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研究成果の概要（和文）：近年複数の神経疾患が、脳に高発現するNaポンプα2およびα3サブユニット遺伝子変
異を原因とすることが判明した。しかし病態機序は未解明で有効な治療法は無い。予備的実験で、同遺伝子欠損
マウス（病態モデルマウス）では脳内のアスコルビン酸量が有意に低下していることを見出した。本研究では①
 Naポンプ各αサブユニットとアスコルビン酸輸送体との機能共役、②病態モデルマウスの脳内酸化ストレス障
害の有無、③ 各αサブユニットとアスコルビン酸輸送体の機能共役についての遺伝学的相互作用の有無の検証
を行った。Naポンプαサブユニット遺伝子の変異を原因とする神経疾患の病態基盤の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Mutations in the genes encoding Na,K-ATPase (Na pump) alpha2 and alpha3 
subunit (ATP1A2 and ATP1A3, respectively) are associated with different neurologic disorders, such 
as rapid onset dystonia parkinsonism, alternating hemiplegia of childhood, and so on. However, 
pathophysiological bases of these disorders are still unknown and no cure has yet to be found. A 
preliminary experimental study shows that the level of ascorbic acids is decreased in the brains of 
Atp1a2 and Atp1a3 knockout mice (pathological model mice). The present study investigated 1. 
Functional coupling between Na pump alpha subunit and a transporter of ascorbic acid (SVCT2); 2. The
 level of oxidative stress of Na pump knockout mice; 3. Genetical link between Atp1a2/Atp1a3 and the
 gene encoding SVCT2. The results indicate increased level of oxidative stress is one of underlying 
pathological mechanisms in the Na pump related neurological disorders.

研究分野：病態生理学

キーワード： Na ポンプ　ノックアウトマウス　酸化ストレス　アスコルビン酸　SVCT2　ジストニア　分娩

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Naポンプαサブユニット遺伝子変異はさまざまな神経疾患をひきおこすことが報告されている。しかし、同じ変
異がはいっていても発症しない場合と発症する場合があること、複数の神経疾患をひきおこし、多様な症状を呈
すること、症状発現のきっかけがあること等、既知の神経疾患とは異なる表現型を示す。今回、病態モデルマウ
スを使い、酸化ストレス増加が発症に関わること、酸化ストレス増加がおこる脳部位を同定したこと、身体的ス
トレスが酸化ストレス増加につながることを示したことで、病態生理の一端を明らかにできた。酸化ストレスを
標的とした新たな治療法への道筋をつけることができ、社会的意義を示すことができた。

※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 

近年複数の神経疾患が、脳に高発現する Naポンプαサブユニット（α2およびα3）遺伝子変

異を原因とすることが判明した。神経疾患として、ジストニアパーキンソニズム、小児交互性

片麻痺、CAPOS 症候群、家族性片麻痺性片頭痛、うつ病、てんかん、精神遅滞、自閉症、難治

性てんかん等が報告されている。しかしなぜ、Na ポンプαサブユニット遺伝子が、このように

多様な神経疾患をひきおこすのか、病態機序は未解明であり、発作的に発現する症状（てんか

ん、ジストニア、頭痛、麻痺等）に対して内服薬服用で対処するしかないのが現状である。 

静止膜電位維持と活動電位からの急速な回復というニューロン独自の機能を維持するために

Na ポンプを駆動する脳は､ 常に高い ATP 供給量を要求し､ 脳での酸化的リン酸化による酸素消

費量は全身の 20％を占める｡ 高い ATP 産生は､ 脳が常に強い酸化ストレスに曝されていること

を意味する｡ 加えて脳では神経活動に伴って､ 酸化ストレス状態の増強がおこる｡ これらの酸

化ストレスに対して細胞は､ 活性酸素の処理と同時に､活性酸素によって生じた障害の修復反応

をおこなう｡ 前者はアスコルビン酸を代表とする抗酸化物質によって担われている｡ 抗酸化物

質は脳の機能維持に必須であり､ アスコルビン酸含有量は他の器官に比べて圧倒的に多い。私

は、Na ポンプα2あるいはα3サブユニット遺伝子欠損マウス（病態モデルマウス）を解析し

ている中で、これらマウスの脳内のアスコルビン酸量が有意に低下していることを見出した。

本研究では、この点に着目し研究計画を立案した。  

 

