するマウスと交配させ null マウスおよびコンディションナルノックアウトマウスを作出し、

解析する。 
 
３．研究の方法 
主に行動学的と形態学的な手法を用いて解析した。 

 
４．研究成果 

(1) Nna1 KO 脳における Nna1 mRNA および Nna1

タンパク質の損失は、in situ ハイブリダイゼーション

およびウェスタンブロット解析によって確認した(右

図)。 

(2) 全身 KO マウス(null)は、野生型より体が小さく、

行動解析では運動失調と学習障害が見られた(下図 1)。

3 週齢から一列な行動実験から協調運動および運動学

習の障害が確認された。組織解析では小脳全体の萎縮および分子層の縮小が確認され、プルキ

ンエ細胞の消失も多く見られた(下図 2)。したがって、null マウスの表現型が pcd マウスと類

似していることが確認された（Zhou et al. J Neurochem. 2018）。 
 
図 1 null マウスの運動学習失調   図 2 null マウスの小脳の萎縮とプルキンエ細胞の脱落           

      
 
 
 
 
 
 
 

 

アポトーシス関連マーカーは、PC 層だけではなく、分子

層および顆粒細胞層においても検出された。ミクログリ

ア細胞の活性化も見られた。(右図) 

(3) 小脳の萎縮の原因を調べるために、細胞死の指標で

ある cleavedcaspase-3 の発現を免疫染色で分析した。そ

の結果、アポトーシス細胞は null マウスのプルキンエ細

胞層と顆粒細胞層にあることを明らかにした。プルキン

エ細胞の脱落は生後 3 週齢から始まり、5－6 週齢の時にほぼ全部消失に対し、顆粒細胞はちょ

っと遅れて、4－5 週齢からアポトーシスの細胞が出始め、6－7 週齢の時にピークを迎える。 

 



(4) 神経細胞死のメカニズムを分析するために、神経細胞死の兆候を示す指標の一つである

polyglutamated tubulin（PolyG-tubulin）の発現量をウェスタンブロットで解析したところ、

Nna1 null (KO)マウスでは WT マウスの約 1.6 倍であった(図 3)。Tubulin の長さは神経細胞の

生死と密に関連する重要な要素である。小胞体(ER)ストレス活性化経路に関連する遺伝子 CHOP

を In situ hybridization の手法を用いて調べた結果、3 週齢のマウスの小脳組織において、

KO マウスのプルキンエ細胞層に CHOP の陽性シグナルが多数見られた（図 4）。 ER ストレス経

路の活性化は Nna1 の機能損失の一つの結果と考えられる。 

 
図 3  神経細胞死の指標が上昇      図 4 小胞体(ER)ストレス経路の活性化 

 

今後、細胞死に対する Nna1 の細胞自律神経または非細胞自律神経作用を明らかにするために、

現在Nna1floxマウスをプルキンエ細胞または顆粒細胞特異的なCreマウスと交配し cKOマウ

スを作製しており、解析を行っている。 
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