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研究成果の概要（和文）：歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（以下 DRPLA）は、ミオクローヌス

発作、痴呆、協調運動の障害、不随意運動を主徴とする日本人に好発する常染色体優性遺伝病

である。疾患遺伝子産物である DRPLA protein の生理的機能はいまだ不明である。本疾患の

治療法を開発する目的で DRPLA protein 定常発現細胞株を作成し、DRPLA protein の生理的

機能の解析を実施した。 

 
研究成果の概要（英文）：Dentatorubral-pallidoluysian atrophy (DRPLA; MIM125370) is an 

autosomal dominant neurodegenerative disorder caused by unstable expansion of a CAG 

trinucleotide repeat in exon 5 which codes for a polyglutamine stretch. Nowadays, there is 

no treatment ways for DRPLA patient, because DRPLA protein fuction remains unclear. To 

develop for the therapy for DRPLA, we examined DRPLA protein biochemical function 

deeply. 
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１．研究開始当初の背景 

 歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（以下
DRPLA）は、ミオクローヌス発作、痴呆、
協調運動の障害、不随意運動を主徴とする日
本人に好発する常染色体優性遺伝病である。 

 本疾患の名前は病理学的に脳基底核であ
る歯状核、赤核、淡蒼球、ルイ体に神経細胞

の変性を認めることに由来し、その遺伝的原
因が 12 番染色体上の DRPLA 遺伝子の異常
であることが判明した。遺伝子の異常は、こ
の遺伝子の蛋白翻訳領域内の CAG 繰り返し
領域が異常に伸長しているトリプレットリ
ピートの一つであること、すなわち異常に長
いポリグルタミンを含む遺伝子産物をつく
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ってしまうことが病因であることが明らか
にされた（正常型：6 リピートから 35 リピー
ト、異常型：48 リピートから 88 リピート）。
一方、ポリグルタミンの異常伸長鎖タンパク
質の解析では、転写活性因子と結合しその活
性を抑制する報告がある。現在では、ポリグ
ルタミン病は転写抑制による細胞障害が、病
態機序の上で重要であると考えられている。
この背景から、ヒストン脱アセチル化酵素阻
害剤をもちいた治療研究が行われているが、
すべてのポリグルタミン病に有効となるよ
うな結果にはなっていない。DRPLA モデル
動物にもヒストン脱アセチル化酵素阻害剤
を用いた治療研究が行われているが、効果的
な治療薬の発見には未だ至っていない。その
ため DRPLA の効果的な治療法開発には
DRPLA タンパクの生理的機能の解析が必須
といえる。 

２．研究の目的 

 DRPLA 遺伝子の異常は、この遺伝子の蛋
白翻訳領域内の CAG繰り返し領域が異常に伸
長しているトリプレットリピートの一つで
あること、すなわち異常に長いポリグルタミ
ンを含む遺伝子産物をつくり核内に凝集体
を形成する事が病因であるが、いまだに野生
型 DRPLA の生理的機能は不明であり、伸長ポ
リグルタミン鎖が核内に凝集体形成する機
序も不明である。一方で、DRPLA protein は
アミノ酸配列解析より、全長アミノ酸残基の
半分以上が特定構造をとらない変性領域を
有するタンパク質である。つまり、このタン
パク質の性格から DRPLA protein は特定の構
造を細胞内で形成しない。核内で安定化し凝
集体を形成するためには、それを誘導するよ
うな因子が必要であることが推察される。先
行研究では、ETO/MTG8 と培養細胞で共発現さ
せると DRPLA protein が安定化し、核マトリ
クスに局在することが報告されている。本研
究では、DRPLA protein を安定化するのは
ETO/MTG8 のみなのか？DRPLA protein 内にあ
るポリグルタミン鎖の長さにより ETO/MTG8
の反応性が異なり、疾患の発症機序が説明で
きるか？また逆に、DRPLA protein の不安定
性を維持すること（安定化を阻害）で DRPLA
の発症（DRPLA protein の核内凝集体形成）
を制御できるか？について疾患遺伝子産物
を研究することを目的とする。 
３．研究の方法 

 Invitrogen 社の TREx Flp-In 293細胞を元
に DRPLA protein の定常発現株を作成した。
N 末に GFPを付加した DRPLA 遺伝子が培養細
胞のゲノムに１コピー挿入されている。培養
液にテトラサイクリンを加えることで発現
誘導が開始する。また、正常なポリグルタミ
ン鎖 19リピートの株と変異型 88リピートの
株の 2種を作成した。この定常発現株は Q19
リピート、Q88リピートと共に核にびまん性

