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培養細胞を用 い たポリ グ ル タ ミ ン病に おける

細胞機能障害の検討
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要 旨

ポ リ グ ル タ ミ ン病は
,
疾患遺伝子内に ポ リ グ ル タ ミ ン を コ ー ドする C A G リ ピ ー ト配列を有

し
,

こ の ポ リ グ ル タ ミ ン 鎖が増大す る こ と に より細胞毒性を獲得す る と考えられ て い る . し か

し
,

ポリ グ ル タ ミ ン 鏡の 詳細な細胞障害機序 に つ い て は 現在なお不明な点が多 い . ポ リ グ ル タ ミ

ン病で の 早期の 細胞機能障害は可逆的で あり
, 今後の 治療開発 に お い て重要と考えられる . 本研

究 で は こ の早期機能障害を検討するため
,
生細胞 で個々 の細胞 に おける細胞機能が検討可能な

,

発現を誘導可能で安定 に ポ リ グ ル タ ミ ン 鏡を発現 する細胞系を作成 し た. こ の系の解析 に より

増大ポリ グ ル タ ミ ン鋳の 分解抵抗性, 細胞内蓄積傾向を明 らか と し
, 凝集体形成 に先立 っ た早

期の エ ビ キチ ン ･ プ ロ テ ア ソ ー ム 系の障害および c A M P 反応性配列を介する転写抑制を証明 し

た .

キ
ー

ワ
ー

ド : ポ リ グ ル タ ミ ン 錆, 伸長数
,

C R E 関連転写抑制
,

エ ビ キ チ ン ･ プ ロ テ ア ソ ー ム 系,

分解遅延

は じ め に

以下 の 9 種の 疾病 [球脊髄性筋萎縮症,
ハ ン チ

ン ト ン病 , 菌状核赤核淡蒼球 ル イ体萎縮症, 脊髄

小脳失調症 1 型 , 2 型 , M a c b a d o - J o s e p h 病, 育

髄小脳失調型 6 型, 7 型, 1 7 型] は球脊髄性筋香

箱症 ( 伴性劣性遺伝) を除き, 常染色体優性の 遺

伝形式を呈 し, 小脳性失調を中核と した神経症状

を呈する . 9 疾患 とも疾患原因遺伝子が 同定され

てお り, 原因蛋白質中にグ ル タ ミ ン連続配列領域
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( ポリグ ル タ ミ ン鋳) を有 し
,

こ の ポリグ ル タ ミ

ン鎖の 増大により疾患が引き起 こ される こ と が明

ら か とな っ て い る . ポリグ ル タ ミ ン鎮の 伸長 は 3 5

- 4 0 リ ピ ー トを閥値と し て 発症 し
,

リ ピ ー ト数

と発症年齢と の 間に負の相関を呈する (脊髄小脳

失調症 6 型の み闘値は 20 前後) .

一 部 の 疾患で は,

世代を経る毎に,
こ の リ ピ ー

ト数の 増大が引き起

こ され,
それ に伴 い

, 発症年齢が若年化する特徴

がみ られる ( 表現促進現象 ; a n ti cip ati o n) . 病理

学 的特徴と し て は
, 神経 系が選択 的に障害 され,

神経細胞 の核内に増大ポリ グ ル タ ミ ン鏡陽性の凝

集体 を認め る
1) ‾ 5)

.
こ う した点 か ら , ポリグ ル

タ ミ ン の 伸長が これらに共通した原因で ある と考

えられ
,
ポリグ ル タ ミ ン病 と い う疾患概念 で包括

されて い る 6)
.

ポ リ グ ル タ ミ ン 病の 病態機序 は
, 原因蛋白質内

の ポリグ ル タ ミ ン伸長がな んら か の細胞障害性を

獲得 し ( g ai n of t o x i c fu n cti o n) , 神経細胞機能障

害を経 て 最終的に神経細胞死に至ると考えられて

い る . し か し
,

こ の 神経細胞機能障害獲得性, お

よび
, その 機能障害の 本態 は解明され て い ない .

凝集体自身による細胞機能障害性も報告されて い

るが 1)
, 凝集体は細胞保護の結果 である と い う報

告 もあり 7)‾ 9)
, な お統

一 的な見解に い た っ て い

な い
. 凝 集 体 の 免疫 組織 化 学 に よ る 解析 で は

Ⅷ I1 30 ,
C B P

,
Sp l 等 の 転写因子や転写 関連因

子 の取込みが確認され, 増大ポリグ ル タ ミ ン錯に

より引き起 こ される細胞機能障害 の
一

つ と し て
,

転写障害が 唱えられて きた 5) 1 0 ト 1 3)
. 実際,

い く

つ か の グ ル ー プにより,伸長 ポリ グ ル タ ミ ン錯 と

C B P
,

T A F II1 30 ,
Sp l 等 の 転写因子や転写 関連 因

子 と の 結合が証明され,
c A M P 反応性配列 (以下

C R E) を介した転写を阻害する こ とが明ら か にさ

れて い る
10)‾1 7)

.

一 方,
これら の凝集体は エ ビキ

チ ン陽性であり,
か つ ヒ ー

ト シ ョ ッ ク プロ テ イ ン

や プ ロ テ ア ソ ー ム の 構成成 分をも含む こ と か ら ,

転写障害以外の機能障害と して エ ビキチ ン ･ プ ロ

テ ア ソ ー ム 系 ( 以下 U P S) 等 の 蛋白分解系 の 機

能障害も疑われて きた 18 ト 2 0)

し か し,
こ れら の 機能障害 が,

い つ か ら, どの

ようAilr挺番 で始まる の か , 凝集体と の 関連はどう

か
,

つ まり, 機能障害が神経変性をきたす主 たる

原因である の か , 神経変性後の 結果で ある の か い

まだ証明されて い な い 1 4) 2 1)
. y a m a m ot o ら の ハ ン

チ ン ト ン病 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を用 い た検

討 2 2) で は
, 変異 ハ ン チ ン チ ン の 発現を止 める こ

とで, 既 に出現 して い た表現型 の 改善や核内凝集

体の 減少等の病理所見の 改善を認 め
, 早期 の病態

が可逆的に改善しうる こ とを示唆 して い る . 加え

て 本疾患群 は発症するまで長期 の 無症候期間を有

する点か らも, 発症に先立 っ たも しくは神経変性

の早期に認 められる機能異常がポリグ ル タ ミ ン病

の 発病機序および治療の タ
ー ゲ ッ トポイ ン トと し

て重要であると考えた . こ の 早期機能異常を明ら

か にするた め に
,

ポリ グ ル タ ミ ン錯を発現誘導可

能 で
, 鎮長の 違い の み で遺伝子導入 部位が染色体

上 で同 一

な安定細胞株を作成 し た
. 細胞疾患 モ デ

ル は動物疾患 モ デル にくら べ
, 発現 の コ ン ト ロ

ー

ル が容易であり, 均 一

な細胞系で の 解析 が可能,

か つ 解析時期をより早期に設定する こ と が可能 で

ある . さらに, 蛍光蛋白質を用 い
, 個 々 の 細胞 で

,

目的蛋白質の状態, 細胞機能を調 べ る こ と がで き

る . 作成 した モ デ ル細胞株を用 い
, ポリグ ル タ ミ

ン 鏡 発現 と C R E を介 した転 写機 能解析 お よび

U P S 機能解析を行 っ た結果を報告する .

