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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、脊髄小脳失調症31型モデル個体の症状を改善する低分子の作用機序
を分子レベルで解明する事である。本研究では、新たに見出した脊髄小脳失調症31型の原因となるUGGAAリピー
トを標的とする低分子が、UGGAAリピートとRNA結合タンパク質の相互作用及びリピートRNAの凝集体形成を阻害
することを明らかにするとともに個体レベルでリピートRNA毒性を軽減できることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed to elucidate the action mechanism of small molecules 
that alleviate disease phenotype in spinocerebellar ataxia type 31 (SCA31) model. In this study, we 
found naphthyridine carbamate dimer (NCD) as small molecules targeting UGGAA repeat in SCA31. NCD 
inhibited the interaction of UGGAA repeats with RNA-binding proteins and the formation of nuclear 
RNA foci consisting of UGGAA repeat. We demonstrated that NCD alleviated UGGAA repeat-mediated RNA 
toxicity in SCA31 Drosophila model, suggesting that targeting UGGAA repeat by small molecules have a
 potential for treatment of SCA31.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 脊髄小脳変性症31型　UGGAAリピート　RNA結合性低分子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄小脳失調症31型(SCA31)は、TGGAAリピートが原因で発症する難治性疾患であり、TGGAAリピートから転写さ
れるUGGAAリピートが関与するRNA介在性神経疾患である。現時点ではSCA31を完治する方法はなく、症状改善に
資する治療法開発が待たれている。
本研究成果により、UGGAAリピート結合分子によるリピートRNAの機能制御及びSCA31モデルショウジョウバエに
おける治療効果が実証され、これらの分子ツールを用いた発症機構の分子レベルでの解明や治療法開発の進展な
どが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脊髄小脳失調症 31 型(SCA31)は、16 番染色体の BEAN1 と TK2 遺伝子が共有するイントロ
ン領域に五塩基の繰り返し配列である TGGAA リピートが、挿入されることにより発症す
る遺伝性神経変性疾患である。SCA31 では、TGGAA リピートの転写により産生される
UGGAAリピート RNAが、毒性を示す RNA介在性神経変性疾患であると考えられている。
その発症機構としては、リピート RNA によるスプライシング因子等の RNA 結合タンパク
質の捕捉に伴う細胞核内での RNA 凝集体(RNA foci)の形成やリピート RNA から翻訳され
るペンタペプチドリピートタンパク質凝集体による毒性などの可能性が挙げられている。
現時点で SCA31を完治する方法はなく、発症機構の解明、症状改善に資する治療法の開発
が待たれている。 
SCA31の発症機構解明の鍵は、細胞または個体レベルにおける UGGAA リピートの機能を
明らかにすることであり、また症状改善や発症抑制に資する治療法開発には UGGAA リピ
ートの機能を調節する分子ツールの開発及びその作用機序解明が重要である。 
申請者は、研究室で開発された核酸結合低分子とUGGAAリピートの相互作用解析により、
UGGAA リピートのヘアピン構造を安定化する低分子 MCND を見出した。さらに複眼変性
を示す SCA31ショウジョウバエモデルにMCNDを投与すると、複眼変性が改善し、UGGAA
リピートによる RNA介在性神経変性に対する治療効果を示すことが示唆されたが、その作
用機序などは不明である。 

 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、SCA31 ショウジョウバエモデルに治療効果を示した UGGAA リピート結
合低分子が、SCA31 の発症機構解明に有効な分子ツールとなる可能性を詳細に検討すると
同時に、更に有効性の高い分子ツールとなる可能性を持つ UGGAA リピート結合性低分子
の探索を並行して進め、SCA31 の発症機構の解明と治療法開発に資するさらに有効な分子
ツールの開発を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
申請者らの研究室では、核酸
塩基と水素結合を形成する
ことにより DNA や RNA の
ミスマッチ塩基対を認識す
るミスマッチ結合分子を開
発してきた。申請者は、GAA
リピート DNAに結合を示す
低分子である N-メトキシカ
ルボニル-2-アミノ-1,8-ナフ
チリジン二量体 (MCND)が
SCA31 の原因リピートであ
る UGGAA リピートに結合
することを見出した。MCND と UGGAA リピートの相互作用解析は、UGGAA リピートを
固定化したセンサーチップを用いた表面プラズモン共鳴(SPR)法及び二本鎖融解温度(Tm)測
定により行い、MCND が UGGAA リピートのヘアピン構造を安定化することを明らかにし
た(図 1)。また UGGAA リピートの発現により複眼変性を生じる SCA31 モデルショウジョ
ウバエを用いたフェノタイプアッセイにおいて、MCND が複眼変性を抑制することが示唆



された。 
本研究では、UGGAA リピート結合分子による作用機序を調べるために、RNA 結合タンパ
ク質とリピート RNA の相互作用及び細胞核内に形成される RNA foci 形成に対する阻害効
果などの検証を通じて、UGGAAリピート結合分子の作用機序を調べるとともに、さらに有
効性の高い UGGAA リピート結合分子を探索するために、研究室独自の化合物ライブラリ
を用いてスクリーニングを用いて行うこととした。研究開始当初は、MCND を用いて作用
機序に関する研究を推進する予定であったが、UGGAAリピート結合分子の探索研究におい
て、MCND よりも強く結合する低分子ナフチリジンカーバメートダイマー(NCD)を見出し
たので、NCDを用いた研究を推進した。 
	
