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A b s t r a c t

D e n t at o ru b r al - p allid ol u y si a n at r o p h y ( D R P I A ) i s a n a u t o s o m al d o m i n a n t p r o g r e s siv e n e u-

r o d e g e n e r ati v e dis o rd e r c a u s e d b y u n st a bl e e x p a n si o n of a C A G t ri n u cl e otid e r e p e at i n e x o n 5 of

th e D R PI A g e n e o n ch o m o s o m e 1 2 p 1 3 .3 1 , w hic h c o d e s f o r a p oly gl u t a m in e st r et c h . T o el u cid at e

th e m e c b a n i s m s of n e u r o d e g e n e r ati o n i n D R P L A , s u p p r e s si o n o f C R E - bi n di n g p r o t e i n

( C R E B) - d e p e n d e n t t r a n s c rip ti o n al a cti v ati o n b y e x p a n d e d p oly gl u t a m i n e ( p oly Q ) st r et ch e s

w a s a n aly z e d . P h o s p h o ryl ati o n of C R E B a n d i n d u ctio n of c I F o s i n r e sp o n s e t o C F r - C A M P w e r e

st r o n gly s u p p r e s s e d in N e u r o 2 a c ell s e x p r e s si n g e x p a n d e d p oly Q i n a p oly Q - l e n gt h - d e p e n d e nt

m a n n e r .
′

n l e S u p p r e s si o n of C R E B - d e p e n d e n t tr a n s c ripti o n al a cti v a ti o n w a s r e v e r sibly r e st o r e d

b y i n c r e a si n g th e c o n c e n tr ati o n o f C F r - C A M P . E x p a n d e d p oly Q - in d u c e d cyt ot o xi ci ty d et e r -

m i n e d b y q u a n ti ati o n of n u cl e a r 血
･

a g m e n t ati o n w a s al s o s u b st a nti ally s u p p r e s s e d by e n h a n ci n g

C R E B - d e p e n d e n t tr a n s c riptio n al a c tiv ati o n .
F R 9 0 1 2 2 8 , a hi st o n e d e a c et yl a s e i n hibit o r , v a s al s o

d e m o n st r at e d t o r e st o r e e x p a n d e d p oly Q - i n d u c e d s u p p r e s si o n of C R E B p h o s p h o ryl ati o n a n d c -

F o § e x p r e s si o n . F u rth e r m o r e
,
n u cl e a r 血

･

ag m e nt ati o n w a s sig ni丘c a n tly s u p p r e s s e d b y F R 9 0 1 2 28 .

C o e x p r e s si o n of d o m i n a n t - n e g ati v e C R E B v e ct o r s c o n sid e r ably ab r o g at e d th e s u p p r e s si v e eff e ct

o f C F r - C A M P a s w ell a s F R 9 0 1 2 2 8 o n th e e x p a n d e d p oly Q - i n d u c e d cy t ot o x i ci ty . T h e s e 丘n di n g s

s u g g e st th at th e i nt e rf e r e n c e of C R E B - d e p e n d e nt t r a n s c ri p ti o n al a cti v ati o n by e x p a n d e d p oly Q

s t r e t c h e s i s in v olv e d i n th e p ath o g e n e ti c m e cb a n is m s u n d e rl yi n g n e u r o d e g e n e r atio n , a n d t h at

e n h a n c e m e n t of C R E B - d e p e n d e n t tr a n s c ripti o n al a cti v atio n i s a t a r g et o f t r e at m e nt o f p oly gl u t a -

m in e di s e a s e s .
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緒 看

現在まで に 9 つ の 遺伝性神経変性疾患 ( 球脊髄

性筋萎縮症 : S B M A , ハ ン チ ン ト ン病 : H D , 菌

状核赤核 ･ 淡蒼球 ル イ体萎縮症 : D R P L A , 脊髄

小脳失調症 1 型 : S C A l , 2 型 : S C A 2 , マ シ ャ ド

ジ ョ セ フ病/ 3 型 : M J D / S C A 3 , 6 型 : S C A 6 , 7

壁 : S C A 7 , 17 型 : S C A 17) にお い て病因遺伝子

の 翻訳領域内に ポ リ グ ル タ ミ ン 鏡を コ ー

ドする

c A G リ ピ ー ト の 伸長 が見出されて い る 1) ‾ 1 2) . こ

れ ら の ポ リ グ ル タ ミ ン病 の 病因蛋白の 機 能 は ,

S B M A
,
S C A 6

,
および S C A 17 の 病因蛋白で ある

ア ン ドロ ゲ ン受容体 ( a n d r o g e n r e c e p t o r; A R)
1)
,

電位依存性C a α 1 A サ ブ ユ ニ ッ 卜
9) および T A T A

結合蛋白 (T A T A - bi n di n g p r o t ei n , T B P)
l l) 12) を

除き明らか で ない が, ① 35 - 40 リ ピ ー トを閥値

と して 発症 する こ と , ②伸長 した C A G リ ピ
ー

ト

と発症年齢に負の相関 ( 表現促進現象) を認め る

こ と , ③神経系 が選択的に障害され, その 病変分

布は疾患毎に多様性があ る こ と , など共通点が多

く , 何 らか の 普遍的な神経細胞 の 変性過程 の存在

が考えられる .

一 方, 変異遺伝子 の 遺伝子産物は

m R N A
,
お よび蛋白レ ベ ル で, 野生型遺伝子の 遺

伝子産物と大きな変化が ない こ と も明らか に され

て おり, 伸長ポリグ ル タ ミ ン錬を含む変異蛋白自

体が何 らか の 神経細胞毒性を獲得する もの と推測

さ れて い る (g ai n
-

o f- t o xi c f u n cti o n)
13)

. 我々 の

グ ル ー プは これまで に, 伸長 ポリグ ル タ ミ ン鋳を

含む 部 分 D R P L A 蛋白 ( Q 8 2) を b ait に し た

y e a st t w o - h y b rid a s s a y を行い , T A T A 結合蛋白

随伴因子 (T B P - a s s o ci at e d f a ct o r 130; T A F Ⅱ13 0)

が伸長ポリ グ ル タ ミ ン鎖に結合する こ とを見 い だ

した 1 4) . T A F ] 1 3 0 は転 写因子 C R E B ( c A M P -

r e s p o n si v e el e m e n t - bi n di n g p r o t ei n) や Sp l に直

接結合し, 転写 コ ア ク チ ベ
ー タ ー と して これら の

転写因子を介する転写を活性化する機能を有する

こ と か ら
1 5)
, 伸長 ポリ グ ル タ ミ ン鎖と T A F ‡13 0

の 結合は C R E B 依存性の 転写活性化, す なわち遺

伝子 発現を阻害する 可能性 が予測 さ れる . 実際,

レ ポ ー タ ー 遺伝子 を用 い た培養細胞 モ デル の 解析

で は
, 部分 D R PI A 蛋白 (Q 8 2) は C R E B 転写を

抑制 し, か つ こ の 抑制 は T A F Ⅱ13 0 を共発現する

こ とで 回復した
14)

