
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５５０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2013

中心体周囲物質から見た神経変性症原因分子とHAP1の形態機能の関係解明

Morphological and functional relationship among HAP1, pericentriolar materials and 
causative factors for neurodegeneration.

４０１９２１０８研究者番号：

篠田　晃（SHINODA, Koh）

山口大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２５２９３０４５

平成 年 月 日現在２８   ６ １６

円    12,800,000

研究成果の概要（和文）：アンドロゲン受容体(AR)は培養細胞でHAP1誘導性stigmoid body(STB)に吸着されるが、DHT
投与で核内移行する。脳内ではARは神経細胞の核に局在しSTBと高頻度で共存するがSTBには局在しない。PCM1は培養細
胞で中心体周囲に分布し、HAP1発現で局在がSTBに移り、脳内でもHAP1発現領域の神経細胞でSTB に局在する。hunting
tin(Htt) は培養細胞では中心体周囲に局在するが，HAP1発現で細胞質にdiffuseに広がる。脳内ではHttは細胞質にdif
fuseに分布している。またHAP1によるS期増加とプロテアソーム阻害ストレス特異的細胞死保護が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Androgen receptor (AR) is diffusely distributed in cytoplasm of steroid-free 
cultured cells without the stigmoid body (STB) and sequestered by the STB formed after HAP1 transfection. 
Administration of DHT can promote further translocation of AR from the STBs to nucleus. In the brain, AR 
is frequently expressed in the nucleus of neuron with STB, but not localized to the STB. PCM1 is 
distributed surrounding the centrosome in cultured cells without the STB, while in HAP1-transfected 
cultured cells, PCM is translocated to the HAP1-induced STBs. Huntingtin (Htt) is also distributed near 
the centrosome like PCM1 in cultured cells without STB, whereas Htt is diffusely distributed in 
cytoplasm. In addition, comparing HAP1-trasfected cultured cells and control, the current study suggests 
that intracellular induction of STB/HAP1 appears to increase S-phase in cell cycle and that it also 
specifically suppress apoptosis induced by proteasome inhibition.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： stigmoid body　androgen receptor　huntingtin　pericentriolar materials　brain　neurodegenerat
ion　apoptosis　cell cycle
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１. 研究開始当初の背景 
 胎盤由来未知抗原 hPAX-P2S 抗体で標識
され限界膜を有しない直径 0.5〜3μm の
新たな顆粒繊維状神経細胞質封入体が、視
床下部や扁桃体等の脳内性ステロイド受
容体発現領域の電顕解析により発見され
「斑点小体 stigmoid body（STB）」と命名
された 12,15,16。その後、hPAX-P2S が、ハン
チ ン ト ン 病 の 原 因 遺 伝 子 産 物
Huntingtin(Htt)と polyQ 長依存的に結合
する Huntingtin-associated protein 1 
(HAP1) の C 末構造と同じで、実際に HAP1
が脳内 STB に局在することが明らかにさ
れた 2,3。また GFP-HAP1cDNA の細胞内導入
が細胞質に STB 形成を誘導することが示
され、in vitro で STB/HAP1 の機能形態を
解析する実験系が確立された 3,11。我々は、
この培養系を用いて、STB がアンドロゲン
受容体（AR）やエストロゲン受容体（ER
α、ERβ）のリガンド結合領域と結合し、
核移行を制御することを証明した 4。 
 huntingtin(Htt)は脳内で普遍的に発現
しており、線条体や視床・大脳皮質など領
域特異的に起こるハンチントン病の神経
変性は、polyQ 異常伸長変異 Htt によるこ
とでは説明できず、これと結合する HAP1
や STB による可能性があると考えられた 9。
しかし私どもは、STB/HAP1 は神経変性抵
抗性を示す辺縁系や視床下部などに特異
的に発現し、神経変性好発領域(線条体な
ど)ではむしろ発現が少ないことを明らか
にし 2,15、HAP1 の培養細胞発現導入がアポ
トーシスを抑制する知見を得た 8。これら
の事実から私どもは、STB/HAP1 はむしろ
細胞死の閾値を高め、安定化させるという
「STB/HAP1 細胞保護仮説」を世界に先駆
け提唱した 2,5。またアンドロゲン受容体
(AR)の polyQ 異常伸長も、Htt の polyQ 異
常伸長がハンチントン病を発症させると
同様に、脊髄球筋萎縮症(SBMA)を引き起こ
す。そして、SBMA においても STB/HAP1 は
polyQ 異常伸長型 AR に強く結合し、核内
移行を制御してアポトーシスを抑える事
が明らかにされた 17。この発見は、SBMA
患者の神経変性の発症が、AR と STB が共
存する辺縁系･視床下部では起こりにくく、
STB が少ない下位脳幹･脊髄運動核等の AR
発現細胞に特異的に起こる病態特性を説
明可能にした。さらに STB/HAP1 が３型脊
髄 小 脳 変 性 症 (SCA3; Machado-Joseph 
disease)由来の原因遺伝子産物 Ataxin3
にも結合することを新たに見つけた 18。米
国の研究グループは STB/HAP1 が同じく
polyQ 異常伸長型神経変性疾患である 17
型脊髄小脳変性症(SCA17)の原因遺伝子産
物 TATA 結合蛋白(ataxin17)に結合して核
移行を制御し、「STB/HAP1 細胞保護仮説」
を支持した 13。他にも STB/HAP1 は Joubert 
syndrome や schizophrenia の発症に関連
す る タ ン パ ク 質 Abelson helper 

