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【要旨】

　Huntingtin－associated　protein1（HAP1）は脳内神経細胞質封入体Stigmoid　body（STB）の必須構成

因子であり、Huntington　disease（HD）の原因蛋白質huntingtin（Htt）や

spinal－and－bulbar－muscular－atrophy（SBMA）の原因蛋白質androgen　receptor（AR）の結合因子とし

て、これらの疾患に対し神経細胞保護的に働くとされている。最近になり、HAPl／STBは

spinocerebellar　ataxia　type　17（SCA　17）の原因分子であるTATA－binding　protein（TBP）やJoubert

syndromeやschizophreniaの原因分子とされるAbelson　helper　integration　site　l（Ahi　l）との関与が

明らかとなり、HAPl／STBはHD、　SBMA、　SCA　17などのCAG　repeat病だけでなく精神・神

経疾患などの広範囲の疾患群に関与する可能性が示唆されている。そこで、本研究では、

HAPl／STBが他の精神・神経疾患にも関与する可能性があるかを検討するために、代表的な

神経・精神疾患の病態に強く関与するとされる分子に注目し、正常ヒト脳RNAよりこれらの

標的分子の正常型をクローニングし、発現vectorを作成した。培養細胞Neuro2A細胞におい

て標的分子とHAP1を共発現させ、蛍光免疫細胞化学法によりHAPIISTBと細胞内局在が一

致する分子をスクリーニングし、HAPl／STBと細胞内局在が一致した標的分子については疾

患由来のmutantとの親和性の比較についても蛍光免疫細胞化学法、免疫沈降法により検討し

た。その結果、HAPl／STBの新たな関連分子としてspinocerebellar　ataxia　type　3（SCA3）の原因

分子であるAtaxin－3を同定した。さらにHAPIISTBは正常型Ataxin－3のJosephin　domainを介

して結合し、sCA3由来のPolyglutamine（PolyQ）伸長型Ataxin．3とも正常型と同程度の親和性

を示すことも明らかにした。これらの結果はHAPl／STBがAtaxin－3の生理機能を修飾してい

ることを示唆しているだけでなく、SCA3の病態発生にも関与している可能性を示唆すると思

われる。
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　【研究の背景】

　STBは・これまでの我々の研究において、ほ乳類正常脳内で同定された直径05～4μmの神

経細胞質封入体であり【1，2】、視床下部、辺縁系に局在することが明らかにされている【1－61。

近年、ハンチントン病（HD）の関連分子であるhuntingtin－associated　protein　l（HAPI）を培養細胞

へ導入するとSTBに類似した構造を形成することが報告された【7】。ラット脳内においても

HAP1の免疫組織化学的手法により電子顕微鏡下でSTB内にHAP1が検出され【4］、ラットお

よびマウスのHAPImRNAの脳内分布がSTBの脳内分布と一致することが示されている【8，91。

さらにHAPIのノックアウトマウス（ヘテロ型）において、STBの数が減少することが明らかと

なり【5】、HAP1はSTB形成に必須の構成因子であるとともにSTBの検出マーカーとして考え

られている【6】。さらに我々は、アルツハイマー型認知症やパーキンソン病などのいわゆるコ

ンフォメーション病にみられるアグリソームと呼ばれる異常蛋白質封入体に特徴的なユビキ

チン化やビメンチンによる取り囲み像が、STBでは認められないこと明らかにした【10】。つ

まりSTBは病的状況で形成されるアグリソームとは全く異なるものであり、生理的状況下で

形成される何らかの生理的機能を持つ封入体であると考えられている。

　HAPIはHDの原因分子HttとHttのPolyQ鎖長依存的に結合する分子として同定され【111、

polyQ伸長Httが引き起こす細胞死に対し細胞保護的に働くことが示されている［9，12】。さら

に、HD同様、代表的なCAG　repeat病であるSBMAの原因分子であるARに対しても、　HAP1

がARのPolyQ鎖長依存的にARのLigand－binding　domainを介して結合し、　PolyQ伸長型AR

がLigand依存的に引き起こす細胞死を抑制することを我々は報告している［13】。最近、　HAP1

がcAG　repeat病の一つであるSCA　I7の原因分子であるTBPとも結合し、さらにPolyQ伸長

型TBPについても正常型TBPと同程度の親和性を示すことが明らかとなり、SCAI7の病態

へ関与が報告された114】。さらにCAG　repeat病ではない精神疾患のJoubert　syndromeや統合失

調症の原因分子とされるAhiについても疾患変異体AhiとHAPIとの細胞内関連が示され、

これらの疾患の病態関与が示唆されている【15，16］。これらの報告は、HDやSBMAだけでな

くSCA　I7、　Joubert　syndromeや統合失調症においてもHAPl／STBが神経細胞保護的に作用しう
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ることを示しており、神経細胞においてHAP　l　1STBの発現が神経毒性の脆弱性に対する閾値

を増加させ、神経細胞の安定性に寄与するという我々が提唱した「HAPIISTB　protection

hypothesis」【91を裏付けるものとなっている。しかし、この仮説がどの程度の疾患群に遥用さ

れるかについては未だ不明である。

　そこで、HAPIISTBが他の神経変性疾患や精神疾患に関与する可能性があるかを評価する

ために、第一に代表的な神経変性疾患、精神疾患の発症原因に強く関与するとされるいくつ

かの分子を正常ヒトbrain　RNA　libraryからクローニングし発現vectorを作成した。クローニ

ング分子としては、amyloid　precursor　protein（APP）；Alzheimer型認知症【17】、α一synuclein、

ubiquitin　carboxy－temlinal　esterase　Ll（UCH－Ll）；Parkinson病【18，191、　Transactive　Response

DNA－binding　Protein　of　43kDa（TDP－43）；amyotrophic　lateral　sclerosis【20】、Ataxin－1；spinocerebellar

ataxia　type　1（SCA　1）【21】、　Ataxin－3；spinocerebellar　ataxiat　type　3（SCA3）【22】、　monoamine　oxidase

