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研究要旨 

歯状核赤核・淡蒼球ルイ体萎縮症蛋白質（DRPLAp）の転写 co-regulator としての

標的遺伝子の検討を行った。テトラサイクリン（Tet）誘導 全長 DRPLAp 発現細胞系

（正常 polyQ19、及び異常伸長 polyQ88）を用い、Tet-ON 24 時間後の RNA にて、次世

代シーケンサーによる RNAseq により網羅的な遺伝子発現解析を行った。DRPLAp

（Q19）発現に並行し、解析可能遺伝子の 99.7％が、ON で OFF に比し 0.5 倍～2.0 倍

の範囲で発現変動した。有意に発現変動した遺伝子は 99 個であった。 

 

 

Ａ．研究目的 

DRPLA原因遺伝子産物DRPLApは共役

蛋白質と共に転写調節機能を有することが

示唆されているが、転写調節の標的遺伝子

や共役蛋白質は同定されていない。  

テトラサイクリン（Tet）誘導全長

DRPLAp 発現細胞系（正常 polyQ19、及び

異常伸長 polyQ88）を用い、次世代シーケ

ンサーによるRNAseqにより網羅的な遺伝

子発現解析を行い、転写調節標的遺伝子を

探索することを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

1) 細 胞 ； Tet-On/Off system 制 御 下 で

GFP-full length DRPLA（Q19 or Q88）

融合遺伝子を定常発現する HEK293 細

胞株（以下 Q19、Q88）を用いた。 

 

 

 

 

 

2) 発現実験；6 well plate で約 3.0×106 

cell/well、培地 3 ml/well とし、Tet 添

加濃度 は 1g/ ml とした。 

3) RNA 抽出；細胞からの total RNA 抽出

(Qiagen, RNeasy Plus Mini kit）の後、

BioAnalyzer （Agilent Technologies）

にて RNA Integrity Number >9 を確認

した。 

4) RNAseq の対象とするタイムウィンドウ

の検討；Q19, Q88 の定量 PCR（Tet-ON 

0, 12, 24, 48, 72 時間後）、Q19 の

Western Blot （Tet-ON 24, 48, 72 時間

後）を行った。 

(ⅰ) 定量 PCR；total RNA から cDNA

を 調 製 の 後 、 Target を DRPLA 、

Endogenous Control を ACTB とし、比

較定量法（n=5）により行った。 
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析で、OFF 時に対し ON 時の発現変動は、

解析可能遺伝子の 99.7％が 0.5 ～2.0 倍の

範囲で、有意に発現変動した遺伝子は 99

であった。 

今後は全実験サンプルの解析結果を踏ま

えて、DRPLAp（正常 polyQ19、及び異常

伸長 polyQ88）の転写 co-regulator として

の標的の同定を進めたいと考えている。 
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Ｅ. 健康危険情報  

なし 

 

Ｆ. 研究発表（2014/4/1〜2015/3/31 発表）

なし 

 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含
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