integration site 1 (AHI1)とも結合する
ことが報告された 1,14。欧州の研究グルー
プは大規模な疫学研究結果に基づき、HAP1
遺伝子の SNP 変異部位がハンチントン病
の発症時期と相関し、ある場合は発症を遅
らすなど発症予期因子になりうることを
報告した 10。STB/HAP1 はハンチントン病
だけでなく、他の神経変性・細胞死の抑制
にも広く関与する可能性が示唆され、
STB/HAP1 の未知なる神経細胞生理機能や
神経変性に対する細胞保護機能の重要性
が認識され始めている。 
 一方、huntingtin の病態生理機能につ
いて、中心体および中心体関連物質が密接
に関わっている事が HAP1 やハンチントン
病と関連づけて報告されてきている 6,7。 

 
２. 研究の目的 

 本研究課題では、STB/HAP1 と神経変性原
因分子や中心体関連分子との機能形態学
的関連を解明するため、培養細胞と脳内で
AR、ATX3、PCM1、Htt の細胞内局在と領域
局在を明らかにし、HAP1/STB の発現による
これらの局在変化、細胞周期への影響、ス
トレス誘導性アポトーシスの抑制効果を
明らかにする。 

 
３. 研究の方法 
(1) 免疫細胞化学 
 Neuro2A、HeLa 培養細胞を用い、抗 HAP1
抗体、抗 ATX３抗体、抗 PCM1 抗体，抗 Htt
抗体、抗 FLAG 抗体、抗 GFP 抗体等で免疫
細胞化学を行い、蛍光色素やペルオキシデ
ースによる DAB 反応により局在形態を検
出した。アンドロゲン受容体と ATX３と
HAP1 に つ い て は 、 GFP-ARcDNA 、 
FLAG-ATX3-DNA 、HAP1cDNA を作成し、外
来性に培養細胞にトランスフェクション
を行った。アンドロゲン受容体については
ス テ ロ イ ド フ リ ー の 培 養 細 胞 に
dihydrotestosterone(DHT)を投与した。 

(2) 免疫組織化学 
 種々のラット(Wistar,SD)あるいはマウ
ス(C57BL/6J, BAL/c, DBA/2J)雄成獣をパ
ラホルムアルデヒドあるいはグルタルア
ルデヒドで灌流固定を行い、脳，脊髄を取
り出し凍結切片を作成して、抗 HAP1 抗体、
抗 ATX３抗体、抗 PCM1 抗体，抗 Htt 抗体、
抗カルビンディン抗体等で単独で免疫組
織化学または二重免疫組織化学染色や免
疫電顕解析を行った。 

