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研究成果の概要（和文）：脊髄小脳失調症Ⅰ型(SCA1)の原因遺伝子はアタキシン－１(Atxn1)である。Atxn1複合体のプ
ロテオーム解析は成功しなかったが、Atxn1の相互作用タンパク質と複合体の機能について報告する。
(1) VCPはAtxn1と相互作用し、変異型はDNA損傷を増加させた。(2) ハエのin vivoスクリーニングをSCA1モデルハエで
行い、RPA1が病態ネットワークのハブ遺伝子であり、実際に変異Atxn1との相互作用を認めた。(3) 変異Atxn1と結合す
るHMGB1の補充療法は運動機能障害と寿命を回復させた。新規分子メカニズムとしてHMGB1によるミトコンドリアDNA損
傷修復を示した。

研究成果の概要（英文）：Spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1) is one of nine polyglutamine diseases. 
Ataxin-1 (Atxn1) is a causative gene for SCA1. In order to understand functions of atxn1 complex, we set 
up proteome analyses. We identified and quantified proteins and constructed a pathogenic networks using 
system biology. However, we have not succeeded to analyze atxn1-complex. In this study, we described the 
interacting protein to atxn1 and functions of Atxn1-complex.
(1) VCP interacts to normal and mutant atxn1. Mutant Atxn1 finally caused the increase of DNA damege. (2) 
We performed a systematic in vivo screen of fly library in SCA1 fly models. Using systems biology 
analyses, RpA1 was located at the hub position. Atxn1 actually interacted With RpA1. (3) Mutant Atxn1 
binds HMGB1. We established that complementation with HMGB1 ameliorates motor dysfunction and prolongs 
lifespan in SCA1 model mice. We identified mitochondrial DNA damage repair by HMGB1 as a novel molecular 
basis.

研究分野： 分子神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
ポリグルタミン病は原因遺伝子産物がも

つ繰り返しポリグルタミン鎖領域の異常な
伸張を原因とする遺伝性の神経変性疾患で
ある。この変異ポリグルタミンタンパク質が
ニューロンにおいて多様な細胞機能に障害
を引き起こし、変性を導き、神経変性疾患の
症状に至ることが知られている[1,2]。ポリ
グルタミン病である脊髄小脳失調症１型
(SCA1)はアタキシン－１(Atxn1)タンパク質
を原因遺伝子産物とし、Atxn1 がもつポリグ
ルタミン鎖領域の異常伸長を原因とするが、
その病因については不明な点が多い。正常
Atxn1は核タンパク質として nuclear body に
局在し、スプライシング因子と結合しスプラ
イシングに関与する事が示唆されている[3]。
一方で、変異 Atxin1 はよりサイズの大きな
核内封入体に局在し、この核内封入体はユビ
キチン抗体陽性であり変異Atxn1をはじめと
したタンパク質群が凝集あるいは蓄積して
いる。Nuclear body と核内封入体は形態的に
類似しているが、両者の生化学的あるいは動
的平衡の差異については、本質的な理解が得
られていない。変異ポリグルタミンタンパク
質による早期の「変調」を解析し、ニューロ
ンが変性に至らない対処をすることが変性
疾患治療に直結する。Nulear body から核内
封入体への変化は早期病変の主要な要素と
考えられる。 
 これまでに我々のグループはトランスク
リプトーム、プロテオ−ム、インタラクトー
ムといったオミックス解析の手法を用いて、
変異ポリグルタミンタンパク質によるニュ
ーロンの障害を抑制する候補遺伝子として
HMGB1/2, Ku70, YAPΔC, Hsp70, Omi を報告
してきた。トランスクリプトーム解析では
mRNA 発現量[4]、プロテオーム解析では核タ
ンパク質の量[5]、といったそれぞれの量的
変化より標的タンパク質を選び、疾患モデル
系においてそのタンパク質のニューロンへ
の機能障害抑制効果を検証してきた。私が主
導し報告したトランスクリプトーム解析に
おいては[4]、変異 Atxn1 の発現により発現
量が変化した遺伝子としてMaxerを同定した。
また、ポリグルタミン病であるハンチントン
病の原因遺伝子産物であるハンチンチンの
変異型をラット小脳初代培養ニューロンに
発現させると、Hsp70 の発現が著しく亢進さ
れ、小脳ニューロンにおける細胞死への耐性
を示した。このように変異ポリグルタミンタ
ンパク質が他の遺伝子の発現を変化させる
ことを報告しており、核内封入体で変異
Atxn1 が形成する複合体タンパク質が遺伝子
発現を発症前後で変化させ、ニューロンの機
能障害や変性を導いている可能性は大いに
あると考えている。 

