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１．研究実施の概要 
基本構想 

脳組織においては多種多様な神経細胞がそれぞれ連絡し複雑で絶妙なネットワークを形

成しているが、個々の神経細胞の種類によって、発現している Ca チャネルのタイプ、発

現量は著しく異なる。神経組織に特異的に発現する Ca チャネルα1 サブユニットとしてこ

れまでにα1A, α1B, α1Eの３種類の遺伝子が明らかにされている。これらのサブユニット

はそれぞれ P/Q 型、N 型、R 型 Ca チャネルをコードしている。Ca チャネルは神経細胞間

の情報伝達そして、神経細胞と標的器官（筋肉、感覚器等）との情報伝達に必須の要素と

して機能している。一方、電位依存性 Ca チャネルを通って流入する Ca は個体発生に伴っ

て構築される神経ネットワークの形成にも関与しているが、ある特定の Ca チャネルが特

異的にこの機能を担っているのかどうかは不明である。一般的に複数種の Ca チャネルが

一つの神経細胞に共存しているのが普通であり Ca チャネル活性化にともなって引き起こ

される種々細胞機能における個々のチャネルの貢献度の解釈は困難である。P/Q 型チャネ

ルは脳全体に広く発現しており、中枢および末梢神経系の伝達物質放出機構において中心

的役割を果たしている。最近α1A遺伝子が脊髄小脳失調症６型 (spinocerebellar ataxia type 6: 

SCA6)、家族性片麻痺性偏頭痛 (familial hemiplegic migraine: FHM)、反復発作性失調症２型 

(episodic ataxia type 2: EA2) の原因遺伝子として、さらには欠神発作 (absence epilepsy) の

モデル動物として知られている tg マウスおよびそのアレルでより重篤な tglaマウスの原因

遺伝子として同定された。しかしながら、個々の疾患において検出されるα1A チャネル遺

伝子変異の詳細はそれぞれ異なる。単一イオンチャネル遺伝子内部の種々の変異が上記の

様に多彩な神経疾患とそれぞれ独立にリンクしているということは、チャネル分子の発現

制御と生理機能の多様性の分子的基盤を考える上において非常に興味深い。 

本研究は（Ⅰ）個々の Ca チャネルの生理機能とその特性を明らかにし、複数種のチャ

ネルが一つの神経細胞に共存していることの生理的意義を明らかにする、（Ⅱ）遺伝子変異

と疾患との関係を、変異α1A チャネルの発現制御、電流特性、活性制御などの側面から明

らかにする、（Ⅲ）以上の解析結果から得られた情報を基盤にして疾患モデルマウスを作製

する、の項目からなり、これらを有機的に繋げることによりα1A チャネル遺伝子疾患の治

療法を模索しようとするものである。本研究成果は‘イオンチャネル疾患’全般の原因究明

と治療法開発に格好のモデルを提供することになると期待される。 

 

実施・研究成果 

Ⅰ．遺伝子ノックアウトマウスを用いた Ca チャネルの生理機能とその特性の解明（①遺

伝子変異マウス解析グループ、②変異導入チャネル解析グループ）。 

これまで、クローン化した脳 Ca チャネルの構造機能連関の研究は、それらが本来発現

している自然環境とは異なる細胞環境で行われてきた。これは発現させようという細胞に

内在している Ca チャネル活性とクローン化チャネルのそれとが区別できなければならな
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いという必要性からであり，あるいは本来 Ca チャネルが発現していない細胞に発現させ

