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研究成果の概要（和文）：トリプレットリピート病は3塩基繰り返し配列（リピート）の異常伸長が原因であ
り、リピートが長いほど重症となる。このリピートは年齢とともにさらに伸長し、症状の進行に寄与している。
従って、リピート長を制御することは、治療の観点からも重要となる。今回われわれは、こうしたリピートの伸
長機構解明と、リピート長を安定化あるいは短縮させる治療法の開発を目的に研究をおこなった。この結果、リ
ピート病モデル細胞および患者由来iPS細胞を用いて、リピートの伸長に影響を与える因子を同定した。また、
リピート長を安定化・短縮させる化合物を見出し、細胞モデルでの効果も実証しており、将来の臨床応用が期待
できる。

研究成果の概要（英文）：Triplet repeat disorders are caused by abnormal expansion of trinucleotide 
repeat sequences (repeat), and the longer the repeat the more severe the condition. These repeats 
also lengthen with age, contributing to progression of the disease. Therefore, controlling the 
repeat length is important from a treatment perspective. Here we conducted research with the aim of 
elucidating the repeat expansion mechanism as well as developing therapies to stabilize or shorten 
the repeat length. As a result, we have identified factors that affect repeat expansion, using 
repeat disorder model cells and patient-derived iPS cells. We also discovered a compound that 
stabilizes or shortens the repeat length, the effect has been demonstrated in cell models, and we 
can expect future clinical application of this discovery.
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１．研究開始当初の背景 
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1 型
（DM1）などがある。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
の多くではそのリピート長が一定ではなく、
変化しやすい点がある(リピート不安定性)。
同一患者内でもリピート長は年齢とともに
伸長して症状の進行に寄与する。逆の見方を
すれば、リピート長を安定化することで症状
の進行を抑制でき、またリピート長の短縮が
可能となれば、症状の改善が期待できる。 
 一方、トリプレットリピート病でのリピー
ト不安定性は、異常伸長した CTG や CAG リ
ピートによるヘアピン構造形成が原因と考
えられている。リピートヘアピンは、ミスマ
ッチ修復機構により修復が試みられるが、こ
の際正確な修復がなされず、リピート長の伸
長や短縮が起こるとされている。しかし、リ
ピート長変動の詳細な機構はいまだ判明し
ていない。 
 
２．研究の目的 
（１）リピート長変動機構の解明と制御法の
確立 
リピート不安定性の原因となるミスマッ

チ修復には 20 以上の蛋白が関与することが
知られている。しかし、一口にリピート不安
定性といっても、リピートの伸長に寄与する
のか、またリピート短縮に関わるのかなど、
個別の蛋白の役割はいまだに不明である。治
療の観点からみると、リピート長の短縮は症
状の改善にもつながるため、こうした個々の
因子の特性は特に重要となる。本研究では、
ヒト細胞モデルを用いて、各因子の発現調節
によるリピート不安定性の変化を解析し、リ
ピート長伸長や短縮に寄与する蛋白を同定
する。またその発現の制御により、細胞での
リピート長制御を試みる。 
 
（２）リピート長を安定化・短縮する治療法
の確立 
リピート不安定性の主因は、リピートによ

るヘアピン構造形成と、ミスマッチ修復機構
による不完全な修復にある。こうした不完全
な修復を阻害できれば、リピート長の安定化
や短縮につながる可能性がある。本研究では、
リピートヘアピンに特異的に結合する低分
子化合物などから、ミスマッチ修復阻害作用
のある化合物を同定する。得られた化合物を
用いてヒト細胞モデルで効果を確認し、その
詳細な作用機構を解明するとともに、動物モ
デルでの効果も検討する。 
 
（３）患者由来 iPS 細胞を用いたリピート不
安定性機構解析 

リピート病では、同一患者由来 iPS細胞でも、
クローンごとにリピート長が異なる現象が
みられる。本研究ではこの特性を利用し、
DM1 患者由来 iPS 細胞を用いて、リピート
長変化のふるまいの異なるクローンでの発
現解析などを行うことにより、リピート変動
に関わる因子を同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）リピート長変動機構の解明と制御法の
確立 
申請者らが開発した、800 の CTG/CAG リピ

ートをもち、疾患でのリピート不安定性を忠
実に反映するヒト HT1080 細胞モデルを使用
する。リピート不安定性に関わる各因子を個
別にノックダウンしてリピート長の変化を
解析し、リピート長短縮機構に関わる因子を
同定する。同定した因子の発現をアンチセン
ス核酸にて制御することで、リピート長変動
への介入を行う。 
 
