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A b s t r a c t

D R PI A (d e nt at o r u b r al - p allid ol u y si a n at r o p h y) is a n a u t o s o m al d o m i n a n t n e u r o d e g e n e r ati v e

dis o rd e r c h a r a ct e riz e d by v a ri o u s c o m bi n atio n s of c e r eb ell a r at a x i a , c h o r e o ath et o sis , m y o cl o n u s ,

e pil e p s y , m e n t al r et a r d ati o n a n d d e m e nti a . N e u r o p ath ol o gi c al 血din g s s h o w s el e ctiv e n e u r o n al

l o s s i n d e n t at e n u cl e u s , r e d n u cl e u s , gl o b u s p allid u s a n d s u bth al am i c n u cl e u s . D R P I A is o n e o f

th e n e u r o d e g e n e r ati v e di s o r d e r s c a u s e d by e x p a n d e d p oly gl ut a m i n e (p oly Q ) st r et ch e s i n D R P I A /

at r o p hin - 1 . T h e p h y siol o gi c al fu n cti o n of t h e D R P I A / at r o p hi n - 1 r e m ai n s u n k n o w n . R e c e n t

st u di e s s h o w ed D R PI A / at r o p hin - 1 m i gh t fu n cti o n a s a t r a n s c rip ti o n al f a ct o r , p a rti c ul a rly a t r a n-

s c ripti o n al c o - r e p r e s s o r in e a rly d e v el o p m e n t al st a g e of D r o s o p hil a .

T o g ain in sig h t i n t o 血 e ph y si ol o g ic al r ol e s of th e D R PI A / a t r o pbi n - 1 , w e c o m p a r e d e x p r e s -

si o n p r o fil e s of ap p r o x i m at ely 1 2 ,0 0 0 g e n e s b et w e e n th e b r ai n s of D R P I A d efi ci e nt m ic e a n d th o s e

of w ild - ty p e m i c e ( e m b ry o ni c 1 4 d a y s ( E 1 4) , p o s t n at al 1 d ay ( P l) , 4 2 d a y s ( P 4 2) o f a g e) ,

u si n g olig o n u cl e otid e D N A a r r ay s ( G e n e C hip M u ri n e G e n o m e U 74 A v 2 ; A f & m et rix) .

W e d et e ct e d 1 9 2 d o w n - r e g ul at e d a n d 2 4 2 u p - r e g ul at e d g e n e s at E 1 4 , 2 1 d o w I1 - a n d 2 1 u p -

r e g ul at e d g e n e s at P l , a n d 2 6 d o w n - a n d 1 0 1 u p - r e g ul at e d g e n e s at P 4 2 in th e b r ai n s of D R PIA

d e丘ci e nt m i c e . M o r e o v e r
,
w e d et e ct e d 3 g e n e s ( E h b 2 , 2 6 100 4 2 L O 4 Rik , 493 0 5 7 7 M 1 6Rik) u p a n d

5 g e n e s ( N p y , T t r , P ol r2 k , O ci a dl , S fr s 2 , 1 1 1 0 0 0 8 H O 2 Rik) d o w n r e g ul at e d c o n c u r r e ntly .

′

m e s e

a r e n e u r o p e p tid e , th y r oid h o r m o n e t r a n sp o rt e r , tr a n s c ri p ti o n a c ti v at o r , bl o o d v e s s el fo r m ati o n

r el at e d
,
sy n a p s e f o rm ati o n r el a t e d a n d R N A p r o c e s si n g r el at e d p r ot ei n .
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′

m e s e r e s ult s d e m o n st r at e th at th e l a ck of th e D R PI A / at r o p hin - 1 dir e ctly o r i n di r e ctly

c h a n g e s e x p r e s si o n l e v el of a s p e ci丘c g r o u p of g e n e s , a n d th at w e m ay h a r m l e s sly tr e at
D R P I A by

R N Ai k n o ck d o w n t e c h niq u e .

K e y w o r d s: C A G r e p e at , p oly gl u t a m i n e , k n o c k o u t m i c e , G e n e C hip , e x p r e s si o n p r o fil e

は じ め に

D R P I A ( 菌状核赤核淡 蒼球 ル イ体萎縮症) は ,

進行性ミオ ク ロ
ー ヌ ス て ん か ん

, 小脳失調 , 舞踏

ア テ ト ー ゼ
, 性格変化, 痴呆などの 多彩な神経症

状を示 し, 病理学的に は歯状核赤核路と淡蒼球 ル

イ体路の変性を特徴とする常染色体優性遺伝性の

脊髄小脳変性症 で あり, 伸長ポ リグ ル タ ミ ン病の

一

つ であ る . 現在まで に 9 種類の 遺伝性神経変性

疾患 ( ハ ン チ ン ト ン病 H D l) , 球脊髄性筋萎縮症

s B M A
2)
, 脊 髄小 脳 変 性 症 1 型 S C A 1

3)
,
2 型

s c A 2 4)
,
マ シ ャ ドー ジ ョ セ フ 病 M J D / S C A 3

5)
, 6

型 S C A 6 6) , 7 型 S C A 7
7)
,
17 型 S C A 17 8) 9) および

D R PI A
IO) l l)) に お い て , 各病因遺伝子 の 翻訳 領

域 に , ポリ グ ル タ ミ ン を コ
ー ドする C A G リ ピ ー

トの 伸長を認 めて い る .
こ れらの疾患で は伸長ポ

リグ ル タ ミ ン鏡その もの が細胞障害性を有する と

考えられて い る .

