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１．研究実施の概要

目的：ヒト脳の単一神経細胞で発現している遺伝子は、細胞ごとに異なっていると考えら

れる。そこで脳機能と直接結びついているイオンチャンネルの遺伝子を系統的・網羅

的に調べてカタログを作成した上で、単一神経細胞レベルでこれを調べることを一つ

の目的とする。すなわち神経細胞の「個性」の解明である。さらに、神経細胞の病態

を明らかにするためにＣＡＧリピート病あるいはパーキンソン病を対象として単一神

経細胞レベルでの病態を明らかにすることを第二の目的とする。すなわち神経細胞の

「運命」の解明である。

方法：単一神経細胞のレーザーによるダイセクション法を開発する。さらに微量のサンプ

ルによる超微量 RT-PCR 法を開発する。また、共通塩基配列あるいは EST を利用して

Na+, K+, Ca++, Cl-の各イオンチャンネルについて、新しいチャンネルの発見を目指す。

さらに、これらのヒト脳のカタログを作成し、発現量を定量する。最後に単一神経細

胞での発現パタンを調べる。一方、ＣＡＧリピート病については、ハンチントン病や

DRPLA を対象として単一神経細胞レベルでの異常遺伝子の発現を調べて細胞脱落の選

択性のメカニズムを検討する。また核内封入体の病態への関与についても検討する。

結果：

1.技術的開発研究

１）単一神経細胞を切り出すためのレーザーダイセクターを開発した。

２）単一神経細胞から採取した微量のサンプルに含まれる mRNA を増幅する超微量 RT-

PCR 法を開発した。

2.イオンチャンネルに関する研究

１）ヒト脳から新規のナトリウムイオンチャンネルαサブユニット(SCN12A)を発見した。

この遺伝子はテトロドトキシン非感受性αサブユニットであった。

２）ヒト脳に発現するナトリウムイオンチャンネルαサブユニットのカタログを作成し

定量したところ、部位によって発現している主たるαサブユニットの種類が異なっ

ていた。特に、大脳皮質ではSCN1A �SCN3A が、小脳皮質では SCN2A が主たるαサ

ブユニットであった。

３）ヒト脳の単一神経細胞でのナトリウムイオンチャンネルαサブユニットの発現を調

べたところ、小脳プルキンエ細胞は４種類、黒質細胞は７種類、脊髄神経節細胞の

内の小細胞は３種類など、細胞ごとに個性があることが世界で初めて明らかになっ

た。

４）カルシウムイオンチャンネルαサブユニットは筋肉だけでなく、大脳皮質や大脳基

底核にも少量ながら発現していることを発見した。

3.ＣＡＧリピート病に関する研究

１) CAG リピート病の一つである DRPLA 脳に著しい体細胞モザイクを発見した。

２) DRPLA 小脳で単一神経細胞レベルの CAG リピート数を調べたところ、同じ神経細胞



でありながら小脳プルキンエ細胞と小脳顆粒細胞とで体細胞モザイクの程度が著し

く異なることを発見した。

３）CAG リピート病であるハンチントン病で最も脱落の激しい線条体小細胞と、ほとん

ど脱落がない小脳プルキンエ細胞とで、正常リピートアレルと異常伸長アレルをそ

れぞれ単一神経細胞レベルで発現量を比較したところ、線条体小細胞では異常伸長

アレルの発現量がプルキンエ細胞の場合よりもわずかながら多く、細胞変性の選択

性を説明できる結果であった。

４）ハンチントン病の異常遺伝子の一部を発現させた培養細胞では、細胞質内に形成さ

れる封入体は、数分で形成され始め数十分で完成することを見た。

５）ハンチントン病の異常遺伝子の一部を発現させた培養細胞では、核内の封入体を形

成する主たる蛋白はハンチンチン、ヒストン、スプライソソームなどであり、ハン

チンチンの凝集体に機能分子が巻き込まれて細胞に機能障害をもたらすであろうと

考えられた。

６）新規の優性遺伝性 CAG リピート病を発見した。これは TATA 結合蛋白遺伝子中の CAG

リピートの異常伸長によるものであった。

4.その他の神経変性疾患における残存単一神経細胞の発現遺伝子に関する研究

１）パーキンソン病黒質で残存するメラニン含有神経細胞の単一神経細胞レベルでのド

パミン合成酵素群などの遺伝子発現を調べたところ、予想に反してチロシン水酸化

酵素だけが特異的に著減した細胞はなく、むしろＤＤＣが著減している細胞が少な

くなかった。
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terminal domain. Biochem. Biophys. Res. Commun., 273, 592-595 (2000)