. 同様に, ハ ン チ ン ト ン病に お

い て も )
'

n v )

'

t T O や モ デ ル マ ウ ス を用 い た検討 で ,

伸長 ポ リ グ ル タ ミ ン 鎖を有 す る h u n ti n g ti n が

T A F I 13 0 および S p l に , ポ リグ ル タ ミ ン 鎖の 長

さ依存性に結合 し, ドパ ミ ン D 2 受容体 の 発現を

抑制する こ とが報告されて い る 1 6)

今回, N e u r o 2 a 細胞を用 い た部分 D R P I J A 蛋白

( Q O , 19 , 5 7)
一 過性発現系 に お い て , 膜透過型

C A M P (0 .1 また は 2 m M ) 投与後の c A M P 応答性

遺伝子群 の 蛋白 レ ベ ル で の 発現をウ エ ス タ ン プ ロ

ッ ト法 で経時的に検討し, 内在性の C R E B 依存性

転写にお い て も伸長ポリ グ ル タ ミ ン錯の長 さ依存

性に抑制される こ と, また C R E B 依存性転写 を直

接促進する膜透過型 c A M P の 高濃度で の 投与, お

よびク ロ マ チ ン の リ モ デリ ン グを介 し, 非特異的

に C R E B 依存性転写を促進する と考 えられ る ヒ

ス ト ン脱 ア セ チ ル 化酵素阻害剤の投与により, 伸

長 ポリ グ ル タ ミ ン嶺 によ る C R E B 依存性転 写 の

抑制お よび細胞毒性が緩和 され る こ とを確認 した

の で報告する .

材料と方法

1 . プラスミ ドの 構築

伸長 ポリ グ ル タ ミ ン金肖を含む部分 D R PI A 蛋白

が核移行す る こ と で, 細胞障害お よび凝集体形成

が 促進 さ れ る こ と か ら 1 7) , 核移 行 シ グ ナ ル

( n u cl e a r l o c ali z ati o n sig n al; N I , S) , および G r e e n

Fl u o r e s c e n t P r o t ei n ( G F P) を C 末端に発現 し, 異

なるポリグ ルタ ミ ン横長 ( Q O , 1 9 , 57) を含む 部

分 D R PI A 蛋白 ( N 末側5 ア ミノ酸, c 末側5 アミ

ノ酸) を コ ー ドする , Ⅰ汀 - D R PI A Q (0 , 19 , 5 7 ト

N L S - G F P は S hi m o h a t a , T 1 4) ら が作成 した も

の を使用 した . 変異型 C R E B を コ ー

ドする ドミナ

ン ト ネ ガ テ ィ ブ C R E B ベ ク タ ー は C l o n t e c h

(# K 601 4 1 1) を使用 した .

2
. 部 分 D R P L A 蛋 白 の 一 過 性 発 現 と 部 分

D R P L A 蛋白発現細胞の 回収

N e u r o 2 a 細胞 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 前 日,

6 0 m m デ ィ ッ シ ュ 型 プ レ ー トに 8 × 10 5 づ つ 培養
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した . 翌 日
, p T - D R P I A Q (0 , 19 , また は 57) -

N L S - G F P の い ずれ か を各 1
′
" g づ つ E ff e c t e n e

t r a n sf e cti o n r e a g e n t ( Q i a g e n) を用 い て リ ボフ ェ

ク シ ョ ン 法 に て 導入 し た と こ ろ , 発現 効率は

3 8 .2 ± 2
.6 % で あ っ た .

こ の た め, M A C S el e cti o n

s y st e m ( M ilt e n yi Bi o t e c) を用 い て , 部分 D R PI A

蛋白を発現 した細胞 の み を選択的に回収した . 具

体 的に は, 上記の プラ ス ミ ド D N A IFL g お よび培

養細胞 の 細胞膜表面上 に C D 4 抗原を発現するプ

ラ ス ミ ド D N A で あ る p M A C S 4 . 1 0 .2 〃 g を導入

し
,
2 4 時間後 に マ グ ネ ッ ト ビ ー ズ を付加 した 抗

C D 4 抗体を加 え, 部分 D R P L A 蛋白お よび C D 4

抗原を発現 した細胞 をラ ベ ル した .
これ らの 細胞

を マ グネ ッ トカ ラ ム により, 部分 D R P I A 蛋白を

発現 した細胞 の み を選択的に回収 し, (3) , (4) の

蛋白発現解析に 用い た .

3 . 膜 透過型 c A M P 投与時の ウ エ スタ ン プロ ッ

ト法による蛋白発現角牢析

上記 ( 2) によ り 回収 し た 部分 D R P L A ( Q O ,

19
,
また は 57) を発現 した N e u r o 2 a 細胞 に , 0 .1

また は 2 m M の 膜透過型 c A M P ( Sig m a) 投与 し,

0
,
1
,
2
,
3
,
6 時間後 に細胞溶解バ ッ フ ァ ー を用い

て細胞抽出液を作成 した. 蛋白濃度の 測定後, S a t o

ら の 方法 1 8) に従い , S D S - P A G E ( 各検体と も

25 〃 g) 徳 , a n t ト p h o sp h o r yl at e d C R E B a n ti - b o dy

( U p S t at e; 希釈倍率 1:5 00) , a nt ト C R E B I C 21 a n ti -

b o d y ( S a n t a C r u z; 1 :5 00) , a n ti - c I F o s ( K 25)

a n tib o d y (S a n t a C r u z; 1 :1 0 0 0) , a n ti - β- A c ti n

a n tib o dy ( S a n t a C r u z; 1 :20 00) を用 い て ウ エ ス タ

ン プ ロ ッ トを行 っ た . 免疫反応 を生 じ た蛋白は ,

E C L pl u s (A m e r s b a m ) を用 い て化学発光させ た .

4 . ヒ ス トン脱 ア セ チ ル化 酵素阻害剤 投与時の

ウエ ス タン プロ ッ ト法に よる蛋白発現解析

ヒ ス ト ン脱 ア セ チ ル 化酵素阻害剤, F R 90 1 22 8

(藤沢薬品) は D M S O (0 .0 2 % ) に て 溶解 した .

上記 (2) により回収 した部分 D R P I J A (Q 5 7) を

発現 した N e u r o 2 a 細胞 を, o .5 n M の F R 90 122 8 投

与下 に 1 5 時間培養 し た後, o . 5 m M の 膜 透過型

c A M P を投与した . 0
,
1
,
2
,
3
,
6 時間後に細胞溶

解バ ッ フ ァ
ー を用い て細胞抽出液を作成 した . 蛋

白濃度 の 測定後 , S D S - P A G E ( 各検体 と も 25 F l g)

し
, ( 3) で 用い た a n t ト p h o s p h o r yl a t e d C R E B

a n tib o d y , a nti - C R E B I C 21 a n tib o dy , a n ti - c - F o s

( E 25) a n tib o d y , a n ti - P - A cti n a n tib o dy お よび,

a n ti - a c e ty 1 at e d hi s t o n e H 3 a n tib o d y ( U p St a t e ;

1 : 1 0 00) を用 い て ウ エ ス タ ン プロ ッ トを行 っ た .

