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は じ め に

現在まで に 9 種類 の 遺伝性神経変性疾患 に お

い て ( 球脊髄性 筋萎 縮症 S B M A l) , ハ ン ナ ン ト

ン 病 H D
2)
, 歯状 核 赤核

･ 淡蒼 球 ル イ 体萎 縮症

D R P L A
3)4 )

, 脊髄小脳変性症 1 型 S C A 1
5)
,
S C A

2
6)- 8)

, s c A 6
9 )
,
s c A 7

10 )
,
s c A 17 11) 1 2)

,
マ シャ ド

ー

ジ ョ セ フ病 M J D / S C A 3 1 3)) , 各病 因遺伝子 の 蛋

白翻訳領域 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 は ,

S B M A を除き全て 常染色体優 性遺伝性形式 で あ

る こ と
, S C A 6 を除き発症 はおお むね40 リ ピ

ー

ト

以上 である こ と, 通常成人発症で あ る こ と , 発症

年齢は リ ピ ー

ト数に反比例する こ と, 緩徐進行性

の 経過 をとる こと , 神経変性また は機能不全を生

じる こ と
,
など共通した特徴 を有 して お り , そ の

ため C A G リ ピ
ー

ト の伸長によ っ て 引き起 こ され

る共通の 発症機序が ある もの と 考え られ て い る .

一 方, 疾患ごと に臨床症状 が 異 なる こ と , あ る リ

ピ ー ト数で の 各疾患の 発症年齢 は異なる こ と, 障

害さ れる神経細胞 の分布にも相違がある こ と , な

ど特定の 遺伝子の 生理的機能を無視 して は , 治療

法の 確立を含め た包括的な病態機序を理解する こ

と はで きな い . しか し, 現在 ま で に原因遺伝子 の

生 理的機能 が明 ら か とな っ て い る もの は S B M A

と S C A 6 の 2 疾患 の み で ある . S B M A は ア
.
ン ドロ

ゲ ン 受容体の 変異 で発病し1)
,
s c A 6 は P / Q タ イ

プ C a チ ャ ネ ル ( C A C N A I A ) の 変異 で 発 病 す

る
9)

. s c A 6 の all eli c di s e a s e と して 家族性 片 麻

痔性片頭痛と発作性 失調症 2 型の 存在も知られ て

い る
14)

.

D R P L A は て んか ん , ミ オ ク ロ
ー

ヌ ス
, 小脳 失

調, 舞踏ア テト
ー ゼ

, 性格変化, 痴呆な どの 臨床症

状を呈 し, 病理組織学的に小脳 歯状核 遠心系( 歯

状核赤核路) と淡蒼球遠心系 ( 淡蒼球 ル イ 体格)

の 病変を特徴とする遺伝性神経変性疾患 で ある .

D R P L A は若年発症 で はミ オク ロ ー ヌ ス
, て ん か

んを主症状とする進行性ミ オク ロ ー ヌ ス て んかん

壁 ( p r o g r e s si v e m y o cl o n u s e pil e p s y ; P M E) を

呈 し, 成人以 降の 発症で は小脳失調 , 不 随意運動

を主徴候 とする非 P M E 型を示す臨床症状 の 多様

性が特徴 的で ある . P M E 型 は非 P M E 型 に比 べ
,

C A G リ ピ ー ト数が6 2 以 上 と大きく増大 して お り ,

発症年齢 と C A G リ ピ ー

ト数が反比例す る こ とも

明らか とな っ て い る15 ) . 神経細胞脱落に つ い て は
,

P M E 型で淡蒼球 の 方が歯状核 よ り強 い 脱 落傾向

にあり, 逆 に非 P M E 型で は歯状核 の 方が 淡蒼球

よ り強 い傾 向が 認め ら れ る16 ) . また , 非 P M E 型

の 遅発成人型で は脳幹 ･ 脊髄の 萎縮が著 しく, 小

脳症状や舞踏病 ア テ ト ー ゼ運動と関与 して い る可

能性が示唆されて い る .

本研究は , D R P L A 蛋白の 生理 的機 能の 解 明を

目的と して
,
マ ウ ス D R P L A 遺伝子の タ -

ゲ テ ィ

ン グを行 っ た . さらに , 発生 ･ 発達段 階か ら成熟

期 を通して
,
D R P L A 蛋白の 時 間的 ･ 空 間的発現

分布およ び発現量 と病変選択性 ( v u l n e r a bilit y)

と の 関係を詳細に検討するため
,
D R P L A プ ロ モ ー

タ ー 【
下に レポ

一 夕 - 遺伝子を融合蛋白と して 発現

させ た . ま た , こ の ベ ク タ
ー

デ ザイ ン に よ り ,

D R P L A 遺伝子の 発現調節を解析す る ことも可能

で あり, 治療法の確立 に有用と考えられ る .

