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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、本邦に患者が多く社会的ニーズの高い遺伝性神経変性疾患で、小脳プルキンエ細胞
(PC)変性を特徴とする脊髄小脳失調症 6 型(SCA6)と同 31 型(SCA31)について、病態発症メカニ
ズムに基づいた治療薬開発を目指して、主にモデル培養細胞および動物を用いた基礎的研究を
行なった。SCA6 については、病因となる変異 Cav2.1 チャネル蛋白のカルボキシル末端断片が
細胞質で凝集する際に毒性が発揮されること。さらにこの際、Brain-derived neurotrophic 
factor(BDNF)を含めた CREB 関連遺伝子群の発現に変動が生じ、患者 PC における BDNF の発現
低下が SCA6 の病態と関連していることを明らかにした。また、SCA6 遺伝子エクソン 47領域の
選択的スプライシングに着目し、神経毒性を発揮する変異 Cav2.1 アイソフォームの発現を抑制
しうる因子・薬剤を探索するために、同領域の選択的スプライシングを蛍光でモニターできる
新しい神経細胞モデル系を確立した。このモデルは今後の候補因子のハイスループット探索に
有用である。SCA31 については、患者ゲノムで認められる 3種類の異常な繰り返し配列のうち、
(TGGAA)nの転写産物(UGGAA)n が神経毒性の主要原因であることを明らかにし、それに基づいて
患者脳での病態を模倣するSCA31モデル細胞系を確立した。またドイツおよびフランス人のSCA
患者ゲノムとの比較から SCA31 が日本人特有の疾患である可能性を示した。以上両疾患とも研
究着手前にはなかった治療薬発見への基盤を確立できた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We performed basic research for three years (FY2009-2011) and achieved three key 
developments toward discovering drugs that that may be able to stop primary degenerative 
processes in spinocerebellar ataxia type 6 (SCA6) and 31 (SCA31). First, we found that the 
carboxyl-terminal fragment of the 1A-calcium channel is toxic when expressed in the 
cytoplasm. Second, we succeeded in developing a cellular model that could efficiently 
monitor the splicing patterns of the 1A-calcium channel gene. This model could be useful 
for future drug screens. Third, we found a penta-nucleotide sequence that is necessary for 
the development of SCA31. These achievements are crucial for the future establishment of 
treatments of SCA6 and SCA31. 
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１．研究開始当初の背景 
SCA6とSCA31の分子レベルでの病態解明と治
療法開発実現のための基礎的研究成果を上
げることである。 
２．研究の目的 
 
３．研究の方法 
本研究は大別して SCA6については 2つの研
究テーマに、SCA31 は 1 つのテーマに分け
て記載する。 
(1)SCA6のC末端断片(CTF)の細胞毒性に関す
る研究(水澤研究代表者)：研究開始当初、
我々は SCA6 患者脳で CTF が細胞内で凝集傾
向を示すことと核内に異常分布しているこ
とを見出し誌上報告した(文献 6)。この細胞
内分布の違いによる細胞毒性を明らかにし、
将来の治療法開発の基盤知見を得るため、２
つの研究を行った。 
 ①モデル培養細胞の作製と解析：CTF に正
常長(Q13)と伸長(Q28)の異なるポリグルタ
ミン鎖をそれぞれ繋ぎ、さらにそれぞれが核
移行シグナル(NLS)、核脱出シグナル(NES)を
付加した4種類のレコンビナント(r)CTFを作
製し、これらが誘導条件下で発現する安定化
PC12 細胞を作製した。その結果、NES を有す
る CTF では細胞質に凝集体が形成され、細胞
死が生じたが、NLS を発現する細胞では凝集
体が形成されても目立った細胞死は生じず、
患者脳での病態を類似していることが判っ
た。これらについて、研究 3 年度(H23 年度)
に細胞死が生じる直前に誘導される遺伝子
群を探索した。その結果、CREB 関連遺伝子、
および非関連遺伝子群で異常変動する遺伝
子を見出し、一部は患者脳での検証も行った。 
その一つは Brain-derived neurotrophic 

factor(BDNF)で、細胞モデルでの異常変動を
ヒントに患者脳で検索したところ、患者脳で
BDNF mRNA の低下が見られ、同蛋白は凝集体
を形成していた(図 1)。 

図 1 SCA6 患者 Purkinje 細胞での BDNF 陽性構造物

(Immunoperoxidase 発色、スケールバー：50μm)  
 
この変化は少なくとも対照症例(図 2)や他

の小脳変性症では見出さなかったため、SCA6
の小脳に特異的であると考えられた。この結
果を誌上報告した(文献#1)。 
 

図 2 対照患者 Purkinje 細胞での BDNF に対する免疫組

織化学(倍率は図 1と同じ) 

 
今後、SCA6 脳内での特異性や、その基盤を

明らかにし、BDNF を介した治療法が期待でき
るか検証する。また、作製したモデル培養細
胞での網羅的遺伝子変動解析の結果を誌上
公開する準備をしている。 
②rCTF-Q28-NES、同-NLS を過剰発現するト