免疫反応 を生 じた蛋白は, E C L pl u s ( A m e r s b a m )

を用 い て化学発光させ た . ウ エ ス タ ン プロ ッ トの

結果はデ ン シ トメ
ー タ ー を用 い て解析した .

5 . 核断片化率および凍集体形成率の検討

N e u r o 2 a 細胞 お よび C O S7 細胞を 8 ウ ェ ル チ ャ

ン バ ー ス ライ ド (L a b T e k) に各 1 × 10 4 個づ つ

培 養後, p T - D R P L A Q (19 , ま た は 5 7)
- N L S I

G F P を 各 0 .1 /∠ g づ つ E ff e c t e n e t r a n sf e c ti o n

r e a g e n t を用 い て リ ボフ ェ ク シ ョ ン法 に て導入 し

た . 導入後 , 膜透過型 c A M P , f o r s k oli n ま た は

F R 9 01 22 8 投与下 に , N e u r o 2 a 細胞 は 72 時 間後,

c o s7 細胞 は 4 8 時間培養 した後, G F P 発現細胞

にお ける凝集体形成率と核断片化率を蛍光顕微鏡

下 に観察 した . 核断片化率は H o e c h st3 33 42 (5F L

M ) による核染色 を用 い て計測した . また W S T -

8 a s s a y は C ell C o u n ti n g Ki t - 8 ( W a k o) を用 い

て
, c A M P 投与 72 時間後に行 っ た . 統計学的解析

は A N O V A 解析後, B o nf e 汀 O ni 法による補正を行

っ た .

1
. 伸長ポリグ ル タミ ン錯は リン酸化 C R E B お

よび c -

F o s 蛋白発現を抑制する

コ ン ト ロ
ー ル の N e u r o 2 a 細胞 に お ける リ ン 酸

化 C R E B および即 時応答遺伝子 c - F o s の 発現形

式を確認するた め , 膜透過型 c A M P 0 . 1 m M 投与

後, 0 , 1 , 2 , 3 , 6 時間後に細胞抽出液を作成 し,

抗リ ン酸化 C R E B 抗体, 抗 c - F o s 抗体を用 い て

ウ エ ス タ ン プロ ッ トを行 っ た ( 図 1 A) . リ ン酸化

c R E B は投与か ら 1
-

2 時間後に発現 の ピ
ー ク に

達 し
,
3 時 間後まで 持続 した . ま た即 時応答遺伝

子 c - F o s は投与2
-

3 時間後に ピ
ー

クに達し, 6

時間後まで持続した . 高濃度 (2 m M ) の 膜透過型

c A M P を投与 した と ころ, リ ン酸化 C R E B およ

び c - F o s の 発現 は, と もに濃度依存性に発現 の
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図 l 膜透過型 c A M P 投与後の c A M P 応答遺伝子産物の 発現

( A) コ ン ト ロ ー ル の N e u r o 2 a 細胞 に膜透過型 c A M P O .1 m M を投与 した後, 経時的に細胞抽出

液を作成 し
,
リ ン酸化 C R E B

,
c - F o s の 発現をウ エ ス タ ン ブ ロ ッ 卜 にて検討した . リ ン 酸

化 C R E B
,
c - F o s と も膜透過型 c A M P 投与後 2 - 3 時間をピ ー ク と する発現 を認 め る .

膜透過型 c A M P 2 m M の投与時に は, 濃度依存性に リ ン酸化 C R E B , c - F o s の 発現増加を

認めた .

( B ) 部分 D R PI A 蛋白 (Q O
,
1 9

,
ま た は 5 7) を発現 した N e u r o 2 a 細胞 に

,
膜透過型 c A M P

O .1 m M を投与した と ころ
,
リ ン酸化 C R E B および c - F o s の 発現 は伸長ポリグ ル タ ミ ン 鎖

の長さ依存性に抑制された が
,
膜透過型 c A M P 2 m M の 投与時に は

,
伸長ポリグ ル タ ミ ン

鋳による発現抑制は認められない .

増強 が認め られた . 次 に, 伸長ポリ グ ル タ ミ ン錯 c A M P O .1 また は 2 m M を投与 した後, 経時的に り

によ る リ ン酸化 C R E B お よび c - F o s 発現 へ の 影 ン酸化 C R E B お よび c - F o s の 発現 を検 討 した .

響を検討するた め , 部分 D R PI A 蛋白 (Q O , 1 9 , ま なお , E ff e ct e n e t r a n sf e cti o n r e a g e n t の プ ロ ト コ
-

た は 5 7) を発現 した N e u r o 2 a 細 胞 に膜 透過型 ル に従 っ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効率 は 3 8 .2 ±
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図 2 膜透過型 c A M P , fo r s k oli n に よる核断片化抑制効果

部分 D R P I A 蛋白 (Q 1 9 ま た は 5 7) を発現 した N e u r o 2 a 細胞を, 膜透過型

C A M P 2 m M または b r s k olin l O O FI M 投与下に 7 2 時間培養した後, 核断片化率

(A , C ) および凝集体形成率 (B
,
D ) を測定 した . 膜透過型 c A M P および

f o r sk oli n の 投与により, 有意 な核断片化率の 抑制を認めた . 部分 D R PI A 蛋白

(Q 1 9) 発現群で は凝集体 の形成 は見られなか っ た . グ ラ フ は 3 回 の平均±標

準偏差を示す.

2 . 6 % で あ っ た た め , M A C S を 用 い て 部 分

D R PI J A 蛋白を発現 した細胞 の み を回収 した . 回

収 後, 部分 D R PI A 蛋白を発現 した細胞の 割合は

8 0 .6 ± 3 .4 % であ っ た . 0 .1 m M の低濃度膜透過型

c A M P 投与後の リ ン酸化 C R E B および c - F o s の

発現 は, 伸長ポリグ ル タ ミ ン鋳の 長さ依存性に優

位 に 抑制 さ れ た も も の の , 2 m M の 膜 透過 型

c A M P 投与後 の リ ン酸化 C R E B および c - F o s の

発現 は, Q O , 19 , 57 群間で有意 な差異を認め なか

っ た (図 1 B) .

