
 

 

 
 

札幌医科大学学術機関リポジトリ ikor 
SAPPORO MEDICAL UNIVERSITY INFORMATION AND KNOWLEDGE REPOSITORY 

 

 
・コンテンツの著作権は、執筆者、出版社等が有します。 
・利用については、著作権法に規定されている私的使用や引用等の範囲内で行ってください。 
・著作権法に規定されている私的使用や引用等の範囲を越える利用を行う場合には、著作権者の 
許諾を得てください。 

Title Aprataxin 遺伝子変異（689insT）が培養ラット後根神経節の髄鞘

形成に及ぼす影響について 

Author(s) 堀本, 佳誉; 菊池, 真; 舘, 延忠; 小塚, 直樹 

Citation 札幌医科大学保健医療学部紀要,第 13号: 21-27 

Issue Date 2011年 

DOI 10.15114/bshs.13.21 

Doc URL http://ir.cc.sapmed.ac.jp/dspace/handle/123456789/6362 

Type Journal Article 

Additional 
Information  

File Information  

 



札幌 医科 大学 保健 医療 学部 紀要　 第13号　 21-27 (2011)

Aprataxin遺 伝子変異（689insT） が培養 ラッ ト後根神経節の

　　　　　　　　　　　髄鞘形成に及ぼす影響について
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　眼球運動失行を伴 う失調症（AOA1） はaprataxin遺 伝 子の変異に よ り起 こる疾患である。

　本研究 では、アデ ノウイル スを用いて野生型 aprataxin cDNA、689insT変 異型aprataxin cDNA、 LacZを

発 現す るcDNAの それぞれを培養 ラ ッ ト末梢髄鞘 に導入 した もの（Wild, Mt, LacZ） と導入 しない培養 ラ ッ

ト末梢髄鞘（NC） を作製 ・培養 し、絞輪 間距離 の計測を行った。 遺伝 子導入後、 Wild、 Mt、 LacZ、 NCの

4群 間にお ける絞輪 間距離 の比較 ではNCとWildの 問（P<0.Ol） 、 LacZとWildの 間（P<0.001） に 有意差 を認

め、Mtは 他 の3群 と有意差 を認めなか った。 この結果 か ら、末梢神経細胞 に対 してMtの 機 能は優性阻害の

影響 はな く機 能の喪失 であ り、Wildで 起 こるaprataxinの 過 剰 な発現は、 Schwann細 胞 の配列後 に起 こる伸

長や、髄鞘化の開始、軸索の伸長 に何 らかの影響 を及 ぼす 可能性 が推測 され た。

キー ワー ド:ア プ ラタキ シン、末梢神経 、培養神経 、絞輪 間距離

Studies of the length of myelin internodes of cultured rat dorsal root ganglia cells

 infected by adenovirus with wild type and mutated (689 ins T) aprataxin cDNA
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 Ataxia-oculomotor apraxia type 1 (AOA1) is responsible for the mutation of the aprataxin gene.

 In this study, mutated aprataxin cDNA and cultured peripheral nerves from rat dorsal root ganglia

were created to investigate expression of aprataxin protein. Internode length was calculated among

wild type long form aprataxin cDNA (Wild), mutated (689insT) long form aprataxin cDNA (Mt),

cDNA expressed LacZ (LacZ) and Normal Control (NC). Internode length of Wild was significantly

shorter than NC (P=0.021) and LacZ (P=0.001). There were not significant differences between Mt

and others. Those observations were suspected to have loss of function in Mt.

 Other studies suggest that the tissue distribution of aprataxin transcripts may be related to tissue-

specific phenotypes. Further observations are necessary in order to disclose the function of aprataxin

in peripheral nervous system.
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堀本佳誉、菊池真、舘延忠、小塚直樹