材料と方法

( 1) マ ウス D R P L A ゲ ノ ム遺伝子の ク ロ ー ン化

マ ウ ス112 9 / S v J の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー

( S T R A T A G E N E L a m b d a F I X II Lib r a r y) か ら

約1 . 1 ×10 6 pf u の ラム ダフ ア
- ジを N Z C Y M 培地

に プ レ ー テ ィ ン グした .
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル

タ ー B A IS85 ( S c hl ei c h e r & S ch u ell , D a s s el , G e r -

m a n y) に2 分間トラ ン ス フ ァ
ー

して そ の レ プ リ

カをとり, 1 .5 M N a Cl/ 0 .5 M N a O H 溶液中で ア ル

カリ変性 させ ,
80 度2 時間の ベ - キ ン グにて フ ァ

ー

ジを固定した .
ハ イプリ ダイゼ - シ ョ ン プロ ー ブ

は既報の マ ウ ス 奇形癌 由来の c D N A ライ ブ ラ リ
ー

より得 た f ull l e n g t h D R P L A c D N A
17) を E c o

R I で 消化 し, エ ク ソ ン 2 か ら エ ク ソ ン 5 の C A G

リ ピ
ー

トを含む約1 .3 k b を使用 した .
ニ ッ ク トラ

ン ス レ ー

シ ョ ン 法 ( A m a r s b a m , M e g a p ri m e
T M
D N A l a b elli n g s y s t e m ) によ り標識 した . 5 0

% ホ ル ム ア ミ ド/ 5 × S S C ( 3 M N a Cl , 0 .3 M s o -

di u m ci t r a t e , p H 7 .0) / 1 × デ ン ハ ル ト/ 2 0 m M
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リ ン酸ナ トリウ ム/10 % デ キ ス トラ ン の 溶液条件

で , 42 度16 時間の ハ イ プリ ダイゼ
- シ ョ ン を行 っ

た . フ ィ ル タ
ー は最終的に 1 % S S C / 0 .1 % S D S で

60 度30 分間洗 い , - 80 度16 時間の オ
ー ト ラ ジ オ グ

ラ フイ
一

により検出した . 検出さ れ た ク ロ
ー ンを

N Z C Y M プレ ー

トより単離した .

次 に, エ ク ソ ン 2 の 翻訳開始点よ り上 流約50 b p

か ら エ ク ソ ン 5 の 約3 00 b p の 計628 b p を プ ロ
ー ブ

と して , 同様にサザ ン解析を行 い D R P L A ゲ ノ ム

遺伝子の 全長を含むク ロ ー ン ( フ ァ
ー

ジク ロ
ー

ン

N o .
8 ) を得 た . さ ら に , こ の ク ロ

ー

ン を E c o R l

と N o t I で 消 化 し , p Bl u e s c rip t Ⅱ K S ( - )

( T O Y O B O ) にサ ブク ロ
ー

ン 化 し た . サ ブ ク ロ
ー

ン化 した プラス ミ ドを p 4 .5 , p 4 .3 , p 8 .3 と し, それ

ぞれ に つ い て 制限酵素地図 を作成 し, さ ら に
一 部

に つ い て は A BI 310 によ り塩基配列を確認 した .

(2) タ ー ゲテ ィ ン グベ クタの作成

D R P L A 遺伝子の 蛋白翻訳開始点か ら6 ア ミ ノ

酸を残 し, 以下 P -g a l a c t o sid a s e 遺伝子で 置換 し,

その 融合蛋白が発現するよう にデザイ ン した .

まず , p 8 .3 を E c o R l と B gl Ⅱ で 消 化 し , S e a

Pl a q u e ア ガ ロ
- ス ゲ ル 1 % ( F M C , R o ckl a n d ,

U S A) に て 電気泳動 し, 1 .3 kb の 断片 を切 り出 し

た ( A - 1 ) . 別 に, p B l u e s c rip t Ⅱ K S (
- ) を E c o R l

と Sp e I で消化 し ( A - 2 ) , E c o R トB gl Ⅱ-S p e I リ

ン カ ー を挿入 した ( A - 3 ) . こ の A - 3 を E c o Rl と

B gl Ⅱで消化 し, 得 られた2 .9 k b の 断片 ( A - 4 ) に

A - 1 を挿入 した ( A - 5 ) . 次 に, こ の A - 5 を B s a I

で 消化 して2 .O k b の 断片を切り出 した ( B - 1 ) . ま

た別に p B l u e s c rip t Ⅱ K S (
- ) を E c o Rl と S p e I

で消化 して E c o R トB s a ト B g l Ⅱ -S p e I リ ン カ
ー を

挿入した( B - 2 ) . こ の B - 2 を B s a I で消化 ･ C IP

処理 した後1 .4 k b の 断片を切り出 した ( B - 3 ) . こ

の B -3 に B-1 を挿入 した ( B- 4 ) . 次 に ,
B- 4 を B b s

I と B gl Ⅱ で消化して得られた0 .5 kb の 断片に ( C -

1 - 1 ) , フ レ
ー ム を 合 わ せ た B b s I - B a m H トA s

I - B gl Ⅱリ ンカ
ー を挿入 した ( C - ト 2 ) .

一 方, p M C 1 871 ( St r a t a g e n e) を S m a I と A a t

II で 消化 して得 られ た0 .6 k b の 断片 ( C - 2 - ト 1 )

を , b et a -

g al B a si c ( C L O N T E C H ) を S m a I と

A a t Ⅱ で消化 して 得 た6 .7 k b の 断片 ( C - 2 - ト 2 )

に挿入 し , P -

g a l a c t o sid a s e 遺伝 子 を作 成 した

( C- 2 - 1 - 3 ) .