(3) 細胞周期の計測 
 Hela 細胞を用いて、GFP-HAP1cDNA と
GFPcDNA のトランスフェクションにより
GFP-STB/HAP1 安定発現株とコントロール
(GFP 安定発現株)を作成した。タイムラプ
スイメージングにより細胞分裂の進行に
伴う形態変化について観察した。分裂期の
間、形態観察を行い前期から終期のそれぞ
れの phase の長さについて計測した。細胞



周期染色を行い、STB/HAP1 安定発現株と
コントロール（DEME）で G2/M 期、G1/G0
期、S期の細胞数の比較評価を行った。 

(4) 培養細胞に対するストレス誘導性アポ
トーシスの評価 
 小胞体ストレス、酸化ストレス、熱ショ
ックストレス、プロテアソーム阻害ストレ
ス等による誘導性アポトーシスについて
は視床下部由来不死化細胞 mHypoE-3 を用
いて cleaved PARP により評価し、
GFP-HAP1 トランスフェクションによる
効果をコントロール（GFP トランスフェ
クション）と比べて検討した。小胞体ス
トレスはTunicamycin, Thapsigarginに
より CHOP で評価した。熱ショックストレ
スは 42℃ 1hour の熱ショックを与え、
HSP70 の誘導により評価した。酸化ストレ
ス は 亜 砒 酸 ， H2O2 で 行 い 、
Hemeoxigenase-1(HO-1)の誘導で評価した。
プロテアソーム阻害は MG132、ラクタステ
ィンにより行い、ユビキチン化タンパク量
で評価を行った。 

(5) 遺伝子改変マウスの作成 
 transgenic mouse マウス（Tg-mouse）
の作成は、HAP1−GFP に NSE プロモータを
組み込んだベクターを構築し、F0 を作成
し、交配により、transgenic mouse を作
成した。トランジーンの評価はウェスタン
ブロットと GFP 蛍光検出、GFP および HAP1
の免疫組織化学法によって行った。HAP1KO 
mouse は CRISPR/Cas9 ゲノム編集法によ
り作成する。 

 
４. 研究成果 
(1) Neuro2a 培養細胞における神経変性原
因分子・中心体関連分子の局在 
①  アンドロゲン受容体(GFP-AR)cDNA を
作成し、外来性にステロイドフリーの培養
細胞にトランスフェクションを行うと、AR
は 細 胞 質 に diffuse に 分 布 し た 。
dihydrotestosterone(DHT)を投与すると
細胞質から核内に局在が移行する事が観
察された。 
②  FLAG-ATX3-DNA を作成し、外来性に培
養細胞にトランスフェクションを行うと、
ATX３は細胞質と核に diffuse に分布した。 
③ PCM1 抗体で免疫染色を行うと、PCM1 は
細胞質内で中心体周囲に星雲状に局在し
ていた。 
④ Htt 抗体で免疫染色を行うと、Htt は細
胞質内で中心体周囲に PCM1 同様、星雲状
に局在していた。 

(2) Neuro2a 培養細胞に STB/HAP1cDNA を強
制発現させた後の神経変性原因分子や中
心体関連分子の局在の変化 
① ARcDNAと STB/HAP1cDNAをステロイドフ
リーの培養細胞に外来性に同時トランス
フェクションを行うと、細胞質に diffuse
に分布した AR の局在が STB に移った。
dihydrotestosterone(DHT)を投与すると