1.は じめ に

　 脊髄小脳 変性症(Spino-cerebellar　 degeneration;SCD)は 、

小脳性 または脊髄性 の運動失調 を主症候 とし、小脳や脊髄

の神経核や伝導路 に病変の主座 を持つ変性疾患の総称 であ

る1)。SCDは 従 来、臨床症状や神 経病理的所 見か ら分類 さ

れ てきたが、神 経細胞の変性機構 が不明であったた め2)、

原 因不 明の疾 患群 とされて きた3)。 しか し近年 の分子遺伝

学的研究 の発展 によ り、い くつ かの遺伝性SCDの 病 因遺伝

子が発見 され 、その病 態機 序の解 明が進 んでい る2)。 遺伝

性 の病型 におい て、本 邦では脊髄 小脳 失調症 、Machado-J

oseph病 、 歯状核 赤核淡蒼 球ルイ 体萎縮症 な どの常染 色体

優性遺伝形式を とるSCDが 多 く、そのほ とん どがCAGリ ピー

ト病(ト リプ レッ トリピー ト病)で あ り、 リピー ト数 が多

くな ると、発症 は若年化 し、症状 も多彩 となる ことが報告

されている4)。

　 常染色体優性 遺伝性SCDを 対 象 と した理学療法 を展 開す

る場合、DNA上 の異 常(genotype)と 臨 床症状発現(phe-

notype)と の 対応関係の解析 が進 めば、症状発現機 序 も考

慮 した運動療法 の実施 の可能性 があるこ とが指摘 され てい

る5)。 一方 、常染色体劣性 遺伝性SCDで はFriedreich失 調 症

が有名 であ り、欧 米 では最 も頻度 の高 い遺伝性SCDで あ

る6)。 本 邦では臨床的にFriedreich失 調 症が疑われ るものの、

原 因遺伝子 とされ るfrataxin異 常 の確 認 され た症 例 は報告

され てい ない7)。 本 邦ではFriedreich失 調 症類似 疾患が報告

され7)、 そ の臨床的特徴 は、①常染色体劣性遺伝 、②幼 小

児期 に発症 し、緩徐進 行性 、③ 歩行障害 ・軽度 の知的発 達

障害 ・眼振 ・眼球運動失行 ・協調 運動障害 ・深 部腱反射 消

失 ・四肢の筋萎縮 ・深 部感 覚障害な どを呈す る、④低 アル

ブ ミン血症 ・高脂 血症 を呈す る、⑤ 高度 の小脳萎縮 、であ

る。

　 この疾 患の原 因遺伝子 は、9番 染色体短腕13領 域(9pl3)

