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Atleastnineinheritedneurodegenerativediseasesareknowntobecausedbyex-

panded〔AGrepeatsencodingpolyglutaminestretches.Alt･houghcytotoxicitiesorex-

pandedpolyglutaminestretcheshavebeensuggested,themolecularmechanismsor

neurodegenerationremainunclear.Wedemonst･ratedthatnucleartranslocationormu-

tantproteinscontainingexpandedpolyglutaminestretchesisaprerequisitefortheex-

pressionortheircyt-Otoxicitry. Hypothesizingthatnuclearproteinsthatinteract､with

mutantproteins,particularly,thosethatbindtotheexpandedpolyglutaminestretrches,

areinvolvedinthepathogeneticmechanismsunderl),ingneurodegeneration,wescreened

nuclearprot-einsfortheirabilityorbindingtoexpandedpolyglutaminestretches. We

round thatexpanded polyglut･aminestretchespreferentially bind to TAFn130,a

coactivatorinvolvedinCREB-dependenttranscriptionalactivation. Thebindingof

TAFn130Withexpandedpolyglutaminestretchesst･ronglysuppressCREB-dependent

transcriptionalactivation,suggestingthatinterferencewithtranscriptionduetothe
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binding ofexp andedpolyglutaminestretcheswithTAFn130andredist･ributionofTAFn130

arein､･oll,ed inthepat･hogenetiemeehanismsunderlyingneurodegenerat･ion.

tくeywords:GAG repeat,polyglutamine,bindingprotein.transL.l･iption.TAF□130

CAG リピー ト,ポ1)グルタミン,

は じ め に

現在までに少なくとも8つの遺伝性神経変性疾患 (球

脊髄性筋萎縮症 :SBMA且),ハ ンテ ン トン病 :HD2),

脊髄小脳失調症1塑 :SCA13),歯状横赤核 8淡蒼球ル

イ体萎縮症 :DRPLA凍)5),Maehado-Joseph病 :

MJD6),脊髄小脳架詞症 2型 :SCA27ト 9),脊髄小脳

失調症 6型 :SCA610),曹髄小脳失調症 7塑 :SCA

711り においで病河遺伝子の翻訳領域内における CAG

リピー トの異常伸長が報告されている.これらとは別に

小脳失調 と知能低下を主徴 とし,TATA 結合蛋白 (T

ATA-binding pT･Ot(}in:TBP)遺 伝 子 にお け る

CAG リピ- トの伸長を認めた孤発例 も報告 されてい

る12l.CAG .)ピー トはポリプJLクミン錆をコー ドする

ことから.これらの疾患はポリグルタミン病と呼ばれて

を閥値として発症 L (S(TA6のみ例外的で20りピー ト

が境界),伸長 した CAG リピ- トと発症年齢の間に負

の相関を認めること,神経系が選択的に障害され,その

癖変分布は疾患転に特徴的であること,多 くの場合成丸

発症であることなど共通点が多い. ･方,変異遺伝子の

遺伝子産物は mRNA.および蛋(tlLベルで見て,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,伸長ポリグルタミン鎖を含む変異蛋白が何 らか

の神経細胞車性 を獲得するもの と推 測 されてい るが

:1 .･･＼ I.･･･､､! . 十､･一二 .こ

分解明されていない.しか しポリグルタミン病の病因英

日の多 くが.その配列内に使手妻号]二シグナル (nuclear

localizationsigllal:NIJS)を持つこと,そ して実際

に SCA6を除 くポ1)グルタミン病剖検脳に神経細胞校

内封 入体 tneuronalintranuぐIearinclusion;NII)

を認めることから14ト20),伸長ポリグルタミン鎖を含む

変異蛋白の核移行が病態機序に重要であると推測される.

