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研究成果の概要（和文）：ハンチントン病(HD)における遺伝子発現異常と病態との関連を明らかにするために線条体中
型有棘細胞(MSN)特異的な遺伝子発現を検討する方法を確立した。セルソーターを用いて蛍光蛋白質を発現したMSNを対
照とHDモデルマウスとから精製し、この遺伝子発現をマイクロアレーを用いて検討した。MSN特異的遺伝子発現が 検出
されているかどうかをRT-PCRによって検討し、発現量がある程度以上であれば信頼性のある結果がマイクロアレーで得
られていることを確認した。long non-coding RNAの異常もこの方法によって同定できたが、一般発現量が少ないこと
が多いため、確認には新たな方法の確立が必要である。

研究成果の概要（英文）：To reveal the pathological significance of the gene expression abnormality in 
Huntington disease(HD), we developed the method to identify the gene expression changes in specific 
neuronal fraction such as medium spiny neurons(MSN) in striatum. We isolated MSN using cell sorter from 
control and HD model mice with Venus expression in MSN, then compared their gene expressions with 
microarray. We identified many genes, which showed expression changes, those include previously reported 
and unreported ones.Those could be confirmed by RT-PCR if the expression levels are above the certain 
level. We also identified the expression abnormality of long non-coding RNA, however, many of them showed 
low expression level. Thus, new methods for confirmation is necessary.

研究分野：病態脳科学
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１．研究開始当初の背景 
ハンチントン病 (HD) は線条体の投射ニュ
ーロン (MSN) が脱落する遺伝性の神経変
性疾患であり、原因遺伝子 HTT に存在する
伸長ポリグルタミンが転写調節因子やクロ
マチンと結合し転写障害を起こすことが知
られている。これまで遺伝子発現解析によっ
て多くの発現変動遺伝子が同定されてきた
が、Gfap のように炎症反応で変化したと考
えられる遺伝子や二次的要因で変化した遺
伝子も含まれており、直接 HD病態に関与す
る遺伝子発現変化を同定するまでに至らな
かった。我々はその問題を解決するため、HD
で障害される MSN で発現変動する遺伝子を
同定することが重要であると考え、本研究を
構想するに至った。また最近 long non-coding 
RNA (lncRNA) が神経変性疾患の病態に関
与することが明らかとなり（Wu P, Brain 
Res Bull, 2013）、HD で発現変動する
lncRNA が 報 告 さ れ て い る こ と か ら
（Johnson R, Neurobiol Dis, 2012）、その網
羅的解析を行う必要があると考えた。 
 
２．研究の目的 
HD モデルマウスの MSN で早期に変動する
遺伝子および lncRNAを同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) MSN サンプルの調整とマイクロアレイ
解析（図 1）：MSNで Venusを発現するトラ
ンスジェニックマウス  (Scn4b-Venus) と
HD トランスジェニックマウス (R6/2) を交
配し、FACS (BD Biosciences) を用いてマウ
ス線条体から MSN を精製した。本研究は早
期に変動する遺伝子に着目しているため 4週
齢のマウスを使用した。精製 MSN サンプル
はHDマウス (R6/2;Scn4b-Venus) とコント
ロールマウス (WT;Scn4b-Venus)、それぞれ
4 例ずつ用意した。これらのサンプルから
Total RNA を抽出し、Ovation Pico WTA 
System V2 (NuGEN) により cDNA の増幅
を行い、ラベル化して SurePrint G3 Mouse 
GE 8x60K Microarray Kit (Agilent) にハイ
ブリダイズした。正規化は GeneSpring GX 
13.1.1 (Agilent) を用いて 75 percentile 
shiftで行った。統計処理は student t-testを
行い、p-value cut-offは蛋白質をコードする
遺伝子では 0.01、lncRNA は 0.05 とした。
また Raw signal cut-offは蛋白質をコードす
る遺伝子では 500に設定したが、lncRNAは
発現量が低いため行わなかった。これらの条
件を満たしサンプル間で 1.5倍以上の発現変
動が認められる遺伝子を抽出した。 
 