A（MAO－A）；統合失調症【23］とした。第二に、スクリーニングテストとして、神経系培養細胞

Neuro2Aにこれらの分子とHAP1と共発現させ、免疫細胞化学法を用いて両者の細胞内局在

が一致するかについて検討した。HAPIISTBと細胞内局在が一致した分子については、その

分子の重要な領域を欠失させたいくつかのdeletion　mutantsを作成し、　HAP1との相互作用に

重要な領域を決定した。最後に蛍光免疫細胞化学法、免疫沈降法を用いてHAPl／STBにおけ

る疾患由来変異体と正常型との細胞内相互関連について検討し、疾患への関与の可能性につ

いて検討した。本研究では、Ataxin－3をHAPIISTBの新たな結合因子として初めて同定した

こと報告する。
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【目的】

　HAP　l　1STBが多くの神経・精神疾患の病態に関与する可能性があるかを明らかにするため

に、第一に代表的神経・精神疾患に強く関与するとされる分子の正常型をクローニングし発

現vectorを作成する。第二に神経系培養細胞であるNeuro2Aにそれらの分子をHAP　1と共発

現させ、免疫細胞化学法を用いてHAPl／STBとの細胞内局在が一致するもののスクリーニン

グを行う。最後に、免疫細胞化学法や免疫沈降法を用いて、HAPl／STBと細胞内局在が一致

した分子について、HAPIISTBとの結合領域の決定や、疾患由来mutantを用いた細胞内相互

関連を明らかにし、病態への関与の可能性を検討する。

【方法】

「発現vectorの作成」

　本研究において発現vectorの作成の際に使用したプライマーはtable1（文末）に記載した。

HAPI　cDNAはInvitrogen社のFul1－length　Human　Clone　CollectionによりPCR法にて増幅し、

制限酵素EcoRI、　X加1にて制限酵素処理した後、　Invitrogen社のpcDNA3　vectorに挿入した。

Ataxin－1、α一synuclein、　UCH－L1、　APP、　TDP43、　MAO－AのcDNAはClontech社のhuman

brain　total　RNAによりRT－PCR法にて増幅した後、　Clontech社のGateway　technologyを用いて

entry　vectorであるpDONR201　vector（Clontech）に挿入後、発現vectorのp3　x　FLAG－CMV－10

vector（SIGMA）に挿入した。　Full－1ength　human　normal　Ataxin－3（Ataxin－3Q27）とscA3患者由来

のpolyQ伸長型Ataxin－3（Ataxin－3Q79）のcDNAsは、京都大学の垣塚彰教授より提供を受け

【22，24］、Gateway　technologyを用い、発現vectorのp3　x　FLAG－CMV－10　vector（SIGMA）に挿入

した。作成した発現vectorはBigDye　Terminator　Cycle　Sequencing　Kit（Applied　Biosystem）を用

いてシークエンス反応を行い、DNA配列を確認した。

「細胞培養と培養細胞へのtransfection」

培養細胞は、Mouse　neuroblastoma　cell　lineであるNeuro2A細胞を用いた。
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Dulbecco’s－modified－Eagle’s－medium（DMEM）（Gibco　BRL）に10％heat－inactivated　fetal　bovine

serum（FBS）とpenicillin　G　sodium（100　UI／ml）とstreptomycin　sulphate（100μglml）を添加したも

のを培養液とし、37℃、加湿した環境下（5％CO2－95％air）で培養した。　Transfection試薬は、　Jet

PEI　transfection　reagent（Polyplus－Transfection）を使用した。

　「Western　blot法、蛍光免疫細胞化学法および細胞count法」

　Western　blot法：培養細胞を6－well　plateで培養し、発現vectorをtransfection後48時間培養

した細胞を遠心分離により集めた。サンプルを5秒間超音波処理し、10％SDS－polyacrylamide

gelで電気泳動により蛋白を分離した。　semi－dry　transfer装置を用いて、　PVDF－membraneに

transferした。　PVDF－membraneを、0．1％Tween－20を含むTris－buffered　saline（TBST）で希釈

した5％skim－milkに1時間浸した。　TBSTでmembraneを洗浄した後、一次抗体としてrabbit

anti－HAPI　polyclonal　antibody（HAPI　H－300，　Santa　Cruz　Biotechnology）またはmouse　anti－FLAG

monoclonal　antibody（FLAG－M5，　Sigma－Alddch）を用いて室温でmembraneに反応させた。再び

TBSTでmembraneを洗浄後、secondary　antibody（horseradish　peroxidase　labeled　anti－rabbit　IgG或

いは、anti－mouse　IgG，Amersham　Pharmacia　Biotech）を用いて室温でmembraneに反応させた。

再度TBSTで複数回membraneを洗浄し、　ECL　kit（Amersham，　Arligton　Heights，　IL）で可視化さ

せ、反応を見た。

　蛍光免疫細胞化学法：発現vector導入後、　phosphate・buffered　saline（PBS）で希釈した4％

parafo㎜aldehydeを培養細胞に反応させた。その後、　PB　Sで3回細胞を洗浄し、0．5％Thton　X

／PBSを細胞に浸透させ、　PBSで希釈した5％normal　goat　serum（NGS）を室温で反応させた。そ

の後をrabbit　anti－HAPI　polyclonal　antibody（HAPI　H－300，　Santa　Cruz　Biotechnology）またはmouse

anti－FLAG　monoclonal　antibody（FLAG－M5，Sigma－Alddch）用いて、4℃で反応させた。　PBSで3

回洗浄後、二次抗体としてDonkey　anti－mouse　IgG　AIexa　594またはDonkey　anti－rabbit　IgG

Alexa　488（Molecular　Probes）を用いて室温で反応させた。最後にPBSで数回洗浄した。解析は

山口大学遺伝子実験施設においてimage　analysis　software　program　Meta　Morph（Universa1
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Imaging　Corp，　West　Chester，　PA，USA）．を用いて蛍光顕微鏡下で行った。

