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研究成果の概要（和文）：基本転写因子のサブユニットにおける転写障害が神経変性を引き起こす可能性の観点から、
TAF1とその神経細胞特異的なアイソフォームにおける機能面での差異を調べる実験として、細胞周期に関する機能を喪
失したハムスターのmutantセルラインを用いた実験を行った。様々な発現コンストラクトを導入した細胞をFACSによっ
て細胞周期解析したところ、mutantセルラインがもつ細胞周期の機能に影響する点突然変異は、TAF1の神経細胞特異的
な機能との関連が低いと示唆され、TAF1がもつ細胞周期関連の機能と神経細胞特異的な機能との関連について知見を得
ることができた。

研究成果の概要（英文）：We performed cell-cycle analysis in TAF1 or neuron-speciphic TAF1 (N-TAF1) 
transfected temperature-sensitive mutant hamster cell line, exhibits cell cycle arrest and apoptosis at 
the restrictive temperature. The aim is the comparison of the functional difference between TAF1 and 
N-TAF1 according to the view of possibilities that transcriptional impairment of subunit of general 
transcription factor causes neurodegeneration. Analysis of cell cycle by flow cytometry in TAF1 or 
neuron-speciphic TAF1 (N-TAF1) transfected mutant hamster cell line showed that the point mutation 
affects cell cycle in the cell line is less relevant to TAF1's neuron-specific functions.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 神経難病である遺伝性ジストニア DYT3
は、30歳代で局所性のジストニアとして発症
後に全身性に移行するが、50歳代ではパーキ
ンソン病の症状を示すといった、単一の遺伝
子異常によりジストニアとパーキンソニズ
ムを生ずる珍しい疾患である。申請者らはゲ
ノム解析によって DYT3 の原因遺伝子探索
を行い、TAF1 のイントロンにおける DYT3
患者特異的なレトロトランスポゾン挿入を
見出した。さらに、新たに同定したヒト TAF1
の神経細胞特異的なアイソフォーム
（N-TAF1）について、DYT3 患者脳の線条
体尾状核における発現量が著しく減少して
いることを報告した(Makino S et al. 他 15
名、筆頭著者  Reduced neuron - specific 
expression of the TAF1 gene is associated 
with X-linked dystonia-parkinsonism. Am 
J Hum Genet. 80(3):393-406. 2007)。 
 また、病変は新線条体（尾状核と被核）に
限局し、神経細胞の脱落と顕著なアストロサ
イトーシスが観察される一方で、腹側線条体
である側坐核は正常に保たれていること
（Goto S, Makino S et al. 他 7名、6番目 
Functional anatomy of the basal ganglia in 
X-linked recessive dystonia-parkinsonism. 
Ann Neurol. 58(1):7-17. 2005）、TAF1の神
経細胞特異的アイソフォーム特異的な抗体
によるラット脳組織切片の免疫染色像が、
DYT3患者脳でみられる神経細胞脱落パター
ンとよく一致していたこと（ Sako W, 
Tooyama I et al. 他 5 名 、 4 番 目 
Identification and localization of a 
neuron-specific isoform of TAF1 in rat 
brain: implications for neuropathology of 
DYT3 dystonia. Neuroscience. 189:100-7. 
2011）が明らかとなっている。 
 神経変性疾患の病態として、軸索輸送異常
やミトコンドリア機能異常など、様々なポリ
グルタミンによる分子病態が近年注目され
ている。しかしながら、ポリグルタミンタン
パク質の生理的な機能は完全に解明された
わけでなく、異常タンパク質がもたらす分子
病態についても明らかとなっていない。こう
したなかで、最近‘transcription syndrome’
という概念（  Vermeulen et al. Three 
unusual repair deficiencies associated with 
transcription factor BTF2 (TF IIH): 
evidence for the existence of a 
transcription syndrome. Cold Spring Harb 
Symp Quant Biol 59:317-329. 1994）として、
遺伝子の転写阻害によって生じる疾患につ
いての理解がすすみつつある。本研究では、
遺伝子発現の根本ともいうべき基本転写因
子 TAF1の異常により、どのようにして中枢
神経系にのみ障害が生じるのか、また、なぜ
選択的な神経細胞脱落につながるのか、
DYT3の分子病態や発症機序を解明すること
を本研究の目的とした。このことを通して、
神経変性疾患の分子病態解明へ新たな展開