に 同 定 され8'9)、 翻 訳 され るタンパ クはaprataxinと 命 名 さ

れ 、眼球運動失行 を伴 う失調症(Ataxia-oculomotor　 apraxi

a;AOA1)ま た は低 アル ブ ミン血 症 を伴 う早発 型脊 髄小

脳 変性 症(early　 onset　ataxia　associated　with　hypoalbumine

mia;EAOH)と 呼 ばれ ている(以 下AOA1)1°)。　aprataxin遺

伝 子 は7つ のエ ク ソンよ り構成 され、342個 の ア ミノ酸か

らな るlong　fbrm　aprataxin(以 下 アプラタキ シン)と 、エ

ク ソン3がalternative　 splicingを 受 け168個 の ア ミノ酸か らな

るshort　fbrm　aprataxinが あ るH,9)。 ア プ ラタキシンは39kDa

の タ ンパ クであ り8'9}、 核 に存在 しm、 一様 に核 小体や 核

細胞質 で小 さく分散 して認め られ1'1,13)、成 人脳 、胎児脳 、

気管、腎臓、心臓 、肺な どで発現 してい ることが確認 され

てい る1°)。アプ ラタキシンの機 能はDNA単 鎖 切断損傷修 復

(single-strand　break　repair:SSBR)で あ る と考 えられ てい る

が不明な点が多い1°-iz)。　AOAIで は14の 変 異17)が報 告 され て

お り、 これ ら変異の ほ とん どが、エ ク ソン5、6、7に 位 置

す る。 ヨーロッパにおいて最も頻度が高い変異はW279X

であ りa,'5)、本邦においては、689insTが 最も多く、次いで

P206L9)で ある。

　発症は10歳 以前であり15)、　 100%の 患者に失調症状が見

られ、80%に 中等度から重度の舞踏病様症状が認められ、

早期に進行、重症化 し、進行初期に重症度が決定されるM)。

疾患の進行 とともに著明となる末梢神経障害は、軸索変性

による感覚運動神経障害であり、感覚神経障害が先行 し、

その後運動神経障害がみ られるようになる16)。感覚障害、

筋力低下を主因とする運動機能障害により、発症後約10年

で車椅子生活 となる15)が、発症時期には小脳失調症状が優

位なために、末梢神経障害の発症時期は不明である。AO

A1の 患者の理学療法を行 う上で、小脳失調や舞踏病様症

状の重症度は進行初期に決定されるが、末梢神経障害は進

行とともに経年的に悪化することを考慮すると、末梢神経

障害の発症時期を知り、その変性状態を分子生物学的レベ

ルから知ることは、末梢神経の変性が著明になる以前の時

期に、末梢神経障害を考慮した身体局所の選択的筋力強化、

関節変形 ・拘縮の予防的運動療法などの理学療法を行 うた

めに重要である。

　本研究ではアプラタキシン遺伝子変異が髄鞘形成過程で

どのように関与 しているかを知るために、培養系を用いて

発現実験を行った。アプラタキシン組換えcDNAを 作製 し、

アデノウイルスベクターに構築 した。 これをラッ ト後根神

経節より培養 した末梢神経細胞に導入 し、アプラタキシン

組換えcDNAが 髄鞘発現に与える影響を、免疫組織化学的

に解析する事を目的とした。

2.方 　法

2-1.研 究 対象

　 胎 生20日 目のSprague-Dawleyラ ッ ト(以 下SDラ ッ ト)胎

児5-7匹 のDRGを 用 いた。 また、689insT変 異 を有す るアプ

ラタ キシンcDNAを 作 製 し、 アデ ノウイル スに構築 し、 実

験 に用 いた。

2-2.研 究 対象 および組み換 えDNA使 用 に関す る倫 理お よ

　　 び規定

　 組換 えDNAの 使 用に 関 しては、 札幌 医科 大学 にお け る

組換 えDNA実 験 指針17)お よび,文 部科 学省 の組 換 えDNA

実 験 指針s,s)を 遵 守 し実施 した。 また、動物の使用 に関 し

ては札幌医科大学動物実験指針2°〉を遵守 し実験 を行 った。

2-3.野 生 型、変異型APTX　 cDNAラ イ ブラ リーの作製

　 野生型 ヒ トアプ ラタキ シンcDNAは 、 東京大学 医科 学研

究所新領域創成科学研 究科 メデ ィカル ゲノム専攻 ゲ ノム制

御医科学分野 よ り供与 された もの を使用 した。ベ クター は

pUCI9を 用 い 、遺伝子導入部位 はHindIIIと した。供与 され

た野生型 アプ ラタキ シンcDNAは こ の制 限酵素認 識部位 を

持たないため、Hind皿 認 識部位 を有するprimer1(5'-GCC

AAG　 CTT　 GTG　 ATG　 ATG　 CGG　 GTG-3')　 と 、　primer2
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Aprataxin遺 伝 子変 異(689insT)が 培養 ラ ッ ト後 根神 経節 の髄 鞘 形成 に及 ぼす影 響 につ いて

(5'-GGC　 AAG　 CTT　 GAA　 TCA　 CTG　 TGT　 CCA　 GTG-3')

