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研究成果の概要（和文）：プルキンエ細胞(PC)Nna1cKOが生後4週まで細胞自律的に変性した。顆粒細胞(GC)
Nna1cKOは軽度の運動学習障害が検出された。apoptosisは PC　Nna1cKOとGC Nna1cKOマウスの両方の小脳GC層に
存在し、細胞と非細胞自律的な死が共存することを示した。PC Nna1cKOマウスの脊髄で運動ニューロンの変性が
検出されたため、PC の喪失が興奮毒性による運動ニューロンの喪失につながると示唆された。後肢の筋肉も PC
 Nna1 cKO マウスで萎縮と HSPB5 の上昇を発現し、PCの損失が脊髄運動ニューロンの変性や筋肉ストレスなど
の二次的影響につながると示した。

研究成果の概要（英文）：Nna1 Purkinje cell (PC) or granule cell (GC) cKO mice were generated, 
respectively. PC Nna1 cKO mice were smaller compared with control ones and began to exhibit ataxia 
around 20 days after birth. Although most PCs degenerated cell-autonomously by 4 weeks of age, mild 
motor learning dysfunction was detected in GC Nna1 cKO mice. Apoptotic cells were present in the 
cerebellar GC layer of both PC and GC Nna1cKO mice, indicating that non-cell-autonomous and 
cell-autonomous mechanisms coexist in GC death in pcd mice. Furthermore, elevated c-fos expression 
in the deep cerebellar nucleus and red nucleus of PC Nna1 cKO mice caused motor neuron degeneration 
in the spinal cord, suggesting that loss of PC leads to excitotoxic motor neuron loss. Hindlimb 
muscles also expressed atrophy and elevated HSPB5 in PC Nna1cKO mice, providing evidence that PC 
loss leads to secondary effects such as spinal motor neuron degeneration and muscle stress.

研究分野： 神経変性疾患

キーワード： Nna1　顆粒細胞　自律的/非自律的な細胞死　脊髄
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、臨床研究では、人のNna1/CCP1の変異はpcdマウスの神経変性と類似していることが示された（EMBO J, 
2018),我々が作成したPCとGCｃKOマウスは細胞自律的と非細胞自律的な観点より細胞死を解明した。プルキンエ
細胞が失ったらそれを中心とした神経回路上の橋核と赤核においてはc-fosの発現上昇がみられた（投稿準備
中）。グルタミン酸の過剰毒性もしくはGABAの不足と示唆されている。そのために脊髄小脳変性症に治療効果が
報告されたGABAアゴニストのバクロフェンを用いて発症前の２週齢と発症後３－４週齢のNna1 nullマウスの脳
内に注入し運動失調に与える効果を調べる。

※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 
 

pcd マウスの運動失調は生後 3 週齢から始まり、6 週齢になるとほぼすべてのプルキ

ンエ細胞が脱落するが、顆粒細胞死は 5 週齢から 6 週齢の間に見られる。申請代表者が

作製・解析した Nna1 null マウスも同様の表現型を示している。しかも、プルキンエ細

胞死が Nna1 の欠失による自律的な死であることを明らかにしている。さらに、Nna1 は

脱グルタミン酸酵素としても注目され、その機能の欠失は骨格蛋白 tubulin の C-末端に

おけるグルタミン酸の蓄積を誘発し、プルキンエ細胞死を引き起こす。一方、Nna1 は

小脳の顆粒細胞にも高発現しているが、pcd マウス由来小脳顆粒細胞でも Tubulin のグ

ルタミン酸の蓄積が報告されている。Nna1 の欠失による顆粒細胞の死亡とメカニズム、

さらに運動失調を引き起こすかどうかは明らかではない。臨床研究では、pcd マウスは

ヒトの Nna1 異常病気のモデルとして、病態の解明と治療法の探索に有用である。 

 
２．研究の目的 
 

本研究は、コンディショナルターゲティング技術を用いてプルキンエ細胞・顆粒細胞

の Nna1 cKO マウスをそれぞれ作出し、これまで注目されなかった顆粒細胞に焦点を当

てて Nna1 との関係を解明し、運動失調の新たな要因を探求するものである。また、プ

ルキンエ細胞と顆粒細胞を区別して遺伝子治療を行い、薬理学的なアプローチも併せて

Nna1 欠失による運動失調の臨床治療法を探るものである。 
 
 
 
