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研究成果の概要（和文）：本研究では、T型電位依存性カルシウムチャネル（T-VGCC）CACNA1Gのミスセンスバリ
アントにより発症する脊髄小脳失調症42型（SCA42）の病態解明、治療法開発を目的とし、SCA42と同等なバリア
ントをゲノム編集により導入したノックインマウスを用いて、T-VGCC阻害薬投与の効果を確認した。その結果、
T-VGCC阻害薬により上記モデルマウスの失調症状、プルキンエ細胞の変性が改善することを確認した。マウス小
脳のRNAシーケンス解析では、PI3K-Akt-mTORパスウェイが低下していることが示唆された。また、光遺伝学的手
法を応用したin vivoプルキンエ細胞解析系を確立した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to uncover the pathology of spinocerebellar ataxia 
type 42 (SCA42), which is caused by the missense variant p.Arg1715His in the T-type voltage-gated 
calcium channel (T-VGCC) CACNA1G, and to develop a treatment for SCA42.To this end, we used knock-in
 mice (Cacna1g_R1723H_KI mice) in which a variant corresponding to that in SCA42 was introduced by 
genome editing, and examined the effect of T-VGCC inhibitor on this model. As a result, we confirmed
 that the T-VGCC inhibitor improved the ataxia symptoms and Purkinje cell degeneration in the above 
model mice. In addition, RNA sequencing analysis of mouse cerebellum suggested that the 
PI3K-Akt-mTOR pathway was downregulated in the model mice.We also established an in vivo Purkinje 
cell analysis system using optogenetic techniques.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 脊髄小脳変性症　カルシウムチャネル　疾患修飾療法　光遺伝学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
SCA42を含む脊髄小脳変性症に対しては、これまで有効な疾患修飾療法が存在しなかった。本研究では、SCA42モ
デルマウスの失調症状、神経変性に対しT-VGCC阻害薬投与が有効である可能性を示した。我々は、SCA42治療実
現に向けて、基礎となるデータを示すことができたと考えている。SCA42自体は稀少疾患であるが、疾患修飾療
法が可能となれば、脊髄小脳変性症治療全体に対して大きなインパクトがあるものと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

代表者らは研究対象としてきた常染色体顕性脊髄小脳失調症（SCA）大家系において、新型 DNA

シーケンサーを用いて低電位活性化型の T型電位依存性カルシウムチャネル（VGCC）の一種であ

る CaV3.1 をコードする CACNA1G のミスセンスバリアント、p.Arg1715His（R1715H） を同定した。

その病原性の証明に動物モデルの作成が必須であると考え、R1715H と同等の R1723H バリアント

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）の作成を行った。この間他グループにより遺伝子同定の報告があり、本疾患は SCA42 と命名

された。代表者らは構造モデリング、ヒト病理検体解析、培養細胞実験とともに

Cacna1g_R1723H_KI マウスの多面的解析を行い、このバリアントによるタンパク質凝集性には変

化がないこと、行動解析において患者と同様の緩徐進行性の失調症状を示すこと、プルキンエ細

胞（PC）の進行性変性を呈すること、PC および下オリーブ核神経細胞がカルシウム電流異常を

含む電気生理学的異常を呈することを世界に先駆けて証明し、SCA42 の表現型を良好に再現する

モデルを確立した（Hashiguchi S, Doi H, et al., Neurobiol Dis, 2019、図 1）。これらの多

面的検討においてCaV3.1の凝集は見られず、SCA42は、SCAの多くを占めるポリグルタミン（polyQ）

病で想定されるタンパク質の品質管理機構の破綻とは異なるメカニズム、つまりカルシウムチ

ャネル機能異常により発症するチャネロパチーであることが強く示唆された。以上の研究から

代表者らは、カルシウムチャネル機能修飾薬によってカルシウム電流異常を抑制することで

SCA42 の失調症状、神経変性を改善させることができる可能性があるとの考えに至り、T型 VGCC

機能阻害薬を投与開始し、有望な結果を得つつあった。 

 

２．研究の目的 

本研究では SCA42 の病態解明と、治療法開発を目的として研究を進める。病態解析としては RNA 

sequencing によって SCA42 モデルマウスの小脳における遺伝子発現変化の検索を行い、バリア

ントが神経変性を惹起する機序の解明を目指す。また、in vivo で PC の発火異常を検出し、生

体内での電気生理学的異常を評価する。治療法開発としては、T 型 VGCC 機能阻害薬エトスクシ

ミド（ETX）投与下に表現型解析、in vivo 電気生理学的解析を行うことで、チャネル機能修飾

による SCA 治療の可能性について明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（1）Cacna1g_R1723H_KIマウスにおけるVGCC機能修飾薬の治療効果の検討 

