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研究成果の概要（和文）：脊髄小脳失調症6型は本邦に多い神経変性疾患で小脳の神経細胞が徐々に脱落し運動
機能が低下します。SCA6患者ではアミノ酸の1種であるグルタミンの繰り返し配列(ポリグルタミン)が異常に伸
長した分子が産生され、次第に細胞内のリソソームに蓄積する ことが知られていましたが、神経細胞変性に至
るメカニズムは不明でした。本研究では脊髄小脳失調症6型の病態に、神経炎症が関与することを初めて示すと
ともにミクログリア細胞の活性を抑えることで脊髄小脳失調症6型モデルマウスの初期病態を軽減させることに
成功しました。

研究成果の概要（英文）：Spinocerebellar ataxia type 6 (SCA6) is a neurodegenerative disease 
characterized by a slowly progressive loss of cerebellar Purkinje cell and motor impairments.  In 
SCA6,  a protein containing an expanded polyglutamine stretch gradually accumulates in the 
cerebellar Purkinje cells but the molecular mechanisms leading to neurodegeneration remains largely 
elusive. In this study, we have shown that neuroinflammation is involved in the pathogenesis of 
SCA6. More importantly, by modulating the activation of microglial cells in the cerebellum of a 
faithful mouse model of SCA6, we succeeded in ameliorating their neurodegenerative phenotypes in the
 early disease phase.

研究分野：神経遺伝学

キーワード： 脊髄小脳変性症6型　プルキンエ細胞　神経炎症　リソソーム　カルシウムチャンネル　ミクログリア　
ポリグルタミン
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１．研究開始当初の背景 
SCA6	は本邦の優性遺伝遺伝性 SCA	の約	30%

