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綜 説

ジストニア症状を示す遺伝性神経難病モデルマウスの

作製と解析

竹林浩秀・堀江正男

新潟大学大学院医歯学総合研究科神経生物・解剖学分野

Generation and Analysis of Novel Dystonia Model Mice

Hirohide TAKEBAYASHI and Masao HORIE

Dfvfs∫o刀ofNe砿ob∫0109γand」4nafom況∧晦ala［加fvers毎

　　Gradロa古e　5c加010fMed7cal　and　Deηごa15c輌e皿ces

要　　旨

　我々は，アクチン結合部位やチューブリン結合部位をもつ細胞骨格制御因子Dysto皿in（Dst）

をコードする遺伝子を破壊したDsf遺伝子トラップマウス（Ds戸マウス）を作製し，ジストニ

ア症状を示す遺伝性神経難病モデルマウスの確立に成功した．Dsμホモマウヌは，自然発生変

異マウスの砂s励輌am囎culorumマウスと同様の運動障害と感覚神経の変性像を示した．本マ

ウスは，ジストニアなどの運動障害，感覚性ニューロパチーの病態解析，および，治療標的の同

定に有用なモデルマウスであると考えられる．

キーワード：ジストニア，廊観onjn，吻S加ηja　n1ロSCロ10rロn1マウス，コンディショナル・ノック

　　　　　　アウト実験，コンディショナル・レスキュー実験

はじめに

　ジストニアは，主動筋と拮抗筋が同時収縮する

ために四肢や体幹などに不随意の捻転運動が生じ

る神経難病である．ジストニアを特徴付ける症候

には，［1］ジストニア姿勢（筋緊張元進により

硬直した姿勢異常），［2］ジストニア運動（四肢

や体幹の捻転を含む，緩慢で持続的な不随意運

動），［3］動作性ジストニア（目的運動の際に特

定の筋群や広範な筋群に発現し，目的運動を妨げ

るような不随意運動）の3つが知られている，ジ

ストニアは，原因が特定できない一次性ジストニ

ア（primary　dystonia）と，脳卒中や脳炎など他の

疾患に伴って生ずる，原因が推定される二次性ジ
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ストニア（secondary　dystonia）に分類される．