一

方, D R PI A 蛋白の生理的機能に つ い て は, 不

明 な 点 が 多 い . シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る

D R P I A 蛋白の 相同遺伝子 At r o の 欠失モ デル の 研

究で は, c o - r e p r e s s o r と して転写を抑制する機能

が示唆されて い る
1 2)

. また , ポリ グ ル タ ミ ン鎖が

複数 の 転写関連因子 に認 め られる こ とか ら, 転写

制御と の 関連が注目されて い る.

近年 R N j h 法 に より目的とする遺伝子 の 発現を

効率よく抑制する技術が 開発され, 神経変性疾患

の新 た な治療法と して注目されて い る. こ の 治療

法の 安全性を確立するた め に は, 本遺伝子 の 生理

的役割を明らか にする こ とが重要で ある . 本研究

は , D R P I A 蛋白が種 々 の転写制御 に関わ っ て い

る可能性を想定 し, その 生理 的機能を解析する た

め
,
D R P I A ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス におい て , 網羅的

な遺伝子発現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を行 い , 本道伝子

欠損の影響を明らか にする こ とを目的と した .

材料と方法

マ ウス の作成

D R P I A ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は , 当研 究室 の 木

村らにより, 以下 の 方法で 作成された もの を使用

した . 1 29 S vJ ゲノ ム ライ ブラ リ
ー より, 約 10 0 万

ク ロ ー ン をス ク リ ー ニ ン グ し
,
全 長 D R PI J A ゲ ノ

ム 遺伝子 を単離 した . D R PI A 遺伝子 プ ロ モ ー タ

ー の 組織によ る発現分布を明確化する ため に, 翻

訳 開始点か ら 6 ア ミ ノ酸を残 し, それ以下をβ-

ガ ラ ク トシ ダ
ー ゼ遺伝子で 置換 し, 融合蛋白が作

られる よう にデザイ ン した . 完成 した タ - ゲテ ィ

ン グ ベ ク タ ー を E S 細胞 へ 導入 し, キメ ラ マ ウ ス

を作成 後, 得られ た キメ ラ マ ウ ス と C 57 B L/ 6J と

を 交 配 し N l マ ウ ス を 得 た . N l マ ウ ス と

c 57 B L/ 6J とを さら に 2 回交配 して N 3 マ ウ ス を

得た . N 3 世代の マ ウ ス を交配 して N 3 コ ロ ニ
ー を

作成 し, 各 g e n o ty p e の マ ウス を得た
1 3)

ノ ッ クアウ トおよび野生型, 胎生 14 日齢 (E 14) ,

生 後 1 日齢 (P l) , 生 後 42 日齢 ( P 42) の雄 を 3

匹ずつ 使用 し た . P 4 2 の マ ウ ス , P l の マ ウ ス は

N 3 コ ロ ニ
ー の マ ウ ス 同士を交配 して得られた も

の を, E 1 4 の マ ウス は N 3 コ ロ ニ
ー の マ ウ ス 同士

を体外受精
･ 核移植 (IV F - E T) を して得られ た

もの をそれぞれ使用 し た .
P l と E 14 の マ ウス の

性別 は , ゲ ノ ム D N A より S R Y 遺伝子 の P C R を

行 っ て決 定 した . 脳 を氷上 で摘出 し, ドライ アイ

ス で 速や か に凍結 した後, R N A 抽出まで - 8 0
o

C

で保存 した .

T o t a l R N A の 抽出

凍結保存した マ ウス の全脳に IS O G E N ( Nip p o n

G e n e , T o y a 皿 a , J ap a n) を加え, ポリ ト ロ ン にて ホ

モ ジネ -

卜 した . ホ モ ジネ - トミ夜に ク ロ ロ ホ ル ム

を加 えて よく混和 し遠心 し, 遠心後上層を回収 し,

イ ソ プロ パ ノ ー ル を等量加 えて , 全 R N A 沈殿を遠
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心 にて 回収 した . 回収 した全 R N A か ら , IS O G E N

P oly ( A)
＋ I s ol ati o n P a c k ( Nip p o n G e n e) を用 い

て
,
m R N A を精製 し た . 精製 さ れ た す べ て の

m R N A は
,
A 2 60/ A 2 80 比が 1 .7 - 1 .9 で ある こ とを

確認 した .

オリゴヌ ク レオチ ドマ イクロ ア レイ

今回の 研究で は, 約 1 2 ,00 0 個の 遺伝子 の 発現 を

確認 で きる G e n e C hip M G - U 74 A v 2 ( A f& m et ri x ,

S a n t a Cl a r a , C A) を用 い て 発 現解析を行 な っ た .

