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細胞傷害性獲得における伸長ポリグルタミン鎖の
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ポリグルタミン病は,原因遺伝子産物内に異常伸張したポリグルタミン鎖を持つ遺伝性神経
変性疾患である.伸長ポリグルタミン鎖そのものが細胞傷害性を持つと推定される.伸長ポリ

グルタミン錆は,13シー-卜構造への構造変化を経て,薮合して多量休となり,不溶性の封入体を
形成する.近年,伸長ポリグルタミン鎖は,封入体形成前の構造で,細胞傷害性を持つことが明

らかになった.多纂体構造に関してはシ- 卜様,もしくはチュ-ブ様構造モデルが提唱されて

いた.筆者は,この多琶体構造を明らかにし,多量体形成が細胞傷宵牲獲得に重要か否かを検討

した.両端に ドナ-もしくはアクセプタ-の蛍光蛋白を付加 した伸長ポリグルタミン鎖を用い,

蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET)法にて多量体構造を検討した.仲 良ポリグルタミン鎖による

多量体は,シ- ト様構造を取った場合に予想されるFRETを起こさなかった.また,両端に ドナ

-及びアクセプタ-の蛍光蛋白を付加した伸長ポリグルタミン鎖は,一分子でFRETを起こし,

両端が近接 した構造と推察された.このことから,伸長ポリグルタミン鎖の多鼠体は,シリンダ

-構造が垂合したチュ-ブ構造と推察 した.シリンダ-構造であるが,多量体に重合 しない伸

長ポリグルタミン鎖を用い,ポリグルタミン単量体の細胞傷害性について,分化誘導 したSH-

SY5Y細胞にて検討した.単量体のポリグルタミン鎖を発現する細胞では,ポリグルタミン鎖非

発現細胞に比 し,有意な細胞傷割 勤ま認めなかった.ポリグルタミン鎖の細胞傷害性獲得には

重合体形成が重要である.
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は じ め に

ポリグルタミン病は,原因となる蛋白内のポリ

グルタミン鎖の異常伸長を原因とする遺伝性神経

疾患である.現在までに脊髄小脳失調症 1型,2

響,3型 (マシャド･ジョセフ病),6型,7型,17

型,球脊髄 性 筋 萎 縮 症 ,ハンチントン病,歯状柏

赤核淡蒼球ル イ体番縮症 (DRPtA)の9つの疾

患が知られている.これらの疾患は,各々の原因

蛋白内のポuグルタミン鎖が約 40リピー ト以上

に伸長している.さらに,伸長ポリグルタミン鎖

の長さは,疾患の発症年齢や重篤度と密接に関係

する1)-9).これらの事実から,伸長ポリグルタ

ミン鎖そのものが細胞傷害性を持つと推察 され

る.仲良ポリグルタミン鎖は,lブシ- 卜構造への
構造変化を経て,ニ凝体,多量体へと東合 し,香
溶性の封入体を形成すると考えられている.伸 長

ポリグルタミン鎖は,この過程のい ずれかの構造

管,細胞傷害性を獲得すると考えられる.この伸

長ポリグルタミン鎖の細胞傷宵性を獲得する構造

を解明することは,本症の治療法開発において重

要である,

ポリグルタミン病の患者やモデルマウスの神経

細胞では,伸長ポリグルタミン鎖を含む封入体が

認められる7ト 9).また培養細胞を用いた系でも,

仲良ポリグルタミン鎖は,長さ依存性に封入体を

形成 し,封入休形成率は,細胞死と正̂の相関を示

す 4)5).これらの事業から,封入体が細胞傷害性

をもつと推定 されてきた7ト 9).しかし,モデル

マウスを用いた研究により,神経症状の発症が,

封入体形成に先行することが示 された 1()).また

Ayrasateらは,初代培養神経細胞を用い,封入体

を形成 した細胞の生存率が,封入体を形成 しない

細胞より高いことを明確に示 した11).これらの

事実から,近年,封入体は細胞死に対し防御的で

あり,伸長ポリグルタミン鎖は,封入体形成前の状

態で細泡傷害性を持つと考えられるようになった

Nagaiらは,irヲシー ト構造に構造変化を起こし

た伸長ポリグルタミン鎖が練り泡傷害性を持つこと

を示 し,1才シ-卜構造への構造変化が細胞傷害性

獲得に東要であることを示した12).さらに,当研

