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ポリグルタミン病は、病因遺伝子の翻訳領域内にあるポリグルタミンをコー

ドする CAG リピートの異常伸長を共通の原因とする疾患群である。現在までに

9 つの遺伝性神経変性疾患、すなわち、ハンチントン病 (Huntington’s disease: HD)、

球脊髄性筋萎縮症 (SBMA)、歯状核赤核・淡蒼球ルイ体萎縮症 (DRPLA)、

Machado-Joseph病(MJD)、Spinocerebellar ataxia1型(SCA1)、2型(SCA2)、6型(SCA6)、

7 型(SCA7)、17 型(SCA17)がポリグルタミン病として同定されている。これらの

疾患にはCAGリピート長と発症年齢の関係など多くの共通性が認められる一方、

それぞれの疾患に特徴的な選択的神経変性が知られており、個々の疾患発症機

構については不明な点が多い。 

本研究では、HD の病因遺伝子(Huntingtin 遺伝子)から産出される Huntingtin タ

ンパク質について、 

(I) RNA 干渉法（RNAi）による正常型タンパク質の機能解析 

(II) 変異型タンパク質の凝集体形成機構の解析 

を行った。 



I. siRNA-mediated inhibition of endogenous Huntingtin gene expression induces 

an aberrant configuration of the ER network 

HD は、常染色体優性遺伝形式を示す遺伝性神経変性疾患で、主に中年期から

初老期に発症し、舞踏様不随意運動、精神症状や痴呆をともなって進行する疾

患である。HD の病因遺伝子（Huntingtin 遺伝子）は 1993 年に同定され、その遺

伝子が産出する Huntingtin タンパク質の異常伸長したポリグルタミン鎖が神経

細胞に障害を与えることで疾患の原因になると考えられている。そのため、こ

れまでの研究の多くがポリグルタミン鎖異常伸長をもつ「変異型 Huntingtin タン

パク質」の解析を目的としており、「正常型 Huntingtin タンパク質」の生理機能

に関しては未だ不明な点が多い。「正常型 Huntingtin タンパク質」の機能を明ら

かにするためには、遺伝子機能の喪失による機能解析が有効な手段のひとつで

あると考えられるものの、Huntingtin 遺伝子のノックアウトマウスは胎性致死で

あるためマウス生体における機能解析は困難である。細胞レベルではアンチセ

ンスオリゴ法によるノックダウンが試みられたが、その抑制効果は部分的であ

り機能解析には結局不十分であった。 

そこで本研究では、効果的な遺伝子ノックダウン法である RNAi 法を用いて

「正常型 Huntingtin タンパク質」の機能解析を行った。Huntingtin 遺伝子を標的

とする short interfering RNA を合成し、マウス神経芽細胞腫 N2a 細胞に導入した

ところ、Huntingtin 遺伝子特異的に mRNA 及びタンパク質の発現を 85%以上抑

制することに成功した。「正常型 Huntingtin タンパク質」の機能喪失が細胞に与

える影響を検討するため、RNAi を誘導した細胞のオルガネラについて、その形

態・局在を蛍光抗体法や各オルガネラ特異的な染色剤を用いて解析した。その

結果、RNAi を誘導した細胞では小胞体の断片化が観察された。また、小胞体の

断片化に伴う小胞体ストレス関連タンパク質の発現上昇や、分泌経路の異常は

認められなかった。T98G 細胞（ヒト神経膠芽腫細胞腫細胞）でも同様の異常が

観察されることから、「正常型 Huntingtin タンパク質」の機能のひとつとして小

胞体の形態形成に重要な働きをすることが示唆された。さらに、ミトコンドリ

アやゴルジ体、リソソームなど他のオルガネラの形態・分布に全く異常は認め

られないことから、「正常型 Huntingtin タンパク質」は小胞体特異的にその形態



形成・維持に関与しているものと考えられた。 

 