　細胞count法：両者の細胞内局在が一致している細胞の数をHAP　l／Ataxin－3－double－labeled

cytoplasmic－aggregation　fo㎜ation（HA3－CAF）としてcountし、Ataxin－3とHAPIが共発現してい

る細胞の数あたりの割合をHA3－CAF　ratioとした。　X20倍の視野で3視野つつ細胞のcountを

行い、得られたdataをMann－Whitney’s　U　test（信頼区間95％）にて統計処理を行った。

「免疫沈降法と定量解析」

　免疫沈降法：FLAG　Immunoprecipitation　Kit（Sigma　Aldrich）を用いた。100　mm　dishにHAP1

とAtaxin－3Q27、　Ataxin－3Q79、　ATx31－510、　ATx3Q27511－1083をそれぞれ共発現させ、48

時間後に細胞を回収しlysis　bufferにて蛋白質を抽出させた。　mouse　monoclonal　anti－FLAG　M2

affinity　gelを加え、4℃で10時間撹拝し、　anti－FLAG　M2　affinity　ge1に結合した蛋白質を沈降さ

せ抽出した。沈降物をSDS－sample　buffer内で煮沸させ、　rabbit　anti－HAPI　polyclonal　antibody

（HAPl　H－300，　Santa　Cruz　Biotechnology）を用いて、　Westem　blot法を行った。

　定量解析：Westem　blot法により得られたbandを3do〃加α88⑪processing　and　analysis　program

（Scion　Corporation）を用いて定量化し、　inputのHAPI　bandで標準化し、　Statcle　softwar6（OMS）

を用いて、Fisher’spost－hoc　least　signincant　difference　test法にて（信頼区間95％）統計処理を行っ

た。
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【結果】

HAP1と標的分子（Ataxin・1，Ataxin－3Q27，α・synudein，　UCH・L1，APP，TI）P・43　and　MAO・）発現

vectorの発現確認

　HAP1及び標的分子発現vectorをNeuro2A細胞にtransfectionした。　transfectionされた細胞

から得られたlysateに対し、それぞれHAPI抗体、　FLAG抗体でWestern　blot法を行い、予想

される分子量のbandを得た（FiglA　and　B）。次にHAPIをtransfectionした細胞に対し、蛍光免

疫細胞化学法を行い蛍光顕微鏡下で観察すると、以前より報告している【7，9，10】STBと類似し

たHAP1陽性の細胞質封入体（HAPl／sTB）を認めた（Fig．1　c）。また、蛍光免疫化学法により作

成した標的分子の発現vectorの細胞内局在を観察したところ、　Ataxin－1とTDP－43では、主に

核内にその発現を認め（Fig．1　D　and　I）、　Ataxin－3Q27みPP，MAo．Aにおいては、主に細胞質に発

現が見られた（Fig．l　E，　H　and　J）。　UCH－L1、α一synucleinは核内、細胞質両方に分布し細胞全体

に発現を認めた（Fig．　F　and　G）。これらの標的分子の細胞内局在については過去の報告と同一

であった【25－32】。
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HAP1と標的分子との共発現

　HAPl／STBと標的分子の細胞内局在が一致するかを明らかにするために、　HAPIと標的分子

をNeuro2A細胞に共発現させ、蛍光免疫細胞化学法によりそれらの細胞内局在を検討した。

HAP　1とAtaxin－3Q27との共発現において、　HAP　1－Ataxin－3両陽性細胞質封入体を認めた（Fig2

D－F）。一方、Ataxin－3Q27以外の分子については、　HAPISTBとの両陽性細胞質封入体は見ら

れなかった（Fig2A－C，and　G－U）。　HAPl／STBが細胞質に発現しているにも関わらず、　Ataxin－1

は核内のみ発現がみられ、α一synuclein，　UCH－L1，APP　and　MAO－Aは細胞質全体に発現がみられ

たが、HAP1／STBと細胞内局在が一致する封入体の形成はみられなかった（Fig2G－O　and　S－U）。

TDP－43については、細胞質に封入体は形成するもののHAPIISTBとの細胞内局在は一致しな

かった（Fig2　P－R）。　Ataxin－3Q27とHAP1を共発現させた細胞においては、抗FLAG抗体に対

する免疫沈降を行い、沈降物中のHAP1の発現をWestem　blot法により検出したところHAP1

のbandを検出した（Fig．30and　P）
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Figure　2
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HAPl1STBとの細胞内相互関連に必須なAtaxin・3のdomainの決定

