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研究成果の概要（和文）：　本研究は、筋萎縮性側索硬化症（ALS）においてRNAの異常蓄積がRNA結合蛋白質の凝集・
蓄積を引き起こして神経毒性を獲得するという仮説に基づき、１）異常伸長GGGGCCリピートを発現し、ALS病態を再現
する新規ALSモデルショウジョウバエの樹立に成功した。２）さらに上記新規ショウジョウバエとRNA結合蛋白質を発現
するショウジョウバエを用いた遺伝学的解析から、異常伸長GGGGCCリピート毒性に影響を与えるRNA結合蛋白質を同定
した。本研究の結果から、異常RNAの蓄積による神経変性にはRNA結合蛋白質が関与してALS発症に寄与する可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Based on the hypothesis that abnormal accumulation of RNA would trigger aggregatio
n and accumulation of the RNA-binding proteins, eventually leading to neurodegeneration in the pathogenesi
s of amyotrophic lateral sclerosis (ALS), 1) we established novel ALS model flies expressing expanded GGGG
CC repeat RNA, which mimic neurological phenotypes and pathology of human ALS patients. 2) Furthermore, us
ing this newly-established ALS models flies, we have successfully identified some RNA-binding proteins tha
t can modify the toxicity of expanded GGGGCC repeat RNA in vivo. We therefore conclude that RNA-binding pr
oteins are involved in neurotoxicity of abnormal RNA accumulation, which can contribute to the pathomechan
ism of ALS. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、アルツハイマー病、パーキンソン病、
筋萎縮性側索硬化症（ALS）など多くの神経
変性疾患において、蛋白質のミスフォールデ
ィング・凝集が神経変性を引き起こすという
共通の発症分子メカニズムが考えられるよ
うになった。このうちハンチントン病、様々
な脊髄小脳失調症などのいわゆるポリグル
タミン（PolyQ）病では、原因遺伝子翻訳領
域内のグルタミン（Q）をコードする CAG
リピート配列の異常伸長（>40）により異常
伸長 PolyQ 鎖を持つ蛋白質が翻訳され、この
異常蛋白質が凝集・蓄積して神経変性を引き
起こす。 
 一方、非翻訳領域内のリピート配列の異常
伸長によっても、脆弱 X 随伴振戦／失調症候
群（CGG リピート）、脊髄小脳失調症 8 型
（CTG）、10 型（ATTCT）、12 型（CAG）、
31 型（TGGAA）、36 型（GGCCTG）、ハン
チントン病類縁疾患 2 型（CTG）などの神経
変性疾患が引き起こされることが徐々に明
らかにされてきた。これらの疾患では、異常
伸長リピートを持つ RNA の蓄積により神経
神経変性を引き起こすと考えられている。し
かし、上述の異常蛋白質の凝集・蓄積と異常
RNA の蓄積との両者による神経変性メカニ
ズムの関連性については全く未解明である。 
 ALS においては、近年、RNA 結合蛋白質
である TDP-43 や FUS の遺伝子変異が同定
され、これらの蛋白質の凝集・蓄積とそれに
伴う核内からの消失により ALS が発症する
と考えられるようになり、RNA 代謝の重要
性が示唆された。 
一方 2011 年に、TDP-43 の凝集・蓄積を

伴う家族性 ALS 家系や孤発性 ALS において
C9ORF72 遺伝子非翻訳領域内の GGGGCC
リピート配列の異常伸長が発見され、異常伸
長 GGGGCC リピートを持つ RNA が患者脊
髄運動ニューロンに蓄積していることが明
らかにされた（DeJesus-Hernandez et al, 
Neuron 2011, Renton et al, Neuron 2011）。 
以上のことから申請者は、ALS の発症メカ

ニズムとして、遺伝子異常あるいは RNA ス
トレスなどによる RNA の異常蓄積が RNA
結合蛋白質の凝集・蓄積を引き起こして神経
毒性を獲得するという仮説に基づき、以下の
研究を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では RNAの異常蓄積がRNA結合
蛋白質の凝集・蓄積を引き起こして神経毒性
を獲得し、ALS発症に寄与することを明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
(1) 異常伸長GGGGCCリピート発現ALSモ
デルショウジョウバエの樹立と病態解析 

 GGGGCCリピート配列はPCRによる増幅
が非常に困難であるため、合成GGGGCCリ

ピートDNAを連結することで様々な鎖長の
GGGGCCリピートを作製した。続いて、野
生型（9リピート）もしくは異常伸長型（50、
100 リピート） GGGGCC リピートを
GAL4/UASシステム制御下に発現するト
ランスジェニックショウジョウバエを作製
した。 
 神経系特異的なelav-GAL4ドライバーあ
るいは複眼特異的なgmr-GAL4ドライバー
との交配により、GGGGCCリピートRNA
を発現させた。ショウジョウバエの運動障
害はclimbing assayにて評価した。複眼変
性は実体顕微鏡観察にて評価した。RNAの
発現は、RT-PCRおよび３齢幼虫の複眼原
基のRNA FISHにて確認した。 
(2) 異常RNA発現モデルとRNA結合蛋白質
発現モデルとの遺伝学的な相互作用解析 

 上記の異常伸長GGGGCCリピートを発現
するショウジョウバエとTDP-43、FUSなど
のRNA結合蛋白質を発現するショウジョウ
バエとの遺伝学的交配を行い、複眼変性に及
ぼす影響を実体顕微鏡観察にて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 異常伸長GGGGCCリピート発現ALSモ
デルショウジョウバエの樹立と病態解析 

 GGGGCC リピートを含む RNA を神経
系に発現させたところ、異常伸長型の 50、
100 リピートではいずれも発生段階で半致
死性を示し、成虫まで発生した個体でも著
明な寿命短縮を来した（寿命中央値 50 リ
ピート：7 日、100 リピート：11 日 vs 9
リピート：61 日、野生型：50-60 日）。ま
た、行動解析では重度の運動障害を呈した。
次に複眼で GGGGCC リピート RNA を発
現させたところ、50、100 リピートではい
ずれも重度の複眼変性を生じることが明ら
かとなった。一方、野生型の 9 リピートの
発現ではこれらの表現型は生じなかった。 
 さらにこれらのショウジョウバエについ
て RNA FISH 解析を行ったところ、異常伸
長 GGGGCC リピート RNA が細胞内に蓄積
していることが明らかとなった。 
 以上の結果から、異常伸長 GGGGCC リ
ピートRNAの in vivoにおける神経毒性が
明らかとなり、ALS 病態を再現する新規モ
デルショウジョウバエの樹立に成功した。 
(2) 異常RNA発現モデルとRNA結合蛋白質
発現モデルとの遺伝学的な相互作用解析 

 上記の異常伸長 GGGGCC 発現 ALS モデ
ルショウジョウバエと TDP-43、FUS など
RNA 結合蛋白質を発現するショウジョウバ
エとを交配させた結果、複眼変性に影響を与 
える RNA 結合蛋白質を同定した。 
 以上の結果から、本研究で樹立した異常伸
長 GGGGCCリピート発現ショウジョウバエ
は新規 ALS モデルとして有用であり、さら



に異常 RNA の蓄積による神経変性に RNA
結合蛋白質が関与して ALS 発症に寄与する
可能性が示唆された。 
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