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研究成果の概要：脊髄小脳失調症６型(spinocerebellar ataxia type 6; SCA6)は、本邦に高頻

度に存在する常染色体優性遺伝性脊髄小脳変性症で、α1A-カルシウムチャネル遺伝子内の 3

塩基(CAG)繰り返し配列が異常に伸長するために起きる疾患であり、このチャネル蛋白が神経細

胞内で凝集・沈着することが病態に関連している。本研究では、SCA6の基本病態を明らかにし、

それに基づく画期的な免疫療法を開発するための基礎研究を行った。その成果として、チャネ

ル蛋白の凝集・沈着には、このチャネル蛋白の C末端部分が重要であることを初めて明らかに

し、この部分を特異的に認識するモノクローナル抗体を得た。この成果をもとに、抗体療法を

開発するという発展が期待された。 
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１．研究開始当初の背景 
 脊髄小脳失調症６型 (Spinocerebellar 
ataxia type 6; SCA6)は、常染色体優性遺伝
性脊髄小脳変性症の一病型で、ヒトα1A-カ
ルシウムチャネル遺伝子(CACNA1A)内の３´
側に存在する 3 塩基(CAG)繰り返し配列が、
軽度ながら異常に伸長するために起きる神
経変性疾患である。本疾患は、ハンチントン
病やマシャド・ジョセフ病などとともに、遺

伝子レベルでは CAG繰り返し配列が、蛋白レ
ベルではその産物であるポリグルタミン鎖
が、正常より異常に伸長する疾患、「ポリグ
ルタミン病」の一つに数えられている。 
SCA6の原因となる CAG繰り返しは、正常者

では 4-18 回程度に分布するが、患者では 19
回から 24程度、まれに最長で 33回まで軽度
ながら伸長している。この異常伸長がどのよ
うにして SCA6 の病態を起こすかは未だ不明
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である。 
我々は、同チャネル蛋白が患者脳内でも最

も SCA6で障害される小脳 Purkinje細胞の細
胞体内に大きな凝集体を形成していること
を明らかにしていた。また、CAG 繰り返しの
伸長部分が翻訳されると、ポリグルタミン鎖
の伸長を有するカルシウムチャネル蛋白が
できるが、この伸長したポリグルタミン鎖に
対する抗体を用いた場合に、小さな多数の凝
集体が認められる。しかし、この大小 2種類
の凝集体の異同は明らかになっておらず、
SCA6での蛋白凝集・沈着のメカニズムの根本
も不明な点が多いと言わざるを得ない状態
であった。 
 一方、他のポリグルタミン病でも伸長ポリ
グルタミンを有する蛋白断片が神経細胞内
にて凝集する。たとえばハンチントン病では
この凝集体の形成を阻止すると、疾患の進行
が抑制されることが多数の研究で証明され
ている。その一つの手段が、異常たんぱくに
対するモノクローナル抗体を用いた抗体（免
疫）療法である。 

しかし、SCA6では蛋白の凝集がどのように
して形成されるか十分に判っておらず、その
ために免疫療法の可能性も全く不明のまま
である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、以下の 2つにまとめられ
る。 

目的１：この凝集体の主要構成成分を同定
することである。この結果、2 種類認められ
る凝集体がどのようにして出現するかを明
らかにする。 
目的２：凝集する蛋白を同定し、その凝集

を阻止することによる治療法確立の可能性
を検証する初期的研究として、凝集体構成成
分に対するモノクローナル抗体を得ること
である。 
 
 
３．研究の方法 
 (1)目的１に対する研究：まず、我々はヒトα
1A カルシウムチャネル蛋白の C 末端部分で、
ポリグルタミン鎖に近い領域に存在するペプチ
ドに対して作製したポリクローナル抗体(#5803)
を用いて、対照ヒト剖検脳および SCA6 患者脳
で、免疫組織化学およびウエスタンブロッティン
グを行った。 
①免疫組織化学は、これまで本研究者が行

ってきた方法で行った。すなわち、ホルマリン固
定パラフィン包埋ブロックから、6μｍの厚さで
切片を作製し、それに対して免疫組織化学的手
法で染色した。方法は通常の ABC 法(avidin 

biotinylated peroxidase complex 法)であるが、
抗原賦活化のために、脱パラフィン後に 0.01M
クエン酸緩衝液(pH7.0)中でマイクロウェーブ照
射を 1 分間 3 回行った。 
用いた SCA6 患者は合計 6 名で、いずれも生

前に遺伝子診断で正確に診断されている。対照
者は、6 名で小脳に病変を有さない、パーキンソ
ン病患者 2 名、筋萎縮性側索硬化症(ALS)患者
4 名である。 
②ウエスタンブロッティング法は、まず剖検に

よって得られた対照および SCA6 患者の凍結脳
組織を用いて行った。0.1g 組織からまず 0.32M
ショ糖液存在下で 13000 回転で遠心した。 
 
(2)目的２に対する研究： 

(2)-①：委託によるモノクローナル抗体作製：
＃5803 ポリクローナル抗体が認識するペプチド
と同じものを認識するモノクローナル抗体を、業
者委託により初年度作成委託した。初年度後期
に納品した。これを用いてリコンビナント蛋白の
認識を試みた。方法は(2)－②の項に記載す
る。 
 