ビオチ ン化 c R N A の 調整 は G e n e C bip の プ ロ ト コ

ー ル に従い , 以下 の ように行 な っ た . r n R N A l 〃 g

か ら, T 7 - olig o ( d T) 24 -

p ri m e r と S u p e r s c rip t

II r e v e r s e t r a n s c rip t a s e (I n vit r g e n , C a rl s b a d , C A)

を 1 時間反応 させ ,
一

本鋳 c D N A を合成 した . そ

の 後 , E . c oli R N a s e H
,
E . c oli D N A p oly m e r a s e I ,

E . c oli D N A lig a s e を加えて 1 6
o

C , 2 時間反応 させ ,

最 後 に T 4 D N A p oly m e r a s e を 加 え て 二 本 蹟

c D N A を 作 成 し た . G e n e C hip S a m pl e Cl e a n u p

M o d ul e ( A f& m et ri x) を使用 して精製 した後, こ

の c D N A を鋳型 と して , Bi o A r r a y hi gh yi eld R N A

t r a n s c rip t l a b eli n g kit ( E N Z O D i a g n o sti c , N e w

Y o rk
,
N Y) を用 い て , 3 7

o

C ,6 時 間 i n vit r o t r a n -

s c ripti o n を行い , ビオチ ン標識 c R N A を合成 した .

c N A は G e n e C hip S a m pl e Cl e a n u p M o d u l e

(A f& m et ri x) で精製し, 吸光度計 によ っ て濃度 を

測定 した ･ 次 に c R N A 2 0 F L g ( 最終濃度 o .5 FL g /ill)

を断片化溶液 (40 m M T ri s 酢酸溶液, 3 0 m M 酢酸

マ グネ シ ウ ム , 1 00 m M 酢酸カ リ ウム) 中, 94 ℃ ,

35 分で反応 させ 35 - 20 0 塩基 に断片化 した .
こ の

c R N A を M E S b u fE e r 中で 45
o

C
,
16 時間 G e n e C hip

と ハ イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン行な っ た . その 後, ハ イ

プ リ ダ イ ゼ - シ ョ ン 溶 液 を 除 き , G e n e C hip

Fl uidi c s St ati o n 4 00 ( Af& m et ri x) を用 い て , N o n -

St ri n g e n t W a s h B u ff e r ( 0 .9 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム ,

5 1 .9 m M 燐酸ナ トリ ウ ム , 7 .5 m M E D T A , 0 .01 %

T w e e n 2 0) , St ri n g e n t W a sh B u ff e r (100 m M M E S ,

0 .01 M [ N a ＋] , 0 .01 % T w e e n 2 0) で洗浄後, st r e p -

t a vidi n p h y c o e ry th ri n と ビオチ ン化抗 st r e p t a vidi n

に て 染色 を行な っ た . 蛍光 シ グ ナ ル は G e n e C hip

s y st e m c o n fo c al s c a n n e r ( H e w l ett - P a c k a r d ,

H o u st o n , T X) を用 い て読 み取 っ た.

統計角牢析

読 み 取 っ た 蛍光 シ グ ナ ル を, M ic r o a r r a y S uit e

M A S 5 .0 ( Af& m et ri Ⅹ) に て C E L フ ァ イ ル に変換

し
,
R o s e 仕a R e s ol v e r ( A gil e n t T e c h n ol o gi e s , P al o

Alt o
,
C A) に イ ン ポ ー ト して

, デ
ー タ の 解析 を行

な っ た .
2 w a y - A N O V A および 1 w a y - A N O V A を

用 い て 各群間 で 検定 を 行 い , A N O V A に お け る

P - v al u e が 0 .01 未満の もの を有意 なもの と して

抽出した . また, 各 s e q u e n c e で , I n t e n sit y デ
ー

タ

に お け る P - v al u e ( (I n t e n sit y ( s e q u e n c e) -

A v e r a g e i n t e n sity ( n e g ati v e c o n t r ol s)) / e r r o r) が

0 .0 1 以 上 の も の は 発現 量 の 低 い 遺伝子( a b s e n t)

と し て 除外 し た . A f& m e t ri x の ホ
ー ム ペ ー

ジ

(h tt p :/ / Ⅵ Ⅳ w . af fy m e t ri x . c o m /i n d e x . aff K) よ り,

N et A 血 A n aly si s C e n t e r の サイ トを利用 し, 抽出

さ れた遺伝子 の A n n o t ati o n N u m b e r か ら, a n n ot a -

ti o n t a bl e を D o w n l o a d し, 遺伝子 の機能を検討 し

た
. ま た , M o u s e G e n o m e l nf o r m ati c s ( M G I)

( h ttp :/ / w w w .i n f o r m a ti c s .j a x . o r g /) や N ati o n al

C e n t e r fo r Bi ot e c h n ol o g y I n fo r m ati o n ( N C B I)

( htt p :/ / Ⅵ 耶 . n C bi . nl m . nih . g o v /) など の バ イ オイ

ン フ ォ マ テ イ クス を利用 した .

結 果

G e n e C 血ip
㊥を用 い た遺伝子発現

プロ フ ァ イリン グ

R o s e 仕a R e s ol v e r を 用 い て 解 析 を行 な っ た

( 図 1) . 2
-

w a y A N O V A を行 い , 各週齢に お い て

比較 (ti m e - sli c e) した . D R PI A ノ ッ ク ア ウ ト マ

ウ ス 脳 で は野生型 マ ウ ス脳 に比 べ て, E 14 にお い

て 1 92 遺伝子 で発現低下 , 242 遺伝子 で発現上昇

がみ られた . P l で は 2 1 遺伝子 で低下, 2 1 遺伝子

で上昇, P 42 で は 26 遺伝子で低下, 10 1 遺伝子 で

上昇 して い た .

こ の 中で in t e n sity の 平均で 2 . 0 倍以上 の 変化の

見 られた もの は , E 14 の 発現低下 にお い て 9 遺伝

子, 発現上昇で 57 遺伝子 で あ っ た . P l で は 2 遺

伝子 が 発現低下 , 3 遺伝子 が 発現 上昇 し て い た .

