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ポリグルタミン（polyQ）病は，原因遺伝子内のダルクミンをコードするCAGリピートの異常伸長という共通の遺伝子  

異常により発症する，9つの遺伝性神経変性疾患の総称である。これらは共通の分子機構により発症すると考えられており，  

異常伸長したpolyQ銀白身が病的コンプオメーションを獲得することにより難溶性の凝集体を形成し細胞毒性を引きおこす  

と考えられているが，これまで十分には立証されていない。さらに，現時点でpolyQ病には有効な治療法は確立されていな  

い。そこで著者は異常伸長polyQ鎖の病的コンフォメーション獲得と凝集体形成，さらに細胞毒性との関連を解析した。さ  

らに治療法の確立という視点から，異常伸長polyQ鎖の病的コンフォメーション獲得を阻害するペプチドQBPlを用いた分  

子治療について検討を行った。  

第一章 異常伸長polyQ蛋白質の凝集体形成，細胞毒性におけるpolyQ鎖のコンプオメーションの役割   

蛋白質の構造に大きく影響を与えるプロリン残基を用いて，異常伸長polyQ鎖のコンフォメーションの破壊を試みた。円  

偏光二色性分散（CD）解析及び異常伸長polyQ銀将有のコンフォメーションを認識する1C2抗体を用いたウエスタンプロ  

ット解析により，挿入プロリン数依存的に異常伸長polyQ鎖特有のコンプオメーションが破壊されていることを示した。次  

いで濁度法を用いた玩v才一ro凝集体形成実験では，pOlyQ鎖に挿入されたプロリン残基の数依存的に凝集体形成が抑制され  

た。COS－7細胞に異常伸長polyQ蛋白質を発現させた培養細胞モデルでは，pOlyQ鎖に挿入されたプロリンの数依存的に凝  

集体形成と細胞死が抑制された。さらに治療分子という視点から，プロリン挿入を持つ正常鎖長polyQ蛋白質が異常伸長  

polyQ蛋白質の凝集体形成を遅延させることをinvitroの凝集体実験にて示した。以上の結果から，異常伸長polyQ鎖は病  

的コンフォメーションを獲得することにより凝集体を形成して細胞毒性を発揮すること，さらにこの病的コンフォメーショ  

ンが治療の標的となることが示唆された。  

第二章 polyQ鎖の病的コンフォメーション獲得を阻害するペプチドQBPlを用いたpolyQ病に対する分子治療法の解析   

第一章の結果から明らかであるように，異常伸長polyQ鎖に特異的に結合するペプチドを用いてこのような病的作用を阻  

害する目的で，以前に著者の研究室で異常伸長polyQ鎖結合ペプチド（QBPl）が同定された。これまでにQBPlは異常伸  

長polyQ鎖の病的コンフォメーション獲得を阻害し，そしてinvitro，及び培養細胞において異常伸長polyQ蛋白質の凝集  

体形成と細胞毒性を抑制することが明らかとなっている。さらに著者らはQBPlトランスジェニックショウジョウバエを作  

成し，pOlyQ病ショウジョウバエとの遺伝的交配により複眼変性と凝集体形成の抑制，及び寿命の短縮の改善を示し，  

QBPlのin vivoでの神経変性抑制効果を明らかにしている。治療法確立へ向けた次のステップとして，著者はQBPlを用  

いたpolyQ病モデルマウスの分子治療を試みた。QBPlの最小活性部位は8アミノ酸であるが，このままでは細胞透過効率  

が低いので，Protein Transduction Domain（PTD）と呼ばれる細胞膜透過シグナルを用いてQBPlの細胞内移行を効率化  

することを考えた。PTD－QBPlをCOS－7細胞細胞培養液に添加したところ，ほぼすべての細胞に導入され，さらに異常伸  
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長polyQ蛋白質の凝集体形成・細胞毒性が抑制された。次いで野生型マウスの脳室内にPTD－QBPlを注射したところ，高  

