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研究成果の概要（和文）：脊髄小脳失調症31型(SCA31)の病態を解明し、治療法の開発の鍵を見出すため、TK2か
らの産物(UUCCA)nに焦点を当て、(UUCCA)n結合蛋白「F」が関与する異常RNA代謝を探索した。RNAseqによる網羅
的RNA発現解析を行った結果、確かに遺伝子挿入箇所に一致したリピートが得られており、患者の異常配列が発
現していることが想定される結果であった。そのうえで、結合蛋白Fが制御する22遺伝子・25か所のエクソンで
異常なsplicingが起きている可能性について検証するところまで至った。

研究成果の概要（英文）：Spinocerebellar ataxia type 31 (SCA31) is caused by the presence of a 
penta-nucleotide repeat (TGGAA)n in an intron shared by two genes, BEAN1 (brain expressed, 
associated with NEDD4) and TK2 (thymidine kinase 2). The critical repeat (TGGAA)n is expressed as 
(UGGAA)n in BEAN1 direction. In situ hybridization shows that abnormal RNA structures (RNA foci) in 
SCA31 patients' Purkinje cell nuclei consist of (UGGAA)n. In this study, we undertook RNA expression
 analysis focusing on TK2-transcripts in RNA-seq data. We also examined protein F that was 
identified to bind with (UUCCA)n, the TK2-direction mutant repeat. We found subtle protein F 
mislocalization in transgenic mice expressing (UUCCA)n. Conventional RNA seq and exon array from 
human samples suggested only a mild splicing abnormality. Therefore, a single molecule RNA seq 
analysis was undertaken from human samples. Twenty-two genes whose splicing is regulated by protein 
F will be first analyzed for mis-regulation.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 遺伝子　脳　神経疾患　ＲＮＡ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 脊髄小脳変性症には様々な疾患が包含さ
れており、常染色体優性遺伝型、すなわち脊
髄小脳失調症(spinocerebellar ataxia;SCA)
では多くの原因が同定された。このうち脊髄
小脳失調症 31型(SCA31)は本邦の SCA中、第
3 または 4 位の頻度を有す神経変性疾患で、
高齢発症かつ小脳 Purkinje 細胞(PC)にほぼ
限定した細胞死を示す(Neurology, 2005)。
申請者らは全国多施設の神経内科専門医の
ご協力を得て、2009 年にこの疾患の原因を同
定した。それは、第 16 番染色体長腕に位置
する 2つの遺伝子、BEANおよび TK2 が共有す
るイントロン領域に存在する 2.5～3.8kbの 5
塩基繰り返し配列の挿入である（Am J Hum 
Genet, 2009）。この挿入配列のうち、(TGGAA)n

だけが患者と健常者とで異なる配列である
ことから、これが SCA31 の原因と言える。
(TGGAA)nは、BEANと TK2が互いに反対方向に
転写されるため、2つの変異転写産物(UGGAA)n

および(UUCCA)nとして発現することで病態を
起こすと考えられる。我々は BEAN の産物
(UGGAA)nに結合する蛋白を複数見出し、その
うちの蛋白「A」は患者脳内で(UGGAA)nが形成
する異常な RNA 高次構造体(RNA foci)と共局
在することを発見した。最近、(UGGAA)nはア
ミノ酸に翻訳され、患者 PC 細胞質に凝集し
ていることと、ショウジョウバエではこの
(UGGAA)nが毒性を示し、その制御方法も発見
した(研究開始当初当時投稿準備中、研究期
間中に誌上掲載)。しかし、(UGGAA)n過剰発現
マウスの症候は軽微で、蛋白 A は患者 PC 細
胞内で局在を変えておらず、(UGGAA)nと蛋白
A が関係する機序の他に、重要な機序がある
可能性が推定できる。 
 一方、申請者らは TK2の転写産物として発
現する(UUCCA)nの結合蛋白も複数同定した。
その中の結合蛋白「F」は、PC で欠乏すると、
全く別の PC 細胞変性による小脳性疾患をヒ
トで起こす。さらに、患者脳での RNA-seq と
RT-PCRで、この結合蛋白 Fが制御する３つの
下流遺伝子に、スプライス異常を検出した。
このため、(UUCCA)nと蛋白 F が SCA31 の病態
に関与している可能性がある。今後、どの(あ
るいは複数の)スプライス異常が PC細胞障害
を来すのかを究明し、治療法探索にも応用し
たい。そこで、もし(UUCCA)nをプルキンエ細
胞に過剰発現させて下流の分子機序が究明
でき、患者脳にもそれと同じ現象が確認でき
れば、SCA31 の病態の謎がかなり把握できる
ことになる。 
 