こ の C - 2 - 1 - 3 ( P -

g a l a ct o sid a s e 遺伝子) は

B a n HI で消化 し, 4 .
4 k b の 断片 ( C - 2 - ト 4) を

切り出 した .
C - ト 2 を B a m H I で 消化 して CIP

処理 を し ( C - 2 - 2 1 1 ) , こ こ に C - 2 - 1 - 4 を挿入

( c - 2 - 2 - 2 ) した . 得 ら れ た ベ ク タ ー は A BI 310

により塩基配列を確認 した ( C - 2 - 2 - 3 ) . こ れ に

より, D R P L A 遺伝子の翻訳開始点か ら 6 ア ミ ノ

醍 (18 塩基) と P -

g a l a c t o sid a s e 遺伝子 と の 融合

が完了した .

p G K n e o p o ly A ( L E X IC O N G E N E TIC S) は

A s c I で 消化 し, 1 .6 k b の 断片を切り出した ( C - 3 -

1 ) . 次 に, C - 2 - 2 - 3 を A s c I で 消化 し CIP 処理 し

た後( C - 3 - 2 ) , こ こ に C - 3 - 1 を挿入 した ( C - 3 -

3 ) . そ の構造に つ い ては塩基配列を確認 し た ( C -

3 - 4 ) . こ の結果, ♂ -

g a l a c t o sid a s e 遺伝子 に続 き

n e o 遺伝子が組込まれた .

次 に, C- 3 - 4 を B s a I で 消化 し た7 .6 kb の 断片

( D - 1 - 1 ) に , p 8 . 3 を B s a I で 消化 して 得 ら れ た

2 .2 k b の 断片 ( D - 1 - 2 ) を挿入した( D - ト 3 ) . D -

ト 3 は E c o Rl と B g l Ⅱ で 消化 し, 得 ら れ た6 .9 k b

の 断片( D - 2 - 1) を, E c o R l と B gl Ⅱ で p 8 .3 を消

化 して 得られ た9 .9 k b の 断片 に ( D- 2 - 2 ) 挿入 し

た ( D - 2 - 3 ) . こ の段階で , D R P L A 遺伝子の 翻訳

開始点か ら , レポ
一 夕 一 道伝子 ･ ポ ジ テ ィ ブ 選択

遺伝子を含 んだ3
′

側が完成 した .

次 に5
′

側の 相同領域を確保する ため に, p 4 .3 を

Hi n d Ⅲ と N h e I で 消化 し4 .5 k b の 断片 を切 り 出

し ( E- ト 1 ) , こ こ に Hi n d Ⅲ - R s r Ⅱ - N h e I リ ン

カ ー を挿入 した ( E - 1 - 2 ) . P G K D T ( L E XI C O N

G E N E TIC S) は R s r Ⅱで 消化 し , 得 ら れ た 1 .2 k b

の 断片 ( E - 2 - 1 ) を E - 1 - 2 に挿入 し, 塩基 配列

を確認した( E - 3 - 1 ) .

D T A を含む 5
′

側の E- 3 - 1 を H i n d Ⅲ ･ E c o R l

･ P v u I で消化 し, 2 .8 k b の 断片 を切り出 した ( F -

ト 1 ) . 3
′

側 の D - 2 - 3 は H i n d Ⅲ と E c o R I で 消

化 し, 16 .8 k b の フ ラ グメ ン トと して切り出した( F -

ト 2 ) . 最終的に 5
′

側の F - 1 - 1 を 3
′

側 の F - 1 - 2

に挿入し (F - 1 - 3 ) , タ
-

ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ
ー を

完成させ た .
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(3) E S 細胞 へ の タ - ゲテ ィ ン グベ クタ ー の斗入

2
.3 × 10

7
( c ell s/ m l) 個 の E S 細胞 ( C C E) に ,

N o t I で線状化 した50 F L g の タ
-

ゲ テ ィ ン グ ベ ク

タ
ー を, P B S ( - ) で計 1 m l に溶解 し, 270 V ･ 5 0

0 〃 F
･ 720 オ

ー ム の条件で 電気穿孔 し た . こ の 細

胞は E S 細胞培養液( E S M ) に懸濁 しフ ィ ー ダ ー

細胞上 にまき, 第 3 日 に250 / ∠ g / m l の G 418 を加

え, 第 9 日 に コ ロ ニ
ー を収穫 した .

(4) 組換え体 E S 細胞の選別

回収 した120 ク ロ ー

ン の E S 細胞 を培地上 で 増

や し D N A を抽出した . 約 5 F L g の ゲ ノ ム D N A を

E c o R I で消化し, 0 . 8 % アガ ロ
- ス ゲル に40 V の 電

圧 で2 0 時間の 電気泳動を行 い ゲ ノ ム 断片を分離 し

た . 電気泳動の 後, ア ガ ロ
- ス ゲ ル 内の ゲ ノ ム 断

片を1 .5 M N a C l/ 0 .5 M N a O H 溶液中で ア ル カ リ

変性させ , ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ル タ

ー

B A - S85

( S c bl ei c b e r & S c h u ell , D a s s el , G e r m a n y) に ブ

ロ ツ ティ ン グし, U V 固定 ( U V s t r a t ali n k e r) の

後 2 時間80 度の ベ - キ ン グにて ゲノ ム 断片を固定

した .