 本研究計画では早期の『変調』としてニュ
ーロンの機能障害の原因となるタンパク質
の変化を解析するため、発症前後の SCA1 疾
患モデルマウスを用いる。さらに、複合体を
形成しているタンパク質のみを対象とする
網羅的解析であることが最大の特徴である。
最初の標的は、正常 Atxn1 が nuclear body
内で形成する複合体タンパク質と、変異
Atxn1 が核内封入体で形成する複合体を分画、
同定、定量する。次の標的は、細胞分画した
それぞれの高分子画分における複合体タン
パク質を網羅的に解析し、変異 Atxn1−複合体
に影響される複合体構成成分タンパク質を
分画、同定、定量する。解析には先端技術と
して定量的ショットガン・プロテオーム解析
法や MRM(多重反応モニタリング)法を活用し
目的を達成する。 
 本研究計画で得られる標的タンパク質の
知見は、治療法開発において発症前あるいは
発症初期の分子作用点となりうる可能性が
高いと考えている。本研究はポリグルタミン
病の分子病態メカニズムに新しい知見を与
え、治療法と予防法の開発に貢献し、神経変
性疾患全体に貢献することが最終的な目標
である。 
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２．研究の目的 
ポリグルタミン病であるSCA1は原因遺伝子
産物Atxn1におけるポリグルタミン鎖の異常
伸長を原因としているが、その分子病態は未
だ不明な点が多い。我々はオミックス研究よ
りこの病態を抑制する標的タンパク質を同
定し、ポリグルタミン病モデル系を用いてそ
の病態の改善を報告してきた。本研究計画で
は、Atxn1 が形成する複合体さらに高分子複
合体タンパク質を網羅的にプロテオーム解
析を行い、神経変性に至る前のニューロンの
機能障害に関わる複合体タンパク質を同定
および定量し、SCA1 病態への効果を疾患モデ
ル系を用いて検証する。 
 
３．研究の方法 
SCA1 モデルマウスにおいて、発症前後をそ
れぞれ野生型と比較し、早期におけるニュー
ロンの機能障害の病態分子機構を解析する。
複合体タンパク質に注目し、細胞の各局在別
に定量的ショットガン・プロテオーム解析を



行い、標的タンパク質を定量的に同定する。
この手法を用いて、Atxn1 複合体の解析とそ
の他の複合体の網羅的なプロテオーム解析
を行う。得られた結果より、ウエスタンブロ
ット法、ELISA 法、MRM 法等で標的タンパク
質の量的変化を検証する。さらに、生化学的、
免疫組織化学的、遺伝学的、システムバイオ
ロジー的な手法を用いて、スクリーニングあ
るいは所属グループの過去の報告に基づき
相互作用するタンパク質の解析を行った。次
に、マウスモデル系における補充療法による
回復実験を行った。 
 
４．研究成果 
 Atxn1 複合体の定量的ショットガンプロテ
オーム解析を基盤としてAtxn1複合体形成タ
ンパク質を同定する計画であったが、この手
法により結果が得られなかった。しかしなが
ら平行して行っていた関連研究より、Atxn1
に相互作用する分子の知見が得られたので
その点について報告する。また、既に報告し
ていた Atxn1 の病態に関連のある HMGB1 につ
いて、新たな SCA1 病態分子メカニズムと治
療法について知見を得たのでその点も報告
する。 
 
(1) 本研究の技術基盤となるプロテオーム
解析については、別の研究課題の推進ととも
にその手法を確立した。ショットガンプロテ
オーム解析について、ウエット部分のルーチ
ンワーク化と、その後のスーパーコンピュー
ターを用いたドライの解析法を行い報告し
た[1]。ルーチンワーク化すること成功した
ので、５種類のモデルマウス（それぞれの野
生型を含め計８種類）、３時系列、３個体数
以上で行い、９５％を超える信頼度で約２０
００種類のリン酸化ペプチドと７００種類
以上のリン酸化タンパク質を同定と比較定
量した。このビックデータについてはスーパ
ーコンピューターを用いることで、有意に変
化のある特定のタンパク質のリン酸化部位
をスクリーニングし、各種データベースを重
ね合わせることで病態ネットワークを構築
した。今後の課題は、より生理的（細胞ある
いはその小器官内）条件下でサンプル調製を
行い再現性よく２次元あるいは３次元 LC/MS
を行うことで本研究の当初目的が達せられ
ると考えている． 
 