2 . 高濃度の膜透過型 c A M P は伸長ポリグル タ

ミン領に よる細胞毒性 を緩和 する

膜透過型 c A M P の投与により, 伸長ポリ グ ル タ

ミ ン 鋳を含 む部分 D R PI J A 蛋白の 細胞毒性が緩和

さ れ る か を検討す る た め , p T - D R P L A Q 5 7 -

5 9 1

N I JS I G F P を導入 した N e u r o 2 a 細胞を 2 m M の膜

透過型 c A M P 投与 下 に 培 養 し た . 7 2 時 間後

Ⅲo e c b st 33 34 2 (5 〃 M ) を 剛
､ て核染色 し, 核断

片化率および凝集体形成率を検討した . G F P 発現

細胞 に おける核断片化率は, 膜透過型 c A M P 非投

与群に おい て G F P 発現細胞 の 2 9 .7 ± 4 .0 % に認

め た が
, 投与群 で は 9 .3 ± 1 .2 % と有意 な減少 を

認 めた ( p < 0 .01) (図 2 A ) .

一

方, 凝集体形成 率

は投与群に お い て も有 意 な減 少を認 め な か っ た

( 図 2 B) .
こ の 膜透過型 c A M P の 核断片化抑制効

果 は, 濃度依存性に認 め られた ( 図 3 A ) . ま た ア

デ ニ ル酸シ ク ラ ー ゼ の 活性化 を介 し細胞内 c A M P

濃度の上昇を来すfol sk oli n の投与によ っ て も, 漢

度依存性 の核断片化抑制効果 を認 め た (f ol sk oli n

非投与群; 2 2 .6 ± 4 .9 %
,
1 0 0/ ∠ m 投与群; 7 ･ 3 ±
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図 3 膜透過型 c A M P
,
f o r sk olin の 濃度効果

膜透過型 c A M P およびf o rs k oli n の 核断片化抑制効果 ( A , C ) は ,
それぞれ

濃度依存性に認められた .

凝集体形成率 ( B
,
D ) に は有意 な減少 は認 めなか っ た .

グ ラ フ は 3 回 の 平

均±標準偏差を示す.

2 .1 0/o , p < 0 .05)( 園 2 C , 3 C) . さらに C O S7 細胞

を用 い た検討で も, 膜透過型 c A M P によ る有意 な

核 断片化抑 制効 果 が 認 め ら れ た ( デ ー タ 省 略) .

こ の 膜透過型 c A M P に よる核断片化抑制効 果 が

C R E B 依存性転写を介 したもの であ る こ と を確認

する た め , N e u r o 2 a 細 胞 に p T - D R P L A Q 5 7 -

N I , S - G F P に加 え, C M V ベ ク タ
ー ( コ ン ト ロ ー ル) ,

野生型 C R E B ベ クタ ー

, 変異型 C R E B を コ
ー

ド

する ドミ ナ ン トネ ガ テ ィ ブ C R E B ベ ク タ ー の い

ずれ か 1 つ ( 図 4 A ) を共発現させ た の ち, 膜透

過型 c A M P 0 .5 m M 投与下 に 72 時間培養し, 核断

片化率を検討 した ( 図 4 B) . 変異型 C R E B 発現群

に お ける膜透過型 c A M P の 核断 片化抑制効果 は,

C M V ベ ク タ
ー および野生型 C R E B 発現群に比較

し有意 に減少 して い た ( p < 0 .05) . また W S T - 8

を用い た検討 で も, 変異型 C R E B 発現群 で は有意

に W S T - 8 値の 低下, すなわち生存細胞 の 減少を

認め た ( p < 0 .05)( 図 4 C) . c M V ベ ク タ ー

, 野生

型 C R E B , また は変異型 C R E B の い ずれか 1 つ の

み を N e u r o 2 a 細胞に発現させ た際には , 核断片化

率 に 有 意 差 を認 め な か っ た こ と か ら , 部 分

D R P L A ( Q 5 7) 発 現群 に お ける膜透過型 c A M P

の 核断片化抑制効果 は, 主 に C R E B 依存性転写 の

活性化を介 した もの と考 えられた .

3 . ヒ ス トン 脱ア セ チル 化 酵素 阻害剤 は C R E B

依存性転写活性化を間接的に促進する

C R E B 依存性転写を活性化する高濃度 の膜透過

型 c A M P の 投与に より, 伸長 ポリグ ル タ ミ ン鏡に

より抑制され た C R E B 依存性転写が 回復 した こ

と
,
こ の転写活性化 が伸長 ポリ グ ル タ ミ ン錆によ

る細胞毒性をも緩和 した こ と か ら, 次 に, ク ロ マ

チ ン構造の リ モ デ リ ン グ を介 して C R E B 依存性

転写を間接的 に促進すると考え られる, ヒ ス ト ン

脱 ア セ チ ル 化酵素阻害剤 に よ る C R E B 依存性転

写活性化 へ の影響を検討 し た . まず F R 90 12 28 に

よる 細胞毒性 を来 さ ない 至 適濃度 を決定 す る た
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図 4 変異型 C R E B によ る
,
膜透過型 c A M P 核断片化抑制効果の減弱

N e u r o 2 a 細胞 に p T - D R PI A Q 5 7 - N I , S - G F P および, p C M V ベ ク タ
ー

,
野 生型

C R E B を発現 する p C M V - C R E B , 変異型 C R E B を発現 する p C M V - K C R E B ,

P C M V - C R E B 1 3 3 の い ずれか (A ) を共発現させ ,
膜透過型 c A M P 0 .5 m M 投与下

に 72 時間培養 した後
,
核断片化率 (B) を検討し, ま た W S T - 8 a s s a y ( C) を施行

した
. 変異型 C R E B の 発現により, 膜透過型 c A M P の 核断片化抑制効果は有意 に減

弱 した . グ ラ フ は 3 回 の平均±標準偏差 を示す.

め , N e u r o 2 a 細胞を 0 .1 , 0 .5 , 1 , 5 , 1 0 , 5 0 n M の 濃

度下 に 4 8 時間培養後, W S T - 8 a s s a y によ る細胞

増殖抑制 ( 図 5 A ; 棒グ ラ フ) , および核断片化率

(図 5 A ; 実線) を検討 した . 濃度依存性に細胞増

殖抑制および核断片化率の 上昇を認め た が, 特に

5 n M 以上で顕著で あ っ た . また F R 9 012 28 は低濃

度 か ら濃度依存性に ヒ ス ト ン H 3 をア セ チ ル 化 し
,

ヒ ス ト ン ア セ チ ル化活性を有 して い た ( 図 5 B) .

