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研究成果の概要（和文）：Ataxin-2は、神経難病の発症に深く関連するがその機構は不明である。本研究では、Ataxin
-2がRNA代謝に関与するとのこれまでの知見を手がかりに、その生理的・病理的機能を明らかにすることを目的として
実施した。その結果、Ataxin-2がmicroRNA機能複合体RISCと相互作用していることを発見した。また、RNA結合タンパ
ク質として直接RNAに結合していることを見出し、その標的がmRNAであることを同定した。また、Ataxin-2は標的mRNA
の安定性を促進し、疾患関連変異がこの機能を減弱することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The gene encoding Ataxin-2 is mutated in the patients with some neurodegenerative 
diseases, such as spinocerebellar ataxia type 2 and amyotrophic lateral sclerosis. This finding suggests 
a common pathogenic role of Ataxin-2 in these neurodegenerative diseases. Therefore, a comprehensive 
understanding of the physiological functions of Ataxin-2 is the first step for elucidating the mechanism 
underlying Ataxin-2-mediated neurodegeneration. However, although Ataxin-2 has been implicated to be 
involved in RNA metabolism, the exact biological mechanism and in vivo targets remain unknown. In this 
study, we identified that Ataxin-2 associates with RNA-induced silencing complex that is required for 
microRNA-mediated gene silencing. Furthermore, we found that Ataxin-2 binds to distinct elements in the 
3’UTRs of target mRNAs. The functional analyses revealed that Ataxin-2 stabilizes target mRNAs, which 
was attenuated by disease-associated mutations.

研究分野：神経科学、RNA生物学
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1. 研究開始当初の背景 
	
 神経変性疾患は、高齢化社会の到来により
今後益々患者数が増加すると考えられ、病態
解明と治療法確立が社会的に強く望まれて
いる。その 1つである脊髄小脳変性症は、小
脳および脳幹から脊髄にかけての神経細胞
変性により運動失調を来す。その中でも常染
色体優性遺伝型の SCA2 型は、Ataxin-2 遺伝
子の CAG リピートが異常伸長する	
 (>35 回;	
 
健常者では 15-27 回)ことが原因である	
 
(Sanpei	
 et	
 al,	
 Nat	
 Genet,	
 1996)。これま
でのモデルマウスの解析からは、CAG リピー
ト伸長に伴う異常伸長ポリグルタミン鎖を
持つ変異 Ataxin-2 が、蓄積などによって毒
性効果を発揮することよりも、機能喪失が主
要な病態機序ではないかと示唆されている	
 
(Huynh	
 et	
 al,	
 Nat	
 Genet,	
 2000)。一方 ALS
は、運動ニューロンの選択的脱落によって全
身の筋力が低下する神経難病であり、発症す
ると数年以内に死に至る。これまで、SCA と
ALS は異なる疾患スペクトラム上にあると考
えられてきたが、最近になって ALS では、
Ataxin-2遺伝子のCAGリピートが有意に中等
度伸長	
 (28-34 回)していることが報告され
た	
 (Elden	
 et	
 al,	
 Nature,	
 2010)。ハンチン
トン病など他のポリグルタミン病の原因と
なる CAG リピート長とは相関しないことから	
 
(Lee	
 et	
 al,	
 Neurology,	
 2011)、Ataxin-2 自
体の機能破綻が ALS 発症に関与していると考
えられる。	
 
	
 Ataxin-2 は、ポリ A鎖結合タンパク質 PABP
やスプライシング因子 A2BP と結合する	
 
(Shibata	
 et	
 al,	
 Hum	
 Mol	
 Genet,	
 2000;	
 Kozlov	
 
et	
 al,	
 JBC,	
 2010)ことから、RNA の安定性な
どに関与するのではないかと考えられてき
たが、詳細な生理的機能については依然とし
て不明であった。したがって疾患関連変異が
具体的にどのように機能を変容させるのか
も未解明であった。	
 
 
２．研究の目的 
	
 SCA2やALSなど複数の神経変性疾患に共通
する発症メカニズムを解明するために、鍵分
子である Ataxin-2 の生理的機能を同定し、
更に疾患関連変異の結果である異常なポリ
グルタミン鎖伸長が、どのように機能に影響
するのかを明らかにすることを目的とした。	
 
 
３．研究の方法 
(1)	
 複合体解析：HEK293T 細胞を用いた
FLAG-Ago2 の安定発現細胞株から細胞質成分
を分画し、抗 FLAG 抗体を用いて免疫沈降し
た。沈降物を FPLC 法により重さによって分
画した。	
 
	
 
(2)	
 レポーターアッセイ：TNRC6 や Ataxin-2
の N 末端側にλN ペプチドを付加したベクタ
ーと、これと高効率かつ選択的に結合する
boxB 配列をレポーター遺伝子の 3’UTR に挿
入したベクターを作成した。これらを同時に

細胞内に導入し、λN ペプチド付加タンパク
質をレポーターmRNA にテザリングさせた。そ
の結果を、レポータータンパク質の発現量と
してプレートリーダーで測定した。	
 
	
 