今札 私は.一過性発現系を用いた培養細胞モデルにお

いて,伸長ポリグルタミン錆を含む変異蛋白の柁移行が

伸長ポリグルタミン錆による細胞障害に重安であること

を明らかにした.さらに伸長ポリグルタミン錆を含む変

異蛋白が何 らかの核蛋白と結合することで細胞障害を引
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結合蛋白,転写.TATA 結合蛋t~Ll随伴因子 130

き起こす可能性 を考え,yeasttwo-hybridsystem を

用いて伸長ポ1)グルタミン銀に結合する柁黄白の検索を

行-;)た.この結果,基本転写閃子 TFIID の構成黄白で,

転写コアクチベーターである TAFⅢ1302ま)22)が伸長

ポリゲJL,クミン鈍に結合 し.かつ転写因pl･cA九･/lP応答

配列結合蛋白 (cAMPlleSPOnSiveelementbinding

protein;CREBl依存性の転写活性化を抑制すること

を兄いだしたので報告する.

材 料 と 方 法

(1) プラスミドコンス トラク トの作成

pT-DRPl,AQ57-NIJS-GFP および pTIDRP

LAQ57-九･･TN~LS-GFP は pT-DRPIJAQ56-(17F

p23)をテンプレー トとして polymeT汲SeChain Teae-

tionLPCR)法によi)作成 した DNA 断片を pEG

FPNlベ クター (Clonteeh)にラ i'ゲ-ションし作成

した.pT-I)RI)IJAQ19-NLS-Gyp,pT-ITnQ82--

Nl.S-(i,FP も卜小策に PCR 法を用いた方法で作成 し

/+I.pT--DRPLAQ57-NLS-GFP一m.vc-Ⅰ寸isは

pT-DRPLAQ571NLS-GFP の.lrhoI/BamHI断

ゲ-ションし作成 した.PEF-B()S-hTAFll130は

;iRi.､ ､∴:㌔ ; A: ･･ ･＼~ ､一･･･●＼･三一･

片を pEF-BOS24)にライゲ-シ ョンし作成 した,こ

れらのプラスミドは DNA シークエ ンサー (I--)EAP-

PliedBiosystelllS)にて塩基配列を確認 した.

(2)細胞培糞, トランスフェクションと免疫染色

COS-7対胴包お よび NE･ur･02a細胞 は 8.17エル .

チ ャンバースライ ド (Numc)上 に培養後,各プラス

ミドDNA0.25,′′gを SuperFtlCttl･(,川Sfeetionrea-

gent(Qiagell)を用いたリボフェクション法にて導 入

した.培養細胞の固定,およびプロ､ソキングは Sat.() ら

の方法251に従った.免疫染色は 1次抗体として allti-

hTAFⅢp130(LIA6)antib()dy (SantaCruz∴希裸

倍率 1:500)を室温2時F乳 2次抗体 として Cy5標

識抗マウス IgG (AmeI･Shanl:1:100)を室温 1時

間反応 させたのち,二代焦点 レーザ ー顕微鏡 九,IRC-

1024ConfoealSystem (Bio-Rad)を朋いて観察
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をした.榎断片化の判定は 短aTaShiらの方法紺 に従っ

た.統計処坪は Student-t検定を明いた.

(3) 剖検脳 と免疫染色

DRPLA 3例.N17(8針 (女性,Q55､発症61才.

慣病期間15年).N20(91日 女性.Q64.発症10守一.慣

病期間18牢1,N8(97日 女性,Q67,発症16才.雁病

期間13牛工 および MJD l札 N2Ll(86日 女性.Q83,

発症Ll辛.雁病期間18隼)について免疫観織学的検索 を

行.･.-た.C1･yOStllt･Sections(8.,Lm 畢)を凍結標本

よi圧1:成後,冷アセ トン ト-20℃)にて固定,al･idilト

biotin-pet･oxid‡lSecomplex(ABCl法にて allti-

hTAFIIp130トlA61antibody(Santa〔11･uz:希釈

倍率 1二100)による免疫染色を行一一)た.

(･I) YtチaSttll･0-h.vbridilSSa.V

hllitとLて19ないし82リピー トのボ り '/ JL～'ミン錆

を含む邦分 Ⅰ)RPIJ.1 炎EIlをコー ドする 11NA 断片

日 一､ ･ ･

9ベ ケi'-一に挿 入したもU)を作成 した (p(JBTt)-Qlt-).

ド(lTBT9-Q8封. -jJ-の prel･ と して 全長 rRE土3.

