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研究成果の概要（和文）：筋強直性ジストロフィー1型の患者では、DMPK遺伝子の3’側非翻訳領域に存在する
CTGリピート配列の繰り返し数が百から数千と異常に増加する。この遺伝子から合成されるmRNAの異常伸長した
CUGリピート配列に、タンパク質MBNL1が結合して、核内で凝集体を形成する。
本研究では、細胞外で構築したCUGリピートRNAの集積場を用いて、CUGリピート配列の繰り返し数に応じたRNA集
合体を構築し、その構造を解析した。このRNA集合体を用いることで、CUGリピート配列RNAとMBNL1タンパク質と
の凝集体形成の分子機構を解析するとともに、凝集体に結合する分子を探索することが可能になる。

研究成果の概要（英文）：Myotonic Dystrophy type 1 (DM1) is a trinucleotide repeat expansion disease 
caused by CTG repeat expansion in the 3'-UTR of DMPK gene. The mRNA derived from DMPK gene with 
hundreds and thousands of CUG repeats forms toxic foci with RNA-binding proteins such as MBNL1. This
 research constructed an in vitro model of expanded CUG repeat by using given numbers of CUG 
repeats. The RNA assembly was constructed on a DNA nanoscaffold by placing RNA with 10, 20 or 28 
repeats of CUG in close proximity. The resulting RNA assembly with four or 36 CUG-repeat RNAs was 
characterized by means of agarose gel electrophoresis and AFM imaging. 

研究分野：生物機能化学

キーワード： トリプレットリピート病　RNA凝集体　DNAナノ構造体　高速AFM　核酸関連化学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
筋強直性ジストロフィー1型を理解するうえでの重要な鍵は、『なぜ、正常な繰り返し数のCUGリピート配列mRNA
にMBNL1が結合しても凝集体は形成されないが、繰り返し数が増加したCUGリピート配列mRNAでは凝集体が形成さ
れるのか？』であるが、MBNL1とmRNAが形成する凝集体の構造および物性は未だに不明である。RNA-タンパク質
の凝集現象は、アルツハイマー病に関連するアミロイドなどのタンパク質凝集体に比べて化学的知見が乏しく、
未開拓な学術領域である。本研究成果によって提供されるRNA集合体を用いることによって詳細な凝集体の解析
が可能になると共に、創薬研究が推進される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 ハンチントン病や筋強直性ジストロフィーなどの遺伝性神経疾患は、特定の遺伝子中の CTG