を用 いてPCRを 行 い、5'側 と3'側 にHindm認 識 部位 を有

す る野生型 アプ ラタキシ ンcDNAを 得 た。　PCRの 条 件 は、

①98℃ にて10秒 間 、②64℃ に て5秒 間、③72℃ にて1分 間 と

い う3段 化 の過程 を30サ イ クル繰 り返 し、4℃ にて保存 し

た。 このcDNAとpUC19を 、 制 限酵 素Hind皿 で 消化 し、

Low-melt　 agaroseゲ ル を用 いて精製 し、　DNA　 Ligation　Kit

Ver.1を 用 いて ライ ゲー シ ョンを行 った。 そ の後E.　 coil

JM109　 Competent　 Cellsを 用 いて形質転 換 を行 った。 寒天

培 地上 に形成 され た コロニー を液 体LB培 地 に植 菌 した。

この培養液 をGFX　 Micro　 Plasmid　Prep　Kitを 用 いて精製 し、

プ ラス ミ ドDNAを 得 た。

　 689insTの 変 異 を有す る変異型 アプラタキシ ンcDNAの 作

製 は、大腸 菌で増や したプラス ミ ドはメチル化 され てお り

Dnp　Iに よ り多 くの断片に切断 され るが、プ ラス ミ ドのPC

R産 物 は切れ ない とい う性 質 を利用 した変 異導入法2Dを 利

用 した。まず、変異を導入す る部位 を中央 にお き、前後 に

12bpつ け た完全 に相 補的 な2本 のprimer3(5'-ATA　 TGC

ACA　 CTG　 T　TGG　 GGG　 AAA　 AGG-3')とprimer4(5'-CTT

TTT　 CCC　 CCA　 A　CAG　 TGT　 GCA　 TAT-3')を 作 製 した。

pUC19に ライ ゲー シ ョンされた野生型 アプ ラタキ シンcDN

Aをtemplate　 DNAと し、　PCRを 行 った。　PCRの 条 件は、①9

8℃ にて10秒 間 、②64℃ に て5秒 間、③72℃ にて1分 間 と

い う3段 化 の過程 を30サ イ クル繰 り返 し、4℃ にて保存 し

た。Dnp　 Iに よる制限酵 素処理 を行 った反 応液40μ1をE.

coil　JMIOg　 Competent　 Cellsを 用 い て形質転換 を行 った。

形質 転換 した反応液10μ1をLB寒 天 培地 にまき、形成 され

た コロニー を液体LB培 地 に植 菌 した。 この培養液 をGFX

Micro　 Plasmid　 Prep　Kitを 用 いて精製 し、 プ ラス ミ ドDNA

を得 た。

2-4.塩 基 配 列の確認

　 実 際にpUC19に 組 み込 まれ たcDNAの 塩 基配列 は、直接

塩 基配列決 定法 にて確認 した。 直接塩 基配列 決定 法は 、

Big　Dyeを 用 い た。1本 鎖 に したDNAをABIPRISMTM　 310

Genetic　 Analyzerを 用 いて、塩基配列 を解析 した。

2-5.組 換 えアデノウイル スの作製

　 最終分化 したアデ ノウイルスベ クター を用い、組換 えア

デ ノウイル スの作製 はGrahamら の 系を用 いた。 まず、 野

生型 アプラタキシンcDNAと 変 異型 アプラタキシンcDNAを

組 換 えアデ ノウイル スの作製の為のベ クター(pAd-Bgl　 H)

のLacZ発 現 部位 の 中のHind皿 切 断部位 ヘ サブ ク ロー ニ ン

グ した。 この プ ラス ミ ドとE1を 欠如 したアデ ノ ウイル ス

ゲノム(pjM　 17)を 、 リポ フェク タ ミン を用 いて293細 胞

ヘ コ トランスフェクシ ョン し、組換 えアデ ノウイルスを得

た。野生型 アプラタキシンcDNAと 変 異型 アプラタキシンc

DNAを 含 む 組換 えアデ ノウイル スに トランス フェ クシ ョ

ンされ た293細 胞 はx-gal染 色 にて確認 した後に、破壊 、遠

沈 し、 その培養 上清 を ラ ッ トDRG細 胞 に感染 させ た。 ま

た,同 時にアプ ラタキシ ンcDNAを サ ブク ローニ ング しな

いベ ク ター を用い てLacZを 発 現す る組換 えアデ ノウイル

スを作製 した。

2-6.細 胞 の分離 と培養

　培養液 はpowderαminimum　 essential　medium(GIBCO)、

超 純 水 、 炭酸 水素 ナ トリウム、2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperadinyl]ethansulfc)nic　 acid(HEPES)、 β グル コー ス、

nerve　growth　 factor、 ペ ニ シ リン、ス トレプ トマイ シンを

組成 した もの(以 下 αMEM)を 使 用 した。

　実体 顕微鏡 下 でDRGを 摘 出 し、周 囲 の結 合組織 をでき

るだけ除去 した後 、0.25%ト リプ シンで37℃ にて30分 間保

温 し、 トリプシ ン溶液を破 棄 した後、10%fetal　 calf　serum

(FCS)を 含 む αMEMを 加 え、滅菌 した濾過用布 を用 いて、

DRG細 胞 を分 離 した。 その後 、 コーテ ィ ングガ ラス上に

静置 しインキュベ ーター(36.5℃,5%CO、+95%air)に

て培養 した。24時 間後 に5%FCSを 含 む αMEMを2ml添 加

し、その後2-3日 お きに、新 しい5%FCSを 含 む αMEM

と入 れ替 えた。

2-7.培 養細胞 への遺伝 子導入

　培養2週 間 を経過 した培養細胞 に、 アデ ノウイル スを用

いて野生型ア プラタ キシンcDNAを 導 入 した もの(以 下、

Wild)と 、689insTア プ ラタ キシ ンcDNAを 導 入 した もの

(以 下、Mt)を 作 製 した。 アデ ノ ウイルス は、先行研 究22)