 
２．研究の目的 
 (UUCCA)nの病態への寄与度を解明するため、
(UUCCA)n を過剰発現するマウスを完成させ、
その表現型を解析して変異 RNAの毒性を検証
する。脳内での遺伝子発現の異常(スプライ
ス異常と発現量変動)を明らかにする。 
 

３．研究の方法 
 別研究で着手し本研究で引き続き研究す
る(UUCCA)n を過剰発現するマウスを完成さ
せるとともに、患者脳とモデルマウス脳にお
ける RNA 発現異常を RT-PCR 法や in situ 
hybridization 法を用いて検証する。また本
研究では主に蛋白 Fに対する免疫組織化学的
検証を行い、RNA 高次構造異常(RNA foci)と
の関係を調べる。さらに、患者脳でのスプラ
イス異常を microarray (exon array)と RNA 
seqで検証する。 
 BEAN 方向の産物（RNA）に対する結合蛋白
A のプルキンエ細胞での低下があるか、別研
究で途中まで開発したプルキンエ細胞での
蛋白 A の conditional KO マウスを維持し、
同蛋白 Aの発現低下が生じる時期とその時点
でのプルキンエ細胞脱落を検証する。そして、
その成果を応用して可能ならば蛋白 Fの低下
が起きる場合の RNA 発現異常を、RNA seq の
結果から導き出せるか試みる。 
 また、SCA31 の患者脳では(UGGAA)n と
(UUCCA)n の両方が発現しており、モデル動物
では得られにくい真の RNA発現異常がみられ
るはずである。しかし、SCA31 患者脳ではプ
ルキンエ細胞が相当脱落しており、患者脳を
用いることの方法論的な限界も存在する。こ
のようなことから、これまで得られた剖検脳
の中で最も病理学的変化が弱い患者の小脳
を用いて、long read の RNA-seq を実施し、
splice 変異がどのように起きているかを検
証することにした。特にこれまでの研究結果
から splice 異常を起こしている候補遺伝子
や蛋白 A、蛋白 F それぞれがスプライシング
を制御する遺伝子に着目して、患者脳での
long read RNA-seq を行う。 
 
４．研究成果 
 本研究では(UUCCA)n を過剰発現するマウ
スでの蛋白 F に関する発現解析を実施した。
その結果、蛋白 Fは同マウスでは局在変化を
示すものの非常に軽微であり、2 歳齢に近い
高齢マウスで解析しても、蛋白 Fの局在は大
きな変化を起こしていなかった。このことは、
患者脳での変化とは異なる結果であった。
RNA foci と蛋白 Fの共局在については、確か
に共局在するものもあれば、共局在が不明瞭
なものも見られた。 
 このマウスの行動解析を別研究課題で行
ったが、表現型は非常にマイルドであった。
このことから、十分な量の蛋白 F の隔離
(sequestration)が起きていないために、症
状が軽微にとどまっている可能性も残った。
患者での罹病年限を考慮すると、患者での局
在変化が長年の経過で起きている可能性も
考えられる。このようなことを考えると、モ
デルマウスでの所見が直ちに蛋白 Fの関与を
否定するものではないと思われ、慎重に研究
を重ねて異議を検討する必要があると思わ
れた。 
 患者脳での microarray によるスプライス