5
′

側 の プ ロ ー

ブは p 4 .5 を S a c I で消化 した1 .1

k b 断片を使用した . 3
′

側に つ い て は 3
′

- ト 1 ( A g

C g C g g A g C A g g C C A A g g g T) と 3
′

- ト 2 ( T g A C

T g C C g C C C T g T g g C g A g) をプライ マ
ー

に設定 し,

初回 D N A 変性を94 度2 分 間, 3 0 サ イ ク ル の 条件

で P C R を行 っ た ( D N A 変性94 度 1 分 間, ア ニ
ー

リ ン グ6 3 度 1 分間, 伸長反応72 度 5 分 間) .
こ れ に

より得られ た約5 00 塩基の P C R 産物を 3
′

側 の プ

ロ ー ブと して使用 した . I n t e r n al p r o b e は C
- 2 - 1

- 3 を B a m HI と M l u I で消化 して で きる約1 .3 k b

の 断片を使用した . プロ ー ブ の標識は ニ ッ ク トラ ン

ス レ ー シ ョ ン法により( A m a r s h a m , M e g a p ri m e
T M D N A l a b elli n g s y st e m ) 行 っ た . フ ィ ル タ

ー は

50 % ホ ル ム アミ ド/ 5 × S S C ( 3 M N a Cl , 0 .3 M s o -

di u m cit r a t e , p H 7 .0) / 1 × デ ン ハ ル ト/ 2 0 m M

ナ トリ ウ ム リ ン 酸ナ トリ ウ ム/ 10 % デ キ ス ト ラ ン

の 溶液条件で42 度18 時間の ハ イプリ グイゼ
-

シ ョ

ンを行 っ た .

フ ィ ル タ
ー

の 洗 い は 3
′

側で は , 2 × SS C / 0 .1 %

S D S を室温で3 0 分 2 回 , 1 % S S C / 0 .1 % S D S を室

温で60 分 2 回, 1 % SS C / 0 .
1 % S D S を60 度30 分 1

回とした . 5
′

側で は最終洗 い の 温度を5 0 度 に 設

定 した .

-

80 度で 2 日 間の オ ー

トラジオグラフイ -

を行 っ た .

( 5) キメ ラ マ ウス ･ ノ ッ クア ウ トマ ウ ス の作成

12 個 の 組 換 え 陽性 E S 細 胞 の う ち , N o . 93 ,

N o .99
,
N o .30 に つ い て , 通常の 方法 によ り肱盤胞

に注入 しキ メ ラ マ ウ ス を作成 した . E S - N o .93 よ り

得 られた キ メ ラ マ ウ ス と C 57 B L / 6 J と を交配 し ,

さ らに F l 同士の 交配により F 2 マ ウス を作成 し

た . g e n o t y p e の解析 は c o m p eti v e P C R 法 によ り

行 っ た . P C R 条件は , D R P - F ( g T g C C T A C A A C

T g C T g C C A g C) , D R P - R
.
w ild ( C T C T g A g A T C T C

C T C g C T C C g) , D R P - R . m n t ( g A C g A C A g T A T C

g g C C T C A g g) をプライ マ
ー に設定 し, 初 回 D N A

変性を9 4 度2 分間, 最終伸長反応72 度15 分 間, 3 0

サイク ル とした ( D N A 変性94 度 1 分間, ア ニ
ー

リ

ン グ60 度 1 分間, 伸長反応72 度 1 分間) .

結 果

(1) マ ウス D R P L A ゲノ ム遺伝子の クロ ー ン化

フ ァ
ー

ジク ロ ー ン N o . 8 は マ ウス D R P L A ケリ

ム遺伝子全長を含ん で おり, p 8 .3 は D R P L A 遺伝

子の 翻訳開始点の存在する エ ク ソ ン 2 から終始 コ

ドン の 存在する エ ク ソ ン10 まで の全 てを含んで い

る こと が明らかとな っ た . また , p 4 . 5 に は エ ク ソ

ン 1 が存在し, か つ D R P L A 遺伝子上流 の E N O 2

遺伝子の 一

部も存在 した ( 図1 ) .

(2) タ ー ゲテ ィ ン グベ クタ ー の作成と

P -

g a l a c t o sid a s e 遺伝子の発現

p Bl u e s c rip t Ⅱ K S (
- ) ベ ク タ ー

に挿 入 し た

D R P L A 置換型タ -

ゲ ティ ン グベ クタ
ー

は, 5
′

側

の 相同領域 が2 .4 k b , 3
′

側 の 相 同領域 が7 .1k b , 全

長は16 . 7k b であり, 翻訳開始点か ら 6 ア ミ ノ 酸 に

続 い て レポ 一 夕 一 過伝子の P -

g a l a c t o sid a s e 遺伝

子が融合蛋白と して 発現 した . こ の タ - ゲ テ ィ ン

グ ベ ク タ
ー

は, ユ ニ
ー クサ イトで ある N o t I で消

化する こ とで線状化する こ とがで きる ( 図 2 ) .

また , こ の タ - ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を p C M V -

S c rip t v e c t o r ( S t r a t a g e n e) に入れ 換え , リ ボ フ

ェ ク シ ョ ン 法によ っ て C O S 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ
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図1 フ ァ
ー ジ ク ロ ー ン N o . 8 の 制限酵素地図

マ ウ ス12 9 ゲ ノ ム ライブ ラリ
ー より単離した フ ァ

ー ジ ク ロ ー

ン N o . 8 は
,
D R P L A 遺伝子

の全長を含んで い た . P 8 . 3 は翻訳開始点を含む エ ク ソ ン 2 を含んで い る .

ク シ ョ ン す る こ と に より , D R P L A 遺伝子 と P -

g a l a c t o sid a s e 遺伝子の 融合蛋白 が発現 さ れ る こ

とを確認 した ( 図 3 ) .

(3) E S 細胞 へ の タ ー ゲテ ィ ン グベ クタ ー 導入 , 組

換 え体 E S 細胞の選別 , キ メ ラ マ ウ ス ･ ノ ッ

クア ウ トマ ウス の作成

電気穿孔後の E S 細胞の 生存率は約85 % で あ っ

た . 培養後, 約1 0 , 0 00 コ ロ ニ ー か ら120 コ ロ ニ ー を

選び解析 した結果, 1 2 コ ロ ニ
ー で組換え陽性 であ っ

た ( 図 4 ) . E S- N o . 9 3 よ り得 ら れ た キ メ ラ マ ウ ス

と C 5 7 B L/ 6 J と の 交配 で80 匹 の仔 が生ま れ , そ

の うち35 匹で g e r m i n a l t r a n s m i s si o n がお こ っ た .