などの３塩基の繰り返した配列（トリプレットリピート）の繰り返し回数がある程度以上に多

くなると発症する。これらのトリプレットリピート病と総称される疾患では、疾患遺伝子中の

リピートの長さが親から子孫への遺伝に伴って増加する。トリプレットリピートの反復回数が

増える要因は謎に包まれている。 

 筋強直性ジストロフィー1型（DM1）の患者では、筋強直性ジストロフィープロテインキナ

ーゼ（DMPK）遺伝子の 3’側非翻訳領域に存在する CTGリピート配列の繰り返し数が百から

数千と異常に増加する。この遺伝子から合成されるmRNAの異常伸長した CUGリピート配列

に、スプライシング因子であるタンパク質MBNL1が結合して、核内で凝集体を形成し、細胞

のスプライシング機能に異常が生じて発病する機構が提唱され、これまでの変異タンパク質が

原因となる疾患とは異なる「RNA病」として注目されている。 

 この疾患 DM1を理解するうえでの重要な鍵は、『なぜ、正常な繰り返し数の CUGリピート

配列 mRNA に MBNL1 が結合しても凝集体は形成されないが、繰り返し数が増加した CUG

リピート配列mRNAでは凝集体が形成されるのか？』であるが、MBNL1とmRNAが形成す

る凝集体の構造および物性は未だに不明である。さらに、RNA-タンパク質の凝集現象は、ア

ルツハイマー病に関連するアミロイドなどのタンパク質凝集体に比べて化学的知見が乏しく、

未開拓な学術領域である。 

 RNPの凝集体形成が疾患の特徴となる「RNA病」には、『なぜ正常な繰り返し数の CUGリ

ピート配列はMBNL1タンパク質と凝集体を形成せずに、繰り返し数が増加した CUGリピー

ト配列では凝集体が生じるのか』という謎がある。これまでに、この RNA-タンパク質（RNP）

凝集物は電子顕微鏡による観察により、繰り返し数136のCUGリピートRNAにおいて、25 nm

程度の直径を持つリング形状の構造体が観測されている（Nucleic Acid Res. 2007, 35, 5474）。

リピート数が 20 以下の配列では MBNL1 と CUG リピートとの強い相互作用は認められてい

ない（EMBO J. 2000, 19, 4439）。MBNL1-CUGリピート複合体 RNP凝集体の形成過程を、

蛍光タンパク質を利用した FRAP法により速度論的に解析した（J. Cell. Sci. 2011, 124, 1703）

が、生体内では凝集体それぞれが異なる凝集特性を示し、凝集体形成の機構は未だ不明である。

これを明らかにするためには、正常な繰り返し数の CUG リピート RNA が形成するタンパク

質との複合体 RNPと異常に伸張した CUGリピート RNAとが形成する RNPの構造・物性を

「細胞外」で詳細に解析することが突破口となる。CUG リピート数や MBNL1 タンパク質の

濃度など、凝集体形成に関与する要因を系統的に変化させて、RNP凝集体形成機構を化学量論

に解析することが重要である。 

しかしながら、百〜数千の CUG繰り返し数を持つ RNAを合成し、それらとMBNL1タンパ

ク質が不規則に形成する凝集体の構造を解明することは困難である。そこで、申請者がこれま

でに培った、RNA-タンパク質複合体の作製技術と、DNAナノ構造体を利用してタンパク質を

一分子ずつナノメートルの精度で配置する技術（Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 2421; Chem. 

Commun. 2015, 51, 1016; J. Am. Chem. Soc. 2016, 138, 3012など）を応用して、「数千の繰

り返し数を持つCUGリピート配列RNA に相当するRNAの空間配置をDNAナノ構造体上で

再現する」ことを考えた。 

 アミロイドβやタウなどの病因タンパク質が凝集体を形成する機構に関する知見は多くの研

究報告がある。しかしながら、「RNA 病」で注目を集め始めた RNA とタンパク質の凝集体に

関する研究は、これまでに報告例が乏しく未開拓な分野である。百〜数千の繰り返し数を持つ



CUGリピート配列 RNAとタンパク質との凝集体を系統的に作製して解析することは、従来の

生物化学手法では難しい。そこで、本研究では、新しい RNA とタンパク質の凝集体の解析法

を提唱する。DNAナノ構造体には、RNAを分子の数、距離を制御して一分子ずつ配置するこ

とができる。この方法を応用して、「RNAの分子数（＝CUGリピート RNAの繰り返し回数）」

と、「RNAの空間配置（＝CUGリピート RNAの高次構造）」を制御して、「数千の繰り返し数

を持つ CUGリピート配列 RNAに相当する RNAの空間配置を細胞外で再現」する。この集積

化した CUGリピート配列 RNAと MBNL1タンパク質との複合体・凝集体を、高速 AFM測

定によって経時的に解析することにより、その形成機構解明と物性解析に挑戦する。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、CUG リピート配列 RNA の化学特性と MBNL1 タンパク質との凝集体形成の

分子機構と凝集体の化学特性を明らかにする。CUGリピート RNAの集積場を用いることによ

って CUGリピート RNAと MBNL1が形成する凝集体に特異的に結合し、凝集体を分解する

分子を探索する実験系を提供する。 

 

３．研究の方法 

 異常に増加した CUG リピート配列 RNA の空間配置を細胞外で再現し、MBNL1 との相互

作用を解析する。そのために、正常な繰り返し数の CUGリピート RNAを、RNA鎖の数およ

び間隔をナノメートル精度で制御して DNA ナノ構造体で作製した鋳型に配置し、数千の繰り

返し数に相当する CUGリピート RNAの集積場を構築する。細胞外で構築した CUGリピート

RNA の集積場を用いて、CUG リピート配列の繰り返し数に応じて、RNA 構造体の性質がど

のように変化するかを解析する。さらに、CUG リピート配列の繰り返し数に応じて、どのよ

うなMBNL1タンパク質との RNP複合体が形成されるかが解析できる。 

 

