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Fragile X 症候群，筋緊張性ジストロフィー，球脊髄性
筋萎縮症はそれぞれ CCG，CTG，CAGなどの三塩基（ト
リプレット）が異常に伸長することにより疾患の発症を来
たすことが見いだされ，トリプレットリピート病という疾
患概念が確立された。これらの疾患にはトリプレットのリ
ピートの伸長という DNAレベルでの共通の発症機序が存
在する。一方トリプレットリピート病の中にはその遺伝子の
コーディング領域に異常に伸長した CAGのリピートを認め
る疾患群が存在し，CAGリピート病と呼ばれる。CAGリ
ピート病にはハンチントン病，マシャドジョゼフ病（MJD），
DRPLA，球脊髄性筋萎縮症（ケネディ病）などが含まれ
る。本疾患群は異なる臨床症状を呈するが，CAGリピート
の伸長が発症と関わっていること，伸長した CAGが翻訳
された，伸長したポリグルタミンを含む遺伝子産物が出現
すること，さらに最近病理学的に CAG リピート病疾患脳
の神経細胞の核に封入体が存在することが確認され，これ
らがユビキチン化されたポリグルタミン鎖を含む遺伝子産
物（またはその一部）であることが分かってきており，共
通の機序を基盤とした神経変性疾患であることが示唆され
る。これらの神経細胞死の過程はこれまで既知の細胞死と
は異なるものであると考えられ，その解明は重要である。
本研究ではこの神経細胞変性過程を解明し，その発症予防
をめざす。さらにこの研究をいわゆるコンフォメーション
病研究のモデルとして，他のコンフォメーション病研究へ
応用する。

1. 細胞モデルの解析（Kotliarova，Jana，坂本，Wang，
澤井，新保，長尾，木村）
mammalian cellに関してポリグルタミン（ハンチンチン

exon1）を発現する系を確立し，解析した。ポリグルタミ
ンに関しては最長 150リピートのものを作製した。マウス
Neuro2aを ecdysone inducibleな系として，これに GFP-

huntingtin exon1の発現する系を作製した。細胞死を起こ
す系と起こさない系とで differential display（DD）を行い，
異なる遺伝子発現を解析し，アポトーシス・ミトコンドリア
関連遺伝子である NIP3，ANT1の抑制を見いだした。現在
その他のアポトーシス関連遺伝子の変化を定量的 RT-PCR

（TaqMan）を用いて検討し，いくつかの変動パターンを確
認したがポリグルタミン発現細胞では一般的に転写抑制傾
向が認められた。この系は ecdysoneによってタンパク発現
をコントロールできるため，遺伝子発現に対する異常タン
パク発現の影響を検出しやすい。現在DDによって得られた
約 1500クローンおよび subtraction法を用いて得たクロー
ンを用いて DNAチップの作製を準備中である。この細胞
系においてシャペロン系の影響を検討し，HDJ2，HSP40，
HSC70，HSP70などが異常遺伝子産物と結合していること

を確認し，報告した。さらにプロテアソーム系が分解系と
して重要であり，異常伸長ポリグルタミンは分解が遅延し
ていることを確認した。さらにそのためミトコンドリア障
害を引き起こすことも確認した。また小胞体ストレスとポ
リグルタミンの関連について検討し，関連性が示唆されて
いる。

2. 動物モデルの作製と解析（Kotliarova，三井，上出，
猫沖，内田，長尾）
現在までに Bates等が作製したハンチントン病のエキソ

ン 1を導入したトランスジェニックマウスがあるが，この
マウスは核内封入体が出現しており，CAGリピート病のモ
デルといえる。同マウスを Jackson研究所に依頼して購入
し，（Tg61，Tg62）繁殖させた。このマウスは肝臓にも核
内封入体が出現するため，核内封入体の存在が細胞のタン
パク合成などに影響があるかどうかを初代培養系において
検討し，タンパク合成については全体としては変化がない
ことを確認した。この肝細胞初代培養系では核内封入体が
すでに存在する状態であり，一過性発現実験などとは異な
る転写調節の異常の検討が可能となった。
一方GFP-huntingtin exon1を導入したトランスジェニッ

クマウスを huntingtin promoterを用いて作製しており，い
くつかのトランスジェニックマウスを得た（HD150-1）。こ
れらのマウスは 10週ぐらいから歩行障害などを発症し，脳
には GFPの蛍光を発する凝集体を形成する。現在このマ
ウスを用いて GeneChipを用いた遺伝子発現の検討および
Tg62との比較検討を開始している。

3. 凝集体結合タンパクの解析（Wang，澤井，三井，Zem-
skov）
遺伝子産物結合タンパクの検討はその遺伝子産物の機能

を知る上でも重要であるが，ハンチンチン以外については
十分行われているとはいえない。MJD遺伝子産物に対する
結合タンパクを two-hybrid systemを用いて検討した。そ
の結果酵母の RAD23の human homologueがこれに結合
することが分かり，in vitro，in vivo の結合を確認，さら
に MJDタンパクが形成する核内封入体に結合することを
確認し，報告した。
さらにアポトーシスの系の解析のため様々なシグナル系

の解析を行い，凝集体に recruitされるキナーゼなどを検出
し，現在解析している。
凝集体結合タンパクの解析は現在まではポリグルタミン

やあるいはポリグルタミンを含む遺伝子産物との結合タン
パクの解析として行われてきたが，我々は GFP融合タンパ
クからなる凝集体形成系を作製した点を利用し，セルソー
ターを用いて細胞モデル系から凝集体を精製することに成
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功した。これによって凝集体に結合するタンパクを直接解
析することが可能となった。

4. ポリグルタミンの構造生物学解析（田中，牛）
現在ポリグルタミン鎖を含むミオグロビン融合タンパク

を作製し，この構造解析を行っている。この系を用いるこ
とにより，より構造的に安定したタンパクが得られ，かつ
ポリグルタミン部分は疾患特異的に反応する抗体 1C2と反
応するため，疾患領域に伸長したポリグルタミンの構造解
析が可能になった。CD，IR，NMRなどのスペクトロスコ
ピーを用いた検討から伸長したポリグルタミンは分子内，
分子間 β 構造を取ることが確認された。さらにこの系を用
いて凝集抑制因子の検討を行っている。

5. 細胞死抑制因子の探索（坂本，三井）
細胞モデル系を用いて発現クローニングによって細胞死

抑制因子のクローニングを試みた。現在のところ有効な因
子のクローニングには成功していない。さらに条件を検討
している。

6. 他のコンフォーメーション病の検討（岩田，三浦，
丸山）
CAGリピート病はポリグルタミンを含む核内封入体を形

成することから，他の封入体を形成する神経変性疾患を含
めコンフォメーション病ともいわれる。このような疾患の
1つである，多系統萎縮症に関してそのオリゴデンドログ
リアに形成される GCI（glial cytoplasmic inclusion）に関
しての検討を行った。この封入体は synucleinからなるこ
とが報告されている。組織化学的検討から GCIに Elk-1が
結合してることを同定し，synucleinが Elk-1と複合体を形
成することを報告した。さらに本症において synucleinか
ら影響を受けるシグナルカスケードを検討している。また
synuclein導入トランスジェニックマウスを作製した。
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