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研究成果の概要（和文）：ポリグルタミン病は遺伝子のコード領域に存在するCAGリピートの伸長によって引き起こさ
れる遺伝性神経変性疾患の総称であり、ハンチントン病に代表される。本研究では、ポリグルタミン病におけるRNAプ
ロセシング異常の存在を、培養細胞と疾患モデルマウスと用いて明らかにし、疾患におけるRNA結合タンパク質の関与
が示唆された。また、ポリグルタミン病の原因遺伝子の転写産物の制御におけるRNA結合タンパク質の役割についても
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Polyglutamine diseases, including Huntington's disease, are genetic disorders caus
ed by a repeat expansion of CAG repeat tracts in protein-coding regions. This study revealed aberrant RNA 
processing in polyglutamine diseases using cultured cells and disease model mice, suggesting the involveme
nt of RNA-binding proteins in the disease pathogenesis. In addition, RNA-binding proteins have a potential
 regulatory role in the expression of the gene products of a polyglutamine disease.
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１．研究開始当初の背景 
 
 ポリグルタミン病はコード領域に存在す
る CAG リピートの伸長によって引き起こさ
れる神経変性疾患の総称である。伸長したポ
リグルタミンは、自己凝集するだけでなく、
異常なタンパク質結合能を獲得し、それが生
体内分子経路を阻害する可能性が考えられ
ている。一方、ポリグルタミン病原因遺伝子
の多くは機能が未知で、ポリグルタミン鎖以
外の目立った共通点は無いとされてきた。し
かし、近年の研究からは、過半数が転写調節
複合体(AR、TBP、DRPLA、ATXN1、ATXN7)
や RNA結合タンパク質（ATXN1、ATXN2）
といった部類のタンパク質であることが明
らかであり、RNA 代謝との強い関連が示唆
される。実際、多くのポリグルタミン病モデ
ルマウスにおいて、転写制御の異常が確認さ
れている。 
 研究代表者の所属研究室の先行研究にお
いて、RNA結合タンパク質である FUS/TLS
やTIA-1がポリグルタミンと相互作用するこ
とが示されている。しかし、ポリグルタミン
病においては転写制御異常がよく知られて
いるものの、より広範な RNA プロセシング
異常については、ほとんど検討がなされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 
 ポリグルタミンによる異常な影響を受け
る可能性のある分子群として RNA 結合タン
パク質を解析し、ポリグルタミン病における
RNA 代謝異常の実態を明らかにすることを
目的とする。また、ポリグルタミン自体の発
現に影響する分子とその機構を RNA 代謝の
観点から明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
①マイクロアレイ（Affymetrix社 ExonArray）
を用いたポリグルタミン病モデルマウスの
網羅的遺伝子発現解析により、RNA プロセシ
ング異常の有無を検討した。 
 
②培養細胞系において、ミニ遺伝子を用いた
スプライシングアッセイ系において、ポリグ
ルタミンの発現がスプライシングパターン
の変化を引き起こすか検討した。 
 
③培養細胞およびポリグルタミン病モデル
マウス脳からタンパク質凝集体を精製し、質
量分析によってその構成タンパク質を同定
した。 
 
④ポリグルタミン凝集体構成タンパク質の
遺伝学的な部分的欠損がポリグルタミン病
モデルマウスに与える影響(生存、行動解析、
遺伝子発現)を解析した。 
 

⑤ポリグルタミンをコードする mRNA の細胞
内局在を蛍光 in situ hybridization 法によ
って解析し、その挙動やタンパク質発現に影
響を与える因子を検討した。 
 
４．研究成果 
 
①ハンチントン病モデルマウス R6/2 の線条
体から抽出した全 RNA を用いて Affymetrix
社 ExonArrayによる網羅的遺伝子発現解析を
行った結果、既知および新規の遺伝子発現量
の変化を見出した。異なる週齢のマウスを用
いたが、変化する遺伝子数が疾患進行に伴っ
て増加するだけでなく、その機能的カテゴリ
ーも継時的な変遷が見られた。その中でも、
線条体特異的遺伝子の発現低下が疾患最初
期から確認された。さらに、発現量の変化よ
りは小規模ながら、RNA プロセシングの変化
も同時期から確認された。これらには選択的
スプライシングあるいは遺伝子末端のエク
ソンの変化によるものが含まれた。より網羅
性の高い解析にはRNA-seqなどの手法の利用
が必要だと考えられるが、疾患初期における
RNA プロセシング異常の存在を確認すること
ができた。これらの変化は、疾患発症の一部
を担う可能性があるほか、疾患進行のバイオ
マーカーとして利用できる可能性がある。 
 
②蛍光タンパク質を付加した伸長型ポリグ
ルタミンを発現するNeuro2a細胞およびハン
チントン病モデルマウス(HD190QG)から、蛍
光を指標にポリグルタミン凝集体を精製・濃
縮し、その構成タンパク質を同定した。その
結果、既知および新規のタンパク質を多数同
定した。この中には RNA 結合タンパク質も複
数含まれており、割合としても大きかった。
培養細胞とマウス脳では、構成タンパク質に
違いが見られたが、細胞によるタンパク質発
現量や凝集体形成の時間経過の違いを反映
していると考えられる。 
 
③培養細胞Neuro2aを用いたスプライシング
アッセイ系において、いくつかのミニ遺伝子
とポリグルタミンの共発現を検討したとこ
ろ、2 つにおいてスプライシングパターンの
変化が見られた。この変化はタンパク質をコ
ードしない CAGリピート RNAの発現では見ら
れなかった。上記②で得られた RNA 結合タン
パク質の過剰発現あるいはノックダウンに
よるミニ遺伝子のパターンの変化を検討し
た結果、複数の RNA 結合タンパク質がミニ遺
伝子の制御因子であることが示唆された。 
 
④RNA プロセシング異常に関わる可能性のあ
る有力な因子として、ポリグルタミン凝集体
構成タンパク質の一つに注目し、その遺伝学
的な部分的欠損がポリグルタミン病モデル
マウスに与える影響を解析した。ここでは 2
つの異なるポリグルタミン病モデルを用い
たが、興味深いことに、疾患によってこのタ



ンパク質の部分的欠損の影響が異なること
がわかった。この差は、ポリグルタミン病原
因タンパク質との共凝集の程度や遺伝子発
現変化の程度と相関していた。この結果は、
凝集体形成を通じたRNA結合タンパク質の機
能異常が疾患の発症あるいは進行に寄与し
得ることを示唆している。 
 
⑤ポリグルタミンをコードするCAGリピート
RNA は、RNA 結合タンパク質の一つである
MBNL1 と結合することが先行研究より明らか
である。この結合は、RNA 封入体として、蛍
光 in situ hybridization で確認することが
できる。培養細胞において、この RNA-タンパ
ク質結合が CAGリピート RNAの核内滞留を促
し、結果としてポリグルタミンの発現低下に
繋がることを明らかにした。ハンチントン病
モデルマウスの脳において、導入遺伝子由来
の RNA の局在を調べたところ、顕著な RNA 封
入体の形成は見られず、MBNL1 の局在も正常
であった。すなわち、生体脳においては、何
らかの理由で CAGリピートと MBNL1 の結合が
不十分であり、その結果 CAG リピート RNA が
細胞質へと輸送され、異常タンパク質の発現
に繋がると考えれらた。この要因としては、
MBNL1 の脳における発現量、タンパク質翻訳
後修飾、核内滞留に関わる共因子の有無など
が考えられる。脳において CAG リピートの細
胞内局在を制御する因子は、原因遺伝子産物
の毒性の程度にも関わると考えられるため、
今後の解明が期待される。 
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