P 42 で は 発現 上昇 が 3 遺 伝子 の み で あ っ た ( 表

1) .
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図 1 統計解析の シ ュ ー マ

胎生 1 4 日齢 ( E 1 4) , 生後 1 日齢 (P l) , 生後 4 2 日齢 ( P 4 2) の雄の ノ ッ ク ア ウ ト マ

ウ ス ( K O) および野生型 マ ウ ス ( W T) をそれぞれ 3 匹ずつ 使用 した . 統計解析に は

R o s ett a R e s olv e r を使用 し
,
2 - w a y A N O V A に おける Ti m e Sli c e で 各適齢の 遺伝子の

発現 の違い を検定 した . A N O V A で P < 0 .01 を有意と し, I n t e n sit y P v al u e が 0 .0 1 以上

の も の は
,
発現量 の低 い 遺伝子と して除外 した .

どの 週齢に お い て も共通して変化が認め られ る遺

伝 子 群 が 重 要 と 想 定 し , そ の 有 無 を V e n n -

D i a g r a m で検討 した ( 図 2) . 3 群 の うち 2 つ 以上

で共通 して 変化の あ っ た遺伝子は , 表 2 に示す通

りで ある . E 1 4 と P 42 で発現低下 の認 め られ た遺

伝子 は n e u r o p e p tid e Y ( N p y) で あり, E 14 と P l

で 発現低下 して い た遺伝子 は t r a n s也y r eti n (T t r) ,

p oly m e r a s e ( R N A) II ( D N A di r e ct e d) p oly pe p tid e

K (P ol r2k) , O CI A d o m ai n c o n t ai n i n g 1 ( O ci a d l) ,

spli ci n g f a ct o r , a rgi ni n e/ s e ri n e - ri c h 2 ( Sf r s2) ,

H K E N C D N A l ll OOO 8 H O2 g e n e (111 00 08 H O2 Rik)

で あ っ た . ま た, E 1 4 と P 42 で 発現 の 上昇 して い

た遺伝子 は e p h ri n B 2 ( E 血b 2) であり, P l と P 42

で 発 現 の 上 昇 して い た 遺伝子 は R I K E N C D N A

4 93 057 7 M 1 6 g e n e ( 49 30 57 7 M 1 6 Rik) で あ っ た .

6 7 5

全 て の 週 齢 で 発 現 が 上 昇 し て い た 遺伝 子 は

R I K E N C D N A 2 610 042 u )4 g e n e (2 61 004 2I ,04 Rik)

で あ っ た .

考 察

D R PI A を含む伸長 ポリ グ ル タ ミ ン 病 は , 伸長

ポリ グ ル タ ミ ン顕そ の もの が細胞障害性を有 する

と考えられて い る ( g ai n - of t o xi c fu n cti o n) .
し か

し, 個々 の 疾患 に おける臨床症状や障害される神

経細胞の 分布の 違い を説明する こ と は難 しく, 各

責任遺伝子 に依存 した要素も考慮する必要が ある

と考えられ る (l o s s - of - fu n cti o n) . ポリ グ ル タミ

ン病の 治療法確立 に向けて , 包括的 な病態機序を

正確に理 解する た め には , 責任遺伝子の 生理 的機
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表1 2 .0 倍以上の 変化の あ っ た遺伝子群

Int e n s 吋A v e 巧g e

G e n e S ym b d R efS eq T r a n s c rip = D K n o ck 'o u t W ild typ e F old C h a ng e