ランスジェニック(Tg)マウスの作製：本研究
は、SCA6 の特徴である短いポリグルタミン伸
長とCTF 産生の 2つに基盤を置いた検証研究
である。コンストラクトを pCAG プロモータ
ーと 2つの loxP 配列が存在するベクターに
挿入し、floxed-rCTF マウスを外部委託で作
製した。継代に成功した floxed Q28 NES マ
ウス 4系統、floxed Q28 NLS マウス 6系統を
維持した。最終年度に L7-Cre マウスとの交
配を進め、仔マウスを得ている。しかし、研
究期間終了時点で目的遺伝子および蛋白の
過剰発現が確認できていない。今後さらに継
代・維持し目的の rCTF が適所に過剰発現し
ているかどうかを検証する必要がある。 
 
(2)SCA6 遺伝子スプライシング機構の解明 
  当初、SCA6 遺伝子エクソン 47領域の選択
的スプライシングを制御しうる候補因子と
して SRp75 及び HDAC インヒビターを予想し
たが、in vivo 実験でそれを支持するデータ
は得られなかった。そこで小分子化合物や



 

 

siRNA ライブラリ等のスクリーニングを通じ
て修飾因子の同定を行なうこととし、そのた
めのツールを作製することとした。具体的に
は、２種類(MPI 型及び MPc 型)の選択的スプ
ライシングに対応して、それぞれ異なる波長
の蛍光を発する２種類の Cacna1a ミニジー
ンコンストラクトを作製し、PC12 細胞にトラ
ンスフェクトして、両者を安定的に発現する
PC12 二重安定細胞株を樹立した。 
 
 (3)SCA31 
 研究開始時に我々が同定したSCA31の原因
は、3種類ある5塩基繰り返し配列、(TGGAA)n, 
(TAGAA)n, (TAAAA)nのうちのどれが必須か想
像の域を超えていなかった。このため、HEK
および PC12 培養細胞にそれぞれのコンスト
ラクトを発現させ、細胞死を検証する研究を
行った。患者ゲノムから(TGGAA)n(TAGAA)n 

(TAGAATAAAA)nをクローニングした。一方、健
常者集団に稀に見られるリピートから
(TAGAA)n (TAGAATAAAA)nをクローニングした。 
それぞれを培養細胞に一過性または安定性
発現をさせた。その結果、(TAGAA)n 

(TAGAATAAAA)nをRNAとして発現させてもRNA 
foci(異常高次構造形成)や細胞死は決して
生じなかったのに対して、(TGGAA)n(TAGAA)n 

(TAGAATAAAA)nを発現させると必ず RNA foci
と細胞死が招来された。つまり、当初の想定
通り、毒性の主要原因は(TGGAA)nの転写産物
(UGGAA)nにあると想定された。研究期間終了
間際に、この毒性が招来された結果としての
遺伝子発現プロファイリングを検証した。目
下、その成果を誌上公開する準備をしている。 

一方、石川分担研究者は本研究補助金の助
成を得て平成 21年度 9月に 3週間ドイツに
研究のため渡航した。その研究成果を発展さ
せて、ドイツおよびフランス人の SCA 患者ゲ
ノムにおいて SCA31の異常があるかを検索し
た。その結果、SCA31 の発症要因である
(TGGAA)n は一切見られなかったが、多種類の
異なる 5 塩基繰り返し、(TACAA)n,(TAACA)n, 
(GAAAA)nなどを高頻度に発見した(図 3)。 
このことは、SCA31 が人種によって異なる 5
塩基配列伸長を起こす、きわめてユニークな
ローカスであることを示している。さらに、 
これらの 5塩基は基本的には毒性がないこと、
培養細胞での同様の実験でも RNA foci や毒
性が見られないことから、RNA の異常高次構 

図 3 欧州(フランス・ドイツ)人での SCA31 リピート． 
A:欧州人では(TACAA)nや(GAAAA)nなど日本人には見られ

ない様々な 5塩基リピートが見られ、中には SCA31 患者

より長い伸長も存在した。 

B:欧州人の伸長アレルは、日本人と異なり 1種類の純粋

な 5塩基リピートである。 (文献 3より) 

 

 

造形成が SCA31の病態に重要であると考えた。
本成果は誌上公表した(文献#3)。したがって、
治療法開発の一つの重要な手掛かりとして、
このRNA異常高次構造の形成阻害が期待でき
ると考えるに至った。 
 
４．研究成果 
(1)SCA6 の CTF に関する研究：当初の計画に
ほぼ予定通り細胞内局在による細胞死の違
いが証明され、国内はもちろん、海外の 1,2
グループと競合する成果が上がった。研究
(2)と共に我が国に多い SCA6について今後も
研究を推進する必要がある。 
(2)SCA6 遺伝子のスプライス制御機構につい
ての研究：当初想定した SCA6 遺伝子エクソ
ン 47 領域のスプライス修飾候補因子・薬剤
に関しては残念ながらネガティブな結果で
あった。しかし大規模スクリーニングに使用
可能な PC12 由来スプライシングレポーター
二重安定細胞株の樹立に成功し、今後の研究
の進展に向けての基盤が確立できた（図 4）。 
図 4 SCA6 スプライシングレポーター細胞株 
(3)SCA31 は日本人特有の疾患であることが
判明した。原因同定後間もないが、確実に成
果が上がった。 
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