(3)	
 PAR-CLIP 法：Halo タグを付加した
Ataxin-2 の安定発現細胞株を、HEK293T 細胞
を用いて樹立した。同様に各種変異体の安定
発現細胞株も樹立した。これら安定発現細胞
株の蛋白質抽出液から、Halo タグを利用した
免疫沈降を行い、Ataxin-2 に対する PAR-CLIP
法	
 (Hafner	
 et	
 al,	
 Cell,	
 2010)を行った。
具体的には、細胞培養液中に 4-チオウリジン	
 
(4-SU)を添加し、新規に転写される RNA にウ
リジンの代わりに取り込ませた。次に 365nm
の長波長紫外線によって架橋反応を行うと、
4-SU を介して強い蛋白質-RNA クロスリンク
が生じる。その後、免疫沈降を行い、MNase
で断片化後、ラジオアイソトープ	
 (RI)標識
した。この RNA をゲルに電気泳動し、沈降し
た蛋白質の大きさの位置で強く RI が検出さ
れたので、これをゲルから抽出した。回収さ
れた断片化 RNA を用いて RT-PCR を行い、次
世代シーケンサーで網羅的なシーケンスを
行うためのライブラリーを構築した。	
 
	
 
(4)	
 網羅的シーケンスと情報解析：上記ライ
ブラリーに対して網羅的シーケンス解析を
行った。PAR-CLIP 法では、蛋白質と架橋した
部分の 4-SU は、逆転写反応中にチミン	
 (T)
ではなくシトシン	
 (C)に置換される。このた
め、シーケンス後にゲノム配列と比較し、T
から Cへの置換が生じているかどうかを確認
し、手法が確立されたかどうかを確認した。
さらに、その後情報解析を行い、Ataxin-2 に
結合する RNA の分類、結合モチーフなどを解
析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 Ataxin-2 は、microRNA 機能複合体 RISC
と結合する：	
 我々はこれまでに ALS の発症
に深く関与する RNA 結合タンパク質 TDP-43
が microRNA の生成に関与することを明らか
にしてきた(Kawahara	
 et	
 al,	
 PNAS,	
 2012)。
このため、Ataxin-2 も microRNA の生成や機
能に関与しているのではないかという仮説
を立て解析した。その結果、Ataxin-2 は
TDP-43 と直接結合することはなく、また
microRNA の生成に関与していることを示唆
する結果は得られなかった。しかし一方で、
Ataxin-2が microRNA機能複合体RISCと一緒
に共沈降されることを発見した。詳細に解析
すると、TDP-43 は microRNA の生成から RISC
への load を担当する RLD	
 (RISC	
 Loading	
 
Complex)に含有されていた一方、Ataxin-2 は、
RISC の中心構成因子である TNRC6 や PABP な
どと一緒に RISC に含有されていた	
 (図 1)。	
 	
 	
 
	
 次に Ataxin-2 が RISC と結合する意義を解
析するため、レポーターアッセイを行った。
microRNAの機能発揮に必須のTNRC6を過剰発



 

 

現させると標的 mRNA およびタンパク質の発
現抑制が促進されたが、Ataxin-2 を過剰発現
すると発現がむしろ促進した	
 (図 2)。この結
果から、Ataxin-2 は RISC と結合することで
microRNA の機能を直接阻害するのではない
かと考えた。しかし、microRNA を用いたレポ
ーターアッセイ時に Ataxin-2 の発現を抑制
しても、影響はほとんどなかった。したがっ
て、Ataxin-2 は microRNA の機能阻害を介さ
ず、直接 mRNA を安定化させるのではないか
と考えた。	
 

	
 
(2)	
 Ataxin-2 は mRNA の 3’UTR 領域に直接結
合する：Ataxin-2 は LSm ドメインを内在して
いる(図 3)。他の LSm タンパク質の中には、
このドメインを介して直接 RNA に結合するも
のも知られていることから、Ataxin-2 が直接
RNA と結合している可能性について、
PAR-CLIP 法を用いて解析した。その結果、
Ataxin-2 に結合する RNA が確認された	
 (図
4)。また、PABP との結合ドメインである PAM2
ドメインを欠損させた変異体を用いて同様
の実験を行っても、結合 RNA の存在が確認で
きたことから、Ataxin-2 は PABP 非依存的に
何らかの RNA に直接結合していることが明ら

かとなった。次に、結合 RNA を抽出して、網
羅的にシーケンスを行った。その結果、約
4,000 遺伝子の 15,000 箇所に、Ataxin-2 の
結合部位を同定し、その主たる標的は、mRNA
の 3’UTR 領域内にあることが判明した	
 (図
5)。	
 

	
 
(3)	
 Ataxin-2 は U-rich 領域を認識して結合
する：次に、Ataxin-2 が特定のモチーフを認
識して結合しているのかどうかを解析した。
PAR-CLIP 法では、タンパク質の結合部位に
T-to-C 置換が挿入されるため、この情報をも
とに解析した。その結果、Ataxin-2 はウリジ
ン（U）に富んだ配列	
 (U-rich	
 element)を認
識していることが分かった。その中には mRNA
の安定性を制御し、AUUUA を基本骨格とする
AU-rich	
 element	
 (ARE)も含まれていた。In	
 
vitro 系で結合アッセイを行ったところ、
Ataxin-2 が、ARE を含む RNA を特異的に認識
すること、結合には LSm ドメインが必要であ
ることを確認した。	
 