以上より F R 90 12 28 の 濃度を, 有意 な細胞毒性を

来さ な い 0 .5 n M と し
,
C R E B 依存性転写 へ の 影響

を検討 した . 部分 D R PI A 蛋白 (Q 1 9 , ま た は 5 7)

を発現 させ た N e u r o 2 a 細胞 に 0 .5 n M の F R 9 012 28

を投与後, 経時的に リ ン酸化 C R E B , c - F o s およ

び アセ チ ル 化 ヒ ス ト ン H 3 の 発現 をウ エ ス タ ン プ

ロ ッ ト法にて検討した と ころ, 両群ともア セ チ ル

化 ヒ ス ト ン H 3 の 発現 を経時的 に認 め た も の の ,

リ ン酸化 C R E B , c - F o s の 発現 は認 め られなか っ

59 3

た ( デ
ー

タ 省略) .
こ の た め, 部分 D R P L A 蛋白

( Q 5 7) を発現 させ た N e u r o 2 a 細胞 に, 0 .5 m M の

膜 透 過 型 c A M P を 単独 投与 し た 群 , お よ び

o . 5 m M の 膜 透過 型 c A M P に 加 え 0 . 5 n M の

F R 9 0 1 2 2 8 を併用 し た群 間 に お い て , リ･ ン 酸化

c R E B および c - F o s の 発現 を検討 し た ( なお,

F R 9 0 1 22 8 は膜透過型 c A M P の 投与 15 時間前か

ら前投与 した) (図 6 A ) . ウ エ ス タ ン プロ ッ トの 結

果 をデ ン シ ト メ
ー

タ
ー を用 い て 計測 した と こ ろ,

併用群 に お い て リ ン 酸化 C R E B は投与 2 時間後

に単独群 の 1 . 8 倍, c - F o s は投与 3 時間後に 1 .9

倍に増強 し, か つ 発現 の 延長 が 認 め られ た ( 図

6 B , C) .

4 . ヒ ス ト ン脱 ア セ チル 化酵素阻害剤 は伸長ポ

リグルタミン頚に よる細胞毒性を緩和する
‾

F R 9 012 2 8 による 間接的な C R E B 依存性転写の

促進作用により, 伸長ポリ グ ル タ ミ ン鏡を含む部
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図 5 F R 9 01 2 2 8 に よる細胞毒性および ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化効果

(A) F R 9 01 2 2 8 の 至適濃度 を決定する ため
,

コ ン ト ロ ー

ル の N e u r o 2 a

細胞を
,
o - 5 0 n M の F R 9 01 2 2 8 の 投与下に 4 8 時間培養した . 5 n M

以上で顕著な細胞増殖抑制 ( W S T - 8 a s s a y ; 棒 グ ラ フ) および核

断片化率 (実線) の 上昇が見られた . D M S O の 濃度は 0 .0 2 % .
グ

ラ フ は 3 回 の 平均 ±標準偏差を示す.

( B ) コ ン ト ロ
ー

ル の N e u r o 2 a 細胞を
,
0 - 5 n M の F R 9 0 1 2 2 8 投与下に

4 8 時間培養した後, ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト にて ア セ チ ル化ヒ ス ト ン

H 3 の 発現 を検討 した . 濃度依存性に アセ チル 化ヒ ス ト ン H 3 の

発現が 見られた .

分 D R PI A 蛋白の 細胞毒性が緩和さ れる かを検討

す るた め, p T
-

D R PI A Q 5 7
-

N I , S - G F P を導入 し

た N e u r o 2 a 細胞 を 0 , 0 .1 , 0 .5 , 1 n M の F R 901 228

投与下 に 72 時間培養後, 核断片化率お よび凝集

体形成率を検討 した . 核断片化率は, コ ン ト ロ
ー

ル 群 にお い て G F P 発現細胞 の 2 8 .0 ± 5 .5 % に 認

め た が , F R 9 0 12 2 8 投与群で は 0 .5 n M に お い て

1 4 . 2 ± 1 . 2 % と最 も有意 な減少 を認 め た ( 図

7 A ) .

一

方, 凝集体形成率は F R 9 012 2 8 投与群 に

お い て も有 意 な減少 を認 め な か っ た ( 図 7 B ) .

F R 90 12 28 による核断片化抑制効果にお ける C R E B

依存性転写の 関与を検討する ため , N e u r o 2 a 細胞

に p T
-

D R PI A Q 5 7
-

N L S - G F P および C M V ベ

クタ ー

,
また は変異型 C R E B ベ クタ ー を ト ラ ン ス

フ ェ ク シ ョ ン した の ち, F R 90 12 28 0 .5 n M 投与下

に 72 時間培養 し, 核断片化率 ( 図 7 C) および凝

1 7 k D a

4 3 k D a

集体形成 率 ( 図 7 D) を検討した . 変異型 C R E B

の 発現 により, F R9 0 12 2 8 の 核断片化抑制効果 は

完全 に は消失 しなか っ た もの の , C M V ベ ク タ
ー

発現群に比較 し著明に減少 して おり ( p < 0 .0 5) ,

F R9 01 2 28 の 核断片化抑制効果 は主 に C R E B 依存

性転写を介 したもの と考 えられた .

考 察

今回 , 培養細胞 を用 い た部分 D R P I A 蛋白
一 過

性発現系に お い て , 膜透過型 c A M P により誘導さ

れ る リ ン酸化 C R E B お よび こ れ に伴う即 時応答

遺伝子 c - F o s の 発現 は, 伸長ポリ グ ル タ ミ ン鎖

の 長 さ依存 性 に 抑 制 さ れ る こ と を 確認 し た .

c A M P 応答性遺伝子群 発現 の 初期段階に おい て ,

C R E B は p r o t ei n ki n a s e A (P K A) により s e ri n e
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図 6 F R 9 01 2 2 8 に よる C R E B 依存性転写の増強効果

(A ) 部 分 D R P L A 蛋白 ( Q 5 7) を発現 し た N e u r o 2 a 細胞 に ,
膜透過型

c A M P 0 . 5 m M を単独
,
ま た は F R 9 0 1 2 2 8 0 . 5 n M を併用 し投与 した .

F R 9 01 2 28 は膜透過型 c A M P の 投与 1 5 時間前に前投与した . 併用群で

は ア セ チ ル 化ヒ ス ト ン H 3 の 発現 に加 え
,
リ ン酸化 C R E B および c -

F o s の 発現増加を認め た .

( B
,
C) ウ エ ス タ ン プロ ッ ト によるリン酸化 C R E B , c - F o s の 発現を, デ ン シ

トメ ー タ ー で解析した . それぞれ基礎発現量 に対する相対的発現量 を

示す. グ ラ フ は 3 回の平均±標準偏差 .

5 9 5
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図 7 F R 9 0 1 2 2 8 に よる核断片化抑制効果と変異型 C R E B によ る核断片化抑制効果

の宙或弱

(A
,
B) 部分 D R PI A ( Q 5 7) を発現 した N e u r o 2 a 細胞を

,
F R 9 0 1 2 2 8 非投与,

ま た

は投与 (0 - 1 n M ) 下 に 7 2 時間培養した後
,
核断片化率 (A) および凝集体

形成率 (B) を検討した . 0 .5 n M に お い て最も有意な核断片化率の 減少 を

認 めた が, 凝集体形成率に有意 な減少は認 めなか っ た .
グ ラ フ は 3 回 の 平

均±標準偏差.