究宴のTakahashiらは蛍光 共鳴 エ ネルギー移動

(FRET)microscopyを用い,仲良ポ リグル タミン

鎖の∴可溶性の多鼠体と非可溶性の封入体 を,隻

細胞で区別することを可能 とし,多量体が,封入

体に比 L細胞傷宵性が高いことを示 した 腑.こ

れらの結果から,封入体形成前の状態の伸長ポリ

グルタミン鎖の細胞傷害性が明 らかになった.し

かし,その細胞傷害機序については依然不明であ

る.βシー ト構造を持った単量体が細胞傷ノ寿,Ft三を

持つと提唱するブル-プは,他の蛋白質との蛋鈷

蛋自結合により細胞傷害性を獲得する機序を唱え

ている12).一丸 多量体が重安と考えるグル-プ

では,これらがチュ-ブ構造を形成し,細胞膜障

害 をもたらすという機序を提唱 している 棚ほ)

細胞傷宵性を持つ構造を明らかにすることは,塞

症の病態機序と,治療介入の方策を考える上で重

要である.

-椴に,iブシ-卜構造をとった伸長ポリグルタ

ミン鎖の単苦碁を体と多鼠体瑚柳二は,平衡関係が存

在し,お如 け)構造を行き来すると考えられてい

る13)16).そのため,βシート構造をとった単量体
と多量体を区別し,その細胞傷害性を検討するこ

とは困難であった.この目的のためには,構造変

化を起こしながら,かつ,多量体を形成しない伸
長ポリグルタミン鎖を作成する必要があった.当

研究室のTakahashiらは,FRETmicroscopyを用

いた研究により,伸長ポリグルタミン鎖の重合体

形成は,各々の単量体が平衡に重合する りシ- ド

構造",もしくはシリンダー構造をとった各々の

単逐逢体がheadtotai王で重合する "チューブ構造"

のいずれかであることを示 してきた 13).本研究

では,伸長ポリグルタミン鎖の体形成が,このい

ずれであるかを明らかとし,さらに,構造変化 し

ながら重合しない伸長ポリグルタミン鎖を用い,

細胞傷害性における重合体形成の重要性につき検

討した.

方 法

ベクター作成

DRPIA 恩乳 および健常者の末梢紬′ヨ血球よ
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り抽出したゲノムDNAを用い,DRPIA遺伝子の

CAG繰 り返 し配列 (ポリグルタミン鎖)領域を

polymerasechainreaction(PCR)法にて増幅後,

得 られた DNA断片 をⅩhoI/EcoRIで切断 し,

PEGFP-Nl(Clontech)の馳oUEcoRI部位に挿

入した.増幅に用いたプライマー配列は以下の通

りである :5'-TGArCTCGAGCGCCACCATGCC

CCTCACCATGTCGCTGAAGC,5'-TGATGAm

CTGCGGACATrGGCAGCCGCGGGCGG).Roger

Y.Tsienより供与-されたmonomericyeliownuo-

rescenもprotein(mYFP),monomericcyan幻uo-

rescentprotein(mCFP)の発現ベクターを鋳型

とし,同領域 をPCR方にて増幅後,得 られた

DNA断片をBamHI/NotIで切断,前述のベクタ

-のBamHI/NotI切断部位にを挿入し,GFPと入

れ替えtrDQn-mCFPおよびtrDQn-mYFP(Qn

は異なる長さのポリグルタミン鎖長を表す,36,

60,90のポリグルタミン鎖を用いた)を作成 し

た.増幅に用いたプライマ-は 5'-AAAGGATC

CAGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT,5'-AAAGCG

GCCGCTrACTrACTTGTACAGCTCGTCCATで

ある,両端に蛍光蛋白を融合するmCFP/mYFp-

trDQ-mCFP/mYFPは次のように作成 した.

mCFPおよびmYFPの発現ベクターを鋳型に5'-

TGATCTCGAGCGCCACCATGGTGATCAAGG,

5'-ArCGCTCGAGCCGAGCTCGGTACCAGCm

のプライマーを用いmCFPもしくはmYFP領域

をPCR法にて増幅.得 られたDNA断片を氾10I

で切断 し,trDQn-mCFPまたはtrDQn-mYFP

のⅩhoI切断部位に挿入した.

