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研究成果の概要（和文）： 
「神経変性における蛋白凝集機構の解析」というテーマのもと凝集体形成とそのポリグルタ

ミン病病態への影響に関わる因子を凝集体結合蛋白質の同定を通して明らかにした。また凝集
体形成を制御する薬剤の標的分子などを明らかにすることで形成・分解に関与する分子を同定
することができた。この方向のアプローチは今後の治療開発にとって重要である。さらに新た
に異常蛋白質を特異的に分解する遺伝子治療を開発することができ、その病態改善効果から、
異常蛋白質の凝集の病態における重要性を明らかにできた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We have been working about the aggregate formation and its effect on the 
neurodegeneration of polyglutamine diseases in this project, mainly focusing on the 
identification of the aggregate interacting proteins and of the target molecules for drugs 
modulating aggregate formation. We could find several molecules, which modulate 
aggregate formation or its degradation. Our approach is important for developing new 
therapies in future. Furthermore, we could develop a new gene therapy, in which abnormal 
disease protein could be specifically degraded. The effect of this treatment in vivo itself 
revealed the pathological significance of aggregates in the disease process. 
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ロン、プロテアソーム 
 
 
１．研究開始当初の背景 

ポリグルタミン病は多くは常染色体優性
遺伝であり、遺伝子産物が直接病態に関与すると
考えられる。そこでこのような病態の解析として、



最も上流のポリグルタミンを含む蛋白質の
構造異常の解析を行ってきた。その結果ポリ
グルタミン鎖を含む蛋白質はアミロイド繊
維と非繊維性凝集体の二つの構造体を形成
することがわかった。非繊維性凝集体はポリ
グルタミン部分を露出しており、ポリグルタ
ミン結合蛋白質をリクルートする構造的基
盤と考えられた（Tanaka M et al J Biol 
Chem 2001,2003）。 
 ポリグルタミン病においてはその核内封
入体が転写因子などと重要な因子をリクル
ートし、細胞機能を障害するという仮説があ
る。そこで我々は細胞モデルから凝集体を精
製し、その結合蛋白質を同定した。結合蛋白
質としてシャペロン、プロテアソーム関連蛋
白質、ユビキチン結合蛋白質、等を同定した
（Misui J Neurosci 2002, Doi H et al FEBS 
Lett2004, Nagaoka U et al J Neurochem 
2004）。この方法により同定された、その他
の凝集体結合蛋白質についてさらに解析を
くわえた。 
 また我々はすでに確立している細胞内に
GFP 融合蛋白質としてポリグルタミンを含
む蛋白質を発現する系を用いて、変性蛋白質
の構造変化を特異的に認識する分子の凝集
体形成における機能、あるいはその下流の機
能異常への影響を明らかにすることを目指
した。またこのような凝集体形成を制御する
諸因子を薬剤や shRNA ライブラリースクリ
ーニングを通して同定することにより、凝集
体形成の病態における意義を明らかにしよ
うとした。 
 
２．研究の目的 

CAG リピート病はその病因遺伝子に CAG
のリピートを含み、リピートの伸長を認める
一群の神経疾患である。CAG リピートが病
因遺伝子の翻訳領域に存在するため CAG リ
ピートから翻訳されたポリグルタミンが病
態に強くかかわっていると想定され、ポリグ
ルタミン病とも呼ばれ,ハンチントン病（HD）、
球脊髄性筋萎縮症、遺伝性脊髄小脳失調症の
一部が含まれる。ポリグルタミン病の神経細
胞の核にはポリグルタミン（polyQ）からな
る封入体が存在することが確認され、これら
の封入体と神経細胞変性の関連が注目され
ている。本研究では伸長したポリグルタミン
の挿入による構造異常を認識する因子を網
羅的に探索することにより細胞内に出現す
るミスフォールドした蛋白質の構造状態を
認識するシステムとその抑制機構を解明す
ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
a) 凝集体結合蛋白質の同定とその病態に