(2)-②：別途のモノクローナル抗体利用：本研
究着手前に共同研究で作製していたモノクロー
ナル抗体を、再度その認識の特異性検証を行
った。まず、C 末端部分α1A-カルシウムチャネ
ル蛋白と同一の分子サイズになる、リコンビナ
ント蛋白を作製することとした。このために、
CACNA1A cDNAから、想定した部分に2か所プ
ライマーを設計。PCR法を用いて増幅後、ベクタ
ーにクローニングした。この際、部分チャネル蛋
白の 5 ´末（蛋白レベルでは N 末）には
hemmaglutinin A(HA)タンパクを、３´末（C 末）に
は c-myc のそれぞれがタグとして融合するよう
に設計した。これによって PC12 細胞に一過性
発現させると、HA-CTF-c-myc 融合蛋白として
発現する。さらに CTF には正常長、異常長、超
異常伸長長のポリグルタミン鎖を有するように、
別々の長さの CAG 繰り返し配列を挿入した。こ
れによって、融合蛋白はポリグルタミン鎖長 11
回（正常長）、28 回（異常伸長）、165 回(超伸長)
の長さのポリグルタミン鎖を有する。 
 ウエスタンブロッティングは、脳で行ったことと
同様に行った。抗体は東京理科大学新井孝夫
教授に依頼し作製していただいた。 
 
４．研究成果 
（１）－①：免疫組織化学 

5803 抗体を用いると、対照患者では異常は
見られず、Purkinje細胞の細胞体が他の神経細
胞より若干強く染まるのみであった（図１）。 

 
 
 



 

 

図１ 対照者脳（小脳）での抗カルシウムチャネ
ル蛋白抗体(#5803)を用いた免疫組織化学 
 
 
一方、SCA6 患者では、残存する Purkinje 細胞
に限局して、細胞体内に顆粒状の免疫反応陽
性構造物が多数認められた（図 2）。 

図 2 SCA6 患者での免疫組織化学 
 
このようにきわめてはっきりとした差異が認めら
れた。さらに詳細に検索してみると、この凝集体
は、Purkinje 細胞の細胞質に存在することがわ
かった。また、伸長ポリグルタミン鎖を認識する、
モノクローナル 1C2 抗体で検出される小型凝集
体も、チャネル最 C 末端部を認識する
A6RPT-C 抗体が認識する大型の凝集体も、両
方をこの抗体が検出することがわかった。した
がって、本研究の開始当初判明していなかった、
2 種類の凝集体の異同は、同一のものという極
めて明確な結論へと導かれた。 
 
 
（１）－②：ウエスタンブロッティング 
（2）－②：既作製モノクローナル抗体 2D-1,2B-1 

まず、＃5803およびモノクローナル抗体 2D-1
の抗体特異度検証の実験結果を、次の図３に
示す。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図3 ＃5803抗体（A）および２D-1抗体（B）の特
異度検証実験結果 
 
この結果から、タグと同じ位置にリコンビナン

ト蛋白を認識しており、＃5803、2D-1 ともに確
かにα1A-カルシウムチャネル蛋白を認識する
ことがわかった。 

 
対照者および SCA6 患者の脳（小脳）での、

本チャネル蛋白のウエスタンブロッティング解析
は、これまで報告されていない。 
 ＃5803を用いてウエスタンブロットを行った結
果を図 4 に示す。 
 
 
 



 

 

図 4 ウエスタンブロット結果．上の矢印は全長
チャネル蛋白、下の矢印は CTF（本文参照）に
対応． 
 

対照患者では全長蛋白（上の→の位置）はわ
ずかに見られる程度であり、強いバンドは下の
矢印の 75～100キロダルトン(kDa)間に存在した。
このバンドは、C 末端部分チャネル蛋白
(C-terminal fragment: CTF)であると考えられた。
その理由は、リコンビナント全長蛋白からこのサ
イズのバンドが産生されており、N 末端側のタグ
では認識されない一方で、C 末端タグでは検出
されることから判断した。この他、150～250kDa
間、37 ～50、25 kDa 付近のものは正確には決
定できないが、変性蛋白である可能性が考えら
れた。 
一方、SCA6 患者ではこれらの 4 種類のバン

ド以外に 75～250 kDa の間に 2 症例ともスメア
が見られた。この他に、ギ酸で初めて可溶化さ
れる SDS(sodium dodecyl sulfate)非可溶性蛋白
分画に CTF に一致するバンドが見られた。これ
らの結果から、SCA6 患者脳では確かに CTF を
中心として蛋白が凝集していると考えられ、
SCA6 での蛋白凝集の病態を初めて解き明か
す研究とすることができた。 
 
 
（2）－①：委託による抗体作製 
 委託により作製された抗体では、チャネル蛋
白を認識する結果が得られなかった。 
 このため、既に以前に作製したモノクローナル
抗体 2D-1,および 2B-1 を検証することになっ
た。 

 
 以上の結果から、大きく分けて 2 つの研究成
果が得られた。1 つ目は、SCA6 患者小脳で、全
長チャネル蛋白ではなく、むしろ一部分に相当
するCTFが凝集に強く関わっているということで
ある。 

2 つ目は、CTF を鋭敏に検出する抗体の作製
に成功したことである。当初の目的のようにこの
モノクローナル抗体の遺伝子を同定することに
よって、CTF の凝集抑制が可能になるか、今後
さらに研究をする必要があるといえる。 
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