	
４．研究成果	
(1) UGGAAリピート結合分子の探索及び結合評価 
研究室で開発されたミスマッチ結合分子を含む化
合物ライブラリを用いて SPR、ゲルシフトアッセ
イによりスクリーニングを行なった。SPR 及び
ゲルシフトアッセイの両方において、4つの化合
物が結合を示し、それらの化合物が共通構造と
してNCD構造(図 2a)を有することが明らかとな
った。また Tm測定により、NCDは、UGGAAリ
ピートに結合し、非常に安定な複合体を形成す
ることが示唆された。 
NCDと UGGAAリピートの相互作用について、
さらに詳細に調べるために RNA 二重鎖に
UGGAA リ ピ ー ト の 部 分 構 造 で あ る
UGGAA/UGGAAモチーフを組み込んだ RNAを
用いて Tm測定を行なった。UGGAAリピート同
様、NCD は UGGAA/UGGAA モチーフを含む
RNA 二重鎖の Tm を増加させた。一方で
UGGAA/UGGAA モチーフ中のグアニンをアデ
ニンへと置換した RNAの場合には、Tmの増加は見られず、4つのグアニンが NCDの結合
に必要であることが示唆された。またコールドスプレーイオン化質量分析法により、複合体
の化学量論比を調べたところ、NCDが 2分子結合することが明らかになった。 
NCDと UGGAA/UGGAAモチーフの結合様式を明らかにするために、NMRによる構造解析
を行なったところ、2分子の NCD がグアニンと相補的な水素結合を介して結合しアデニン
をフリップアウトさせた複合体を形成することが明らかとなった(図 2b,c千葉工業大学河合
教授との共同研究)。 
 
(2) NCDの UGGAAリピート-タンパク質相互作用に対する阻害効果検証 
UGGAAリピートは、細胞
核内で RNA結合タンパク
質に結合し RNA fociを形
成することが知られてい
るため、NCDが RNA結合
タンパク質の UGGAA リ
ピートへの結合を阻害す
るかどうかを検証した。阻
害効果を検証するアッセ
イ系として磁気ビーズに
固定化したリピート RNA
とHeLa細胞の核抽出液を
用いたプルダウンアッセイを実施し、NCD 存在下におけるプルダウン効率の相対変化量を
算出することにより、RNA-タンパク質相互作用への阻害効果を評価した(図 3)。NCD 存在
下、UGGAAリピート結合タンパク質として既に同定されている TDP-43、HNRNPM、SRSF9
において顕著なプルダウン効率の減少が見られた。一方でコントロール化合物として、NCD
のナフチリジン環をグアニンと相補的水素結合形成ができないキノリン環へと置換した
QCD 存在下ではプルダウン効率に変化は見られず、 NCDが UGGAA リピートに結合する
ことにより、RNA-タンパク質相互作用を阻害することが示唆された(大阪大学	 廣瀬教授と
の共同研究)。	
	
(3) NCDの核内 RNA foci形成に対する阻害効果検証 



(2)の結果より、NCDが UGGAAリピート
と RNA結合タンパク質の相互作用を阻害
することが示唆されたので、細胞核内に形
成する UGGAAリピート RNA fociに対す
る影響を検証した。細胞内での UGGAAリ
ピート RNA fociに対する影響を調べるた
めに、(UGGAA)76を発現するプラスミドを
作製し、HeLa 細胞にトランスフェクションした後、RNA fluorescence in situ hybridization 
(FISH)法により RNA fociを検出した(図 4)。NCD非存在下においては、RNA foci由来の蛍
光シグナルが多数観測されたのに対して、NCD存在下では RNA foci由来のシグナルが有意
に減少した。またコントロール化合物として、NCD のナフチリジン環をグアニンと相補的
水素結合形成ができないキノリン環へと置換した QCDを用いた場合においては、RNA foci
の有意な減少は見られず、これらの結果より、NCDが RNA foci形成を阻害することが示唆
された。さらに熱ストレスにより、UGGAAリピートに富んだ配列を有する HSAT III RNA
が形成する nuclear stress body (nSB)と呼ばれる RNA構造体に対しても NCDがその構造形成
を阻害し、nSB が関与するスプライシングなども阻害することが明らかとなった(大阪大学	
廣瀬教授との共同研究)。 
 
(4) NCDによる SCA31モデルショウジョウバエの複眼変性抑制 
NCD の UGGAA リピートへの結合により、
RNA-タンパク質相互作用が阻害され、RNA 
fociの形成が抑制されることを確認したので、
SCA31 モデルショウジョウバエを用いたフェ
ノタイプアッセイを実施した。実験には、複眼
に UGGAA リピートを発現することにより、
複眼変性を生じる SCA31モデルショウジョウ
バエを用い、NCD またはコントロール化合物
として QCDをショウジョウバエの幼虫に給餌した後、成虫の複眼を顕微鏡により観察した
(図 5)。化合物を給餌しない場合には、複眼面積の減少や色素欠落などが見られたが、NCD
を給餌した場合には、複眼面積の増加、色素欠落の抑制などが見られた。一方でコントロー
ル化合物である QCD を給餌した場合には、複眼変性の抑制は観測されなかった(大阪大学
永井教授、現：近畿大学、東京医科歯科大学石川教授との共同研究)。 
 
本研究では、研究室独自の化合物ライブラリからMCNDよりも有効性の高い分子ツールと
して NCDを見出し、UGGAAリピートへの結合様式を明らかにするとともに、in vitro及び
細胞内において UGGAA リピートの機能を阻害することを実証した。また NCD が SCA31
モデルショウジョウバエの複眼変性を抑制したことから、個体レベルにおいて RNA毒性を
緩和することが示唆された。本研究成果は、SCA31の原因となる UGGAA リピートを標的
とする分子ツールを提供するものであり、さらなる作用機序解明研究により SCA31の発症
機構解明や治療法開発に資する知見が得られることが期待される。	
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