FRETMicroscopy

両端もしくは片端を蛍光蛋白で標識 したポリグ

ル タミン鎖発現ベクターを,lipofectamine2000

(Invitrogen)を用いてCOS7細胞に導入し,ガラ

スボトムディッシュ (MatsunamiGlasslndustries)

にて培養 した.48時間後に液体培地をserum-

freeDulbecco'sModifiedEagleMedium (DMEM)

W助outphenolred(GIBCO)に交換 し,FRET

microseopy解析を行った.一過性発現細胞の観察

には,倒立顕微鏡 (TE-300NT;Nikon)と共焦点

91

顕微鏡 (CSU-10;YokogawaElectricCoTP,)に4

倍および40倍の対物レンズ (NAO.80:0号ympus)
を用いた. ドナ- (mCFP)の蛍光値取得には

405mmexcitation(iFLEX-2000;PointSource)

と450-510nmemiss豆on創terを用い,アクセプ

タ- (mYFP)の蛍光値取得には405nmexcita-

tionと510-570nmemissionfilterを用いた それ

ぞれの emissionspectrumは,デジタル カメラ

(ORCA-ER,HamamatsuPhotonics)を用いて取

得 し,AQUACOSMOSソフトウェア (Hamamatsu

Photonics)を用いて解析 した.FRETratio値は

510-570nmemissionfilterで取得 した蛍光画像

と450-510nmemissionFllterで取得 した蛍光画

像 をス- パ ーインポーズ し,FRETrat呈o値を

[FRETratio値 - nuorescence(Emission510-

570mm)/nuorescence(Emission450-570nm日

の計算式で算出した.このFRETratio値は細胞画

像上でカラーイメ-ジとして表 した くFRETratio

image).FRm､陽性細胞の定義は,各々が単量体

を保つ蛍光蛋白であるmCFPおよびmYFPを共

発現 させた COS7細胞におけるFRETratio値の

上限である0.9を 上回る値を示す細胞とした.

安定発現細胞株の作成および細胞培養

作成 した trDQ56-mYFPまたはmCFp-

trDQ56-mYFPをヒト神経芽細胞腫SH-SY5Y細

胞にmucleofector(amaxa)を用いて導入.G-418

(CALB王OCHEM)500flg/ml存在下にて培養し,安

定発現細胞株を得た.細胞培養はDMEM (GIBCO)

に 100/aFetalBovineSerum (FBS),G-418500

/ug/m蓬を添加 した培養液 を用いて 37℃,50/a
C02の環境下で継代,維持した.

ウェスタンブロット解析

作成 した trDQ56-mYFPまたは mCFp-

trDQ56-mYFPを安定発現するSH-SY5Y細胞

klysisbuffer(150mMNaCl,50mMTriS-HCl

(pH7.4),0.5% NP40,0.5% sodiumdeoxy-

cholate,5mMEDTA)にて 5分間氷上で処理 し

た後,14000rpm,10分間,4℃の遠心を行い蛋白抽

出した.抽出蛋白はBCAssay(rmermo)でタン
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バク定量を行い,総タンパク昼を合わせた後,同

容量の samplebuffer(950/ahemmii'ssamp旦e

buffer(BIO-RAD),50/02-Mercaptoethanol
(SIGMA))を加え,95℃で5分間処理した後,電

気泳動を行った.泳動後,PVDF膜に転写し,5%

スキムミルクでブロッキングした.ブロッキング

後,1次抗体 monoclonalanti-GFPantibody(1:

10000;Clontech),polyoclonalantトactinantibody

(1:2000;SantaCruz),2次抗体 Goatpolyclonal

anti-mouseHRPconjugatedantibody(1:50000;

Dako),MousepolyclonalantトgoatHRPconju-

ga乞edantibody(1:5000;ChemiconTemecula)で

抗原抗体反応を行い,enhancedchemilumines-

cence(MilliporeCorporation)で検班した.

細胞生存期間解析

作成 した trDQ56-mYFP安定発現細胞株,

mCFp-tl･DQ56-mYFP安定発現細胞株と無処置

のSH-SY5Y細胞を10/1MRetinoicacid(Sigma)

と10% FBSを添加 した DMEMにて 5日間37

℃,5%CO2環境下で培養し,その後EDTA処理
にて細胞を浮遊後,4×4nmグリッド付きガラス

ボ トムディッシュ (MatsunamiGlassIndustries)

に継 代 した.50ng/mlの brainderivedneu-

rotrophicfactor(BDNF)(Sigma) を添加 した

DMEM にて37℃,50/aCO2環境 下で培養.r称-
グリッド内の細胞数を連日計測した.計測した生

存細胞数はKaplan-Meier法開いて解析 し,有意

差検定はlog-rank検定にて行った.統計解析に

はSPSSver12.0.iJ(SPSSInc)を用いた.