(-､BP,rrAFll130.RNA heliぐ̀lS(-A遺伝子をpG.All)

･12-1/ヾ l/夕弓 二挿入したものを作成 した.惜母 LY19O,

Y1531を t);二.lit,および prt).V ト各 1/Lglにて トラ

ンスホ一一ム後.2%ガラクトースを含む Ura-1iis-T

rpプレ ートにて発育させ.分離 し/+=酵母 コUニ一･一を同

じ組成の液体培地で培養後‥･トーガラクトシダ･-ゼ活性

を測定 した.

(5) Co-precipitationassa y

COS-7細胞 (9.0×106細胞1に pT-DRPLAQ

57-NLS-GFp-m),(--His お よび pEFIBOS-

hTAF【1130を Supel､Feet transfpctioTl reag･ent

(Qiagen)を明いたリボフェクション法にて導入.60時

間後に柁抽出液を細胞溶解バ･ソ77- (20mh･･lTris-

HelatpH7.4.1QbNP札 1011i)gll,eerol)ないしバ､ソ

77,-C(20mm･ltIiEPES (pT17.9㌧ 25%Gl.vc･el･Ol,

0.42M Nael.1.5mh,Ⅰ凡:tgCl2,0.5mM OTT)杏

用 い て 作 成 した . この 柁 抽 LLtL一派 に抗 .1,lye 抗 体

(/In､,itI､()gen)5ILlを添加 し,⊥1℃ O＼･,prnight･反応

させ,さらに D.vnabeads入卜 4501.5×108ビーズ

(抗マウス IgC';DYNAI.A)を添加 し4℃,2時間反応

させた.ビー ズを磁イ11にて沈降させたの ち,Onoder壬1

らの方法231に従い SDS-Ⅰ)AGE篠,anti-hTAFⅢ

p130(jA6)antibody(SantaCruz∴希釈倍率1:

5001にてウェ スタンブロッ トを/I:巨)た.また柁抽 出

液に Nト NTA アガロースビーズ (Qiagen)200/Ll

を添加 し1時間反応 させたのち,上記 と同様の方法で

L川ti-hTAFrJp130(4A6lantibo車･を明いたtlJ

エスタンプロt.!卜を行った.

(6) reporterassa.V

293本桐包を6TL,こ JL･デ ヤシュにて培 養後,IJipl

oreetinre(1g…tLGibeo-BRLlを用いた リボ7ェ

I/ション法にて.G5B-1し1Cirerasp レポ--クープラス

ミド (5OO11g工 GAい -CREB 発現ベ クター 持00

ngl,野牛型プロテ インキナ-ゼ Å げ Iく∫＼ト ヾククー

朝 n監)26㌔ RSV-P 欝毘1コン 摘 -ル プラス ミ ド

(2Ong).pEJFl -ミOS-pFQ19か ､LPEF-Bus-1.lQ8

2(lOOng)を導 入した∴lTI･)結合部位に IJyS/A:I(}t72

変異を持つJ変異型 PItA ベ クケ一一一をコン ト[1- 汁とし

て使用し,+I.トランスフ∴クシ_Tlン2･1時間後に細胞 を回

収 し,細胞溶解バ ､リ77･- (.Toyo lnklにて溶解棟.

)1L,ミノメー ター しⅠう(,rthold)にて ルシ7ェラーゼ清作

活性にて補正 したサ

結 果

(1)伸長ポ リグルタミン鎖 を含む変異蛋白の核移行

は細胞障害を促進する

伸長ポリグルタミン級を含む変輿蛋白 職 務 移行が細胞

降雪に与える寮三轡を検討するrpl的に.57T)ピートのポ リ

I/ルクミン錆 とその近傍のわずかなア ミノ酸 (N夫側

5アミ}醸,C 莱側5ア ミ}醗)か ら構成 される部分

DRPLA 鵡白の C末端に S＼:'-iOT抗原由来の NLS

(ⅠくlくlくRlく＼,T),さらに grep11fluoI･e･SeeneeProtein

(GFP) を付加 した融 合東日 を発現す るプラ ス ミ ド

(pT-DRPtJAQ57-NIJS-('JFP)を作成 した (-図1

A).同時に NI..S の 1アミノ酸をリジンか らスレオニ

ンに帯換 した変異 NIJSLItTIくRK＼:日 を付加 した融合

蛋白を発現するプラスミド (pT-DRI-LAQ571MNl.

