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研究成果の概要（和文）：我々が細胞内トラフィッキングに関与するsmall Gタンパク質であるクラスII ARF遺
伝子のKOマウス(以下、Tremorマウス)を作製したところ、生後３週目から前脚と頸部に強い振戦を示した。各種
薬剤を用いて検討した結果、本態性振戦モデルマウスの可能性が高いことが分かってきた。小脳プルキンエ細胞
の電気生理学的解析を行ったところ、Tremorマウスの活動性が大きく低下していた。また、プルキンエ細胞にお
けるNav1.6の免疫反応性が著しく低下していた。

研究成果の概要（英文）：ADP-ribosylation factors (ARFs) constitute a family of small monomeric 
GTPases. The ARF family consists of three classes and a total of six members: class I, consisting of
 ARFs 1-3; class II, consisting of ARFs 4 and 5; and class III, which comprises ARF6. Little is 
known about the role of the class II ARFs in membrane trafficking. Here, we generated class II ARF 
knockout mice, and found that ARF4+/-/ARF5-/- mice showed severe tremor. Propranolol and gabapentin,
 which alleviate symptoms in essential tremor patients, reduced the amplitude of the pathologic 
tremor. Immunochemical studies showed that Nav1.6 proteins, normally localized in axon initial 
segment (AIS), was highly decreased in ARF4+/-/ARF5-/- Purkinje cell. These results indicate that 
the impairment of electrophysiological properties of Purkinje cell by Nav1.6 decrease is related to 
the onset of pathologic tremor of essential tremor patients. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 脳ではグルタミン酸や GABA などの神経
伝達物質は小型のシナプス小胞に貯蔵され
ている。それに対し、ペプチド性の神経伝達
物質は、電子顕微鏡で見ると大型で、中に電
子密度の高い物質を含有する有芯小胞に貯
蔵されている。 
 

Ca2+-dependent activator protein for 
secretion（CAPS, CADPS）タンパク質は有
芯小胞に会合し、その分泌を制御しているこ
とが知られている。疾患に関しては、糖尿病
に関与することが報告されている。私は新規
遺伝子として CAPS2 を同定した(Sadakata 
et al., J. Neurosci., 2004)。CAPS2タンパク
質は C2ドメイン、PHドメインを持つ。私は、
神経ネットワークの形成に重要である脳由
来神経栄養因子 (BDNF)を含む有芯小胞に
CAPS2 が会合し、BDNF の分泌に関与する
ことを明らかにした (Sadakata et al., J. 
Neurosci., 2004)。 

CAPS2 遺伝子はヒト７番染色体にある自
閉症責任領域（AUTS1）に位置している。自
閉症は認知・記憶・行動の全てに異常が起き
る精神疾患である。三歳までに発病し、“対
人関係における障害”、“言語などによるコミ
ュニケーションの障害”、“興味の限局、反復
的で常同的な行動”を示すことが知られてい
る。自閉症患者において CAPS2 の発現解析
を行った結果、一部の患者では exon 3 のみ
がスキップする異常なスプライシングが起
きていることが明らかになった。 

exon 3がスキップした CAPS2タンパク質
は軸索終末部に輸送されないことも明らか
になり、exon 3スキップ型の CAPS2を発現
する特定の自閉症患者においては、BDNFが
健常者と異なったパターンで分泌されるた
めに、神経ネットワークの形成に異常をきた
す可能性が示唆された (Sadakata et al., J. 
Clin. Invest., 2007; J. Neurosci., 2007)。 
  私はこの仮説を証明すべく、exon 3がス
キップした CAPS2 タンパク質のみを発現す
る遺伝子改変マウスを作製した。このマウス
は社会性行動の異常等、様々な自閉症様形質
を示した(Sadakata et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 2012)。 
  自閉症患者においては、片方の対立遺伝
子が欠損している患者の報告も相次いだ。そ
こで CAPS2 ヘテロマウスを解析したところ、
一部の自閉症様形質を示すことが分かって
きた(Sadakata et al., PLoS One, 2014)。 
 
 また、タンパク質の基礎的な働きに関して
は、CAPSタンパク質は small GTPaseであ
るクラス II ARF タンパク質と結合すること
により、ゴルジ体における有芯小胞の生成に
も関与していることが明らかになった 
(Sadakata et al., J. Biol. Chem., 2010; 
FEBS J., 2012; J. Neurosci., 2013)。 