を占め、頻度が高く、社会的ニーズが高い疾

患である。変異アレルでは	Cav2.1	チャネ 

ル遺伝子のエクソン	47	に存在す る	CAG	リ

ピートが伸長し、(細胞 質内)カルボキシル末

端領域のポリグルタミン(PolyQ)鎖が伸長す 

る。Cav2.1	は	P/Q	型電位依存性	カルシウム

チャネルの主要サブユニットでプルキンエ細

胞(PC)の活動電位の生成や神経伝達物質の放	

出に重要な役割を果たす。	SCA6	についての

研究は	Cav2.1	自体が過剰発現により強い毒

性を示すため困難であったが、我々	は、モデ

ル動物として3種のノックイン(KI)マウスの

作製に成功した(Watase	et	al,	PNAS,	2008)。	

84CAG	リピートを有する	84Q	KI	マウスは、

ヒトの表現型を	部分的に再現し、その解析か

ら、SCA6	変異による	Cav2.1	の構造変化それ

自体は、直接的にはチャネルの基	本	的	チャ

ネル機能に影響せず、むしろ何らかの	toxic	

gain	of	function	の機構を介して病態が惹起

されることを示した。	また最近、伸長	PolyQ	

鎖を有する	Cav2.1	を軽度に(x2	以下)過剰

発現する新たなモデルマウスとして	

Sca6-MPI-118Q	KI	マウスを作製した。ホモ	

MPI-118Q	KI	(MPI
118Q/118Q

)マウスは生後	5	週

より小脳失調を発症し、	SCA6	に特徴的な選

択的	PC	変性を再現した	。	MPI-118Q	KI	マ

ウスにおいて変異	Cav2.1	はオート	ファジ

ーの亢進を伴わずに	PC	リソソームに蓄積し

て	いた。またリソソームの主要なシステイン

プロテアー	ゼ,	カテプシン	B	の発現低下に

より	MPI-118Q	KI	マウスの変異	Cav2.1	の

蓄積が亢進し、PC	変性が悪化し	た	(左図)。

変異	Cav2.1	のリソソーム蓄積が	SCA6	の病

態	に関与することが明らかとなった(Unno,	

et	al,	PNAS,	2012)。Cav2.1	が細胞膜からエ

ンドサイトーシスにて取り込まれ、エンドリ

ソソームで分解される過程で、変異	Cav2.1	

は分解を受けにくく、次第に蓄積してリソソ

ームストレスを惹起すると考えられる。	最近、

各種リソソーム蓄積病(Lysosomal	Storage	

Diseases;	LSDs)の神経変性の病態として、リ

ソソ	ームストレスとそれに対する反応とし

ての酸化ストレス経路の活性化(Hum	Mol	

Genet	17:469-477,	2008)、ミクログリアの活

性化などが病態の初期から共通して認められ

ることが明らかとなってきた。	これまで我々

はMPI
118Q/118Q

マウス小脳において、PC	脱落の

開始に先立って、早期から、ミク	ログリオー

シス及び酸化ストレス経路遺伝子発現の活性

化を認めた。これらの変化は、同じく	PC	変

性を発症する	Sca1	や	Sca7	KI	マウスの発	

症	初	期	に	は	認	め	ら	れ	な	い	変化で

あり、変異	Cav2.1	チャネルのリソソームへ

の蓄積は、少なくとも部分的	には、各種リソ

ソーム蓄積病の病態と共通の経路を介して	

SCA6	病態発症に導く可能性が高い。本研究	

では,これらの成果を踏まえて、伸長ポリグ

ルタミンのリソソーム蓄積とその下流で惹起

されると考えられるミクログリオーシスをタ

ーゲットとした治療戦略を確立する。 	

２．研究の目的 
(1)	転写因子	TFEB	はリソソーム生合成経路

を活性化するマスター遺伝子で、リソソーム

のエクソサイト	ーシスの誘導を介して、LSD	

病態を改善する可能性が報告されている。遺

伝的手法を用いた	TFEB	の	PC	内過剰発現に

より、MPI
118Q/118Q

マウスの病態を改善できる

か否かを明らかにする。	

 (2)	mTOR	依存性にオートファジーを誘導す

る薬剤を用いて、PC	でオートファジ	ーを活

性化することにより、SCA6	KI	マウスの病態

が改善するかどうかを解明する。 	

(3)	分子シャペロン	iHsp70	は、リソソーム

膜を安定化することにより、リソソームスト

レスを軽減し	Niemann-Pick	病typeC(PC変性

を特徴とするLSDsの1種)の病態を改善するこ



とが報告されている(Nature	463:549-554)。

iHsp70	過剰発現の	MPI
118Q/118Q

マウス	PC	変

性への効果を明らかにし、効果が認められれ

ばさらに	iHsp70	誘導薬の治療効果を明らか

にする。 	

(4)	マイクロアレイ及び	qPCR	解析から

MPI
118Q/118Q	

マウス小脳では若齢から,炎症性

サイトカイン	の1つ	TNF-alpha	や	innate	

immunity	を司るパターン認識レセプターの

うち	toll-like	receptor	(TLR)	2	及び	TLR7	

や	Clec7a	の発現が有意に増加していること

を見出しており、これらの経路	が	non-cell	

autonomous	に病態への関与することが示唆

される。	ミクログリアが関与する	

neuroinflammation	経路のうち、TLR	経路を

遮断することにより、MPI
118Q/118Q	

マウスの病

態の進行を修飾しうるかどうかを明らかにす

る。 	

３．研究の方法 

(1)	 小脳 PC 特異的なリソソーム生合成経

路の活性化により SCA6 の病態が改善でき

るかどうかを検討するためテトラサイクリ

ン依存的に TFEB を PC 特異的に過剰発現す

るPcp2-tTA/TRE-3xFLAG-hTFEB	トランスジ

ェニックマウスを作成し、MPI-118Q	KI	マ

ウスと交配した。また CRISPR/Cas9 法を用

いて恒常的活性化変異を Tfeb 遺伝子に有

する mTfebS269A	KI マウスを作成し、同様

に MPI-118Q	KI	マウスとの交配により多重

変異マウスをそのして、解析を行った。	

(2)	mTOR	依存性にオートファジーを誘導

する rapamycin を MPI-118Q	KI	マウスに継

続的に投与してその効果を検討した。	

(3) iHsp70 過剰発現マウス(Cummings,	et	
al,	2001)と MPI-118Q	KI マウスの二重変異

マウスを作製し、リソソーム膜安定化を介

して SCA6	KI	マウスの病態が改善するかど

うかを検討した。	

(4)	多くの TLR 分子のシグナル伝達に必要

なアダプター分子 MyD88 のノックアウトマ

ウスと MPI-118Q	KI との２重変異マウス

(MPI118/118/MyD88-/-	マウス)を作成してその

解析を行った。	

４．研究成果	

(1)(Tet-off)	TFEB	PC 過剰発現 SCA6	KI マ

ウスの作成に成功し、PC 内 TFEB の過剰発

現を免疫組織科学及び生化学的に確認でき

た。しかしながら、このマウスでは明らか

な運動症状や PC 変性の改善は認められな

かった。	

(2)	Rapamycin 投与により、MPI-118Q	KI	マ

ウスで LC3 などのオートファジーマーカー

の小脳での発現変化が確認でき、オートフ

ァジーが活性化したと考えられた。ロータ

ロッド解析で投与群において軽度の運動失

調の改善が認められたが、病理学的には明

らかな PC 変性の改善は認められなかった。	

(3)	iHsp70 過剰発現 MPI-118Q	KI	マウスで

は、明らかな運動症状や PC 変性の改善は認

められなかった。	

(4)	

	

MPI118/118/MyD88-/- マウスでの運動失調改善 



6 週齢 MPI118/118/MyD88-/-	マウスにおいて i)

ロータロッド解析（前ページ図）にて運動

失調の有意な改善が認められ。ii)病理学的

には小脳ミクログリオーシスの程度に変化

は認められなかったが、神経保護的と考え

られる M2 型ミクログリアの割合が有意に

増加し,iii)	残存する PC の数が有意に増

加しており、神経変性が改善したと考えら

れた（下図）。	

MPI118/118/MyD88-/- マウスでの PC 変性改善 

一方、SCA6 患者小脳でも病理解析の結果

TLR を発現する活性化ミクログリアが浸潤

していることが明らかとなった。これらの

結果は SCA6 の少なくとも初期病態に神経

炎症が関与し、自然免疫系、特に TLR シグ

ナル伝達経路を修飾することにより SCA6

の治療法が開発できる可能性を示唆する。	
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