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研究成果の概要（和文）：遺伝子上の３塩基繰り返し配列（リピート）の異常伸長が原因のトリプレットリピー
ト病は、根本的治療法のない進行性の難病である。本研究ではトリプレットリピート病の根本的治療法開発を目
指し、リピート短縮効果をもつCAGリピート結合分子をトリプレットリピート病モデル動物へ投与し、治療効果
を検証した。16週間にわたるリピート結合分子のトリプレットリピート病モデルマウス脳室内持続投与により、
異常伸長リピート短縮、遺伝子発現異常改善、異常ポリグルタミン蛋白凝集低減、生存期間改善、運動機能改善
といった効果を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Trinucleotide repeat expansion disorders (TRED) are caused by abnormal 
expansions of trinucleotide repeats in genes. One such disorder is Huntington's disease (HD), caused
 by expanded CAG repeats, a progressive and incurable condition with no established treatment. This 
study aimed to develop a treatment for TRED by shortening the expanded repeats, a novel approach 
never attempted before.
Our research demonstrates that long-term intracerebroventricular infusion of 
naphthyridine-azaquinolone (NA) leads to repeat contraction, reduces aggregation of mutant proteins,
 and improves motor function in a mouse model of TRED. Furthermore, NA-induced contraction modifies 
the dysregulation of gene expression profiles dependent on repeat length in these mice. This study 
highlights the therapeutic potential of small molecules that contract expanded repeats for treating 
TRED.

研究分野： 神経内科学

キーワード： トリプレットリピート　ハンチントン病　DRPLA　脊髄小脳失調症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、根本的な治療法がないトリプレットリピート病でのリピート結合分子による異常伸長リピー
トの短縮治療が可能であることが示された。これは生体に備わるDNA修復機構を制御して疾患の根源的な原因を
断つ究極の治療アプローチであり、ハンチントン病、脊髄小脳失調症1,2,3,8,17型、DRPLA、DM1といった
CAG/CTGリピート異常伸長が原因となる疾患すべてに治療効果が期待でき、高い汎用性を有する。また、リピー
ト結合性低分子は、非B型DNAへ特異的に作用するため正常DNA構造に影響する懸念はなく、次世代の創薬とし
て、核酸を標的とする低分子による「低分子核酸創薬」研究への発展も期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
遺伝子上の３塩基繰り返し配列（リピート）の異常伸長が原因のトリプレットリピート病には、

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など
があり、いずれもが根本的治療法のない進行性の難病である。これらの疾患では、異常伸長リピ
ートから生じる mRNA や蛋白が障害を引き起こしており、負荷の原因となるリピート長が長いほ
ど、重症となる傾向がある。またもう一つの特徴として、これら疾患の多くではリピート長が一
定ではなく、親から子へ遺伝する際にリピートが大幅に伸長して子が重症例となるほか、同一患
者内でもリピートは年齢とともに伸長して症状の進行に寄与する。逆の見方をすれば、異常伸長
したリピートを短縮することが可能となれば、症状の改善や発症予防が期待できる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、トリプレットリピート病の異常伸長リピートを短縮誘導して正常化するという

これまで試みられたことのない革新的なアプローチで、トリプレットリピート病の根本的治療
法開発を目指す。われわれが世界に先駆け見出したリピート短縮効果をもつリピート結合分子
をトリプレットリピート病モデル動物へ投与し、治療効果を実証する。さらに、リピート結合分
子の誘導体展開を行うことで、有効性や標的組織移行性の向上をはかり、より効果の高い化合物
を開発して将来の臨床応用の基盤とする。 
 
 
３．研究の方法 
われわれは、異常伸長 CAG リピートが形成する slipped out DNA 構造に特異的に結合するリ

ピート結合分子が、トリプレットリピート病モデル細胞で異常伸長リピートを短縮させること
を世界に先駆け見出している。これを種々のトリプレットリピート病モデル動物へ投与し、治療
効果を実証する。さらに、治療シーズの有効性や標的組織移行性の評価を通じて、より効果の高
い化合物の開発を目指し将来の臨床応用の基盤とする。下記３項目を本研究計画の目標とする。 
（１）リピート結合分子のトリプレットリピート病モデル動物での効果確認 
リード化合物をトリプレットリピート病疾患モデルマウスへ投与することで、リピート短縮

