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研究成果の概要（和文）：ポリアラニン伸長疾患の原因タンパク質の多くは、個体の初期発生に関わる転写因子
である。それぞれのタンパク質中のポリアラニン領域が伸長すると、その転写因子が関わる発生が正常に進まず
に、形態形成異常を呈する。本研究では、それらの転写因子のポリアラニン正常長と伸長型の遺伝子を使用し
て、哺乳類培養細胞の系で分子生物学・生化学的な解析を行った。また、アフリカツメガエル（Xenopus 
laevis）の初期胚に発現させて発生期における影響を調べた。

研究成果の概要（英文）：Most causative genes of polyalanine expansion disorders encode transcription
 factors which are expressed at early development. Expanded polyalanine tracts in these proteins may
 cause the loss of function of the protein or the gain of novel function. In this study, biochemical
 and molecular biological analyses in cultured cells were performed to reveal the molecular 
mechanism of these disorders. In addition, each causative protein was expressed in embryo of Xenopus
 laevis to analyze its effect on development.
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１．研究開始当初の背景 
 

タンパク質の中で同じアミノ酸が連続し
た領域をポリアミノ酸領域という。全部で 20
種類あるポリアミノ酸のうち、ポリグルタミ
ン領域、ポリアラニン領域の伸長によって引
き起こされる疾患が 9つずつ報告されている。
ポリグルタミン伸長疾患の多くは、それぞれ
の原因タンパク質のポリグルタミン領域が
約 40 残基以上に伸長した場合に発症する優
性遺伝を示す神経変性疾患である。一方、ポ
リアラニン伸長疾患の多くは、原因タンパク
質（形態形成に関わる転写因子）のポリアラ
ニン領域が約 20 残基以上に伸長した場合に
発症する優性遺伝の形態形成異常である。ポ
リアラニン伸長疾患の発症機構にはまだ不
明な点が多く、原因タンパク質のポリアラニ
ン領域の伸長が、機能獲得、機能喪失（ハプ
ロ不全または優性阻害）のいずれかを引き起
こすのかという問題さえ、いまだ解明されて
いない。 

 
ポリアラニン伸長疾患の原因タンパク質

の多くは、個体の初期発生に関わる転写因子
である。それぞれのタンパク質中のポリアラ
ニン領域が伸長すると、その転写因子が関わ
る部位の発生が正常に進まずに、形態形成異
常を呈する。 

 
 近年、性分化疾患の罹患率の高さが指摘さ
れているが、これらの一部は HOXA13 のポ
リアラニン伸長による手足性器症候群によ
るものである。その他、筋ジストロフィー、
精神遅滞、下垂体機能低下症など、ポリアラ
ニン伸長疾患は単なる形態形成異常にとど
まらず、患者の生活の質を著しく低下させる
ものが多く、分子機構の解明は社会的にも強
く望まれている。 
 

各タンパク質のポリアラニン領域の伸長
によって、何が起こっているのか。これまで
に、研究代表者は、様々な長さのポリアラニ
ン領域だけをタグタンパク質に付加して実
験を行い、ポリアラニンは、伸長疾患の閾値
付近である約 23 残基を境に劇的にその性
質・構造を変化させることを明らかにした
（Oma et al, 2007）。そのような疾患閾値付
近での劇的な構造変化（異常相互作用、凝集
など）は、ポリグルタミン伸長疾患の研究に

おいても過去に観察されているが、伸長ポリ
グルタミンは SDS 耐性の強固な凝集を形成
するのに対して、伸長ポリアラニンによる凝
集は SDS 非耐性であることがこの研究から
初めて明らかとなった。さらに、上記研究で
は、疾患閾値以上に伸長したポリアラニンが、
正常長のポリアラニンと相互作用する可能
性も実験によって示唆された。それによって、
伸長ポリアラニンの「優性阻害」機構の可能
性が新たに示唆されたが、実際の疾患におけ
る分子機構はまだ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでは、様々な長さのポリアラニン領
域だけを用いて研究を行ってきたが、本課題
では、実際の疾患の原因タンパク質（ポリア
ラニン正常長と伸長型）を用いて、伸長型ポ
リアラニンが、どのように疾患を引き起こし
ているのかを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 各疾患の原因遺伝子コンストラクトの
作製と培養細胞における発現 
各疾患の原因遺伝子（ポリアラニン正常

