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研究成果の概要（和文）：申請者らは脊髄小脳失調症42型（SCA42）の原因として知られるCACNA1GのR1715H変異
をCRISPR/Cas9を用いたゲノム編集により導入したノックインマウス（Cacna1g_R1723H_KIマウス）を作成した。
変異ノックインマウスは失調症状、Purkinje細胞（PC）脱落を呈した。PCの電気生理学的検査において、ホモの
ノックインマウスで電流電圧曲線の変化、rebound firingの減少を認めた。このように、申請者らはSCA42モデ
ルマウスの確立に成功した。さらにT型VGCC機能修飾薬の経口投与を行い、ヘテロノックインマウスの失調症
状、神経変性が改善を示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Mouse model (Cacna1g_R1723H_KI) with the R1723H variant in Cacna1g 
corresponding to the R1715H variant of CACNA1G, which is responsible for spinocerebellar ataxia type
 42 (SCA42), were developed by genome editing using CRISPR / Cas9. Behavioral analysis confirmed 
that both heterozygous and homozygous knock-in mice showed ataxia on the rotarod and footprint 
tests. Pathologically, degeneration of Purkinje cells (PCs) was observed at week 50 in both 
heterozygous and homozygous knock-in mice. Electrophysiological analysis of the PC revealed a 
positive shift in the current-voltage curve and a reduced frequency of rebound firing in homozygous 
knock-in mice. Therefore, we conclude that the SCA42 model has been established. Furthermore, oral 
administration of T-type VGCC modifier showed improvement in ataxia and PC neurodegeneration in 
heterozygous knock-in mice. 

研究分野： 神経内科学

キーワード： spinocerebellar ataxia　mouse model　calcium channel
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研究成果の学術的意義や社会的意義
SCA分野においては、現時点で有効な疾患修飾治療が存在しない。SCA42自体は希少疾患であるが、本研究では
SCA42の症状を再現するモデルの開発に成功し、チャネル機能修飾治療により失調症状、神経変性が抑制される
ことを示唆する所見が得た。この結果は、SCAの新たな疾患修飾治療の可能性を示したものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
近年の新型 DNA シーケンサー技術の向上により、申請者らは研究対象としてきた常染色体優

性 SCA 家系において、CACNA1G 変異、c. 5144 G>C [p.R1715H] を同定した。CACNA1G は、低電位
活性化型の T 型電位依存性カルシウムチャネル（Voltage-gated calcium channels: VGCCs）の
一種である CaV3.1 をコードしており、神経細胞の興奮性の制御に重要な役割を果たしている。
CaV3.1 は神経細胞の静止膜電位において部分的に不活性化されているが、短時間の過分極（抑制
性のシナプスイベントなど）で、部分的不活性化状態から回復し、rebound bursting と呼ばれ
る現象を惹起する。この現象は特に視床-皮質サーキットにおいて重要であるが、小脳歯状核に
おいてもその重要性が知られている。これまでに Cacna1g ノックアウトマウスでは、rebound 
bursting が欠如し、バクロフェン誘導性の spike-and-wave discharge（SWDs）が見られず、欠
神発作の原因となる SWDs産生に CaV3.1 が関与することが示された一方で、ノックアウトでは運
動機能、生存には影響を与えないことより 1、単純な loss-of-function では小脳失調は生じな
いと考えられていた。逆に野生型（WT）Cacna1g の過剰発現では、視床―大脳皮質ネットワーク
の亢進により、SWDs 産生、欠神発作様症状を呈すること 2が知られていたが小脳失調の原因とは
なっていない。R1715 変異はチャネル開口に重要な gating charge residue の一つをなすアミノ
酸の変異である。変異によりチャネル開口の挙動が変化することが細胞モデルで確かめられて
いる 3, 4。 