S-GドP)も作成 した (図1B).両者を C()ST細胞に

トランスフェクションし,48時間後に凝躯体矧 '仁平,お

よび柁断片化宰を比較 した_

pT-･･-DRPI_JAQ57-NLSIC'FP を導入 した細胞で

は.尉 那削~上lは柁内に限局して観察され,かつ 1か ら数

個の横内凝集体が観察された (固まC3.凝集体形成は

GFP陽性細胞の 33.608に認め られた (図1E).これ

に対 し,pTIDRPLAQ57-人,lNI.S-GFP を導 入し

た細胞では,発現蛋白は横内および細胞質に観察 され,

かつ凝集体は細胞質に観察 された (図 1D).凝敬体を

有する細胞は GFP 陽性細胞の 19.4%に認め られた
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図1 伸長ボりグルタミン踊(∫)柁移行による柁断片化の促進

A･ 迅 ･pT-DRPLAQ5卜 NLS-GFPおよび pT-DRPhAQ57-MNLS-GFPの模式図.pT-DRPL

明 57-MNL針-GFPではSV亜T抗原由来の桟移行シグナルの 1アミノ酸が リジン Hysine;鋸 からズ

ー t t･-､･L･､ : ■ ･ l･il- .: t､ト l＼TJ I:-:～ ･ .. .､∴ ＼

凝象体を表す･丑書F書GFP陽性細胞における凝集体形成寧 (E)と核断片化率 (F)を比較 した.桟断片化率

はIioechst333112(5/E九l)による柁菓色を用し､て計測した.
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(図1E).-･方,GFP 発現細胞 における棺断片化の割

合は pT-DRPLAQ57-NLS-GFP を導入 した細胞

では 36.6%であったのに対 し,pT-DRPLAQ57-

MNLS-GFP を導入 した細胞では 23.3%であ った

(図1F).以上より,伸長ポリグルタミン銀の柁移行は

凝集体形成,ならびに細胞障害を促進するものと考えら

れた.

(2) 伸長ポリグルタミン鎖は転写コアクチベーター

TAFn130と結合する

伸長ポリグルタミン錆を含む変異蛍白の柁移行が細胞

障害を引き起こす分子陳情を解明する目的に,伸長ボ .)

グルタミン銀に結合する核蛋白の検索 を .Yeast-two-

hybrid壬lSSayを開いて行った.Baitとしてはポ .)グ

ルタミン組 (19ないし82リピー ト)とその間関のわずか

なアミノ酸 (N末側8ア ミノ酸,C夫側19ア ミノ恨)

しか含まない部分 ･DRPLA 蛋白を.pre.Vとしては様々

の棺蛋白 (CREB.CREBbindingproteill:CI3P.

TBP-associated faetor130;TAF∩130.RNA

helicaseA)を用い/+I.その結果,基本転写｢朴f･TFll

Dの構成妻削十で TBP関連【朴f･のひとつである TAFll

130が伸長ポリグルタミン錆 (82リピー ト)に結 合する

ことが明らかになった (図21.この結合は19リピー ト

の部分 DRI･)I_.A 壷日との間にも認め吊 したが.82りピー

トの部分 DRPLA 英日との結合と比べ弱か-)た.

さらに培荘細胞においても伸長ポ1)I/.ルクミン錐を含

む部分 1)Rl･'Ll蛋白と TAF】113()の結合が認め られ

るか検討するト川'.),Fco-precipitとItionassay を行---J,

た.M.V(.お よび ヒスチ ジ ン ･タグを付加 した部分

T)RPl,A 蛋白 (57リピー ト) と TAFll130を持発現

させた Ll0S7細胞かLI)f~用 出揃 を作成 し,杭 Mド 抗

体による免疫沈降後.抗 TAF1113O抗体による.17エ ス

タンプロットを行った.この結果,TAFfl13()のバ ン ド

が検出され.両者は培養細胞においても結 f-ナしているも

のと考えられた.両者の結合は N卜･･-NTA アガロ-ス

ビーズをj~f】いた co-preeipitEltion占ISSayで も確認 さ

れた (図3).ま/+=ポ.)グルタミン鈍と TAFu130の結

合部位は TAFu130の C 末1/4にあることが Far

Westernassayの結果,明らかになった (チ-夕省略).