方 法

ポリ グル タミ ン頚発現プラ ス ミ ドお よび C R E

を介 した転写 レポ ー タ ー プラ ス ミドの作成

菌状核赤核淡蒼球 ル イ 体萎縮症 ( D R P L A) 遺

伝子を患者 および健常者 ゲノ ム か ら p oly m e r a s e

ch ai n r e a cti o n ( P C R) 法 に て p ri m e r ( 5 -- T G 〟Ⅰ
､

C T C G A G C G C C A C C År G G T C T C A A C A C År C A C C

A T C A C
,

5 l- T G A T G A A m C T A G G A G G G G G C C C A

G A G m C C G T G) を用 い増幅 し
,
得られた D N A 断

片を Ⅹh o I/ E c o RI で切断
, p H c R e d - N l ( Cl o nt e c h)

の X h o I/ E c o RI 切断部位( E c R e d の 上流) に挿入 .

こ れら の pl a s m id を鋳型と し て D R P I A
-

Q 1 2
,
32

,

5 6
,

7 9 - H c R e d の 領域を p ri m e r 5 - -

A A A A A G C T

T C G C C A C C A T G G T C T C A A C A C A T C A
,

5 T - A 丸1 A

A A G m G G A C A A A C C A C A A m G A A T G C A G を
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用 い P C R 法にて増幅, Hi n dIII で切断後 p c D N A 5/

F R Y/ T O (I n vi t r o g e n) の Hi n dIII 切断部位に挿入

した . こ の プラ ス ミ ドを D R P L A - Q n (Q n は異な

る長 さ の ポリ グ ル タ ミ ン 鎮長 を示 す) と し た .

D R PI A - Q n の C 末 A g eI 切 断 部 位 に m y c 配 列

E Q K u S E E D L を挿入 し, p T
-

D R P I A - Q n
-

m y c -

H c R e d を作成 した .

C R E を介 す る転写機 能 の レ ポ ー タ ー と し て
,

P C R E - d 2 E G F P ( C l o n t e c h) を鋳 型 に C R E
-

T A T A - d2 E G F P 領 域 を p ri m e r 5
L

A A A G A T A T

C G C A C C A G A C A G T G A C G T C A G C T G C C A G A T
,

5
I -

A A A C T C G A G C T A C A C A T T G A T C C T A G C

A G A A G C A C を 用 い P C R 法 に より増 幅 し
, P T -

D R P L A -

Q n - H c R e d の H c R e d 領 域 の 下 流 ,

E c o R V/ Ⅹb oI 切断部位 に挿入 した (p T
-

D R P L A -

Q n
- H c R e d/ C R E - d2 E G F P) . 作成 した プ ラ ス ミ

ドは A B I P RIS M 3 100 G e n eti c A n aly z e r ( A p pli e d

B i o sy st e m s) に て 塩基配列 の 確認を行 っ た
.

安定細胞株の作成および細胞培養

作成 した p T - D R P L A
-

Q n
- H c R e d/ C R E d2 E G F P

を p O G (In vit r o g e n) とともに Flp - I n - T
-

R E x
-

29 3 細胞 (I n vi t r o g e n) の Flp リ コ ン ビナ
- ゼ標的

部位に E ff e ct e n T r a n s fe cti o n R e a g e n t ( キ ア ゲン)

を用い導入 した. H y g r o m y ci n 2 0 0 〃g/ m l 存在下 に

て 培養し安定細胞株 を得 た ( D R PI A
-

Q 1 2
,

3 2
,

5 6
,

7 9 - H c R e d/ C R E d 2 E G F P / H E K 2 9 3) . 細 胞 培

養は D ulb e c c o

'

s M o di 鮎d E a gl e M e di u m ( GIB C O)

に1 0 % F et al B o vi n e S e ru m , H y g r o m y ci n 1 00
.
u g /

m l , Bl a sti cidi n 5 / ∠g / m l を添加 した培養液を用 い

3 7 ℃
,

5 % C O 2 の 環境下 で継代, 維持を行 っ た.

蛍光強度測定法お よびウ エ ス タンプロ ッ ト法に

よるポリグ ルタミン頚発現の解析

ポリグ ル タ ミ ン錯- H c R e d の 蛍光測定は 35 m m

径 p oly
- D - 1y si n e 処理 , ガ ラ ス ボ ト ム デ ィ ッ シ

ュ ( M a 汀 ek) で各細胞株を培養した後 , 細胞培

養液 に d o x y c y cli n e を 1
F
L g/ m l 濃度で添加 し

,
餐

光顕 微鏡 ( ニ コ ン T E - 3 0 0 N T) お よび o R C A
-

E RII
,

A Q U A C O S M O S 蛍光 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア

( 浜松ホ ト ニ ク ス) を用 い
, 励起 540

-

5∂O n m / 吸

光 60 0 - 660 n m の 条件下で観察した .

ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法 は d o x y cy cli n e で発現誘導

後 o , 6 , 1 2 , 4 8 , 7 2 時間 ごとに細胞 を回収 し, 浴

解バ ッ フ ァ
ー

(2 5 m M H E P E S p H 7 .5 , 5 0 m M N a Cl ,

1 % N P 4 0
,

1 0 % gly c e r ol
,

1 m M P M S F
,
1 Ⅹ c o m

-

pl e t e m i ni; R o c h e) で細胞溶解,
B C A 法で蛋白濃

度 を測定後, 各 8 / ∠g を用い 行 っ た. ポリグ ル タ ミ

ン鎖 は抗 c
-

m y c 抗体 ( マ ウ ス モ ノ ク ロ
-

ナ ル: c at

N o . 16 6 7 1 4 9; R o ch e) を用 い E C L ＋ plu s W e st e r n

B l o 仕i n g D et e cti o n S y st e m ( A m e r s h a m Bi o s ci e n c e)

に て検 出 した . さ らに S ci o n l m a g e fb r W i n d o w s

( S ci o n C o r p o r ati o n) を用 い て デ ン シ ト メ ト リ
ー

解析を行 っ た
.

パ ル ス チ ェ イス解析

D R PI A - Q 1 2
,

79 - H c R e d/ C R E d 2 E G F P/ H E R

2 9 3 に d o x y cy cli n e ( l 〟g / m l) を添加, 2 時間後,

1 5 分間 メ チオ ニ ン非含有培養液 に変更し培養し

た の ち
,

3 5
s

- メ チ オ ニ ン/
3 5
s - シ ス チ ン 0 . 1 m Ci/

m l ( r e di vu e P r o
-

m ix L
-

[
3 5

s] in vi t r o c ell l a b el -

i n g m i x : A G Q OO80; Am e r sh a m Bi o s ci e n c e) 存在

下で 3 0 分 間培養,
1 回 p h o sp h at e b uff e r e d s ali n e

で洗浄後 d o x y c y cli n e と アイ ソ ト
ー プを除い た通

常 の細胞培養液に換え, 0 , 6 , 12 , 2 4 , 4 8 , 7 2 時間

毎に細胞を回収 し, 細胞 ラ イ セ -

トを 一 次抗体 抗

c
-

m y c 抗体
,

二 次抗体 D y n ab e a d s M - 4 5 0 ( 抗 マ

ウ ス 抗体 ; D Y N A L) に て 免疫沈降を行 い S D S
-

P A G E に て泳動 後, 固定液 ( 5 0 % メ タ ノ ー ル ＋

1 0 % 酢酸) で処理 し
, 乾燥,

B A S 2 000 ( F uji) に

て 定量解析 し た .