異常の検証については、これまでに 3つの遺
伝子について確かにスプライス異常が起き
ている可能性がみられた。ただし、その異常
が病態にどの程度関与するかは、同遺伝子の
ノックアウトモデルなどがなく、直ちに推定
できるものではなかった。今回の研究でさら
に 3つの遺伝子についてスプライス異常が起
きている可能性が示唆された。このため、以
前に実施した 100塩基のリード長での結果で
対応するものがあるかを調べ、また、蛋白 F
による制御を検証した。しかし、いずれの遺
伝子でもスプライス異常を肯定できなかっ
た。患者脳での microarrayの結果に戻ると、
患者の個体差や部位による違いを反映して
いるバリエーションの範囲である可能性も
示唆された。以上のようなことから、100 塩
基長の RNA-seq の限界も感じられたため、3
年目に long read RNA-seqを実施することを
着想した。 
 一方、発現量の変動について着目したとこ
ろ、45 個の遺伝子において 2 倍以上の発現の
変動(低下・上昇)を同定した。このうち、発
現低下を示す遺伝子は、すでに他の脊髄小脳
変性症の原因遺伝子として知られている遺
伝子も複数含まれていた(ITPR1, CACNA1G な
ど)。発現上昇をきたしている遺伝子は、神
経免疫にかかわる分子や酸化ストレス応答
に関わる遺伝子群が複数検出された。このう
ち、我々は ZNF遺伝子ファミリーの遺伝子発
現上昇を見出した。定量的 RT-PCR 法でも
microarray の結果と同じく発現上昇を認め
た。この遺伝子がコードする ZNF蛋白に対す
る抗体が市販されていたため、それを用いて
実施した患者脳での免疫組織化学的検索で
は、プルキンエ細胞では発現が弱く、周辺の
小型神経細胞でプルキンエ細胞より強く染
色された(図１)。 

図１ ZNF 蛋白に対する SCA31 患者小脳での
免疫組織化学．淡い染色性が顆粒細胞やプル
キンエ細胞層の小型細胞核に見られる。 
 

このようなことから、小脳変性によって、他
の神経細胞での ZNF遺伝子の発現亢進が起き
ている可能性が示唆された。この ZNF遺伝子
は、他の神経疾患ではほとんど報告がないた
め、高い新規性が考えられ、SCA31 で特有の
所見である可能性も考えられた。したがって、
今後はより多くの剖検脳を用いての qRT-PCR
を実施し、有意差がある所見かどうかを検証
することにした。確認された場合、病態への
関与や創薬のシーズとしての手掛かりにな
ることが期待される。 
  
 
 BEAN 方向の変異遺伝子(UGGAA)n に結合す
る蛋白 A が、どのように SCA31の病態に関与
するかについて、プルキンエ細胞でのみ蛋白
Aがノックアウトされる conditional KOマウ
ス(蛋白 Aと L7-Creのダブルトランスジェニ
ックマウス)を作製し、蛋白 A がプルキンエ
細胞でだけ脱落することによって、同細胞が
どの時期にどのように変性するかを検証し
た。図２が対照マウスである。 
                      

図２ 遺伝子 A floxed マウス(32 週齢マウ
ス）の小脳組織像．蛋白 A（緑）、calbindinD28k
（赤）、Hoechst(青)。多数あるプルキンエ
細胞(赤)の核に蛋白 A が認められる。 
 
 
 
緑が「蛋白 A」、赤が小脳においてはプルキ
ン エ 細 胞 に 特 異 的 な マ ー カ ー に な る
「calbindinD28k」、青がヘキスト（核染色
マーカー）である。32週齢の対照マウスでは、
明確なプルキンエ細胞の脱落はない。一方、
生後 34 週齢の cKO マウスでは、明瞭にプル
キンエ細胞の脱落がみられた (図３)。 



 
図３ 遺伝子 Aのプルキンエ細胞でのコンデ
ィショナル・ノックアウトマウス(34 週齢)． 
残存プルキンエ細胞数が著名に減少してい
る。 
 
 
また、プルキンエ細胞の減少を反映して歩行
障害を呈するに至っていた。一方、4 週齢の
組織検査では、プルキンエ細胞のマーカーで
ある calbindin D28k の染色性は、明確な異
常を見出せず、わずかに focalな異常を呈し
ている可能性が残る程度であった。 
 この結果を受けて、生後 8 週齢と 16 週齢
程度で 6匹ずつ対照型と cKOマウスを準備し、
詳細な行動解析とマウス小脳プルキンエ細
胞層での RNA発現解析を実施することにした。
順次交配を実施し、genotype 決定後、歩行解
析を実施するところで研究機関の終了とな
った。 
 