　Ataxin－3には、　N末にJosephin　domain、　C末にUbiquitin　interacting　motif（UIM）の2つの重

要な領域があることが知られている【33］。そこで、HAPl／STBとの細胞内局在の一致に重要な

領域を決定するために、これらのAtaxin－3の領域を欠失させた3種類のAtaxin－3　deletion

mutantsを作成した（Fig．3　A）。　ATx31－510はJosephin　domainのみを発現するmutant、　ATx3Q27

511－1083は・Josephin　domainを欠失させたmutant、　ATx3Q27781－1083は、　Josephin　domain

とUIMを欠失させたmutantである。これらのmutantsを培養細胞Neuro2Aにtransfectionさ

せた細胞のlysatesを用いてWestern　blot法により予想される分子量にbandを得た（Fig3　B）。

さらに蛍光免疫細胞化学法によりこれらの細胞内局在について検討したところ、ATX3Q27

511－1083またはATx3Q27781－1083では細胞全体にびまん性の発現を認め（Fig．3　C　and　D）、

ATx31－510では、主に核内に発現を認めたが一部に細胞質に発現が観察された（Fig．3　E）。

　HAP　l／STBとの細胞内局在を確認するために、これらのmutantsとHAP　1を培養細胞Neuro2A

に共発現させ、蛍光免疫化学法にて両者の細胞内局在を検討した。ATX31－510とHAP1を共

発現させた細胞においては、HAPIIATx31－510の両陽性細胞質封入体が観察されたが（Fig．3

L－N）・ATx3Q27511－1083またはATx3Q27781－1083においては、　HAP1／STBとの両陽性細胞

質封入体は見られなかった（Fig．3F－K）。次に、生化学的なHAPI／sTBとの結合性を示すため

に・HAP1とAtaxin－3Q27、　ATX31－510、　ATX3Q27511－1083をそれぞれ共発現させた培養細

胞のlysatesを用いて抗FLAG抗体にて免疫沈降を行った（Fig．30and　P）。　HAP1とAtaxin．3Q27、

ATX31－510をそれぞれ共発現させた細胞のlysatesにおける抗FLAG抗体の免疫沈降物から

HAPIのbandが検出されたが、　HAPIとATx3Q27511－1083と共発現させた細胞の1ysateにお

ける抗FLAG抗体の免疫沈降物からは、　HAP1のbandは検出されなかった。これらのことか

ら、HAPl／STBとの細胞内局在の一一致に必須な領域はJosephin　domainであることが明らかと

なった。
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SCA3由来PolyQ伸長型Ataxin・3との細胞内相互関連