65) T. Suzuki T, K.Nishiyama, A. Yamamoto, J. Inazawa, T. Iwaki, T. Yamada, I. Kanazawa, Y. Sakaki:　Molecular
cloning of a novel apoptosis-related gene, human Nap1(NCKAP1), and its possible relatiom to Alzheimer disease.
Genomics, 63, 246-254 (2000)

66) GH. Wang, N. Sawai, S. Kotliarova, I. Kanazawa, N. Nukina,: Ataxin-3,th MJD1 gene product, interacts with the
two human homologs of yeast DNA repair protein RAD23, HHR23A and HHR23B. Hum. Mol. Genet., 9, 1795-
1803 (2000)

67) H. Takuma, S. Kwak, T. Yoshizawa, I. Kanazawa,: Reduction of GluR2 RNA editing, a molecular change that
increases calcium influx through AMPA receptors, selective in the spinal ventral gray of patients with
amyotrophic lateral sclerosis. Ann. Neurol., 46, 806-815 (2000)

68) N. Hazeki, T. Tsukamoto, J. Goto, I. Kanazawa,: Formic acid dissolves aggregates of an N-terminal huntingtin
fragment containing an expanded polyglutamine tract: applying to quantification of protein components of the
aggreates. Biochem. Biophys. Res. Commun., 277, 386-393 (2000)

（２）口頭発表
① 招待、口頭講演（国内 9 件、海外 4 件）
(ⅰ) 国内
1) H.Hashida,J. Goto, K. Himuro, I. Yazawa, S.-Y. Jeong, N. Masuda. T. Suzuki, Y. Uchiyama, Y. Sakaki, I.

Kanazawa,: 神経細胞特異的遺伝子 ZNF231 のクローニング　第２２回日本神経科学大会（大阪）平成１



１年７月６日�８日
2) N. Masuda, S.-Y. Jeong, T. Suzuki, H. Hashida, J. Goto, I. Kanazawa,: ヒトカリウムチャンネル erg familyの

cDNAクローニング　第２２回日本神経科学大会（大阪）平成１１年７月６日ー８日
3) T. Suzuki, H. Hashida, S.-Y. Jeong, N. Masuda, H. Murakami, K. Ogata, J. Goto, I. Kanazawa,: 蛍光 Differential

Display法を用いた単一神経細胞の遺伝子発現解析　第２２回日本神経科学大会（大阪）平成１１年７月
６日ー８日

4) S.-Y. Jeong, J. Goto, T. Suzuki, K. Ogata, H. Hashida, N. Masuda, H. Murakami, M. Hirai, Y. Uchiyama, I.
Kanazawa,: 新規ナトリウムチャンネル SCN11A のクローニング　第２２回日本神経科学大会（大阪）平
成１１年７月６日ー８日

5) K. Nakamura, Y. Ichikawa, J. Goto, I. Kanazawa, S. Ikeda,: 遺伝性脊髄小脳変性症の新しいポリグルタミン
病遺伝子のスクリーニング　第４１回日本神経学会総会（松本）平成１２年５月２４日

6) M. Murata,  Y. Momose, E. Horiuchi, I. Kanazawa,: パーキンソン病の病型と MAOB 遺伝子 GT リピート多
型との関連　第４１回日本神経学会総会（松本）平成１２年５月２４日

7) Y. Ichikawa, J. Goto, I. Kanazawa,: Machado-Joseph 病遺伝子（MJD）の全遺伝子塩基配列と転写産物の同定
第４１回日本神経学会総会（松本）平成１２年５月２５日