そ のうち1 5 匹が ヘ テ ロ 接合体 で , 性 比 は雄 5 匹 ･

雌10 匹であ っ た . また, ホ モ 接合体 が胎生致死 と

はならず に誕生する こ とを確認した ( 図5 ) .
ヘ テ

ロ 接合体にお い て も, 離乳頃より比較 的ゆ っ くり

と四肢関節を屈曲 ･ 伸展させ る運動や体幹 を捻転

させ る動きと姿勢が観察され た . こう した運動 に

混入して , 持続時間が 数秒 間程度の 細 か い か ら だ

の ふ るえが観察され , クラス ビ ン グも認 め ら れ た

( 図6 ) .

考 察

本研 究 で 作成 し た D R P L A ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ

ス は
,

ヘ テ ロ 接合体 にお い て も, 前述 の よう に離

乳頃より比較 的ゆ っ くりと した四肢関節を屈曲 ･

伸展させ る運動や体幹を捻転 させ る動きと姿勢な

どが観察され る こ とか ら, D R P L A 蛋 白の 量 的な

減少が関与 して い る可能性が あり ,
ハ ブ ロ 不全 を
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図 2 T a r g et e d di s r u p ti o n o f t h e D R P L A g e n e
エ ク ソ ン 2 の翻訳開始点より 6 ア ミ ノ酸を残 し

, β -

g a l a c t o s i d a s e と p G K n e o 遺 伝子を置換挿入 した .

5
′

側 に D T A を置 い た ･ 相同領域 は 5
′

側 で2 ･ 4 k b
,
3
′

側 で7 ･1 k b と した ･ な お m u t a n t a ll el e の サザ ン解析
は 5

′

側 は M l u I で 消化し8 ･ 2 k b の
,
3
′

側 は E c o R I で 消化 し1 9 .8 k b の 断片が検出で きる
.

m o c k p o sitiv e c o n t r al P C M V
-

t a r g . D R P L A

図 3 β-

g a l a c t o s.i d a s e の 発現

作成 した D R P L A タ
-

ゲ ソ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 内 の レ ポ 一 夕 一

連伝子が
,

培養細胞内で正確 に融合蛋白と して発現する こ とを確認 した . C M V プ ロ

モ ー タ ー

下 に組込ん だ D R P L A タ -

ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー は
,
ポ ジ テ ィ ブ

コ ント ロ ー

ル 同様
,
Ⅹ -

g a l 染色により青色 に染まる ( 央印) .
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図 4 E S 細胞 の選別

タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ クタ
ー を E S 細胞に導入 し, サザ ン解析により ,

組換え陽性細胞を選別 した ･ 組換 え

体で は ,
3
′

側 で1 4 . 3 k b の バ ン ドの他に1 9 ･8 k b の バ ン ドが認め られ ,
同様 に 5

′

側 で は1 4 ･5 k b の バ ン ド

の他 に8 . 2k b の バ ン ドが認め られ る ･ さ ら に
,
タ - ゲ テ ィ ン グ ベ クタ

ー 内に設定 したイ ンタ
ー ナ ル プロ

ー

ブ で は
,
組換え体で8 .2 k b の バ ン ドがた だ

一

本認め られ る ･

H H h H W

H : h o m o z y g ot e

h : h e t e r o z y g o t e

W : w ild t y o e

6 1 0 b p

3 8 0 b p

図 5 F 2 マ ウ ス の g e n o t y p e

p c R の 産物と して ,
野性型アリ ルをも つ 個体 で は61 0

b p の バ ン ドが認め られ ,
変異型ア リ ル をも つ 個体 は38 0

b p の バ ン ドが認められ る ･ c o m p e ti v e P C R 法 に より ･

1 8 匹の F 2 マ ウ ス を解析 した結果で は ,
ホ モ 接合体 6 匹

,

ヘ テ ロ 接合体 6 匹, 野性型 6 匹で あ っ た ･
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図 6 3 ケ月齢の F l ヘ テ ロ の 表現塑

キメ ラ マ ウ ス と C 5 7 B L / 6 J と の 交配に より生まれ

た F l ヘ テ ロ マ ウ ス は
,
四肢を屈曲させ る連動 や

,
体幹

を捻転させ る姿勢を示す ( A ) .

グ も認め られる ( B ) .

呈するもの と考えられ る .
こ の こ と は D R P L A 遺

伝子が中枢神経系に必須の 生 理的機能を果た して

い る こ とを示 して い る .

ポリ グル タ ミ ン病 につ い て 各責任遺伝子の 生理

的機能を明らか にする こ と は重要であり , その 解

明の た め精力的にノ ッ クア ウ トマ ウス が作成され,

詳細な解析がすすめら れて い る . H D ノ ッ ク ア ウ

トマ ウ ス はホ モ接合体で胎生7 .5 日 か ら8 .5 日で 致

死 となる18 ト 20) .
ヘ テ ロ 接合体 で は, 報告 により多

少異なるもの の , 淡蒼球の 神経細胞数 が減少 し ,

活動性の 増加を示すと いう報告が ある1 8) . 生後脳

にお ける b u n tig ti n の 働 きを検討 する た め , C r e -

1 o x P シ ス テム を用 い て f o r e b r ai n と 小脳 に発現

を限定 した ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス も作成 さ れ た2 1) .