II. Molecular recognition of aggregation-prone Huntingtin protein by 14-3-3 

proteins induces an efficient polyglutamine aggregation   

HD を含むポリグルタミン病に共通する現象として、変異タンパク質による凝

集体形成が知られている。HD における凝集体形成の病理的意義については意見

の分かれるところであるが、転写因子などの結合による遺伝子発現への影響や、

ユビキチン・プロテアソーム系への障害などが多数報告されており、凝集体形

成過程の疾患発症機構への関与が示唆される。「変異型 Huntingtin タンパク質」

のポリグルタミン鎖は in vitro ではそれ自体で凝集体を形成するが、細胞内にお

ける凝集体形成過程は細胞性因子により調節されることが示されている。これ

まで凝集体形成を抑制する細胞性因子として、タンパク質の折りたたみ・分解

に関わる因子が複数同定されているが、凝集体形成を促進する因子については

ほとんど解析が行われていない。 

本研究では、「変異型 Huntingtin タンパク質」の凝集体形成過程について解析

するため、GFP を融合した変異型 Huntingtin 遺伝子のエクソン１発現ベクター

(Htt86Q-EGFP)を構築し、培養細胞を用いた一過性発現の系において検討した。

Htt86Q-EGFP を発現した N2a 細胞は高率に凝集体を形成したが、Htt86Q-EGFP

から N 末の 17 アミノ酸(N1-17)を欠失させた場合には凝集体形成率が有意に低

下することが明らかとなった。他のアミノ酸領域を欠失させた場合には顕著な

影響は認められないことから、Htt86Q-EGFP の凝集体形成には、異常伸長した

ポリグルタミン鎖に加えて N1-17 も重要であると考えられた。次に、ポリグル

タミン鎖の N 末に存在するアミノ酸配列が凝集体形成に与える影響について検

討するため、N1-17 欠失 Htt86Q-EGFP の N 末に様々な特徴をもったアミノ酸配

列を挿入した N 末 chimeric Htt86Q-EGFP を構築し、それらの凝集体形成を観察

した。核移行配列、核排出配列、ER 移行シグナル、ミトコンドリア移行シグナ

ル、任意のタンパク質（GAPDH 及び Hsc70）の 1-17 アミノ酸などを N 末に挿

入した chimeric Htt86Q-EGFP では、Htt86Q-EGFP に比べて凝集体形成は低率で

あった。一方、PrP の 122-139 アミノ酸を N 末に挿入したところ、Htt86Q-EGFP



と同程度の凝集体形成が観察された。PrP の 122-139 アミノ酸は、14-3-3 タンパ

ク質の結合部位として同定された領域であり、14-3-3 タンパク質の結合により

PrP の凝集体形成が促進されることが報告されている。14-3-3 タンパク質は脳組

織で発現量の多いタンパク質ファミリーであり、神経変性疾患に関わる様々な

異常タンパク質と結合し、凝集体（封入体）の形成に関与する可能性が近年提

唱されている。そこで、14-3-3 タンパク質と Htt86Q-EGFP との結合について免

疫沈降法による解析を行ったところ、14-3-3タンパク質はHtt86Q-EGFP とN1-17

依存的に結合し、ポリグルタミン鎖の異常伸長はその結合を促進することを見

出した。また、Htt86Q-EGFP と結合するのは 14-3-3 タンパク質の 4 つのアイソ

フォーム(β、γ、η、ζ)であることを確認した。Htt86Q-EGFP の凝集体形成に対す

る 14-3-3 の寄与を調べるため、14-3-3 アイソフォーム特異的な RNAi を誘導し

た細胞における凝集体形成について検討した。その結果、14-3-3ζのノックダウ

ンにより Htt86Q-EGFP の凝集体形成が有意に低下することが明らかとなった。

以上の結果より、14-3-3ζは Htt86Q-EGFP の N1-17 に結合し、その凝集体形成を

促進する因子である可能性が示された。 

 

以上、本研究では、「正常型 Huntingtin タンパク質」の機能喪失が小胞体の形

態異常を誘導することを明らかにした。他のオルガネラの形態・分布には顕著

な影響が認められないことから、「正常型 Huntingtin タンパク質」は小胞体特異

的にその形態形成に関わることが示唆される。 

また、「変異型 Huntingtin タンパク質」の凝集体形成には N 末 17 アミノ酸が

重要であることを見出し、凝集体形成を調節する因子として 14-3-3ζを同定した。

14-3-3 タンパク質は「変異型 Huntingtin タンパク質」の N 末 17 アミノ酸に結合

することが示された。さらに、14-3-3ζのノックダウンにより「変異型 Huntingtin

タンパク質」の凝集体形成が有意に減少することから、14-3-3ζの結合により変

異型タンパク質の凝集体形成が促進されると考えられる。 

 
 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


