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研究成果の概要（和文）：本研究グループにより同定されたCRAGは、脊髄小脳変性症の原因タンパク質である異常伸長
したポリグルタミンタンパク質(PolyQ)の分解を促進すること、およびCRAGは転写因子SRFを活性化することで神経細胞
保護することが明らかになっている。しかしながらその詳細な分子機構、およびCRAGの生体内における役割は不明であ
る。私たちはCRAGノックアウトマウスを作製し解析した結果、CRAG欠損マウスは生後３週齢で致死を示した。CRAGは神
経細胞の生存に必須の分子であることが明らかになりCRAGが脊髄小脳変性症だけでなく、様々な神経変性疾患に応用で
きる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：CRAG facilitated degradation of expanded polyglutamine protein (polyQ) via the 
nuclear ubiquitin-proteasome pathway. Taking advantage of this feature, lentivirus-mediated CRAG 
expression in the Purkinje cells of mice expressing polyQ resulted in clearance of the polyQ aggregates 
and rescue from ataxia, suggesting usefulness in targeted delivery of CRAG as a gene therapy for 
neurodegenerative diseases. However, a physiological relevant of CRAG in vivo are unknown. Here, we 
analyzed CRAG/Centaurin-γ3 KO mice. CRAG/Centaurin-γ3 KO mice spontaneously developed severe 
neurodegenerative phenotypes including hind-limb clasping, neuronal atrophy, cell death and lethality 
within 1 month of birth. Furthermore, we found that CRAG enhances neuronal cell survival against the 
accumulation of unfolded proteins through not only proteasome activation but also SRF-mediated c-fos 
activation in vivo. Our results may contribute to development of CRAG gene therapy for neurodegenerative 
diseases.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 脊髄小脳変性症は治療法が確立されてい
ない神経変性疾患である。本研究グループに
より同定された CRAG は脊髄小脳変性症の
原因タンパク質である異常伸長したポリグ
ルタミンタンパク質(PolyQ)の分解を促進す
ることが分かった。さらに CRAG は転写因子
SRF を活性化し、c-fos 依存的な AP-1 の活性
化をすることで神経細胞保護することが判
明した。これらの研究成果により CRAG を用
いた遺伝子治療が脊髄小脳変性症の新たな
治療法として期待できる。 
 本申請課題は、CRAG の生体内における役
割をより詳細に解明し、脊髄小脳変性症の治
療の確立への基盤をつくることが目的であ
る。CRAG の小脳プルキエンエ細胞特異的な
ノックアウトマウス(小脳 CRAG KO)を作製
し、解析を行う。さらに CRAG を様々なウイ
ルスベクターを用いて小脳に発現させる検
討を行い、治療に向けた CRAG の導入方法を
改善し、CRAG を用いた遺伝子治療の基盤を
つくる。 
 
２．研究の目的 
（１）研究の学術的背景 
CRAG による PolyQ の分解促進 
 CRAG が PolyQ をユビキチンプロテアソー
ム系で分解促進することが発見された (Qin 
et al. J Cell Biol. 2006)。 
CRAG 遺伝子導入による PolyQ モデルマウス
の症状の劇的な改善 
 CRAGの遺伝子導入によりモデルマウスの
小脳において、劇的な PolyQ の減少が観察さ
れた。(Torashima et al. EMBO R. 2008)。この
研究成果は世界で初めての神経変性疾患の
遺伝子治療の成功例である。 
CRAG による SRF を介した AP-1 の活性化 
 CRAG による SRF を介した AP-1 の活性化
により、CRAG は PolyQ の分解と同時に神経
細胞の保護に働くことが解明され、CRAG に
よ る 遺伝子 治 療の可 能 性が高 ま っ た
（Nagashima et al. J Biol Chem. 2011）。 
（２）研究期間内に何をどこまで明らかにし
ようとするのか 
 本申請課題では小脳特異的に CRAG をノ
ックアウトし、小脳における生理的な機能を
解明する。これまでの研究成果により、CRAG
は変性タンパク質の分解や神経細胞の保護
に働くことが判明したので、CRAG を欠損す
れば、変性タンパク質の蓄積や細胞死の亢進
が期待される。CRAG の発現量の低下が脊髄
小脳変性症の一つの要因であることを解明
したい。さらに、これまではレンチウィルス
ベクターを用いて CRAG を生体の脳に発現
させたが、より高い発現を誘導できるウイル
スベクターの探索を行い、より高い効率の
CRAG の遺伝子導入の系を確立し、CRAG に
よる遺伝子治療の基盤をつくる。 
（３）当該分野における本研究の学術的な特
色・独創的な点及び予想される結果と意義 

 CRAGは申請者の研究グループにより同定
された分子であり、現在申請者のグループに
よる CRAG の研究は世界に先駆けて進んで
いる。現在、脊髄小脳変性症などのポリグル
タミン病は有効な治療法が無く、新しい治療
法の開発が待ち望まれているので CRAG の
研究は社会的価値が大きい。すでに CRAG 遺
伝子による遺伝子治療はマウスでは大きな
効果を挙げている。しかしながら、CRAG の
生理的な機能は未知であり、CRAG を用いた
遺伝子治療には生理的な機能解明が必要で
ある。また、遺伝子治療を目的としたドラッ
クデリバリーシステムの研究の進展はめざ
ましいものがあり、これらの成果を応用する
ことにより、ヒトへの応用が大いに期待でき
る状況である。 
 