こ の ホモ 接合体はク ラス ビ ン グ, 体幹の 捻 転, 逮

動機能障害が 出現 し, 尾状核の神経変性変化を認

めた . 胎生致死 には なら な い が , 野生 型 に比 べ 寿

命は短縮 して い た . こ れ らの 結果, I T1 5/ H d h 遺伝

子 は中枢神経系発達の 前段階で発生 に必須 の役割

があり, 生後脳 にお い て もその 生存 ･ 存続 に必要

であり, 神経細胞機能に関与 して い る こ と が示さ

れた . S C A l ノ ッ ク ア ウト マ ウ ス の ヘ テ ロ 接合体

また
,
後脚 の ク ラ ス ピ ン

は野生型と 区別が で きな い が
,
ホ モ 接合体 で は探

索行動, 学習能力 , 運動機 能 の 低 下 を認 め て い

る
22 )

.

一

方, S C A 2 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス に は異常

所見が認め られて い な い . S C A 6 はそ の 生 理 的機

能が判明して い る数少な い ポリ グル タ ミ ン病で あ

る . C A C N A I A 遺伝子の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で

は ホモ接合体で生後10 日より失調症状 ,
ジ ス ト ニ

ア , 筋力低下を示 し, 成熟前 に死亡する23) . t o t t e r-

i n g や Ie a n e r の ように, ヌ ル 変異 で は な い α 1 A‾
/I

の 自然発症 マ ウ ス で は 欠神 発作 が観察 され て い

る
24)

. 本研究 で作成した D R P L A ノ ッ ク ア ウ ト マ

ウス に つ い ても, 生理的機 能の 解明 に向 けて , さ

ら に解析を進めて ゆく必要 がある .

D R P L A 蛋白と他の 細胞内蛋白質と の相互 作用

を検討するた め, y e a s t - t w o h y b rid シ ス テ ム を用

い た研究がある . D R P L A 蛋 白は , 主 に細胞質で

解糖系酵素 で ある グリセ ル ア ル デ ヒ ドリ ン 酸デ ヒ

ドロ ゲナ
- ゼ ( G A P D H ) と ,

ポ リ グ ル タ ミ ン 鎖

長と は無関係 に結合する2 5) . G A P D H に は解糖作

用の ほか , ウラ シル D N A の N
-

グリ コ シ ド結合

を切断する作用な どがあり, D R P L A 蛋白の 生理

的機能と の 関連が推定され て い る . また近年で は,
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D R P L A 蛋白が W W ドメ イ ン 蛋白群
26)
, イ ン ス リ

ン 受容体 型チ ロ シ ン キ ナ - ゼ 基 質 (I R S p 53)
27 )

,

ア ル ギ ニ ン ー グル タ ミ ン酸ジペ プチ ド( R E R E)
28 )
,

E T O / M T G 8 29) な どシ グナ ル 伝 達系や転 写抑制

に関与する分子と結合する点に注目が集ま っ て い

る .
IP S p 53 は細胞質で , R E R E お よ び E T O / M T G

8 と は 核 内 で 相 互 作 用す る . こ れ ら の 結 果 は ,

D R P L A 蛋白が シ グナ ル伝達に関与する可能性が

ある こ と を示唆して い る .

目頭で 述べ たよう に, D R P L A 遺伝子 の ノ ッ ク

ア ウ トでは ハ ブ ロ 不全を呈する . ポ リ グ ル タ ミ ン

病にお い て 同様 の報告はな い . 現在, ハ プ ロ 不全

を示すこ と が知られて い る遺伝子は比較的少数で

あり, こう した遺伝子 に共通した機能 がす で に い

く つ か 明らかと な っ て い る
3 0)

. 例え ば , 受容体 や

D N A 結合部位に対 し占有度に依存 し て 作用す る

量的シグナ ル伝達系や , 発生 ･ 代謝 の ス イ ッ チ に

関わり互 い に競合 して働く遺伝子, また は α - ･

β - グ ロ ビ ン に代表され る構造蛋白質の よう に定

ま っ た比率で 相互作用 しあう遺伝子産物な どで あ

る .

本研 究 は D R P L A 遺伝子 が 中枢神経系に必須

の 役割を果た して い る こ とを示 し た . さ ら に , 上

述 した様 々 な研究の 解析結果を総合的に検討する

と, D R P L A 蛋白に量的シ グナ ル 伝達系 に 関与す

る生理的機能が備わ っ て い る可能性も考えられる .

D R P L A 遺伝子の 発現分布は N o rt h e r n 解析 の

結果 ,
どの 組織 にも広く分布 して お り, と く に胎

児 脳 で 高 い 発 現 が み ら れ て い る 3 1) . し か し ,

D R P L A 蛋白の 時間的 ･ 空間的発現分布と病 変選

択性( v ul n e r a bilit y) と の 関係 に つ い て は ,
未だ

不明な点が多 い . 遺伝子は必ずしもそれ が必 要と

され る組織で の み発現さ れるもの で は なく, 細胞

内で の 役割が異なれ ば, 遺伝子変異 に よ り, 特定

の 組織 で の み強く障害が現れ ると考えられて い る .