#l胞系を用い た U P S 機能評価法

D R PI A
-

Q 1 2 , 7 9 I H c R e d/ C R E d 2 E G F P / H E R

293 を d o x y c y cli n e ( 1F L g / m l) で 5 0 時間発現を誘

導 した の ち
,

プ ロ テ ア ソ ー ム 阻害薬で ある N -

a c e ty 1 - 1 e u - 1 e u - n o rl e u ci n al ( 以下 A L L N ) 各 l o

∫

" g / m l の 濃度 で細胞培養液に添加 し た . 引き続

き 5 0 時間3 7 ℃
, 5 % C O 2

の 条件下 で培養し
, 栄

光顕微鏡によ る H c R e d 蛍光観察 (励起 5 4 0 - 58 0

n m / 吸光 600
-

660 n m ) をお こ な い A L L N を添加

し て な い 細胞群 と添加 した 群 と の 蛍光強度を
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H E K 2 9 3 [ T
-

R E X 2 9 3 c ell (I n v it r o g e n )]

ポリグル夕ミ ン鎖 発現顔域 C R E 関連転写リポ ー タ - 蘭域

図 1 ポ リ グ ル タ ミ ン誘導安定細胞株 の 作成

Flp - In - T - R E x - 2 9 3 細胞
_
(I n vi tr o g e n) の Flp リ コ ン ビ ナ

- ゼ 標 的部位

( F R Y) に . ポ リ グ ル タ ミ ン 錯- H c R ed 融合蛋白発現領域
,

C R E 配列 下 に

d2 E G F P を有する プ ラ ス ミ ド を F R T に組 み 換え導入 した . 作成 した 細胞株は

d o x y cy cli n e で ポ リ グ ル タ ミ ン 鏡を発現誘導し
,

c A M P 刺激で C R E を介 した 転

写活性 の レ ポ ー タ ー と な る d 2 E G F P を発現す る.

A Q U A C O S M O S 蛍光解析 ソ フ ト ウ ェ ア ( 浜松 ホ

ト ニ ク ス) を用 い 解析 し た .

D R PIA -

Q 1 2
, 7 9 - H c R e d/ C R E d 2 E G F P / H E K

2 9 3 に , Eff e c t e n T r a n s fe cti o n R e a g e n t ( キ ア ゲン)

を用 い p d 2 E G F P
-

N l (Cl o n t e c h) を遺伝子導入後
,

d o x y c y cli n e ( l 〟g / m l) を添加 し D R P L A
-

Q n
-

H c R e d の誘導を行 っ た . 4 8 時間後, 蛋白合成阻害

薬C y cl o b e x i m id e ( C H X ; 1 0 0 〃g / m l) を培養液に

添加 . その 後,
o

,
1

,
2

,
3

,
4 時間ごと に細胞を回

収し, その ライ セ -

トを S D S - P A G E
,

ウ エ ス タ ン

ブ ロ ッ テ ィ ン グ法 (1 次抗体 : u vi n g C ol o r s A
.
Ⅴ

.

P e p tid e 血Itib o d y
- H R P c o nj u g at e; Cl o n t e c b) に

よ り 残存 d 2 E G F P を評価 し た . 定量 解析 に は

T y p h o o n 9 4 0 0 ( Am e r s h a m B i o s ci e n c e) ,
I m a g e

Q u a n t ( A m e r s h a m B i o s ci e n c e) を用い た. d2 E G F P

はその C 末に U P S による分解 タ ー ゲ ッ トと なる

p E S T ア ミ ノ酸配列 を有 し U P S に よる易分解性

を呈する (半減期約 2 時間) た め,
d 2 E G F P の減

衰 (分解) の程度は U P S 機能を反映して い る.

C R E を介した転写機能の レポ ー タ解析

D R P I A
-

Q 1 2 , 7 9
-

H c R e d/ C R E d 2 E G F P/ H E R

2 9 3 を 3 5 m m ガ ラ ス ボ ト ム デ ッ シ ュ で 培 養後 ,

d o x y c y cli n e (l 〟g / m l) を細胞培養液に添加,
7 2

時 間後 ,
cp t

- C A M P ( SI G M A) 0 .2 m M お よ び

1 .O m M を細胞培養液に漆加 . 4 8 時間後, 蛍光顕微

顔 ( ニ コ ン T E - 3 0 0 N T) お よ び O R C A
-

E R II
,

A Q U A C O S M O S 蛍光解析ソ フ トウ ェ ア (浜 松 ホ

ト ニ ク ス) を用 い
, 励起 4 65 - 4 9 5 n m / 吸光 5 1 5 -

5 5 5 n m に て蛍光強度 を測定 した . 測定 は細胞毎

に 関心領域 ( R O I) を設定 し, 各々 1 2 0 細胞 にお

い て , R O I 内の 蛍光強度 の 平均を求め た. 核内凝集

体形成 の 有無 における転写活性の 比較は
,

d o x ㌢

c y cli n e (1 F L g / m l) を細胞培養液に添加, 120 時

間後,
C A M P (0 .

2 m M
,
1

.O m M ) の刺激を 48 時間

行 い
, 核内凝集体の有無別に, 各々 7 0 細胞 にお い

て 蛍光強度を測定 した.

結 果

樹立 した細胞に おける d o x y c y eli n e によるポリ

グルタミン鏡発現誘導

樹立 し た D R P I A
-

Q 12
,

32
,

5 6
,

79
-

Ⅲc R e d/

C R E d 2 E G F P/ H E K 2 93 ( 図 1) を d o x y c y cli n e ( 1

〃g / m l) で刺激しポリ グ ル タ ミ ン鎮発現 を誘導

した ( 図 2) . 細胞内 H c R e d 蛍光強度は ポリ グ ル
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Q 12一発現細胞

r‡c R e d

Q 7 9
一

発現細胞

H cR ecl

'

= 5 0
′
ヽ′

.ヨ 4 仰

i 3 0 0

v

Cy
2 (刀

芸1 00

; o

召 5㈹

責 4 a)

I

g 300

(フ
､

J

2 00

髄
麿 1 00

i o

0 6 12 24 48 72

( 時間)

0 6 I2 24 36 4S 72

(時間)

Q 1 2

Q 3 2

Q 1 2

Q 3 2

Q 5 6

Q 7 9

頻度

5( X 氾

4 (XX)

3 0 O O

2(X 氾

1 0 0 0

0
2 O O

頻度

5 O O O

4 O O O

3 ㈱

2 ㈱

i() α)

0

輝度

4 0 0 6(氾 S( X) 1D o e

蛍光 ヒス トグラム(H c R e d)

l一賓

2 00 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0C O

蛍光ヒ ス トグラム( H c R e d )

d( Ⅸ y c y c且n e 処理(1 JL g / mi )

o 6 1 2 2 4 4 8 7 2 ( 時間)

- 3 5 k

- 3 0 k

- 3 5 k

- 5 0 k

- 3 5 k

ー5 0 k

ウ エ ス タン プロ ツ ティ ン グ

1 次抗体 : a n t ト c
一

皿 y c ( m o u s e m o n o clo n al)

2 次抗体 :a n ti m o u s e lg G

Q 5 6

Q 7 9

( × 10 8)

16

コ,

i 1 4

ヾ
一

1 2

ノ

ゝ 10

′

こ 8

I

蔓 6

*
4

2

0

頻度

5 0 O 9

4 00 ()

3 0 0 9

R OO D

1lX K )

8

2 e O 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0CK)

蛍覚 ヒス トグラム(H c R e d)

頻度

5 ( 料)

ヰ() 咲)

3(X 米)

20 0 e

l e OO

O 輝度
2 00 4( 汁) 6 0 0 8 0 0 1 ㈱

蛍光 ヒス トグ ラム( H c R e d)

D Q 1 2

E3 Q 3 2

E5] q 5 6

E= Q 7 9

6 1 2 2 4 4 8 7 2 (時 間)

d o E y C y Cli n e 処理後経過時間

図 2 ポ リ グ ル タ ミ ン 鎖 の 発現量お よび 発 現 分布の 相違 (Q 12
,
3 2

,
5 6

,
7 9)

A : Q 7 9 - H c R ed は Q 12 - H c R e d に比較 し て
. より.

