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緒 言

現在まで に 9 つ の 遺伝性の 神経変性疾患 (球脊

髄性筋萎縮症 (S B M A)
1)
,
ハ ンチ ン トン病( H D)

2)
,

菌状核赤核淡 蒼球ル イ体萎縮症 ( D R PI A ) 3) , 育

髄小脳失調症 1 型 (S C A l) 4) , 2 型 ( S C A 2) 5) , マ

シ ャ ド ジ ョ セ フ 病/3 型 ( M J D / S C A 3)
6)
,
6 型

(s c A 6) 7) , 7 型 ( S C A 7)
8)
, 17 型 (S C A 17)

9) に お

い て病因遺伝子 の 翻訳領域内にポ リグ ル タ ミ ン鎖

を コ ー

ドする C A G リ ピ ー ト の 異常伸長 が見出さ

れる こ と が
, 明らか にさ れて い る .

S B M A で は ア ン ドロ ゲ ン受容体 1) , s c A 6 で は

電位依存性 C a α 1 A サ ブ ユ ニ ッ ト 7) , s c A 17 で

は T A T A 結合タ ン パ ク
9) が病 因 タ ン パ ク と して

明らか と な っ て い る が, こ れらを除くポリ グ ル タ

ミ ン 病で は病因 タ ン パ ク の 機能は分 か っ て い な

い
.
し か し C A G リ ピ

ー

ト長は健常者と患者と の

間 に明 らか な境界値を認 め, S C A 6 を除 い て そ の

境界値は 35 - 4 0 リ ピ ー トで ある こ と
, 発症年齢

と伸長 C A G リ ピ ー ト長 に は負の 相関関係を認 め

る こ と
,
など共通点も多く普遍的な病態機序が推

察される.

ポリ グ ル タ ミ ン病の 病態機序 と し て 転写障害

の 関与が推察さ れて きた . 本疾患で は特徴的 な病

理学的所見 と して核内封人 体 ( N I) が 剖検脳 お

よび モ デル マ ウス で 認め られ る が 2 1) 22) , こ の N I

に 伸長 ポ リ グ ル タ ミ ン 鋳 と共 に C B P
l l) 1 3) 2 3)

,

T B P 2 4)
,
T A P Ⅱ 13 0

2 5)
,
s p 1
25) などの転写因子が

含ま れる こ と が報告 されて き た . 特 に D R PI A で

は C R E B 依存性の 転写活性 に必要 な転写補助 因

子 で あ る T A F ] 1 30
2 5) な い し は C B P

1 3) と 核内

移行 した 伸長ポリ グ ル タ ミ ン 頚の 結合 が示 され,

神経変性 と転写障害と の 関連性が疑われ て きた .

また培養細胞 を用 い た研究 で も, 凝集体形成 に先

行 して C R E B 依存性の 転写 活性が低下 して い る

こ とが示唆されてき た 15) 16) . 現在 で は N I は む し

ろ防御的に働い て おり, それ以前の 伸長ポリ グ ル

タ ミ ン 鎖 を含む 変異 タ ン パ ク が 核内 に 蓄積 し,

C R E B 依存性 の 転写活性に 障害を引 き起 こ すと考

えら れて い る 26) ‾ 2 9) . し か し 1
'

n t q
'

v 10 の 実験 系 に

お い て C R E B 依存性の 転 写活性 の 低下 を直接 示

した報告は ない .

我 々 の グ ル ー プは伸長 した ポリ グ ル タ ミ ン鎮に

よる神経変性機構を個体 レ ベ ル で解析する ことを

目的に , プ ロ モ
ー タ ー

領域を含む D R PI A 患者の

ゲ ノ ム D N A (7 6 C A G リ ピ
ー

ト) 全 長を単
一

コ ピ

ー で 導入 した D R P I A モ デ ル マ ウ ス (Q 76 マ ウス)

を作製 した 1 7) . こ の モ デ ル マ ウ ス は神経症 状を

呈 さな い が , 世代間で C A G リ ピ
ー

ト数 の 変化を

認 め る こ と , 世代間の 不安定性に p a r e n t al bi a s を

認 め る こ と , 体細胞 モ ザイ ク を認 め る こ と など,

D R PI A 症例 と様々 な 点で類似 して い る こ と を確

認 して い る . また 病理 学的に は, 加齢と共に核内

に増大ポリグ ル タ ミ ン錯の 蓄積を認 め, 12 週齢で

ほ ぼ 全 て の 神経細胞 に 核内蓄積 を認 め , ヒ ト

D R PI A 剖検脳 と その 病変分布, 核内蓄積像も類

似 して い る .