おける意義 
伸長したポリグルタミン鎖をもつハンチ

ンチン Htt の N 端（tNHtt）と EGFP の融合タ

ンパク質，さらに核移行シグナルを付加したタン
パク質を発現し，細胞質および核内に凝集体を形
成する HD モデル細胞を Neuro2a で作成した。これ
らの細胞から凝集体を部分精製し，その構成成分
を，質量分析法を用いて解析した（Misui J 
Neurosci 2002, Doi H et al FEBS Lett2004）。同
定した凝集体結合蛋白質の病態における意義につ
いて検討した。 
b) ポリグルタミン凝集体形成の制御メカニズ

ムの解明 
b-1) ショウジョウバエ中枢神経由来の細胞に
N-terminal truncated huntingtin fused to EGFP 
with an expanded (62Q) polyglutamine repeat を
誘導的に発現する系を作成した。この細胞は pQ 
蛋白発現により、EGFP 陽性の凝集体を形成した。
この細胞にショウジョウバエ RNAi ライブラリー
を用いて RNAi を導入し、凝集体形成を ArrayScan 
によってスクリーニングする系を確立した。7200 
遺伝子（ショウジョウバエ遺伝子の約半数で主に
既知の遺伝子が含まれている）をスクリーニング
した。 
b-2) 我々は上記の研究と同様に前述のマウス
Neuro2a 細胞モデルをもちいて凝集体形成をアッ
セイする系を確立し、それによって Amiloride 
derivative, Rho kinase 阻害剤が凝集体形成を抑
制することを見いだした。そこでこの作用機序を
検討した。 
b-3) またシャペロン介在性オートファジーを利
用して凝集体形成を抑制できることを見出し、遺
伝子治療としてマウスレベルでの効果を確認した。 
 
４．研究成果 
a) 凝集体結合蛋白質の同定とその病態におけ

る意義 
シャペロン，ユビキチンープロテアソーム系の

構成蛋白質など，既知の凝集体結合蛋白質 AIPs
に加えて， Ubiquilin1,2,Tollip などのユビキチ
ン結合蛋白質を同定した（Doi H et al FEBS 
Lett2004）。さらに凝集体結合蛋白質の解析を進め、
RNA 結合蛋白質 TLS を同定した。TLS はハンチント
ン病モデルマウス脳において核内封入体と共局在
を示し、ポリグルタミン発現細胞に発現すると凝
集体と共局在した。In vitro で GST-tNHtt（18,42, 
62Q）とは結合せず、凝集体を形成すると結合する
ことが示された。さらに Thioflavin T assay に
よって TLS 存在下で polyQ 凝集をみると、その凝
集形成速度が遅くなり、siRNA によって細胞にお
ける発現を抑制すると凝集体が増大した。この結
果から TLS は核内封入体の形成に関与しているこ
とが示唆された（Doi et al J Biol Chem 2008）。
その後(FUS/)TLS は家族性筋萎縮性側索硬化症の
一型 ALS6 の遺伝子であることが報告され、ポリグ
ルタミン病と ALS6 の病態に共通の機序のある可
能性が出てきている。 
さらに Htt 凝集体に含まれる蛋白質の一つとし

てTLS同様RNA結合蛋白質であるTIA-1を同定し、
TIA-1 が Htt 凝集体に取り込まれるメカニズムと
して、ポリグルタミン線維による TIA-1 の線維化