に局在し、核内封入体は形成しない。作成し
た定常発現株に既報の転写抑制因子郡をト
ランスフェクションし、GFP-DRPLA protein
の細胞内局在、生化学的変化を詳細に調べた。 
４．研究成果 
 既報では、ETO/MTG8 を培養細胞に共発現さ
せると、DRPLA protein および ETO/MTG8 は核
内に dot 状の局在変化を示す。また、DRPLA 
protein は生化学的な分画法では核マトリク
ス分画に存在し、ETO/MTG8 の共発現では、
DRPLA protein はより、核マトリクス分画に
存在するように変化し同様の局在変化を確
認した。ETO/MTG8 は DRPLA protein と核マト
リクスで機能していることが推察され、既報
と同様の結果を得た。 
 作成した定常発現株に ETO/MTG8 をトラン
スフェクションした場合も既報と同様に、び
まん性局在から dot 状の局在に変化する。
ETO/MTG8 と同様の局在変化、生化学的変化を
起こす因子を探索する目的で、ETO/MTG8 関連
の遺伝子を DRPLA定常発現株にトランスフェ
クションした。そのうちヒストン脱アセチル
化酵素が ETO/MTG8 以上の変化をもたらすデ
ータが得られた。顕微鏡下において、ヒスト
ン脱アセチル化酵素が導入された細胞は核
に DRPLA protein の凝集体様の集積が見られ、
共局在をしめした。また、免疫沈降法により、
DRPLA protein とヒストン脱アセチル化酵素
が複合体を形成している事を確認した。また、
核マトリクスへの分画移動がみられ、その効
果は ETO/MTG8 以上であった。 
 タンパク質を回収する際、1%NP-40の Lysis 
Buffer で上清を回収し、2%SDS の Lysis 
Buffer でペレットを可溶化する。DRPLA 定常
発現株の場合、通常、1%NP-40 分画、2%SDS
分画ともに同様の濃度のバンドが検出され
るが、ヒストン脱アセチル化酵素をトランス
フェクションした場合、著しく 2%SDS 分画に
局在するように変化する。つまり、ヒストン
脱アセチル化酵素によって DRPLA protein が
不溶性タンパク質に変化する性質があるこ
とが示された。この現象は、ヒストン脱アセ
チル化酵素の濃度依存的であることが示さ
れた。先行研究で、Full-length の DRPLA の
培養細胞発現で核内に凝集体を形成させた
報告はなく、本研究が初めての報告である。
また、細胞内局在だけでなく、不溶性タンパ
ク質への生化学的変化を示した研究も本研
究が初めてである。さらに、ヒストン脱アセ
チル化酵素による DRPLA protein の不溶化は
ポリグルタミン鎖の長さには依存しないこ
とが確認された。このことは、疾患発症させ
るにはポリグルタミン鎖だけではなく、その
他の修飾が必要であることを示唆している。
このことをさらに調べるためには、細胞種を
変えた追加実験が必要であると考える。また、
DRPLA の C 末を 100 アミノ酸ごとに短くした



 

 

コンストラクトを作成。ヒストン脱アセチル
化酵素と共発現させ、DRPLA protein の不溶
性を見たところ、C 末を 20%短くしただけで
不溶性にならないことから、DRPLA protein
の不溶性には C末が必要であることが判明し
た。DRPLA protein を凝集体させるのに必要
な修飾があるとすると、Ｃ末に修飾部位が存
在することが予測される。さらに、DRPLA 
protein が構造をとりやすいか否かを予測す
るソフトでは全長アミノ酸の 70%が特定の構
造をとらないタンパク質であることが判明
した。このタンパク質は結合相手と会合して
はじめて構造をとるのが特徴であり、
ETO/MTG8 との共発現により、びまん性局在か
ら dot状の核内局在への変化はその特徴の一
つであるといえる。さらに、ヒストン脱アセ
チル化酵素との共発現でも細胞内局在が変
わり、かつ生化学的性質も不溶性タンパク質
に変化する。 
 タンパク質内にあるポリグルタミン鎖自
体も特定の構造をとらない残基である。本疾
患はそのポリグルタミンの異常伸長により
発症する疾患である。つまり、構造をとらな
い領域がさらに伸びることが原因で発症す
る。構造がとらない領域が異常伸長すること
がどうして核内に凝集体を形成するのかは
本研究データでは不十分であり、今後の詳細
検討が必要と考えられる。 
 現在までに、DRPLA に関する研究で全長
cDNA を発現させて核内に凝集体を形成させ
た報告は今までになかった。本研究では、定
常発現株を作成し、結合タンパク質をトラン
スフェクションさせることで、核内凝集体を
形成させ、さらに不溶性タンパク質へと生化
学的変化を起こす現象を発見した。しかし、
この現象は、タンパク質内のポリグルタミン
鎖の長さに依存しない。同様のポリグルタミ
ン鎖の異常伸長によって発症する脊髄小脳
変性症 1型も凝集体形成のメインスイッチは
Ｃ末のリン酸化であることが判明している。
DRPLA も脊髄小脳変性症 1 型同様に凝集体を
形成させるのに必要なタンパク質内修飾が
予測された。今後は DRPLA がリン酸化等の修
飾を受けているかどうかの検討を行うと共
にその修飾場所、そしてどのタンパク質によ
って修飾されているかを同定することが必
要であると考える。また、その修飾阻害が核
内凝集体形成阻害につながるかどうかを検
討し、有効な治療法開発へとつなげることが
急務である。 
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