R E T 遺伝子 に み ら れ る よう に ,
発現 する細胞 が

異 な れ ば , 異な っ た 効果も発揮 す る . 本研 究 で

作成 した D R P L A ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に は, β-

g a l a c t o sid a s e 遺伝子 が組 み込 まれ て い る .
こ れ

は D R P L A プ ロ モ ー タ
ー

作動 下 に発現 する た め ,

発現分布や v ul n e r a bilit y の 解析 に は きわ め て 有

用と考えられ る .
こ の マ ウス の 解析 により, 発生 ･

発達段階か ら成熟期を通 して 各組織 にお ける蛋白

発現量の 違 い を明らか に できる . そ れ ぞれ の 時期

にお い て D R P L A 蛋白が 果 た して い る役割をさ

ら に詳細 に推定できる可能性が ある .

治療的側面 にお い て も, 本研究の 果 たす役割 は

大き い .
D R P L A を含め , ポ リ グ ル 夕 ミ ン 病の 病

態機序に つ い て , 既 に変異蛋白の 核移行 が重要 で

ある こ と は明らかとな っ て い る3
2)

. ま た , 核 内凝

集体や神経細胞死が ポリ グル 夕 ミ ン 病の 発病 に必

須で は な い こ と も個体 レ ベ ル で既 に判 明し て い

る
18) 3 3)

. さ ら に, 変異蛋白にも生理的機能が備わ っ

て い る こ とが解 っ て い る34) . こう した知見 は ポ リ

グル 夕 ミ ン 病の 治療に際 し
,
変異蛋 白の 核移行を

阻止する こと が重要で ある こ と を示 唆 して い る .

しか し D R P L A にお い ては , 本研究よ り ハ ブ ロ 不

全を示す こと が明らか にされ た . 従 っ て , 治療戟

略上 変異蛋白の 発現を選択的に止め るだ けで は不

十分 である と考えられ る . 変異蛋白の 核移行 を抑

え
,
か つ 正常蛋白の 生理的活性を保 つ 方法論 が必

要と なる .

今後の包括的な D R P L A の理解には , その 生理

的機能 と D R P L A 蛋白の 核移 行の 機 序を明ら か

にする こ と が重要で ある . そ して , 治療 法の 確 立

には蛋白発現やその核移行を選択 的に コ ン ト ロ ー

ル で きる技術を開発する こ とが必要 であると考え

られる . 本研究で作成 した D R P L A ノ ッ ク アウ ト

マ ウス は
,
こう した研究を遂行する 上 で 非常 に優

れ た系で ある .
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1 9) D u y a o M P , A u e r b a ch A B , R y a n A ; P e r si c b et ti

F
,
B a r n e s G T

,
M c N eil S M

,
G e P

,
V o n s a tt el

J P
,
G u s ell a J F , J o y n e r A L a n d M a c D o n a

l d

M E : I n a c ti v a ti o n o f t h e m o u s e H u n ti n g t o n
'

s

d i s e a s e g e n e h o m o l o g H d h ･ S ci e n c e 2 69 : 40 7-

41 0 1 99 5 .

20) Z eitli n S
,
L i u J P

,
C h a p m a n D L , P a p ai o a n n o u

v E a n d E r s t r a ti a d i s A : I n c r e a s e d a p o p t o s i s

a n d e a rl y e m b r y o n i c l e t h a lit y
l n m i c e n u lli -

z y g o u s f o r t h e H u n ti n g t o n
'

s d i s e a s e g e n e

h o m o l o g u e ･ N a t u r e G e n e t l l : 1 55
- 1 6 3 1 9 95 ･

21) D r a g a t si s I , L e v i n e M S a n d Z eitli n S : I n a cti v a-

ti ｡ n o f H d h i n t h e b r a i n a n d t e s ti s r e s u lt s i n

p r o g r e s s i v e n e u r o d e g e n e r a ti o n a n d s
t e rilit y

i n m i c e . N a t u r e G e n e t 2 6 : 3 00-3 0 6 2 0 00 .

2 2) M a till a A ,
R o b e r s o n E D

,
B a n fi S

,
M o r a l e s ∫

,

A r m s t r o n g D L , B u r ri g h t E N , O
r r H T

,
S w e a t t

J D
,
Z o g h b i H Y a n d M a t z u k M

M : M i c e l a c k-

i n g a t a x i n
- 1 d i s p l a y l e a r n i n g d efi c it s a n d d e-

c r e a s e d h i p p o c a m p al p a i r e d- p u l s e r a c ilit a
-

ti o n . ∫ N e u r o s c i e n c e 1 8 : 5 5 08- 55 1 6 1 99 8 .

23) J u n K ,
P i e d r a s - R e n t e ri a E S , S m it h S M ,

w b e el e r D B , L e e S B , L e e T G ,
C h i n H

,
A d a m s

M E
,
S c h ell e r R H

,
T s i e n R W a n d S h i n H S : A b -

1 a ti o n o f P / Q - t y p e C a (2 ＋) c h a n n el c u r r e n t s ,

a lt e r e d s y n a p ti c t r a n s m i s si o n , a n d p r o g r e s-

s i v e a t a x i a i n m i c e l a c k i n g th e a l p h a( 1 A ) -

s u b u n i t . P r o c N a tl A c a d S °i U S A . 9 6 :1 52 4 5 -

1 5 25 0 1 9 99 .

2 4) F l e t c h e r C F , L u t z C M ,
0
'

S u lli v a n T N
,

s h a u g h n e s s y J D J r , H a w k e s R ,
F r a n k el W N ･

C o p el a n d N G a n d J e n k i n s N A : A b s e n c e e p ン

1 e p s y i n t o t t e r i n g m u t a n t m i c e i s a s s o c i a t e d

w it b c a l ci u m c h a n n el d ef e c t s . C ell 87 : 6 0 7- 61 7

1 9 96 .