結 果

伸長ポリグルタミン錦の重合体形成の解析

前述のように,伸長ポリグルタミン鎖は,各々

が平行に重合する りシ- 卜構造",もしくはシリ

ンダ-構造をとった各々がheadtotailで重合す

る "チュ-ブ構造"を形成する14)15).さらに,チ

ューブ構造をとると仮定した場合,蛍光蛋白を持

つ末端同上は重合しない 13日図1A).筆者は,ま

ず,伸長ポリグルタミン鎖の重合体形成が "シー

ト構造"もしくは =チュ-プ構造Mのいずれであ

るかを明らかにすることをIj的とした.当研究室

のTakahashiらは,同側にドナ-もしくはアクセ

プターを付加した伸長ポリグルタミンの場合にの

み FRErを認めた13).先行研究では, A端のみに

付加されていたため,筆者は,両端に,ドナーも

しくはアクセプターを付加した融合蛋臼を共発現

させ,FRET解析を行った.もし,シ-ト構造であ

れば,この融合蛋白では,両端でFRET現象が励

起 されるため,より強いFRET値を示す.一方,

チューブ構造であれば,これらの融合蛋白は,莱

端の蛍 光蛋白により重合体形成 が阻害 され,

FRET現象は生じないと考えた (図1A).

まず,56リピ-トのポリグルタミン鎖を持つ部

分 DRPIJA蛋白 (trDQ56)の両端にmCFPを付

加 した融合蛋白と (mcFp-trDQ56-mCFP)ど

mYFPを付加 した融合蛋白の (mYFp-trDQ56-

mYFP)の発現ベクターを作成し (図 1B),COS7

細胞に共発現 させ,FRETmicroscopyによる観

察 を行った (図 2).mCFp-trDQ56-mCFPと

mYFp-trDQ56-mYFPを共発現 させた細胞の

FRET値は,単量体蛋白であるmCFPとmYFPを

共発現させた細胞のFRET値と有意差を認めなか

った (図2A,B,trD56-mCFP+trD56-mYFP;
最小値 0.60最大値 2.75平均値 0.77,mCFP+
mYFP;最小値 0.60最大値 0.89平均値 0.73,

mCFp-trDQ56-mCFP+mYFp-もrDQ56-
mYFP;最小値0.61最大値 1.00平均値 0.78;有意

差なし,TurkeyHSD検定).さらに重合体形成が

起こっていないことを確認する目的で,mYFp-

trI)Q56小mYFP発現細胞での封入体形成率を

COS7細胞,HEK293T細胞を用いた -適性発現系

で検討した.mYFP-trDQ56-mYFPでは,いず

れの細胞でも,封入体はほとんど観察されず (図

2C上段),片側を蛍光蛋白標識 したtrDQ56-

mYFP(図1C)に比し,封入体形成率は有意に低

値を示 した (図2C下段,trDQ56-mYFP;COS7

9.3%±0.005,HEK293T20.1%±0.013,mYFp-

trDQ56-mYFP;COS72.3%± 0,003,HEK293T

2.1%±0朗1 (n-3,各600細 胞 測定の平均±

標準誤差 ;p<0,005,TurkeyHSD検定)).
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tAl シ-卜桶通を呈する鳩舎 チエIj 一構執headtOtai腫 呈する場合
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~二二三一-:Ci=ココ 三三
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ポInJ朋 t嘩63

rTICFP

:rru/#
mCFP

mYFP
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tCItrDq56･lnCFP･l¶YFP
ポリワJHEこ′i?lQ56.1

trDQ56

trDQ56
図1 蛍光蛋白標識したポリグルタミン鎖の作成

A :両端にmonomericcyan剖uorescentprotein(mCFP:斜め線丸)を融合したポリグルタミン鎖と両端

にmonomedcyellownuorescentprotein(mYFP:黒丸)を融合 したポリグルタミン鎖が重合する場

合の概念図を示した.シ-ト構造により重合する場合およびチューブ構造により重合する場合は,二

量体形成をきたした際に両端でFRETが生じるため,強いFRET値を示す.一方,チューブ構造によ

り重合する場合では,融合した蛍光蛋白が, 二量体形成を阻害するため,FRETは生じない.矢印頭
はC末を示す.