I:a
-

い 蛍光強度を認 め た . 右 グ ラ フ は 各 々 2 0

細胞を測定 した平均 の蛍光値の 経時的推 移を ′f
-

.

-

す . ( グ ラ フ 中 の エ ラ ー バ ー は標準誤差を

表す. )

B : 伸長数 の 増大に と も な い H c R e d 蛍光強度 が lうi す る傾向を認 め た
.

こ の 結果 か ら 伸長数

依存性 の 細胞内の ポ リ グ ル タ ミ ン鎖 の 蓄揃が 疑 わ れ た . 左図 は H c R e d 蛍光撮影
,
右図 は

そ の 蛍光強度の ヒ ス トグ ラ ム 解析を示 し た.

C : ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法に よ る検出 ( 左) お よぴ
,
そ の デ ン シ ト メ ト リ ー 解析 ( 右) を行

い
,
増大 ポ リ グ ル タ ミ ン 鎮 の 伸長数 に 依存 し た在時的蓄積を認め た

.

3 5
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3 6 9 1 2 2 4 (時 間)

Q 1 2 - H c R e d

Q 7 9 - H c R e d

i 1 0 0

&

霊 8 0
ノ＼

;
f

6 0
. - ゝ
■
●■

■
ヽ

聖 4 0

%
.
.ゝ

･? 2 0
)卜
I

i;
u ?

o

Q 1 2

0 1 2 2 4 4 i 7 2 ( 時節)

ラ ベ リ ング後経過時間

図 3 ポ リ グ ル タ ミ ン鏡 (Q 1 2
, Q 79) の パ ル ス チ エ イ ズ 解析

D R PI A - Q 12
,
79 - H c R e d/ C R E d 2 E G F P/ H E K 2 9 3 を d o x y cy -

cli n e で 2 時間誘導後
,

35s - メ チ オ ニ ン に より ア イ ソ ト ー プ ラ

ベ ル を行 い
,

ポ リ グ ル タ ミ ン 鎖 の 分解を検討 した . 増大 ポ リ グ

ル タ ミ ン 鏡は 正常 ポ リ グ ル タ ミ ン 鎮に く ら べ
,
分解 の 遅延を

み と め る . 右 グ ラ フ は チ ェ イ ス 開始時 の 蛋白量を 1 0 0 % と し

た 減衰 ( 4 回の 実験 の 平均± 標準誤差) を示す.

タ ミ ン伸長数 に相関 し て 高く な る傾 向を示 した

( 図 2 A , B ) . 異な るポリ グ ル タ ミ ン鎮長毎の 細胞

内発現量 の経時的増加をウ エ ス タ ン プロ ッ ト法に

て検出し
,
デ ン シ ト メ トリ ー 解析よ っ て 評価 した

( 図 2 C) . 発現誘導開始時 か ら 7 2 時間 の 観察 で
,

Q 1 2 鎖は 1 2 時間以降ほぼ
一 定の 蛋白量が維持 さ

れた の に対 し, Q 32 , Q 5 6 , Q 79 金削ま軽時的に蛋白

量の 上昇がみ られ
, 特に増大 ポリ グ ル タ ミ ン鋳で

ある Q 5 6
, Q 7 9 にお い て顕著であ っ た

.

ポリ グルタミン讃の細胞内代謝

増大ポリ グ ル タ ミ ン鎖が蓄積 して い く こ と か

ら
,

ポリグ ル タ ミ ン鋳 ( Q 1 2 および Q 7 9) の細胞

内代謝をパ ル ス チ ェ イ ス 法 により解析 した ( 図

3) . 先行して 2 時間ポリグ ル タ ミ ン錬 (Q 1 2
, Q 79)

の 発現誘導後,

3 5 s - メ チオ ニ ン ラ ベ リ ン グを行い

解析 した結果, Q 1 2 鏡は半減に い た るまで約 8 時

間を要した の に対 し, Q 7 9 鎖 で は約 2 2 時間を要

し
, 増大ポリ グ ル タ ミ ン鋳で は細胞内蛋白分解 が

遅延 して い る と考 えられた .

ポリグル タミン卓の U P S に対 する影響

次 に
, 本蛋白分解に対する U P S 系の 関与を見

るため に
,

プ ロ テ ア ソ ー ム 阻害薬を用 い
, ポリグ

ル タ ミ ン鋳代謝の 検討を行 っ た
. 5 0 時間, ポリグ

ル タ ミ ン鎮 (Q 1 2 および Q 7 9) を発現誘導後, プ

ロ テ ア ソ ー ム 阻害薬 A L I ∬ ( 1 0 〃 g / m l) を添加

し
,
さらに 5 0 時間培養した後, ポリグ ル タ ミ ン鏡

(Q 1 2 および Q 7 9) の 発現量を蛍光強度 ヒ ス トグ

ラ ム で検討 した (図 4 A) . 正常ポ リグ ル タ ミ ン鏡

( Q 1 2) は A L L N 添加後, 増大ポリ グ ル タ ミ ン鏡

(Q 7 9) と ほぼ 同等ま で細胞内蛍光強度 (Ⅲc R e d)

の 著明な上昇が認め られた (図 4 A 上 段) .

一

方,

増大ポリグ ル タ ミ ン鏡 ( Q 7 9) で は J u L N 添加前

後で細胞内蛍光値に明らか な変化はなか っ た (図

4 A 下段) .

次に d2 E G F P を マ ー カ ー と して用 い た U P S 機

能評価をお こな っ た 2 0) ( 図 4 B) . d 2 E G F P を 一 過

性 に導入 し, ポ リグ ル タ ミ ン鎖 ( Q 1 2 および Q 7 9)

を 4 8 時間発現誘 導し た の ち
, 蛋白合成 阻害薬

C y cl o h e x i m id e ( C H X ; loo ″ g / m l) を 添 加 し
,
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図 4 増大ポ リ グ ル タ ミ ン鎖発現 は ユ ビキ チ ン ･ プ ロ テ ア ソ
ー

ム機能を障害する .

A : ポ リ グ ル タ ミ ン 鎮誘導下 ( 5 0 時間) の 細 胞 ( D R PI A - Q 1 2
,

79 - H c R e d/ C R E d 2

E G F P/ H E K 2 9 3) に 対 し プ ロ テ ア ソ
ー ム 阻害黄 で あ るj u L N (1 0 i L g/ m l) を添加

し
,

さ ら に 50 時間後 の H c R e d 蛍 光強 度 を観察 し た . D R PI J A -

Q 1 2 - H c R e d/

c R E d 2 E G F P/ H E K 2 9 3 で は著明な 蛍光強度 の 上昇が み られ る が (上段) ,
D R PI A -

Q 7 9 I H c R ed / C R E d 2 E G F P/ H E K 29 3 で は プ ロ テ ア ソ ー ム 阻害前後で 差異 は認 め な

い ( 下段) .

B : ポ リ グ ル タ ミ ン鎖誘導下 (4 8 時間) の 細胞 ( D R P I A
-

Q 1 2 - H c R ed / C R E d2 E G F P/

H E K 2 93
,

D R P I A - Q 79 - H c R ed/ C R E d 2 E G F P/ H E K 29 3
,

H E K 2 93) で
,

d 2 E G F P

を
一

過性 に発現後
,
C H X に て新 た な 蛋白合碇を止 め

,
d2 E G F P の 分解を ウ エ ス タ

ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に て経時的測定 し た . 右は そ の 定量解析 で C H X 添加直後を

10 0 % と し た d 2 E G F P の 減衰率を示 し た . D R P L 1 - Q 79 1 H c R e d/ C R E d 2 E G F P/

H E K 2 93 で は d 2 E G F P は ほ と ん ど 分解を受 け ず
,

U P S の 強 い 障害 が 示 さ れ る .