o 1 4 D o w n

H b ♭bh l

ll1O O O8 H O2 Rik

Ufd lf

＼由m p3

H bb -b2

Ttr

M rFd9

巨 蜘 _

4 92 1 50 6J O3 Rik

R nf2

R ab ア

リs p2 2

2 51 00 4 9(19 Rik

L O C 2 80 48 7/la p

G 6FX]2/G 6 pd x

L O C 28 0 48 7 侮p

T xrld c7

S ytl

A np3 2 a

P)a gll

B 3 9 a 托3

S n x 2

2 5 1 0()4911 9 Rik

Ly 6h

Sfr s1

T p m 4

M a 伯

F2 r

G 廿2i

H n rp a3

Lypla 1

R n†1 3

R r ag a

P kia

T x nd c7

A rih 1

N M ∝)8 21 9

N M 011 6 72

N M 00 9 49 8

N M 0 1 6 95 6

N M 0 1 3 69 7

N M 03 0 11 6

5 2 .4 3 2 7 4 .5 2

1 48 .7 5 6 1 0 .7 7

4 9 .7 8 1 9 5 .3 8

1 7 .82 6 3 ,6 0

7 88 .4 2 19 8 6 .4 ア

1 91 .91 4 3 3 .01

3 5 .70 73 .9 3

0 .1 9

0 .2 4

0 .2 5

0 .2 8

0 .4 0

0 .44

0 .4 8

6 .1 0

4 5 5

4 .51

4 .43

4 .42

4 .3 4

4 .22

4 .1 3

4 .1 3

4
.1 2

3 . 87

3 .4 5

3 .0 9

2 .9 4

2 ▲9 2

2 .7 5

2 .7 5

2 .74

2 ▲7 3

2 .71

2 .71

2 .7 0

2 .69

2 .6 7

2 .59

2 .56

2 .4 6

2 .4 3

N M 0 11 2 77

N M 0 0 9()0 5

N M 0 0 10 0 41 4 3

N M 0 2 64 5 5

N M 0 1 04 9 0

/N M 1 83 2 99

N M ∝)80 6 2

ノN M 0 1 9 4 6 8

N M 0 1 04 90

/N M 1 8 3 29 9

N M 00 9 3 06

N M 0 09 6 72

N M 0()9 5 38

N M 0 20 0 26

N M 0 26 3 86

N M 0 26 4 55

N M 011 8 37

N M 1 73 3 74

N M 00 1 00 1 4 9 1

N M 01 0 7 71

N M 01 01 6 9

N M 01 0 36 5

N M 1 4 61 3 0

ノN M 1 98 09 0

N M α)88 6 6

N M 0118 8 3

N M 1 7 8 37 6

N M 0 0 88 6 2

N M 0 19 9 2 7

14 6 .2 0

74 .06

1 22 .2 0

64 .4 2

1 23 .9 1

13 8 .2 3

57 .8 2

25 7 .4 3

2 6 5 .91

4 5 .1 9

1 2 8 .7 7

5 6 .5 1

6 1 .1 0

1 3 7 .9 5

2 7 8 .4 4

4 71 .21

8 3 .96

5 7 .4 2

ll 7 .70

51 .58

10 4 . 55

4 7 .97

4 6 .9 9

54 .3 7

28 0 .2 8

1 3 3 ,8 4

2 0 6 .6 4

7 5 .1 6

2 3 .9 8

1 6 .2 9

2 7 .1 2

1 4 .54

2 8 .02

31 .8 8

1 3 .72

6 2 .33

64 .4 0

10 .98

33 .3 1

1 6 .3 8

1 9 .7 5

4 6 .9 5

95 .2 1

1 71 .1 4

3 0 .5 7

2 0 .9 2

4 3 .1 5

1 9 .01

3 8 .59

1 7 .80

1 7 .50

2 0 .38

1 08 .1 5

5 2 .23

糾 .1 4

30 .96
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G h a 2 N M 01 3 54 0

P ole3 N M 0 21 49 8

R nf1 4 N M 0 20 01 2

St1 3 N M 1 33 7 2 6

¶al N M 011 58 5

T bI3

Ela v13

G rin a

1 7 0 00 3 7 H O 4 Rik

M y o 7 a

E 13 00 1 3 N O 9 Rik

DIst

P p m l b

S m c6E1

F afl

C c a rl

S ytll

A r16ip1

C alm 3

R oh n

D I O E r出5 16 e

Fin1 4

P n ck

D 9 W s u 20 e

A rFrp1

Cln sl a

P o s t n a o n at al d a 1 D o w n

N M 1 45 3 96

N M 01 0 4 8 7

N M 0 23 1 68

N M 0 26 0 91

N M 0 08 6 6 3

N M 0 3 02 2 5

N M 0 111 5 1

N M 0 2 56 9 5

/N M 02 6 0 52

N M 0 0 79 8 3

N M 02 62 01

N M 01 8 80 4

N M 01 94 1 9

N M 00 7 59 0

N M 0()9 70 8

N M 01 2 04 0

N M 1 33 71 8

N M 0 29 7 02

N M 0 23 6 71

8 6 .1 3 3 5 .7 0

5 6 .7 5 2 3 .6 5

1 42 .86 6 1 .1 7

1 0 0 _68 4 3 .1 2

3 3 6 A O 1 4 6 ,2 0

6 1 .2 8 26 ,8 5

21 6 .41 95 .9 4

231 .4 2 1 0 3 .4 2

1 2 4 5 7 55 .75

6 3 .
4 2 28 A 3

9 2 3 9 4 1 .4 5

9 6 .1 0 43 .6 2

92 .1 0 41 .87

50 .0 5 2 2 7 7

62 .7 9

62 .3 1

85 .86

7 66 -3 5

3 9 a 1 4

2 2 5 .57

95 .0 5

1 08 .9 6

11 6 .ll

2 46 .55

7 O .5 3

8 2 .9 7

2 8 .81

2 8 .68

3 9 .7 9

3 5 6 .64

1 8 6 ,4 9

1 0 5 .6 8

4 4 ,7 3

5 1 ,3 7

5 6 .O 6

11 9 A 7

34 .2 3

4 1 .5 2

2 .4 1

2 .4 0

2 .3 4

2 .3 4

2 .3 0

2 ,2 8

2 -2 6

2 .2 4

2 ,
2 3

2 .2 3

2 .2 3

2 .20

2 .20

2 .20

2 .18

2 .1 7

2 .1 6

2 ,1 5

2 .
1 3

2 .1 3

2 .1 3

2 .1 2

2 .0 7

2 .0 6

2 .0 6

2 .0 0

6 7 7

111 00 0 8 H O 2 Rik

S p pl

P o st n a o n atal d a 1 U

N M 0 09 2 6 3

29 5 .0 2 70 7 ,0 8

47 .1 8 98 ,1 5

0 ,4 2

0 .4 8

D ch15 N M 02 1 6 0 8

2 0 10 30 9 E 21 Rik N M 02 5 59 1

N ptx r N M O2 8 76 3

/N M 0 30 6 89

A d u一t 6 w e e k U

15 5 .5 6

13 0 .8 8

2 83 .6 0

5 8 196

5 8 .09

1 40 .1 4

2 .6 4

2 .2 5

2 .02

C oll a l N M 0 07 74 2

26 1 00 4 2L O4 Rik N M 0 2 594 0

H 2 a～ N M 01 2 0 15

2 24 .62 9 6 .7 7

2 91 .29 1 3 5 .9 6

2 0 9 .80 10 5 .0 2

2 3 2

2 .1 4

2 .0 0
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轟d ult

P 4;≡
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0

0

N e o Fl at al

P l

1 6

5
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E m b r腎O

E 1 4

U p
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1

N e o n at al
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1 8

1
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E m b ry o
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図 2 各週齢における変化の あ っ た遺伝子数