B :56リピー トのポリグルタミン鎖の部分DRPLA蛋白 (tyDQ56:自ボックス)のC末に (mCFP:

斜線ボックス)(trDQ56-mCFP)もしくは (mYFP:異ボックス)(trDQ56-mYFP)を付加した発

現ベクター.PCMV :サイトメガロウイルスプロモ-ダー (黒太線)

C :56リピー トのポリグルタミン鎖の部分DRP王浪蛋白 (trDQ56:白ボックス)のN末およびC末に

mcFP(斜線ボックス)(mCFp-trDQ56-mCFP)もしくはmYFP(黒ボックス)(mYFp-trDQ56-

myFP)を付加した発現ベクタ-.PCMV :サイトメガロウイルスプロモーター (黒太線)
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構造変化を起こす単量体伸長ポリグルタミン錦の

作成

先の結果より,伸長ポリグルタミン鎖は,シリ

ンダー構造を取った各々が,垂合し,チューブ構

造を取ると推察した,しかし,両端に蛍光蛋白を

付加した伸長ポリグルタミン鎖が,安定性を増し,

構造変化を起こさないため重合体形成がしなかっ

た可能性がある,その可能性を除外するため,両

端にドナーとアクセプターを付加した伸長ポリグ

ル タミン鎖にて FRET解析を行った.一般に

FRET減少は,ドナ-とアクセプター間の距離が

10mm以下で起こる現象であり,両端の蛍光蛋白

間に約50アミノ酸が直線状に存在すると,FRET

は起こらない 17).-ll-,ポリグルタミン鎖による叫′

シリンダ-構造モデルでは,両端が4nm以下と

近接 し,FRET現象を起こしうる14).この原理を

用い,融合蛋白が重合体形成に至るシリンダ-棉

造を取り得るか検討した.

N末端にmCFP,C末端にmYFPを付加 した

36,60,90のポ リグル タ ミン鎖 を含む部 分

DRPL匁蛋白の融合蛋白の発現ベクターを作成し

(図 3A),COS7細胞に一過性 発現 し,FRET

microscopyによる観察を行った (図3B).いずれ

の融合蛋白でも陰性対照であるmCFP+mYFP

に比 して有意に高いFRET値を認めた (図 3B,

3C右図,mCFP+mYFPO.81±0.058,mCFPI

Q36-mYFP1.00± 0.082,mCFp-Q60-mYFP

0.96±0.073,mCFp-Q90lmYFP0,95±0.070,

各30個の細胞の平均値±標準誤差 ;p<0.001,

TurkeyHSD検定).また,いずれの融合蛋白でも,

ほとんど封入体形成を認めなかった (図3C).

FRET陽性,単量体伸長ポリグルタミン鎖の細

胞傷害性の検討

伸長ポルグルタミン鎖の細胞傷害性獲得におけ

る重合体形成の重要性を確認するために,シリン

ダ-構造であり重合体形成しない伸長ポリグルタ

ミン蛋白mCFp-trDQ56-mYFPを伺い,その細

胞傷害性 を検討 した,まず mCFp-trDQ56-

mYFPもしくはtrDQ56-mYFP(図4A上段)の

安定発現SH-SY5Y細胞を作成した.作成した安
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産発現細胞でのポリグルタミン鎌の発現量には差

を認めなかった (図4A上艶 右).これらの安定

発現細胞および無処理のSH-SY5YをRetinoic

acid処理後 BDNFにより分化誘導 し,各々の細

胞の生存期間解析 を行 った (図 4A下段 ).

trDQ56-mYFP発現細胞では,既報通り,無処理

のSH+SY5Yと比し､細胞死に関するハザード比

の有意な上昇を認めた (図4B;p<0.001,10g-

rank検定).一方 mCFp-trDQ56-mYFP発現細

胞では,無処理のSH-SY5Y細胞と比し,有意な

ハザード比の上昇は認めず,trDQ56-mYFP発現

細胞に比し,有意に低 い ハ ザ-ド比を示した (図

4B;有意差なし,log-rank検定).