２．研究の目的 

Na ポンプα2およびα3サブユニット遺伝子の変異を原因とする神経疾患の病態基盤に、アス

コルビン酸低下による酸化ストレス障害の増加があることを示し､ 酸化ストレス障害を制御す

ることが､ 発症および症状軽減に有用であることを証明することを目的とした。また、身体的

ストレス時の発作症状発現の基盤に、脳内の酸化ストレス増加があるか、という点についても

検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

① Na ポンプ遺伝子ノックアウトマウス脳全体や脳部位の、アスコルビン酸含有量の測定 

Na ポンプα2サブユニット遺伝子ノックアウトヘテロマウスと Na ポンプα3サブユニット遺

伝子ノックアウトヘテロマウスをかけあわせ、ダブルノックアウトヘテロマウスを作成、さら

にダブルノックアウトヘテロマウスをかけあわせ、ダブルノックアウトホモマウスを作成し

た。ダブルノックアウトホモマウスは出生直後に死亡するため、出生直後もしくは帝王切開に

て産まれた仔から脳全体を摘出した。α2またはα3ヘテロマウスおよびダブルヘテロマウス成

体（生後 2ヶ月以降）から、脳部位（大脳皮質・基底核・小脳・脳幹）を取り出した。急速凍

結した脳全体・脳部位を破砕し、脳組織抽出液を作成し、アスコルビン酸含有量を HPLC で測定

した。 

② アスコルビン酸トランスポーター（SVCT2）遺伝子発現量の測定 

Na ポンプ遺伝子ノックアウトマウスでは脳内アスコルビン酸量が低下しているため、アスコル

ビン酸を脳内に輸送するアスコルビン酸トランスポーター（SVCT2）の遺伝子発現が低下してい



る可能性があった。SVCT2 をコードする遺伝子の発現量を、定量的 PCR 法と in situ 

hybridization 法で測定した。 

③ Na ポンプ遺伝子ノックアウトマウスにおける脳内酸化ストレスの検定 

Na ポンプ遺伝子ノックアウトマウス；α2またはα3ノックアウトヘテロマウス（Atp1a2+/-ま

たは Atp1a3+/-）およびダブルノックアウトヘテロマウス（Atp1a2+/-・Atp1a3+/-）の成体

（生後 2ヶ月以降）から脳部位（大脳皮質・基底核・小脳・脳幹）を摘出し、急速凍結したの

ち、malondialdehyde (MDA)と protein sulfhydryl (SH)量を生化学的に測定した。測定は共同

研究者の Harrison 博士のラボで行った。MDA と SH は酸化ストレスが増加したときのマーカー

としての感度が高く、前者は脂質の、後者はタンパク質の酸化ストレス状態を反映するとされ

ている。 

④ SVCT2 をコードする遺伝子、Slc23a2 のノックアウトマウスの作成 

Na ポンプと SVCT2 の遺伝学的相互作用を検証するために、筑波大学生命科学動物資源センター

に委託し、CRISPR/cas9 法を用いて Slc23a2 ノックアウトマウスを作成した。 

⑤ Na ポンプα3サブユニット遺伝子と Slc23a2 の遺伝学的共役の証明 

Na ポンプα3遺伝子ノックアウトヘテロマウスと Slc23a2 ノックアウトヘテロマウスをかけあ

わせ、ダブルノックアウトヘテロマウスを作成した。同マウスのアスコルビン酸量（①で使っ

た方法）、酸化ストレスマーカー（③で使った方法）を測定した。 

⑥ 身体的ストレスが脳内アスコルビン酸量に及ぼす影響の検索 

身体的ストレスがかかる、妊娠・出産直後の Na ポンプα3遺伝子ノックアウトヘテロマウス

（Atp1a3+/-）と野生型マウスを用意し、これらマウスの脳部位（大脳皮質・基底核・小脳・脳

幹）のアスコルビン酸量を測定した。 

 