 一方研究期間中に、別研究の延長でショウ
ジョウバエの複眼および神経細胞にそれぞ
れ(UGGAA)nを発現させると、細胞障害を起こ
し、複眼では器官形成異常や複眼変性を、神
経系に発現させるとショウジョウバエの行
動能力低下を認めた。複眼変性をきたすショ
ウジョウバエと、 (UGGAA)n 結合蛋白である
蛋白 Aを過剰発現するショウジョウバエとを
掛け合わせると、 (UGGAA)n の毒性が明瞭に
緩和される成果を認めた。この成果を Neuron
誌に掲載した(文献①)。 
 以上の成果から、蛋白 Aが SCA31 に関与す
る病態として、以下の 2 つを考えた。1 つ目
は(UGGAA)nに蛋白 Aが結合することによって
プルキンエ細胞では相対的な蛋白 Aの低下状
態になり、cKO マウスで見られた状況のよう
なプルキンエ細胞変性を来して SCA31発症に
至るという仮説である。患者脳での蛋白 A に
対する免疫組織化学的検討では、図４の→の
ようにプルキンエ細胞では明確な低下を示
していない。 

 

図４ SCA31 患者小脳組織における蛋白 A に
対する免疫組織化学．プルキンエ細胞の核
(→)では蛋白 Aの染色性は明確な低下は示し
ていない。 
 
 
以上のことから、蛋白 Aがプルキンエ細胞核
内で微妙に低下している可能性を今後検証
する必要があると考えた。そのために、例え
ば我々が有する(UGGAA)n を過剰発現するモ
デルマウスでのプルキンエ細胞での蛋白 A発
現量の定量や、(UGGAA)nを過剰発現するモデ
ルマウスでの補充によって病態が緩和され
るかどうかの検証が必要と考えた。 
 2 つ目の可能性としては、蛋白 A の機能低
下によって、同蛋白が関わる下流遺伝子の制
御が正常ではなくなって異常が起きる可能
性を上げる。この仮説の検証は容易ではない
が、脳内の下流遺伝子発現の解析などが必要
と考えた。 
 以上のような研究から、これまでの RNA 発
現解析は 100塩基長のショートなリードから
得られる解析にとどまっていたことに立っ
て、最近開発されたロングリード、単一分子
のシークエンスを Pacific Bio社の次世代シ
ークエンサーを用いて実施することでこれ
までの欠点を克服することにした。解析は外
注で実施し、ゲノム情報に RNA配列をマッピ
ングして、対応する箇所の異常を検証する方
法をとった。その結果、SCA31 ゲノム領域に
相当するヒト第 16 番染色体長腕の BEAN と
TK2 遺伝子が重複するイントロンにおいて、
「挿入変異」の前後がマッピングされ、それ
に続く RNA配列の部分でマッピングされない
箇所を見出した。ただし、その周辺の領域で
もマッピングされない領域が存在した。この
手法では最初に RNAをサイズによって分画化
するため、他の分画に少量存在する可能性や、
分画は同じでも量的に少ないために容易に
はマッピングされなかった可能性などを検
討した。 
 また、これまでの方法で蛋白 Aが制御する
下流遺伝子 20 個、蛋白 F が制御する別の遺
伝子 23 個を見出しているため、これらにつ
いて逐次スプライス異常が起きていないか
を検証する。このような遺伝子にもし異常が



見られ、特に蛋白 A の下流遺伝子では
conditional KOマウスでも検証する予定であ
る。 
 Pacific Bio による RNA-seq はまだ世界的
にも事例が少なく、神経変性疾患での応用も
我々が知る限りまだされていない。このため、
インパクトの上でも重要な研究といえる。ま
た、SCA31 の病態を探索するうえでも新たな
シーズの発見につながる重要な解析である
と考えており、早い時期に結論を出したいと
考えている。 
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http://www.tmd.ac.jp/medhospital/chouju
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