こ の D R PI A モ デ ル マ ウ ス を用 い て C R E B 依存

性の 転写活性を レ ポ ー タ ー 解析で きる モ デ ル マ ウ

ス を作 製し, C R E B 依存性 の 転写活性が伸長 ポリ

グ ル タ ミ ン鏡の 神経細胞核内蓄積により変化を受

け るの か否か を1n v T
'

v o で検証 した . そ の結果, マ

ウス 脳皮質の 神経細胞 で , 伸長 ポリ グ ル タ ミ ン錆

の 核内蓄積度 と ni c o ti n e 刺激に よ る C R E B 依存

性転写活性と の 間 に正 の 相関関係を見出した の で

報告する .

材料と方法

1 . 増大 ポ リグル タ ミン頚 を含 む D R P L A 遺伝

子の C R E B 依存 性転写 活性 に対 する影響を

解 析す る ダブル トラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク マ ウ ス

の確立

C R E B 依存性の 転写活性の 変化をレ ポ ー タ ー 解析

し得 る マ ウ ス と して , β- g al a ct o sid a s e の 発現 を

解析する こ と によ り C R E B 依存性の 転写活性を

検証 で き る C R E - L a c Z t r a n s g e ni c m i c e を I m p e y

らか ら供与され た 18) . こ の マ ウ ス は R S V プ ロ モ

ー タ ー の 下流 に 6 個の 連続 した C R E 配列をもち,

更にそ の 下流にβ- g al a ct o sid a s e の 発現領域 をも

つ 導入遺伝子 を持 っ た マ ウス であ る . 自然交配 に

より C R E - L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス と Q 7 6 マ ウ ス
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と を交 配 さ せ た C R E - L a c Z ＋/ ‾ D R P L A ＋/ I

t r a n s g e ni c m i c e ( 以下 d o u bl e t r a n s g e ni c マ ウ ス)

を作成 した . 遺伝子型 は切 尾試料を P C R 法に よ

り検定 し た . P C R 条件 は, I , a c - Z 3 ( A C C A g A A g

C g g T g C C g A A A A) , I , a c - Z 4 ( C C C g T A g g T A g T C

A C g C A A C) , および R T l - F ( C C T C C T C C C T A T g g

C C g C C T m ) , R T 3 - R ( g g A g g A g g g g g C C C A g A g

m C) をそれ ぞれ C R E I L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス

と D R PI A マ ウ ス の プ ライ マ ー

に設 定 し , 初回

D N A 変性を 9 6 ℃ 1 分 間, 最終伸長反応 72
o

C 10

分 間, 25 サイ ク ル と し た ( D N A 変性 9 6 ℃ 1 分

間, ア ニ
ー

リ ン グ 61 ℃ 1 分 間, 伸長 反応 72 ℃ 1

分間) .

2
.
n i c o ti n e 刺激 に よる C R E B 依存 性転写活 性

の 賦活化

d o u bl e t r a n s g e n i c マ ウ ス お よ び C R E - L a c Z

t r a n s g e ni c マ ウ ス は 12 週齢 の 雄個体を対象と し

た . C R E B 依存性の 転写活性を増強さ せ る目的で,

( - ) - ni c o ti n e ( SI G M A) 2 .4
-

3 .2 m g / k g を生

理食塩水 に溶解 し, 腹腔 内に投与 した . 薬剤の 投

与2 時間後に i s o 仇1 r a n e ( 日産化学工業) 麻酔下

で マ ウ ス を 屠 殺後 に 関 頭 し , 全 脳 を半切 して

O C T 匂埋 後に ドライ アイ ス 冷却下 , 2 - メ チ ル ブ

タ ン で 凍 結 し た . O C T 匂 埋 さ れ た 脳 試料 を

C ry o st a t で 冠状断に薄切 (1 0 FL m 厚) し, 冷風 に

より乾燥固定 した . bip p o c a m p u s レ ベ ル の組織切

片 を 対 象 と し て 染 色 を 行 っ た
1 9)

. o .2 % gl u-

t a r ald e b y d e で 1 次 固 定 を し , 0 .0 1 % N a D O C ,

o .o2 0/o T rit o n X - 10 0/ P B S で 洗浄後 に 1 .O m g / m l

x - G al に て 3 7
o

C 48 時間反応 さ せ た . そ の 後に

p B S で 洗浄 し, 0 .2 % gl u t a r ald e h y d e で 2 次 固定

後に P B S で洗浄した . N u cl e a r F a st R e d で 対比染

色 し, エ タ ノ
ー ル脱水および キシ レ ン脱脂を行な

っ た後に マ ウ ン ト し, 光学顕微鏡で観察した .