をもたらすことが期待された。 
 
２．研究の目的 
 RNAポリメラーゼ II依存性遺伝子転写調
節の異常が、転写症候群と呼ばれる疾患群と
その病態に深く関わっていることの報告が
相次いでいる。よく知られた例では、ハンチ
ントン病の発症が、RNAポリメラーゼ II依
存性遺伝子転写におけるアクチベーターか
らコアクチベーターへの経路遮断と関係し
ている。また、TBP の異常によって SCA17 
が発症し（Koide R et al. A neurological 
disease caused by an expanded CAG 
trinucleotide repeat in the TATA-binding 
protein gene: a new polyglutamine disease? 
Hum. Molec. Genet. 8: 2047-2053, 1999）、
CCFDN (Congenital cataracta facial 
deformity neuropathy)の原因遺伝子CTDP1
は、RNAポリメラーゼ IIのリン酸化・脱リ
ン酸化制御を担っている（Varon, R et al. 
Partial deficiency of the 
C-terminal-domain phosphatase of RNA 
polymerase II is associated with congenital 
cataracts facial dysmorphism neuropathy 
syndrome. Nature Genet. 35: 185-189, 
2003.）。さらに、TFIIHに含まれるヘリカー
ゼの変異が、色素性乾皮症、Cockayne 症候
群、TTD などの疾患において、promoter 
escape での転写制御の異常として関与して
いることが示唆されている。 
 これらの事実から、RNA ポリメラーゼ II
依存性の構造遺伝子転写が神経細胞におい
て特別に重要な意味合いを持つことは疑い
のないものと考えられる。遺伝子発現の根本
ともいうべき基本転写因子の異常により、ど
のようにして中枢神経系にのみ障害が生じ
るのか、また、なぜ選択的な神経細胞脱落に
つながるのか、興味深い点である。昨年度ま
でに、TAF1 の神経細胞特異的なアイソフォ
ームについて、マウスホモログのクローニン
グと組織別の発現定量解析を行い、マウスホ
モログがヒトのそれと同様に神経細胞特異
的な発現を示し、生物種を越えて保存されて
いることを見いだした。本研究においては、
これに引き続き、TAF1 とその神経細胞特異
的なアイソフォームにおける機能面での差
異を調べる実験のひとつとして、細胞周期に
関する機能を喪失したハムスターの mutant
セルラインを用いた実験を行った。TAF1 が
神経細胞特異的かつ、選択的な発現調節を行
っている遺伝子ドメインの網羅的なスクリ
ーニングがなされることにより、DYT3の分
子病態や発症機序の解明につながるだけで
なく、神経変性疾患を引き起こす神経細胞死
メカニズムの発見にもつながると期待でき
る。 
 さらに、転写因子の組織特異的な役割が明
らかになることは、組織特異的な転写制御機
構の理解つながり、脳神経系における一連の
遺伝子発現カスケードを解明するきっかけ



となりうる。これにより、将来、運動・感覚
知覚・記憶・情動をはじめ高次脳機能の分子
的な理解にも結びつくものと期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) TAF1 神経細胞特異的アイソフォーム
（N-TAF1）特異的な抗体のキャラクタライ
ズ 
 N-TAF1 特異的な抗体を作製し、マウス
N-TAF1もしくは TAF1タンパク質を強制発
現するコンストラクトをトランスフェクシ
ョンした培養細胞から精製したタンパク質
試料に対して免疫沈降を行い、この抗体が
N-TAF1特異的に反応することの確認を行っ
た。 
 
(2) N-TAF1 の神経細胞特異的な機能ドメイ
ンの検索 
 TAF1とN-TAF1タンパク質における機能
面での差異を調べる実験として、細胞周期に
関する機能を喪失したハムスターの mutant
セルラインを用いた実験を行った。突然変異
のないセルラインが 39 度の培養条件でも通
常通り培養可能であるのに対して、mutant
セルライン（TAF1 のコード領域上に点突然
変異をもつ）は、39℃の培養条件で G1期停
止を起こす。これらのセルラインに、マウ 
ス Taf1 および神経細胞特異的なアイソフォ
ームを強制発現させ、レスキューの有無を比
較した。37℃で培養したハムスターの変異セ
ルラインに対して、それぞれの発現コンスト
ラクトをトランスフェクションし、39℃で 27
時間インキュベートした後にFACSによる細
胞周期解析を実施した。細胞周期解析の手順
は以下の通り。 
 ① トランスフェクション後の細胞を 6 ウ
ェルプレートに蒔き、39.5℃で 27 時間
培養する。 