 
 

図 1. MSN サンプルの調整とマイクロア
レイ解析  
 
(2) 線条体サンプルの調整とマイクロアレイ
解析：MSN 画分と線条体画分における発現
変動遺伝子を比較するため、線条体サンプル
も同様にマイクロアレイ解析を行った。4 週
齢の R6/2 とコントロールマウスの線条体
（n=4）から Total RNAを抽出し、cRNAを
ラベル化して SurePrint G3 Mouse GE 
8x60K Microarray (Agilent) にハイブリダ
イズした。得られたデータは MSN と同様に
正規化と cut-offを行い、発現変動遺伝子を抽
出した。 
 
(3) Gene Ontology (GO) 解析： DAVID 
(https://david.ncifcrf.gov/) を用いて行った。 
 
(4) RT-PCR：MSN画分（n=6）の Total RNA 
は、Ovation Pico WTA System V2 (NuGEN) 
を用いて cDNAの合成・増幅を行い、2ngを
PCRテンプレートとした。また線条体サンプ
ル（n=4）の Total RNAは、ReverTra Ace -α- 
(Toyobo) を用いて cDNAを合成し、50倍希
釈したものを PCR テンプレートとした。プ
ラ イ マ ー は Primer3Plus 
(http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer
3plus.cgi) を用いて設計した。 PCR は
FastStart Universal SYBR Green Master 
(Rox) (Roche) を用いて  LightCycler®480 
Real-Time PCR System (Roche) にて行い、
続いて遺伝子の発現量を相対定量した。標準
化には Gapdhを用いた。 
 
４．研究成果	
 
(1) MSNの精製：マウス線条体から精製した
MSN 画分から MSN 以外の細胞が除去され
ていることを確かめるため、細胞特異的な発
現を示す遺伝子のプライマーを用いて
RT-PCRを行った。するとMSN画分ではオ
リゴデンドロサイト、アストロサイト、マイ
クログリア、インターニューロン特異的遺伝
子の発現が著しく減少した。この結果は
FACSによって MSNのみを精製することに
成功したことを示している（図 2）。 



	
 
図 2. MSN 画分および線条体画分におけ
る細胞特異的遺伝子の発現量の比較	
 
 
(2) MSN画分における代表的なHD発現変動
遺伝子の発現：続いてこれまで HDで報告さ
れている遺伝子発現変化が MSN 画分でも起
きることを確かめるため、それらの遺伝子の
発現量を RT-PCR によって調べた。すると
Scn4b, Penk1, Ppp1r1bなどのHDで発現低
下する遺伝子群が MSN 画分でも同様に低下
していることが分かった（図 3）。 

図 3. MSN 画分における代表的な HD 発
現変動遺伝子の発現変化  
 
(3) MSN 画分における発現変動遺伝子
<coding RNA>：まず蛋白質をコードする発
現変動遺伝子について MSN 画分と線条体画
分でそれぞれリストを作製し、どの程度一致
するかを調べた。MSN 画分では 187、線条
体画分では 197の遺伝子が抽出され、両者で
一致した遺伝子の数は 36であった（図 4）。
当初この一致した遺伝子数の少なさは意外
であったが、MSN のみで発現変動する遺伝
子群を詳細に調べていくと、12 週齢の R6/2
で発現が低下する Rasgrp2, Gsn, Itpr1, 
Rarb, Ptpn5, Ckb, Cplx2, Oprk1
（Vashishtha M，Proc Natl Acad Sci U S A, 
2013）が含まれており、このことから MSN
画分では線条体画分と比較して検出感度が
上がっていることが考えられた。また線条体
画分のみで発現変動する遺伝子について、そ
の 発 現 部 位 を Allen Brain Atlas 

