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３ 研究のねらい： 

RNA ポリメラーゼ II は細胞の最も基本的機能である転写を担う核蛋白であり、その C 末端ドメ

インのリン酸化／脱リン酸化を利用して種々の蛋白と結合し、転写とRNAプロセッシングを段階的

に調節している。 私たちが神経変性の仲介分子として同定した WW ドメイン蛋白（PQBP-1）はこ

の C 末端ドメインに結合する蛋白の一つであった。疾患蛋白は PQBP-1 との結合により RNA ポリ

メラーゼ II に作用し、転写／RNA プロセッシングを阻害すると考えられた。この知見は、疾患蛋白

が RNA ポリメラーゼ II 結合蛋白群の核内分布と機能に対して広範な“時空間的影響”を与えるこ

とを示唆している。本研究では、トランスクリプトーム解析、プロテオーム解析等の網羅的手法を

用いて、ポリグルタミン疾患蛋白による転写機能障害の全体像の解明、RNA ポリメラーゼ II 機能

障害による細胞死モデルの構築を主要な目標とし、さらに得られた知見から神経変性疾患の治

療の可能性を探ることとした。 

 

４ 研究成果： 

本研究では１）RNA ポリメラーゼ II 機能障害による細胞死モデル、２）ポリグルタミン変異蛋白発

現神経細胞、３）PQBP1 モデルマウスの３つの対象に対して網羅的解析を行った。これにより、

各々、転写障害性細胞死の制御分子の発見、異常ポリグルタミン蛋白による転写障害の全体像

解明、PQBP1 による神経変性のシグナル経路解明を目指した。以下各々の項目について成果を

述べる。 

 

(1) RNA ポリメラーゼ II 機能障害 

ポリグルタミン異常蛋白は様々な転写関連分子と結合することがこれまでに報告されている。し

かし結果として、総転写量が変化するか否かについてはこれまで検討されたことはなかった。そこ

で、私たちは培養液からの BrU の取込みで総転写量を測定する実験系を開発し、初代培養神経

細胞にアデノウィルスベクターでポリグルタミン異常蛋白を発現させ、総転写量の変化を検討した。

その結果、５—１０％程度ながら統計学的に有意な減少がポリグルタミン異常蛋白(ハンチンチンお
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よびアタキシン１)によって生じることが明らかになった(Hoshino et al., 2004)。                         

次に、総転写量減少が神経細胞に与える影響を検討した。RNA ポリメラーゼ II に対する RNAi

は有効に働かなかったため、RNA ポリメラーゼ II の特異的阻害剤であるアルファアマニチンを用

いて、神経細胞の生存を観察した結果、RNA ポリメラーゼ II 阻害は神経細胞に極めて緩慢な細胞

死（半減期５日）を起こすことが明らかになった。電子顕微鏡を用いて観察すると一部の神経細胞

に細胞質の空胞が生じていた。各種の細胞内小器官マーカー蛋白に対する抗体を用いて、この

空胞の由来を検索した。オートファゴゾームのマーカーである LC3 は空胞と一致しなかった。最終

的に局在の一致したものは小胞体マーカーである ECFP-ER であり、空胞は何らかの要因で拡張

した小胞体と考えられる。一方、ネクローシスに特徴的なミトコンドリアや細胞質の膨張は見られ

ず、また、アポトーシスに特徴的な核の分節化やクロマチンの濃縮も認められなかった。Genomic 

DNA の解析においても断片化は見られなかった。カスパーゼ活性化とチトクローム C のミトコンド

リアからの放出も見られなかった。以上から、RNA ポリメラーゼ II 機能障害によって生じる神経細

胞死は、ネクローシス、アポトーシス、オートファジーのいずれとも異なる細胞死であると考え、こ

の細胞死をトリアド TRIAD（第３の細胞死の意味を込めて）と名付けた。 

続いて、トリアドで生じる遺伝子発現変化とアポトーシスの遺伝子発現変化をマイクロアレイ（１

万４千遺伝子）で解析し、両者を比較することでトリアドに特異的な分子変化を捕らえることを試み

た結果、yes-associated protein (YAP)の減少を検出した。YAP は転写因子 p73 の補助因子として

働き、細胞死促進遺伝子（Bax,PUMA など）の発現量を上昇させ、アポトーシスを起こすことが知ら

れている。YAP 減少は、RNA ポリメラーゼ II 機能障害においてアポトーシスにならない理由の一つ

と考えられた。さらに、神経細胞には従来報告のない新規 YAP isoform が発現していることを発見

した。YAPdeltaC と名付けたこの分子は、転写活性化ドメインである C 末端を欠損しており、YAP

に対して dominant negative に働いて YAP-p73 を介したアポトーシスへの細胞死シグナルを抑制

することを確認した。 
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図１ ハンチントン病蛋白の神経毒性に対する YAP 新規分子の治療効果 