3 .
マ ウ ス脳皮質神経細胞での a n ti - β -

g al a c
-

t o sid a s e 陽性細胞の検討

O C T 匂埋 された脳 試料を C r y o st at で冠状断に

薄切 (1 0 F L m 厚) し, 冷風 に より乾燥固定 し た ･

hip p o c a m p u s レ ベ ル の 組織切 片を対 象 と し た .

4 % p a r a fo r m ald e h y d e で 固定 し , P B S で 洗浄後

に , Blo c ki n g b u ff e r (5
0/o B S A , 0 .05 0/o T rit o n - Ⅹ,

4 % n o r m al g o a t s e m m ) で 室 温 1 時間 ブ ロ ッ キ

ン グ を行 っ た . 1 次 抗 体 と して a n ti - β
-

g al a c -

t o sid a s e ( 1 : 500) お よ び a n ti - N e u N a n tib o d y

( c b e m i c o n ; 1 : 20 00) にて 4 ℃ 24 時間反応 させ た

後 に , 2 次抗体と して Al e x a Fl o u r488 g o at a n ti -

r a b bit Ig G お よ び Al e x a Fl o u r594 g o at a n ti -

m o u s e l g G ( M ol e c ul a r P r o b e; 1 :20 0) を室温 で 2

時間反応 さ せ 蛍光顕微鏡 ( ニ コ ン T E - 30 0 N T)

に て観察 した . 同
一 ス ライ ス の 皮質Ⅱ - Ⅵ層にお

ける 5 視野を無作為に選 んで 40 0 倍で観察し, 各

視野内で a n ti - N e u N a n tib o d y によ る染色陽性 の

細 胞 数を 計 測 し た . そ の 中 で 同時 に a n ti - P -

g al a c t o sid a s e a n tib o d y で 染色 さ れ る細胞 を確認

し
, 計測 した . 統計処 理 は o n e w a y A N O V A にて

行い , p o s也 o c k 解析は D u n n et 法に て行 っ た .

4 . マ ウス脳 皮質神経 細胞に おける C R E B 依存

性転写 活性と増大 ポリ グル タミ ン讃の 発現

量の 検討

同 一 個体の 同 一 ス ライ ス 内における個々 の 神経

細 胞で の 1 C 2 a n tib o d y と a n ti -

β- g al a ct o sid a s e

a n tib o d y による 二重蛍光免疫染色法に よる蛍光強

度を測定 し, 比較した . O C T 匂理 された脳試料を

c ry o st at で冠状断に薄切 (10 F l m 厚) し, 冷風 に

よ り乾燥固定した .
bip p o c a m p u s レ ベ ル の組織切

片 を対象と し た . 4 % p a r a fo r m ald e h y d e で 固定

し
,
P B S で洗浄後に , H C O O Ⅲ 処 理 を 10 分 間室

温 で行 っ た .
P B S で洗浄 し, B lo c ki n g b u ff e r で室

温 1 時間ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た後に , 1 次抗体 と

して a n ti - β- g al a ct o sid a s e a n tib o d y ( C b e m i c o n;

1 : 5 00) および 1 C 2 a n tib o dy ( C h e m i c o n ; 1 : 30 00)

に て 4
o

C 48 時間 反応 さ せ た . 2 次 抗 体 と し て

ju e x a Fl o u r4 88 g o at a n ti - r ab bit Ig G お よび Ale x a

Fl o u r5 94 g o at a n ti - m o u s e lg G ( M ol e c ul a r P r o b e;

1 : 20 0) を室温で 2 時間反応させ , 検鏡 した . 同
一

ス ライ ス の 皮質Ⅰ - Ⅵ層に お い て無作為に選ん だ

明瞭な 7 視野を 40 0 倍で観察し, 各視野内の全て

の神経細胞 に R O I を設定 して , 免疫染色陽性の 同

一

細 胞 内に お ける R O I 内の 平 均蛍光強度 を各 2
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L7 監E 群 溺S 群