考 察

伸長ポリグルタミン鎖は,容易に重合体形成し,

また,単量体と重合体は相互に平衡関係にあるた

め,両者を区別し,その細胞傷害性を検討するこ

とは困難であった.しかし,ポリグルタミン病の

病態機序と,その治療夕-ゲットを考える際,細

胞傷害性の主産が,単量体か,もしくは多量体か

を明らかにすることは重要である.今回筆者は,

構造変化を起こしながら,単量体を保ち続ける伸

長ポリグルタミン錦を用い,単量体のみでは細胞

傷害性を示さないことを明らかにし,伸長ポリグ

ルタミン鎖の細胞傷害性における,多量体形成の

重要性を示した (図5).

伸長ポリグルタミン鎖は,単量体が19シ-ト構

造に構造変化した後に,重合体形成すると考えら

れている.この単量体が,直鎖状に存在するのか,

またPerutzらが提唱したように40グルタミン残

基で2回転し安定化するシリンダ-状の構造を取

るかば,明らかではなかった14).さらに,その重

合体形成が,平行に並び,シ- ト状の構造を取る

のか,シリンダー構造が直鎖状につながり,チュ

ーブ状の構造を取るのかも不明であった 18)19)

今回筆者は,両端にドナーもしくはアクセプター

を付加した伸長ポリグルタミン鎖ではFRETを示
さないこと (図2A,B),また封入体形成も認め

ないことから (図2C),伸長ポリグルタミン鎖は,
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A .ltli/)1DRPLA呈出白 (rrDQn.nはグルタミンリピーr枚を示 し.ポリグルタミン戦域の Nイ珊りは8アミ

ノ憶桟姓.C兼mIJは6ア ミノ椴残媚をイ｢孝一る 白ポ ソクス)の N末にmCFP(斜線ポ ′クス).C

末にmYn'(I,Ll<ポ ノクス)をト川 JLた発IRベ//メ- (mCFp-LrnQI卜TTIYTTP) E)CMV サイトメガ

ロウイルスプロモ-クー (知人縦)ポリプJL,//ミン耕長は36リピー ト 60リピート 90リピー トの

3傾頴を作成 した

a COS7細胞に lllCH '-lrDQ:う6-nlYFP,111CFp-【rl)Q60-mYFP,TnCFp-LlI)Q90-mlTP.rllCFP+

mlTP(陰性対.tt(()杏-過日発BlL,48時FE''‖削二細胞内のiI71iJFlくg llatlO伯をlWJ定 した平均他を,Tl

す (評仙細胞数は各 30個) エ ラ-パ ーは即 位芯Fr-を示す mCFp-trDQ36-nlYFP.lllCFp-
trDQ60-111YFl'.lTlCrILlrDQ90-mYFPのいずれも.陰性対Fl串であるmCFP+lTIYFPと比してイ†hT･

に高いFRETralLO値を示 した (* p<0001,TulkeyHSD検定)
C COS7細胞に rTlCFP-1rDQ36-mYFP,mCFp-trDQ601mlTP.lnCFP-1rDQ90-mYFP.111CFP+

nlYFl'(陰M対,EJti)を一過作発別 し48相 川後に糾繁 したCFP替至光剛 史 (左)とFRETra11OImage

(右)を示す FRETralLOlmageのカラーバーは.rRETlatlO帖とカラ-の対応 を/7,す mClTp-
trJj(J361mYFP,mCFP-ttI)Q60-rrLYFP,mCFP-1rT)Q90-TllYT;Pはいずれ も.恰性対軒!である

rnCFP+mYFPに比し.(I,,'LLいFl(rrral10伯を示したが JT入射 形成はほとんど認めなかった



堅田 :細胞傷害性獲得における伸長ポリグルタミン鎖の重合体形成の重要性
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図4 mCFp-trDQ561mYFPの細胞傷害性の検討

A :mCFp-tTDQ56-mYFP(上段,上)もしくはtrDQ56-mYFP(上段,下)を安産発現す るSH-

SY5Y細胞を作成 した.図右には,それぞれの安定発現細胞の抗GFP抗体ウェスタンブロットによる

蛋白発現量を示 した.mCFp-trDQ56-mYFPではtrDQ561mYFPに比 し,抗原巌に応じた二倍程度

の濃度のバンドを認める.作成 した安定発現細胞にRetinoieacid処理を5日間行いBDNF受容体を

発現させた後,BDNF処理を行い分化誘導を行い,各 30個の細胞の生存の有無をダリ,ソド付きガラ

スボ トムディッシュ !二でBDNF処理開始より9日間観察した.細胞死は,細胞の消失もしくは蛍光値

の消失にて判断 した (下段).

