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研究成果の概要（和文）：複数のポリグルタミン病に共通する伸長したポリグルタミン鎖そのものによる小脳変性への
寄与を調べることを目的とした。６９個のポリグルタミン鎖を小脳プルキンエ細胞、網膜特異的に発現するトランスジ
ェニックマウス(polyQマウス)では生後２週の段階でポリグルタミン凝集体がプルキンエ細胞に見られ、生後３か月の
段階でプルキンエ細胞および網膜神経細胞の広範な脱落がみられた。また、微小管を安定化する薬剤をpolyQマウスに
投与することにより、小脳の一部でプルキンエ細胞死の割合が減少したことから、polyQマウスにおけるプルキンエ細
胞死の機序の一部に微小管に対する作用が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Among various types of the spinocerebellar ataxia, autosomal-dominantly inherited 
polyglutamine diseases are the most frequent types and are caused by the expansion of a CAG trinucleotide 
repeat in the coding region of causative genes. Because expanded polyglutamine tract is shared by 
multiple types of polyglutamine diseases, I tryed to look for the cotribution of expanded polyglutamine 
itself to neurodegeneration. I produced transgenic (Tg) mice that overexpress 69 repeated glutamine in 
cerebellar purkinje cells (PCs). The polyglutamine aggregates were seen as early as 2 weeks old, and 
extensive PC loss was observed at 3 months old in the Tg mice. An observation that injection of a drug 
that stabilizes microtubule into the Tg mice reduced the number of PC death in some lobules in the 
cerebellum might suggest involvement of microtubule in PC death seen in polyglutamine diseases.

研究分野：神経生理学

キーワード： ポリグルタミン病
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１．研究開始当初の背景 
脊髄小脳変性症は主に常染色体優性遺伝形式
を示し、1-2万人に1人の割合で発症する。こ
れまでに原因遺伝子の染色体上の位置により
1型から31型までに分類されている。脊髄小脳
変性症を含むポリグルタミン病それぞれの原
因蛋白はいずれもポリグルタミン伸長鎖を有
する。一般的に脊髄小脳変性症を含む神経変
性疾患の病態にはloss of normal function
（正常機能の喪失）とtoxic gains of 
function（有害機能の獲得）の両方が寄与す
るが、ポリグルタミン病においてはtoxic 
gains of functionがloss of normal function
よりもより優位に病態に寄与していると言わ
れている。 
私はポリグルタミン病の型共通のtoxic 
gains of functionが存在し、それは伸長した
ポリグルタミン鎖そのものであると考えてい
る。その仮説を私が持つに至った根拠は、第1
にin vitroの実験で、原因遺伝子の配列を持
たない純粋なポリグルタミン鎖を培養細胞に
発現させたところポリグルタミン鎖の長さ依
存性に封入体の形成が観察されたという事。
第2に69個のポリグルタミン鎖のN末側に4個、
C末側に 42個のataxin3（脊髄小脳変性症3型
の原因遺伝子）由来のアミノ酸しか持たず、
ポリグルタミン鎖よりN末側286個のataxin3
のアミノ酸を欠損するトランスジーンを強制
発現させたトランスジェニックマウスは、早
期より小脳変性、失調をきたす事。このマウ
スの表現型は機能ドメインを欠損する
ataxin3分子に由来するものと考えるよりは
69個のポリグルタミン鎖そのものによっても
たらされていると考えるほうが自然であるか
らである。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、小脳プルキンエ細胞およ
び網膜特異的に、原因遺伝子を持たない純粋
な伸長ポリグルタミン反復配列を発現する
マウス(polyQ-Tg)を作成し、両細胞における 
神経細胞死を観察すること、また、その神経
細胞死のメカニズムを解析することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1) (polyQ-Tg)を作成するにあたって、トラ
ンスジーンは小脳プルキンエ細胞および網
膜特異的な発現を示す L7 プロモーターを使
い、P2A で連結することにより、EGFP と 69
個のグルタミン反復配列(69Q)を同時に発現
させるコンストラクトとした（図 1A）。 
 
(2)L7 プロモーター支配下に 27 個あるいは
69 個のグルタミン反復配列を持つアデノ随
伴ウイルスコンストラクトを正常マウス小
脳にインジェクションし、プルキンエ細胞死
を調べた。 
 