(2) ポリグルタミン病において共通する分
子病態メカニズムを理解するために、ポリグ
ルタミン鎖に結合するタンパク質として所
属グループが同定したVCPに注目した。Atxn1、
アタキシン－７、アンドロジェン受容体、ハ
ンチンチンという4種類のポリグルタミン病
タンパク質に対してVCPの相互作用を検討し
たところ、正常型、変異型共に相互作用し、
加えてポリグルタミン鎖が異常伸長した変
異型により強く相互作用することが明らか
となった。VCP は細胞質、核、ミトコンドリ

アにおいてそれぞれの役割がある多機能タ
ンパク質として知られている。変異ポリグル
タミンタンパク質によりVCPの核におけるダ
イナミズムが減少することによりDNA損傷の
蓄積が亢進することが示された。本研究より
ポリグルタミン病に共通する分子病態メカ
ニズムの一端が明らかとなった。今後はこの
共通メカニズムの上流分子メカニズムを解
析すると共に、さらに上流にある疾患特異的
な分子メカニズムへ解析を広げていきたい。
[2] 
 
(3) 疾患モデルショウジョウバエを用いた
遺伝学的とシステムバイオロジー解析を組
み合わせ、SCA1 病態における DNA 損傷修復に
重要な役割を持つタンパク質として RAP1 と
Chk1 を報告した。SCA1 モデルショウジョウ
バエとDNA修復関連遺伝子ショウジョウバエ
ライブラリーを用いた遺伝学的手法により、
SCA1 病態を改善あるいは増悪させる遺伝子
をスクリーニングした。タンパク質—タンパ
ク質相互作用、パスウェイ、されに文献的な
データを重ね合わせ、病態ネットワークを構
築し、RAP1 と Chk1 が中心的な役割を果たし
ている事を推察した。免疫沈降法により、
RPA1 と Atxn1 の相互作用を示し、加えて変異
Atxn1 に相互作用が強いことをウエットデー
タとして示した。RAP1 と Chk1 について SCA1
特異的な病態分子メカニズムであるかを検
討し、RAP1 と Chk1 の疾患特異的なメカニズ
ムなのか疾患共通メカニズムなのかを明ら
かにしたい。[3] 
 
(4) 培養神経細胞に変異 Atxn1 を過剰に発
現させ正常型の場合と比較し、量に変化があ
るタンパク質を２次元電気泳動法によりプ
ロテオーム解析し、HMGB1 が SCA1 病態におい
て減少していることを報告した[4]。SCA1 モ
デルマウスにおける病態は、HMGB1 トランス
ジェニックマウスとの掛け合わせることで
HMGB1 を補充したマウスにおいて改善され、
特に寿命に関しては約３０％の延長が観察
された。加えて、SCA1 モデルマウス小脳に
AAV ベクターを用いることで HMGB1 の補充療
法を行ったところ、SCA1 病態は改善され寿命
の延長も見られた。HMGB１は DNA と結合して
その構造を変化させることで転写とDNA損傷
修復に重要な役割を担っていることが知ら
れている。一方、細胞の損傷等により HMGB1
が細胞外に放出されるとDAMPsとして炎症を
引き起こすことも知られている。また細胞質
での機能も報告があったことより、SCA1 モデ
ルマウス小脳において細胞分画してHMGB1の
細胞内動体を検討したところ、ミトコンドリ
アに存在し、SCA1 モデルマウスで減少してい
ることが明らかとなった．さらに、SCA1 モデ
ルマウスではミトコンドリアの機能が低下
し、ミトコンドリア DNA の損傷が亢進してい
た。さらに、HMGB1 の補充により、核におい
てDNA損傷の蓄積が減少しているのと同時に、



ミトコンドリアにおいてもDNA損傷の蓄積が
減少していた。以上より、SCA1 モデルマウス
は核のみではなくミトコンドリアでもDNA損
傷の蓄積が亢進し、HMGB1 の補充によりいず
れも改善された。今後は共同研究の幅を広げ、
ヒトに治療への応用が可能かを検討したい。
[5] 
 
SCA1 の病態分子メカニズムについては、疾

患特異的であるか共通であるかが興味のあ
る点である。この点に関しては個々の分子の
研究に加え、病態に関わる分子をネットワー
クとして解析する必要がある。1 分子だけで
病態を理解しようとするのではなく、病態ネ
ットワークを構築し、同定し、さらに検証し
ていくことが、今後の病態メカニズムを理解
する研究としては重要であり、必須であると
考えている。 
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