　HAPl／STBにおけるSCA3の病態への関与の可能性を明らかにするために、　SCA3患者由来

のPolyQ伸長型Ataxin－3（Ataxin－3Q79）発現vectorを作成した（Fig4　A）。　Ataxin－3Q79を

transfectionした細胞のlysateを用いてWestem　blot法を行ったところ、予想される分子量に

Ataxin－3Q79のbandを得た（Fig4B）。培養細胞にAtaxin－3Q79をtransfectionし、蛍光免疫細胞

化学法にて細胞内発現を検討したところ、大半の細胞において核内と細胞質にびまん性に発

現を認めた（Fig4c）。さらに、　HAPl／sTBとの細胞内局在を明らかにするために、　Ataxin－3Q79

とHAP1を共発現させ蛍光免疫細胞化学法にて検討したところ、　HAPIIAtaxin－3Q79両陽性細

胞質封入体が観察された（Fig・4　D－F）。　HAPI！STBとの細胞内局在におけるAtaxin－3のPolyQ鎖

長の影響を明らかにするために、HAP1とAtaxin－3Q27、　Ataxin－3Q79それぞれを共発現させ

た細胞において、HAPl／Ataxin－3　double－labeled　cytoplasmic　aggregation　formation（HA3－CAF）

ratios（HAP1とAtaxin－3の細胞内局在が一致している細胞／HAP1とAtaxin－3を共発現してい

る細胞）をHAPl／STBとのaffinityを計る指標として用いた。　Ataxin－3Q27におけるHA3．CAF

ratioは・共発現後24時間で33フ％、48時間で34．1％であるのに対し、　Ataxin－3Q79における

HA3－CAF　ratioは24時間で34．8％、48時間で36．1％であった（Fig．4G）。24時間、48時間にお

いてAtaxin－3Q27とAtaxin－3Q79とのHA3－CAF　ratioに有意な差は認められなかった。さらに、

生化学的にHAPl／sTBに対するAtaxin－3Q27Ataxin－3Q79のaffinityを比較するために、　HAP1

とAtaxin－3Q27、　Ataxin－3Q79それぞれを共発現させた細胞において、抗FLAG抗体を用いた

免疫沈降法を行い沈降物中のHAP　1の発現量をWestern　blot法により検出し、定量解析を行っ

た（Fig4H－J）。　HAP1とAtaxin－3Q27、　Ataxin－3Q79それぞれを共発現させた細胞において、抗

FLAG抗体での沈降物からHAP1のbandは認めたが、定量解析では両者のbandに有意な差は

認められなかった。
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Figure　4
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　【考察】

