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研究背景

  ハンチン卜ン病は遺伝性の神経変性疾患であり、線条体や大脳皮質の神経細胞ガ減少することで不随意運

動、情勧障害、認識カの低下などの症状ガあらわれる。これはハンチンチン(lluntingtin，Htt)遺伝子の第ー

エキソン内部にあるCAG (Q)反復配列ガ変異により異常伸長することガ原因であり、変異Httの遺伝子産

物は非常に凝集しやすく神経細胞に蓄積し毒性を示す。ハンチントン病患者の神経細胞内には様々な変異

Httの凝集中間体ガ混在していると考えられているガ1、変異Httガどのような機序で神経毒性を示すかにつ

いては未だ不明な点ガ多い。

  分子シヤペロンは様々なタンパク質の品質管理を担つており、Hsp70/Hsp40やCCTなどいくっかの分子

シヤペ口ン因子ガ変異Httの凝集を阻害し神経細胞死を抑制することガわかつている4ー。Prefoldinは真核

生物と古細菌にユビキタスに発現する分子で、13～21 kDaの6つのsubunit PFDl~6からなるヘテロ六量体

の複合体である6。Pre沁IdinはHsp70/Hsp40，CCTと協調してac缸n，tubu‖nのフオールデイングを補助す

る分子として発見され、新規合成タンパク質に一時的に結合し未変性状態を維持する機能を担つている7t8。

Prefoldinの基質認識部位は6つのsubunitごとに異なる墓質親和性を持つているため様々なタンパク質を

認識すると考えられているg。また、P陀foldinはアルツハイマ一病の原因であるamyIddpの繊維状凝集の

形成を抑制することガ知られている9。我々の研究グループは変異Hn凝集経路のうち、最も初期の段階であ

る変異Httのミスフオールトやオリゴマ―形成を阻害する機構を解析するためPrefoIdinによる変異Htt

の凝築状態の変化と細胞死について解析を行った。

実験結果

(a)変異Htt不溶性凝集はPrefoldin減少により増加した

  神経分化誘導したNeuro-2aにおいてPFD2，PFD5ノツクダウン条件下での変異Htt凝集陽性細胞を計

測したところHttQ78-GFP発現細胞の一部で核近傍に封入体を形成した細胞ガ観察され、ざらにPrefoIdin

ノツクダウン細胞では変異Hnの封入体ガ有意に増加した。またH仕Q78－GFP発現Neuro｜2aにおける

Prefoldinの局在を観察した。細胞内在性PFD2，PFD5を免疫染色したところPFD2，PFD5ともに細胞質

にドツ卜状に局在しHnQ78‐GFP封入体と共局在しないことガわかった。

（b）再構成Pmfoldinはinvitm環境において変異Hn凝集を抑制する

  上記までの実験結果を受けて、より微小な凝集を詳細に観察するため加mり実験を行った。変異Httは

非常に凝集しやすいため電子顕徹鏡下において繊維状の凝集ガ観察された。野生型のHnでは繊維状の凝集

ガ見られなかった。ー方、HnQ53にPrefoIdinを添加したものを観察すると繊維状の凝集ガほとんど見られ

なかったため、PrefoIdinは変旻Httの繊維状凝集形成を直接阻害寸ることガわかった。続いて、AIexa488を
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ラベルしたmyc-HttQ53を用いて全反射顕微鏡による―分子観察を行った。Alexa488-HttQ53はPrefoldin

非添加条件において巨大な凝集を形成した。一方Pref0｜dinを添加すると非常に小さい凝集だけガ観察され

た。この小ざい凝集を未凝集の川餓a488’HttQ53単分子の蛍光強度と比較すると観察された凝集の1粒子あ

たりの蛍光強度はAIexa488―HttQ53単分子の2倍から4倍までの範囲に収まることガわがった。Pref01dinは

mm・0環境において変異Httの凝集をdImerItet旧merにとどめ、凝集の成長を阻害することガ示唆された。

（ c） PrefoIdinは 細 胞 内 に お い て も 変 異 Hnの 可 溶 性 凝 集 を 滅 少 さ せ る 効 果 を も っ

  加竹r〇実験での結果ガ細胞内でも同様に再現されるか検討するために、蛍光梧関分光法FCSを用いて変

異Httの可溶性凝集のサイズ変化について観察した。FCSは共焦点顕微鏡を用いて蛍光分子の発する蛍光

を―分子的に検出し、蛍光分子の移動速度や亠分子当たりの蛍光強度を算出することガできる。実験の結果

PreわldInノツクダウン細胞ではHttQ78‐GFPの可溶性凝集ガ増加していることガわかった。これにより、

細 胞 内 に おい て も PrefoIdinガ 変 異 Hnの 可 溶 性 凝集 の 形 成 を抑 制 し て いる こ と ガ示 唆され た。

td）P陀foIdinは変異Hn毒性によつておこる神経細胞死を滅少亡せる

  最後に、PrefoIdinガ変異Hnのもっ神経毒性を軽減することガできるかを検討するために細胞死につい

て観察した。GFP，HnQ23ーGFPを導入した細胞と比較してト1旧78‐GFP導入細胞では明らかに細胞死ガ増

加していた。さらにPFD2，PFD5ノツクダウン細胞において細胞死率は有意に上昇した。よつて神経分化

処理したNeuro‐2a細胞においてPref0｜dinは変異H仕の細胞毒性による神経細胞死から保護する作用ガあ

ると示唆された。

まとめ

  Prefoldinは既 に形成 ざれた変異Hn凝集体を解いて凝集を減少させるというよりも変異Hnmonomer

やより小さいoligomerと結合し凝集の成長を抑制する効果ガあると考えられる。また、Prefoldinにより変

異Htt凝集ガ抑制されることで神経細胞死ガ減少していることガ示唆された。
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prefoldinのポリグルタミン凝集抑制効果に関する研究