れば内在性チャネルをブロックする手間が省けるという理由からであった。これらの発現

系はチャネル分子の生物物理学的諸性質の解析においては非常に有用であるがチャネル制

御の多様性の解析には不十分である。なぜならばチャネル活性制御の特異性は個々のチャ

ネルそれ自身の構造上の差異のみならずその発現環境に依存しているところが非常に大き

いからである。一方、患者において見い出された遺伝子変異を正常遺伝子に人為的に導入

し、種々の細胞に発現させて解析しても生体において観察される異常を全て説明できない

場合が多い。これらの問題を解決するには、変異導入遺伝子をそれが本来発現している環

境において発現させ構造機能連関の解析を行うことが必須である。種々の脳 Ca チャネル

遺伝子をノックアウトしたマウスはこれまで不可能であった生理的条件下での脳 Ca チャ

ネルおよび種々の変異チャネルの発現実験を可能にし、骨格筋 Ca チャネル遺伝子ノック

アウトマウスが骨格筋興奮収縮連関機構の解明、骨格筋 Ca チャネルの構造機能連関の解

明に大きく貢献したように、これまで不明瞭であった種々の神経機能に及ぼす個々のチャ

ネルの関与の特異性及び貢献度の解明さらにはチャネル変異に基づく病態の解明と治療法

の開発に役立つことが期待される。我々は種々の神経特異的 Ca チャネル遺伝子変異マウ

スの解析から、外部からの侵害性刺激や体内の病変に対する生体防御機構として働き、生

命維持に重要な警告反応である急性の生理的な侵害受容性疼痛には P/Q 型チャネルが、そ

して病的な疼痛であり、治療を必要とする慢性の侵害受容性疼痛には N 型および R 型チャ

ネルが、さらに神経因性疼痛には N 型チャネルが重要な働きをしていることを明らかにな

り種々難治性疼痛に対する特異的治療薬の開発に繋がる成果が得られた。このように痛覚

伝達一つをとっても個々の Ca チャネルは、ある種の痛み伝達においては特異的に、別の

種類の痛み伝達においては共同的に働いていることが明らかになり、これらチャネルの機

能的差違をうまく利用することにより神経細胞の Ca ホメオスタシスを正常状態に維持で

きる可能性が示唆された。一方 N 型チャネルと R 型チャネルノックアウトマウスは情動に

関与する行動学的解析においてまったく反対の性質（恐怖心欠落傾向 VS 怖がり傾向）を

示した。両チャネルの脳内における分布は非常にオーバーラップしており、今後これらチ

ャネル欠損による情動異常の分子的基盤に解明に興味が持たれる。 

 

Ⅱ．P/Q 型チャネル遺伝子変異と脊髄小脳失調症６型 (SCA6) の病態との関係の解析（①

遺伝子変異マウス解析グループ、②変異導入チャネル解析グループ、③疾患遺伝子解析

グループ）。 

１．我が国における常染色体性優性遺伝性の純粋小脳失調症の家系を対象として連鎖解析

を行い、それらが遺伝的に異質な複数の疾患より成ること、その約半数が第 19 番染色体

13.1 に遺伝子座を有することを明らかにした。 

２．SCA6 の原因遺伝子産物である P/Q 型チャネルにはスプライシングの差によってポリ

グルタミン（ポリ Q）領域を持つものと持たないものの２グループが存在するが、ポリ
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Q 領域を持つ P 型チャネルが、SCA6 において特異的に変性脱落する小脳プルキンエ細胞

において、高濃度に発現していることを明らかにした。 

３．SCA6 の患者プルキンエ細胞の細胞質内に P 型チャネルの aggregate を見い出した。こ

れらの封入体はユビキチン化されておらず、他の多くの CAG リピート病において見い出

されている封入体とは性質を異にするものであることが明らかとなった。一方、長い異

常ポリ Q 鎖のみを認識する抗体 1C2 を用いて解析すると、多くのプルキンエ細胞の細胞

質内に顆粒状の小封入体の多発が見いだされた。核内にも存在する可能性があり、原因

遺伝子産物からなる封入体が細胞質のみに認められるのと異なった分布を示した。これ

により組織切片のみでも SCA6 の確定診断が可能になった。 

４．患者由来 P 型および Q 型スプライスバリアントチャネルを作製しその電気生理学的特

性を解析したところ、ポリ Q 伸長に伴い P 型チャネルが不活性化しやすくなるのに対し

Q 型は不活性化しにくくなることが明らかとなった。臨床的に SCA6 は純粋小脳失調を

特徴とし、病理学的には P 型チャネルが主に発現しているプルキンエ細胞が大きく消失

するのに対し、P 型、Q 型チャネルが共に発現している小脳顆粒細胞が比較的保たれて

いる特徴がある。したがってこれらチャネルを通って細胞内に流入する Ca 量の変動が

SCA6 の疾患症状の原因であることが示唆された。 

５．SCA6 変異を導入した P 型チャネルを stable に発現させた培養細胞系を作製した。正

常な培養環境では導入細胞は異常を示さないものの、ストレス下においては正常な遺伝

子を入れた対照に比べアポトーシスによる細胞死（カスパーゼ依存性）をきたしやすく

なることを見出した。 

６．SCA6 患者の臨床症候の分析にて他の脊髄小脳失調症にはあまりない特徴として、め

まいや動揺視を伴う垂直性眼振が多いことや反復発作性の症候が多いことを明らかにし

た。さらに、遺伝子解析と神経病理学的解析により SCA6 の CAG リピートはきわめて安

定で somatic mosaicism はないこと、CAG 数 20 は明瞭に疾患レンジであることを明らか

にした。 

 