研究開始時点で CACNA1G 変異による SCA は他グループからの報告を含めて 8 家系知られてい
たが、変異として報告されているものは全て R1715H変異であった。CaV3.1 は 4つのドメインそ
れぞれの S4 segment に複数の gating charge residue を持つが、なぜ他の gating charge 
residue の変異により SCA をきたした報告がないのか（実際には当該変異が原因でなく近傍の
リピート伸長等他の変異が原因等の可能性は全くないのか）、研究開始時点で CACNA1G 変異に伴
う SCA 病型を再現した動物モデルは存在せず、R1715H 変異のみで SCA 症状を発症するのか、ま
た発症する場合の神経変性機序はどのようなものか、変異は gain-of-toxic-function か loss-
of-function か、薬剤による Ca チャネル修飾は治療につながる可能性があるか、など多くの解
決すべき課題が存在していた。 
 

２．研究の目的 
上記のような研究背景のもと、本研究では CACNA1G の R1715H 変異をゲノム編集により導入・

作成したノックインマウス（Cacna1g_R1723H_KI マウス）を行動面、病理学的側面、電気生理学
的側面から多面的に解析することで、いまだ存在しない CACNA1G 変異 SCA モデルマウスを確立
すること、また T 型 VGCC修飾薬を用いた、新たな SCA 治療法を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
Cacna1g_R1723H_KIマウスの行動解析・モデルマウスとしての確立 
SCA 原因変異 R1715H を導入したノックインマウスの作成はすでに完了している。WT、ヘテロ、
ホモノックインマウスに対し Wire hang test、Rotarod test、Footprint test など運動機能
を中心に行動解析を行う。 
 
Cacna1g_R1723H_KIマウスの病理学的解析 
病理学的解析に際しては HE 染色によるプルキンエ細胞数の評価、GFAP 染色を用いたアストロ
サイトの形態学的異常の評価、抗 CaV3.1 抗体を用いた免疫染色など多角的な病理学的解析を
行う。また、分子層菲薄化の検討を行う。 
 
Cacna1g_R1723H_KIマウスの電気生理学的 
また、それぞれのマウス脳について、急性スライスを用いてパッチクランプを行い、変異がも
たらす電気的活動の変化を解析する。 
 

Cacna1g_R1723H_KIマウスのVGCC機能修飾薬の効果の確認 
Cacna1g ノックアウトマウスの解析では運動機能、生存には影響を与えないことが示されている。
変異が gain-of-toxic-function であるとの立場からは T 型 VGCC 阻害薬（TCI：T-type channel 
inhibitor）および促進薬（TCE：T-type channel enhancer）を 10 週以降のオスを対象として経
口投与する。行動解析、病理学的評価を行う。 
 
４．研究成果 
Cacna1g_R1723H_KI マウスの行動解析・モデルマウスとしての確立および Cacna1g_R1723H_KI マ
ウスの病理学的・生化学的解析 
CACNA1G のミスセンス変異により，実際に SCA42 が発症することを示すため，また SCA42 の治療
モデルを開発するために CRISPR/Cas9 システムを用いて Cacna1g 遺伝子に p.Arg1723His
（NM_009783）（ヒト p.Arg1715His に相当）変異を導入した Cacna1g_R1723H_KI マウスを作成し



た。Rotarod テストで評価を行ったところ 11-20W 以降ヘテロ，ホモノックインマウス共に運動
機能の低下を認めた (図 1A)。また 50 週齢マウスにおいて foot print test で後脚の足跡の中
点のぶれを評価した結果，ノックイ
ンマウスでは運動失調を示唆する所
見を得た(図 1B)。一方，体重ならび
に wire hang testでは有意差は認め
なかった。また，50 週の時点では WT
と比較してヘテロおよびホモノック
インマウスでプルキンエ細胞の細胞
密度は有意に低下を示し，さらに時
系列的にも密度低下を認めた(図 1C，
D)。分子層/小脳全体の面積比は 50
週齢のホモノックインマウスで低下
を認め，やはり時系列的にも分子層/
小脳全体の面積比低下が確認された
（ 図 1D ）。 こ れ ら の 結 果 か ら
p.Arg1715Hisと同等のミスセンス変
異によって，若年発症で緩徐進行性
な SCA42 と類似の表現型が発現する
ことが示された。 
 