  ハンチントン病は遺伝性の神経変性疾患であり、線条体や大脳皮質の神経細胞が減少することで不随意

運動、情動障害、認識カの低下などの症状があらわれる。これはハンチンチン(lluntingtin，〃・め遺伝子の第

一工キソン内部にあるCAG (Q)反復配列が変異により異常伸長することが原因であり、変異Httの遺伝

子産物は非常に凝集しやすく神経細胞に蓄積し毒性を示す。ハンチン卜ン病患者の神経細胞内には様々な

変異Httの凝集中間体が混在していると考えられているが1、変異Httがどのような機序で神経毒性を示す

かについては未だ不明な点が多い。

  分子シャペロンは様々なタンバク質の品質管理を担っており、Hsp70/Hsp40やCCTなどいくっかの分

子シャペ口ン因子が変異Httの凝集を阻害し神経細胞死を抑制することがわかっている。Prefoldinは真核

生物と古細菌にユビキタスに発現する分子で、13~21 kDaの6つのsubunit PFD1～6からなるへテ口六量体

の複合体である。PrefoldinはHsp70/Hsp40，CCTと協調してactin，tubulinのフオールディングを補助する

分子として発見され、新規合成タンバク質に一時的に結合し未変性状態を維持する機能を担っている。

Prefoldinの基質認識部位は6つのsubunitごとに異なる基質親和性を持っているため様々なタンバク質を

認識すると考えられている。また、Prefoldinはアルツハイマー病の原因であるamyloidpの繊維状凝集の

形成を抑制することが知られている。我々の研究グループは変異Htt凝集経路のうち、最も初期の段階で

ある変異Httのミスフオールドやオリゴマー形成を阻害する機構を解析するためPrefoldinによる変異

Httの凝集状態の変化と細胞死について解析を行った。

  (a)変異Htt不溶性凝集はPrefoldin減少により増加した

  神経分化誘導したNeuro-2aにおいてPFD2，PFD5ノックダウン条件下での変異Htt凝集陽性細胞を計

測したところHttQ78-GFP発現細胞の一部で核近傍に封入体を形成した細胞が観察され、さらにPrefoldin

ノックダウン細胞では変異Httの封入体が有意に増加した。またHttQ78-GFP発現Neuro-2aにおける

Prefoldinの局在を観察した。細胞内在性PFD2，PFD5を免疫染色したところPFD2，PFD5ともに細胞質に

ドット状に局在しHttQ78-GFP封入体と共局在しないことがわかった。

(b)再構成Prefoldinはin vitro環境において変異Htt凝集を抑制する

  上記までの実験結果を受けて、より微小な凝集を詳細に観察するためin vitrD実験を行った。変異H．nは
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非常に凝集しやすいため電子顕微鏡下において繊維状の凝集が観察された。野生型のHttでは繊維状の凝

集が見られなかった。一方、HttQ53にPrefoldinを添加したものを観察すると繊維状の凝集がほとんど見

られなかったため、Prefoldinは変異Httの繊維状凝集形成を直接阻害することがわかった。続いて、

Alexa488をラベルしたmyc-HttQ53を用いて全反射顕微鏡による一分子観察を行った。Alexa488ーHttQ53

はPrefoldin非添加条件において巨大な凝集を形成した。一方Prefoldinを添加すると非常に小さい凝集だ

けが観察された。この小さい凝集を未凝集のAlexa488-HttQ53単分子の螢光強度と比較すると観察された凝

集の1粒子あたりの螢光強度はAlexa488-HttQ53単分子の2倍から4倍までの範囲に収まることがわかった。

Prefoldinはin vitro環境において変異Httの凝集をdimer-tetramerにとどめ、凝集の成長を阻害すること

が示唆された。

(c) Prefoldinは 細 胞 内 に お い て も 変 異Httの可 溶 性 凝集 を 減 少さ せ る 効 果を も つ

  in vitro実験での結果が細胞内でも同様に再現されるか検討するために、螢光相関分光法FCSを用いて

変異Httの可溶性凝集のサイズ変化について観察した。FCSは共焦点顕微鏡を用いて螢光分子の発する螢

光を一分子的に検出し、螢光分子の移動速度や一分子当たりの螢光強度を算出することができる。実験の

結果Prefoldinノックダウン細胞ではHttQ78-GFPの可溶性凝集が増加していることがわかった。これによ

り、細胞内においてもPrefoldinが変異Httの可溶性凝集の形成を抑制していることが示唆された。

(d) Prefoldinは変異Htt毒性によっておこる神経細胞死を減少させる

  最後fこ、Prefbldinが変異Httのもつ神経毒性を軽減することができるかを検討するために細胞死につ

いて観察した。GFP，HttQ23‐GFPを導入した細胞と比較してHttQ78‐GFP導入細胞では明らかに細胞死が

増加していた。さらIこPFD2．PFD5ノックダウン細胞において細胞死率は有意に上昇した。よって神経分

化処理したNeur0‐2a細胞においてPrefoldinは変異H仕の細胞毒性による神経細胞死から保護する作用が

あると示唆された。

  これらの知見は、夕ンバク質のquality control機能解析に対し大きく貢献するところ大なるものが

ある。

    よって著者は，北海道大学博士（生命科学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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