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研究成果の概要（和文）：ハンチントン病における選択的神経細胞変性の機序を明らかにするため、凝集体結合タンパ
ク質FUS/TLS,NF-YA,p62のノックアウトマウスも含めた解析を行い、それぞれのin vivoの機能を明らかにするとともに
、ポリグルタミン病病態との関連を検討した。遺伝子発現異常を呈するsodium channel beta4 subunitについて同様に
ノックアウトマウスの解析から線条体中型有棘神経細胞でリサージェントカレントを制御していることを示した。また
その分布から大脳基底核投射線維が無髄であるという新しい解剖学的事実を提示した。またセルソーターを用いた新し
い細胞機能解析手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechaism of selective neuronal degeneration of Huntington 
disease, we analyzed aggregate interacting proteins including FUS/TLS,NF-YA,and p62 using knockout mice 
and showed their in vivo functions.Investigating sodium channel beta4 subunit using knockout mouse, we 
demonstrated the resurgent current is regulated by beta4 in medium spiny neurons(MSNs) and during this 
study, we found the MSNs have unmyelinated fibers, which was first clearly demonstrated in this study.We 
established the methods to analyze the gene expressions of selected neurons by FACS and found new genes 
which changed in HD MSNs.

研究分野： 病態脳科学、神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
神経病理学は近年分子生物学的手法を用い
て様々な疾患の病態について形態のみでな
く、分子のレベルで語るようになってきてい
る。神経疾患はその病変部位特異性によって
表現型（症状）が決定されるが、疾患によっ
て病変部位特異性がどのように決定されて
いるかについては未だ十分説明がなされて
いない（この場合病変部位特異性とは正確に
は細胞特異性である）。その主な原因は疾患
における細胞特異的変化を十分に把握でき
る系が確立されていないからであると申請
者は考えた。Microdissection 等により、あ
る領域を選択的に切り出すことや単一神経
細胞を取り出し検討することなどが試みら
れているが、まだ細胞特異性病態を分子のレ
ベルで語る仕事は少ない。 
我々はポリグルタミン病（病因遺伝子に CAG
リピートの伸長が存在し、伸長ポリグルタミ
ン鎖を含む遺伝子産物ができる。ハンチント
ン病、遺伝性脊髄小脳失調症、球脊髄筋萎縮
症などを含む）の病態をこの間検討してきた。
ポリグルタミン病の主要病変は核内封入体
である。核内封入体は伸長ポリグルタミンを
含むタンパク質凝集体であり、様々な転写因
子がこれに結合することにより、機能を失い、
転写障害を起こすと考えられている。我々は
ポリグルタミン病のモデルマウスを検討す
る過程で本疾患では初期には限られた遺伝
子の発現異常しか示していないことからこ
の限られた遺伝子発現異常こそ伸長ポリグ
ルタミンの影響を直接受けたものであろう
と想定した。遺伝子発現異常はおそらく転写
因子を介するものであろうとはいえ、従来ポ
リグルタミン病において病態に強く関与し
ているとされてきた Cre、Creb を介する転写
に関しては Cre プロモーターを持つトラン
スジェニックマウスでかえって活性が亢進
しているという報告(Obrietan K et al: J 
Neurosci 2004)もあり、この矛盾は解決され
ていない。そこで我々は早期に遺伝子発現低
下を認める sodium channel beta4 subunit
の プ ロ モ ー タ ー を 用 い て ,beta4 
promoter-Venus（蛍光タンパク質）のトラン
スジェニックマウスを作成した(Venus マウ
ス)。このマウスをハンチントン病(HD)モデ
ルマウス R6/2 と交配し検討したところ、遺
伝子発現異常はプロモーター依存性、封入体
依存性であることが明らかとなりつつある。
この点を検討している過程でハンチンチン
（ハンチントン病遺伝子産物）の発現はどこ
でも認められるといわれているが、それは事
実であるのか、それではなぜ病変の細胞特異
性が決定されているかという点についても
検討を加えるべきではないかと考えるに至
った。 
 