( C , D) N e u r o 2 a 細胞に p T I D R P I A Q 57 1 N I , S - G F P および, 野生型 C R E B を発

現する p C M V - C R E B , 変異型 C R E B を発現する p C M V - K C R E B , p C M V -

C R E B 1 3 3 の い ずれか ( 図 4 A ) を共発現させ ,
F R 9 0 1 2 2 8 0 .5 n M 投与下 に

7 2 時間培養 した後, 核断片化率 (C ) および凝集体形成率 ( D ) を検討 し

た. 変異型 C R E B の発現により, F R 9 01 2 2 8 の核断片化抑制効果は有意に減

弱 した . グ ラ フ は 3 回 の 平均 ±標準偏差 .

1 33 に お い て リ ン酸化され た後, 転写活性化 に関

与することか ら 19) , これ らの結果は, これま での

レ ポ ー タ ー 遺伝子 を用 い た検討と 同様に, 伸長 ポ

リ グ ル タ ミ ン鋳が 内在 性の C R E B 依存性転写 を

も障害する こ と を意 味す る . ま た
,
こ れ まで に

様々 な細胞および 1
'

n Tj7

'

v o モ デル にお い て , C R E B

が細胞 の機能推持, 生存に重要な機能を担 っ て い

る こ と2 0) ‾2 4)
,
さらに c J o s を始 め とする即時反

応遺伝子群も, 遅延反応遺伝子群の 発現 に影響 し,

か つ 神経細胞 の 生存に不可欠であるこ とから25) 2 6) ,

伸長ポリ グ ル タ ミ ン 鏡に よ る C R E B 依存性転写

の 抑制は, 神経細胞 の 機能不全, ひ い て は神経細

胞死 を生 じう る もの と 考え られ る . また 今回 1 9

リ ピ
ー トと い う正常長 の ポリ グ ル タ ミ ン鏡発現群

に おい て も 0 リ ピ ー

ト発現群 に比 べ , 有意 なリ ン

酸化 C R E B および c - F o s の 発現抑制を認 め た こ

と か ら
,
D R P L A 蛋白その もの が何 らか の 転写調

節機能を有 して い る可能性も考えられ る .
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さ らに本研究に お い て特筆すべ きは, 伸長 ポリ

グ ル タ ミ ン鋳によ っ て生 じた リ ン酸化c R E B , c -

F o s の 発現抑制が , C R E B 依存性転写 を強力 に活

性化 する 高濃度 の 膜透過型 c A M P の 投与に よ っ

て 著明 に回復した こ とで ある . さら に こ の C R E B

依存性転写の 活性化は, 核断片化率の 有意 な減少

を伴 っ て おり, C R E B 転写の 活性化により伸長ポ

リ グル タ ミ ン鋳の 細胞毒性が緩和された こ とを意

味する . また変異型 C R E B を発現する ドミ ナ ン ト

ネ ガ テ ィ ブ C R E B ベ ク タ ー を共発現する こ と に

より, 膜透過型 c A M P の 核断片化抑制効果 は ほぼ

消失 した こと か ら, こ の 細胞死抑制効果の 主要経

路 は C R E B 依存性転写活性化を介 し た もの と考

えら れる . 最近, ハ ン チ ン ト ン病の エ ク ソ ン 1 を

発現 した P C 12 細胞 を用 い た検討 で も c A M P や

fo r s k oli n の 細胞死抑制効果 が報告 されて おり 2 7) ,

これらの 結果 は D R PI A を含め た ポリ グ ル タ ミ ン

病の病態 に, 伸長ポリ グ ル タ ミ ン鏡 による C R E B

依存性転写障害が深く 関与し, か つ こ れら の 転写

障害が可逆性で ある可能性を示 して い る もの と思

われた .

一

方 , ポリ グ ル タ ミ ン病におい て , ク ロ マ チ ン

構造の 調節機能が障害されて い る可能性が指摘さ

れて い る . その 根拠と して , C R E B 依存性転写の

転写 因子 の 1 つ で あ る C R E B 結合蛋白 ( C B P)

が ヒ ス ト ン ア セ チ ル 化酵素活性を有する こ と 2 8) ,

また伸長 ポリ グ ル タ ミ ン錆を伴う ハ ンチ ンチ ン が

C B P に結合する こ と 2 9) , が挙げられる . 実際に ハ

ンチ ン ト ン病や球脊髄性筋萎縮症 の 培養細胞 モ デ

ル を用い た検討で , ア セ チ ル 化ヒ ス ト ン H 3 , Ⅲ4

の 基礎発現量 の 低下 が指摘されて い る 3 0) 3 1) . そ

こ で今回, ク ロ マ チ ン構造を修飾 し, 間接的 に転

写を活性化する と考えられ る ヒ ス ト ン脱 ア セ チ ル

化酵素阻害剤によ る C R E B 依存性転写 へ の 影響

も併せ て検討 した . 膜透過型 c A M P および低濃度

の F R 9 012 28 を併用 した場合, 膜透過型 c A M P 単

独投与に比 べ , ア セ チ ル化 ヒ ス ト ン H 3 の 誘導と

共に, 有意に リ ン酸化 C R E B や c - F o s の 発現 を

増強し, か つ 伸長ポリグ ル タミ ン鐙による核断片

化を抑制 した . ま た F R 9 01 22 8 の 細胞死抑制効果

は
, ドミ ナ ン トネガ テ ィ ブ C R E B ベ クタ

ー を共発

現する こ と で大幅に減弱 して い た . F R 9 01 22 8 の

単独投与で は有意 か) ン酸化 C R E B , c - F o s の 発

現 が認め られなか っ た こ と か ら, ヒ ス トン脱 ア セ

チ ル 化酵素阻害剤の 作用機序と して , 間接的に内

在性の C R E B 依存性転写を促進 し て い る も の と

思 われた . ラ ッ トの ソ マ トス タチ ン遺伝子 レ ポ
ー

タ ー と して 発現 させ た N I H 3 T 3 細胞 にお い て も,

fo r s k oli n に t ri c h o st ati n A や b u ty r at e , t r a p o xi n と

い っ た H D A C 阻害剤を併用 した場合, C R E B の リ

ン酸化や ソ マ トス タ チ ン m R N A 発現 の 延長が報

告されて おり
3 2)
,
H D A C 阻害剤などの 間接的, 非

特異的 に C R E B 依存性転写を促進する薬剤 の 投

与によ っ て も, ク ロ マ チ ン構造 の調節障害を緩和

し
,
ポリグ ル タ ミ ン病の 病態を改善する可能性が

考えら れた .