に従 い200,000cellに 対 して2.5×10'pfu/mlと な るよ うに感

染 させ た。 その後2週 間、5%FCSを 含 む αMEMを 交 換

しなが ら培養 を続 けた。 また、アデ ノウイル スの影響 を調

べるため にLacZを 発 現す るcDNAを 同様 の手順 で導入 した

もの(以 下 、LacZ)を 作 製 し、 同様 に培養 した。 対照群

として、 アデ ノウイル スを感染 させ ない群(以 下 、NC)

を作 り同様 の条件 下で培養 した。

2-8.導 入 遺伝子の確認および直接塩基配列決定法

　感染 の有無 は、感染 した培養細胞 の一部 を トリプシン処

理(0.25%ト リプ シ ン+αMEM)に て 細胞 を培養 皿 か ら遊

離 、採集 し、DNAを 抽 出 した。抽出 したDNAをPCRに よ り

目的部位 を増幅 し、導入遺伝子 の塩基配列 を決 定 した。 そ

の後 、直接塩基配列法 を用 いて感染 の有無 を観察 した。

2-9.培 養 細胞の染色

　培養細胞 に対 して免疫組織化学染色 を行 い、髄鞘形成 を

確認 した。一次抗体は抗myelin　 basic　protein(MBP)抗 体 、

二次抗体 には ヒス トファイ ーシンシンプル ステイ ンーラ ッ

トMAX-PO(MULTI)抗 体 を用 いた。

　 以上の染色法 によ り得 られ た培養末梢神経組織 を,光 学

顕微 鏡下 にて4群(Wild、 　Mt、　LacZ、　NC)の 髄 鞘 を選択

して写真撮影 を行 った。撮影 した写真 をコンピュー ター に

取 り込み、画像 解析 システムlmage　 JのFreehand　 linesの機

能 を用 いて、染色 され た髄鞘 の長 さ(以 下、絞輪問距離)

を 計測 した。

2-10.解 析

　統 計 処 理 に は 、 統 計 処 理 ソフ トSPSS　 11.0.l　 J　for

Windows(SPSS　 Japan社 製)を 用いた。
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　 4群(Wild、 　Mt、　LacZ、　NC)の そ れぞれ にお ける250箇

所 の絞輪 間距離 を計測 し、それぞれの平均値を求め、一元

配置分散分析 を行 った。 その後の検定 にはscheffe法 を 用い

た。危険率は0.05と した。

SM

雛

NC　 　LacZ　 Wild　 Mt

3.結 果

3-1.導 入 遺伝子の確認 と直接塩基配列決定法

　 回収 した培養細胞か らDNAを 抽 出 し、　PCRを 行 った結果、

NCとLac　 Zは 、　PCRに よる 目的部位の増幅は され なか った。

WildとMtは 約1kb付 近 に 目的部位 の増 幅が認 め られ た(図

1)。 直 接塩 基配列 決定法 に よ り、Mtに は689番 目にチ ミ

ン(T)の 挿 入 が確 認 され たが 、Wildに は 認 め なか っ た

(図2)。

3-2.免 疫組織 化学 染色 および絞輪 間距離

　免疫 組織化学染色 では髄鞘 のみ が染色 された(図3)。

NC、　LacZ、　Wild、　Mtそ れ ぞれ の絞輪 間距離の平均値 ±標

準偏 差(N=計 測 数)は71.7±30.4μm(N=250)、74.2±30.