2 5) B u r k e J R ,
E n g h il d J J , M a r ti n M E , 一o u Y S ,

M y e r s R M , R o s e s A D , V a n c e J
M a n d

s t r it t m a t t e r W J : E u n t i n g t l n a n d D R P L A

p r o t ei n s s el e c ti v el y i n t e r a c t w ith t h e e n z y m e

G A P D H . N a t u r e M e d 2: 34 7
- 3 5 0 1 99 6

2 6) W o o d J D ,
Y u a n ∫

,
M a r g oli s R L , C o l o m e r V ,

D u a n K
,
K u s h i J

,
K a m i n s k y Z , K l eid e r l ei n

J J
,
S h a r p A H a n d R o s s C A : A t r o p h i n -1 , t h e

D R P L A g
･

e n e p r o d u c t , i n t e r a c t s w it h t w o
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f a m ili e s o f W W d o m ai n - c o n t a i n i n g p r o t ei n s .

M oI C ell N e u r o s ci l l :1 4 9-1 60 1 99 8
.

2 7) O k a m u r a - O h o Y
,
M i y a s h it a T , O h m i E a n d

Y a m a d a M : D e n t a t o r u b r a l - p a lli d o l u y s l a n

a t r o p h y p r o t ei n i n t e r a ct s th r o u g h a p r oli n e -

ri c h r e
g

･

1 0 n n e a r p O l y g l u t a m i n e w ith t h e S H 3

d o m a i n o f a n i n s u li n r e c e p t o r t y r o si n e k i n a s e

s u b s t r a t e . H u m M o I G e n e t 8 : 94 7 - 9 5 7 1 99 9 .

2 8) Y a n a gi s a w a H ,
B u n d o M

,
M i y a s h it a T ,

O k a m u r a - O h o Y
,
T a d o k o r o K

,
T o k u n a g a a

a n d Y a m a d a M : P r o t e i n b i n d i n g o f a D R P L A

f a m il y t h r o u g h a r g l n i n e
-

g l u t a m i c a c id d i -

p e p ti d e r e p e a t s i s e n h a n c e d b y e x t e n d e d

p o l y g l u t a m i n e . H u m M o I G e n et 9 : 1 4 33 -

1 4 42

20 0 0 .

2 9) w o o d J D
,
N u cif o r a F C J r

,
D u a n a

,
Z h a n g C ,

W a n g J ･ R i m Y , S c h illi n g G ,
S a c c h i N

,
I J i u

J M a n d R o s s C A : A t r o p h i n -1
,
t h e d e n t a t o -

r u b r a l a n d p a lli d o - 1 u y s l a n a t r o p h y g e n e

p r o d u c t , i n t e r a c t s w it h E でO / M T G 8 i n t h e n u_

cl e a r m a t r i x a n d r e p r e s s e s t r a n s c r i p ti o n . ∫

C ell B i o l 1 5 0 : 9 39 - 94 8 2 0 00
.

3 0) F i s h e r E a n d S c a m b l e r P : H u m a n h a p l o -

i n s u ffi c i e n c y - o n e f o r s o r r o w , t w o f o r J O y ･

N a t u r e G e n e t 7 : 5- 7 1 99 4 .

31) O n o d e r a 0
,
O y a k e M ,

T a k a n o H
,
Ik e u c h i T ,

I g a r a s h i S a n d T s uji S : M o l e c u l a r cl o n i n g
of a f u lト1 e n g t h C D N A f o r d e n t a t o r u b r a ト

p a llid o l u y s l a n a t r o p h y a n d r e g l O n a l e x p r e s -

s i o n s of t h e e x p a n d e d all el e s i n t h e C N S . A m

J H u m G e n e t 5 7 : 1 05 0 - 1 06 0 1 9 95 .

32) K l e m e n t I A
,
S k i n n e r P J

,
E a y t o r M D ,

Y i fJ
,

H e r s c h S M
,
C l a r k fI B

,
Z o g h b i H Y a n d O r r

H T : A t a x i n -1 n u cl e a r l o c a li z a ti o n a n d a g g r e-

g a ti o n : r o l e i n p ol y gl u t a m i n e -i n d u c e d d i s -

e a s e i n S C A 1 t r a n s g e n i c m i c e . C ell 9 5 : 41 - 5 3

1 9 98 .

33) o r d w a y J M ,
T all a k s e n - G r e e n e S

,
G u t ek u n st

C A , B e r n st ei n E M
,
C e a r l e y J A , W i e n e r H W

,

D u r e I J S 4t h
･
L i n d s e y R ,

fi e r s c h S M
,
J o p e R S ,

A l bi n R L a n d D e tl o ff P J : E ct o p l C a ll y e x
-

p r e s s e d C A G r e p e a t s c a u s e i n t r a n u cl e a r i n _

c l u si o n s a n d a p r o g r e s si v e l a t e o n s e t n e u r o -

1 o g
･i c a l p h e n o t y p e i n t h e m o u s e . C e ll 91 : 75 3

-

7 63 1 99 7 .

3 4) Le a vit t B R
,
G u tt m a n J A , H o d g s o n J G ,

K i m el

G H , S i n g a r aj a 氏 , V o g l A W a n d li a y d e n M R :

W ild - t y p e h u n ti n g ti n r e d u c e s t h e c ell u l a r t o 又 _

i c l t y O r m u t a n t h u n ti n g ti n i n vi v o . A m ∫ H u m

G e n et 6 8 : 31 3-3 24 2 001 .
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