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研究成果の概要（和文）： 

ナトリウムチャネル 4 サブユニット (4) は主として線条体で発現し、ハンチントン病 
(HD) トランスジェニックマウス (TG) では神経症状、病理所見がみられる前に発現が顕著
に抑制される。4 発現抑制の分子メカニズムを明らかにするため、4 プロモーター制御
下で Venus （蛍光タンパク質）を発現する TG  6 系統作成できた。その中で、線条体に 
Venus を高いレベルで発現する TG をハンチントン病 TG と交配し、ダブル TG を作製し
た。ダブル TG の線条体では 4 プロモーターでドライブされ、4 のエクソン/イントロ
ン構造と 3’-UTR を欠損したトランスジーンから転写された Venus の発現が低下した。
HD の原因である伸長ポリグルタミンの核内蓄積 (NA) が認められる神経細胞では Venus 
の転写は抑制されていた他方、NA のない神経細胞では発現低下は認められなかった。これ
らの結果は、HD モデルマウスにおける  4 の発現抑制がそのプロモーターおよび核内伸
長ポリグルタミン凝集物に依存する可能性を示唆する。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Sodium channel 4 (4) is a recently identified auxiliary subunit of the voltage 
gated-sodium channels. We identified 4 as an EST that was significantly 
downregulated in the striatum of Huntington Disease (HD) model mice and patients. 
To define the molecular mechanism underlying the reduction of 4 expression, we 
generated transgenic mouse line expressing Venus under the control of mouse 4 
promoter in brain. We established six mice lines exhibiting Venus expression primarily 
in striatum, cortex or both striatum and cortex. The mouse line exhibiting 
predominant Venus expression in striatum was crossed with HD model mice to 
generated double transgenic mice. The expression of Venus transcribed from 4 
promoter-Venus transgene lacking exon-intron structure and 3’-UTR as well as 
endogenous 4 was downregulated in the striatum of double transgenic mice. Venus 
expression was reduced in nuclear accumulation (NA) of the expanded polyglutamine 
bearing cells, whereas it was preserved in non-NA bearing cells. These results indicate 
that downregulation of 4 in HD model mice is dependent on its promoter and nuclear 
accumulation (NA) of the expanded polyglutamine. 
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研究分野：複合領域 

科研費の分科・細目：神経科学・ 神経解剖学・神経病理学 

キーワード：(1) ナトリウムチャネルベータ４  (2)   ハンチントン病   (3)  モデルマウス  

  (4)  蛍光タンパク質    (5)   ベータ４プロモーター   (6)  遺伝子発現抑制  

 
１．研究開始当初の背景 

ハンチントン病（Huntington disease; 
HD）は舞踏運動、精神および知能障害を特
徴とする常染色体優性遺伝の神経変性疾患
で、ハンチンチン遺伝子に存在する CAG ト
リプレットリピートの伸長 [翻訳産物は伸
長ポリグルタミン (poly Q)] が原因で発
症する。その神経病理学的特徴は線条体で
の神経細胞死である。 

伸長ポリグルタミンを発現する HD トラ
ンスジェニックマウス (TG) では HD 様の
症状が出現し、線条体の神経細胞にはユビ
キチン化された伸長ポリグルタミンからな
る核内凝集体が形成される。核内凝集体に
は伸長 ポリグルタミン と結合した転写因
子が認められることから、伸長ポリグルタ
ミンが直接転写を撹乱している可能性が考
えられる。  

我々は HD に関係する遺伝子を明らかに
するため、HD TG を DNA マイクロアレイで
解析し、HD TG および HD 患者の線条体 
(HD で最も激しく障害される)で発現が顕
著に低下する分子としてナトリウムチャネ
ル 4 サブユニット (4) を同定した。 

4 は HD TG に神経症状が現れる前から
線条体で発現が低下し、ユビキチン化され
た伸長ポリグルタミン核内凝集体が認めら
れる時期にはほとんど発現していなかった。
他方、4 の脊髄運動ニューロンでの発現
は症状が現れた時期でも低下せず、核内凝
集物もほとんど認められなかった。このこ
とから、伸長ポリグルタミン凝集体と4 
の発現低下には相関性がある。 
 
２．研究の目的 

4 発現抑制の分子メカニズムを明らか
にするため、4 プロモーター制御下で
Venus（蛍光タンパク質で、GFP の変異体）
を発現する TG を作成する。次に、HD TG と
交配した場合にその遺伝子発現が抑制する
かどうか、さらに伸長ポリグルタミン核内
凝集体と遺伝子発現抑制との関係を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
TG の作製

4 プロモーターでドライブされ、4 の
エクソン/イントロン構造と 3’-UTR を欠
損したトランスジーンを作製した。このト

ランスジーンをマウス受精卵に注入し TG 
を得た。その中で、 Venus の遺伝子を有し、
実際に脳で、 Venus を発現するマウスを選
別した。次に HD TG と交配することで、ダ
ブル TG を作製した。 
 
(2) Venus の ダブル TG での Venus の遺
伝子発現抑制 
ダブル TG の脳内で 4 プロモーター制

御下で転写された Venus の発現に抑制が
かかるかどうかを Real-time PCR 法およ
びウェスタンブロット法で調べた。また、
HD の原因である伸長ポリグルタミンの核
内蓄積 (NA) のある神経細胞では Venus 
の転写が抑制されているかどうかを Venus 
の蛍光と特異抗体を用いた免疫組織化学方
法で調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 4 プロモーター制御下で Venus を発
現する TGの作製とその解析 

4 発現抑制の分子メカニズムを明らか
にするため、4 プロモーター制御下で
Venus を発現する TG を 6 系統作成でき
た。その中で、線条体に Venus を高いレベ
ルで発現する TGをハンチントン病 TG と交
配し、ダブル TGを作製した。ダブル TG の
線条体では 4 プロモーターでドライブさ
れ、4 のエクソン/イントロン構造と
3’-UTR を欠損したトランスジーンから転
写された Venus の発現が低下した（図 1 A, 
B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 4 プロモーター制御下で Venus を発現
する TG の解析 
A. Single TG より凍結切片を作製し、直接蛍
光顕微鏡で観察した。Venus は線条体で強く



発現している。 
B. シングル TG と HD TG を交配して作製し
たダブル TG の線条体では Venus mRNA の発
現が抑制される。 
 
 

(2)伸長ポリグルタミンの核内蓄積(NA)の
遺伝子発現抑制との関係 
HD の原因である伸長ポリグルタミンの

核内蓄積 (NA) と Venus の発現の関係に
ついて検討した。NA の蓄積のある神経細胞
では 4 プロモーターでドライブされた 
Venus の転写は抑制されていた。また内在
性の 4 の発現も同様に抑制されていた。
他方、NA の認められない神経細胞では 
Venus、 内在性 4 の発現低下は認められ
なかった。 
これらの結果は HD モデルマウスにおけ

る  4 の発現抑制がそのプロモーターお
よび核内伸長ポリグルタミン凝集物に依存
する可能性を示唆する。 
現在 Venus を発現する神経細胞をフロ

ーサイトメーターで分離し、DNA マイクロ
アレイ法で解析中である。
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