一次性はさらに遺伝性，非遺伝性（特発性）に分

類される．上記のジストニアの3つの症候は一次

性，二次性ジストニアの両方に認められる．我が

国におけるジストニアの発症頻度は人口10万人

あたり15－20人程度であることから，現在約2

万人のジストニア患者がいると推定される1）．ジ

ストニアは日常生活に困難をきたす場合もあり，

患者への負担も大きく，一刻も早い治療法の確立

が求められているが，ジストニア病態の詳細につ

いては，未だ解明されていない，この理由として，

ジストニアは他の運動失調と異なり，神経変性像

がほとんど見つかっていないことが挙げられる，

近年，神経機能画像解析などにより，ジストニァ

患者の脳内では大脳基底核や小脳活動に異常があ

ること2）　4），感覚情報統合機能に問題があるこ

と5）などがわかってきている．また，大脳基底核

の一つである淡蒼球内節を持続的に刺激する脳深

部刺激療法（Deep　Hrain　Sdmulation：DBS）がジ

ストニアの有効な治療法の一つとして知られてお

り6），現在では小脳系を含めた大脳基底核を中心

とする神経回路の異常がその病態機序として考え

られている2）－4）．

　神経系疾患に限らず，種々の疾患の病態を明ら

かにするためには，動物モデルを確立することが

有用である．単一遺伝子の変異による遺伝性疾患

であれば，原因遺伝子に同様の変異をもつ遺伝子

改変動物を作製することによりモデル動物を作出

し，その病態を調べることが可能である．また，

パーキンソン病の様に，特定細胞の欠損（パーキ

ンソン病では中脳ドーパミンニューロンが欠損）

に起因する疾患であれば，その細胞（ニューロン

や神経伝導路）へ選択的に傷害を与えることでモ

デル動物を作出し，その病態を調べることが可能

である．ジストニアに関しては，DYrと名付けら

れた約20の遺伝性ジストニアの遺伝子座が知ら

れている7）8）が，原因遺伝子に関連したモデル動

物をもちいた詳細な解析が遅れている，その理由

として，遺伝性ジストニアには浸透率（penetra一

廿on　rate）が低いものがあること，そして，同様

の遺伝子変異をもつモデル動物を作製してもジス

トニア症状が現れない場合があること，などが挙

げられる．最近になって，ヒトジストニアに類似

した症状を示すDYr1ジストニアモデルマウスが

Cre／10xPシステムを駆使して作製された9）．現在，

我々は，四肢や体幹に捻転運動が生じる捻転ジス

トニアに類似した症状を示すdys加加a　mロs－

culo㎜マウスを用いて，神経解剖学，電気生理学，

そして，分子生物学的手法を用いて，これまで十

分理解されていなかったジストニァ，および，本

マウスの感覚神経変性の病態解明を試みている．

ジストニア症状を示す砲sro㎡a　mロ画o㎜マウス

　吻S¢onja　m　US四10mm（dδマウスは，遺伝性感

覚性ニューロパチーを示す自然発症のミュータン

トマウスであり，1963年にDuchenらによって報

告された10）．このマウスは生後2週前後から四

肢や体幹が捻転するジストニア様の症状を示すこ

とからその名が付けられた，dfマウスの感覚神経

の異常については，座骨神経中の有髄線維および

シュワン細胞の数が野生型に比して少ないこと，

そして，有髄線維および無髄線維に多数の異常な

膨張部が観察されることがJanotaにより報告さ

れた11）．その後，MesserとStror【Ungerは線条体

や中脳赤核に，SoteloとGuenetは感覚神経から

の入力をうける中枢神経系の神経細胞に組織学的

異常が生じることを報告12）13）しており，末梢神

経系および中枢神経系のそれぞれに異常があるこ

とが明らかとなった．d亡マウスの原因遺伝子がマ

ウス1番染色体上のφ廓onjnであることは，1995

年に2つのグループにより示された14）15）．

Kotharyらのグループは，まず，　hsp68プロモー

ター－1acZのトランスジーンが挿入されたホモ接

合マウスがdfマウス様の運動症状を生じること

を見い出した16）．この挿入変異を持つマウスを

自然発生dfマウス（d亡∫マウス）と交配させたと

ころ，1／4の確率でジストニア様症状のマウスが

生まれてくることから，トランスジーンの挿入部

位により破壊される遺伝子とd亡∫マウスの原因遺

伝子の遺伝的相補性が確かめられた．続いて，ト

ランスジーン挿入部位がマウス1番染色体上の

buUous　pemphigoid1（BPAG1）遺伝子のすぐ上
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流にあることを確認しm，さらに，トランスジーン

の挿入部位がBPAG1の神経系アイソフォームを

構成する領域であることをつきとめた顯．BPAG乏

タンパタ（別名lBP23ωは白己免疫疾患である

水捲性類天癒瘡の自己抗原タンパクの一つとして

知られている18）螂が，Fu庄sらのグループは，

熟PA儲の機能を調べるために蕗盟徴欠損マウ

スを作製し，ホモ接合体で虚マウスと同様の症

状を示すことを報告した螂．

　噺s蜘拍遺伝子はマウスゲノム上でおよそ3⑪

万塩基対を蒋する巨大な遺伝㊦であり，これまで

に，その構造と機能について研究がなされてきた．

砂s加丑語遺伝子には複数の転写開始部位があり，

神経系に多く発現する砂就斑霊加づ，筋肉に多く

発現する砂磯斑祖尋，喘して，皮糧にのみ発現す

る蜘め曲璽一eの3種類が確認されている．また

毒蕊雌加づと血鉱磁魚一わについては，ゲノム上

の異なるプロモーターの使用により，N求の異な

る3つのアイソフオーム（孟，a2，　a3と脆，　h2，

b3）が晃つかっている鋤曲．　dys勧ninはその構

造中にアクチン結合ドメイン，チューブリン結合

1ぐメインなど複数の細胞骨格タンパク結☆部位を

有し，F一アクチン，　nli佼o祉bule暗ssoc譲ed　pro一

緬nIA（MAPIA），　MAP2，ニューロフィラメン

ト，p斑p総rmやda癒癒などの細胞骨格タンパ

クと結☆して，細胞骨格岡士を結合させる作購を

持つと考えられている剖ト蕊．dys粕ninに対する

抗体を潮いた免疫染色の結果から，dy＄t碓inタン

パタはニューロンでは細胞体，樹状突起そして軸

索中に発現しており，これらの領域には細胞骨格

タンパクが豊寓に存在していることも上記の考え

を支持している劉．酎薯t磁nを欠損したマウスの

後根神経節では，感覚神経のニューロフィラメン

トの構築に異常があることが電子顕微鏡剖所昆に

より報告されている鋤鋤謝．また近年，ぱマウス

後根神経節を用いた培養系実験の結果から警dys－

toni㍗誠とMAP膿闘の相互作用が，感覚神経に

おける微小管の安定化，ゴルジ装置の維持とER一

ゴルジ闘の輸送に関わっていることが示唆されて

おり鋤，筋芽蝋胞の培養系においてもdys一

缶磁n－a，bがゴルジ装置の維持に働いていること

が報告されている鋤．さらに，遺年，ヒトめ牢

鋤コ鉋遺伝子のC末の微小管結合ドメインの変異

は，還伝性感覚性自律神経性ニューロパチー

（撫賠膨i雛ySensory　and　A砿⑪n◎癒c　N鋤mpa悟y

W隈B：HSA翼6）の原因となっていることが報欝

され鋤，漉マウスのヒト疾患モデルマウスとし

ての有用性が高まったと考えられる．

コンディショナル・アリールをもつ」θ鮭邊伝子

トラップマウスの作製と病態解析

　dys勧願タンパクは末梢神経のみならず，中枢

神経系内にも広く発現しているため，どの部位の

dys知雄痴ンパク発現がなくなるごとにより，漉

　　　　　図1　ジストニア様症状を示す1㌔世赤モマゥス

　左は野生璽のマウス，右は』㌔裡ホモマrプスであり，1二肢や体幹の捻転，

下肢の伸展が観察される。
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Dsf6オヘテロマウス｛生後14日｝ Dsオ齪ホモマウス｛生後14日｝