図 1 ( - ) - nic o tin e 投与による C R E B 依存性の転写活性の 増強

マ ウ ス 脳皮質の Ⅹ- G al 染色 , 濃染された細 胞 が Ⅹ- G al 染色 で陽性の 細胞 . C R E

群 : ( - ) - ni c o ti n e 投与後の C R E - L a c Z t r a n s g e n ic マ ウ ス N S 群 : 生理食塩 水投与

後の C R E - L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス (倍率 40 倍, 右下枠 2 0 0 倍) .

次 抗体 に 対応 す る励 起波長 ( 49 5 n m と 5 9 0 n m )

で各個に測定 した . 蛍光強度 の測定 は蛍光顕微 鏡

( 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 た .

結 果

1 . n i c o ti n e の 投与 に より C R E B 依存性の転写

活性は増強される

I m p e y らか ら供与された C R E I L a c Z t r a n s g e ni c

マ ウ ス は定常 で は僅か な β- g al a ct o sid a s e 活性し

か示 さ ない こ と か ら
,
C R E B 依存性の 転写活性を

ni c o ti n e 投与により誘発する こ と を試み た . 雄 12

週 齢 の C R E - L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス に ni c o ti n e

を投与 した 群 ( C R E 群) と コ ン ト ロ ー ル と して

同量 の 生理 食塩 水を投 与 した群 ( N S 群) を Ⅹ-

G al 染色 し, 比較 し た . 図 1 に認 め られる よう に

ni c oti n e 投与 に より明 ら か にβ- g al a c t o sid a s e の

発現 は増強されて おり, ni c oti n e の 腹腔内投与 に

よ り マ ウ ス 脳 で の C R E B 依存性の 転写活性 を増

強 で き る こ と を示 した .

一 方 , 非刺激下 で はβ-

g al a ct o sid a s e の 発現 は僅 か に 認 め る の み で あ っ

た .

本 マ ウス は , L a c Z 遺伝子型 を認 め る個体 で も

L a c Z が 誘導されな い 個体が あ る こ と が知 られて

い る (表 1) 18) 2 0) . x - G al 染色 に て 陽性細胞を認

める個体は, 生理食塩水投与後 C R E - L a c Z t r a n s -

g e ni c マ ウ ス お よび n i c o ti n e 刺激後 C R E - L a c Z

t r a n s g e n i c マ ウ ス , d o u bl e t r a n s g e ni c マ ウ ス ,

各々 50 , 5 6 , 72 % で あ っ た . よ っ て Ⅹ
-

G al 染色

により陽性細胞の有無を確認 し陽性細胞を認めた

個体の み以下の 実験 に使用 した .

2 . C R E B 依 存性の 転写活性 が増 強されて い る

糸田胞は神経細胞 で ある

( - ) - ni c oti n e の投与に よるβ- g al a ct o sid a s e

発現 の増強は, マ ウス 脳皮質で 神経細胞 に特異的

に 認 め ら れ る の か を検証 する た め , a n ti - N e u N

a n tib o d y と a n ti - β- g al a ct o sid a s e a n tib o d y に よ

る二 重染色 を行 っ た ( 図 2 a - f) . 生理食塩水を腹

腔 内投与 し た C R E - L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス ( N S

群) , ni c oti n e を腹腔内投与 した C R E - L a c Z t r a n s -

g e ni c マ ウ ス ( C R E 群) および d o u bl e t r a n s g e ni c
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表 1 各導入遺伝子型を確認 し薬剤投与を行 っ た個体の うちβ- g al a ct o sid a s e 陽性で あ っ た個体数

岳導入遺伝子型を確言召し薬剤 Ⅹ- G al染色陽
■性細胞を認め

-
B 娩[晦]投与した個体数: A‾【匹] た個体数-B [匹]

国S 酵 ヰ 望 昏O
=

竃ヨfg温帯 1 6 9 慧昏

D T 群･ 1 8 1 3 冒望

p c R 法にて切尾試料から遺伝子型を確認 して薬剤を投与した個体の うち, Ⅹ- G al 染色 による

レ ポ ー タ ー 解析で陽性とな っ た個体の 割合. N S 群 : 生理 食塩水を投与した C R E - L a c Z t r a n s-

g e ni c マ ウ ス ,
C R E 群 : ( - ) - nic o tin e を投与 した C R E - L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス , D T 群 :