 ② 培養後、蛍光観察と 1％パラホルムアル
デヒド固定（on ice、30分）を行い、70％
エタノール固定を 4℃で 9時間行う。 

 ③ エタノール固定後の細胞を洗浄し、200 
ug/mLの RNase A入り PBSで 37℃、
45分処理する。 

 ④ FACS解析直前に終濃度 50 mg/mLと
なるようPIを加えて on ice でDNAを
10分染色する。 

 ⑤ 35 um のメッシュストレーナーに通し
て、軽く Vortexした後 FACS解析を行
う（BD FACSCalibur）。シグナルフィ
ルタリング後の細胞について 

   10,000つのデータを回収する。 
 ⑥ 回収したデータをについて、ModFit 

Ver.3.2.1により細胞周期解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) TAF1 神経細胞特異的アイソフォーム
（N-TAF1）特異的な抗体のキャラクタライ
ズ 
 作製した N-TAF1 特異的な抗体において、

N-TAF1もしくは TAF1タンパク質を強制発
現させた培養細胞株を用いた免疫沈降によ
り、この抗体が N-TAF1特異的に反応するこ
とを確認した（図 1）。これらの成果について、
国際学術誌に論文発表した（雑誌論文⑥）。 

 
図 1. N-TAF1 特異的な抗体（左）と TAF1
抗体（右）を使用した免疫沈降。N：N-TAF1
タンパク質発現細胞、T：TAF1 タンパク
質発現細胞、G：GFP発現細胞。 

 
(2) N-TAF1 の神経細胞特異的な機能ドメイ
ンの検索 
 37℃で培養したハムスターの変異セルラ
インに対して、それぞれの発現コンストラク
トをトランスフェクションし、39℃で 27 時
間インキュベートした後にFACSによる細胞
周期解析を実施したところ、どちらのコンス
トラクトを導入した場合も、G1 期の割合が
約 20％減少し、S期の割合が増えることがわ
かった。この結果より、mutant セルライン
がもつ、細胞周期の機能に影響する点突然変
異は、TAF1 の神経細胞特異的な機能との関
連が低いと示唆され、TAF1 遺伝子配列上の
位置情報から、TAF1 がもつ細胞周期関連の
機能と神経細胞特異的な機能との関連につ
いて知見を得ることができた（図 2）。 
 

 
図 2. TAF1変異細胞株に対してTAF1または

N-TAF1 を強制発現させた際の細胞周期
解析 
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tsBN462 empty 86.9 ± 0.7 5.0 ± 0.4 8.1 ± 0.7
mTaf1 65.7 ± 3.9 25.7 ± 1.8 8.5 ± 2.2
mN-Taf1 64.9 ± 4.1 27.0 ± 3.4 8.1 ± 0.7

Cell line Transgene
Cell Cycle（％）

G1 S G2

BHK21/13 empty 31.4 ± 2.3 4.4 ± 0.6 64.2 ± 1.8
mTaf1 29.6 ± 3.1 20.5 ± 2.3 49.8 ± 2.8
mN-Taf1 33.1 ± 2.4 16.9 ± 1.3 49.9 ± 1.2
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・温度感受性変異株tsBN462は、39.5℃培養条件において（GFP陽性細胞の）85％が
G1期であり、S期とG2期の割合が少なかった。
・mTaf1またはmN-Taf1を導入した場合、G1期の割合が約20％減少し、S期の割合が
増えた。 mTaf1とmN-Taf1の間に有意差はみられなかった。

・親株BHK21/13は、39.5℃培養条件においてG1期にある細胞の割合は（GFP陽性細胞
のなかで）約30％であった。
・ G1期の割合は、mTaf1またはmN-Taf1を導入した場合のいずれも30％程度であり、
3群間で有意差はみられなかった。
・S期とG2期の割合に関して、 mTaf1またはmN-Taf1を導入した場合にはG2期が少なく
なりS期が多くなった。
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