D R PI A -

Q 1 2 - H c R e d/ C R E d 2 E G F P/ H E K 2 9 3 で は H E K 2 9 3 と 同様 の 分解を受 け

る.

37
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d 2 E G F P の 減衰率をウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法

に て観察 し U P S 機能 を評価 した . 増大 ポリグ ル

タ ミ ン鎮 ( Q 79) を発現 した細胞群で は 4 時間後

も 9 4 % の d 2 E G F P の 残存を認 め , d2 E G F P の 分

解 は著明に抑制されて い た .

一 方, 正常ポリ グ ル

タ ミ ン 鎮 ( Q 1 2) は 4 時間後 で 開始時 の 5 9 % 残

存し
,

ポリ グ ル タ ミ ン鎖非発現細胞 (5 6 % ) と同

程度 の分解を認め た
.

生細胞に おける C R E を介した転写発現 に対 す

るポリグル タミン頚の影響

d o x y c y cli n e による ポリグ ル タ ミ ン鎖 発現誘導

後 7 2 時間 の 細胞 株に お い て c A M P 細胞外刺激

(o .2 m M および 1 .O m M ) を お こ ない C R E を介 し

た 転写 活性を d2 E G F P 蛍光強 度 に て 評価 し た

( 図 5 A ) . ポ リ グ ル タ ミ ン鋳 を同時に蛍光顕微鏡

観 察 ( H c R e d ; 励 起 5 40 - 5 8 0 n m
, 吸 光 60 0 -

660 n m ) し
, 凝集 体形成 細胞 は 2 % 以下で あり,

ま ず凝集体 形成 の な い 細胞 を選択 し解析 し た
.

d 2 E G F P 蛍光値によ る C R E を介 した転写活性 は

0 .2 m M c A M P 刺激 で は 正 常 ポ リ グ ル タ ミ ン 錯

( Q 1 2) は発現誘導 (
-

) 群 が平均 6 5 . 7 ± 3 .0 0

( 標準誤差) に対 し
, 発現誘導 ( ＋) 群 は 2 8 .8 ±

2
.
1 6 と発現誘導 ( - ) 群の 転写活性 ( 1 00 % ) に

対 し 4 4 % まで低下 した
.

一 方, 増大ポリグ ル タ ミ

ン錯 ( Q 79) は発現誘導 (
-

) 群 が 5 5 .7 ± 3 .2 3 ,

発現誘導 ( ＋) 群は 2 2 .3 ± 1 .93 と発現誘導 (
-

)

群 の 転写 活 性に 対 し 4 0 % まで 低 下 を認 め た .

A N O V A ( A n aly si s of v a ria n c e) にて非誘導群 と誘

導群間に有意差 が認め られた . 1 .O m M c A M P 刺激

で は正 常ポ リ グ ル タ ミ ン 鎖 ( Q 1 2) は 発現 誘導

(
-

) 群 が d 2 E G F P 蛍光強度平均 64 .3 ± 2 .63 (標

準誤差) に対 し
, 発現誘導 (＋) 群は平均 2 9 .9 ±

1 .5 1 と低 下 ( 発現誘導 (
-

) 群の 活性の 4 7 % ま

で低下)
,
増大ポリグ ル タ ミ ン鎮 ( Q 79) は発現誘

導 (
- ) 群 が平均 9 1 . 5 ± 3 . 2 3 に対 し

, 発現誘導

(＋) 群 は平均 16 .2 ± 2 .1 9 と低下を認めた ( 発現

誘導 ( - ) 群 の 活性 の 1 8 % まで低下) . A N O V A

に て 群間 に 有 意差 を認 め
,

St u d e nt - N e w m a n
-

K e ul s 検定 にて増大ポリ グ ル タ ミ ン鏡 (Q 7 9) 請

導群 は Q 1 2 誘導群 に比 して 優位 な低下を認め た

(図 5 A) .

次 に
,

こ の 抑制効果 に対する凝集体形成 の影響

を確認する ため に, ポリ グ ル タ ミ ン錯発現誘導を

120 時間に延長 し, その後同様に 48 時間の c A M P

刺激を行 い核内凝集体形成細胞群と非形成細胞群

と で C R E を介 し た転写抑制 に変化が生ずる か を

検証 した. C R E を介した転写活性( d2 E G F P 蛍光)

は 0 .2 m M d l M P 刺激下で非形成細胞群 は 3 5 .5 ±

2 .36 で あ っ た の に対 し凝集体形成細胞群 は 3 1 .3

± 2 .7 2 . 1 . O m M c A M P 刺激下 で 非形成細胞群 は

3 4 . 6 ± 2 .4 2 で あ っ た の に対 し凝集体形成細胞群 は

3 2 . 6 ± 2 .5 9 と有意な違いを認めな か っ た ( 図 5 B ) .

考 察

ポリ グ ル タ ミ ン病 の細胞機能障害機序と し て 転

写と分解 の機能異常が唱えられてき た
.

一 方, ポ

リグ ル タ ミ ン病 の 長さ依存性
,
闘値 の 存在, 時間

依存性 を説明 しうる病態機序と して, 凝集体形成

が注目されて きた
. し か し,

これら細胞機能障害

と凝集体形成と の 関係に つ い て は, 必ずしも明確

で はなか っ た . 本研究で は
,

こ の 両者 の 関係を明

か とするため に
,

ポリグ ル タ ミ ン鋳を発現誘導可

能で
,
その 遺伝子導入 部位が染色体上で 同 一

( 過

伝 的背景が均 一

) ,
か つ その 細胞内挙動, 機能障害

を単
一 細胞毎に可視化可能な安定細胞株を作成 し

た . 従来報告 された安定細胞系 で は
, 凝集体形成

細胞と非形成細胞を区別 し て細胞機能を解析する

こ とが出来なか っ たが
, 今回我 々 の 樹立 した細胞

は, ポリ グ ル タ ミ ン顔の長 さ以外 の遺伝的背景は,

使用 した細胞間で全く 同 一 で あり, ポリグ ル タ ミ

ン銭の 細胞内凝集体の 有無が
, 細胞機能に及ぼす

影響を検討する こ とが できた. こ の 細胞系により,

い ずれの 細胞機能障害も凝集体形成 に先行 して起

こ る こ とを明らかと した .

は じめ に
,

ポリグ ル タ ミ ン鏡 の代謝分解に関 し

て考察する . ポリグ ル タ ミ ン鏡はその長 さに応 じ

て 蓄積 して い く傾 向 ( 図 2 A , B , C) を認 め た .

