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研究成果の概要（和文）：DIS3L2およびXRN1に対する抗体を用いた免疫組織化学を用いて、ポリグルタミン病お
よびINIBD患者の脳と正常対照者の脳を調べた。コントロールでは、DIS3L2およびXRN1に対する免疫反応は神経
細胞質および神経網に認められた。INIBDでは、DIS3L2およびXRN1に対する免疫反応性が神経細胞およびグリア
核内封入体に認められた。ユビキチンとDIS3L2またはXRN1の共局在化がこれらの封入体に認められた。しかし、
ポリグルタミン病では、核内封入体はDIS3L2とXRN1に対して免疫陰性であった。エキソリボヌクレアーゼの核内
封入体への固定化がINIBDの病態に関係している可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：mRNA turnover controls gene expression under various conditions in aging and
 neurodegenerative diseases. Polyglutamine (polyQ) diseases and intranuclear inclusion body disease 
(INIBD) are neurodegenerative diseases characterized by the formation of nuclear inclusions. Using 
immunohistochemistry with antibodies against DIS3L2 and XRN1, we examined the brains of patients 
with polyQ diseases and INIBD and normal control subjects. In controls, immunoreactivity for DIS3L2 
and XRN1 was found in the neuronal cytoplasm and neuropil, respectively. In INIBD, immunoreactivity 
for DIS3L2 and XRN1 was present in neuronal and glial nuclear inclusions. Co-localization of 
ubiquitin and DIS3L2 or XRN1 was demonstrated in these inclusions. In polyQ diseases, however, 
nuclear inclusions were immunonegative for DIS3L2 and XRN1. These findings suggest that 
sequestration of exoribonucleases to nuclear inclusions may be related to the pathogenesis of INIBD.

研究分野： 神経病理学

キーワード： 核内封入体病　DIS3L2　XRN1　エキソリボヌクレアーゼ　ポリグルタミン病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核内封入体病において、さまざまなストレスが、PB小体/ストレス顆粒関連蛋白の発現変動を惹起し、神経細胞
ならびにアストログリアの核内にPB/SG関連蛋白が取り込まれ、核内封入体が形成される。特に成人型核内封入
体病では、アストロサイトでの核内封入体形成が高頻度に起こることから、アストロサイトによる神経細胞なら
びに軸索への栄養供給ならびに保護作用が阻害される可能性が考えられる。本研究で検討するPB小体/ストレス
顆粒関連蛋白の動態は核内封入体病の病理発生機序の解明に役立ち、PB小体/ストレス顆粒関連蛋白の制御が神
経難病治療に役立つ可能性を提示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 

mRNA ターンオーバーは、加齢や神経変性疾患における様々な条件下で遺伝子発現を制
御している。ポリグルタミン（polyQ）病や核内封入体病（INIBD）は、核内封入体の形
成を特徴とする神経変性疾患である。これらの介在物は、筋萎縮性側索硬化症に関連する
いくつかのタンパク質に対して免疫陽性である。筋萎縮性側索硬化症では、遺伝子の転写
から分解までの RNA の処理（RNA 代謝）が変化することが報告されている。我々は、polyQ
病や INIBD における核内封入体の形成には、RNA 代謝に関連するタンパク質も関与して
いると仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 
（１）研究の背景と目的 
核内封入体病（INIBD）は、神経細胞およびグリア細胞における核内封入体形成を特徴とす

る神経変性疾患である。臨床的に、小脳失調、認知症、自律神経障害などの多様な病態を呈す
る。発症年齢は乳幼児期から老年期まで幅広く孤発例が多い。家族例の報告もあるが疾患関連
遺伝子の特定には至っていない。INIBD は極めて稀な疾患とされてきたが，最近、特に成人発
症の病型に対する認知が進み報告例が増えている。成人型は白質脳症を伴う認知症の病型をと
ることが多く、特徴的な皮質直下白質の病変は MRI 画像ならびに病理標本で確認されている。
しかしながら、特徴的な皮質直下白質などの神経変性において、核内封入体形成がどのように
関与するかについては未解明である。 
細胞内蛋白分解系やRNA代謝に関与する多数の蛋白が INIBDの核内封入体の構成蛋白であ

ることが報告されている [5,16]。申請者らは、筋萎縮性側索硬化症および前頭側頭葉変性症の
発症に関連する蛋白（FUS、FIG4、OPTN、VCP、UBQLN2、SIGMAR1）が INIBD の核内
封入体に局在することを報告し、これらの蛋白が「雪だるま」のように取り込まれることで、
本来それぞれの蛋白が持つ機能の低下（不全）が INIBD の病理発生機序に重要な割を果たし
ていることを考察してきた [2-5,7-13]。最近，ALS 患者脳の miRNA 解析の研究で、mRNA
分解に関与する RNA エキソヌクレアーゼ DIS2L3 が筋萎縮性側索硬化症患者脳で増加してい
ることを示唆する所見を得た [14]。そこで、INIBD の患者脳を用いて、DIS2L3 免疫染色を行
ったところ、神経細胞ならびにグリア細胞の核内封入体が陽性を示した。これらの所見は、
INIBD の封入体の形成から神経細胞死の過程において、DIS2L3 の機能低下による RNA 代謝
異常が関与していることを示唆している。 