１：正常ハエの複眼、２：ハンチントン異常蛋白発現ハエ、３：ハンチントン異常蛋白に加えて新規

YAP（YAPdeltaC）を発現した。ハエ複眼の変性が顕著に改善している。 

 

また、トリアドとポリグルタミン病態との関連を調べるために、YAPdeltaC, p73 のポリグルタミン

モデルおよびヒト疾患脳における動態を検討した。異常ポリグルタミン蛋白を神経細胞に発現させ

ると、p73 の活性化（リン酸化）が誘導された。同じく、ヒトのハンチントン病脳の罹患部位である線

条体の神経細胞でも p73 の活性化が免疫組織学的に確認された。YAPdeltaC は活性化 p73 と同

じ神経細胞に発現していることが確認できた。また、ハンチントン病ショウジョウバエモデルにおい

て YAPdeltaC は複眼の神経細胞変性を抑制した（図１）。以上から、トリアドとハンチントン病神経

変性は共通性を持つ可能性が示唆された（JCB in press）。 

 

(2) ポリグルタミン変異蛋白発現 

ａ） トランスクリプトーム解析 

大脳、小脳、線条体から準備した３種類の初代培養神経細胞にハンチンチンおよびアタキシン

１をアデノウィルスベクターを用いて発現させた。この６種類の組み合わせについて、正常ポリグ

ルタミン蛋白、異常ポリグルタミン発現、モックウィルス感染の３処理を行い、RNA 抽出してマイク

ロアレイを行い比較検討した。これによって、遺伝子特異的な発現変化、神経細胞特異的な変化、

２種の疾患遺伝子に共通した変化などを検出することを試みた。 

この結果、疾患耐性の神経細胞では病態において保護因子と考えられる hsp70 の発現が上昇

していることが明らかになった。hsp70 はシャペロン分子として異常ポリグルタミン蛋白の構造変換

に関わり、細胞実験あるいはトランスジェニックマウスの掛け合わせから、多くの報告がポリグル

タミン蛋白の毒性を緩和すると報告している。私たちの実験からは、hsp70 は小脳細胞（顆粒細

胞）において異常ハンチンチンを発現した場合に正常ハンチンチン発現と比較して２７倍もの発現

上昇が見られるものの、他の神経細胞あるいはアタキシン１では２倍以下の変化に止まるという

結果が得られた。さらに Western blot でも蛋白が約８倍に上昇することが確認できた。 

続いてhsp70の発現上昇をRNAiを用いて抑制すると小脳細胞の異常ハンチンチンへの抵抗性

が失われること、大脳神経細胞に hsp70 を過剰発現すると抵抗性を獲得することを認めた。また、

発現上昇のメカニズムを解析し、HSF(heat shock factor)は直接関連せず、別の抑制性転写因子

が核内封入体に取り込まれることで、転写抑制解除が起きていることが判明した（投稿準備中）。

Hsp70 以外にも複数の候補分子が同定されており、現在その解析を急いでいる。 

  

ｂ） プロテオーム解析 
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トランスクリプトーム解析と同様な組み合わせでウィルスベクターによる異常蛋白発現を行った。

従来、核内封入体に取り込まれる蛋白については同様な解析の報告がある。しかし、核の可溶性

分画のプロテオーム変化については報告がなかった。核機能障害を考える上では、この情報は

必須のものと考えられた。 

核可溶性分画を２次元電気泳動で展開すると約４００のスポットが恒常的に認められ、これらに

ついて、蛋白量を定量して、異常蛋白発現、正常蛋白発現、モック処理の３群で比較した。変化の

起きたスポットを中心に質量解析をおこなって、約１００スポットを同定した。次に、変化を疾患遺

伝子／神経細胞種類で比較した。この際に、ヒト病態でのぜい弱性／抵抗性と対応した蛋白量変

化を示す分子 X に着目した。この分子 X は免疫染色において、ヒト疾患脳の神経細胞の核内マト

リックスで染色性が低下していること、モデルマウスでも同様であることを確認した後に、初代培

養神経細胞における異常ポリグルタミン毒性に対する効果を検討した。細胞死、細胞突起伸長な

ど複数のパラメーターに対して、ウィルスベクターによる X の補充は保護的に作用した。最後に、

ショウジョウバエモデルにおいて X の発現の影響を解析した。ハンチンチン、アタキシン１両者の

モデルショウジョウバエと X のトランスジェニックショウジョウバエを交配させると、複眼の神経変性

は明らかに改善を示した（論文投稿中）。 

以上の結果から、同定した X は新しい病態関連分子であり、今後治療に利用することができる

可能性が示唆された。 

 