こ の機序と して は
,

ポリ グ ル タミ ン鋳の 発現が増

大 して い る可能性, 蛋白分解に関する機能障害が

引き起 こ されて い る可能性
,

ポリ グ ル タ ミ ン潰 そ
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図 5 ポ リ グ ル タ ミ ン 錦 の 早明の C R E 関連転写抑制効果

A : D R PI A - Q 1 2
,
79 - H c R e d/ C R E d 2 E G F P / H E 氾 93 に て ポ リ グ ル タ ミ ン 鏡 (Q 12

,

Q 7 9) 発現後 7 2 時間に お け る C R E を介す る転写活性 に つ い て 凝集体未形成細胞

を 用 い d 2 E G F P を レ ポ ー

タ
ー と し て 解 析 し た . 上 段は ポ リ グ ル タ ミ ン 鏡

( Q 1 2
,Q 7 9) 非発現 お よび発現後 の 0 .2 m M c A M P 刺激時 の d 2 E G F P 蛍光撮影. 下

段グ ラ フ は c A M P O .2 m M ( 左) お よ ぴ 1 .O m M ( 右) の C R E 応答 ( d2 E G F P 蛍光

強度) を表 し
,

と もに ポ リ グ ル タ ミ ン 発現細胞 で は 明 ら か な 転写抑制効果を認 め

た ( P < 0 .05 A N O V A) . ( グ ラ フ 中 の 各 デ ー

タ は 1 2 0 細胞測定 の 平均値で
,

エ ラ
ー

バ ー は標準誤差を示す. * :St u d e n t
- h

'

e w m a n
- K e uls 群間検定 で Q 1 2 誘導 ( ＋)

群 に比 して 有意 な低下を認 め た . )

B : 核 内凝 集体 形成 の 転写 に 対 す る 影背 を調 べ る た め
,

D R PI A
-

Q 7 9 - H c R ed /

C R E d 2 E G F P/ H E E 2 9 3 に て
,
誘導時間を 120 時間 に 延長 し

, Q 79 1 H c R e d の 凝集

体形成を有す る細胞群 と有 さ な い 群 と で C R E を介す る転写活性を d 2 E G F P の 蛍

光値 で 比較 した . d2 E G F P の 蛍光u-
_
: I :_ 群間で 差 は認 め な か っ た.

▲ : 核内凝集体
,

* : 核内凝集体を有する 細胞, # : 核内凝集体を有 さ な い 細胞 ( グ

ラ フ 中の 各デ ー タ は 70 繍胞測定の 平均値で エ ラ
ー バ ー は標準誤差を示す. )

3 9
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の もの が分解 に対 して抵抗性を持つ 可能性が推察

される . こ の うちポリグ ル タ ミ ン鏡の 発現が増大

し て い る可能性に つ い て は, 本細胞系 は, t et r a -

c y cli n e で誘導さ れる C M V プ ロ モ ー

タ
ー

下 に発

現 が調節 されて おり, か つ
,
そ の 遺伝子導入部位

が
, 細胞間で 同

一

であり, 可能性は低い と考えた

( 図 l) .

一 方, 分解に関し て は
, ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

テ ィ ン グ法および蛍光強度分析の 結果, 細胞内蓄

積 は, 発現誘導 6 時間後 か ら確認された (図 2 C) .

よ っ て, ポリグ ル タ ミ ン鎮その もの が分解に対 し

て 抵抗性を有する の で はな い か 考 えた . 実際,
ポ

リ グ ル タ ミ ン鏡をわずか 2 時間の み少量, 発現さ

せ た系 (まだ増大ポリグ ル タ ミ ン錦の 細胞機能障

害が起 こ らない と想定した時期) の パ ル ス チ ェ イ

ス 解析で, 正常 ポリ グ ル タ ミ ン鋳 (Q 1 2) に比 し

て , 増大ポリ グ ル タ ミ ン鏡 ( Q 7 9) で は 2 4 時間ま

で の 分解 が遅延 して い た (図 3) . こ の 事実は
, 増

大ポリグ ル タ ミ ン頚の 発現 により蛋白分解機序の

機能不全が引き起 こ されたと い う磯序より, む し

ら, 増大ポリ グ ル タ ミ ン錯が初期 の 蛋白分解機序

に対 して抵抗性をも つ 可能性がある と考 えた.

次 に, ポリ グ ル タ ミ ン鎖を長時間発現 させ た こ

とにより引き起 こ される細胞機能障害を検討する

ため
,

5 0 時間発現誘導細胞群 (2 % 以下 の 細胞 に

の み凝集体形成が認め られる) で プ ロ テ ア ソ ー ム

阻害薬の 影響を検討 した. プ ロ テ ア ソ ー ム 阻害薬

により, 正常 ポリ グ ル タ ミ ン鋳 (Q 1 2) は著明に

蓄積 した ( 図 4 A 上段) .
これより

,
ポリ グ ル タ ミ

ン錯 は U P S 分解代謝 を受ける基質 であ る こ と が

示唆され た .

一 方増大ポリ グ ル タ ミ ン鏡 ( Q 79)

は,
プ ロ テ ア ソ ー ム 阻害薬添加後も全く信号強度

に変化を示 さな か っ た ( 図 4 A 下段) .
こ の こ と

か ら
,

こ の 時点 (発現 50 時間) で, すで に U P S

が機能不全に陥 っ て おり, プ ロ テ ア ソ
ー ム 阻害薬

による分解抑制効果が認められな か っ たと推察し

た .
しか し

, 先の 実験 か ら
,
増大 ポリグ ル タ ミ ン

鎮その もの も, 蛋白分解に対 して抵抗性を示すた

め
,

こ の U P S 機能 障害 が
一

般的な現象であ るか

検 討する た め
,

d2 E G F P を マ ー カ ー と し て 用 い

u p s 機能を評価した 2 0) ( 図 4 B ) . d 2E G F P はその

C 末 に U P S に よる分 解 タ ー

ゲ ッ トと なる P E S T

ア ミ ノ酸配列 を有 し U P S によ る易分解性を呈す

る (半減期約 2 時 間) . 増大ポリ グ ル タ ミ ン鏡 を

4 8 時間発現後, 新た な d 2 E G F P 産生を停止 させ
,

経時的に ウ エ ス タ ン プロ テ イ ン グ法にて確認 した

と こ ろ , 増大 ポリ グ ル タ ミ ン 鋳発 現細 胞 で は

d 2 E G F P の 細胞 内残存を認め
, 強 い U P S 機能抑

制状態 である こ とが確認された (図 4 B ) . これま

で U P S 機能障害 は増大 ポリ グ ル タ ミ ン鏡由来 の

凝集体形成後 の細胞 モ デ ル で報告さ れて い る
2 0)

23)
. し か し

, 本研究によ っ て
, 増大 ポリ グ ル タ ミ

ン鎖による U P S 機能抑制 は凝集体形成 に先立 っ

て起 こ る こ と が明ら か と な っ た . 以上 の 結果 か ら
,

増大ポリグ ル タ ミ ン鎮の 蓄積傾 向は
,
まず増大ポ

リグ ル タ ミ ン鎖その もの が分解抵抗性を示 し
, 徳

期 には さ らに U P S を抑制させ る こ と によ っ て 生

ずると考えた .

U P S は細胞 内蛋白質や ミ ス フ ォ
ー ル ディ ン グ

蛋白分解 の 主要経路で ある. そ の ため こ の機能異

常により細胞障害が誘発 され細胞死が惹き起 こ さ

れる こ と が推 定さ れる 24)
. 増大 ポリ グ ル タ ミ ン

鏡による U P S 障害機序に つ い て は
, 今後, 明ら か

にする必要がある.

次に
,
C R E を介 した転写機能障害 に つ い て考察

する . 本研究で は,凝集体形成以前 に C R E を介 し

た転写機能障害を示すこ と (図 5 A) , 凝集体形成

によ っ て , そ の 転写機能障害 は影響を受けな い こ

と ( 図 5 B ) を明ら か と した . 凝集体非形成細胞

にお い て も
,
正常ポリグ ル タ ミ ン鏡 ( Q 12) , 増大

ポリ グ ル タ ミ ン錯 ( Q 79) と もに C R E を介 した

転写抑制効果を認めたが
,

1
.O m M c A M P 刺激下で

は増大鏡 により強く C R E を介 した転写抑制効果

を認 め た
.