野生型、ヘテロおよびホモノックイン（KI）マウスに、10 週齢から 50 週齢にかけて自由飲水に

より ETX（0.2g/kg/day）を経口投与し、表現型に与える影響を Rotarod テスト、病理学的変化

に与える影響を PC 密度の解析などにより検討した。また、ヒトへの治験へ応用する際に、発症

後からの薬剤投与による効果の有無、より高容量での ETX 治療効果の評価が重要であると考え、

30 週齢から 50 週齢にかけて、ゾンデを用いて、強制的に経口投与（20mg/day）し、表現型解析

を行う方針とした。。 

（2）Cacna1g_R1723H_KI マウスの RNA 発現解析 

Cacna1g_R1723H_KI マウスでは進行性 PC 変性がとらえられているが、その変性機序は全く不明

である。50 週齢の SCA42 マウス（野生型、ヘテロ KI、ホモ KI）各 3匹ずつの小脳から RNA を抽

出し、RNA シークエンスを行った。網羅的に解析されたデータから発現変動遺伝子を検出し、バ



イオマーカーとなりうる分子を検討した。また、GO 解析、パスウェイ解析を行った。 

（3）Cacna1g_R1723H_KIマウスのin vivo PCにおける電気生理学的解析 

急性小脳・脳幹スライスでとらえられた電気生理学的異常が、生体 PC 活動にどのような影響を

与えるのかを明らかにするために in vivo で電気生理学的解析を行った。通常の細胞外ユニッ

ト記録（活動電位記録法）は正常な PC 発火パターンを前提として細胞同定を行うため、異常な

発火パターンの細胞の場合、PC と同定できなくなるという問題点があった。そこで、近年開発

されたチャネルロドプシン 2を用いた光遺伝学を応用し、青色光照射により PC が選択的に発火

するトランスジェニックマウス（Ai32× L7-Cre マウス）を本研究の対象となる

Cacna1g_R1723H_KI マウスと交配することで、各ジェノタイプにおいて青色光照射により PC の

同定を可能にしたうえで、異常な発火パターンの有無とその性質を解析した。 

 

４．研究成果 

（1）Cacna1g_R1723H_KIマウスにおけるVGCC機能修飾薬の治療効果の検討 

10週齢から50週齢にかけて自由飲水

による ETX（0.2g/kg/day）投与により

ヘテロ KI において Rotarod テストの

成績が有意に改善しており失調抑制

効果と考えられた（図１）。また、プ

ルキンエ細胞脱落抑制効果を認めた

（図 2）。ホモ KI については効果を認

めなかった。実際の疾患は顕性疾患でありヘテロ群に相当す

るため、有望な結果と考えられた。30 週齢から 50 週齢にかけ

て、ゾンデを用いた高濃度 ETX 経口投与（20mg/day）につい

ては途中経過で、ヘテロおよびホモ KI ともに失調抑制効果を

認めている（継続中）。 

（2）Cacna1g_R1723H_KI マウスの RNA 発現解析 

RNA シーケンスの結果、野生型マウスと比較してヘテロ KI マウスで発現が上昇している遺伝子

は 13、低下している遺伝子は 19 種類、野生型マウスと比較してホモ KI マウスで発現が上昇し

ている遺伝子は 26、低下している遺伝子は 33 種類であった。パスウェイ解析の結果、ヘテロ、

ホモ KI マウスともに PI3K-Akt-mTOR signaling pathway が共通

して低下していた。RNA シーケンスで発現低下を認めた Hif3a、

Cdkn1a について、別の個体を用いた確認実験を行った結果 Cdkn1a

ではヘテロ、ホモ KI マウスともに有意な低下が再現され、疾患の

マーカーとなる可能性が示唆された。 

（3）Cacna1g_R1723H_KI マウスの in vivo PC における電気生理

学的解析 

Ai32×L7-Cre マウスに光照射を行い、プルキンエ細胞を同定する

方法（オプトタギング法）を確立した（図 3、青線部で光照射）。

データ取得の結果、ヘテロおよびホモ KI マウスのプルキンエ細胞

において、自発性の複雑スパイクの頻度が減少していることが示

され、さらに研究を継続している。 
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