6μm(N=250)、63.4±28.9μm(N=250)、70.6±28 .9μm

(N=55)で あ った。 一元配置分散分析 に よ り有意差 を認 め

た(F(3,801)=6.1,P;0.0004)。 そ の後 の検 定 によ りN

CとWildの 問(P=0.021)、 　LacZとWildの 間(P=0.001)に

有 意差を認 めた(図4)。MtはNC、 　LacZ、　Wildと の 間に有

意差を認 めなかった。

1kb■ →

灘
轟

蝶 　鞠繍欝

　　図1　 PCR後 の 電気泳動 による導入遺伝 子の確 認

NCとLac　 Zは 、　DNAの 抽 出を行 ったがPCRに よ る目的部 位

の増巾副ま出来 なか った。WildとMtは 約1kb付 近 に 目的部 位

の増幅が認め られた。

SM:サ イ ズマーカー

NC:ア デ ノウイル ス を感染 させ なか った細胞 よ り抽 出 し

たDNAのPCR産 物

LacZ:LacZを 発 現す るcDNAを 導 入 した細胞 よ り抽出 した

DNAのPCR産 物

Wild:野 生 型10ng　form　aprataxin　 cDNAを 導 入 した細胞 よ り

抽 出 したDNAのPCR産 物

Mt:変 異 型long　form　 aprataxin　cDNA(689insT)を 導 入 し

た細胞 よ り抽 出 したDNAのPCR産 物

Wild
c　 　w　 T　 A　 轟C_;　 £

　　　　　　　　　　　　1
　 　 　 鳥;()　　　〈二　　　c　　　　弓　　　窮　G　(3　G　 磁　　取　凸　　　舜　(膏　(尋　　　 蝦 森
冨、　　　　　　　　　　　　　　　　 a　 　　　　　　　　　　　　　　　主フξ) 論 為

c

Mt
湾　　㍉ごヨ　ぐ二　.　　　　£へ、　　　賎　　o　 　　　コ　　　気1
　 　 　 隻巨メ、　　　　　　　　　　　　　　　　　 ま薪,e

11
G　 　G　 　6 `ラ　 (7　 　　　Si　 窮 c、斗　　　　ム　　G　 　　β

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 図2　 シ ー ク エ ン ス

矢 印 は10ng　 form　 aprataxin　 cDNAの689番 目 の 塩 基 を 示 す 。　Mtで は チ ミ ン(T)が 挿 入 さ れ て い る 。

Wild:野 生 型10ng　 form　 aprataxin　 cDNA

Mt:変 異 型long　 form　 aprataxin　 cDNA　 (689insT)
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　　　　　 Wild　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mt

　 　　　　　　　　　 図3　 髄鞘

スケー ルは100μm。 図の通 り、髄 鞘部分 を濃染 している。

NC:ア デ ノウイルス を感染 させなか った細胞の髄鞘

LacZ:LacZを 発 現す るcDNAを 導 入 した細胞 の髄鞘

Wild:野 生 型long　form　aprataxin　cDNAを 導 入 した細胞の髄

鞘

Mt:変 異 型long　f。rm　aprataxin　cDNA　 (689insT)を 導 入

した細胞の髄 鞘

矢印で示 した髄鞘の絞輪間距離 はNC;77.9μm、 　L　acZ;7

2.2,um,　 Wild;66.4um,76.4um一

　

