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研究成果の概要（和文）：Protein-DNAアレイ（Panomics）を用いたスクリーニングにより、ハンチントン病モデルマ
ウスの線条体、皮質でDNA結合活性が変化している転写因子を複数同定した。このうちE-box結合因子について、変異ハ
ンチンチン凝集体に結合すること、さらに、ChIP-chipや遺伝子発現アレイにより、その直接の下流遺伝子を同定する
と共に、その一部はハンチントン病モデルマウス脳で発現低下していることも見いだされ、その病態への関与が期待さ
れた。一方、別の転写因子NF-Yについて、ノックアウトマウス解析やChIP-chip等により、NF-Yを介した遺伝子発現制
御が神経変性に関わっている事も明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Through screening using Panomics Protein-DNA array, we identified several transcri
ption factors (TFs) whose DNA binding activities were affected in Huntington's disease (HD) model mice bra
in. One of them, an E-box binding factor, interacted with mutant huntingtin aggregates. We identified ~300
 downstream genes of it by ChIP-chip, and some of their expressions were affected in HD model brains. Thes
e data suggest the suppression of E-box binding factor by mutant huntingtin may be involved in some aspect
s of HD pathogenesis. We also examined NF-Y, another TF affected by mutant huntingtin, by analyzing its ne
uronal knockout mice or ChIP-chip data, and revealed its critical role in neuronal cell maintenance and de
generation. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 ハンチントン病等のポリグルタミン病は、
優性遺伝性の神経変性疾患であり、原因遺伝
子内の CAG リピートの異常伸長が観察され
る。その結果、異常伸長したポリグルタミン
鎖を有する変異タンパク質が産生され、これ
が、神経細胞の核内に凝集体を形成し、神経
変性が引き起こされると考えられている。
DNA microarray 解析等の結果から、様々な
遺伝子の発現異常と病態進行との関連が指
摘されているが、その分子メカニズムの詳細
については不明な点が多い。 
 これまでに、我々は、ハンチントン病モデ
ルを用いて、スクリーニング的アプローチに
より、神経維持・変性に関わる転写制御機構
を解析してきた。まず、ハンチントン病の原
因タンパク質である変異型ハンチンチンに
ついて、その凝集体の質量分析解析により、
転写因子 NF-Y の構成因子である NF-YA を
新たに凝集体結合タンパク質として同定し
た。さらに、ハンチントン病モデルマウスで
は、脳皮質の神経細胞において、凝集体へ取
り込まれることにより活性型 NF-Y が減少し、
結果、HSP シャペロンタンパク質の発現が減
少することを見出した（Embo J 2008）。 
 また、転写因子の活性変化を指標とした別
のアプローチの解析から、POU domain 
factor である Brn-2 の活性がハンチントン病
モデルマウス脳で低下していることを見出
した。さらに、Brn-2 も変異ハンチンチン凝
集体へ取り込まれ、これにより、視床下部の
神経ホルモンの発現が低下することも明ら
かとした（Hum Mol Genet 2010）。 
 以上の結果は、ハンチントン病という単一
遺伝子の変異による変性疾患においても、凝
集体形成に伴い、いくつかの転写因子が部位、
細胞特異的に活性阻害され、神経変性が引き
起こされることを示唆するものである。同時
に、スクリーニング及びモデルマウスを組み
合わせた我々の解析方向性が、変異型ハンチ
ンチンの新規生理ターゲット転写因子の同
定、及びその生理的意義の解明において、非
常に有用なストラテジーとなり得ることを
示すものである 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、部位・細胞特異的に神経細胞
の維持・変性に関わる新たな転写制御機構を
同定することを目指す。そのために、まず、
これまでのストラテジーを用いて、ハンチン
トン病モデルマウス脳において、部位・細胞
特異的に機能減少する転写因子を、さらに検
索し同定する。次に、クロマチン免疫沈降
（ChIP）や遺伝子発現アレイ等を用いて、機
能阻害される転写因子の下流遺伝子を同定
すると共に、これらのハンチントン病モデル
マウス脳での発現変化について検討する。最

後に、これら転写因子をマウス脳にて機能障
害し、神経細胞の形態、生存、機能に対する
影響を観察する 
 
 
３．研究の方法 
 
3-1. 活性変化を指標としたハンチントン病
で機能阻害される転写因子群のさらなる検
索 
 
 ハンチントン病モデルマウスの変性の強
い部位（皮質、線条体）について、Protein-DNA 
array（Panomics 社）を用いて DNA 結合活性
を指標として、機能阻害される転写因子の検
索を行う。ここで同定された転写因子につい
てゲルシフトアッセイを用いて確認する。 
 DNA 結合活性が阻害されたものについては、
変異ハンチンチン凝集体との相互作用につ
いて、細胞高発現系にて、免疫染色、Western 
blotting、filter trap assay 等用いて検証
する。また、特異抗体を作製あるいは購入し、
ハンチントン病モデルマウス脳を抗ハンチ
ンチン抗体と共染色し in vivo での相互作用
についても検討する。 
 一方、ハンチントン病モデルマウス脳につ
いて遺伝子発現アレイを行い、コントロール
に比べ発現が変化する転写因子を検索し、発
現変化により活性が影響される転写因子を
同定する。 
 
