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研究成果の概要（和文）：てんかん性脳症の原因遺伝子として、細胞内小胞（小胞体、シナプス小胞、リソソー
ム）の膜に発現し、プロトンポンプであるV-ATPaseの構成サブユニットの１つであるATP6V0A1の４変異を見出し
た。これらA512PとR741Q変異マウス及びノックアウトマウスを作製して解析を行い、リソソームのpH調節、細胞
死制御、オートファジー、mTORシグナル制御などに関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：From patients of epileptic encephalopathy, we found four variants of 
ATP6V0A1 which is one of the component subunits of V-ATPase and is a proton pump expressed on the 
membrane of intracellular vesicles (endoplasmic reticulum, synaptic vesicle, and lysosome). We 
generated two A512P and R741Q mutants and knockout mice and found that ATP6V0A1 is involved in the 
regulation of pH, cell death, autophagy, and mTOR signaling in brain vesicles including synaptic 
vesicles and lysosomes.

研究分野： 発生学

キーワード： てんかん性脳症　ATP6V0A1　V-ATPase　シナプス小胞　損傷リソソーム　CRISPR-Cas9ゲノム編集　ヒト
疾患モデルマウス　オートファジー異常
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研究成果の学術的意義や社会的意義
てんかんは最も頻度が高い神経疾患の一つで、日本国内に人口の1%近くの約100万人の患者がいると推定され
る。本研究は、リソソームの膜タンパク質ATP6V0A1の変異が発達性およびてんかん性脳症と関与していることを
世界で初めて明らかにした。本研究の成果は、小児難治性てんかんの病態解明に貢献し、ゲノム編集で作製した
疾患モデルマウスは効果的な治療法の開発に寄与することが期待される。

※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。



１．研究開始当初の背景 

V-ATPase は、ATP のエネルギーで働く液胞型プロトンポンプ

で、小胞内のプロトン（水素イオン）濃度を調節し、内腔を

酸性に維持する。V-ATPase は多くのサブユニットからなる分

子量 800kDa の超分子複合体で、ATPase 活性を持つ親水性の

V1 部分と、プロトンチャンネルである疎水性の V0 部分からな

る（図１）。各サブユニットは多くのアイソフォームがあ

り、細胞・組織で発現が異なり、各サブユニットの組み合わ

せにより機能が異なることが報告されている 1)(図１)。

最近、神経細胞の初代培養の研究から V-ATPase は小胞内の pH 調節、前シナプスからの

エクソサイトーシス、小胞輸送、小胞異常から始まる細胞死制御、オートファジー制

御、mTor などのシグナル伝達への関与などの機能を担うことが報告されている２)。特

に、培養細胞において、HA タグを付加して発現させた膜タンパク質を用いてリソソーム

を単離する方法 3)（Lyso-IP 法）によって、V-ATPase はリソソームで mTor シグナルを制

御することが報告されている。

V-ATPase は、アルツハイマーなどの神経変性疾患、骨粗鬆症、がんなどのヒト疾患と

関係していることが報告されている 4)。最近、申請者らは、V-ATPase のサブユニットの

うち、小児の難治性てんかんの患者から脳神経で発現する V0 サブユニットの ATP6V0A1

（図１赤丸 a）の p.A512P 変異（c.1534G>C）を同定し、妊娠母獣の卵管膨大部内で受精

卵の CRSPR-Cas9ゲノム編集を行う変異マウス作製方法（i-GONAD 法）で A512Pのノック

インマウス（Atp6v0a1A512P）を作製し、解析を進めている。

1) Forgac, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 2007, 2) Pamarthy et al., Mol. Cancer.

2018, 3) Abu-Remaileh et al., Science 2017, Calacurcio and Nixon, Ageing Res.

Rev. 2017.