肖

　 　
↓
1

*:P-一一〇.021

**:Pヒ0.001

NC LacZ Wild Mt

　　　　　　　　　 図4　 絞輪 間距離

NC:ア デノウイルスを感染 させなかった細胞の絞 輪間距離

LacZ:LacZを 発 現す るcDNAを 導 入 した細胞の絞 輪間距離

Wild:野 生 型1。ng　form　aprataxin　cDNAを 導 入 した細胞の絞

輪間距離

Mt:変 異 型1。ng　form　aprataxin　 cDNA　 (689insT)を 導 入

した細胞の絞輪間距離

点は平均値、縦棒は標 準偏差を示す 。

4.考 察

　AOA1の 患者の理学療法を行 う上で、小脳失調や舞踏病

様症状の重症度は進行初期に決定されるが、末梢神経障害

は進行とともに経年的に悪化すること団を考慮すると、ア

プラタキシン遺伝子変異が末梢神経に及ぼす影響を知るこ

とは理学療法を行 う上で重要である。

　本研究では、末梢神経の変性が著明になる以前の時期に、

末梢神経障害を考慮 した身体局所の選択的筋力強化、関節

変形 ・拘縮の予防的運動療法などの理学療法を行 うための

基礎実験 として、日本で最 も多いとされる689insTの 遺伝

子変異を有する変異型アプラタキシンcDNAを 培養系を用

いて、その形態を解析 した。

　本研究は ラッ ト培養神 経細胞 を用いてい るため,完 全 に

はヒ トのAOA1病 患 者 の病態 とは合致 しない。 しか し、 ヒ

トアプ ラタキ シン遺伝 子 とラッ トアプ ラタキシ ン遺伝子 の

相 同性 は81%と 高 く、変異型 アプ ラタキシンcDNAを 導 入

して絞輪 間距離 を観察す る ことに よ り、AOAI病 患 者 にお

ける病態解明につなが ると考 えられた。また、今 回変異 を

導入 した部分 のア ミノ酸 のバ リン(Val)は ヒ トとラ ッ ト

で一致 してい る(図5)こ と よ り、 この部分にチ ミンを導

入す ることは変異の導入 とい う点で意味があ ると考える。

　回収 した培養細胞か らDNAを 抽 出 し、　PCRを 行 った結果、

Wild、　Mtで は 増幅 され た断片 が観察 され 、アデ ノウイル

スによ りヒ トアプラタキ シンcDNAが 培 養 細胞に導入 され

たことが確認 された。 また、 シー クエ ンスの結果 よ り、野

生型 お よび変異型 のアプ ラタキシ ンcDNAが 、 髄鞘 に導入

され たことが確認 された。現在、髄鞘 にアプ ラタキ シン遺

伝子 を導入 した報告はない。本研 究は、アプ ラタキ シン遺

伝子 を実際の髄鞘 に導入 した ことに関 して、新規性の ある

結果 と考 えられた。

　 また、抗MBP抗 体 を用いた免疫組織化学染色 において、

髄鞘形成が確認 された。本研究では、絞輪間距離の平均は

NC、　LacZ、　Wild、　Mtそ れ ぞれ、71.7±30.4μm、74.2±30.6

μm、63.4±28.9μm、70.6±28.9μmで あった。Bungeら23)

は89日 以 上DRGを 培 養 した後 の絞 輪間距離 の平均 は128μ

mで 、54-246ｵmの 範 囲 と してお り、本研 究で得 られ た結

果 は正常 の範囲 である と考 え られた。

　本研 究においてNC、 　LacZとMtの 絞 輪間距離 の間には有

意差 が認 め られ なかった。今回行 った、 アデ ノウイル スに

よる培養細胞へ のアプ ラタキシ ンcDNAの 導 入は 、組 み込

み型 の遺伝子導入 ではな く、一過性 の遺伝子導入で ある2書)。

このた め、培養細胞 内ではSDラ ッ トアプ ラタキ シン遺伝

子 が発現す るタンパ クに加 え、 ヒ トアプ ラタキシンcDNA

が発 現す るタンパ クが存在す る状態 となる。末梢神経細胞

に対す る変異 アプ ラタキ シンの機能 は、 優性 阻害 の影 響

(dominant　 negative　effect)は な く、一本鎖遺伝子修復能力

の低 下 ・損失(loss　 of　fUnction)zs)と され てい る。 この こと

か ら、Mtの 細胞 内では、　SDラ ッ トが発現 す るア プラ タキ

シンのみ が働いた と推測 された。 このため、細胞 内の タン

パ クはNC、 　LacZと 同 じ状態 とな り、脱髄 な どの神経変性

は起 こ らず 、絞輪間距離の差が見 られなかったのではない

か と推測 された。

　 WildはNC、 　LacZと 比 較 して有意 に絞 輪間距 離が短 い結

果 となった。Dyckら26)は 、絞輪 間距離 を計測す る ことに よ

り、脱髄や再髄鞘化、絞輪間距離の発 達を知 ることができ

る としてお り、脱髄が認 められ る場合 、絞輪 問距離は短 く

なる と報告 している17)。Charcot-Marie-Tooth病 モ デル ノッ

クア ウ トマ ウス のDRGの 培 養実験 にお いてLiuら2K)は 、12

日間 培養後の絞輪間距離 をコン トロール と比較す ると、約

1/3(平 均40μm以 下)の 長 さであ った と して いる。本研
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ヒト:(182)VYKDEQVVV　 IKDKYPKARY　 HWLVLPWTSI　 SSLKAVAREH　 LELLKHMHTV　 GEKVIVDF(238)

　 　 　 　　 VYKD+QVVV　 IKDKYPKAR+HWLVLPW　 SI　SSLK　 V　 EH　 LELLKHMH　 V　 GEKVI　 DF

ラツト:(169)VYKDDQVVV　 IKDKYPKARH　 HWLVLPWASI　 SSLKVVTSEH　 LELLKHMHAV -GEKVIADF(225)