各週齢に おける変化の あ っ た遺伝子数を v e n n - D i a g r a m で検討

した . 重なりの あ る部分 が
,
各過齢で 共通 して変化 して い る遺伝

子数で あり
,
胎生 1 4 日齢 ( E 1 4) と生後 4 2 日齢 ( P 4 2) で発現低

下 の認め られた遺伝子 は 1 つ ( N p y) であり, 胎生 1 4 日齢 ( E 1 4)

と生 後 1 日齢 ( P l) で 発現低下 して い た 遺伝子 は 5 つ ( T t r
,

P olr 2 k
,
O ci ad l

,
S fr s 2

,
1 1 1 00 0 8 H O 2 Rik) で あ っ た . ま た

,
E 1 4 と

P 4 2 で 発現 の上昇 して い た遺伝子 は 1 つ ( E 血b 2) で あり
,
P l と

P 4 2 で発現 の 上昇 して い た 遺伝子も 1 つ ( 49 3 0 5 77 M 1 6 Rik) で あ

っ た . 全 て の 適齢で発現が上昇して い た遺伝子 と, E 1 4 と P l で上

昇して い た遺伝子 は
,
S e q u e n c e C o d e が異なるが 同

一

の も の で あ

り 2 6 1 0 04 2 L O 4 Rik で あ っ た.

表 2 各過齢におい て共通 して変化の あ っ た遺伝子群

E m bry o d ay 1 4 P o s h a o n atal d a yl A d u托6 w e e k

G e n e S y m ヒx)I R efS e q Tr a n s ch ptI D K O W T F o 出 C h a n g e K O W T F o kl C h a n 9 e K O W T F oid C h a ng e

N py

T &

P oFr2 k

O cia d l

S舌s 2

1 110 0 0 8 H O 2 Rik

N M 』23 4 5 6

N M 0 13 69 7

N M 0 23 1 2 7

N M 0 23 4 2 9

N M
_
01 1 3 58

2 2 0 .4 6 26 1 .49 0 .8 4 D n

1 9 1 .9 1 43 3 .0 1 0,4 4 D rl
1 9 4 .2 0 30 7 .86 0 .6 3 D n

3 76 5 2 4 6 8 .57 0 .8 0 D r1

20 2 2 .2 8 2 2 4 0 .9 4 0 .9 0 D rl

1 48 .7 5 61 0 .7 7 0 .24 D n

42 1 .4 7 5 7 4 .3 4

25 5 .5 1 3 4 0 E8 3

12 5 .0 8 1 6 8 .5 6

54 & 13 5 9 1 .9 7

1 0 41 .0 $ 11 4 2 .7 6

29 5 ,0 2 7 07 .0 8

0 .7 3 3 57 .8 9 42 6 .79 0.8 4 D n
0 .7 5 D n 5 58 .77 44 2 .64 1 .2 6

O .7 4 D n 1 82 .7 2 16 0 .2 3 1 .1 4

0 .9 3 D n 111 0 .8 2 10 3 3 .3 8 1 .07

0 ▲9 1 D n 1 64 4 J 6 1 3 8 4 .4 8 1 .1 9

0 .4 2 D n 4 27 .28 38 6 .6 7 1 .ll

E 舟1b 2 N M 01 0 111

2 6 10 0 4 2L O 4 Rik N M
_
02 5 9 40

2 6 10 0 4 2L O 4 Rik N M 02 5 9 40

4 93 0 5 77 M 1 6 Rik N M 17 8 9 36

2 53 .85

5 04 .1 6

70 3 .1 0

2 0 .4 1

2 3 4 .4 8 1 .08 U p

3 0 2 .2 4 1 .67 U p

4 4 5 .4 7 1 .58 U p

2 2 .33 0 .91

K O : k n o c k o ut m i c e , VV T: vvild 吋p e m ic e , D n : d o w n 昭 g u bte d , U p : u p r e g ulate d

能を把握する こ とが重要であ る.

現在まで にポリ グ ル タ ミ ン病の 中で責任遺伝子

の生理機能 が明ら か と な っ て い る の は, S B M A 2) ,

S C A6 6) および s c A 17 8) 9) の み で ある . それ ぞれ

1 5 6 .4 0 9 6 .7 2

56 6 .4 0 3 41 .9 6

7 3 4 .4 8 4 61 .0 8

67 .18 3 8 .8 9

6 2

6 6 U p

5 9 U p

7 3 U p

1 69 .72

2 91 .29

4 70 .02

49 0 .35

12 0 ,3 1 1 .4 1 U p

1 3 5 .9 6 2 .14 U p

2 0 9 .56 2 ,2 4

3 7 1 .3 4 1 ,3 2 U p

の 責任遺伝子 は S B M A で は ア ン ド ロ ゲ ン受容体,

S C A 6 は P / Q タ イ プ C a チ ャ ネ ル ( C A C N A I A) ,

S C A 1 7 は T A T A - bi n di n g p r ot ei n ( T B P) で あり ,

それ らの 翻訳領域に存在する C A G リ ピ ー

トの 延
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長 により発病する こ とが示 されて い る .