8) N. Hazeki, T. Tsukamoto, M. Koyama, T. Iwatsubo, I.Someki, T. Hattori, K. Nakamura, J. Goto, I. Kanazawa,:
Huntingtin N 末端フラグメントの発現により形成した凝集体の分離および構造解析　第２３回日本神経
科学大会（横浜）平成１２年９月４日

9) K. Ogata, S.-Y. Jeong, Y. Takahashi, H. Murakami, H. Hashida, T. Suzuki, N. Masuda, M. Hirai, K. Isahara, Y.
Uchiyama, J. Goto, I. Kanazawa,: マウス電位依存性 Na+ チャネルαサブユニットNaT/Scn11a の同定と発
現分布　第７３回日本生化学会大会（横浜）平成１２年１０月１４日

(ⅱ) 海外
1) I. Kanazawa,: Molecular pathology of the dentatorubro-pallidoluysian atrophy and Machado-Joseph disease.

Glutamine repeats and inherited neurodegenerative disease:Molecular aspects, Novartis Foundation / Royal
Society Discussion Meeting　(at London) 平成１０年１０月９日

2) Y. Ichikawa, J. Goto, M. Hattori, A. Toyoda, K. Ishii, S.-Y. Jeong, H. Hashida, N. Masuda, K. Ogata, Y. Suzuki, S.
Sugano, F. Kasai, M. Hirai, P. Maciel, G.A. Rouleau, Y. Sakaki, I. Kanazawa,: Genome structure of MJD gene and
its transcripts, European Human Genetics Conference 2000 (at Amsterdam) 平成１２年５月２９日

3) I. Kanazawa,  J. Goto,  Y. Ichikawa, K. Nakamura,: Frequency of gene-verified dominantly inherited atasias in
Japan,25th World Congress of Internal Medicine( at Cancun, Mexico) 平成１２年６月７日

4) Y. Ichikawa, J. Goto, M. Hattori, A. Toyoda, K. Ishii, S.-Y Jeong, H. Hashida, N. Masuda, K. Ogata, Y. Suzuki, S.
Sugano, F. Kasai, M. Hirai, P. Maciel, G.A. Rouleau, Y. Sakaki, I. Kanazawa,: The human MJD gene: genomic
structure, transcripts, and expression, The American Society of Human Genetics 50 th Annual Meeting (at
Philadelphia) 平成１２年１０月６日

② ポスター発表（国内 22 件、海外 16 件）
(ⅰ) 国内
1) J.Goto, Y. Ichikawa, I. Kanazawa, M. Watanabe,: Machado-Joseph 病遺伝子の cDNA クローニング　第３８回

日本神経学会総会 （横浜） 平成９年５月１５日
2) Y. Ichikawa, J. Goto, I. Kanazawa,: Machado-Joseph病と連鎖不均衡を呈するMJD1遺伝子内多型　第３８回

日本神経学会総会 （横浜） 平成９年５月１５日
3) Y.Ichikawa, J. Goto, I. Kanazawa,: 日本人における Machado-Joseph 病と連鎖不均衡を呈する MJD1 遺伝子

内多型 日本人類遺伝学会第４２回大会 （神戸） 平成９年１０月１６日
4) T. Suzuki, K. Nishiyama, Y. Misumi, T. Iwatsubo, T. Yamada, I. Kanazawa, Y. Sakaki,: 孤発性アルツハイマー

病において発現の変動する新規アポトシス遺伝子の解析  日本分子生物学会年会　（京都） 平成９年
１２月１６日

5) Hashida H, Goto J, N.Zhao, Takahashi N, Kanazawa I, Sakaki Y,: Cloning of a novel brain specific gene by the
application of high density cDNA filter method to a neurodegenerative disorder, multiple system atrophy. 国際ワ
ークショップ「ゲノム研究の最先端」（東京）平成１０年４月２７日