( - ) - nic o ti n e を投与 した d o u bl e t r a n s g e nic マ ウ ス

マ ウ ス ( D T 群) を用 い た . 各個体は薬剤投与 し

て 2 時間後に関頭 し, hip p o c a m p u s を含む冠状断

で の凍結切片を作製した . 皮質Ⅰ - Ⅵ層を無作為

に 5 視野検鏡 して , 約 20 0 個の 神経細胞を検討 し

た . 検討 し た 組 織切 片 の 全 て に お い て , a n t ト

N e u N a n tib o dy ( 神経細胞核 の マ
ー カ ー ) 陽性細

胞に の み , β- g al a ct o sid a s e の 発現 を認 め た . さ

ら に N S 群 ( n - 2) , C R E 群 ( n
- 2) , D T 群

( n - 2) で a n ti - N e u N a n tib o d y 陽性の 細胞数 に

対 す る a n tト β
-

g al a c t o sid a s e a n tib o d y 陽 性細胞

の 割合 を検討 し た ( 図 2 g) . そ の 結果 , N S 群

(36 .6 ± 4 .2 % ) に比 して, C R E 群 (63 .3 ± 6 .9 % )

お よび D T 群 ( 8 2 .4 ± 4 . 8 % ) で は a n ti - β-

g al a ct o sid a s e a n tib o d y 陽性細胞 の 割合が有意 に高

か っ た (p < 0 . 05) .

3 . 伸長ポリグル タミン鎮の核内蓄積と n ic o ti n e

刺激後の C R E B 依存性の転写活性増強は 正

の 相関を示す

In v l
'

和 で の 個々の 神経細胞 に お い て , 伸長 ポリ

グ ル タ ミ ン領 の 蓄 積が C R E B 依存性の 転写活 性

にどの よう に影響する の か検証するた め, マ ウ ス

脳 皮質に お い て 二 重 免疫 染色 を行 い 解析 した .

1 C 2 a n tib o d y は T B P ( T 〟IA B o x - bi n di n g p r o t -

ei n) の ポリ グ ル タ ミ ン鏡を含む部位を抗原と し

た抗体 で ある た め , 希釈率に よ っ て は T B P を染

色する. その た めまず T B P を染色せ ず, か つ 感度

良く伸長 ポリグ ル タ ミ ン鎮を同定で きる 1 次抗体

の 希 釈率 を検 討 し た . n e g ati v e c o n t r ol と し て

C R E I L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス を 用 い , d o u bl e

t r a n s g e ni c マ ウ ス と共に ni c oti n e を腹腔内投与 し

て 2 時間経 っ た後に関頭 し, 1 次抗体の 希釈率を

変えて染色 を行 っ た ( 図 3) . そ の 結果, 1 C 2 a n ti -

b o d y 1 :20 00
-

1 :25 00 で は対照と した C R E - L a c Z

t r an s g e ni c マ ウ ス で も染色 される細胞 を認 め, こ

の 条件で は T B P を認識 して い る と考え た ( 図 3 a ,

b) . し か し
,
1 C 2 a n tib o d y 1 :30 00 で は C R E

- L a c Z

t r a n s g e ni c マ ウ ス で は 陽性細胞 を認 めず ( 図 3 c) ,

か つ d o u bl e t r a n s g e ni c マ ウ ス で ポ リ グ ル タ ミ ン

鎖が陽性に染ま る神経細胞を確認する こ とがで き

た (図 3f) .

こ の 条件で d o u bl e t r a n s g e n i c マ ウ ス 脳 皮質を

二重免疫染色 して 解析 した . 染色 される神経細胞

は いずれの 抗体で も同時に染色 され,
一

方の 抗体
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図 2 神経細胞中で の C R E B 転写活性増強を認 める細胞の 割令

( a - f) hip p o c a m p u s レ ベ ル で の冠状断切片の 二 重蛍光免疫染色 ,
上段 ( a :

N S 群 b : C R E 群 c : D T 群) 1 次抗体 a n ti -P - g al a ct o sid a s e (1 : 5 0 0) , 2 次