一

方, い まだ明らか にな っ て い な い もの の うち,

ハ ン チ ン ト ン病 の 責任遺伝子 で あ る H u n ti n g ti n

に つ い て は
, 転写の 調節因子で ある可能性が考え

られて い る 1 4) 15) . 野 生型 の H u n ti n g ti n を導入 し

た 細胞 で は , 変異型 を 導入 し た 細胞 に比 べ て

b r ai n - d e ri v e d n e u r ot r o p bi c 血ct o r ( B D N F) の 発

現 が元進 して い る こ とが示 され て い る . B D N F は

その プロ モ ー タ ー 領域に転写抑制因子が結合する

シ ス エ レ メ ン ト と して n e u r o n r e st ri cti v e sil e n c e r

el e m e n t ( N R S E) を有 し て い る . E u n ti n g ti n は

r e p r e s s o r el e m e n ト 1 t r a n s c ripti o n f a ct o r/ n e u r o n

r e st ri cti v e sil e n c e r f a ct o r ( R E S T/ N R SF) を介 し

て その 機能を抑制する ことで , B D N F の 発現 を元

進させ , さら に B D N F だけで なく プ ロ モ
ー

タ
ー

に N R S E を持 つ 遺伝子 の 発現 を調 節 して い る と

考えられて い る .

D R PI J A に つ い て も, D R PI A 蛋白が転写調節因

子で あ る E T O / M T G 8 に結合する こ と か ら, 転写

制御 に 関 与す る 可 能性 が 考 え ら れ て い る 1 6)

D R PI A 蛋白 と E T O / M T G 8 は m Si n 3 A , ヒ ス ト ン

脱 ア セ チ ル化酵素 (ⅢD A C) と核内で共存 し, 蘇

写抑制に働く こ と が示されて い る .
シ ョ ウ ジ ョ ウ

バ エ を用 い た研究で は, ヒ ト D R P I A 遺伝子 の 相

同遺伝子で ある A t r o が転写の c o - r e p r e s s o r と し

て 機能 して い る ので は か ､ か と考えられて い る
1 2)

A t r o は シ ョ ウジ ョ ウバ エ の 発生過程 に おい て , 前

後軸 ･ 背旗軸 が決定 され た後に , p ai r - r ul e 遺伝

子 群の e v e n - s kip p e d ( e v e) お よび h u c k e b ei n

( h k b) と C 末 にお い て結合
･ 相互作用 し, 転写

抑制 因子で ある e v e とと もに作用する . また , レ

ポ ー タ ー 遺伝子を用い た培養細胞で の
一

過性発現

系 で は , 全 長 正 常 D R PI A 蛋白 が C R E B およ び

p 53 依存性の 転写活性化を抑制する こ と が示 され

て い る
17)

D R PI A が転写制御に関 わ っ て い る と仮定する

と
, そ の 欠損に よ っ て , 種々 の 遺伝子 の 発現 に変

化をきたすこ とが考えられ る . マ イ ク ロ ア レイ を

用 い た遺伝子発現プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ っ て , そ

れ らの 遺伝子の 発現変化を網羅的に調 べ る こ と が

可能で あ る . 近年, ポリ グ ル タミ ン病 の モ デル マ

ウス および細胞を用い た マイ ク ロ ア レイ の 研究が

いく つ か 報告 されて い る
18 ト 2 1) が, そ の 責任遺

伝子 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を用 い た研究は報告が

ない .

D R PI A ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス は, 胎生 敦死 に な

らず, 寿命も野生型 マ ウ ス と ほぼ同 じで あ る . 体

重 は野生型 よりも少なく, そ の表現系は, 尾を持

ち上 げた ときに , 四肢を屈曲させ る運動や 体幹を

捻転させ る運動 を示 す
13)

. 明 らか な失調歩行 や

痘撃などはみ ら れな い . 脳垂 は野生型 に比 べ て 小

さ い が, 病理学的 に明らか な神経細胞 の 脱落や 変

性 は認 め られ な い . D R PI A ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス

が 明 らか な表現系 を呈 さな い た め , D R P I A の 生

理 的機能を追及するた め に は包括的なプロ フ ァ イ

リ ン グ が強力な手段となりう る と考えられ る . 本

研 究で は , D R PI A 蛋白の 個体 にお ける生理 的機

能を明 らか に する た め に , D R PI A ノ ッ ク ア ウ ト

マ ウス を使用 し, 遺伝子発現 プ ロ フ ァ イリ ン グ を

行な っ た .

R o s e tt a R e s ol v e r を用 い た解析 で , 各 時期 に お

い て
, 統計学的に有意差をもち, 2 .0 倍以上 の変化

を示 して い る遺伝子 は, 表 1 の 通りと な っ た . P l

および p 42 で は, 変化の あ っ た遺伝子数 は少ない

が, E 14 で はそ の 数 が多く, とく に発現 が上昇 し

て い る 遺 伝子 群 が 多 か っ た .
こ の こ と か ら

,

D R PI J A 蛋白が発生 の段階にお い て 重要な役割を

担 っ て おり, 生後は何 ら か の代償機転が働 い て い

る と考えられ る .