Ⅲ．モデルマウスの作製（①遺伝子変異マウス解析グループ、④遺伝子変異マウス作製グ

ループ） 

SCA6 においては、原因遺伝子が Ca チャネルであるということから、もし疾患の原因が

Ca チャネル活性の上昇／低下にある場合、発現量を生理的レベルに保つことができない通

常のトランスジェニックマウスはモデルとなりえない。そこで P/Q 型チャネル遺伝子座の

nativeプロモーターの下流にヒト疾患Caチャネル遺伝子をシングルコピー導入できるター

ゲットベクターを構築した。そしてこれを ES 細胞に導入し相同遺伝子組換えがおきた変

異 ES 細胞クローンの単離に成功した。続いて疾患 P 型チャネル遺伝子を含む組み換え用

ベクターを構築し、これを上記 ES 細胞に導入し SCA6 変異を有するヒト型 P 型チャネル

を有する変異 ES 細胞クローンの単離に成功した。そしてこの ES 細胞をブラストシスト内
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インジェクションすることによりキメラマウスを作製した。さらにこのキメラマウスを B6

マウスとかけあわせジャームライントランスミッションしたマウス（ノックインマウス）

の取得に成功した。一方、本チャネル遺伝子の他の変異が、SCA6 同様難治性疾患である

EA2 および FHM の原因遺伝子としても同定されている。単一イオンチャネル遺伝子内部

の種々の変異がこのように多彩な神経疾患とそれぞれ独立にリンクしているということは

驚きであるとともに大きなチャンスでもある。すなわちこれら疾患を包括的に考えること

により、個々の疾患症状の原因究明、治療法開発が加速度的に早まることが期待される。

そこで我々は同様の手法で EA2 モデルマウス、FHM モデルマウスの作製を試み両方とも

に完成した。ヒトにおいて EA2 は比較的若年から、FHM はそれに遅れてそして、SCA6

はかなり高齢になってから発症するというような時間経過を経るが個々の患者さんによっ

て非常にばらつきが大きく、何かほかに発症を誘引するような因子の存在を強く示唆させ

る。モデル動物においては発症前段階から老齢に至るまで詳しく解析が可能であり、モデ

ル動物にさまざまな“負荷”をかけることにより、発症誘引因子を同定することが可能であ

り、疾患遺伝子変異を有するヒトにおいてはこれらを避けるような予防法の開発につなが

るも知れない。 

 

２．研究構想 
研究開始時に目指した目標 

α1A(P/Q)型 Ca チャネル遺伝子の種々の変異は多彩な神経疾患とリンクしている。本研

究では、遺伝性皮質性小脳萎縮症の一つ SCA6 の病態とチャネル遺伝子変異との関係を明

らかにするとともに、変異 P 型チャネルおよび共存する他のタイプの Ca チャネル機能の

調節、制御機構の活用により神経細胞の変性脱落の阻止をはかる。そして Ca 依存性の神

経細胞死を最終局面とする多くの神経変性疾患の治療法開発の基盤確立を目指す。 

立案した５年間の研究計画・進め方の概要、その後の新展開から生まれた目標 

上記目標を達成するために（Ⅰ）個々の Ca チャネルの生理機能とその特性を明らかに

し、複数種のチャネルが一つの神経細胞に共存していることの生理的意義を明らかにする、

（Ⅱ）遺伝子変異と疾患との関係を、変異 P チャネルの発現制御、電流特性、活性制御な

どの側面から明らかにする、（Ⅲ）以上の解析結果から得られた情報を基盤にして疾患モデ

ルマウスを作製する、という個別テーマを設け、それぞれのテーマに対し４つの研究グル

ープがそれぞれの特長を生かし全て共同研究として個々の課題研究を行ってきた。 

まず（Ⅰ）に関しては平成９年研究助成開始時に以前から着手していた神経系において

P 型 Ca チャネルと共存する R 型 Ca チャネル、N 型 Ca チャネル遺伝子欠損マウスの作製

をより推進させ、R 型 Ca チャネルに関しては、平成 10 年に、N 型 Ca チャネルに関して

は平成 11 年にその作製に成功した。それ以降、平成 14 年 10 月 31 日に至るまでこれら遺

伝子欠損マウスの解析を通じて R 型、N 型 Ca チャネルの個体レベルにおける生理機能、

そしてそれらの分子的基盤を明らかにしてきた。P/Q 型 Ca チャネルに関しては本チャネル
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の遺伝子変異マウスの一種であり、小脳プルキンエ細胞の P 型 Ca チャネル電流が 20％以