P小体 (processing body, PB) はmRNAが分解され翻訳が抑制される部位である。PB には、
脱キャップ酵素、RNA ヘリカーゼ、RNA エキソヌクレアーゼや miRNA の作用や mRNA
品質管理に関わる蛋白（PB 関連蛋白）が含まれる。ストレス顆粒 (stress granule, SG) 
は、ある一定のストレス環境下で RNA と RNA 結合タンパク質によって細胞質内に形成
され、膜に囲まれることなく小胞体に随伴する構造体であり、RNA を酸化ストレスなど
の異常状態から防御する [1]。神経難病に出現する TDP-43、FUS、タウなどのタンパク
質で構成される神経細胞封入体は、酸化ストレスに反応し SG 関連経路を介して形成され
ることが示唆されている [15]。これらの変性過程で、PB は、しばしば、SG と結合し合
体することが知られている。INIBD の核内封入体は、酸化ストレスにより核内小体として
形成されるパラスペックルの構成蛋白である PSPC1 陽性を示す（未発表）ことから、そ
の封入体形成には酸化ストレスが関与しているものと思われる。 
以上の所見を踏まえ、本研究では、INIBD のヒト剖検組織および INIBD モデル培養細胞に

おける PB 関連蛋白(DIS3L2, BRF1, TTP, Ccr4, Dcp1/Dcp1a, Dcp2/Dcp2, XRN1, Lsm1, 
hnRNP A3, Importin-8, DDX3/Ded1)並びに SG 関連蛋白（eIF3, eIF4G, G3BP1, HuR, 
PABP-1, Staufen, TIA-1, TIAR）の動態に関する検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）INIBD 患者脳における PB/SG 関連蛋白の組織内分布と細胞内局在 
対象として INIBD（5 症例）、ポリグルタミン病である SCA1（３症例）、 SCA2（１症例）、

SCA3（５症例）、歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA)（５症例）並びに正常対照の剖検
組織を用いた（これらの材料は、当研究施設に保存されているものに加え、共同研究を進めて
いる学外施設からの材料も含まれている）。 
 
①PB/SG 関連蛋白を用いたバーチャルスライドシステムによる検討 
前頭葉から薄切したパラフィン切片を用い HE 染色を行った。この時点で、バーチャルスラ

イドシステム（VS110-L100,オリンパス）で各標本を取り込んだ。脱色後、PB/SG 関連蛋白の
免疫染色（DAB 発色）を行い、再度、バーチャルスライドシステムで各標本を取り込み、同期
化した。神経細胞およびグリア細胞の核内封入体を確認し、PB/SG 関連蛋白免疫染色性を評価
し、各封入体の PB/SG 関連蛋白陽性率を算出した。 
 



②ユビキチン抗体と PB/SG 関連蛋白抗体を用いた二重蛍光免疫染色 
INIBD 症例の前頭葉から薄切したパラフィンを用い、Sudan Black でリポフスチンなどの

自家蛍光を減弱し、二重蛍光免疫染色を行った。蛍光顕微鏡（Olympus DP74, Tokyo, 
Japan）で観察した。各封入体におけるユビキチン抗体と PB/SG 関連蛋白の共存を観察し
た。 
 
４．研究成果 
 
INIBD 患者脳における PB/SG 関連蛋白の組織内分布と細胞内局在[6] 
 
（１）PB/SG 関連蛋白を用いたバーチャルスライドシステムによる検討 
正常対照では神経細胞の胞体および核が DIS3L2 弱陽性となり、グリア細胞の核は強陽

性を示した。XRN1 免疫染色では神経細胞の胞体は染まらず、ニューロピル、グリア細胞
の胞体および突起に微細顆粒状の構造物が認められた。PolyQ 病の核内封入体は DIS3L2、
XRN1 ともに陰性であったが、INIBD の核内封入体は神経細胞では DIS3L2 で 59.3%、
XRN1 で 55.1%が陽性を示し、グリア細胞では両者ともに 90%以上が陽性であった。マリ
ネスコ小体は DIS3L2 で 19.4%、XRN1 で 50.3%が陽性を示した。 
 
（２）ユビキチン抗体と PB/SG 関連蛋白抗体を用いた二重蛍光免疫染色 
 二重蛍光免疫染色により、ユビキチンと DIS3L2 または XRN1 が、神経細胞ならびにグリア
細胞の核内封入体に共局在していることが明らかになった。 
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