(3) 生後 1か月の正常マウスと polyQ トラン

スジェニックマウス小脳から total RNA を抽
出し、マイクロアレイ解析を東レで行った。 
 
(4) epothilone D(EpoD)(30 nM)またはその
溶媒を生後３週から１１週まで週 1 回 polyQ
トランスジェニックマウスに腹腔内投与し, 
生後１１週に解析を行った。 
 
４．研究成果 
生後１か月のpolyQトランスジェニックマウ
ス小脳切片においてプルキンエ細胞特異的
な GFP およびポリグルタミン(1C2)の発現を
認めた（図 1B）。 

 
図１polyQ トランスジェニックマウスの作成 
(A)トランスジーンのコンストラクト。 
(B)生後１か月 polyQ トランスジェニックマ
ウス小脳切片のGFP抗体およびカルビンジン
抗体またはポリグルタミン(クローン 1C2)抗
体およびカルビンジン抗体を使った２重染
色像。 
 
生後１か月の段階においては小脳プルキ
ンエ細胞の形態に大きな異常を認めなかっ
たが、生後 4か月の polyQ トランスジェニッ
クマウスでは小脳の大きさが正常マウスに
比べ極端に小さく（図2A左）、Klüver-Barrera 
(KB)染色強拡大像において、広範なプルキン
エ細胞の脱落を認めた（図 2A 右）。トランス
ジェニックマウス以外の系でポリグルタミ
ンによるプルキンエ細胞死誘導を確かめる
ために、アデノ随伴ウイルスにより 27 個あ
るいは 69 個のグルタミン反復配列を小脳プ
ルキンエ細胞に発現させた正常マウスをカ
ルビンジン抗体により染色したところ、69 個
のグルタミン反復配列特異的なプルキンエ
細胞死を観察した（図 2B）。また、生後 1 年
以上のpolyQトランスジェニックマウスでは
網膜の厚さが正常マウスに比して薄くなっ
ていた（図 2C）。 
 
 



 
図２伸長ポリグルタミンによるマウス神経
細胞死 
(A)生後 4 か月の正常マウスと polyQ トラン
スジェニックマウス小脳の HE 弱拡大像（左）
と KB 強拡大像。 
(B)アデノ随伴ウイルスにより27個あるいは
69 個のグルタミン反復配列を小脳プルキン
エ細胞に発現させた正常マウスのカルビン
ジン抗体染色像。 
(C) 生後 1年以上の正常マウスと polyQ トラ
ンスジェニックマウス網膜の HE 染色像。 
 
polyQ トランスジェニックマウス神経細胞
死の機序として、全般的な転写機能不全を考
え、生後 1か月のマウス小脳を用いてマイク
ロアレイ解析を行った。図 3に示すように正
常マウスに比べてpolyQトランスジェニック
マウスにおいて発現量が高い遺伝子群と低
い遺伝子群はほぼ同数あり、全般的な転写機
能不全の可能性は高くないようだった。 

 
図3 生後1か月の正常マウスとpolyQトラン
スジェニックマウス小脳RNA間のマイクロア
レイ比較図。赤線、青線はそれぞれ両者の発
現量が 1:1、 1:2(2:1)を示す。 
 
 

興味深い事に pcd変異マウスでは polyQ ト
ランスジェニックマウスと同様に広範なプ
ルキンエ細胞の脱落が見られる。pcd 変異マ
ウスではチューブリンの翻訳後修飾の異常
が見られるため、polyQ トランスジェニック
において微小管の異常がマウス神経細胞死
の原因の一部である可能性を追求した。 
生後３週から１１週まで週1回微小管を安
定化する薬剤 epothilone D (EpoD)またはそ
の溶媒を腹腔内投与したpolyQトランスジェ
ニックマウスの小脳切片をカルビンジン抗
体により染色し(図４A)、lobule ごとにプル
キンエ細胞の数を定量したところ、
Lobule3,9においてEpoD投与群で有意に残存
プルキンエ細胞数が多かった(図４B)。つま
りpolyQマウスにおけるプルキンエ細胞死の
機序の一部に微小管に対する作用が関与し
ている可能性が示唆された。 
 

 
図 4 polyQ トランスジェニックマウスプルキ
ンエ細胞死に対するepothilone D(EpoD)の効
果。 
生後３週から１１週まで週 1 回 EpoD または
その溶媒を腹腔内投与したpolyQトランスジ
ェニックマウスの小脳切片をカルビンジン
抗体により染色し(A)、lobule ごとにプルキ
ンエ細胞の数を定量した。Lobule3,9 におい
て EpoD 投与群で有意に残存プルキンエ細胞
数が多かった(B)。*P < 0.05. 
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