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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、ハンチントン病の原因となる変異型ハンチンチンタンパク質の核内凝集体
形成と、核内タンパク質係留因子として近年同定された長鎖非コードRNA・MENbとの関連性の有無を明らかにすること
である。変異型ハンチンチンタンパク質を発現する株化細胞および疾患モデルマウスを用いた定量的発現解析および局
在解析の結果、MENbが変異型ハンチンチン核内凝集体形成に積極的に関与している可能性は乏しいと推察された。

研究成果の概要（英文）：MEN beta (MENb) long non-coding RNA have been identified as an essential factor 
for structural integrity of nuclear body paraspeckle involved in stress responses. The ability of MENb to 
retain several nuclear proteins in paraspeckle seems likely to contribute to formation of abnormal 
nuclear foci observed in neurodegenerative disorders such as Huntington’s disease; however, it remains 
to be elucidated. In this study, we evaluated whether MENb influences organization of nuclear foci in 
Huntington’s disease using model mice and stable cell lines expressing the mutant Huntingtin (mHTT) 
gene. The expression analysis of MENb and the localization analysis of nuclear foci derived from mHTT in 
vitro and in vivo suggested a poor relation between MENb and mHTT aggregations.

研究分野： RNA医科学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、長鎖非コード RNA（long non-coding 
RNA; lncRNA）が種々の生命現象において重
要な役割を担っていることが明らかにされ
つつある。その lncRNA の一つ“MEN-beta(以
下 MENb と略)”は神経細胞で発現が高く、そ
して核内タンパク質を繋ぎ止める因子であ
ることが分かっている。その機能から“核内
凝集体形成”を分子病態とする疾患群への関
与が推察されるが、その真偽は未だ不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、ハンチントン病を対象に、

その病因である変異型ハンチンチンタンパ
ク質と MENb との関連を精査し、変異型ハン
チンチンタンパク質の核内凝集体形成に対
する MENb の積極的な関与の有無について明
らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
本研究は、MENb と変異型ハンチンチンとの

関連性の解明を目指し、１)細胞レベルの詳
細な解析と、２）疾患モデルマウスを用いた
個体レベルの解析を行った。 
 

１）培養細胞を用いた変異型ハンチンチン遺
伝子の凝集体形成と MENb との分子間相互作
用 
⇒神経系株化細胞に変異型ハンチンチン遺
伝子発現ベクターを導入することで、“外因
性変異型遺伝子”と“内在性 MENb”との相互
作用を「局在」「発現」の観点から解析した。 
２）ハンチントン病モデルマウス脳神経系に
おける MENb の時空間的発現変化 
⇒疾患モデルマウスの脳組織における内在
性の“変異型ハンチンチンタンパク質凝集
体”と“MENb”との関連を「発現」「局在」
の観点から脳領域別に時経列を追って解析
を行った。 
 
４．研究成果 
本研究は「変異型ハンチンチンタンパク質

の病的な核内凝集体形成」と「核内構造物（パ
ラスペックル）形成必須因子である非コード
ＲＮＡ・ＭＥＮb」との関連性を明らかにす
ること目的としている。 
（１）変異型ハンチンチン遺伝子発現株化細
胞を用いた in vitro 評価： 

始めに、in vitro 評価系に重要となる、変異
型ハンチンチン（HTT）の安定発現細胞株の
樹立を行った。細胞は神経系の株化細胞
（Neuro2A 細胞、SH-SY5Y 細胞）を用い、変
異型HTT遺伝子はＧＦＰタグ結合型のフュー
ジョンタンパク質として発現させた。蛍光顕
微鏡観察とウエスタンブロットによって視
覚的および定量的に導入遺伝子の発現を確
認した。安定発現株の樹立後、まず変異型 HTT
遺伝子の発現の有無によって細胞生存率に
影響が出るのか否かを評価した結果、影響が