B :分化誘導したtrDQ56-mYFP(破線),mCFp-trDQ56-mYFP (点線)の SH-SY5Y細胞安定発現細

胞および無処置のSH-SY5Y細胞 (実線)を,Re較noicacid処理後,BDNF処理を行って分化させた.

30個の細胞の生存の有無をグリッド付きガラスボ トムディッシュ上でBDNF処理開始より9日間観

察した.細胞死は,視野からの消失,もしくは蛍光値の消失にて判断した.Kaplan-Meier法にて解析

し,細胞死の累積ハザ- ドを縦軸に現わす.mCFp-trDQ56-mYFP安定発現細胞は無処置の SH-

SY5Y細胞と比 して,有意な差を認めない (n.S.:有意差なし,10g-rank検定).trDQ56-mYFP安定

発現細胞ではmCFp-trDQ56-mYFP安定発現細胞に比 して有意なハザ- ド比の増加 を認める

(*:p<0.001,10g-rank検定).
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図5 伸長ポリグルタミン鎖の重合体形成モデル

仲良ポリグルタミン鎖は構造変化を起 こし,シリンダ-構造を形成する.こ

のシリンダ-構造を基本としてhcadtotail様式にチュ-プ様の重合体を形成す

る.単量体では細胞傷害性を認めず,重合開始により細胞傷害性を獲得する.

平行に重合する "シート構造"を取らないことを

示した.さらにドナーおよびアクセプターを両端

に付加したポリグルタミン鎖では,封入体を形成

せずにFRETを示すことを示 した く図3B,C).

このことは,伸長ポリグルタミン鎖が,生細胞内

で,直線状でなく,両端が近接する構造を取るこ

とを示唆する.これは,Perutzらが提唱したシリ

ンダー構造を支持する.これらの結果から,伸長

ポ リグル タ ミン鎖は,シリンダ-構造をとり

headtotailで重合する "チェ-プ構造"を形成す

ると考えた く図 5).

興味深いことに,近年,アルツハイマー病,パ

-キンソン病等の他の神経変性疾患においても,

細胞傷害性を引き起こす本態が多量体であるとの

報告が蓄積 している20)21),それらの疾患蛋白質

の構造は未解明な点が多い.しかし,アルツハイ

マ-病の原因蛋白であるアミロイド13蛋白や,パ

ーキンソン病の原因蛋白であるα-synucieinで

ち,シリンダー構造を里すると報告されている14)

また,ア ミロイドjヲ42,ポリグルタミン鎖,α-

synuclein,いずれの多窺体も共通して認識する抗

体が報告されている22)23).これらの事実から,原

因蛋白由来の多量体が共通の構造体を持つ可能性

が示唆されている.

これらの疾患における細胞障害性について,アミ

ロイドi342,プリオン蛋白,isletamyloidpolypep-

tide,ポリグルタミン鎖などの複数の分子で,壁

合体形成に伴い,細胞内外のCaイオンコンダク
タンスの変調をきたすといった共通の病態が報菖

されている24)25).チューブ構造は,内側が親水

性,外側が疎水性であるため,細胞膜の脂質二重

膜構造に取り込まれる可能性があり,チューブ構
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造を介した水やCaイオンなどの不整な流出入が

おこる仮説が唱えられている14脚 26).今後,病因

蛋白の重合体が,どのような細胞傷害を惹起 し,

病態を引き起こすかについて,更なる検討が必要

である.

今回筆者は,伸長ポリグルタミン鎖の細胞障害

機序において,重合体の形成が重要であることを

示した.さらにその重合体がチューブ構造を取る

可能性を示した.今後,ポリグルタミン病の治療

を検討する上で,ポリグルタミン鎖の重合を阻害

する薬剤,さらに重合により惹起される細胞傷害

機序を改善する薬剤の開発が期待される.神経変

性疾患の病態機序に,共通の立体構造を伴う重合

体による,共通の分子病態基盤が存在するという

仮説は,治療戦略を考える上で極めて重要であり,

さらなる検討が必要である27)28)
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