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研究成果の概要（和文）：CAGやCTGといった塩基繰り返し配列（リピート）の異常伸長により引き起こされるリ
ピート病では、異常伸長DNAから転写されたmRNA（筋強直性ジストロフィーなど）や、翻訳された蛋白（ハンチ
ントン病など）が毒性を示すことが知られている。本研究では、これらリピート病の治療開発として、リピート
異常伸長DNAからのmRNA転写を特異的に抑制する化合物を見出した。これら化合物による異常RNA産生抑制効果を
リピート病モデル細胞で実証し、リピート病モデル動物への投与で治療効果を確認した。こうした化合物による
伸長リピート特異的転写抑制は、リピート病の根治療法につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Repeat expansion disorders are caused by unstable expansions of tandem 
repeats, such as CAG or CTG.  The transcripts containing the expanded repeat or abnormal protein 
products can give rise to a toxic gain-of-function by the mutant RNA (e.g. myotonic dystrophy) or 
mutant protein (e.g. Huntington disease).  In this study, we identified small molecules that 
specifically inhibit transcription of mutant alleles with expanded repeats.  These compounds reduced
 abnormal RNA levels in a cell model for myotonic dystrophy.  The lead compound showed treatment 
effects in a mouse model for repeat expansion disorders.  These results indicate that allele 
specific inhibition of mutant mRNA can be a means to treat repeat expansion disorders.

研究分野：神経筋疾患
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リピート病は、そのほとんどが進行性の神経筋変性疾患であり、現在根本的な治療法がない難病である。本研究
により、リピート病の原因を根源から断つ、新たな治療アプローチの可能性が示された。また、この治療アプロ
ーチは、リピート病のなかでも伸長リピート配列が同一の疾患群全てにおいて治療効果が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
リピート病とは、塩基繰り返し配列（リピート）の異常伸長により引き起こされる疾患の総
称で、CAG リピートによるハンチントン病（HD）や、CTG リピートによる筋強直性ジストロフィ
ー1型（DM1）などがある。これらの疾患では、異常伸長リピートを持つ変異アリルから転写さ
れた mRNA 自体が毒性を示したり、翻訳された蛋白が障害を引き起こすとされている（Nakamori 
et al. Neurobiol Dis 2010）。また、GGGGCC リピートの異常伸長が原因の C9-ALS では、異常
mRNAからATG開始コドン非依存的に翻訳された蛋白が病態に関与する可能性も示唆されている。
これまでのリピート病の治療研究では、異常を示す mRNA や蛋白を個別にターゲットとする手法
がとられてきた。申請者らも DM1 において、核酸医薬による異常 mRNA 分解（Nakamori et al. Mol 
Ther 2011, Wheeler et al. Nature 2012）、低分子化合物による異常 mRNA 毒性中和（Warf & 
Nakamori et al. PNAS 2009, Parkesh et al. J Am Chem Soc 2012, Ofoli et al. Nucleic Acid 
Res 2012）といった研究を行ってきたが、この過程で、リピート結合性低分子化合物のなかに、
リピート伸長アリルからの異常 mRNA 転写を特異的に抑制する作用を持つものが複数あること
を発見した（Coonrod et al. ACS Chem Biol 2013）。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、リピート結合性低分子化合物を網羅的に解析し、より高い異常 mRNA 転写抑制効
果・特異性をもつ化合物を同定して、リピート病の病態の根源にアプローチする新規治療法の
確立を目指す。研究期間内の目標として、下記の三項目を設定した。 
(1) 伸長リピート転写抑制作用をもつ低分子化合物の網羅的探索 
(2) 伸長リピート転写抑制効果の特異性の確認と downstream effect の評価 
(3) in vivo モデルでの効果検証と治療法の確立 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 伸長リピート転写抑制作用をもつ低分子化合物の網羅的探索 
 ルシフェラーゼcDNAの5ʹ側非翻訳領域に800のCAG/CTG繰り返し配列をもつ異常リピートを
挿入した C2C12 細胞モデルを用い、低分子化合物ライブラリーより伸長リピートの転写を抑制
する化合物を探索した。ルシフェラーゼ活性の定量は発光マイクロプレートリーダにより行っ
た。１次スクリーニングで得られた化合物のなかから、細胞毒性により全般的な転写活性低下
をひきおこすものを、WST-1 アッセイにより除外した。 
 
(2) 伸長リピート転写抑制効果の特異性の確認と downstream effect の評価 
 異常リピートをもつヒトリピート病細胞モデルを用い、ヒット化合物のなかから変異アリル
の転写を特異的に抑制するものを同定した。また同細胞モデルを用いて、核内RNA凝集体をFISH
法で解析し、リード化合物による凝集体形成抑制効果を確認した。さらに、異常 mRNA によるス
プライシング異常の改善効果を RT-PCR 法により検証した。 
 
(3) in vivo モデルでの効果検証と治療法の確立 
 (2)で得られたリード化合物をリピート病マウスモデルに投与し、リピート特異的転写抑制効
果を検証した。DM1 マウスモデルとして、申請者が有する HSA-LR マウスを使用した。HSA-LR
マウス腹腔内へリード化合物を投与し、骨格筋での異常CUGリピート含有mRNAを定量したほか、
骨格筋での核内 RNA 凝集体やスプライシング異常の改善を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 伸長リピート転写抑制作用をもつ低分子化合物の網羅的探索 
 ルシフェラーゼ遺伝子 cDNA 上流に異常伸長リピートを挿入した C2C12 細胞モデルを用い、伸
長リピートの転写を抑制する低分子化合物を同定するためのハイスループットスクリーニング
システムを確立した。本システムを用いて、大阪大学が保有する既存薬・天然化合物ライブラ
リより、異常伸長リピートの転写を抑制し、かつ細胞毒性がなく自家蛍光を示さない約 60のヒ
ット化合物を同定した。 
 
(2) 伸長リピート転写抑制効果の特異性の確認と downstream effect の評価 
 DM1 モデル細胞を用いた二次スクリーニングにより、(1)で導出された約 60 の化合物が変異
アリルの転写を特異的に抑制することを確認した（図１）。さらに、リピート特異的転写抑制効
果が特に高い 5つのリード化合物を同定し、異常伸長 CUG リピートによる RNA 毒性の低減効果
をAtp2a1遺伝子exon 22スプライシング異常の改善や核内異常RNA凝集体形成の抑制効果を確



認した（図２）。 
 

 

 
 
(3) in vivo モデルでの効果検証と治療法の確立 
 （2）により異常伸長リピート特異的転写抑制効果が確認された 5つのリード化合物について、
DM1 モデルマウス HSA-LR への腹腔内投与を行った。すべての化合物で、投与用量依存的に異常
RNA 産生抑制、ならびに核内異常 RNA 凝集体形成の抑制といった異常 RNA 毒性の低減効果が確
認された（図３）。また、HSA-LR マウスにおけるスプライシング異常や筋強直症状の改善も実
証され（図４）、今後のリピート病新規治療薬としての効果が期待される結果が得られた。 
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