6) J. Goto, I. Kanazawa, K. Takahashi, K. Nakajima, S. Kuzuhara, H. Shoji,: 家族性筋委縮性側索硬化症における
SOD1 変異と臨床像との対応   第３９回日本神経学会総会 （京都） 平成１０年５月２１日

7) H. Hashida, J. Goto, I. Kanazawa, Y. Sakaki,: cDNA パネル法による多系統萎縮症小脳の解析により得られ
た遺伝子（NDZFP）のクローニング. 第 39 回日本神経学会総会 （京都） 平成１０年５月２１日

8) T. Shinoe, S. Murayama, I. Kanazawa,: 凍結筋検体・Gomori trichrome 変法における筋内神経随軸索の定量
第３９回日本神経病理学会総会学術研究会 （福岡） 平成１０年５月３０日

9) Y. Ichikawa , M. Hirai , J. Goto, Y. Sakaki , M. Hattori, I. Kanazawa,: Machado-Joseph 病遺伝子(MJD1)のゲノ
ム構造.  日本人類遺伝学会第 43 回大会（山梨） 平成１０年１０月１４—１６日

10) J. Goto, I. Kanazawa, H. Nakabayashi,: 家族性筋萎縮性側索硬化症の２家系：SOD1 変異と臨床像    第４
０回日本神経学会総会（東京） 平成１1 年５月１９ー２１日

11) H. Hashida, J. Goto, K. Himuro, I. Yazawa, I. Kanazawa,: 神経細胞特異的蛋白 ZNF231 に対する抗体作製
第４０回日本神経学会総会（東京） 平成１1 年５月１９ー２１日

12) N. Masuda, J. Goto, I. Kanazawa,: ヒト potassium channel erg ファミリーの cDNA クローニング　第４０
回日本神経学会総会（東京） 平成１1 年５月１９�２１日

13) K. Ogata, M. Sakurai, I. Kanazawa,: 神経症状で発症した梅毒の診療における問題点ー最近の症例の特徴
ー   第４０回日本神経学会総会（東京） 平成１1 年５月１９ー２１日



14) N. Hazeki, K. Nakamura, J. Goto, I. Kanazawa,: Hungtingtin N 末端フラグメントによる aggregate 形成機構
の解析   第２２回日本神経科学大会（大阪） 平成１１年７月６ー８日

15) H. Murakami, T. Suzuki, J. Goto, S.-Y. Jeong, H. Hashida, N. Masuda, I. Kanazawa,: In Silico Differential
Display   第２２回日本神経科学大会（大阪）平成１１年７月６ー８日

16) N. Hazeki, T. Tsukamoto, K. Nakamura, M. Koyama, T. Iwatsubo, J. Goto, I. Kanazawa,: Huntingtin N 末端フ
ラグメントの発現により形成した aggregate の性状第７２回日本生化学会大会（横浜）平成１１年１０月
６�９日

17) J. Goto, Y. Ichikawa, I. Kanazawa,: 遺伝性脊髄小脳運動失調症の遺伝子診断による検討   第４１回日本
神経学会総会 （松本） 平成１２年５月２４日

18) H. Hashida, J. Goto, N. Masuda, S.-Y. Jeong, K. Ogata, Y. Takahashi, I. Kanazawa, T. Suzuki,: レーザーマイク
ロダイセクターを用いた単一神経細胞解析系の開発   第４１回日本神経学会総会　（松本） 平成１２
年５月２４日

19) S. Kwak, H. Hashida, I. Kanazawa,: ヒト脊髄単一運動ニューロンにおけるグルタミン酸受容体関連物質
mRNA 発現の検討   第４１回日本神経学会総会 （松本）平成１２年５月２５日

20) N. Masuda, S. –Y. Jeong, H. Hashida, Y. Takahashi, J. Goto, I. Kanazawa,: ヒト potassium channel ERG2 およ
び ERG3 の解析    第４１回日本神経学会総会 （松本）平成１２年５月２４日