(http://www.brain-map.org/) で調べると、
Ctgf, Gfap, Cyp26b1, Npas1などMSNで発

現していない遺伝子
が複数含まれている
ことがわかった。こ
の結果は、線条体画
分によるマイクロア
レイ解析は MSN 以
外の細胞の遺伝子発
現変化を含んでいる
ことを示している。 

 
図 4. MSN 画分と線条体画分における発
現変動する coding RNA の比較  
 
 
 
 
 
(4) GO解析：MSNと線条体、それぞれの変
動遺伝子について DAVIDで GO解析を行っ
たところ、BP と MF で異なる term が濃縮
された（図 5）。これは先に述べたように線条
体画分では MSN 以外の細胞の遺伝子発現変
化を含んでいるが、MSN 画分ではそれらが
除かれたためと推測された。 
 

図 5. GO 解析の結果  (BP: Biological 
Process, CC: Cellular Component, 
MF: Molecular Function) 
 
(5) MSN 画分における既知の発現変動
lncRNAの発現：これまで HDで報告されて
いる lncRNA の発現変化について、MSN 画
分でも同様の変化が認められるかを
RT-PCRによって確認した。Neat1, Tug1は
HD 患者脳では発現が上昇していたが
（Johnson R, Neurobiol Dis, 2012）、4週齢
HD マウスの MSN 画分では減少していた。
またMeg3の発現変動は認められなかったが、
Tunar と Abhd11os は発現が低下していた
（図 6）。このことから、剖検脳と HDマウス
（特に発症早期）の遺伝子発現変化が必ずし
も一致するとは限らないことがわかった。 



 
図 6. MSN 画分における既知の HD 発現
変動 lncRNA の発現変化  
 
(6) MSN 画分における発現変動遺伝子
<lncRNA>：Agilent のマイクロアレイは
coding RNAのほか non-coding RNAのプロ
ーブも搭載しているため、1 つのアレイで両
者を同時に解析できるという利点がある。そ
こで我々は coding RNA だけでなくMSNで
発現変動する lncRNAについてもリストを作
製した。NCBI に RefSeq が登録されている
lncRNA は プ ロ ー ブ 数 に し て 52 
(Downregulation: 18, Upregulation: 34)、ま
た 未 登 録 の lncRNA は 610 
(Downregulation: 237, Upregulation: 373) 
抽出することに成功した。今後これらの発現
変動 lncRNA について RT-PCR で検証を行
い、in situ Hybridizationで局在を調べる予
定だが、発現量があまりにも少ないため従来
の方法では検出が不可能であり、新たな検出
方法を模索している。また NCBI 未登録の
lncRNAについては UCSC Gnome Browser 
(http://genome.ucsc.edu/index.html), 
GENCODE (http://www.gencodegenes.org/), 
NONCODE (http://www.noncode.org/) な
どを利用して配列の入手を進めている。 
 
(7)non-coding RNA と結合する TLS ノック
アウトマウスの検討 
ハンチントン病ポリグルタミン凝集体結合
蛋白質として同定した、FUS/TLSに関して、
ポリグルタミン凝集一般と結合することを
確認し（Doi et al, Neurosci Res 2010）, さ
らに核移行に関連するドメインを同定し、細
胞内環境の影響もこれに関与する可能性を
示 した (Kino et al, Nucleic Acids Res	
 
2011)。FUS/TLSは運動ニューロン特異的神
経細胞変性に関連する可能性がある。この点
をさらに検討するため、FUS/TLS ノックア
ウトマウスの解析を行い、このマウスにおい
ては運動ニューロンの変性が起きないこと
を確認した(Kino et al, Acta Neuropathol 
Commun 2015) 。この結果は FUS/TLS突然
変異による運動ニューロン疾患、前頭側頭葉
変性症はFUS/TLSの loss of functionという
よりは、gain of function である可能性が強
いことが示唆された。今後本研究で確立され
た細胞特異的遺伝子発現解析法を用いて
lncRNAの解析の予定である。 
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