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研究成果の概要（和文）：ハンチントン病で起こる遺伝子発現異常について、障害神経細胞に着目した詳細な解
析をおこなった。まず、ハンチントン病で障害される転写因子NF-Yについて、これをマウス脳内でノックダウン
し、FACSによりこれら細胞を回収しRNA－seq解析を行った。その結果、NF-Y阻害は小胞体関連遺伝子を優先的に
発現抑制することを見出した（Sci Rep. 2020）。また、ハンチントン病モデルマウスから、線条体の有棘神経
細胞のみをFACSで回収しDNA microarray解析を行い、この神経細胞特異的なトランスクリプトーム変化を同定し
共著で発表した（J Biol Chem. 2020）。

研究成果の概要（英文）：We performed detail analyses of the transcriptional dysregulation focusing 
on the neurons affected in Huntington's disease. First, we knocked down NF-Y, a transcription factor
 shown to be affected in Huntington’s disease, in mouse brain, and then collected the knockdown 
cells by FACS and subjected them to RNA-seq analysis. We found a neuron-specific ER transcriptome 
affected by NF-Y dysfunction in brain neurons (Yamanaka et al. Sci Rep. 2020). We also collected 
striatal medium spiny neurons, the most vulnerable neurons in Huntington's disease, by FACS from 
mouse disease model, and performed RNA-seq analysis. We identified novel transcriptome dysregulated 
before the neurodegeneration (Miyazaki, Yamanaka et al. J Biol Chem. 2020). 

研究分野： 分子神経病態学

キーワード： ハンチントン病　トランスクリプトーム　クロマチン　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ハンチントン病のモデル脳等を使った遺伝子発現解析は多数報告されているが、これらが実際に変性神経細胞の
中での変化なのか、グリアなど周りの細胞の応答反応をみているのか、その判断は難しい。本研究では、変性過
程にある細胞のみをFACSで回収し網羅的に遺伝子発現解析を行うことにより、ハンチントン病で障害される新た
なトランスクリプトームを同定することに成功した。一方、ヒストン修飾に大きな差は見られておらず、これ以
外のクロマチン構造変化が関わっていると考えられ、現在も解析を進めている。このメカニズムの制御はより広
範の遺伝子発現を正常化できると期待されその同定が急がれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 ハンチントン病では、伸長ポリグルタミン鎖を持つ変異タンパク質（変異ハンチンチン）が産
生され、これが重合・凝集し核内封入体を形成する。これまでに、疾患モデルマウス脳や患者脳
を用いた解析から、非常に多くの遺伝子（〜5000 遺伝子）が発現変化することが見出されてお
り、”遺伝子発現異常”が病態進行に深く関わっていることが示唆されている。一方、我々を含
めた研究グループから、NF-Y などいくつかの転写調節因子がハンチンチン封入体に取り込まれ、
活性阻害されることが報告され（Yamanaka T et al. EMBO J 2008, Hum Mol Genet 2010、
PLoS ONE 2014、Seredenina T et al. Neurobio Dis 2012 etc）、さらに我々は、NF-Y の機能阻
害のみでユビキチン陽性の神経変性病態を引き起こすことも明らかとした（Yamanaka T et al. 
Nat Commun 2014, Sci Rep 2016）。これらの結果は遺伝子発現異常による神経変性機構を一部
説明するものであるが、これまで同定された〜20 個の転写調節因子では多大な遺伝子発現変化
は説明できていない。この理由として、1 つは神経細胞以外のグリア細胞などの変化も一緒にと
らえてしまっている可能性、もう 1 つはそれぞれの転写因子の阻害以外にもダイナミックなク
ロマチン構造変化を伴う核内変化が起きている可能性も考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、FACS により変性過程の神経細胞を選択的に回収し、RNA-seq, DNA microarray
や ChIP-seq 解析を行うことで、ハンチントン病の神経細胞変性に直接的に関わる核内変化の同
定を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
 まず、変異ハンチンチンの直接のターゲットである転写因子 NF-Y に焦点を当て、そのマウス
脳神経細胞でのノックダウンを AAV ベクターで行った。EGFP の蛍光をもとにノックダウン神経
細胞を FACS により回収し、RNA-seq 解析を行い、遺伝子発現変化を検討した。 
 一方、ハンチントン病で選択的に変性する線条体の medium spiny neuron（MSN）に着目し、
この細胞特異的に EGFP を発現するトランスジェニックマウスを作製した。これとハンチントン
病モデルマウス（R6/2）とを交配し、発症前のマウス脳より FACS により MSN を回収し DNA 
microarray 解析を行った。なおハンチントン病モデルマウス（R6/2）は共同研究者の貫名教授
より供与頂いた。 
 また、ハンチントン病モデルマウス（R6/2）の脳皮質より細胞核を抽出し、NeuN を蛍光ラベ
ルし FACS を行うことで神経細胞核のみを回収した。これを用いて H3K4me3 など遺伝子発現に関
わるヒストン修飾の変化を ChIP−seq 解析により検討した。なお FACS による神経細胞核単離は
東京大学の岩田先生、間野先生に共同研究のもと行っていただいた。 
 
４．研究成果 
 
 まず、NF-Y ノックダウン脳神経細胞の RNA-seq 解析により、神経細胞では特異的な遺伝子セ
ット、特に小胞体関連遺伝子が多く発現変化していることを見出した（図 1；Yamanaka T et al. 
Sci Rep. 2020）。これらは、他の増殖・分裂細胞での NF-Y ノックダウンの結果とは異なってお
り、増殖しない神経細胞では、NF-Y の機能が増殖制御から小胞体制御にシフトすることを示唆
している。このメカニズムとして、NF-YA サブユニットのスプライシングが神経細胞では異なっ
ており、これが特異的な遺伝子発現制御に関わっていると考えている。これら小胞体遺伝子の発
現変化はハンチントン病モデルマウス脳でも一部確認されつつあり、神経変性に関わりうる新
たなパスウエイの存在が示唆された。 
 次に、ハンチントン病モデルでの MSN 特異的な遺伝子発現解析について、これまでの脳全体を
用いた解析からは見つかってこなかった遺伝子が多数検出された（図 2；Miyazaki H, Yamanaka 
T et al. J Biol Chem. 2020）。詳細な解析から、MSN 特異的な遺伝子というより、脳全体に普
遍的に発現している遺伝子が多く見られ、これにより MSN での変化が薄まりこれまで検出され
てこなかったと考えられた。遺伝子発現制御や DNA ダメージに関わる遺伝子も複数同定され、こ
れら遺伝子が治療標的にもなりうることが示唆された。 
 最後にクロマチン構造変化について、H3K4me3 での ChIP-seq でプロモーター領域が濃縮され
てきたが、ハンチントン病で発現低下する遺伝子に着目しても、R6/2 とコントロールマウスと
の間で大きな差は検出されず、少なくともヒストン修飾は発現変化に大きく関わっていなこと
が示唆された（未発表データ）。現在、クロマチンの 3次元構造に関わる CTCF など、また変異ハ
ンチンチン自体でも ChIP-seq を試みており、よりマクロでのクロマチン構造変化の同定を検討



 

 

している。 
 

 
図 1 NF-Y による神経細胞特異的なトランスクリプトーム制御（Yamanaka T et al. Sci Rep. 

2020 より抜粋） 

 

 

図 2 FACS-array による MSN 特異的な発現変化遺伝子の同定（左）と GO 解析（右）

（Miyazaki H, Yamanaka T et al. J Biol Chem. 2020 より抜粋） 
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