3-2. 機能阻害転写因子の生理的下流遺伝子
の検索 
 
 転写因子について、その特異抗体を用いて
クロマチン免疫沈降し結合してくるプロモ
ーター領域をAffymetrixの マウスプロモー
ターアレイにて同定する（ChIP-chip）。一方、
コントロールとして rabbit IgG を用いて同
様の実験を行う。アレイデータは CisGenome 
software にて解析し、コントロールと比べ有
意に検出される領域、すなわち転写因子が結
合する領域を同定する。ここで得られたプロ
モーターを持つ遺伝子について、Gene 
ontology analysis や pathway analysis 等を
行い、転写因子が何らかの特定の細胞機能に
関わる遺伝子群を制御しているかを検討す
る。 
 一方、これらについて、ハンチントン病モ
デルマウス脳の遺伝子発現アレイのデータ
と比較し、転写因子が結合しかつ発現が変化
する遺伝子、すなわち生理的下流遺伝子の検
索を行う。これらについて、文献検索やデー
タベース解析によりその生理的・病理的意義
について検討する。 
 
3-3. 正常マウスを用いた機能阻害実験 
 
 NF-Y 等の機能阻害される転写因子につい
て、遺伝子ノックダウンやノックアウト等に



より機能阻害し、神経細胞の生存・形態や機
能への影響を観察する。NF-Y 機能破壊マウス
は、NF-YA flox mice（Bhattacharya A et al. 
Cancer Res. 2003）を用いて作製する。具体
的には、NF-YA flox mice を分化神経細胞で
cre recombinase を発現する camk2a-cre 
transgenic mice と交配し、神経細胞のみで
NF-Y を機能欠損するマウスを作製する。 
 
４．研究成果 
 
4-1. ハンチントン病で機能阻害される転写
因子の同定 
 
 Protein-DNA アレイを用いた～250 因子の
スクリーニングにより、ハンチントン病モデ
ルマウスの線条体、皮質で、それぞれ 28 個
（17；減少、11；亢進）、10 個（6；減少、4；
亢進）の転写因子について DNA 結合活性が変
化 し ている こ とを見 出 した。 一 方 、
Affymetrix 社の遺伝子発現アレイを用いた
網羅的解析から、モデルマウスの線条体、皮
質で共に 20 個（15；減少、5；亢進）の転写
因子の mRNA 量が変化していることも明らか
とした。 
 このうちの 1つ E-box 結合因子（E-box BF）
についてさらに解析を進め、その DNA 結合活
性が低下していることをゲルシフトアッセ
イにてまず確認した。さらに、この転写因子
は、変異ハンチンチン凝集体に結合すること、
一方その mRNA 量は変化しないことから、共
凝集がその活性低下に関与していると考え
られた。 
 また全く別のアプローチからTcf20という
転写因子も変異ハンチンチン凝集体に含ま
れることが見出された。現在その他の転写因
子についても、その確認と生理的意義につい
て検討している。 
 
4-2. E-box BF 及び NF-Y の下流遺伝子の同定 
 
 E-box BF についてまずその特異抗体を C末
ペプチドを抗原としてウサギで作製し、アフ
ィニティ精製した。まず、マウス脳の抽出液
を調整し、これより E-box BF 及び NF-Y をク
ロマチン免疫沈降した。このサンプルについ
て PCR を行い、共に既知下流遺伝子のプロモ
ーターは含まれていることは確認した。 
 このサンプルをプローブ標識し、プロモー
ターアレイにhybridizationしてこれら転写
因子が結合してくる領域の同定をおこなっ
た。それぞれ数百遺伝子の領域が検出された。
GO term enrichment analysis の結果、共に
ストレスや輸送系に関わる遺伝子がある程
度濃縮されているのがわかり、E-box BF 及び
NF-Y がここに関わっている可能性が示唆さ
れた。 
 
4-3. 転写因子の機能欠損マウスの作製・解
析 

 
 NF-YA を分化神経細胞で欠損させたところ、
神経脱落、グリオーシス、脳萎縮、脳重減少
が確認され、NF-Y が神経細胞の維持に必須で
あることを初めて明らかとした。今後 E-box 
BF やその他転写因子については順次解析し
ていく予定である。 
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