２．研究の目的 

本研究では、Atp6v0a1 の３系統のマウスを使って、マウス脳神経のリソソーム・シナプ

ス小胞における V-ATPase の生理的役割と、小胞の形成・維持に関与する分子群を明らか

にする。

３．研究の方法 

① GONAD法を用いた変異マウスの作製

既に作製済みのAtp6v0a1A512Pホモマウスは生後２週齢までしか生存できない。そこで成

獣の脳神経でのシナプス小胞の機能を観察するために、薬剤投与により時期特異的に遺伝

子欠損誘導できるマウスとしてTetONマウス、また、Atp6v0a1を発現する小胞を単離する

ために、C末に3xHAタグをつけたAtp6v0a13xHAマウスをGONAD法で作製する。妊娠確定日の

0.7日齢の卵管膨大部へCas9タンパク質（IDTからOff-targetの少ないHiFiCas9タンパク質

を購入)、guide RNA（IDTから購入）、一本鎖オリゴ（ssODNs、マクロジェンから購入）

の３種混合溶液を注入し、NEPA21（ネッパジーン)を用いてエレクトロポレーションを行

う。Founderマウスのサンガーシークエンスを行い、目的の変異を有するマウスを選別す

る。次世代以降のマウスの遺伝子型判定は、領域特異的なPCRで行う。 

② Atp6v0a1A512Pホモマウスの脳神経での表現型解析

既に作出した脳変性疾患モデルマウスである Atp6v0a1A512Pマウスの表現型解析を行

う。このマウスは生後 3日目から体重、脳の減少が見られるのでまず、脳層構造異常な

どの形態観察のために、一般的なヘマトキシリン・エオジン染色、神経細胞の染色、ニ

ッスル染色、脳層構造の特異抗体を用いた免疫染色を行う。また、V-ATPase の異常によ

り、小胞の pH が上がり、小胞異常に起因した細胞死の増加が考えられる。そこで組織切

片上で細胞死を検出できる Cleaved-caspase3 の抗体染色及び TUNEL 法を行う。さらに、



シグナルの変化として mTor signal の活性化・不活性化の発現を見るために、mTor シグ

ナル分子（mTor、phospho-mTor、S6、phospho-S6）を免疫染色、ウェスタンブロットで

発現解析を行う。

③ TetON3G-Cre; Atp6v0a1flox（TetON)マウスの表現型解析

TetONマウスが性成熟する 8週齢において Creを発現できる Doxycyclin 薬剤の投与を行

う。Atp6v0a1A512Pマウスと同様に、組織学的解析、神経細胞死、mTor シグナル、オートフ

ァジーの分子群の発現検出によって表現型解析を行う。また、変異マウスの脳神経におい

てシナプス小胞の機能不全が考えられるために、学内の国際マスイメージングセンターの

MALD-IT-TOF 型顕微質量分析装置（iMScopeβ機、島津製作所）および MALDI-TOF/TOF 型

質量分析イメージング装置（UltraflexII、Bruker Daltonics）を使用し、神経細胞のシ

ナプス小胞に存在する低分子の神経伝達物質（グルタミン酸、GABA などのアミノ酸）の分

布の違いを観察する。

④ Vesicle-IPによる小胞単離と、プロテオーム解析による分子同定

Vesicle-IP 法を用いて、Atp6v0a1-3xHA を発現する小胞をマウスの脳から単離する。その

後、トリプシンで消化して質量分析（LC-MS）により小胞に含まれるタンパク質、アミノ

酸（グルタミン酸、GABA などのアミノ酸の神経伝達物質）を同定する。

② 〜 ④ プロテオーム解析で同定した分子の解析

Vesicle-IP 法によって、単離同定できた候補分子の発現ベクターあるいは特異抗体を使っ

て V-ATPase が発現する神経細胞内小胞での局在、V-ATPase との共局在を観察する。ま

た、IP により V-ATPase に結合するかどうかを確認する。Duolink PLA（Proximity

Ligation Assay: 近接ライゲーションアッセイ、MERCK）用いて海馬の初代神経細胞培養

あるいは、マウス脳の Atp6v0a1 と標的分子の相互作用を観察する。

また、プロテオーム解析によって同定した分子を Atp6v0a1A512Pマウスや、TetONマウスで

発現が変化しているかどうか確認する。

４．研究成果 

1. 発達性およびてんかん性脳症の患者からの変異同定

次世代シークエンサーを用いた遺伝子解

析によって、脳神経の細胞死、知的障

害、発達遅滞、てんかんを示す発達性お

よびてんかん性脳症の４家系の患者で、

ATP6V0A1 の変異を同定しました(図

２)。2例は ATP6V0A1 の同一の突然変異

（p.R741Q, 741番目アミノ酸のアルギ

ニンがグルタミンに置換）で、2例は両

アレルに変異を認めた。

2.ヒト疾患モデル細胞、マウスによる病態解明

ATP6V0A1 変異遺伝子を発現させた培養細胞では、

プロトンポンプ機能の異常によるリソソームの酸性度

の異常が観察された。さらに、R741Q変異導入マウス

は胎生致死であるのに対して、両アレル性の異常を認

めた患者で同定された A512P変異導入マウスは、生後すぐに体重減少、小脳性運動失調が

みられ、２週間以内に致死となった(図３)。この新生児マウスの大脳皮質、海馬、小脳で



は、神経細胞の減少、層構造異常が観察さ

れた。組織学的、生化学的解析では、 

Atp6v0a1 タンパク質の発現減少、海馬の神

経シナプス結合の減少（図４左）、神経細

胞の細胞死の増加、活性を持ったリソソー

ム酵素の減少、V-ATPase と関連し

て細胞増殖に働く mTOR シグナルの減少が

見られた。また、細胞内のタンパク質を

分解するのに重要なオートファジーの過程では、リソソームは、細胞内の老廃物や不要物

を取り込んだオートﾌｧｺﾞゾームと癒合して分解する。電子顕微鏡による微細構造観察で

は、生後 10日齢の新生児マウスの海馬神経細胞では、癒合不全によるオートファゴゾー

ムとリソソームの蓄積が観察された（図４右）。

以上の結果から、ATP6V0A1 変異を持

った患者の脳神経細胞では、V-ATP の

機能異常により、リソソーム内のプ

ロトン濃度が減少し、リソソームの

生理的機能が異常をきたし、mTOR シ

グナルの減少による細胞増殖低下、

オートファゴゾームとの癒合不全に

よるオートファジーの異常の蓄積、

活性を持ったリソソーム酵素の減少

が起こったと考えられた(図５)。 

3.エピトープタグノックインマウス作製

今回のエピトープノックインマウスの作製課題におい

て、我々はゲノム編集法とエレクトロポレーション法

を組み合わせた i-GONAD 法を用いて Flag(DYKDDDDK)、

2xHA、3xHA のエピトープタグを挿入する方法を確立し

た（Aoto, Int. J. Mol. Sci., 2022, Islam, Int. 

J. Mol. Sci., 2022）。この方法を用いて Atp6v0a1

の C末に 3xHA を挿入したノックインマウスを作製した。HA抗体を用いた脳のサンプルの

ウェスタン・ブロットで Atp6v0a1-3xHA の発現を確認できた（図６）。

今後、作製したマウスの解析を用いて疾患の原因に関わる分子シグナルを単離・同定し

て、病態解明を進める。 
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