核内移行する事が観察された。 
② ATX3cDNAと STB/HAP1cDNAを外来性に同
時トランスフェクションを行うと、細胞質
と核に diffuse に分布した ATX3 の局在は
STB に移った。しかしそのまま細胞質と核
に diffuse に残ったものも見られた。 
③ STB/HAP1cDNA を外来性に同時トランス
フェクションを行うと、細胞質の中心体周
囲に星雲状に局在していた内因性 PCM1 は、
その局在が STB に移った。 
④ STB/HAP1cDNA を外来性に同時トランス
フェクションを行うと、細胞質の中心体周
囲に星雲状に局在していた内因性 Htt は、
局在が細胞質に diffuse となった。 

(3) 脳内における AR、ATX3、PCM1、Htt の
発現の領域分布と細胞内局在 
① AR の脳内での発現分布と細胞内局在 
 種々のラット(Wistar,SD)及びマウス
(C57BL/6J, BAL/c, DBA/2J)雄成獣脳内で
AR の免疫組織化学染色を行った。AR 発現
は脳内いずれの領域でも核内に局在し、
またSTB/HAP1との二重免疫染色において
も斑点小体との共発現頻度が高かった。
マウス視索前野にラット性的二型核に相
当するカルビンディン陽性長斜核を見出
し AR が強く発現することを見出した。日
内リズム制御機能を有する視索上核には
マウスでは強い発現が見られたが、ラッ
トではほとんど発現がないという種差を
見出した。マウス視床下部にARを発現し、
雄優位の性差を示すマウス特異的な落涙
核 tear-drop nucleus を発見した。また
ラット視床下部に AR を発現し、雄優位の
性差を示す特異ラット的な二つの吻側及
び尾側星雲島（核）を発見した。 

② ATX3 の脳内での発現分布と細胞内局在 
 ATX3 は、脳内で免疫組織化学的に同定
できる抗体が得られず、現在結果は保留
となった。 

③ PCM1 の脳内での発現分布と細胞内局在 
 ウィスター雄成獣ラット脳内でPCM1の
免疫組織化学染色を行った。その結果、
PCM1 は、HAP1 の発現が低い場所（大脳皮
質、線条体、視床）では、発現形態は細
胞質全体に散在性に広がる diffuse type
であり、STB/HAP1 を発現する場所（視索
前野、視床下部、扁桃体）では球状形態
で dot-like type であることがわかった。
脳内で PCM1 と STB/HAP1 との蛍光二重免
疫組織化学染色を行うと、STB/HAP1 を発
現する場所（視索前野、視床下部、扁桃
体）では PCM1 は神経細胞質内で STB/HAP1
に局在していることがわかった。 
STB/HAP1 を発現する場所（視索前野、視
床下部、扁桃体）で免疫電顕法による解
析を行った結果、PCM1 は STB に局在する
事が明らかとなった。 

④ Htt の脳内での発現分布と細胞内局在 
 ウィスター雄成獣ラット脳内で Htt の
免疫組織化学染色を行った。その結果、 



Htt 発現の細胞内局在は STB/HAP1 が発現
する細胞でも発現しない細胞でも細胞質
に散在性に分布する diffuse type であっ
た。また Htt の発現細胞は神経細胞であ
ったが、特に領域局在性はなく、脳内の
神経細胞に広く分布していた。 

(4) 脊髄内での HAP1 の発現分布 
 ラット脊髄内で HAP1 の発現分布を頚髄
から仙髄にかけて免疫組織化学的に検討
した。その結果、全てのレベルで、基本的
には良く似た領域分布で HAP1 の発現が確
認された。特に、後角と中心管周囲に HAP1
陽性神経細胞は豊富に分布ししていた。胸
髄から上位腰髄の側角交感神経系細胞と
仙髄の副交感系細胞の自律神経系細胞に
も強い発現が見られた。最も重要なことは、
神経変性の標的となる一般的な運動ニュ
ーロンには HAP1 の発現が見られなかった
ことである。また、AR の発現も検討した
が、これも後角や中心管周囲の神経細胞で
の発現が多く見られ、STB/HAP1 との共発
現が高頻度で確認された。運動ニューロン
においては、腰仙髄の外陰部支配筋の一部
に AR の発現が見られた。これは SBMA での
AR 変異による神経細胞の一次変性の対象
となりうると推察された。 