(3) PQBP1 モデルマウス 

PQBP1 はポリグルタミン病異常蛋白に結合する分子として私たちが発見した新規分子である

(Waragai et al., Human Molecular Genetics 1999; Okazawa et al., Neuron 2002)。ポリグルタミン蛋

白の核内封入体に取り込まれてその機能は stabilize するものと考えられ、実際 PQBP１過剰発現

マウスは遅発性の神経変性を示した(Okuda et al., Human Molecular Genetics 2003)。私たちはさ

らに、神経変性の分子経路を解析するために、PQBP１トランスジェニックマウスより変性前組織を

採取して、コントロールマウスとトランスクリプトームを比較して、トランスジェニックマウスに特異的

に変化する遺伝子１４個を同定した。 

このうち約半数はミトコンドリアによってコードされる遺伝子であり、対応して変性前の脊髄運動

ニューロンでミトコンドリア蛋白の上昇が免疫組織学的に確認できた。そこで、電子顕微鏡を用い

て観察すると形態異常を示すミトコンドリアが多数認められた。また、PQBP1 を神経細胞で過剰発

現してミトコンドリア電位を測定すると過分極していることが明らかになった。以上から、PQBP1 過

剰発現はなんらかの経路を介してミトコンドリアストレスを生じると想定された。 

一方、発現が上昇する分子のなかに HDGF(HGF ではない)が認められた。これは癌細胞から単

離された特異な栄養因子である。HDGF 抗体を新たに作成して免疫染色を行うと、変性前の運動

456



ニューロンの核での染色が顕著に上昇していた。HDGF は、初代培養運動ニューロンの生存率を

あげ、突起伸長を促した。さらに、新生児ラットの顔面神経切断における顔面神経（運動ニューロ

ン）の生存率を上昇させた。以上のことから、HDGF が新しい運動ニューロン栄養因子であること

が明らかになった。また、病態上の位置付けとしては、変性前の運動ニューロンでは p53 の上昇

が見られ、p53 が HDGF の上流域の配列に結合して HDGF の転写量を増加させていること、また、

運動ニューロンで増加した HDGF は随液中に放出されて濃度が上昇していることを認めている。し

たがって、HDGF 上昇は変性病態に対して抑制的に働く一種の防御反応と考えられる(論文 revise

中)。 

 

５ 自己評価： 

神経変性疾患の病態解析は、異常蛋白発現をきっかけに、正常では起きにくい（あるいは起き

ることのない）細胞内の反応を捉えることであり、生理現象の解析とは違った難しさがある。網羅

的解析はこの問題を解決する可能性を含むものであり、さきがけ研究の支援を得て、泥沼のよう

な変性疾患病態に正面から取り組む機会を与えて頂いたことは大変な幸せであった。RNA 

polymerase II を中心とした転写機能が障害された場合に如何なる細胞死が生じうるかについて新

しいモデルを提唱したこと、トランスクリプトーム、プロテオームの網羅的解析から新しい病態関連

分子を発見したこと、は当初の目標に対応した成果と考えている。一方、網羅的解析から得られ

た候補分子が真に病態に関与するかを証明するには予想以上の労力と時間を必要とした。この

ため本研究の主要テーマについての論文発表は終了しておらず、完結したとは言いがたい。しか

しながら本研究の目的は、変性疾患の理解と治療開発のためには避けて通れないこと考えてお

り、今後も研究を継続して目標の完遂を目指したい。 

また、さきがけ研究では異なる領域の研究者と交流することで視点が広がり今後の研究の推

進のための貴重な財産となりました。深く感謝致します。 

 

６ 研究総括の見解： 

転写を担う基本要素である核蛋白質の一つとして知られる RNA ポリメラーゼⅡの機能と脳神経

機能疾患とを結び付けようとする意欲的な研究である。脳神経におけるアポトーシスとの関連を

追及した結果、従来とは異なる細胞死であるとの結論に達し、これをオメガプロセスと命名した。

オメガプロセスの病理をショウジョウバエ、培養神経細胞等を使って追求し、ポリグルタミン病、ハ

ンチントン病等の神経変性疾患の病態解明に迫るとともに、治療法を目指す注目すべき成果をあ

げつつある。こうした研究は本来、中・長期を要する課題であり、今後の展開を期待する。  
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