　　　　図2　後根神経節の感覚神経におけるニューロフィラメントの異常蓄積

　Dslf；1ホモマウスの後根神経節の感覚神経において神経細胞特異的な中間系フィラメント

であるニューロフィラメントの異常蓄積（矢印）が認められる．抗NF－Mモノクローナル

抗体（1C8）による染色像．スケールバー：100’zm．

野生型マウス

ce眸m．

eps　m・

1mV

Dsf戯ホモマウス

Tri¢eps　m．

■ 目

●　　■

Biceps　m．

50ms

　　　　　　　　　　　図3マウスヒ肢における筋電図検査

Dsl臼ホモマウスの上肢において，三頭筋（Triceps　m．）と二頭筋（Biceps　m．）が同時収縮

していることがわかる（点線部分）．



竹林他　ジストニア症状を示す遺伝性神経難病モデルマウスの作製と解析 495

D斑蘭アリール

Gene－trap
allele ■匿亘撫一馴晒一◆　区国

D5オ6嘗硝wアリール

蕊譲悶llde一画

⊥FLP－一

∀　　099一 冶⊥1

D討脚ρoアリール

：隠鶉ntati。n一睡｝

allele

⊥

　Cre　recombinase
　　　KO　e】哩pe『iment

Dy8オon加止a6Z
陵異型mRNA）

一一泅凵F：：：：i

　　　　　Oys缶励n
　　　　｛正常mRNA｝

．Geo　　A 冶⊥1 …口氈@区團
　　　鶴墨儒悶

　　　　　図4遺伝子トラップアリール（Ds群）のコンストラクトと部位特異的DNA組換え

FLP組換え酵素，あるいは，　Cre組換え酵素を作用させることにより，遺伝子トラップアリールにF即「配列，

あるいは，1⑪xP配列の部位で逆位を誘導し，変異アリール（Ds裡）から正常アリール（Ds西「一輌），あるいは，

正常アリール（Ds轡一DO）から変異アリール（Dsf砧加）へ変換することが可能である、様々な部位や細胞種

特異的にCre組換え酵素を発現するマウスと掛け合わせることにより，コンディショナル・レスキュー実験，

あるいは，コンディショナル・ノックアウト実験が可能となる．

マウスの表現型を引き起こすのか？という問題に

は，自然発生ミュータントマウスなどの全身ノッ

クアウトマウスを調べる実験からは答えることが

できない．この問題にアプローチするために，

我々は，コンディショナル実験（特定の領域や細

胞種でのみ，正常あるいは異常dystoninを発現す

ること）が可能なdys亡o刀mトラップマウス

（Ds世マウス）を作製した29）、　Ds世のホモ接合

体では，dfマウスと同様に四肢や体幹の捻転運動

が生じる他（図1），後根神経節の一次知覚ニュー

ロンにおけるニューロフィラメントの異常蓄積が

認められた（図2）．さらに，上肢の三頭筋と二頭

筋の筋電図計測により，上肢の主動筋と拮抗筋の

同時収縮が高頻度で生じることを明らかにした

（図3）．この結果はDs断亡マウスがヒトのジスト

ニアの病態に酷似しており，ジストニアモデルマ

ウスとして有用であることを示している．さらに，

本マウスアリールは，CreやFLPなどの部位特異

的組換え酵素により，コンディショナル・アリー

ルとして使用できるという特徴を有している（図

4）．実際に，FLPマウス，あるいは，　Creマウスと

交配することにより，遺伝子トラップコンヌトラ

クトに逆位を誘導して，遺伝子トラップが働かな

くなることを確認している29）．今後，Ds碑マウ

ヌのコンディショナル・アリールとしての特性を

生かして，コンディショナル・ノックアウト，コ

ンディショナル・レスキュー実験を駆使し，ジス

トニア発症の原因となる神経系領域の同定を進め

ていくとともに，どの領域のジストニンを正常に

することにより，d亡マウスの神経症状がどの程度

軽減するか，ということを明らかにして，治療標

的となる神経領域（細胞種）の同定を行ってい

く．さらに，変性領域におけるニューロンの細胞

内外の状態について組織学的および細胞生物学的

な解析を進めていくことにより，分子，細胞レベ

ルでの病態解析も進めていき，神経難病の統合的
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な理解と，その知見に基づく治療法の開発の基盤

形成につなげることを目指す．

おわりに

　　今後の疾患研究は，疾患モデル動物を用いた病

態解析と，ヒト疾患の知見と結び付けて，より統

合的な理解を深めることが重要になっていくと考

えられる30）31）．新潟大学には，基礎と臨床の融合

と実践を行っている脳研究所があり，また，部局

を超えての共同研究も年々増加しており，上述の

研究を行う環境が整ってきている．このアドバン

テージを活かして，新潟大学の特色を打ち出して

研究成果を発信していくことがますます重要にな

っていくものと考えている．
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