21) K. Ogata, S. –Y. Jeong, Y. Takahashi, N. Masuda, J. Goto, I. Kanazawa,: マウス電位依存性 Na+ チャネルα
サブユニット NaT/Scn11a の同定と発現分布   第４１回日本神経学会総会 （松本）平成１２年５月２
４日

22) Y. Takahashi, K. Ogata, H. Hashida, J. Goto, I. Kanazawa,: 中枢神経系における電位依存性カルシウムイオ
ンチャネルの部位別発現カタログ   第４１回日本神経学会総会（松本）平成１２年５月２５日

(ⅱ) 海外
1) J. Goto , M. Watanabe , Y. Ichikawa, S. Yee , N. Ihara , I. Kanazawa,: cDNA cloning and polymorphism of the

Machado-Joseph disease (MJD) gene. The 2nd Meeting of European neuroscience ( at Strasbourg)  平成８年９
月２８日

2) J. Goto , Y. Ichikawa , H. Hashida , M. Hirai , C. Aspar , P. Maciel , G. A. Rouleau, I. Kanazawa: Machado-Joseph
disease gene., Human Genome Meeting ( at Toronto)  平成９年３月６—８日

3) Y. Ichikawa , J. Goto , M. Hattori , M. Hirai ,G. A. Rouleau, I. Kanazawa,: Genome structure of MJD1.   The
American Society of Human Genetics 48th Annual Meeting ( at Denver) 平成１０年１０月３１日

4) J. Goto , K. Nakashima , K. Takahashi , H. Nakabayashi , S. Kuzuhara , H. Shoji , M. Kinoshita , I. Kanazawa,:
Familial amyotrophic lateral sclerosis; correlation between clinical features and SOD1 mutations.  The American
Society of Human Genetics 48th Annual Meeting ( at Denver) 平成１０年１０月３１日

5) H. Hashida, J. Goto, T. Suzuki, S.Y.-Jeong, N. Masuda, N. Hazeki, I. Kanazawa,: Single cell analysis of somatic
mosaicisum of CAG repeats in DRPLA brain.   49th Annual Meeting of the American Society of Human
Genetics (at San  Francisco) 平成１1 年１０月１９�２３日

6) N. Masuda,S.Y-Jeong, H. Hashida, T. Suzuki, Y.Ichikawa, N. Hazeki, J. Goto, I. Kanazawa,: Cloninig of two
members of  the human erg  potassium channel gene family. 49th Annual Meeting of the American Society of
Human Genetics  (at San  Francisco) 平成１1 年１０月１９�２３日

7) H. Murakami, T. Suzuki, J. Goto, S.-Y. Jeong, H. Hashida, N. Masuda, I. Kanazawa,: in Silico Differential Display.
49th Annual Meeting of the American Society of Human Genetics (at San  Francisco) 平成１1 年１０月１９
－２３日

8) T. Suzuki, H. Hashida, S.Y.-Jeong, N. Masuda, H. Murakami, K. Ogata, J. Goto, I. Kanazawa,: Analysis of gene-
expression profiles of single cells.  49th Annual Meeting of the American Society of Human Genetics (at San
Francisco) 平成１1 年１０月１９ー２３日

9) N. Hazeki, K. Nakamura, J.Goto, T. Masaki, I. Kanazawa,: Characterization of aggregates composed of the
Huntingtin-Terminal fragment carrying an expanded polyglutamine. 29th Annual Meeting Society for
Neuroscience(at Miami)  平成１1 年１０月２３�２８日

10) K. Ogata, S.Y.-Jeong, J. Goto, H. Hashida, N. Masuda, T. Suzuki, H. Murakami, M. Hirai, K. Isahara, Y.
Uchiyama, I. Kanazawa,: Identification of NAT, a novel mouse voltage-gated sodium channel α subunit.  29th
Annual Meeting Society for Neuroscience(at Miami) 平成１1 年１０月２３�２８日

11) S.-Y. Jeong, J. Goto, H. Hashida, T. Suzuki, K. Ogata, N. Masuda, M. Hirai, K. Ishihara, Y. Uchiyama, S. Kwak, I.
Kanazawa,: Identification of SCN11A, a novel voltage-gated sodium channel expressed in both neuronal and non-
neuronal cells.  29th Annual Meeting Society for Neuroscience(at Miami) 平成１1 年１０月２３�２８日