抗体 Al e x a Flo u r4 8 8 g o at a n ti - r ab b it l g G (1 : 2 0 0) , 下段 (d : N S 群 e : C R E

群 f : D T 群) 1 次抗体 a n ti- N e u N a n tib o d y ( C h e m ic o n; 1 : 2 0 0 0) , 2 次抗体

ju e X a Flo u r5 9 4 g o at a n ti - m o u s e I g G , ( g) N e u N 抗体陽性細胞 に対 するβ-

g al a ct o sid a s e 抗体陽性細胞 の 割合. 各群 2 個体
,
皮質Ⅲ - Ⅵ層を無作為に 5 視

野検鏡 し各 2 0 0 個以上 の細胞を観察. : N S 群 : 3 6 .6 ± 4 .2 % ( 平均 ±標準誤

差) , C R E 群 : 6 3 .3 ± 6 .9 %
,
D T 群 : 8 2 .4 ± 4 .8 %

,
N S 群 に比較 して D T 群

は D u n n et 法 にて有意に高い 割合を示 した ( * : p < 0 .0 5) . N S 群 : 生理食塩水

を投 与 し た C R E - L a c Z tr a n s g e ni c マ ウ ス ,
C R E 群 : ni c o ti n e を 投与 し た

C R E I L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ ス ,
D T 群 : ni c o ti n e を投与 した d o u bl e t r a n s g e n ic

マ ウ ス . ス ケ ー

ル バ
ー は 5 0 n m

.
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a ち a

i

図 3 1 C 2 抗体の至適条件の検討
･

皮質Ⅱ - Ⅵ層の 1 C 2 抗体染色を示す. 上段 ( a
,
b
,
c); C R E I L a c Z t r a n s g e ni c マ ウ

ス . 下段 (d
,
e
,
f) d o u ble tr a n s g e ni c マ ウ ス ,

1 C 2 抗体 の 希釈率は左か ら 1 : 2 0 0 0 ( a ,

d) , 1 : 2 50 0 (b , e) , 1 : 3 0 0 0 ( c , f) . ス ケ ー

ル バ
ー は 5 0 n m .

の み で染色 される細胞 は見られなか っ た ( 図 4) .

前述 の ように 本 マ ウ ス の C R E B 依存性の 転写応

答性は個体間で異なる可能性が あり, 同
一 個体内

で の 個々 の 細胞 を用 い て , 二重免疫染色 によ る両

者の 蛍光強度 の 関係を検討 し た . 3 個体で hip -

p o c a m p u s を含む冠状断の 切片を作製し, 脳皮質

Ⅰ - Ⅵ層を無作為 に 7 視野検鏡 し, 2 50
- SO O の

神経細胞を観察 した . 各神経細胞 に おける染色部

位に R O I を設定 し, R O I 内の平均蛍光強度 を測定

した . 各神経細胞 に おける各染色 の 蛍光強度を用

い て
, 縦軸を a n ti - β- g al a ct o sid a s e a n tib o d y の蛍

光強度に, 横軸を 1 C 2 a ntib o d y の 蛍光強度 と して

散布図を作成 した ( 図 5) . 3 個体で の 蛍光強度の

相関係数 は r - 0 .7 6 , 0 .65 , 0 .77 ( い ずれ も p <

0 .00 01) と なり, 2 つ の 蛍光強度の 間 に は正 の線

型相関性を認めた.

考 察

今 回 7 6 個 の 伸長 ポ リ グ ル タ ミ ン 鏡 を 持 つ

D R P L A ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て ,

個々の神経細胞で は伸長 ポリグ ル タ ミ ン錯の核内

蓄積を 強く 認 め る細 胞 ほ ど , ni c o ti n e 刺激後の

c R E B 依存性の 転写活性は増強 されて い る こ とを

示 した . d o u bl e t r a n s g e ni c マ ウ ス で C R E B 依存性

の 転写活性の 増強が観察された神経細胞 の 割合は

生 理 食塩 水 を投与さ れ た C R E - L a c Z t r a n s g e n i c

マ ウ ス に比して有意 に高く, か つ 有意 で は ない が

ni c o ti n e を投与された C R E - L a c Z tr a n s g e ni c マ ウ

ス よりも高い 傾向に あ っ た ( 図 2 g) . さ らに個々

の神経細胞 で の 蛍光免疫染色で の 蛍光強度 を比較

する と, C R E B 依存性 の 転写活性が増強 して い る

神経細胞で は, 全て伸長ポリ グル タ ミ ン錯の核内

蓄積を認め て おり ( 図 4) , か つ 核内蓄積を強く認

め る細胞 ほど ni c o ti n e 投与後 の 転写活性が増強 さ
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ル タ ミ ン領

d o u bl e t r a n s g e n ic マ ウ ス の ni c o ti n e 投与 2 時間後の hip p o c a m p u s レ ベ ル で の冠状断

