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研究成果の概要（和文）：先天性筋無力症候群の原因となる CHRNA1 IVS3-8G>A 遺伝子変異

は、スプライシングトランス因子 hnRNP H とシス因子との結合を 100 倍減弱することを明ら

かにした。この研究の過程で IVS3-8G 上流領域にスプライシング抑制因子 PTBP1 が結合する

ことを同定し、960 種類の FDA 既認可薬を用いたスクリーニングにてタンニン酸が濃度依存

性に PTBP1 プロモータを活性化させ IVS3-8G>A による異常スプライシングを是正すること

を見出した。 

 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 7,600,000  2,280,000  9,880,000  

２００８年度 6,800,000  2,040,000  8,840,000  

    

    

    

総 計 14,400,000  4,320,000  18,720,000  

 

 

研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・神経内科学 

キーワード：先天性筋無力症候群、スプライシング異常、タンニン酸 

 

１．研究開始当初の背景 

先天性筋無力症候群は神経筋接合部分子

の先天的な欠損により発症する疾患群であ

る。アセチルコリン受容体各種サブユニット

はその原因遺伝子となる。研究代表者らは本

症候群において同定を行った CHRNA1 遺伝

子 IVS3-8G>A 変異は、機能を有さないアミノ

酸をコードする 75 塩基からなるエクソン

P3A の上流に存在する遺伝子変異であり、

IVS3-8G>A によりエクソン P3A が常に認識

をされ、機能を有さないアセチルコリン受容

体αサブユニット(CHRNA1 遺伝子産物)が作

られることを見出していたが、その分子病態

機構は不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、CHRNA1 IVS3-8G>A 遺伝

子変異がエクソン P3A のスプライシング異
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常を惹起する分子機構を明らかにし、FDA 既

認可薬による制御を試みることである。ヒト

は 22,000 種類という予期よりもはるかに尐

ない数の遺伝子しか持たないことが判明し

ているが、組織特異的・発達段階特異的にス

プライシングを制御することにより数尐な

い遺伝子から 10 万種類以上と推定される多

様なタンパク質を実現している。このスプラ

イシング機構の破綻は数多くの疾患の原因

となるが、その分子機構は多くの場合知られ

ていない。また、アスピリンの抗血小板作用、

プロプラノロールの抗震戦作用など既認可

薬には予期せぬオフラベル薬効があり、先天

性筋無力症候群のように多大な研究開発費

を投入できない希尐疾患に対する治療戦略

として有用であると期待をされる。 

 

３．研究の方法 

CHRNA1 イントロン 3 の IVS3-8G>A 変異

部位に結合をするスプライシングトランス

因子を UV クロスリンキングならびに RNA

アフィニティー精製後の候補分子に対する

ウェスタンブロッティングにより同定を行

った。候補スプライシングトランス因子が標

的 RNA 配列に作用することを過剰発現系な

らびに siRNA ノックダウン系を用いて検証

した。さらに、スプライシングトランス因子

を免疫沈降により除去した後の核抽出液を

用いて UV クロスリンキングならびに RNA

アフィニティー精製を行い、候補スプライシ

ングトランス因子が消失をすることを証明

した。MS2 コート遺伝子と候補スプライシン

グトランス因子のフュージョン遺伝子産物

を作成し、一方、標的 RNA 配列を除去し MS2

配列を挿入したコンストラクトに対する影

響を調べることにより、候補スプライシング

トランス因子の結合部位に対する検討を行

った。 

IVS3-8G>A 遺伝子変異を有する CHRNA1

エクソン P3A ならびにその両側イントロン

を firefly luciferase cDNA の中心部に挿入し、

キメラミニ遺伝子を作成し、HEK293 細胞に

導入した。米国 Microsource Discovery 社より

購入した 960 種類の FDA 既認可薬パネル 10 

μM 存在下に培養を行い、firefly luciferase 活

性を上昇させる薬剤のスクリーニングを行

った。この実験系ではエクソン P3A のスキッ

ピングが誘導されることにより firefly 

luciferase cDNAからエクソンP3Aがはずれル

シフェラーゼ活性が上昇をする。さらに道程

をした薬剤の上記にて同定をしたスプライ

シングトランス因子発現に与える影響をプ

ロモータアッセイにより検討を行った。 

 

４．研究成果 

CHRNA1 IVS3-8G>A 遺伝子変異を用いた

UVクロスリンキングならびにRNAアフィニ

ティー精製によりスプライシング制御因子

hnRNP H (heterogeneous nuclear 

rbionucleoprotein H)と PTBP1 (polypyrimidine 

tract binding protein)が IVS3-8G 近傍に結合す

ることを明らかにした。表面プラズモンレゾ

ナンス法による RNA-タンパク質相互作用の

定量にて IVS3-8G>A は hnRNP H との結合を

約 100 倍減弱させることが判明した。MS2 コ

ートプロテインとのフュージョン遺伝子産

物を用いた検討で hnRNP H は IVS3-8G 近傍

に結合することにより下流エクソン P3A の

スキッピングを誘導することを明らかにし

た。さらに、hnRNP H の siRNA ノックダウン

にてエクソン P3A の認識が増強され hnRNP 

H はスプライシング抑制因子として作用して

いることを確認した。960 種類の FDA 既認可

薬を用いたスクリーニングにてタンニン酸

が濃度依存性に IVS3-8G>A による異常スプ

ライシングを是正することを見出した。タン



 

 

ニン酸は PTBP1 プロモータを濃度依存性に

活性化させたが、hnRNP H 発現に対する効果

は認めなかった。 
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