
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年５月２０日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
発症早期における病態機序を分子レベルで検討するために、新規に作成した Machado-Joseph 病 (MJD)の

ポリグルタミン鎖 155 を過剰発現する脊髄小脳変性症モデルマウス(MJD 155Q Tg)を用い、継時的に病理

学的、生化学的研究を行った。運動障害早期の段階においてゴルジ体が脊髄前角細胞において断片化して

いることを見いだし、さらに発症早期から発現量および局在変化を生じているゴルジ体関連分子を同定し

た 
 
研究成果の概要（英文）： 
Using the expanded 155 polyglutamine overexpression transgenic mice, we analyzed 
the molecular mechanism of the mice from the early to end stage of the clinical course 
by sequential western blot analysis and immunofluorescence study. We revealed that 
the fragmentation of Golgi apparatus were occurred in early stage of the Tg mice. 
Further, we identified one of the Golgi related molecule was increased in protein 
expression level and the localization was different compared to the littermate NT mice 
at early stage. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、神経変性疾患のモデルマウスを用い

た詳細な病理学的変化の検討により、神経症

状が明らかな時期においても神経細胞死が

起こっているわけではなく、むしろ神経細胞

体および神経軸索や樹状突起の委縮が病態

に関与していることが指摘されている。した

がって、ポリグルタミン病を含む神経変性疾

患の病態の本質は神経細胞死ではなく、神経

機能障害が重要と考えられるようになって

いる。神経機能障害の分子機構は未だ解明さ

れていないが、このような神経細胞の委縮が

細胞内の栄養因子や細胞内ホメオスタシス

に重要な信号伝達などの分子の運搬に関わ

る細胞内輸送障害に起因する可能性が推定

される。神経機能障害の分子基盤には細胞内

輸送機能障害が関与する可能性がある。 

 

２．研究の目的 

ポ リ グ ル タ ミ ン 病 の ひ と つ で あ る

Machado-Joseph 病 (MJD)のポリグルタミ

ン鎖155を過剰発現する脊髄小脳変性症モデ

ルマウス(MJD 155Q Tg)を用いて、神経変性

過程の特に早期における病理学的、生化学的

変化を明らかにする。また、細胞内輸送に関

わる分子に注目し、早期に変動する分子の同

定を試みることおよび、新規標的分子の探索

により新たな治療法の開発につなげる 

 

３．研究の方法 

新規に作成した脊髄小脳変性症モデルの臨床経

過において、その発症前、早期、中期、晩期にわ

たって、病理学的、生化学的解析を行った。病理

学的には神経軸索や樹状突起の形態を抗 2F11 抗

体や、抗カルビンジン抗体により検討し、ミクロ

グリアやアストロサイトの活性化については抗

Iba1 抗体や抗 GFAP 抗体を用いて検討した。シナ

プスの検討については抗 PSD95 抗体や抗シナプト

フィシン抗体について検討し、抗ユビキチン抗体

により核内封入体の形成の経時的変化を確認した。

TUNEL 法を用いて神経細胞死の有無について検討

した。また、特に細胞内輸送機能に関わる分子に

着目して、細胞内輸送に関わる代表的な分子とし

て、Rab family について免疫染色やウェスタンブ

ロット解析を行い、細胞内輸送に中心的な役割を

もつゴルジ体に着目してその形態については主に

抗 GM1 抗体により検討した。ゴルジ体関連分子に

ついては免疫染色およびウェスタンブロット解析

により検討を加えた。この中から得られた変化を

もとにして、発症早期より変化する分子の同定を

目的として、さらに詳細な生化学的、病理学的解

析により検討を行った 

 
４．研究成果 

 

1) 新規に作成

した MJD 155Q Tg

マウスの作成方法および臨床経過の同定 

約 6−7ヶ月齢頃から進行性の運動障害を来た

し、約 10 ヶ月齢頃に死亡する 

 

 

図１ 左上 MJD 155Q Tg マウスの作成 

右上 MJD 155Q Tg マウスの臨床経過 

下 foot print test による歩行障害の経過 

 

(2) 病理所見：歩行異常がみられる 7−8 ヶ月

齢頃において、Non transgenic マウス（NT）

と比較して、Tg マウスにおいて神経形態異常

や、炎症細胞の活性化、アポトーシスなどの

所見は認めなかった 

 



 

 

図2 左上 左抗2F11抗体による軸索障害の検討および

抗 calbindin 抗体による樹上突起形態の検討 

右上 抗 Iba I 抗体によるミクログリアの検討および抗

GFAP 抗体によるアストロサイトの検討 

左下 TUNEL 染色によるアポトーシスの検討 

右下 抗ユビキチン抗体による核内封入体の検討 

 

(3) 核内封入体の形成は、発症前の約 5か月

齢には認めず、少なくとも７ヶ月齢頃から大

脳皮質や脳幹部、脊髄などにおいて広範に確

認され、以後増加する 

 

図 3 核内封入体形成の経時的変化 （Cx : 大脳皮質、

Sp : 脊髄） 

 

(4) ウェスタンブロット解析による Rab 

family, synapse 関連タンパクの検討。Non 

transgenic マウス（NT）と比較して、Tg マ

ウスにおいて明らかなタンパク発現量の変

化は、認めなかった 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 Western blot による NT と Tg マウス脳での発現検

討 (上 Rab 1, 4, 5 の検討 下 シナプス関連タンパ

ク NR2B, PSD 95 synaptophysin) 

 

(5) Tg マウスでは、脊髄前角細胞において

ゴルジ体の断片化が認められ、この変化は約

6-7 ヶ月齢の発症早期から確認された 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 脊髄前角細胞におけるゴルジ体断片化(上 NT 下 

Tg 脊髄) 

 

(6) ゴルジ体関連分子の生化学的、病理学

的検討 

Tg マウスでは、NT と比較して、VCIP135 は脊

髄において発現量が７ヶ月齢で上昇し、細胞

内の局在も変化した 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 抗 VCIP135 抗体による脊髄 western blot および蛍

光免疫染色  
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