　本研究では、代表的精神神経疾患の原因となる分子の正常型を標的分子とし、それらを

no㎜al　human　brain　RNAを用いたクローニングに成功した。そして培養i細胞Neuro2Aにおい

てそれらの標的分子とHAPIとの細胞内局在を検討し、新たなHAPIISTBの結合分子として

SCA3の原因分子Ataxin－3を同定した。次にAtaxin－3欠失mutantsを作成しHAP1との細胞内

局在を検討することによりAtaxin－3のJosephin　domainがHAPIISTBとの細胞内局在の一致に

必須であることを明らかにし、免疫沈降法を使った生化学的な検討でもJosephin　domainに結

合することが示された。さらに、SCA3由来PolyQ伸長型Ataxin－3においてもHAPl／STBと

の細胞内局在が一致し、HAPl／STBへの結合親和性は正常型Ataxin－3と同程度であることが

明らかとなった。これらのことからHAPl／STBはAtaxin－3のJosephin　domainを介し正常型及

びSCA3由来のAtaxin－3と結合し、　HAPIISTBがSCA3への病態になんらかの関与があるこ

とが示唆される。

　Josephin　domainは、　Ataxin－3のN末に位置しcystein　protease　sequenceを持つことから、内

在性のubiquitin　protease活性を持つをされる【34】。さらにこのdomainはhistoneやtranscdptional

coactivatorと結合することでhistoneのアセチル化や転写活性を調節していると報告されてい

る【35】。今回の結果よりHAPl／STBがJosephin　domainを介してataxin－3と結合することから、

STBはAtaxin－3のこうしたubiquitin　proteaseや転写機能を一部調節している可能性が考えら

れる。

　また、Ataxin－3は代表的な脱ubiquitin化酵素であることが報告されている【36】。我々のこれ

までの免疫組織学的検討では、HAPl／STBとubiquitinとの間に明らかな関連は認めておらず、

HAPIISTBは非ubiquitin化された封入体であることが示唆されている［3】。従って、STBはHAP1

及びAtaxin－3を内在させることで脱ubiquitin化酵素や脱ubiquitin化活性をもつ可能性があり、

このことはSTBが正常環境下でubiquitin化から免れている一つの理由になるかもしれない。

　代表的なCAGリピート病であるSCA3はMachado－Joseph病とも呼ばれ、Ataxin－3内のPolyQ

鎖の異常伸長により引き起こされる常染色体優性遺伝形式をとる疾患である【37】。本研究では

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17



正常型Ataxin－3と同程度にPolyQ伸長型Ataxin－3においてもHAPIISTBとの細胞内相互関連

が示されており、このことはHAPl／STBが疾患由来Ataxin－3と直接的あるいは間接的に結合

することでSCA3の病態にHAPIISTBが一部関与している可能性を示唆している。これまで

の報告ではHAPIはPolyQ伸長型HttやARとpolyQ鎖長依存的に結合し、その核移行を阻害

することで細胞毒性を抑制することが知られている【9，12，13】。そしてHDやSBMAにおいて、

HAPIが正常型よりも疾患由来のmutantと強い親和性を示すことによって細胞毒性を抑制し

病態に関与することが示唆されてきた。しかし、SCA　I7やJoubert　syndromeにおいては、疾

患由来のmutantsのHAPIISTBへの親和性は正常型ほど強くないにも関わらず、　HAPIISTBが

細胞保護的に作用しうることを示しており【14，15】、神経細胞でのHAPl／STBの発現が神経毒

性の脆弱性に対する閾値を増加させ、神経細胞の安定性に寄与するというHDやSBMAでも

示唆されている「HAPl／STB　protection　hypothesis」の関与が想定されている。したがって、

HAP1！STBはAtaxin－3とPolyQ鎖長非依存的な結合ではあるが、正常Ataxin－3の生理的機能

へ関与するだけでなく、「HAPIISTB　protection　hypothesis」を介したSCA3の病態に重要な役

割を果たしている可能性がある。