促進を見いだした。TIA-1 は RNA 結合を行う
N 末端領域とグルタミン(Q)/アスパラギン
(N)に富んだ C 末端領域（TIA-1C）からなる
が、培養細胞を用いた実験から、polyQ 凝集
体との共局在には TIA-1C が必須であること
を明らかにした。そこで、試験管内において
TIA-1C存在下でpolyQを凝集させると、polyQ
線維内に TIA-1C が取り込まれていることを
免疫電顕により確認した。さらに、TIA-1C の
みでもアミロイド様線維を形成することか
ら、polyQ と TIA-1C は線維として相互作用す
る可能性が考えられた。線維の形成は「核形
成」と「伸長」の二段階からなるが、ある蛋
白質の線維が別の蛋白質の線維化の核とし
て働くことがある（cross-seeding）。そこで、
polyQ に TIA-1C の線維を加えたが、polyQ の
線維化に大きな速度論的変化はなかった。し
かし、TIA-1C に polyQ 線維を加えると TIA-1C
の線維化が促進されることが分かった。細胞
内においても、polyQ凝集体が核となり TIA-1
が凝集体に巻き込まれる様子を生細胞観察
により捉えることができ、HD モデルマウスに
おいても、変異 Htt が凝集した後に TIA-1 が
SDS 不溶性になることを確認できた。また、
TIA-1 は Htt 凝集体に巻き込まれることでそ
の生理的機能が低下することを明らかにで
きた （Furukawa Y et al J Neurosci2009）。
Cross-seeding メカニズムはポリグルタミン
病においては多様なシステムの変化を引き
起こすメカニズムの一つとして、また神経変
性疾患全般の異常蛋白質蓄積において種（シ
ード）となる実際に蓄積している蛋白質以外
のものが存在する可能性を示すものとして
重要である。 

AIPs に同定された転写因子には既報のも
の（CBP,Sp1, TAFII130）は見出されず、シ
ャペロンタンパク質 HSP70 を含め、多数の遺
伝子の発現調節に関わる NF-Y のサブユニッ
ト（NF-YA）が同定された。NF-YA は、HD モ
デルマウス脳の皮質や線条体において、変異
ハンチンチン凝集体と共局在した。さらに、
HD モデルマウス脳においては、NF-Y の HSP70
プロモーター結合活性が低下していること、
同時に、HSP70 mRNA の発現が減少しているこ
とも見出した。さらに、初代培養神経細胞を
用いた解析から、NF-Y の HSP70 プロモーター
結合が、HSP70 の遺伝子発現に重要であるこ
とも明らかとした。これらの結果より、変異
ハンチンチン凝集体はNF-YAと結合してNF-Y
の活性を抑制することにより、HSP70 の発現
を 減 少 さ せ て い る こ と が 示 唆 さ れ た
（Yamanaka T et al EMBO J 2008）。 

さらに転写因子異常の網羅的探索のため
に、HD モデルマウス R6/2 において DNA 結合
能の変化している転写因子を網羅的に検討
した。この方法により、 NF-YA の異常を確認
するとともに POU ドメイン転写因子 Brn2 の
異常を見出した。Brn2 は視床下部のニューロ

ンの分化、機能に関係しており、ヘテロノックア
ウトマウスでは視床下部のバゾプレッシン、オキ
シトシンが低下していることが報告されている。
HD モデルマウスでは視床下部のこれらの神経ペ
プチド発現細胞に凝集体ができ、Brn2 の機能が阻
害されるが、Brn2 が発現している皮質ニューロン
などではこの転写因子に機能的に関連し、ポリグ
ルタミン凝集体に結合しない Brn1 が代償的に増
加していることが確認され、ポリグルタミンによ
って引き起こされる病態の部位特異性が、ニュー
ロン側の特性にも依存していることが示された
（Yamanaka T et al Hum Mol Genet2010）。 
さらにこのようなポリグルタミン病における転

写異常を in vivo において解析を進めるため、初
期に変化する遺伝子について検討を行った。HD モ
デルマウスの GeneChip による網羅的遺伝子発現
の検討の結果、線条体特異的に遺伝子発現減少を
みる遺伝子を同定し、これが sodium channel 
beta4 subunit であることを報告した（Oyama F et 
al J Neurochem 2006）。Beta4 subunit は線条体
投射ニューロンに発現しており、その部位特異的
転写異常のメカニズムの解明を進めている。 
b) ポリグルタミン凝集体形成の制御メカニズ