ないことが分かった。さらに、分化誘導時の
細胞生存率についても確認したが変化は見
られなかった。これらのことから、株化細胞
では変異型HTTの発現によって核内外に封入
体は観察できるが、生存率には影響がないこ
とが明らかとなった。 
次いで、上記条件下における MENb の発現

解析を実施した。未分化な細胞では、変異型
HTTの有無によりMENbの発現に変化は見られ
なかった。しかし分化誘導後では、正常 HTT
発現細胞において MENb の発現が 2 倍近く上
昇すること、変異型 HTT 発現細胞では MENb
の発現上昇が若干抑制されることが分かっ
た。このことから、分化誘導というストレス
条件下において MENb が発現上昇する事、そ
の際に変異型 HTT が発現していた場合、直接
的あるいは間接的に MENb の発現に影響する
が、その程度は極めて小さいことが示唆され
た。 
 
（２） ハンチントン病モデルマウスを用

いた個体レベルでの評価： 
個体レベルでの検証のため、ハンチントン

病モデルマウス(R6/2)とこれに対応する野
生型マウスより脳組織（大脳皮質、中脳、線
条体、海馬、小脳）をサンプリングし、MENb
の遺伝子発現解析を行った。その結果、モデ
ルマウスでは、発症後（８週齢）、病変部位
（大脳皮質および線条体）において MENb の
発現が上昇していることが分かった。しかし、
症状が進行し、10 週齢程度になると MENb の
発現は小脳以外では 2 割程度低下していた。
この発現変化は神経変性の進行の程度等と
関係している可能性があるが、その因果関係
を調べるためには詳細な解析が必要である。 
さらにモデルマウスを用いた個体レベル

の実験では、上記脳組織を用いて、ウエスタ
ンブロット法によりパラスペックルマーカ
ータンパク質（PSPC1、PSF）の発現解析を実
施したが野生型マウスとモデルマウス
（R6/2）の脳組織では、それらの発現に違い
が見られなかった。また局在解析のため、パ
ラスペックルマーカータンパク質に対する
抗体を用いて免疫染色を行ったが、野生型マ
ウスの正常脳組織とは違い、モデルマウスで
の脳組織では全体的に染色性が悪く、明確な
局在解析が困難であった。ウエスタンブロッ
トではマーカータンパク質の発現が両マウ
スで確認できていたため、再度検証が必要と
なる。 
上記の細胞および個体レベルでの発現解

析の結果より、MENb は病的な状態において発
現変化を示すが、その程度が軽微（1.5 倍～
0.8 倍）であること、パラスペックルマーカ
ータンパク質の発現量に変化がないことか
ら、変異型 HTT タンパク質の核内凝集と MENb
との直接的な関与は乏しいものと推察され
た。 
 
（３） MENb との相互作用が疑われた



microRNA に関する解析： 
モデルマウスにおいて、ハンチントン病の発
症とともに発現上昇する MENb に対し、配列
相補性を示す microRNA が病的症状を示す以
前からモデルマウスの脳内で発現低下して
いることが分かったため、これについても解
析を進めた。その結果、MENb と該 microRNA
との直接的関連性は不明確であったが、大変
興味深い事に発現低下している該 microRNA
を、モデルマウスの脳内で補充（AAV ベクタ
ー脳内投与による過剰発現）することで病的
な症状（行動テスト）の緩和だけでなく、寿
命も若干延命することが分かった。次いで、
その治療効果の分子機構を明らかにするた
め幾つか解析を行ったところ、該 microRNA
は神経細胞の機能に必須な構造体シナプス
に関連するタンパク質の発現促進に関与す
ることが明らかとなった。本研究成果は、有
効な治療法が存在しないハンチントン病に
対する新たな治療戦略を提案することに加
え、シナプスの数的（あるいは質的）な低下
が疾患症状の増悪に関わる難治性神経疾患
にも有望な、新たな治療戦略となりうる可能
性があると考えられる。 
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