こ れ より , ポリ グ ル タ ミ ン 錯に よ る

C R E を介 した転写機能障害に は
,
ポリグ ル タ ミ ン

鏡長さ依存性 があ ると考えた . 正常 ポリグ ル タ ミ

ン錯に お い ても C R E を介 した転写機能抑制 が認

められた事に つ い ては, ポリグ ル タ ミ ン鎮そ の もの

の 生理的な機能である可能性も考える必要がある.

ポリ グ ル タ ミ ン病 における C R E を介 した転写

抑制効果 は いく つ か の グ ル ー プより報告されて き

た 1 0) ‾ 17)
. 転写 障害 の 機序 と し て は , S p l ,

T A F II130 , C B P と い っ た転写因子や転写関連因子
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が凝集体 に巻き込まれ細胞内濃度が減少する と い

う機序が唱 えられてきた 1 0 ト 12)
.

一 方, 近年, 凝

集体形成 は, 細胞 に お い て 防御的に働き , む し ろ,

凝集体形成前の 可溶性増大 ポリグ ル タ ミ ン鏡, ち

しく は 顕 微鏡 で 確認 で き な い 凝 集体 ( m i c r o

a g g r e g at e s) が細胞障害性を持 つ と いう説が唱え

られて き て い る 8) 15) 17) 2 5)
. 凝集体形成 の 有無 は

,

おな じポリグ ル タ ミ ン 横長 であ っ て も
,
細胞毎に

異 なる ため
, 従来 の

, 細胞群を 一

塊と した解析方

法で は, 凝集体形成 の有無 による C R E を介 した

転写抑制効果を明確に評価出来なか っ た . 私の 方

法は
, 各々 の 細胞 にて

,
C R E を介した転写機能と

ポリ グ ル タ ミ ン鋳の 細胞内挙動を観察する こ とが

可能 なた め ( 図 1) , C R E を介 した転写抑制効果

が凝集体形成 とは無関係で, か つ 先行する こ とを

明らかと する こ とが 出来た ( 図 5 A , B ) . こ の こ

と か ら
, 少 なくと も蛍光顕微鏡下で確認で きるよ

う な凝集体を形成 する以前の ポリ グ ル タ ミ ン鎮

が
,

C R E を介 した転 写を抑制す る こ と が示 さ れ

た . 今後増大ポ リグ ル タ ミ ン鎮 の細胞機能障害性

獲得機序 と して 可溶性増大 ポリ グ ル タ ミ ン
, も し

くは m i c r o a g g r e g at e s に つ い て
,

そ の 細胞障害性

の研究を進め る必要がある .

本研究は
, 増大ポリグ ル タ ミ ン の 分解耐性を示

し
, 増大ポリ グ ル タ ミ ン鎖 が蛍光顕微鏡下 で確認

で き る凝集体を形成す る以前 の極 め て 早期 か ら
,

U P S 機能障害 および C R E を介 した転写障害を引

き起 こすこ と を明ら か と した . 加 え て , 今回開発

された系 はポリ グ ル タ ミ ン鏡の細胞障害性を生細

胞 で モ ニ タ ー で きる . 今後 こ の シ ス テ ム を用 い
,

薬物の ス ク リ ー ニ ン グ に応用する こ とが可能であ

る . 増大ポリグ ル タ ミ ン鏡 の各 々 の 因子 に対する

機能抑制機序を明ら か とする こ と により, 本症 の

病態 を解明 し
,
有効 な治療法 の 開発に つ ながる こ

とを期待する.
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p r o d u c t i s a c y t o p la s m ic p r ot ein w id ely e x p r e s s e d

i n b r ai n . A n n N e u r o1 4 1: 4 5 3 - 4 6 2
,
1 9 9 7 .

3 ) D i Figl ia M
,

S ap p E
,

C h a s e K O
,

D a vi e s S W
,

B at e s G P
,

V o n s att el J P a n d A r o ni n N :

A g g r e g ati o n of b u n ti n gti n i n n e u r o n al in tr a n u -

cle a r i n cl u si o n s a n d dy st r o p b i c n e u rit e s i n b r ai n .

S ci e n c e 2 7 7: 1 9 9 0 - 1 9 9 3
,
1 9 9 7 .

4 ) M a rti n d al e D
,

H a ck a m A
,

W i e c z o r e k A
,

E ll e rb y

L
,

W elli n g t o n C
,

M c C u t cb e o n K
,

Sin g a raj a R
,

K a z e mi - E sf a rj a ni P
,

D e v o n R
,

Ki m S U
,

B r e d e s e n D E
,

T u f a r o F a n d H ay d e n M R : Le n gth

of b u nti n gti n a n d it s p oly glu t a m in e t r a ct i n 丑u -

e n c e s l o c aliz atio n a n d 血
･

e q u e n c y of i n tr a c ellul a r

a g g r e g at e s . N a t G e n et 18 : 1 50 - 1 5 4
,
1 9 9 8 .

5 ) Y a m a d a M
,

T s uji S a n d T a k a b a s bi H : P a 仇 olo g y

of C A G r e p e a t di s e a s e s . N e u r o p ath ol og y 2 0 :

31 9
-

3 2 5
,
2 0 0 0 .

6 ) 0 汀 H T : B e y o n d th e Q s i n th e p oly gl ut a m i n e dis -

e a s e s . G e n e s D e v 1 5 : 92 5 - 9 3 2
,
2 0 01 .

7 ) S a u d o u F
,
Fi n k b ei n e r S

,
D e vy s D an d G r e e n b e rg

M E : H u nti n g ti n a c t s in th e n u cle u s t o i n d u c e

ap o p t o sis b ut d e a 也 d o e s n ot c o r r el at e w ith 也e

fo r m ati o n of int r an u cl e a r in cl u sio n s . C ell 9 5:

5 5 - 6 6
,
1 9 98 .

8 ) Y u Z X
,
Li S H

,
N g u y e n H P a n d Li X J : H u n tin gti n

in cl u si o n s d o n o t d e pl et e p oly gl u t a m in e - c o n
-

t ai nin g tr a n s c ri p ti o n f a c t o r s i n H D m i c e . H u m

M oI G e n e t l l: 9 0 5 - 9 1 4
,
2 0 0 2 .

9 ) T a yl o r J P
,

T a n a k a F
,

R o bit s c h e k J , S a n d o v al

C M , T ay e A
,

M a rk o vi c I Pl e s e S a n d Fi s c h b e ck

K H : A g g r e s o m e s p r o t e ct c ell s b y e n h a n ci n g th e

d eg r ad ati o n of t o xi c p oly gl u t a mi n e - c o n t ai ni n g

p r ot ei n . H u m M oI G e n e t 12
･

. 7 49 I 7 5 7
,
2 0 0 3 .
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1 0) c h ai Y
,

W u L
,

G rifB n J D an d P a u ls o n H L : T h e

r ole of p r o t ei n c o m p o siti o n i n s p e ci& i n g n u cle ar

in cl u si o n fo rm a tio n i n p oly gl u t am in e dis e a s e . J

Bi oI C h e m 2 7 6: 4 48 8 9
-

4 4 8 9 7
,
2 0 0 1 .

l l) M c C a m p b ell A , T ayl o r J P
,
T ay e A A

,
R ob it s c h ek

J ,
Li M , W al c ott J , M e r ry D

,
C h ai Y

,
P a u ls o n H

,

S o b u e G a n d Fis c b b e c k K Ⅲ: C R E B - bi n din g p r o -

t ein s e q u e st r ati o n b y e x p a n d e d p oly gl ut a m i n e .