	
 
(4)	
 Ataxin-2 は標的 mRNA の安定性を促進す
る：	
 Ataxin-2 が ARE に結合することから、
RNA の安定性を制御している可能性が示唆さ
れ、またレポーターアッセイの結果もこれを

図１.	
 Ataxin-2 は RISC と結合する.	
 RISC の主要な

構成因子である Ago2 複合体を重さによって分画したと

ころ、主に 2種類の複合体が存在した.	
 TDP-43 は Dicer
とともにmicroRNAの生成からRISCへのloadを担当する

RLD	
 (RISC	
 Loading	
 Complex)に含有されていた.	
 一方、

Ataxin-2 は、中心構成因子である TNRC6 や PABP などと
一緒に RISC に含有されていた.	
 

図 2.	
 Ataxin-2 は標的 mRNA

にコードされタンパク質の

発現を促進する.	
 λN タグを
付加したタンパク質を過剰発

現させ、このタグが強制的に

結合する box	
 B 配列を含むレ
ポーター遺伝子(Renill ルシ

フェラーゼ)と持たない遺伝

子(Firefly ルシフェラーゼ)
を使って、tethering	
 assay

を行った.	
 RISC の中心構成因

子であるTNRC6の過剰発現は、
標的タンパク質発現を約 6 倍

抑制したが、Ataxin-2 は逆に

約 6倍増加させた.	
 

図 3.	
 Ataxin-2 の構造.	
 Ataxin-2 には、PABP と結合

する PAM2 ドメインに加え、LSm ドメインや LSm 関連ドメ

イン(LSmAD)がある。また疾患と関連する PolyQ 鎖ドメイ
ンが N端側に存在する。	
 

図 4.	
 Ataxin-2 は RNA に直接結合している.	
 Ataxin-2

に PAR-CLIP 法を実施したところ、何らかの RNA が結合して

いた。PABP と結合できない PAM2 欠損変異体でも同様の解析
を行ったが、この Ataxin-2 に結合した RNA は失われなかっ

たことから、直接結合していることが確かめられた。 

図 5.	
 Ataxin-2 は mRNA の 3’UTR を標的とする.	
 



 

 

支持していたため、Ataxin-2 の発現をノック
ダウンまたは過剰にした後、全遺伝子の発現
変化をマイクロアレイを用いて解析した。そ
の結果、Ataxin-2 を抑制すると、標的 RNA の
発現量は減少し	
 (図 6)、過剰にすると増加し
た。Ataxin-2 の結合部位が多いものほど、
Ataxin-2 の発現量変化の影響を強く受けた。
また、Ataxin-2 をノックダウンすると、標的
mRNA の半減期が減少し、これに伴ってタンパ
ク質の発現量も減少することが確認された。
これらの結果から、Ataxin-2 は、標的 mRNA
の安定性を促進する機能をもつことが明ら

かになった。更にレポーターアッセイにより、
Ataxin-2 による mRNA 安定性促進には、
Ataxin-2 が直接 3’UTR に結合することが必
要不可欠であることが確認された。	
 
	
 
(5)	
 Ataxin-2 の機能は PolyQ 鎖長依存的に減
弱する：最後に、神経変性疾患で認められる
PolyQ 鎖の異常伸長が、Ataxin-2 による mRNA
安定性促進に及ぼす影響を解析した。Q31
（ALS 型）、Q35（SCA2 型）、Q39（SCA2 型）の
伸長した PolyQ 鎖を含む 3 種類の Ataxin-2
発現ベクターを作製した。はじめに、Q31 と
Q39 に対して、PAR-CLIP 法を行い、標的 RNA
が変動するかどうかを解析した。その結果、
80%以上の標的 RNA が野生型と同じであった。
一方、レポーターアッセイを行ったところ、
PolyQ鎖が伸長するほどmRNAを安定化させる
能力が低下した	
 (図 7)。これは、HEK293 細
胞でも神経系 SH-SY5Y 細胞でも同様の結果で
あった。以上の結果から、PolyQ 鎖の異常伸
長は、標的 RNA の認識には余り影響せず、mRNA
の安定性を促進する機能を減弱させること
が分かった。	
 
	
 
以上の成果から、Ataxin-2 が RNA 結合タンパ
ク質として直接mRNAの 3’UTRにあるU-rich	
 
element に結合すること、これによって mRNA
の安定性が促進されること、疾患関連変異は
この機能を減弱させることを突き止めた。こ
れらの機能は microRNA の機能と拮抗するも
のであり、RISC との結合は安定性を制御する
ため互いに情報交換をしているのではない

かと示唆されることから、今後さらに解析を
進めたい。また、モデルマウスなどを用いて、
mRNA 安定化機能減弱がどのように発症に関
与しているか更に解析を進める。	
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