長）を cDNA ライブラリーからクローニング
し、各実験に用いる発現ベクターに挿入した。
また、クローニングされた正常長遺伝子と、
ポリアラニンをコードする(GCN)n ロングオ
リゴから、ポリアラニン伸長型コンストラク
トを作製した。作製した各疾患の原因遺伝子
コンストラクト（ポリアラニン正常長および
伸長型）を哺乳類培養細胞にて発現させ、細
胞内局在の観察およびウエスタンブロット
による解析を行った。 
 
(2) 相互作用の解析 
 伸長型ポリアラニンタンパク質同士の相
互作用と、伸長ポリアラニンと正常型ポリア
ラニンタンパク質の間の相互作用を、それぞ
れに付加しているタグに対する抗体を用い
た共免疫沈降法によって調べた。 
 
(3) 転写活性の測定 
 疾患の原因遺伝子（転写因子）に対する応
答配列を持つベクターを用いて、培養細胞の
系にてレポーターアッセイを行い、転写活性
を測定した。また、ポリアラニン正常長と伸
長型を共発現させた時の転写活性の変化も
調べた。 
 
(4) アフリカツメガエル（Xenopus laevis）
の初期胚を用いた機能解析 
 ポリアラニン正常型および伸長型の遺伝
子コンストラクトから、in vitro の系で RNA
を合成・精製し、アフリカツメガエルの初期
胚に注入し、発生におけるそれぞれの影響を
形態観察および各発生時期分子マーカーを
指標にした生化学的解析により調べた。 



４．研究成果 
 
(1) 哺乳類培養細胞の系での発現 

各疾患の原因遺伝子コンストラクト（ポリ
アラニン正常長と伸長型）をそれぞれ哺乳類
培養細胞の系で発現させ、細胞内局在を観察
したところ、ポリアラニン正常長は核局在を
示したのに対し、伸長型は細胞質に凝集体を
形成した。この凝集体形成は、ウエスタンブ
ロット解析によっても確認された。 
 

 
(2) 相互作用の解析 

伸長ポリアラニンによる優性阻害機構の
可能性を検証するため、伸長ポリアラニンタ
ンパク質同士の相互作用と、伸長ポリアラニ
ンと正常長ポリアラニンタンパク質の間の
相互作用を、哺乳類培養細胞の系で共免疫沈
降法を用いて調べた結果、いずれの相互作用
も示唆された。 
 

 
(3) 転写活性の測定 

同培養細胞の系においてレポーターアッ
セイを行い、転写活性を測定した。その結果、
ポリアラニンが正常長のものと比較して、伸
長型のものは、転写活性の著しい低下が見ら
れた。また、ポリアラニン正常長と伸長型と
共発現させたものでは、正常長を単独で発現
させたものと比較して、有意に転写活性の低
下が見られ、伸長ポリアラニンによる優性阻
害効果が確認された。 

(4) アフリカツメガエル（Xenopus laevis）
の初期胚を用いた機能解析 
 アフリカツメガエルの初期胚に、各遺伝子
コンストラクト（正常長ポリアラニンおよび
伸長ポリアラニン）を注入し過剰発現させ、
胚の発生における影響を観察したところ、幾
つかの遺伝子を注入した胚において、著しい
発生異常が観察された。本実験によって、ヒ
トのポリアラニン伸長疾患の病態の一端が
アフリカツメガエルの系において初めて再
現され、疾患の新しい動物モデルが構築され
た。 
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