効率で脳室内周辺の細胞に導入できることを明らかにした。さらにpolyQ病モデルマウスの脳室内に浸透圧ポンプを用いて  

PTD－QBPlを7週間持続投与したところ，カニユーラ挿入付近の神経細胞の凝集体形成が抑制されており，異常伸長  

polyQ蛋白質が細胞内にびまん性に分布していた。これらの結果から，異常伸長polyQ鎖の病的コンフォメーションを阻害  

するペプチドQBPlが，pOlyQ病モデルマウスの分子治療に有用であることが示唆された。   

以上，著者は異常伸長polyQ鎖が病的コンフォメーション獲得することにより凝集体形成・細胞毒性を引きおこすことを  

明らかにし，この病的コンプオメーションが治療の標的となることを示した。さらに，PTD－QBPlの持続投与により  

polyQ病モデルマウス脳の組織学的表現型の改善がみられたことから，分子治療薬としての期待が示された。本研究は，現  

在有効な治療法のないpolyQ病の治療標的を明らかにしたものであり，pOlyQ病に対する分子治療法の確立に寄与するもの  

である。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

ハンチントン舞踏病に代表されるポリグルタミン（polyQ）病は，現時点で有効な治療法が存在せず，その発症機構の解  

明と治療法の確立が急務である 。pOlyQ病は原因遺伝子の異なる9種類の疾患の捻称であるが，原因遺伝子内でグルタミン  

をコードするCAGリピートの異常伸長という共通の遺伝子異常を示すことから，共通の分子機構により発症すると考えら  

れている。その発症機序として，異常伸長したpolyQ銀白身が病的コンフォメーション獲得することにより牡溶性の凝集体  

を形成し，細胞毒性を引きおこすという説が提唱されているが，これまで十分には立証されていない。そこで著者は，異常  

伸長polyQ鎖が病的コンフォメーションを獲得する最初のステップがその病態発症に重要であると仮説を立てこれを検証す  

ると共に，病的コンフォメーション形成を標的とした分子治療の可能性について検討を行い，以下の成果を得た。   

著者は，まず異常伸長polyQ蛋白質が病的コンフォメーションの獲得，凝集体形成，細胞毒性の発揮，の順に毒性を発揮  

する点に注目して，その根元となる痛的コンフォメーションの破壊を期待してプロリン残基を挿入した。その結果，（∋  

polyQ鎖へのプロリン挿入は，そのプロリン残基数依存的に異常伸長polyQ鎖特有のコンフォメーションの系背を阻害する  

こと，②polyQ鎖へのプロリン挿入は，その数依存的に凝集体形成を阻害すること，③polyQ鎖へのプロリン挿入は，強制  

発現系における異常伸長polyQ蛋白質の凝集体形成を細胞死を抑制すること，④プロリン挿入を持つ正常鎖長polyQ蛋白質  

が，異常伸長polyQ蛋白質の凝集体形成を遅延させることを発見した。これらの成果は，異常伸長polyQ鎖の病的コンフォ  

メーション形成が凝集体形成と細胞毒性の発揮に共に必須であることを証明し，これが治療の標的となることを示した初め  

ての例である。   

次いで，著者は異常伸長polyQ鎖への特異的結合により病的コンプオメーション形成を阻害するペプチドQBPlがpolyQ  

病モデルマウスに対して治療効果を発揮するかを検討した。まずペプチド性薬物を脳内へ効率的に送達するために，細胞膜  

透過シグナルであるProtein Transduction Domain（PTD）をQBPlに結合させ，その効果を調べた。その結果，PTD－  

QBPlは，①培養細胞評価系では，効率よく細胞導入され，異常伸長polyQ蛋白質の凝集体形成と細胞毒性を抑制すること，  

②脳室内投与により，高効率で脳室周辺細胞に導入できること，⑨polyQ病モデルマウスへの持続投与により，神経細胞に  

おける凝集体形成を抑制することなどの成果を得た。これらの成果は，異常伸長polyQ鎖の病的コンプオメーションを阻害  

するペプチドQBPlが，pOlyQ病モデルマウスの分子治療に有用であることが示唆された。   

以上の成果は，異常伸長polyQ鎖の病的コンフォメーションがpolyQ病の治療標的となりエルことを初めて示したもので  

あり，有効な治療法のないpolyQ病に対する分子治療法の確立に寄与するものである。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

更に，平成16年3月1日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。  
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