２．研究の目的 
神経疾患研究における重要な課題は病変の
細胞特異性である。ネットワークを形成する

神経系においてどの細胞がどのように障害
されるのかは発症要因と関連し、また症状を
決定する。この神経疾患における重要課題へ
アプローチするため、本研究は異なるプロモ
ーターを用いて蛍光タンパク質を発現した
トランスジェニックマウスから蛍光発現細
胞をセルソーターによって単離し、その細胞
特異性を解析する方法を確立する。この方法
によってある遺伝子を特異的に発現する細
胞群の特性を明らかにするとともに、ポリグ
ルタミン病を疾患モデル系として細胞特異
的解析を行う。すなわちポリグルタミン病モ
デルマウスとの交配によって細胞特異的な
凝集体形成とプロモーター依存性転写異常
の関連についてこれまでの論争に決着をつ
ける。本研究の目標は細胞特異的分子神経病
理学の基礎をモデルマウスにおいて確立す
ることである。またこれにより、ヒト脳にお
ける選択的ニューロン病態解析のツールを
確立することである。 
 
３．研究の方法 
本研究ではこれらの結果に基づき、以下の課
題を遂行する。(1)現在持っている各蛍光タ
ンパク質発現ラインのセルソーター単離細
胞の特性をマーカー遺伝子発現解析によっ
て明らかにする。これらのラインと R6/2 と
を交配したマウスを用いて遺伝子変化がポ
リグルタミン依存性であるかどうか、またそ
れは huntingtin（ハンチントン病遺伝子産
物：htt）の遺伝子発現と相関しているのか
どうかを検討する（このような細胞レベルの
検討は実際のところ全く行われてこなかっ
た）。またポリグルタミン存在下でプロモー
ター依存性（異なるプロモーターは異なる影
響を受ける）であるかを検討する。beta4 プ
ロモーターラインに関してはトランスジェ
ニックのラインによって発現細胞が異なる
ので、内在性 beta4 を発現する細胞を確実に
するため beta4 遺伝子に Cherry（赤い蛍光タ
ンパク質のため、他の緑色蛍光ラインと交配
して細胞の異同を検討できる）をノックイン
したマウスを作成し、Cherry 発現細胞の特性
を検討する。既報（Kotliarova et al J 
Neurochem2005）の htt exon1-EGFP マウスを
用いてGFP陽性細胞における遺伝子発現変化
を検討し、他のラインの結果と比較し、遺伝
子発現と凝集体形成の関連を解明する。DNA
修復障害など既報の病態についても単離細
胞のどの段階で生じているかを明らかにす
ることでポリグルタミン病病態のカスケー
ドを解明する。以上の解析を通してヒト脳解
析に必要なツール（新規の細胞特異的マーカ
ーなど）を確立する。(2)これまで同定して
きたポリグルタミン凝集体結合タンパク質
(FUS/TLS,p62,NF-Y)の検討によってハンチ
ントン病の病変特異性や変性機序に関連す
るものがあるかどうかを検討する。(3)遺伝
子発現を早期に生じ、線条体に強く発現して
いる sodium channel beta4 subunit の機能