ま た , 各時期 に共通 して 発現 が低下 して い た

遺 伝 子 は ,
N p y , Tt r , P ol r2 k , O ci a dl , S fr s 2 ,

11 100 08 Ⅲ02 Rik であり, 共通して発現が上昇してい た

遺伝子は E 血b 2 , 2 61 00 42 LO 4 Rik , 49 3057 7 M 1 6 Rik

で あ っ た ( 表 2) .
N P Y は神経系に多量 に存在す

る神経 ペ プチ ドで あり, 中枢神経系で は下垂体ホ

ル モ ン の 分泌を冗進さ せ, 末梢神経系で は血管を

収縮させ血圧を上昇させ る働きが ある . 摂食や脂

質代謝に関連 しており, N P Y の 脳室 内投与に より

摂食が 冗進し, レ プチ ン欠損 マ ウ ス ( o b/ o b 肥満

マ ウ ス) と N P Y ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス を交配する

と体重増加 が抑制さ れる こ と が知 られ て い る
22)

ま た, N P Y ノ ッ ク ア ウ トマ ウス で はて ん かん誘発
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性も認 め られ て い る 2 3) . N P Y の 発現 は普遍的転

写因子 ( C R E B , A P - 1 , A P - 2 , S p l) 結合 エ レ メ ン

トおよび神経系に特異的な C a2 ＋/ カ ル モ ジ ュ リ ン

反応 エ レメ ン ト( C a M R E) と神経反応因子 ( N G F)

反応 エ レ メ ン トに よ っ て 調 節 され て おり N R S E

は も っ て い ない 2 4) . m は肝臓 や脈絡叢で 産 生

され, そ の 変異蛋白は プ レ ア ル ブミ ンと して家族

性ア ミ ロ イ ド - シ ス の 原因蛋白と して知 られて い

る が, 甲状腺 ホル モ ンや レチ ノイ ン酸と結合 して

輸送する働き がある . また
, β ペ プチ ドと結合す

る こ とか ら神経変性に対して保護的な作用を持つ

こ とが考えられて お り, う つ 状態 と の 関係も報告

されて い る 2 5) . p ol r2 K は m et all o thi o n ei n - I g e n e

t r a n s c rip ti o n a cti v at o r ( M t - a) であり, m et all o th -

i o n ei n は神経細胞 内の 亜鉛の 濃度 を調節する働き

があ る こ と などか ら, 神経細胞 の 変性に影響を及

ぼす可 能性も考え られ る
2 6)

. o ci a dl は
,
マ ウ ス

の発 生過程 に お ける血管形成 に寄与 して い る 2 7)

S 血
･

s2 は
,
S C - 3 5 と して R N A の ス プ ライ シ ン グ

に関与 して い る こ と が知 られて おり, h e r e dit a ry

n e u r algi c a m y o t r o p h y ( H N A) の 原因遺伝子 で あ

る
2 8)

. ま た m y eli n r e g ul a t o r y f a ct o r - 1 ( M R F - 1)

と もい われ , m y eli n e b a si c p r o t ei n ( M B P) の 発

現 調節 も行 を っ て い る 2 9) .
E 血b 2 は E p h ri n 受 容

体 E p h b2 を介 して , N M D A 受容体 の リ ン酸化や

それ による C R E B の リ ン酸化を行い , 細胞内カ ル

シ ウ ム 濃度 を調節 して, シ ナプス の 発達や可塑性

に関係して い る こ と が知られて い る 3 0)

こ れら変化の あ っ た遺伝子 に お い て転写調節領

域にすべ て に共通 する エ レ メ ン ト は認め られなか

っ たが, こ れら遺伝子の発現量の 変化が, D R PI A

の 病態 に 関連 し て い る こ と も考えられ, D R P I A

蛋白が転写調節に 関連 した作用を持 っ て い る こ と

が推測され る .

また
,
D R PI A ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は胎生 敦死

にならず, 寿命も野生型 マ ウス と同 じで ある こと,

さらに今回の発現解析で も遺伝子の著明な発現変

化 を 認 め な か っ た こ と は , 個 体 レ ベ ル で は

D R P L A 遺伝子 が ノ ッ ク ア ウ トさ れた こ と に対 し

て何 ら か の 代償機構 が働く こ とが考 えられ る . 近

年 R N Ai を用い 神経変性疾患 の 治療に応用する試

みが なされて い る が , 増大ア リ ル 特異的なプロ
ー

ブの 開発は 困難 が伴う . 今回 の 結果 は, 今後の 治

療 にお い て D R P I J A 遺伝子 を, ア リ ル 非特異的に

ノ ッ ク ダ ウ ンする こ と の 安全性を示唆して い る と

考 え られた .
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An n H u m G e n et 6 2 : 3 9 7 1 4 0 0
,
1 9 9 8 .

29) H a q u e N S , B u c hb e rg A M an d E h alili K : I s ol ati o n

a n d ch a r a ct e ri z ati o n of M R F - 1 , a b r ai n - d e ri v e d

D N A - bi n di n g p r ot ei n w i也 a c a p a city t o r e g ul at e

e x p r e s si o n of m y eli n b a si c p r o t ei n g e n e . ∫ B i oI

C h e m 2 6 9 : 3 1 1 4 9 - 3 1 1 5 6
,
1 9 9 4 .

3 0) T ak a s u M A , D alv a M B , Z ig m o n d R E a n d

G r e e n b e rg M E : M o d ul ati o n of N M D A r e c ep t o r -

d e p e n d e nt c al ci u m i n 且u x a n d g e n e e x p r e s si o n

也r o u g h E ph B r e c e p t o r s . S cie n c e 2 9 5 : 4 9 1 - 4 9 5 ,

2 0 0 2 .

(平成 1 7 年 1 月 21 日受付)

1 - 2 2
,
1 9 9 5 .
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