効果、症状改善効果を検証するほか、オフターゲット効果を確認する。 
（２）リピート結合分子によるリピート短縮機構の解明 
リピート不安定性モデル細胞を用いて、リピート結合分子によるリピート短縮・伸長に関与す

る DNA 修復因子を同定し、作用機構を in vitro 解析系で解明する。 
 
 
４．研究成果 
（１）CAG リピート結合分子 NA によるトリプレットリピート病モデルマウスでの異常伸長リピ
ート短縮 
 slipped out DNA 構造に特異的に結合するリピート結合分子であるナフチリジン・アザキノロ
ン（NA）を、トリプレットリピート病のひとつである歯状核赤核・淡蒼球ルイ体萎縮症（DRPLA）
モデルマウス（Q113 マウス）脳室内へ、Alzet 持続注入カテーテルをもちいて持続投与をおこな
った。16 週間の治療ののち、脳各組織での異常伸長リピート長をフラグメント解析により測定
した（各群 6 匹）。DRPLA の病変の首座のひとつである線条体において、異常伸長 CAG リピート
長の有意な短縮が確認された（図１）。また小脳においても、異常伸長リピートの短縮傾向がみ
られた。正常長リピートをもつ他の遺伝子へのオフターゲット効果も small pool PCR により確
認したが、リピート結合分子によ
る正常リピート長の変動はみられ
ず、NA 脳室内持続投与の安全性も
確認された。さらに、NA による遺
伝子変異原性を調べるため、マウ
ス線条体由来 DNA での Whole 
genome sequencing（WGS）解析を行
った。WGS の結果、single or 
double base substitutions (SBS 
or DBS) 頻 度 や
insertions/deletions (INDELs)
頻度の有意な変化はなく、安全性
が確認された。また、ゲノム全体の
不安定性の指標として、HPRT1 遺伝
子を対象に次世代シークエンサー



（PacBio RS II）を用いて解析をおこない、核酸標的低分子による HPRT 遺伝子の変異誘導がな
いことも確認した。 
 
（２）CAG リピート結合分子 NA によるトリプレットリピート病モデルマウスでの遺伝子発現・
病理学的改善効果 
 DRPLA モデルマウス脳室内への NA 持続投与により異常伸長リピート長が有意に短縮した線条
体組織において、免疫染色により medium spiny neuron での異常ポリグルタミン蛋白の定量を
おこなった。NA 治療群での線条体 medium spiny neuron ではポリグルタミン凝集体の数や輝度
ともに低下がみられ、ポリグルタミン凝集体陽性ニ
ューロン数が有意に（約 15％）低下した（図２）。さ
らに、マウス線条体組織での網羅的な遺伝子発現解
析 を お こ な い 、“ neuropeptide signaling 
(regulation of hormone secretion, neuropeptide 
signaling pathway, hormone transport, peptide 
hormone secretion and hormone activity)”や
“calcium ion homeostasis (positive regulation 
of cytosolic calcium ion concentration, 
cellular calcium ion homeostasis, and calcium 
ion homeostasis)”に関連する遺伝子の発現変動が
有意に多いことを見出した。また、リピート長依存的
に発現変動が報告されている遺伝子群において、NA
投与により AVP などの遺伝子発現異常が改善するこ
とを確認した。 
 
（３）CAG リピート結合分子 NA によるトリプレットリピート病モデルマウスでの症状改善効果 
 DRPLA モデルマウス脳室内への
NA 持続投与による生存率や運動
機能についても解析した。NA 治療
により、DRPLA モデルマウスの平
均生存期間が 176.5 日から 185.5
日に延長した（図３）。NA 治療群
の体重減少も有意な改善傾向が
みられた。また、ロタロッド試験、
ビームウォーク試験で NA 投与群
に運動機能の改善傾向も確認さ
れた。 
 
（４） 
トリプレットリピート病モデ

ル細胞 HT1080-850R において、
siRNA を用いてリピート長変動に
関与が想定される遺伝子を個別
に長期間 knock down した上で、
small pool PCR およびサザンブロット法にて異常伸長リピート長の変動を検証した。遺伝子発
現抑制後のリピート長変化をみることで、リピート長依存的に発現変動がみられた遺伝子の中
から、リピート結合分子によるリピート短縮に関与するものを同定した。 
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