(3) 伸長ポリグルタミンi削こより TAFu130の

楼内分布は変化する

次 に部分 DRPLA 蛋白 (57リピー ト) と TAFt1

130を培養細胞に発現させ,両者の細胞内局在を共焦点

レーザー顕微鏡 にて観察 した.両者の党規プラス ミド

(pT-DRPI.AQ57-NLS-GFPおよび pEF-BOS-

hTAFⅢ130)を トランスフェクシ ョンにて COS7細

胞に導入し,48時間後に GFP.ない し抗 TAFIl130

抗体による免疫染色にて観察を行った.部分 DRPIJA

蛋白 (57リピー ト)は前述のように柁内に限局して発現

し.かつ 1から数個の校内凝解体を形成 した (図IC).

A).これに対 し.両者を eOS7細胞に トランス7ェ ク

シヨンした場合,TAFn130は凝集体のなかに取 り込ま

れ.凝解体部うJlltL外の TAFn130の染色性が低 卜した

の代わりに82リピ- トの伸長ポリグルタミン鎖を含む部

分ハンナンナンを用いてl司様の実験を行ったが.この場

合も校内凝集体への TAF【1130の取 り込みが観察 され

た (図4E-G).

さらに DRPIJA (図5A,B)および MJD (図5C,

I))の,W;A.患者剖検脳に対 LrLIJiLTAF口130抗体を用い

色され,ヒト剖検脳においても桟内凝菓T本-の TAF11

130の取 i)込みが観察された.

(;1) 伸長ポリグルタミン鎖は転写因子 CREB依

存性転写活性化 を抑制する

TAFn130は転写閃子 CIREBや Splに正接結合L.

それぞれのヨアタチベータ-として転写の活性化を誘導

することから紺 22㌔ 伸長酢 )グルタ ミン鯉 を含む変異

蛋l'】と TAFn13()の結合は,それら転写閃子 を介する

転写の活性化に啓三管を及ぼすけ能性が~即川された.こ(T)

可能性 を検討するために ⅠでPOl･teraSSa.V を行った.

転写アクチベーターとLて酵母 GAL･lと全長 eREB

遺伝 J'･を結合した7pラスミドを作成 し, ･方の レポー

ターとしては GAL.-1結合部位にルシーJエラーゼ遺伝子

を結合し,+=プラスミドを作成 した.両者を293細胞に ト

ランスV7_1クションL,さらに LIREB リン酸化を誘導

する70ロテ 1'ンキナーゼ A (野牛聖,お よび活性 を持

たない変異聖 Ⅰ)lくA)をあわせて トランス7ユタション

することで CREB転写を活性化させた.トランス7ェ

クション24時間後にJL,シ71ラーゼ活性をi･帖こした.変

異型 PKA の導入により C況EB転写を誘導 しない場

合のルシフ:r_ラ-ゼ活性を 100とした域合 し図6.レ-

ン1),野生型 PKA の導入により CREB転写を活性

化 した場合のルシフェラーゼ活性は約 5倍に増加 した

(図 6.レーン1,2).しか し,この系であ らか じめ部

分 DRPLA 蛋白 (82T)ピー ト)を党規 させてお くと,

そのプラスミドの鼠に依存 してルシフェラーゼ活性は抑

制 された (図 6, レー ン 3- 5).また この 部 分
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図2 伸長ポリグルタミン級とTAFⅢ130の終禽 (yeasHwo-hybTidassay)

19ないし8釣 ピー トのポリグルタミン鎖を含む部分 D民PLA蛋白をコー ドする DNA 断片 を pGBT9

ベクターに,全長 CREB,Cap,TAF再犯 RNAへ照 一ゼ A遺伝子をpGAD硯 ベクタ-に挿入 して

作成 した各ベクタ-を酵母に トランスホ-ム観 2%ガラタト スを含む ura-His-TTPプレ- トにて発

育させ,分離 した酵母コロニ-を同じ組成の液体培地で培養徽 p-ガラタトシダ-ゼ活性を測定 した.グラ

フには3回の平均値 (±標準偏差)を示した.
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図3 仲良ポリ'/'JLタミン錆とrrAF11130の結合 teo-preeipitationassay)