切片の 二重免疫染色像で皮質Ⅰ - Ⅵ層の 細胞 を観 察した . 1 C 2 抗体で染色される細胞

は いずれも抗β- g ala ct o sid a s e 抗体で 染色された .

一 方, 抗/ヲーg al a ct o sid a s e 抗体ある

い は 1 C 2 抗体の み に染色 される細胞 は確認できなか っ た . ス ケ ー

ル バ
ー は 5 0 n m .
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異なる 1i仕e r m at e の d o u bl e t r a n s g e nic マ ウ ス を 3 個体 を測定 した ( a , b , c は 各個

体 を示す) . 各個体 , 皮質Ⅰ - Ⅵ層か ら無作為 に 7 視野検鏡し, 2 5 0 個以上 の 細胞 の 蛍

光強度を測定 . p e a s o n の 相関係数は ,
a : r - 0 .7 6

,
b : r - 0 . 65

,
c : r - 0 .7 7 ( い ずれも

p < o .o o o1) で あ っ た .
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れて い た .
こ れらの こ とか ら伸長ポリ グ ル タ ミ ン

頚の核内蓄積は ni c o ti n e 投与後の転写活性を増強

させ ると考え られる . その 理 由と して , 核内蓄積

を認め る神経細胞 で は何らか の 代償機構が強く働

い て おり, ni c o ti n e 投与と い う強 い外部刺激に対

して過剰な反応 を示 し た可能性が あ ると考えた .

実際, 今回用 い た D R P u モ デル マ ウ ス は導入遺

伝子 の 発現 レ ベ ル ( 内在性の 80 % ) および C A G

リ ピ
ー

ト数 (76 リ ピ
ー

ト) を考慮すると, 2 年と

い う マ ウス の 寿命を考えて も充分 に神経症状を発

症 して 良い もの と思われ るが , Q 7 6 マ ウ ス におい

て は明 らか な表現型 が認め ら れず, 核内蓄積した

ポリグ ル タ ミ ン に対 して何 らか の 代償機構が働い

て い る こ とを示唆する所見と考えられる .

O b ri et a n らは H D モ デ ル マ ウ ス で あ る R 6/ 2 マ

ウ ス と 本研究 と 同系統の C R E - L a c Z t r a n s g e ni c

マ ウ ス を用い た実験により, 核内に伸長ポリグ ル

タ ミ ン 鐘の 蓄積を認 め る神経細胞 で の C R E B 依

存性 の 転写活 性 を検証 し て い る が 3 0) , 同様 に

C R E B 依存性の 転写活性は む しろ増強されて い る

と報告 して い る .
こ れまで の報告で示されて きた

1n t q
'

白T O の実験系と異な る結果と な っ た理 由と し

て は
, 個体 レ ベ ル で は細胞実験の ように短時間 に

変異タ ン パ ク を過剰発現させ て急速な変異タ ン パ

ク の 凝集を起 こ す系を観察 して い るわ けで は な

く , 生体の代償作用が働い た結果で ある と述べ て

い る .

R 6/ 2 マ ウ ス は表現 型 を認 め, か つ 転写活性 の

代償一作用 を認 め て い る . 今回用 い た C A G 繰り返

し配列 が 7 6 リ ピ
ー

トの D R P I A モ デ ル マ ウス で

見られ た よう な代償作用 が , C A G 繰り返 し配 列

が更に 長く表現型 を認 める D R PI A モ デル マ ウ ス

で も生 じ得る か , 逆 に正常 な C A G 繰り返 し配列

の D R P I A モ デ ル マ ウス で は転写活性に変化が現

れ るの か , さ らに検証を加 える必要があ ると考え

られ る . 病初期 に こ の ような代償機序 が存在する

の で あれば, こ の 時期に治療介入すれ ば, 神経症

状も可逆性と なる可能性が考え られ, 本症 の治療

方法を考察する上で 有意義な知見 であ る .
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