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研究成果の概要（和文）：私たちは以前、新規GTP結合タンパク質であるCRAGを同定し、CRAGが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を明らかにした。さらに、CRA
Gは転写因子SRFを活性化してc-fos依存的な抗レドックスシグナルを活性化して神経細胞死を抑制することを報告した
が、その分子機構は不明であった。私たちはCRAG欠損マウスを作製し、解析を行った。CRAG欠損マウスは生後３週齢で
致死を示し、様々な細胞において広範な細胞死が認められた。これらのことよりCRAGが様々な神経変性疾患へ応用への
可能性が示されたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that CRAG facilitated the degradation of expanded 
polyglutamine protein via the nuclear ubiquitin-proteasome pathway and suggested that targeted delivery 
of CRAG may be useful as a gene therapy for neurodegenerative diseases such as polyglutamine diseases. 
However, the physiological relevance of CRAG in vivo is unknown. Here, we analyzed CRAG KO mice. Both 
whole-body and neuron-specific CRAG KO mice spontaneously developed severe neurodegenerative phenotypes 
cell death and lethality, within 1 month of birth. Kainic acid&#8211;induced c-fos expression was 
intensively suppressed in the hippocampus in these KO mice. Furthermore, CRAG interacted with ELK1, a 
coactivator of SRF, leading to ELK1-dependent SRF-c-fos induction. We conclude that CRAG plays a critical 
role in neuronal development and survival, at least in part through ELK1-dependent SRF-c-fos activation, 
and therefore suggesting the usefulness of CRAG gene therapy for neurodegenerative diseases.

研究分野： 生化学

キーワード： 神経変性疾患
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１．研究開始当初の背景 
脊髄小脳変性症とはなにか： 
 脊髄小脳変性症は原因遺伝子の翻訳領
域にあるポリグルタミンをコードする
CAG リピートが患者において異常に伸
長する疾患である。ポリグルタミンが異
常に伸長したタンパク質(PolyQ)は変性、
凝集し細胞に毒性を与え、細胞死を引き
起こす。脊髄や小脳の神経細胞が減少す
ることにより、運動機能に障害が起こり、
最終的に死に至る病気である。現在、脊
髄小脳変性症の治療法は神経伝達物質の
産生を促進することによる症状の緩和が
主目的の対症療法であり、症状の原因を
取り除く原因療法は確立されていない。
CRAG による遺伝子治療は脊髄小脳変性
症の原因療法として有効な可能性が高く、
今後の研究をさらに進める必要がある。 

CRAG による PolyQ の分解促進： 
神経回路形成を制御する反発因子セマフ
ォリンのシグナル伝達機構に関与する
CRMP5 の 結 合 分 子 と し て
CRAG(CRMP5-Associated GTPase)は同定
された(Inatome et al J. Biol. Chem. 2000)。
CRAG は UV 刺激依存的に核内構造体で
ある PML body のリング状の形態変化が
観察された。この PML body のリング状
の形態変化が脊髄小脳変性症の患者にお
いて観察されることをヒントに CRAG と
脊髄小脳変性症の原因タンパク質である
PolyQの関連についての研究が行われた。
その結果、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, Inatome 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が生体内でPolyQを分解促進する
ことを確認するために、小脳プルキンエ細
胞に PolyQ を発現させたトランスジェニ
ックマウスを作製し、ポリグルタミン病モ
デルマウスを樹立した。CRAG を挿入した
レンチウィルスベクターを小脳に注入し、
小脳失調症状の改善を指標にその効果を
検討した。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。また、乱れた小脳のプ
ルキンエ層構造の改善も同時に観察され
た。さらに、Rotarod 試験によって小脳失
調運動の改善が示された(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
例であり、日本のみならず、世界において
もプレスリリースされた。 
CRAG による SRF を介した AP-1 の活性
化： 
 転写因子activator protein 1(AP-1)は主に
c-fos と c-jun のヘテロ二量体(c-fos/c-jun)
か c-jun と c-jun のホモ二量体(c-jun/c-jun)
から構成される。神経細胞において

c-fos/c-jun が神経細胞の保護に働き、
c-jun/c-jun が神経細胞死を誘導すること
が報告されている。これまでに PolyQ が
c-junを活性化し細胞死を誘導することが
報告されてきたが、PolyQ による AP-1 の
活性化が神経細胞死もしくは神経細胞の
保護に働くかはまだ結論がついていなか
った。このような状況下、私達は PolyQ
の毒性に対してCRAGが転写因子 SRFを
活性化し、c-fos の誘導を起きることを見
いだした。CRAG による c-fos の増加は
c-fos/c-jun の AP-1 を増加させ、細胞保護
に働くことを報告した (Nagashima et al. J. 
Biol. Chem. 2011)。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
子治療の可能性が大いに高まった。 

 
２．研究の目的 
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。申請者らによ
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。 
CRAG は PolyQ を分解促進し、神経細胞
保護に働くことは in vivo、in vitro で証明
された。しかしながら、CRAG の小脳に
おける生理的な役割はいまだに解明され
ていない。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．研究の方法 
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。 
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。 
Neuro2A 細胞を用いた CRAG の SRF 活性
化メカニズムの解明： これまでの研究で
CRAG が転写因子 SRF を活性化し、細胞保
護に働くことを報告した(Nagashima et al. J 
Biol Chem. 2011)。しかしながら、CRAG に
よる SRF の活性化メカニズムの詳細は未
だに明らかになっていない。SRF の活性化

メカニズムは主に Elk-1 を介した c-fos や
egr1 などを誘導する経路と MAL を介した
actin などを誘導し actin dynamics を引き起
こす経路が報告されている(Posern et al. 
Trends Cell Biol. 2006)。CRAG がどちらの
経路に関与するかを詳細に解析する。 
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の行動解析： 小脳CRAG 
KOでは小脳失調症状以外にもその行動に
以上が見られるかもしれない。よって所属
機関および外部研究機関の研究者と連携し
て現在知られている様々な行動解析の試験
を行う。 
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。私たちは以前、新
規 GTP 結合タンパク質である CRAG を同定
した。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
を明らかにしたが、その分機構は不明であ
った。さらに最近、CRAG は転写因子 SRF
を活性化して c-fos 依存的な AP-1 を活性化
して神経細胞の生存を高めることを報告し
たが、その分子機構も不明である。私たち
は CRAG 欠損マウスを作製し、解析を行っ
た。CRAG 欠損マウスは生後３週齢で致死
を示し、様々な細胞において広範な細胞死
が認められた。さらにグリオーシスが認め
られ、神経細胞死の痕跡と考えられた。以
上の結果より、CRAG は神経細胞の生存に
必須の分子であることが明らかとなった。
興味深いことに、CRAG は筋萎縮性側索硬



化症の原因遺伝子産物を分解する活性も認
められた。したがって、CRAG が脊髄小脳
変性症だけでなく、ALS など様々な神経変
性疾患に応用できる可能性が示された。ま
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。 
さらに興味深いことには、CRAG は電子顕
微鏡解析にて高電子密度を示す核内封入体
を形成して、変性タンパク質を毒性の弱い
凝集塊を形成することを見出した。この
CRAG による核内封入体を形成は生体内に
おいても観察された。この核内封入体は
様々なシグナル伝達の場として働く可能性
が示唆されている。以上の結果より、CRAG
は神経細胞の生存に必須の分子であること
が明らかとなった。興味深いことに、CRAG
は筋萎縮性側索硬化症の原因遺伝子産物を
分解する活性も認められた。したがって、
CRAG が脊髄小脳変性症だけでなく、ALS
など様々な神経変性疾患に応用できる可能
性が示された。 
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