ンス7ェクションし,60時間後に細胞溶鰍バ･ソファー.㌔-(L,一一ン l,31ないしDignamのバ､ソ77'-eル ー

ン告 iI)にて柁抽出液を作成.抗 Mye抗体にて免疫沈降 した後.SOS-PAGE.抗 TAFu130抗体による

ウェスタンブロットを行った.桟抽出液を Ni-NTA アガロ-スピ-ズにて沈降したものも同様の方法でウ

エスタンプロ､ソトを行った (レーン5,61.矢印は stackjnggplとrunninggelの境界.夫頭はTAFn130,
7ステリクスは部分 DRPLA蛋白(577)ピー 日 を示す.
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図1 培養細胞における千幻勺凝酎 本とTÅF口130の LIO-loCtlliT.Eltiotl

L10S T細胞をGFPによる蛍宜 しR.E).ないし抗 TAFIl13O抗体 し.;㌔.C.Flによる免痩敬色にて観察 し

た.袈印は横内凝集体を示す.重ねあわせ画像 (札 g)における点線は Hoeごhst33観望簸色による橡の輪郭を

示十 抗 T_･tFll130拭制式紺t_C/T)佃 勺凝喚体cr)割合は部分 DRPL̂ 東山 (Q57)の場合仁ILIoi工法/5帆 部分′､

ンチンテン(Q82)の場合58%(29/SO)であった.スケ-射 ト は lOpm.

DRPIJjl蛋白 (82リピー ト)による CREB 転写活性 (5) TAFn130は伸長ポリグルタミン鎖による細

化の抑制は TAFu130をあわせて発現 させることで鼠 胸障害を緩和する

依存性に剛 哀した し図6,レーン6- 8). TAFu130の党規が伸長ポ リ グル タミン錐 に よる

cREB転写活性化の抑制を回復させたことか ら,伸長
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DRPLA剖検脳中Fjiii歯扶持 L,～.Ⅰ3).および MJD/S(1̂ 3剖検肌憶校 もLJ'.D)に認められる神経細胞柁内封

入体 (Nn∴矢頭)は拭TAFl1130抗体により陽性に牡色される.抗 TAFII130抗体陽性の Nrlの割斜 ま

DRPIJAでは心Orい,MJr)では6()ll.0であった∴矢印は柁小体を示す.スケ-1L,バ一････-一は 10/Im.

ポリグルタミン銀による細胞障害に対する TAFr1130

の効 果を検討 した.Npuro2El細胞 に部分 DRPIJA

蛋自 (571)ピーーート)と TAFrl130をともに発現させ.4

8時F鞘射二柁断片化率を計測 した.部分 Ⅰ)RPLA 東上~Ll

(57TJピ- ト)のみを発現 させ/+=場 合,約上t()0あの細胞に

桟の断片化を生じたが,TAFn130をあわせて発現 させ

た場合には.柁断片化率が約半分にまで減少 した (図7

A).凝集体の形成率には有意な変化は認め られなかっ

た (図7Bl.

考 察

今軌 一過性発現系を用いた培養細胞モデルにおいて

伸長ポリグルタミン組 を含む部分 DRPLA 蛋白の柁

移行が細胞障害を促進することを示 したが (図1F上近

午,ポリグルタミン病の病態機序における変異蚕臼の柁

移行の重要性が指摘 されている.その例 としてLP82リ

ピー トのポ リグル タ ミン鎖 を含む全長 ataxin-1

(SCAlの病因蛋白)の NLSに変異をもつ トランスジェ

ニックマウ鼠では変異蛋白の轄移行が阻害 された結果,

プルキンエ細胞の変性が阻止され,表現型 も示さない こ

と27),②榛外移行シグナル 梱ES)を組み込んだハ ン

チンチン N 末端を発現する線条体培養細胞では細胞傷

害性が緩和 されること28),③アデノウイルスベタダ-餐

用いた全長 DRPLA 蛋白 (82リピー ト)の発現実験

で.ヒト線維芽細胞 と比較 して神経分化型 PC12細胞で

は変異蛋白が棺に移行 しやす く,かつ強い細胞傷害 を示



下畑 :伸長ポリグルタミン鎖の柁博行による細胞障害の機序についての検討

丑
*･tJ･吉
)i,ヾ
7

日

=

}
-
･tf1
･I.fT･講

pliK-CIll J-hYL･u;lll洲

pF.1111110S II/O汚ユ

l ユ J J 5 (1 7 熊

5 15 31hlに

い 5 15 JtI JOnR

i-k:i:I:i-･,:-- 享 _-I-=i--
野 牛 Jiir.!