H u m M oI G e n e t 9: 2 1 9 7 - 2 2 0 2
,
2 0 0 0 .

1 2) N u cif o r a F C
,
J r .

,
S a s ak i M

,
P et e r s M F

,
H u a n g

H
,

C o o p e r J K
,

Y a m a d a M
,

T ak ah a s h i H
,

T s uji

S
,

T r o n c o s o J
,

D a w s o n V L
,

D a w s o n T M a n d

R o s s C A : I n t e rf e r e n c e b y h u n ti n g ti n a n d

at r o p h i n - 1 wi th c b p
- m edi at e d t r a n s c ri ptio n

le a di n g t o c ellul a r t o xi ci ty . S ci e n c e 2 9 1: 24 2 3 -

2 4 2 8
,
20 0 1 .

1 3) S h i m o h at a T
,

N ak aji m a T
,

Y a m ad a M
,

U ch id a

C
,

O n o d e r a 0
,

N a ru s e S
,

Ki m u r a T
,

K oid e R
,

N o z ak i K
,

S a n ° Y
,

I sh ig u r o H
,

S a k o e K
,

O o s bi m a T
,
S at o A

,
Ik e u cb i T

,
O y a k e M

,
S at o

T
,
A o y a gi Y

,
H o z u m i I

,
N ag at s u T

,
T a k iy am a Y

,

N i sh iz a w a M
,

G ot o J
,

K a n a z a w a I
,

D a vi d s o n I
,

T a n e s e N
,

T a k a h a s hi H a n d T s uji S: E x p a n d e d

p oly glu t a m i n e s t r et ch e s in t e r a c t w ith T A FII 1 3 0
,

i n t e rfe ri n g w ith C R E B - d e p e n d e n t t r a n s c ri pti o n .

N at G e n e t 2 6: 2 9 - 3 6
,
2 0 0 0 .

14) S u g a r s K L a n d R u bi n s zt ei n D C : T r an s c ri ptio n al

ab n o rm aliti e s in H u n tin gt o n d is e a s e . T r e n d s

G e n et 1 9: 2 3 3
-

2 3 8 ,
2 0 03 .

1 5) Li S H
,

C h e n g A L
,
Z h o u H

,
I . a m S

,
R a o M

,
Li H

a n d Li XJ : I nt e r a ctio n of H u nti n g t o n di s e a s e p r o -

t ei n wi t h t r a n s c ri p ti o n al a c tiv at o r S p l . M oI C ell

B i o1 2 2: 1 2 7 7 - 1 2 8 7
,
2 0 0 2 .

1 6) W ytte n b a ch A
,

S w a rt z J ,
Ki t a H

,

′

m y kj a e r T
,

C a mi c h a el J ,
B r a dl ey J ,

B r o w n R
,

M a ∑ w ell M
,

S ch a pir a A , 0 rn t o ft T F
,

K at o K a n d R u b in s zt ei n

D C : P oly gl ut a m i n e e x p 皿 Si o n s c a u s e d e c r e a s e d

C R E - m ediat e d t r an s c ri p ti o n a n d e ar ly g e n e

e x p r e s si o n ch a n g e s p ri o r t o c ell d e a th in a n

in d u cibl e c ell m o d el o f fl u n tin gt o n

'

s d is e a s e .

H u m M oI G e n et 1 0 : 1 8 2 9 - 1 84 5
,
2 0 01 .

1 7) D u n ah A W
, J e o n g H

,
G rif fi n A

,
Ki m Y M ,

S t a n d a e rt D G
,

H e r s c h S M
,

M o u r a di a n M M
,

Y o u n g A B
,

T a n e s e N a n d K r ain c D : S p l a n d

T A F II1 3 0 tr a n s c ri pti o n al a ctivity d is ru pt e d i n

e a rl y H u n ti n g t o n
'

s dis e a s e . S ci e n c e 2 9 6: 2 2 3 8 I

2 2 4 3
,
2 0 0 2 .

1 8) s t e n oi e n D L
,
C u m m i n g s CJ , A d a m s ⅢP , M a n cin i

M G , P at el K , D e M a rti n o G N , M a r c elli M , W eig el

N L a n d M a n ci ni M A ; P oly gl ut a m i n e - e x p a n d e d

a n d r og e n r e c e p t o r s f o m a g g r e g a t e s th at

s e q u e st e r h e at s h o ck p r o t ei n s
, p r o t e a s o m e c o m

-

p o n e n t s a n d S R C - 1
,

a n d a r e s u p p r e s s ed by 也e

H D J
- 2 c h a p e r o n e . H u m M oI G e n et 8: 7 3 1 -

7 4 1
,
1 9 9 9 .

1 9) C h ai Y
,

K o p p e n h af e r S L
,

S h o e s m ith SJ ,
P e r e z

M K a n d P a ul s o n H L : E vi d e n c e f o r p r o t e a s o m e

i n v olv e m e n t i n p oly gl ut a m i n e di s e a s e : 1 o c aliz a -

ti o n t o n u cl e a r i n cl u si o n s i n S C A 3/ M J D a n d s u p -

p r e s si o n of p oly gl u t a m i n e a g g r e 宮a ti o n i n vitr o .

Ⅲu m M oI G e n et 8: 6 7 3 - 6 8 2
,
1 9 9 9 .

2 0) B e n c e N F
,

S a m p at R M a n d K o pit o R R :

I m p ai m e nt of 也 e u b iq uitin -

p r ot e a s o m e sy st e m

b y p r ot ein ag g r e g ati o n . S ci e n c e 29 2 : 1 5 5 2 -

1 5 5 5
,
2 0 0 1 .

2 1) p r z e d b o r s ki S
,

V il a M a n d J a c k s o n - Le w is V :

N e u r o d e g e n e r ati o n : w h at i s it a n d w h e r e a r e w e ?

J Clin l n v e s t 1 1 1: 3 - 1 0
,
2 0 0 3 .

2 2) Y a m a m o t o A
,

h l C a S JJ a n d H e n R : R e v e r s al of

n e u r o p ath olo g y a n d m ot o r d y s fu n cti o n i n a c o n -

diti o n al m o d el of Ⅲu n ti n g t o n
'

s di s e a s e . C ell 1 0 1:

57 - 6 6
,
2 00 0 .

2 3) J a n a N R
,

Z e m sk o v E A
,

W a n g G a n d N u ki n a N :

Alt e r e d p r o t e a s o m al fu n c ti o n d u e t o th e e x p r e s I

sio n of p oly gl ut a m i n e - e x p a n d e d t m n c at e d N -

t e rm i n al h u nti n gtin in d u c e s a p o p t o sis b y c a sp a s e

a c ti v ati o n th r o u gh m it o ch o n d ri al cy t o ch r o m e c

r el e a s e . H u m M oI G e n e t 1 0: 1 0 49 - 1 0 5 9
,
2 0 01 .

2 4) Gli c kn a n M H a n d Ci e ch an o v e r A : T h e u b iq u ト

ti n - p r ot e a s o m e p r ot e oly ti c p at h w ay : d e st ru cti o n

fo r th e s ak e of c o n st ru ctio n . P h y sioI R e v 8 2:

3 73 - 42 8
,
20 0 2 .

2 5) S t e n oi e n D L
,

M ielk e M a n d M a n ci ni M A :

I nt r a n u cl e a r at a xi n l i n cl u si o n s c o nt ai n b ot h f a st -

a n d sl o w -

e x c h a n gi n g c o m p o n e n t s . N at C ell Bi o1

4: 8 0 6 - 8 1 0 , 2 0 0 2 .

(平成 1 6 年 1 月 2 3 日受付)