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r

ヒト689insT:(182)VYKDEQVVV　 IKDKYPKARY　 HWLVLPWTSI　 SSLKAVAREH　 LELLKHMHT　 V　 GGKGDCRF(238)

　 　 　 　　　 　　　 　 VYKD+QVVV　 IKDKYPKAR+HWLVLPW　 SI　SSLK　 V　 EH　 LELLKHMH　 V　 GEKVI　 DF

ラツト　689insT:(169)VYKDDQVVV　 IKDKYPKARH　 HWLVLPWASI　 SSLKVVTSEH　 LELLKHMHA　 V　 GGKGDCRF(225)

舎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 図5　 アミノ酸配列

上段にヒ トアプラタキシンのアミノ酸配列(H.S)、 下段にラットアプラタキシンのアミノ酸配列(Rat)、 中段に両方に

共通するアミノ酸を示した。

上図は正常なヒ トアプラタキシンとラットアプラタキシンのアミノ酸配列の相同性は81%で あった。689番 目の塩基thymi

neを挿入した部分のアミノ酸のバ リン(V:矢 印、下線で示す)は ヒ トとラッ トで一致 している。

下図は689番 目の塩基thymineを 挿入 した際のアミノ酸配列である。矢印で示した部分にチ ミンが挿入され、太字、下線で

示した部分のアミノ酸配列に変化が見られる。

究のWldの 絞輪間距離は正常の範囲内にあり、NCとLacZ

との平均値の差は8～11μmと 小 さいことより、脱髄など

の軸索の異常がなかったと考える。脱髄などの病理所見に

より絞輪間距離が短くなったとい うよりは、絞輪間距離の

発達の遅れが見られたのではないかと推測された。絞輪間

距離が成長 していく過程は、まず軸索に沿ってSchwann細

胞が配列 したあと、伸長 とensheathmentが 起こる。その後

髄鞘化が生 じ、軸索や周囲の組織の伸長に伴い他動的に絞

輪間距離も伸長するとされている29,3°)。Wildの細胞内では、

SDラ ットが発現す るアプラタキシンと、ヒ トアプラタキ

シンが発現してお り、過剰発現の状態である。 このためヒ

トアプラタキシンが、Schwann細 胞の配列後に起こる伸長

や、髄鞘化の開始、軸索の伸長に何 らかの影響を及ぼし絞

輪間距離の発達の遅延がみ られたのではないかと推測 され

た。今回の研究では末梢神経においてヒトアプラタキシン

がこれらの段階で何らかの影響を与え、Wildにおいて絞輪

間距離が有意に短 くなったことが推測 されるが、どの段階

でどのように関与 したのかは不明である。アプラタキシン

の機能はDNA単 鎖切断損傷修復で ある と考 えられ てお

り1°]2>、過剰な発現は逆に細胞の内部環境のホメオスタシ

スを壊す可能性があるが、その機能は不明な点が多く推測

の域を脱 しない。

　本研究では、導入遺伝子の確認 と、絞輪間距離の計測を

行ったのみであり、アデノウイルスにより導入 されたcDN

Aは 、少なくとも45日 間はタンパクが強制発現 される22)と

いう先行研究をもとに考察 しているが、実際に発現 してい

るタンパクの確認 していないため、考察は推測の域を脱 し

ない。今後、タンパク発現量を確認する研究が必要である

と考える。また、ラッ ト細胞内にヒ トアプラタキシンcDN

Aを 導入 した際の機構の解明のためにsiRNA実 験を行 う必

要もあると考えた。現在、ヒトアプラタキシンの機能は一

本鎖遺伝子損傷修復機能 とされ、その修復過程の研究が進

んでいる。アプラタキシンの発現は組織特定の様式により

コン トロールされ、AOA1に おける組織特定の臨床症状に

関与 している可能性が考えられてお り31)、臨床症状におい

ては、中枢神経障害と末梢神経障害の発症時期が異なって

いるi4)。今後、中枢神経系のみでなく、末梢神経系におけ

るアプラタキシンの機能解明のさらなる研究も必要である

と考える。

　SCDに 対する理学療法は、小脳失調に対する運動療法が

主体となっている32)が、 これ らの研究の成果を生かし、D

NA上 の異常(genotype)と 臨床症状発現(phenotype)と

の対応関係を考慮 した理学療法を展開 していく必要がある

と考える。
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