４．研究成果 

① Na ポンプ遺伝子ノックアウトマウス脳全体や脳部位の、アスコルビン酸含有量の測定 

Na ポンプα2サブユニットα3サブユニット遺伝子ダブルノックアウトホモマウス(Atp1a2-

/-・Atp1a3-/-)、単独ノックアウトホモマウス(Atp1a2-/-または Atp1a3-/-)の仔から摘出した

全脳では、野生型のそれと比較して、アスコルビン酸量が有意に低下していた。ダブルノック

アウトホモマウス(Atp1a2-/-・Atp1a3-/-)では、各単独ノックアウトホモマウス(Atp1a2-/-ま

たは Atp1a3-/-)よりも有意にアスコルビン酸量が低下していた。このことから、新生仔の脳内

へのアスコルビン酸の集積に、Na ポンプの働きが必須であること、α2サブユニットとα3サ

ブユニットはそれぞれ異なる経路で、その集積に関わることが判明した。 

α2またはα3サブユニット遺伝子ノックアウトヘテロマウス(Atp1a2+/-または Atp1a3+/-)成

体（生後 2ヶ月以降）から、脳部位（大脳皮質・基底核・小脳・脳幹）を取り出し、アスコル

ビン酸含有量を測定した。野生型に比べて、α3サブユニット遺伝子ノックアウトヘテロマウ

ス(Atp1a3+/-)の基底核と小脳でのみ、有意にアスコルビン酸量が低下していた。一方α2サブ

ユニット遺伝子ノックアウトヘテロマウス(Atp1a2+/-)では、有意に低下している脳部位は観察

されなかった。 

② アスコルビン酸トランスポーター（SVCT2）遺伝子発現量の測定 

Na ポンプ遺伝子ノックアウトホモマウスやダブルノックアウトホモマウス（Atp1a2-/-, 

Atp1a3-/-, Atp1a2-/-・Atp1a3-/-）の脳から RNA を抽出し、SVCT2 をコードする遺伝子

（Slc23a2）の発現量を定量的 PCR 法で測定した。さらに脳切片を作成し、in situ 

hybridization 法にて遺伝子発現量を視覚化した。両方の方法で、ノックアウトホモマウスと



野生型で、Slc23a2 発現量の差異は観察できなかった。このことから Na ポンプ遺伝子ノックア

ウトマウス脳でのアスコルビン酸量の有意な低下は、Na ポンプと SVCT2 の機能的共役が障害さ

れることによることが示唆された。 

③ Na ポンプ遺伝子ノックアウトマウスにおける脳内酸化ストレスの検定 

Na ポンプ遺伝子α2またはα3ノックアウトヘテロマウス(Atp1a2+/-または Atp1a3+/-)および

ダブルノックアウトヘテロマウス(Atp1a2+/-・Atp1a3+/-)成体（生後 2ヶ月以降）の脳部位

（大脳皮質・基底核・小脳・脳幹）の、malondialdehyde (MDA)と protein sulfhydryl (SH)量

は野生型の同部位の量と比較して、有意な変化は観察されなかった。しかし、有意ではないも

のの、Atp1a3+/-の基底核では増加している傾向が観察された。エネルギー代謝、紫外線や電離

放射線によって発生する活性酸素種(ROS)によって DNA が損傷されることで生成する物質 8OH-

dG の抗体染色も行ったが、明確な結果は得られなかった。 

④ SVCT2 をコードする遺伝子、Slc23a2 のノックアウトマウス(Slc23a2+/-)の作成 

Slc23a2+/-を作成し、かけあわせにより Slc23a2 ノックアウトホモマウス（Slc23a2-/-）を作

成した。Slc23a2-/-の脳を抽出し、遺伝子発現の欠損を確認し、アスコルビン酸量が大きく低

下していることを確認した。すなわち、今回作成した Slc23a2 のノックアウトマウスが、これ

まで海外から報告されていた Slc23a2 ノックアウトマウスと同等の形質を示しているという、

質検定を行った。その後、Na ポンプ遺伝子α2またはα3ノックアウトヘテロマウス

(Atp1a2+/-または Atp1a3+/-)とかけあわせ、ダブルノックアウトヘテロマウス(Slc23a2+/-・

Atp1a2+/-または Slc23a2+/-・Atp1a3+/-)を作成した。 

⑤ Na ポンプα3サブユニット遺伝子と Slc23a2 の遺伝学的共役の証明 

Na ポンプα3遺伝子ノックアウトヘテロマウス/SVCT2 ノックアウトヘテロマウス

（Slc23a2+/-・Atp1a3+/-）の脳部位すべてで、野生型のそれよりも有意にアスコルビン酸量が

低下していた。低下の程度は、Na ポンプα3遺伝子ノックアウトヘテロマウス（Atp1a3+/-）

よりは大きいが、SVCT2 ノックアウト単独ヘテロマウス（Slc23a2+/-）とはほぼ同等であっ

た。アスコルビン酸の脳内への輸送には SVCT2 がキープレイヤーであり、Na ポンプのアスコル

ビン酸輸送に関する働きは SVCT2 を通じていることが明らかになった。 

⑥ 身体的ストレスが脳内アスコルビン酸量に及ぼす影響の検索 

Na ポンプα3遺伝子ノックアウトヘテロマウス（Atp1a3+/-）では、身体的ストレスが上昇す

る妊娠・出産を契機に、ジストニアや麻痺症状を発作的におこす場合があることを観察してい

た。妊娠・出産後の同マウスでは、基底核と小脳でのみ、通常状態よりもアスコルビン酸量が

有意に低下した。野生型ではこの傾向は観察されなかった。この結果から、ストレスによるジ

ストニア、麻痺等症状発現の基盤には、脳内酸化ストレス増加があること、症状発現の原因と

なる脳部位は基底核と小脳であることが強く示唆された。 

以上の本研究成果は、2021 年 2月に PLosOne に発表した。 
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