４．研究成果 

 ①DMPK 遺伝子で正常な CTG の繰り返しとみなされる 30 回 CUG 配列が繰り返した RNA

［（CUG)30RNA］を基本単位として合成する。30 回から 1000 回以上の CUG リピートを細胞外で

再現するため、DNA ナノ構造体上に CUG30RNA を配置した。まず、数千の CTG リピート配列が形

成する構造を再現するために、30回の CUG 繰り返し配列を有する RNA を、数ナノメートルの間

隔で配置した。RNA 分子の数、距離を制御して一分子ずつ配置する。この配置を実現するため

に、DNA ナノ構造体によって「足場」を設計した。一辺 60 nm の空孔を持つ DNA ナノ構造体（杉

山ら、J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 1592 など）を DNA オリガミ法によって作製し、アガロ

ースゲル電気泳動と高速 AFM によって構造を確認した。 

DNA ナノ構造体上で核酸構造を解析できるかを検証するために、DNA ナノ構造体の空孔に DNA

カテナンを導入し、アガロース電気泳動と高速 AFM によってカテナン構造を確認した。 

 ②さまざまな繰り返し数に相当する CUG リピート RNA を集積させ、それらの形状・性質およ

び、それらと MBNL1 タンパク質との結合によって精製する RNP 凝集体構造および動的な凝集体

形成過程を観察するために、60 nm x 90 nm の平面 DNA ナノ構造体を作製し、アガロースゲル

電気泳動と高速 AFM によって構造を確認した。平面 DNA ナノ構造体には、4 nm もしくは 5 nm

の間隔で CUG リピート RNA を導入するタグを 4箇所もしくは 36箇所導入した。 

平面 DNA ナノ構造体に導入するため、10、20、28 回の CUG 繰り返し配列を有する CUG リピート

RNA を作製した。これらの CUG リピート RNA を平面 DNA ナノ構造体に導入し、高速 AFM によっ



て構造を解析した結果、10回の CUG 繰り返し配列を 4箇所導入すると 1.0 nm、36 箇所では 3.2 

nm の高さの RNA 集合体が観察された。20 回の CUG 繰り返し配列を 4 箇所導入すると 1.6 nm、

36 箇所では 3.5 nm の高さの RNA 集合体が観察された。 

 ③RNA と結合実験に用いるMBNL1タンパク質を作製した。C末端に Hisタグを導入する際

に、MBNL1の C末端との間に Thrombin切断サイトを挿入し、精製後にタグを除去できるよ

うにした。 

 これら①、②の結果から、一辺 60 nm の空孔を持つ DNA ナノ構造体は、DNA トポロジー構造

の形成とその可視化を可能にする事が明らかになった。また、空孔内に橋渡しした一本鎖 DNA

とともに、空孔周辺部に一本鎖 DNA を導入することにより、30回の CUG 繰り返し配列を有する

RNA を多数配置出来る可能性が実証できた。 

 

【今後の展開】 

 本研究で構築した、CUG リピート RNA の繰り返し数・RNA の分子数・空間配置を制御した CUG

リピート RNA 集積場を用いて、それぞれの RNA 集積状態で MBNL1 タンパク質が形成する複合体

の大きさ・形状を、高速 AFM を用いた観察によって明らかにできる。また、複合体の動的な形

態変化を経時的に観察することにより、凝集体形成の速度論的な知見が得られる。それととも

に、凝集体と結合、分解する分子のスクリーニングが可能になるため、以下の①、②の研究展

開が期待出来る。 

 ①CUG30RNA の数・空間配置を制御した CUG リピート RNA 集積場において、それぞれの RNA 集

積状態（＝リピート数）で MBNL1 タンパク質が形成する複合体（凝集体）の大きさ・形状を、

高速 AFM を用いた観察によって明らかにする。また、複合体および凝集体の動的な形態変化を

経時的に観察することにより、凝集体形成の速度論的な知見を得る。さらに、CUG リピート RNA

結合分子（中谷ら、Nature Chem. Biol. 2005, 1, 39; Zimmerman ら J. Am. Chem. Soc. 2015, 

137, 14180）と凝集体との結合を観測する。 

 ②MBNL1 と凝集体を形成する CUG リピート RNA 集積場から形成される RNP 凝集体に特異的に

結合するペプチドをファージディスプレイ法（Science 1985, 228, 1315）によって探索する。

得られたペプチドを蛍光色素で修飾し、細胞内で CUG リピート RNA と MBNL1 が形成する凝集体

を可視化する検出ツールとしての機能を検証する。 
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