Cacna1g_R1723H_KIマウスの電気生理学的 
・T 型カルシウム電流の電位依存性変化 
急性小脳スライスのプルキンエ細胞をターゲットにした電圧固定実験で T 型カルシウム電流を
単離し測定を行った。電流の最大値は各遺伝子型で有意差を認めなかったが，標準化電流電圧曲
線は，ヘテロ，ホモノックインマウスでは WT と比較し正方向へのシフトする傾向があり，ホモ
ノックインマウスでは開口期曲線（steady state activation curve）の half-activation 
potential（カルシウムチャネルの 50%が開口する電位）が有意に正方向へシフトすることが確
認され（図 2A），チャネルの活性化にはより大きな脱分極が必要であることが示唆された。また，
先行研究において細胞モデルで示されたカルシウム電流の変化がプルキンエ細胞でも確認され
たことになる。 
・プルキンエ細胞のリバウンドスパイクの減少 
上記で示した電位依存性変化がプルキンエ細胞の発火にどのような影響を与えるかを調べるた
めに，電流固定法で活動電位を記録したが，静止膜電位ならびに自発発火頻度には有意差は認め
なかった。T 型カルシウムチャネルは過分極により不活化状態が解除される特徴を持つため，次
に過分極後に誘発されるリバウンドスパイクの解析を行った。その結果，ヘテロならびにホモノ
ックインマウスでリバウンドスパイクの有意な減少を認めた（図 2B）。さらに，T 型カルシウム
チャネル阻害剤 TTA-P2 投与によってリバウンドスパイク自体が抑制された点から，
p.Arg1723His 変異が，過分極直後のプルキンエ細胞の興奮性に影響を与えることが強く示唆さ
れた。一方で登上線維（climbing fiber: CF）刺激で得られるプルキンエ細胞の興奮性シナプス
後 電 流 （ excitatory postsynaptic 
current: EPSC），連続刺激による
paired-pulse depressionおよび平行
線維（parallel fiber: PF）刺激で得
られる EPSC，連続刺激による paired-
pulse facilitation は WTとヘテロ，
ホモマウスで変化がなく，抑制性シナ
プス後電流（inhibitory postsynaptic 
current: IPSC）に関しても変化を認め
なかったことから，p.Arg1723His 変異
はシナプス伝達に異常をきたさない
ことを確認した 5。また，WT，ホモノッ
クインマウスでシナプス可塑性の評
価のため PF 刺激後，プルキンエ細胞を
脱分極するプロトコールで長期抑圧
を誘導し，解析したが，WT とホモノッ
クインマウスで変化を認めなかった 5。 
・下オリーブ核神経細胞の Resonance
の変化 

プルキンエ細胞以外でCav3.1が多く発現している下オリーブ核（inferior olivary nucleus: 
ION）神経細胞においては周期的膜電位変動が認められる。周期的膜電位変動の基盤には特定の
周波数を持った電流入力を増幅して電圧出力するresonance特性が重要であるとされ，



resonanceの特性発生には，過分極活性化環状ヌクレオチド依存性チャネル（HCN1）が関与する
一方，振幅の増幅には，CaV3.1が関与すると報告されている6。ION神経細胞にテトロドトキシ
ン存在下に連続的に周波数の変わる
サインカーブ状電流（Icom）を注入
すると，いずれの群でも膜電位変化
の増幅が誘発された（図3A）。細胞膜
のインピーダンスが最大値をとる電
流の周波数は各群間で同様の結果で
あったが（図3B），resonance強度を
（最大のインピーダンス/1 Hz時のイ
ンピーダンス）と定義し，定量化し
た結果，ホモノックインマウスでは
有意にresonance強度の低下を認めた
（図3C）。つまり，p.Arg1723His変異
により，ION神経細胞の周期的膜電位
変動に障害を来す可能性が示唆され
た。プルキンエ細胞は一つのION神経
細胞のCFからシナプスを受けてお
り，IONの周期的膜電位変動障害はプ
ルキンエ細胞の機能障害，運動失調
につながる可能性がある。 
 

Cacna1g_R1723H_KIマウスのVGCC機能修飾薬の効果の確認 

現在、TCIの一種の投与によってヘテロノックインマウスでは、30週齢以降の失調症状、50週
齢におけるプルキンエ細胞変性が有意に改善される所見を認めた。引き続きTCIおよびTCE投与
を継続し評価を継続する予定である。 
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