解析を行い、その病態への関与を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
(1) ハンチントン病ポリグルタミン凝集
体結合蛋白質として同定した、FUS/TLS に関
して、ポリグルタミン凝集一般と結合するこ
とを確認し（Doi et al, Neurosci Res 2010）, 
さらに核移行に関連するドメインを同定し、
細胞内環境の影響もこれに関与する可能性
を示した(Kino et al, Nucleic Acids Res 
2011)。FUS/TLS は運動ニューロン特異的神経
細胞変性に関連する可能性がある。この点を
さらに検討するため、FUS/TLS ノックアウト
マウスの解析を行い、このマウスにおいては
運動ニューロンの変性が起きないことを確
認した(Kino et al, Acta Neuropathol Commun 
2015) 。この結果は FUS/TLS 突然変異による
運動ニューロン疾患、前頭側頭葉変性症は
FUS/TLS の loss of function というよりは、
gain of function である可能性が強いことが
示唆された。 
(2)ハンチントン病のモデルマウスにおける
転写因子の異常を網羅的に検討し、Brn-2 の
DNA 結合異常を見出した。このことは Brn-2
が凝集体に結合することとその転写異常に
基づくことを示し、それが視床下部神経ペプ
チド発現異常を来すことを示した。これによ
りハンチントン病の視床下部異常のメカニ
ズムの一つを明らかにした(Yamanaka et al, 
Hum Mol Genet 2010) 。 
(3)ハンチントン病のモデルマウスにおいて
シャペロン介在性オートファジーを用いて
異常タンパク質を除去する新規遺伝子治療
を開発し、凝集体を減らせば病態が改善する
ことを示した(Bauer  et al. Nat Biotechnol 
2010)。すなわち伸長ポリグルタミンと結合
するペプチド QBP1 と Hsc70 と結合するモチ
ーフペプチドと融合したペプチドをアデノ
随伴ウィルスを用いてハンチントン病モデ
ルマウスの線条体に発現した。これにより核
内封入体は減少し、異常ポリグルタミン凝集
体も減少、寿命も延長した。この結果マウス
における線条体病変が寿命にも影響するこ
とを明らかにした上、凝集体を除去すれば症
状も改善することを示した。 
さらにオートファジー系が凝集体除去を有
効に行うことから、オートファジーの制御機
構の検討を行った。P62 は我々がポリグルタ
ミン凝集体に結合することを最初に示した
凝 集 体結合 タ ンパク 質 の一つ で あ る
(Nagaoka et al. J Neurochem 2004)。P62 は
ユビキチン結合タンパク質であり、最近選択
的オートファジーに関わることが示された。
以前の研究の際、p62 は凝集体結合分画やプ
ロテアソーム阻害によって移動度の異なる
分子種が出現することに気づいていた。そこ
で我々はその翻訳後修飾について検討し、
p62 がプロテアソーム阻害で様々な部位でリ
ン酸化されていることを見出した。特にユビ

キチン結合部位である S403 のリン酸化はユ
ビキチン化されたタンパク質の分解に関与
することが予想されたため、解析を進め、
S403 がリン酸化されるとユビキチンとの結
合が促進されることを見出した。これにより
選択的オートファジーによるポリグルタミ
ン凝集の分解が促進されることを示した。さ
らにこのリン酸化酵素がCK2であることを同
定した（Matsumoto et al Mol Cell 2011）。
この結果はこれまで知られていなかった選
択的オートファジーの制御機構を明らかに
したもので、この機構を用いた治療の可能性
があるとともに、病変部位特異性にこのよう
な分解系が関与する可能性を示すものであ
る。 
(4)凝集体結合タンパク質の中に従来言われ
ているような転写因子は同定されず、我々は
新規に NF-Y を同定した(Yamanaka et al EMBO 
J 2008)。この転写因子は HSP70 の転写にも
関与しており、シャペロン系の発現を制御す
ることにより、凝集体形成にも影響している
ことが示唆された。そこでこの転写因子の機
能をより詳細に検討するため大脳ニューロ
ン特異的NF-YAノックアウトマウスを作製し
た。NF—YA をコンディショナルにノックアウ
トするとユビキチン、p62 の細胞質集積を認
めた。このことから従来のような繊維性タン
パク質の蓄積を考え、不溶性画分を検討した
が、従来知られているシヌクレイン、タウな
どの蓄積は認められず、電子顕微鏡検索によ
っても繊維性沈着は見いだせなかった。一方
小胞体膜の増加とこれにユビキチンが結合
している像が免疫電顕的検索で認められた。
さらに膜の異常は核膜にも及びハンチント
ン病に認められる核膜の変形が認められた。
これらの形態の異常に加え、小胞体シャペロ
ンの Grp94 の消失を認め、これが小胞体の異
常に関与している可能性が示唆された
(Yamanaka et al Nat Commun2014)。この病
理像は従来報告されているヒト神経変性疾
患の病理像とは異なる新規のものであるが、
ユビキチン、p62 の集積を伴い従来気づかれ
ていなかった病態を示している可能性があ
り今後注意深い検討が必要と考えた。またポ
リグルタミン病に認められる核膜の異常が
認められたことからこの点での関与に関し
て他の神経細胞でのコンディショナルノッ
クアウトを用いて検討を行っている。 
(5)sodium channel beta4 subunit(beta4)は
ハンチントン病において早期から発現異常
を認める遺伝子として我々が報告した分子
である(Oyama F et al. J Neurochem 2006)。
その特徴は線条体 medium spiny neuron(MSN)
に強く発現している点である。我々は beta4
のポリグルタミン病病態における意義を明
らかにすべく、ノックアウトマウスを作製し
た。ノックアウトマウスは早期から軽度の振
戦を認めたが、その他の異常は認めなかった。
その病理を検討する過程で、通常 sodium 
channel の beta subunit(1—4 まで存在する)