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【結語】

　今回、我々はHAPIISTBの新たな関連因子としてAtaxin－3を同定した。さらにHAPl／STB

はAtaxin－3内のJosephin　domainを介して、　sCA3患者由来のPolyQ伸長型Ataxin－3と正常型

Ataxin－3と同程度に培養神経細胞内で結合することを明らかとした。このことは、　HAPl／STB

が正常のAtaxin－3の生理機能を調節しうることに加えてSCA3における病態にも関与してい

る可能性がある。
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Tablel Primers　used　for　the　construction　of　plasmids

Primers Sequences　（5’to　3’）and　enzyme　site Used　to

construct

HAPI　s　EcoRI GAGAATT㎝TGcGcccGAAGAGGTTGGGc　　（EcoRI　site） HAP　1

HAPl　as　XぬoI TTC（πCGAGTCATCGGCACGACGATTTGC　　（X乃oI　Site） HAPl

ATX3　s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGAGTCCAT（－「TC 　ataxin－3，

ATX31－510

ATX3　as GGGGACCACTTrGTACAAGAAAGCTGGGTTTATGTCAGATAAAG ATX3511－1083

ATX3781－1083

ATX3511－1083　s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGATTGCGAAGCTGAC ATX3511－1083

ATX3781－1083　s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTC（πCCAGAAACATATCT ATX3781－1083

ATX31－510as GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGGCAGATCACCCTT ATX31－510

ATAXIN－ls GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGGArGTATTCATG ataxin．1

ATAXIN－las GGGGACCACTTrGTACAAGAAAGCTGGGTTTAGGCTTCAGGTTC ataxin－1

SYNUCLEIN　s GGGGACAAGTTTGTA、CAAAAAAGCAGGCTATGAAATCCAACCAA α一synuclein

SYNUCLEIN　as GGGGACCA（－「TTGTACAAGAAAGσrGGGTCTACTTGCCTACATT α一synuclein

UCH．Ll　s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAGCTCAAGCCG UCH－L1

UCH－LI　as GGGGACCA（－「TTGTACAAGAAAG（πGGGTTTAGGCTGCCTTGCA UCH－Ll

APP　s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCTGCCCGGTTTG APP

APP　as GGGGACCACrTTGTACAAGAAAG（πGGGTCTAGTT（－¶GCATCTG APP

TDP－43　s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGTCTGAATAT細「T TDP－43

TDP－43　as GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCrGGGTCTACATrCCCCAGCC TDP－43

MAO－A　s GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGAGAATCAAGAG MAO－A

MAO－A　as GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG（πGGGTTCAAGACCGTGGCAG MAO－A
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