３．研究の方法 
 

3-1 cKOマウスの作製と行動実験  

Nna1flox/floxメスマウスはGrin2b-creマウス（プルキンエ細胞特異的creマウス）、Grin2C-

iCreマウスオスマウスとそれぞれ交配し、F1で得られたNna1flox/+；Grin2b+/cre、Nna1flox/+；

Grin2C+/icreマウスはさらにNna1flox/floxと交配し、Nna1flox/flox；Grin2b+/cre (Nna1 プルキンエ

細胞特異的cKO、Nna1 PC cKO) および Nna1flox/flox；Grin2C+/icre (Nna1 顆粒細胞特異的

cKO、 Nna1 GC cKO) は解析対象となる。 

さらに、運動学習実験及び小脳組織解析を行い比較する。役割を果たしている可能性

がある。 
 

3-2 細胞死の免疫組織学的分析 

a) 週齢ごとに cKO マウスを用いて細胞死と関連する経路を調べ、死亡した細胞 

数と時期を分析し、細胞自律的、非自律的なメカニズムを明らかにする。 

b) 神経回路の変化 

プルキンエ細胞に入力する下橋核及びプルキンエ細胞から出力する小脳核、赤核の変化

を c-fos の in situ hybridyzation で調べる。 
 
 

４． 研究成果 

 



1) 図１は in situ hybridization 実験で検出した各 Nna1 cKO マウスの小脳組織像であ 

り、PC と GC 選択的に Nna1 欠失が確認できる。Nna1 null マウスの表現型は pcd マウ

スと似ており、プルキン

エ細胞と顆粒細胞の特異

的 cKO マウスにおいても

協調運動と運動学習の障

害が見られた。図 2(左)で

示すように、Purkinje cell 

specific cKO (PC cKO) マ

ウスでは foot print から運

動失調が見られた。図 2(右)

の Rotarod 実験では、GC cKO

マウスでは協調運動に相違

はみられなかったが、運動学

習障害が見られた。すなわ

ち、PC と GC は Nna1 null マ

ウスの運動失調において異

なる役割を果たしている可

能性がある。 
 
 

2) 細胞死の免疫組織学的分析 

a) 週齢ごとに cKO マウス 

を用いて細胞死と関連する経路を調べ、死亡した細胞 

数と時期を分析し、プルキンエ細胞死は細胞自律的、顆粒細胞死は自律と非自律的なメ

カニズムを共存していることが分かった（次のページ図 3）。 

 

b) 神経回路の変化 

プルキンエ細胞に入力する下橋核及びプルキンエ細胞から出力する小脳核、赤核の変化

を c-fos の in situ hybridyzation で調べった結果、3 週齢の Nna1 プルキンエ細胞 cKO マ

ウスの方は高発現がみられた（次のページ図 4）。 

 

c) 脊髄におけるモーターニューロンの減少、大腿筋の萎縮がみられた(図 5、6)。 

 



 
 
結論 
 
1. プルキンエ細胞特異的 Nna1 cKO は、Nna1 KO または PCD マウスと同様の表現型
を示した。 
2. プルキンエ細胞特異的 Nna1 cKO マウスはプルキンエ細胞の細胞自律的変性を示し
ましたが、pcd 小脳の GC 死には細胞自律的機構と非細胞自律的機構の両方が関連し
ている。 
3. プルキンエ細胞の喪失は、興奮毒性による脊髄運動ニューロン変性などの二次的な
影響をもたらす。 
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