はランビエ絞輪に存在するが線条体では軸
索を瀰漫性に染めることに気づいた。この点
を詳細に検討したところ線条体MSNの軸索が
無髄線維であることを確認した。中枢神経系
の無髄神経に関してはその分布も従来明ら
かでなく、本研究では線条体 MSN 神経細胞分
離用に作製したVenus発現マウスを用いるこ
とで線条体投射線維が無髄であることを初
めて証明した。無髄神経の beta4 ノックアウ
トによる変化は形態的にははっきりしなか
ったが、ノックアウトマウスの MSN の電気生
理学的検討で、従来予想されていた beta4 に
よるリサージェントカレントの制御がMSNに
おいて存在することが明らかになった。この
ような生理的な特徴がハンチントン病など
のMSN特異的病変を来す病態に影響を与える
可能性があることが示唆された(Miyazaki et 
al Nat Commun2014)。 
(6)Venus マウスは beta4 promoter によって
Venus 発現がコントロールされており、ハン
チントン病モデルマウスとの掛け合わせで
発現が低下するのであれば、その発現がプロ
モーター依存性であることが示唆される。こ
の点に関してはVenus遺伝子の発現は週齢依
存性に発現低下が認められ、beta4 の発現異
常はプロモーター依存性であることが示唆
された。しかしタンパク量に関しては減少が
遅れるためセルソーターによるMSNの分離に
は問題がなかった。分離 MSN から mRNA を精
製し、その発現解析を行ったが、mRNA 量は線
条体全体からに比してかなり減少するため
増幅法を用いる必要があった。増幅した cDNA
を DNA アレーを用いて解析し、異常発現を認
める遺伝子を従来法（線条体全体）と比較し
た。セルソーターで分離した MSN の遺伝子発
現ではこれまで知られている発現異常を認
める遺伝子(beta4,PENK,DRD1 等)に関しては
RT-PCR でも確認が可能であった。 線条体全
体と比較して一部のオーバーラップはある
ものの、MSN 特異的遺伝子発現を認める遺伝
子群が同定された。現在これらの遺伝子に関
して検討中である。当初の目的である、部位
特異的遺伝子発現を検出するという目的に
ついてはセルソーターによる細胞分離、及び
その後のDNAアレーによる解析が可能である
ことが確認され、新たな部位特異的解析法が
確立された。今後得られた MSN 特異的遺伝子
発現異常を認める遺伝子に無髄関連遺伝子
があるか、或いは他の MSN に変性を起こす疾
患関連遺伝子が存在するかなど、の解析によ
って細胞特異的変性に関連する遺伝子情報
が得られる可能性がある。 
以上まとめると（１）凝集体結合タンパク質
に関しては特にノックアウトマウスを用い
た機能解析を行い、in vivo での機能を明ら
かにすることができた。（２）beta4 機能解析
から大脳基底核投射線維が無髄であるとい
う新しい解剖学的視点を提示できた。（３）
セルソーターを用いた新しい細胞機能解析
手法を確立した。 
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