図6 伸長ボ りグルタミン組によるLJIREB依存性の転写活性化の阻害

293馴 鋸二G5B-1Lシ7ェラーゼ ･レポー ターープラスミド (500 ng､),GALL卜 CREBベ '/ダー,-(500

ng).野牛型 PltAベ F/ダーー-し10ng~1,RS＼･.I-,3galコントロー)i,プラスミド(20ng)を導入した.伸長ポリ

I/ルクミン錆による eREB転写活性化への草三響.および TAFl1130の効果を検討するト1的にPEF-BOS-

FQ82(0.5,15,30ng:レーン2-51.および pBIく-CMV--･･･廿rAFtl130(5.15.30ng:しわン6-81
を導入した.遺伝 f一導入2こl時間後に細胞を回収 し,ルシ7ェラーゼ活性を測定 した.ルシ7.1ラ-ゼ活性はI3
ガラクトシダーゼ活性にて補正 した.I/'ラ7の縦軸は相対的)i,シ71ラーゼ活性を表 し,変異刊PKAを遭

入したレーン1の値を100 とした.ゲラ7には3回の平均値 (±標準偏差)を示した.
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図7 伸長ポリプ･TLクミン妄削二よる細胞障書に対するTAFll130(')gl)削効果

フェクションし,亜時間後に榛断片化率 (A)ヂおよび凝塊体形成率 摘 )を測定 した.また,両者に対する

ランスプェダションした場合,凝集体は形成されなかった中グラフには5園の平均値 (士標準偏差)を示 し

/+I.

すことlcHが報苦さ虹 こいる.しか し伸長ポ リプJLタミ

ン錆を含む変異蛋rLlがどのような機序で神経細胞変性を

引 き起こすのかについてはイく明であった.

私は変異蛋日.とくに伸長ポリグルタミン銀が桟移行

後に核蛋白と絡合 し,細胞障害を引き起こす可能性 を考

A,部分 DRPLA 蛋白に結 合す る柁蚕 rLlの検索 を

基本転写囚 J'一TFⅢD の構成亜臼である TBI･)関連閃

.主Hj . 一･･十 一 ･ :-･.:･'. ･ 一一､

loc壬11i7,;1tion L図 ･日 において も確認 された.さらに

DRPl_.A および MJI_)剖検脳においてもNIIに TAF

n13Oが含まれていることも確認 し/+I (図5l.TAFt1

130は転写【杵f･CREBや Splに直接結 合 し,転写 コ

アクチペ-夕-としてこれらの転写因子を介する転写を

活性化することか ら20日 1㌔ 伸長ポ リグルタミン鎖 と

TAFII130の結合は.これらの転写閃千を介する遺伝子

発現を阻害する可能性が予測 された.実際,reporter

assayにて解析を行ったところ.部分 DRPLl 蛋自
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神 経 細 胞 の 機 能 障 害

図8 伸長がリグルタミン級による神経細胞機能不全の概念図

TAFn130は伸長ポリ'/'JL,クミン銀と結合することで.CREB転写のコ,i''ケチべ--一夕-としての粍能を

果たすことができなくなり,その結果,CREB依存性の転写活性化が阻害され,cAMP応答性遺伝子群の発

現が抑制されるものと推測される一CREB;cAMP応答配列結合蛋白,CBP;CREB結合蛋白,T箆P;TA

T̂ 結合責臼.TAFllS:TBP関連酢T･.Ql.Qコ

イン,bZIP;塩基性ジッパー ドメイン.