お わ り に

今回, 部分 D R P I A 蛋白
一

過性発現系におt l て,

これまで報告 された レポ
ー タ ー を用い た検討に加

え
, 内在性の C R E B 依存性転写にお い ても伸長 ポ

リ グ ル タ ミ ン 鎖の 長 さ依存性 に抑制 が 生 じ る こ

と, こ の 抑制は直接また は間接的に C R E B 依存性

転写を活性化する こ と によ っ て 可逆的で ある こ と

を確認 した . テ トラ サイ ク リ ン調節機構を有する

ハ ンチ ン ト ン病 ト ラ ンス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス の 検討

で も, 不随意運動 , 核内凝集体の 形成 と い っ た表

現型 の出現後に変異 ハ ン チ ンチ ン の 発現をブロ ッ

クする こ とで病 的変化が可逆的に改善する こ とも

報告 さ れて い る 3 3) . 以上 の 結果 か らは神経 変性

の 分子機構と して, 伸長ポリ グ ル タ ミ ン 鎖を有す

る変異タ ン パ ク の C A G リ ピ ー ト長依存性か つ 時

間依存性の 核内集積と , C R E B 依存性転写活性化

を中心とする選択的遺伝子転写障害がその 本質で

ある と 考え られ , 今後 の 治療 へ の 方 向性と して ,

①変異タ ン パ クの 発現を直接的 に抑制する , ②変

異 タ ン パ ク の プロ セ ッ シ ン グを阻害す る, ③変異

タ ン パ ク の 核移行 を阻害する, ④変異タ ン パ ク の

核内集積過程と コ ン プ オメ
- シ ョ ン変化を緩和す

る, ⑤転写障害 を緩和する ( 発現を抑制さ れた特

定 の 遺伝子群 の 発現 を緩和 する) , など が考え ら
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れ る . さらなる ポリグ ル タ ミ ン病 の 詳糸田な病態機

序の 解明と ともに, より病態 に即 した治療法開発

へ の ア プロ ー

チ が な されて い く こ と が強く望まれ

る .
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2 2 8 1 9 9 4 .

9 ) Z h u cb e n k o 0 , B ail e y J , B o n n e n P , A s biz a w a T ,

S t o ckt o n D W , Am o s C , D ob y n s W B , S u b r a m o n y

S H , Z o gh bi H Y a n d Le e C C : A u t o s o m al d o m i-

n a n t c e r e b ell a r at a xi a (S C A 6) a s s o ci at e d w ith

s m all p oly gl u t a m i n e e x p a n si o n s i n 也e alp h al A -

v olt a g e - d e p e n d e n t c al ci u m c h a n n el . N at u r e

G e n et 1 5: 6 2 - 6 9 1 9 9 7 .

1 0) Li n d bl a d K , S a v o n t a u s M L , S t e v a n i n G ,

H ol m b e rg M , D ig r e i , Z a n d e r C , E h r s s o n H ,

D a vid G
,
B e n o m a r A

,
N ik o s k el ai n e n E

,
T r o 仕i e r

Y , H ol m g r e n G , P t a c ek LJ , An ttin e n A , B ric e A

a n d S c b alli n g M : A n e x p a n d e d C A G r e p e a t

s e q u e n c e i n s p i n o c e r e b ell a r a t a x i a t y p e 7 .

G e n o m e R e s 6 : 9 6 5 - 9 7 1 1 9 9 6 .

l l) K oid e R , K o b ay a s hi S , Shi m o h at a T , Ik e u c hi T ,

M a m y a m a M , S ait o M , Y a m a d a M ,
T ak a h a shi
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H a n d T s uji S : A n e u r ol o g ic al di s e a s e c a u s ed by

a n e x p a n d e d C A G t ri n u cl e o tid e r e p e a t i n th e

T A T A - bi n di n g p r ot ei n g e n e : a n e w p oly gl u t a -

m i n e di s e a s e ? H u m M oI G e n et 8: 2 0 4 7 - 2 0 5 3

1 9 9 9 .

1 2) N ak am u r a K , J e o n g S Y , U c hih a r a T , An n o M ,

N a g a shi m a K , N a g a shi m a T , Ik e d a S , T s uji S

a n d K a n a z a w a I: S C A 1 7
,
a n o v el a u t o s o m al d o m -

i n a nt c e r e b ell a r at a xi a c a u s e d b y a n e x p a n d e d

p oly gl u t a m in e i n T A T A - bin di n g p r o t ei n . H u m

M oI G e n et 1 0 : 1 4 4 1 - 1 4 4 8 2 00 1 .

1 3) I k e d a H , Y a m a g u c h i M , S u g ai S , A g e Y ,

N a ru m iy a S a n d K a kiz u k a A : E x p a n d ed p oly gl u
-

t a m i n e i n th e M a c h ad o - J o s ep h di s e a s e p r ot ein

i n d u c e s c ell d e at h i n vit r o a n d i n vi v o . N at u r e

G e n e t 1 3: 1 9 6 - 2 0 2 19 9 6 .

1 4) Shi m o b at a T , N a k aji m a T , Y a m a d a M , U cbid 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 a k i K
,
S a n o Y

,
I s h 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 c bi T , O y a k e M ,
S at o

T
,
A o y ag i Y , H o z u m i I , N a g at s u T , T akiy a m a Y ,

N i s hi z a w a M , G ot o J , K a n a z a w a I , I r w i n D ,

T a n e s e N
,
T a k ah a s hi H a n d T s uji S : E x p a n d e d

p oly gl u t a m in e st r et c h e s i nt e r a ct w ith T A FII 1 3 0 ,

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

N at u r e G e n et 2 6: 2 9 - 3 6 2 0 0 0 .

1 5) T a n e s e N , S al uj a D , V a s s all o M F , C h e n J L a n d

A d m o n A : M ol e c ul a r cl o n i n g a n d a n aly si s of

t w o s u b u nit s o f th e h u m a n T F II D c o m pl e x :

h T A FII1 3 0 a n d h T A F III O O . P r o c . N atl . A c ad .

S ci . U S A , 9 3: 1 3 6 1 1 - 1 3 6 1 6 1 9 9 6 .

1 6) D u n a h A W , J e o n g H , G riffi n A , Ki m Y M ,

S t a n d a e rt D G , H e r s c b S M , M o u r adi a n M M ,

Y o u n g A B , T a n e s e N a n d K r ai n c D : S p l a n d

T A F II 1 3 0 t r a n s c rip ti o n al a cti v i ty di s r u p t e d i n

e a rly H u nti n gt o n
'

s di s e a s e . S ci e n c e 2 9 6: 2 238 -

2 2 4 3 2 0 0 2 .

1 7) 下畑享良 : 伸長ポリ グ ル タ ミ ン鏡の 核移行 によ

る細胞障害の 機序 に つ い て の検討 . 新潟医学会

雑誌 1 1 5: 1 3 2 - 1 4 7 2 0 0 1 .

1 8) s at o A , S hi m o h at a T , K oid e R , T ak a n o H , S at o

T
,
O y a k e M , Ig a r a shi S , T a n a k a K , I n u z u k a T ,

N a w a H a n d T s uji S : A d e n o vi r u s 一 皿 e di at e d

e x p r e s si o n o f m u t a n t D R P L A p r o t ei n s w ith

e x p a n d e d p oly gl ut a m i n e st r et ch e s i n n e u r o n ally

difEe r e n ci at e d P C 1 2 c ell s . P r ef e r e n ti al i n t r a n u -

cl e a r a g g r e g at e f o r m ati o n a n d ap o p t o si s . B u m .