12) S.-Y. Jeong, K. Ogata, Y. Takahashi, H. Hashida, S.–M. Jeong, R.P. Ruberu, J. Goto, I. Kanazawa,: Expression
profile of human voltage-gated sodium channels in single neurons. Korean Society of Medical Biochemistry and
Molecular Biology (at Seoul) 平成１２年１０月２６日

13) N. Hazeki, K. Nakamura, J. Goto, I. Kanazawa,: Mechanism of aggregate formation of an N-terminal huntingtin
Fragment carrying an expanded polyglutamine tract. Korean Society of Medical Biochemistry and Molecular
Biology (at Seoul) 平成１２年１０月２６日

14) S.–M. Jeong, T. Suzuki, S.-Y. Jeong, Y. Takahashi, K. Ogata, H. Hashida, M. Murata, J.Goto, I. Kanazawa,:
Novel approaches toward Parkinson’s disease in single nigral neuron. Korean Society of Medical Biochemistry
and Molecular Biology (at Seoul) 平成１２年１０月２６日

15) H. Murakami, T. Suzuki, H. Hashida, S.-Y. Jeong, J. Goto, I. Kanazawa,: In silico differential display. Korean
Society of Medical Biochemistry and Molecular Biology (at Seoul) 平成１２年１０月２６日



16) K. Ogata, S.-Y. Jeong, H. Murakami, H. Hashida, Y. Kawahara, J. Goto, I. Kanazawa: Cloning and expression
study of the mouse Tetrodotoxin-Resistant (TTX-R) voltage-gated sodium channel α subunit, NaT/Scn11a.
Korean Society of Medical Biochemistry and Molecular Biology (at Seoul) 平成１２年１０月２６日

（３） 特許出願（国内 7 件、海外 2 件）
① 国内
１）発明の名称：生体サンプルの切断片回収方法、並びにそのための装置
　　発明者：建入芳昭、大家智憲、勝又正和、土屋公司、金澤一郎
　　出願番号／出願日：特願平 9-315642 /1997.11.17
　　公開番号／公開日：特開平 11-148887/1999.6.2

２）発明の名称：ナトリウムチャネル SCN8A
　　発明者：鄭　善容、金澤一郎、後藤　順
　　出願番号／出願日：特願平 11-4645 /1999.1.11

３）発明の名称：遺伝子発現探索方法およびその装置
　　発明者：村上　大勇、金澤一郎、鈴木　高史、後藤　順
　　出願番号／出願日：特願平 11-88410 /1999.3.30

４）発明の名称：プライマー塩基配列の選定方法およびその装置
　　発明者：村上　大勇、金澤一郎、鈴木　高史、後藤　順
　　出願番号／出願日：特願平 11-88626 /1999.3.30

５）発明の名称：ヒトナトリウムチャンネル SCN12A
　　発明者：金澤一郎、後藤順、鄭善容
　　出願番号／出願日：特願 2000-152085 /2000.5.23

６）発明の名称：ナトリウムチャンネル SCN3A
　　発明者：金澤一郎、後藤　順、鄭　善容
　　出願番号／出願日：特願 2000-177544 /2000.6.13

７）発明の名称：ナトリウムチャンネル SCN1A
　　発明者：金澤一郎、後藤　順、鄭　善容
　　出願番号／出願日：特願 2000-177540 /2000.6.13

② 海外
１）発明の名称：ヒト・ナトリウムチャネル SCN12A および SCN8A
　　発明者：鄭　善容、金澤一郎、後藤　順
　　出願番号（出願日）：PCT/JP00/04629（2000.7.11）

２）発明の名称：ナトリウムチャンネル SCN1A および SCN3A
　　発明者：金澤一郎、後藤　順、鄭　善容
　　出願番号（出願日）：PCT/JP01/04956（2001.6.12）
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