(812リピー ト)は (､RF.B依存性の転写活性化を抑制 し,

かつこの転写抑制は TAFn130をあわせて酎 見するこ

とで[~[-･l仮した (図 61.ま/+ITAFn130は伸長ポリグル

タミン錆による細胞牝に対 しても抑制効果を示 した し図

7Al.CREB依存性の転写活性化は神経の牛f再任持.

可塑性などで重要な役割を果た していることか ら29)30),

伸長ポリグルタミン錆は転写の調節異常を介して神経細

胞の機能不全を引き起こす可能性が示唆された (図 8).

さらに TAF1-I130は ＼＼:'agaraii:)の報告し/+IPQBP-

131)剛 乳 伸長ポリグルタミン鎖に直接結合ずること

から.この神経細胞機能不全はすべてのポリグルタミン

病に共通する病態である可能性がある.

今帖 伸長ポリグルタミン錆による神経細胞変性の機

序が.棺の機能障害,とiけ)け CRFJB転写活性化の障

害にある叫能性を提唱 したが.このほかにも伸長ポ リプ

グルタミンリッチ ドメイン,Km ;キナーゼ誘導 ドメ

ルクミン錆が転写機能に異常を及ぼす可能性が報告され

ている.まず IIT) トランスジェニックマウスやハンチ

ン+ ン N 末端を恒常的に発現する PC12細胞において

棟数の過伝千の党規が選択的に抑制されていることが報

告された32湖).さらにポ リグルタミン病の病因粛由が

転写に関わる蛋白と結合するとの報告が相次いでいる,

その刑とL.てこPノ､ンナン+ンが埴抑制蚕日で.転写因子

で もある p53蛋口と結合し.Ⅰ･ppol,teI･aSSayにおいて

ハンナンチン N 末端 (103-日ゴー ト)が p53標的遺伝

子群の発現を抑制すること紬 ,②転写 コアタチベ-タ-

である CREB結合蛋白 (CBP)が楼内凝髄体に巻 き

込まれ.さらに reportel･aSSayにて CBP による転

写活性化が伸長ポ リグルタミン錆により抑制 されるこ

と35),③楼内レセプタ-のコリブレッサ-である N-

CoR および ETO/九;ITG8に.それぞれハンチ ンナ ン
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および DRPLA 蛋白が結合すること3613Tlが挙げられ

る.さらにポリグルタミン病モデルマウスにおける遺伝

子発現 プロファイルの解析結果 も報告 されている.

SCAlトランスジェニックマウスの検討では失調症状

や NIlの出現l:1前にシグナル伝達やカルシウム濃度維

持に関与する遺伝子群の党規が押倒されていた381.また

HD トランスジェニックマウスの解析では約 6000遺伝

子の解析が行われ,80遺伝子で党規の抑制が,22遺伝･T

で発現の上昇が認められた.発現抑制を認めた遺伝子は

大別してシグナル伝達,およびか レシウム濃度維持に関

与するものであった39l.以上より伸長ポ.)I/ルクミン鎖

を含む変異蛋白は,転写に関与する蛋白との結合を介 し

て遺伝子発現の異常を引き起こし,神経細胞に機能不全

を引き起こす可能性が示唆される.

また最近,テ トラサ イクリン調節システムを用いた

conditionalな HD トランスジェニックマウスを附い

た検討で,変異ハンナン+ンの発現をシャ､ソトダウンさ

せることで不随意運動,線条体の萎縮.NII形成. ドパ

ミン Dl受客体数の減少といったマウスの病的変化が

可遭的に政審することが報告された40).この結果は,少

なくとも病初期における変化はdT逆的で,その病態機序

が神経細胞稚ではない神経細胞の博能不全であるとする

考えを指･示する.以上の結果は,これまでの ｢伸長ポ リ

グルタミン銀-アポ トーシス｣ というパラダイムから

｢伸長ポリグルタミン銀-可逆性の核の機能障害｣ とい

うパラダイム-のシフトの必要性を示唆するものである.

細胞障害の機序が可●逆性であるということは,難治性 と

考えられたポリグルタミン病に対して様々な治療法が叶

能であることを示すもので,今後.棺の機能障害を緩和

することを目指す治療法の開発が積極的に賦間されるも

のと思われる.
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