３．研究の方法 
平成 25 年度 
小脳プルキンエ細胞特異的な CRAG ノック
アウトマウス(小脳 CRAG KO)の作製 
 現在、私達は CRAG のコンディショナルノ
ックアウトマウスの作製に必要な CRAG 遺
伝子が loxPに挟まれたCRAG flox/floxマウス
を保持している。CRAG flox/flox マウスと
Pcp2 プロモーターに制御された小脳プルキ
ンエ細胞特異的に CRE を発現するマウス
(Cg-Tg(Pcp2-cre)3555Jdhu/J)を用いて小脳プ
ルキンエ細胞特異的な CRAG ノックアウト
マウス(小脳 CRAG KO)を作製する。小脳プル
キエンエ細胞で特異的に CRAG が消失でき
たかを免疫組織染色法、in situ hybirdization 法
を用いて確認する。 
小脳 CRAG KO の組織学的な解析 
 小脳の構造は生後約１ヶ月で成体とほぼ
変わらない構造となる。小脳の形成に CRAG
が関与するか検討するために、生後 7 日、生
後 14 日、生後１ヶ月で形態学的解析を行い、
CRAGが小脳プルキンエ細胞の分化に関与す
るか検討する。まずは HE 染色や Nissel 染色
を用いて形態学的に野生型と差があるか検
討する。次にプルキエンエ細胞の樹上突起の
マーカーとなる calbindin の抗体で免疫組織
染色を行い、樹上突起形成に野生型と差があ
るか検討する。 
小脳プルキンエ細胞の初代培養細胞を用い
た解析 
 小脳プルキエンエ細胞をマウスから取り
出し、初代培養を行う。レンチウィルスを用
いて CRAG をノックダウンすることで神経
突起形成に変化が見られるか検討する。また、
CRAG をノックダウンした際、細胞死がおき
やすいか様々なストレスを与え検討する。 
平成 26 年度 
ウイルスベクターを用いた CRAG の遺伝子
導入 
 これまではレンチウイルスを用いてCRAG
を 生 体 の 小 脳 に 遺 伝 子 導 入 し て き た
(Torashima et al. EMBO R. 2008)。しかしなが
ら、臨床試験の実施件数、ウイルス自体の病



原性の有無などから判断して、レンチウイル
スベクターと比較してアデノ随伴ウイルス
ベクター(AAV)の方が安全性が高い。まずは
AAV2に GFPを挿入したベクターを使用して、
小脳への発現効率を確認する。次に AAV2 に
CRAGを挿入したベクターを用いてCRAGの
発現量を確認する。 
小脳 CRAG KO の組織学的な解析 
 加齢したマウスの CRAG が欠損した細胞
では変性タンパク質が蓄積し、細胞死が亢進
する可能性が考えられる。したがって、生後
6 ヶ月、生後 1 年の形態学的解析、変性タン
パク質の蓄積や細胞死を免疫組織染色で観
察する。 
小脳 CRAG KO の運動機能の解析 
 小脳 CRAG KO では小脳失調症状が観察で
きると予想される。したがって、マウスの運
動機能の rotarod test を行い、小脳 CRAG KO
の運動機能を測定する。 
小脳 CRAG KO の電気生理学的な解析 
 小脳 CRAG KO ではプルキンエ細胞が正常
な機能を有しているかどうか電気生理学に
解析する。 
ウイルスベクターを用いた小脳 CRAG KO に
CRAG のレスキュー実験 
 in vivo において小脳に AAV2 を用いて
CRAG を発現させ、小脳プルキエンエ細胞に
CRAG を発現させ、機能解析のレスキュー実
験を行う。 
小脳プルキンエ細胞の初代培養細胞を用い
た解析 
 小脳 CRAG KO のプルキエンエ細胞をマウ
スから取り出し、初代培養を行う。レンチウ
ィルスを用いて CRAG を発現させ、神経突起
形成や細胞死をレスキューできるか検討す
る。 

 
４．研究成果 
 脊髄小脳変性症は治療法が確立されてい
ない神経変性疾患である。本研究グループに
より同定された CRAG は、脊髄小脳変性症の
原因タンパク質である異常伸長したポリグ
ルタミンタンパク質(PolyQ)の分解を促進す
ること、および CRAG は転写因子 SRF を活
性化することで神経細胞保護することが明
らかになっている。しかしながらその詳細な

分子機構、および CRAG の生体内における役
割は不明である。私たちは CRAG ノックアウ
トマウスを作製し解析した結果、CRAG 欠損
マウスは生後３週齢で致死を示した。さらに
大脳皮質神経細胞、海馬神経細胞、小脳プル
キンエ細胞において広範な細胞死が認めら
れた。CRAG は神経細胞の生存に必須の分子
であることが明らかになり CRAG が脊髄小
脳変性症だけでなく、様々な神経変性疾患に
応用できる可能性が示された。CRAG による
SRFの活性化機構において CRAGは ELK1と
結合して SRF を活性化することが明らかと
なった。これまで CRAG の活性化機構は不明
であったが、CRAG 自身がスモ化修飾を受け
て核移行することがわかった。さらにスモ化
されない CRAG の変異体に核移行シグナル
を付加して強制的に核移行させても SRF の
活性化は認められなかった。この結果は
CRAGのスモ化修飾は核移行のみならず核内
でも SRF の活性化に必須であることがわか
った。また CRAG は ELK1 を細胞質から核に
移行させることにより細胞の生存を高めて
いることが示唆された。CRAG は神経細胞の
細胞死を強力に抑制できることが証明され、
脊髄小脳変性症をはじめ神経変性疾患の遺
伝子治療に有用であることが示された。現在
CRAG のスモ化酵素の同定を試みている。こ
れまでの知見を論文にまとめ現在投稿中で
ある。 
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