(5) 海馬後部領域での HAP1 の発現分布 
 HAP1 の高次機能への関与を調べるため、
海馬後部領域で HAP1 の発現を免疫組織化
学的に明らかにした。その結果、海馬にお
ける SLH 細胞に加え、海馬支脚及び前支脚、
後支脚、傍支脚の支脚関連領域にも豊富な
発現が見られた。大きく発現領域を分ける
と、腹側支脚内白質移行領域、支脚関連領
域の第 5層細胞、膨大後回顆粒野そして全
般に広がる散発性 HAP1 陽性細胞であった。
これらの領域はいずれも記憶や認知機能、
特に空間認知にかかわる領域で、HAP1 の
高次機能への関わりが示唆された。 

(6) STB/HAP1 の細胞周期に及ぼす影響 
① Hela 細胞を用いて、GFP-HAP1cDNA のト
ランスフェクションにより、細胞内に
GFP-STB/HAP1 を発現させ、GFP-STB/HAP1
安定発現株を作成し、細胞分裂の間、
STB/HAP1 はどういう形態変化をとるのか
を観察した。その結果、HAP1 を導入して
も細胞分裂は進行することが確認された。 
② 細胞質内に広がる STB/HAP1 は分裂期に
中心体周囲に集まり中期で２極化し、分裂
終期でそれぞれの細胞内でまた STB 構造
として細胞質に広がることが観察された。 
③ GFPcDNAのトランスフェクションにより
細胞内に GFP を発現させ、GFP-STB/HAP1
安定発現株に加えて、コントロールとして
GFP 安定発現株を作成した。細胞分裂期に
ついて、分裂期の間、形態観察を行い前期
から終期のそれぞれの phase の長さにつ
いて計測したが、いずれもコントロールと
比して有意な変化は観察されなかった。 
④ 細胞の分裂期以外の時期についても、

STB/HAP1 安定発現株の細胞周期染色を行
い評価を行った。細胞周期は、Hela 細胞
に HAP1cDNA 導入するとコントロール
（DEME）に比べ、間期が長くなる結果が得
られ、分裂期の G2/M 期や G1/G0 期に対し
て特に S 期が増える様子が観察された。
Hela 細胞に HAP1cDNA を細胞内導入して
HAP1 の細胞周期に対する影響を検討した。 

(7) 細胞ストレスによるアポトーシス誘導
に対する HAP1 発現の影響 
 培養細胞系で種々のストレス(小胞体ス
トレス、酸化ストレス、熱ショックストレ
ス、プロテアソーム阻害ストレス等) を与
えて細胞死を誘導する評価系を確立した。
上記評価系を用いて、HAP1 導入による細
胞死保護効果の特異性を検討した。その結
果、プロテアソーム阻害ストレス特異的に
細胞死保護効果を示すことに初めて示す
ことが出来た。 

(8) 遺伝子改変 mouse の作成 
 実際、脳内でも PCM1 や Htt など中心体
関連物質の形態変化が起こるのか、HAP1
遺伝子改変により HAP1 低発現領域（線条
体、視床、大脳皮質、海馬など）に HAP1
を発現する HAP1transgenic mouse の作製
を試みた。STB/HAP1 低発現領域（線条体、
大脳皮質、海馬など）に HAP1 を発現する
トランスジェニックマウスの作成に世界
で初めて成功した。現在、これらを繁殖さ
せて十分実験に使える段階にまで増やし
ている。また、STB/HAP1 の高発現領域（視
索前野、視床下部、扁桃体等）で、HAP1
の発現がなくなったときの、PCM1 と Htt
の形態変化を明らかにするため、HAP1KO 
mouse の作成にも着手した。KO mouse につ
いては、現在、ヘテロ KO mouse の誕生ま
で作成が進んでおり、一部ホモ KO mouse
が誕生し始めている。 
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