ムの解明 
b-1) 7200 遺伝子（ショウジョウバエ遺伝子の約
半数で主に既知の遺伝子が含まれている）をスク
リーニングし、404 の制御遺伝子（抑制ないし促
進）の候補を同定した。これらの多くはほ乳類の
オーソローグを持つものであった。これらの候補
遺伝子を in vivo モデルを用いるなどして絞り込
んだところ、核移行に関連する遺伝子、核酸代謝
に関連する遺伝子、シグナル伝達に関連する遺伝
子などが同定された（Doumanis J et al PLoS One 
2009）。これらの遺伝子の産物はポリグルタミン病
の治療の分子標的となりうると考えられる。 
b-2) これらの凝集体形成抑制効果のある薬剤
（Amiloride,Rho kinase 阻害剤）の分子標的が同
定できれば、その標的に向けて新たな薬剤も開発
が可能であろう。そのような観点で、我々はまず
この薬剤がどこに作用して凝集体形成を起こして
いるか検討し、Amiloride が proteasome の分解が
促進していることを見いだした。興味深いことに
proteasome inhibitor をもちいても Amiloride 
derivative はその阻害を減弱する。そこで
Amiloride の標的が直接この効果に関与している
かどうかを、標的分子である、ASIC,NCX,NHE につ
いて RNAi による発現抑制を行って調べたが、
ASIC,NCX のみ凝集体抑制効果を見いだした。ASIC
はアチドーシスに伴い活性化され、Ca 透過性を介
して細胞毒性を持つといわれる。ASIC のノックダ
ウンや、ASIC のブロッカーである Amiloride に凝
集体抑制効果が認められたことは、未だ解明され
ていない凝集体抑制機構が存在することが示唆さ
れ、それは ASIC に関連した proteasome 活性化カ
スケードであることが示唆された（Wong HK et al 
Hum Mol Genet 2008）。 

同様にすでに凝集体形成抑制効果が報告されて
いたRho kinase阻害剤についてその分子標的を解



析した。Rho kinase 阻害剤 Y-27632 に抗ポリ
グルタミン凝集作用があることが報告され
ていたが、この作用機序は明らかではなかっ
た。我々はこの阻害剤が ROCK1,2 を介してプ
ロテアソームとオートファジー系を活性化
することによりポリグルタミンの分解を促
進し、凝集を抑制していることを見出した
（Bauer PO et al J Biol Chem 2009）。 
b-3) シャペロン介在性オートファジー
（CMA）という分解系により huntingtin N 末
断片（Nhtt）が分解されうるかについて、Nhtt
に Hsc70 結合モチーフ（Hsc70bm）のペプチ
ドを導入してその分解をみた。Nhtt は
Hsc70bm が存在するとライソゾームにおける
分解が促進したことから、CMA によって伸長
ポリグルタミンが分解されることが示され
た。そこで伸長ポリグルタミンと結合するペ
プチド QBP1(Q)と Hsc70bm からなるペプチド
(HQ)が伸長ポリグルタミンのライソゾーム
における分解を促進するかどうかについて
検討した。この効果について Hsc70,Lamp2a
に対する shRNA の影響を検討した。Neuro2a
細胞において HQは Nhtt をライソゾームに移
動させ、分解を促進した。Hsc70および Lamp2a
を発現抑制するとこの効果は消失した。この
ことは分解促進が CMAによるものであること
を示唆する。さらに RFP と融合した HQ およ
び Q を発現するアデノ随伴ウィルス（AAV）
を線条体に導入して、その影響を RFP のみの
場合と比較検討した。AAV によって、ハンチ
ントンモデルマウス R6/2 の線条体に
R/Q,Q/HQ,R/HQ の組み合わせでそれぞれを発
現した。この発現により、Qに比べて HQ でよ
り強く、Nhtt の発現量、凝集体が減少し、核
内 封 入 体 も 減 少 し た 。 Rotarod test, 
clasping score, life span においてもその
凝集体減少効果に応じた改善を認めた。この
結果から以下の点が確認された。HQ を発現す
ることにより CMAを利用して異常蛋白質の分
解を促進することが可能である。凝集抑制的
に働く Qのみの効果より、HQ の効果が増強す
ることから、凝集抑制のみでなく、分解を促
進することの重要性が確認された。原理的に
は異常蛋白質と結合する Intrabody 等に
Hsc70bm を融合することでその標的分子の分
解を促進することが可能であると期待でき、
他の疾患にも応用可能性がある。本研究によ
って異常伸長ポリグルタミンを減少するこ
とにより、病態を改善できることを直接示す
ことができた（Bauer PO et al Nat Biotech 
2010）。 
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