下になっており、P/Q 型 Ca チャネル遺伝子欠損マウスと類似の臨床症状を示す tglaマウス

を用いて、同様の解析を行った。 

（Ⅱ）に関してはまず平成９年研究助成開始時より患者剖検脳組織より取得した mRNA

よりヒト P/Q 型 Ca チャネル遺伝子を単離し、その遺伝子構造を正常ヒトのものと詳細に

比較検討した。というのも SCA6 における CAG リピートの延長はきわめて軽微であり、

これまでの CAG リピート病のように単に翻訳された延長ポリグルタミンが毒性を持つと

いう機序では説明が困難であるためである。一方、平成 10 年後半から単離した疾患患者

P/Q 型 Ca チャネルを培養細胞に発現させ電気生理学的諸性質に及ぼす変異の影響を観察

した。SCA6 の原因遺伝子であるα1Aは P 型、Q 型の両方のチャネルをコードしており、

特異的に変性脱落する小脳プルキンエ細胞においてはP型のみしか発現していない。P型、

Q 型の差異の理由として mRNA のオルタナティブスプライシングが考えられている。そこ

で平成 12 年より小脳プルキンエ細胞より P 型バリアントの単離を試みこれに成功し、平

成 13 年より、その電気生理学的症性質の検討をスタートし平成 14 年にこれを終了した。 

（Ⅲ）SCA6 においては、原因遺伝子が Ca チャネルであるということから、もし疾患の

原因が Ca チャネル活性の上昇／低下にある場合、発現量を生理的レベルに保つことがで

きない通常のトランスジェニックマウスはモデルとなりえない。そこで平成 10 年よりα1A

チャネル遺伝子座の native プロモーターの下流に疾患 Ca チャネル遺伝子をシングルコピ

ー導入できるターゲットベクターの構築に取り掛かった。そしてこれを ES 細胞に導入し

相同遺伝子組換えがおきた変異 ES 細胞クローンの単離に成功した。さらに（Ⅱ）の検討

から疾患モデルとして機能するにはヒト P 型チャネルを導入する必要があることが明らか

になったので、ヒト P 型チャネル cDNA を含む組み換え用ベクターの構築に取り掛かり、

ひき続きこれを上記変異 ES 細胞クローンに導入し最終的にノックインマウスを平成13年

に完成させた。一方、本チャネル遺伝子の他の変異が、SCA6 同様難治性疾患である EA2

および FHM の原因遺伝子としても同定されている。すなわちこれら疾患を包括的に考え

ることにより、個々の疾患症状の原因究明、治療法開発が加速度的に早まることが期待さ

れる。そこで EA2、FHM に関しても SCA6 と同様なストラテジーで作製に取り掛かり平成

14 年に全て完成した。 

 



－730－ 

３．研究実施体制 
 (1) 体制  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．研究期間中の主な活動 
(1) ワークショップ・シンポジウム等  

なし 

遺伝子変異マウス解析グループ 
東京医科歯科大学大学院 高次機能薬理学 

変異ヒトP型Caチャネルがシングルコピー発現する
トランスジェニックマウス（ノックインマウス）の
作製。種々Ca チャネルノックアウト／ノックインマ
ウスの行動学的解析。遺伝子治療法の開発を担当 

変異導入チャネル解析グループ 
東京医科歯科大学大学院 高次機能薬理学 

変異ヒト P 型Ca チャネルを発現する小脳スライスの Ca
電流の解析、細胞内における発現部位、細胞内 Ca 濃度
変化、細胞の生存、細胞死等の検討。種々Ca チャネル
ノックアウト／ノックインマウスの行動生理学的解析
を担当 

疾患遺伝子解析グループ 
東京医科歯科大学大学院 脳神経機能病態学 
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蛋白レベルでの解析。種々変異ヒト P 型 Ca チャネルを
stable に発現させた培養細胞におけるチャネル発現部
位、環境変化に対する細胞の生存、細胞死等の検討を担
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