２． 研究の目的 
 

ARF ファミリータンパク質はゴルジ体や
形質膜近傍における小胞のトラフィッキン
グに重要な働きをしている small Gタンパク
質であり、クラス I (ARF1,2,3), クラス II 
(ARF4,5), クラス III (ARF6)の三つに分類さ
れる。申請者がクラス II ARFタンパク質のノ
ックアウトマウスを作製したところ、このマ
ウスは前脚と頸部に強い振戦を示し、多動や
常同的な旋回運動を示すことも見出した。 

 
不随意な震えを起こす疾患である本態性
振戦は 65歳以上の有症率が 5-14％と高く、
高齢化社会においては QOL を維持する上で
大きな障害となっている。本態性振戦のモデ
ルマウスとして知られているのは harmaline
投与マウスと GABAA受容体遺伝子の KO マ
ウスのみであり (Schmouth et al., Prog. 
Neurobiol., 2014)、新規モデルマウスの有用
性は高い。 

 
このクラス II ARF KOマウスに関して、プ
ルキンエ細胞を中心とした解剖学的・生理学
的な形質を明らかにし、本態性振戦の発症メ
カニズムを明らかにすることを目的とする。 

 
 
３． 研究の方法 
 
薬剤…β 遮断薬や抗てんかん薬に加えて、パ
ーキンソン病治療薬等をクラス II ARF 
KO マウスに投与し、振戦に関する形
質の変化を震度計により定量評価する。 

 
解剖…クラス II ARF KOマウスの解剖学的な
解析を行う。具体的には小脳における
細胞死やプルキンエ細胞の樹状突起形
成、インターニューロンの成熟を調べ
る。また、電子顕微鏡により、小脳の
プルキンエ細胞に見られる異常を詳細
に解析する。 

 
行動…クラス II ARF KOマウスの多動性、常
同行動、不安行動、社会性行動、サー
カディアンリズム等の基本的な行動形
質を解析する。 

 
生理…クラス II ARF KOマウスの脳波解析お
よび筋電図の解析を行い、振戦原性域
の特定、振戦に伴う異常脳波の解析、
および上記薬剤の影響を評価する。ま
た小脳プルキンエ細胞を電気生理学的
に詳細に調べる。 

 
 
 
 
 
 



４． 研究成果 
 
我々が細胞内トラフィッキングに関与す
る small Gタンパク質であるクラス II ARF遺
伝子の KOマウス(以下、Tremorマウス)を作
製したところ、生後３週目から前脚と頸部に
強い振戦を示した。我々がこのマウスの示す
振戦がヒトのどの疾患の病態を示している
のかについて各種薬剤を用いて検討した結
果、 Tremor マウスに β 遮断薬である
propranolol や 抗 て ん か ん 薬 で あ る
gabapentin を投与すると振戦の軽減が見ら
れた。このことから本態性振戦モデルマウス
の可能性が高いことが分かってきた。 

 
この Tremor マウスに関する解剖学的解析
を行ったところ、小脳プルキンエ細胞の樹状
突起上に AMPA 受容体の免疫染色性の異常
に大きな塊が見られた。これを電子顕微鏡に
て観察したところ、多層化した小胞体のよう
な殆ど報告例の無い構造物が見られた。 

 
また、小脳の体積の減少、プルキンエ細胞
の樹状突起上におけるスパイン密度の増加、
小脳登上線維の長さの減少等、解剖学的な異
常が小脳において集中してみられた。 

 
小脳プルキンエ細胞の電気生理学的解析
を行ったところ、Tremorマウスの活動性が大
きく低下していた。この反応性がプルキンエ
細胞の軸索起始部に局在する Nav1.6 の KO
マウスの電気生理学的特性に似ていること
から、我々は、Nav1.6について解剖学的に調
べてみた。その結果、Tremorマウスにおいて
は、プルキンエ細胞における Nav1.6 の免疫
反応性が著しく低下していた。 

 
そこで我々は、Tremorマウスにアデノ随伴
ウイルスによりプルキンエ細胞でのみクラ
ス II ARFを発現させ(rescue実験)、形質の変
化を解析した。その結果、Nav1.6の発現量は
上昇し、振戦の頻度は減少した。 

 
 以上の結果より、クラス II ARFの欠失によ
り、プルキンエ細胞において Nav1.6 のトラ
フィッキング異常が起き、プルキンエ細胞の
電気生理学的特性が変化することで震戦が
起きる可能性が示唆された。 
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