M oI G e n et 8 : 9 9 7 - 1 0 0 6 19 9 9 .

1 9) G o n z al e z G A a n d M o n t m i n y M R : C y cli c A M P

sti m ul at e s s o m a t o st ati n g e n e t r a n s c rip ti o n b y

p h o sp h o ryl ati o n of C R E B at s e ri n e 1 3 3 . C ell 5 9:

6 7 5 - 6 8 0 1 9 8 9 .

20) J e a n D , Ⅲa r bi s o n M ,
M c C o n k e y D J , R o n ai Z

a n d B aI - Eli M : C R E B a n d it s a s s o ci at e d p r o
-

t ei n s a ct a s s u rv iv al f a ct o r s fo r h u m a n m el a n o m a

c ell s . ∫B i oI C h e m 2 73 : 2 4 8 8 4 - 24 890 1 9 9 8 .

2 1) Ri c ci o A , A h n S , D a v e n p o rt C M , Bl e n dy J A a n d

Gi nt y D D : M e di ati o n b y a C R E B f a m ily t r a n -

s c rip ti o n f a ct o r o f N G F - d e p e n d e nt s u Ⅳi v al of

s y m p a也 etic n e u r o n s . S cie n c e 2 8 6 : 2 3 5 8 - 2 3 6 1

1 9 9 9 .

2 2) S o m e r s J P , D e L oi a J A a n d Z el e z n ik AJ :

A d e n o vi m s - di r e ct e d e x p r e s si o n of a n o n p b o s -

p h o ryl at abl e m ut a nt of C R E B ( C A M P r e sp o n s e

el e m e nt - bi n di n g p r o t ein ) a d v e r s ely affe ct s th e

s u r vi v al , b u t n ot t h e diffe r e n ti ati o n , of r at g r a n u 1

1 o s a c ell s . M ol . E n d o c rin ol ., 1 3 : 1 3 6 4
- 1 3 7 2

,

1 9 9 9 .

23) Fi n kb ei n e r S : C R E B c o u pl e s n e u r ot r o p hi n sig -

n al s t o s u Ⅳi v al m e s s a g e s . N e u r o n 2 5 : l l
-

1 4

2 0 0 0 .

2 4) M a n t a m a di oti s T
,
Le m b e r g e r T , Bl e ck m a n n S C ,

K e rn H
,
K r et z 0 , M a rti n Vill alb a A , T r o n c h e F ,

K ell e n d o n k C
,
G a u D

,
K a p 血a m m e r J , O tt o C ,

S c b m id W a n d S ch u t z G : D i s r u p ti o n of C R E B

f u n cti o n i n b r ai n l e a d s t o n e u r o d e g e n e r ati o n .

N at u r e G e n et 3 1 : 4 7
- 5 4 2 0 0 0 .

2 5) sh e n g M a n d G r e e n b e r g M E :
′

m e r e g ul atio n

a n d fu n cti o n of c - f o s a n d oth e r i m m e di at e e ar ly

g e n e s in 血e n e Ⅳ o u s s y st e m . N e u r o n 4 : 4 7 7 -

4 8 5 1 9 9 0 .

2 6) Z h a n g J , Z b a n g D , M c Q u a d e J S , B e b b e b a n i M ,

T si e n J Z a n d X u M : c - f o § r e g ul at e s n e u r o n al

e x cit a bility a n d s u r vi v al . N at u r e G e n et 3 0: 4 1 6 -

4 2 0 2 0 0 2 .

2 7) w ytt e n b a ch A , S w a rt z J , Ki t a H , Th y kj a e r T ,

C a r m i c b a el ∫, B r adl ey ∫, B r o w n R , M a x w ell M ,

S c h ap ir a A , O r nt o ft T F , K at o K a n d R u bin s z t ei n
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D C : P oly gl u t a m i n e e x p a n si o n s c a u s e d e c r e a s ed

C R E - m e di a t e d t r a n s c rip ti o n a n d e a rly g e n e

e x p r e s si o n c h a n g e s p ri o r t o c ell d e at h i n a n

i n d u cibl e c ell m o d el of H u n ti n gt o n
'

s d is e a s e .

Ⅲu m M oI G e n et 1 7: 1 8 29 - 1 8 4 5 2 0 0 1 .

2 8) B a n n ist e r AJ a n d K o u z a rid e s T : T h e C B P c o -

a ctiv at o r i s a hi s t o n e a c e ty 1t r a n sf e r a s e . N at u r e

3 84: 6 41 - 64 3 1 99 6 .

2 9) N u cif o r a F C J r , S a s a ki 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 a k ah a shi 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 r f e r e n c e b y h u n ti n g ti n a n d

at r o p hi n - 1 w ith c b p - m e di at e d t r a n s c rip ti o n

l e a di n g t o c ell ul a r t o x i city . S ci e n c e 2 9 1 : 2 4 2 3 I

2 42 8 2 0 0 1 .

3 0) St e ff a n J S , B o d ai L , P all o s J , P o el m a n M ,

M c C a m p b ell A , A p o s t oI B L , K a z a n t s e v A ,

S c h m idt E , Z h u Y Z , G r e e n w ald M , K u r o k a w a

R
,
H o u s m a n D E

, J a c k s o n G R , M a r s h J L a n d

T h o m p s o n L M : H ist o n e d e a c e ty 1 a s e i n hibit o r s

a r r e st p oly gl ut a m i n e - d e p e n d e n t n e u r o d e g e n -

e r ati o n i n D r o s o p hil a . N at u r e 4 1 3 : 7 3 9 - 7 4 3

2 0 0 1 ,

3 1) M c C am p b ell A , T ay e & , Wh it ty L , P e n n e y E ,

S t eff a n J S a n d F is c hb e c k K H : H i st o n e d e a c e ty -

l a s e i n h ibit o r s r e d u c e p oly gl u t a m i n e t o x i city .

P r o c N atl A c a d S °i
,
U S A

,
9 8: 1 5 1 7 9 - 1 5 1 8 4

2 0 0 1 .

3 2) M i ch a el L F , A s a h a r a H , S h ul m a n Al ,
K r a u s W L

a n d M o n t m i n y M : n e p h o sp h o r yl ati o n st at u s o f

a cy cli c A M P - r e s p o n siv e a c也v at o r i s m o d ul at e d

vi a a c b r o m ati n - d e p e n d e n t m e c h a n i s m . M oI

C e11 Bi o1 2 0: 1 59 6 - 1 6 0 3 2 0 0 0 .

3 3) Y a m a m ot o A , L u 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 at h ol o g y a n d 皿 Ot O r dy s血1 n Cti o n i n a c o n -

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

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

5 7 - 6 6 2 0 0 0 .

( 平成 1 5 年 1 月 2 7 日受付)