（２）リピート長を安定化・短縮する治療法
の確立 
ミスマッチ修復蛋白とリピートヘアピン

の結合を阻害し、不完全なミスマッチ修復を
抑制する低分子化合物をスクリーニングに
より同定し、リピート安定化・短縮作用をヒ
ト細胞モデルおよび動物モデルで検証する。
また in vitro での binding assay などでそ
の機構を解明する。 
 
（３）患者由来 iPS 細胞を用いたリピート不
安定性機構解析 
リピート長の異なる DM1患者由来 iPS細胞

クローンの発現解析をすることで、リピート
長変動に寄与する因子を解析する。また iPS
細胞の神経系・骨格筋などへ分化誘導し、そ
の際のリピート長変動を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）リピート長変動機構の解明と制御法の
確立 
リピート病の症状進行の原因となるリピ

ート伸長機構を解明するため、８００の
CTG・CAG リピートを持つヒト細胞モデル
（HT1080）を用いて、リピート不安定性に関
与する因子をそれぞれ siRNA により抑制し、
１か月後のリピート長の変動を small pool 
PCR 法およびサザンブロット法により解析し
た。この結果、ヘアピン構造をとるリピート
部分での DNA・DNA ミスマッチ形成を修復す
る蛋白である MSH2 や MSH3 が、リピート長の
数百にわたる大きな伸長を促進することが
判明した（図１）。また、DNA:RNA hybrid 形
成 や  transcription-coupled nucleotide 
excision repair に 関 与 す る RNA/DNA 
helicase である senataxin (SETX)が、リピ
ート長不安定に大きな役割を果たすことも
見出した。さらに、DNA の single-strand 
break repair に関与する topoisomerase 1 



(TOP1)や TDP1 をノックダウンすることで、
リピートの大幅な短縮を誘導できることも
明らかにした。これらの成果は、DNA 修復機
構に直接的に介入することで、リピート長変
動を人為的に誘導できることを示しており、
今後の治療開発にむけた重要な知見となっ
ている。 

 
（２）リピート長を安定化・短縮する治療法
の確立 
リピート結合性低分子化合物ライブラリ

を用いたスクリーニングにより、リピート安
定化および短縮を誘導する化合物を同定し
た。低分子化合物に NBD 標識を行い、十分な
核内移行性を確認したのち、これら低分子化
合物の効果を、リピート病細胞モデル
(HT1080 モデル)やハンチントン病患者由来
細胞で実証した（図２）。またこうした低分
子化合物は DNA の複製を阻害することなく、
DNA 修復機構を制御することにより、細胞モ
デルでのリピート長変動に寄与することも
明らかにした。さらに、slipped strand DNA
構造をとるプラスミドを用いて、低分子化合
物によるリピート伸長抑制・短縮効果は、リ
ピート部分の転写の際に生じるミスマッチ
修復を抑制することによることを明らかに
した。また、こうしたリピート伸長抑制・短
縮効果は、異常伸長リピートに特異的であり、
遺伝子の各所に存在する通常の長さのリピ
ートには変化を及ぼさないことも確認した。
さらに、in vitro での binding assay, repair 
assay などにより、リピート短縮にかかわる
新たな DNA 修復蛋白を同定した。すでにこう
した化合物をリピート病動物モデルへ投与
し、その効果の検証を開始している。   
これらの研究実績は、異常リピート短縮作

用をもつ低分子化合物は、トリプレットリピ
ート病のリピート長のさらなる伸長を防ぐ

だけでなく、究極的にはリピート長を正常化
させ疾患の根治にいたる、新たな治療薬とな
る可能性を示唆している。 
 

（３）患者由来 iPS 細胞を用いたリピート不
安定性機構解析 
リピート病では、同一患者でも組織間でリ

ピート長が異なることが知られており、組織
特異的なリピート長伸長機構の存在が疑わ
れている。DM1 患者由来 iPS 細胞を用い、骨
格筋や心筋、および神経細胞へ分化誘導する
ことで、リピート長の変動を解析した。その
結果、分化初期の段階では組織間でのリピー
ト長変動に差がないことが判明し、むしろ細
胞増殖の際のリピート伸長現象が観察され
た。このことは発生初期段階でのリピートの
急速な伸長を示唆しており、リピート病患者
でみられる表現促進現象を反映していると
考えられる。今後はさらにエピゲノム解析な
どをすすめ、こうした急速なリピート伸長を
抑制する治療法の開発を目指している。 
 
（４）リピート結合性低分子化合物による治
療効果の検証 

リピート結合性低分子化合物であるアク
チノマイシン Dやヘプタミジン（ペンタミジ
ン誘導体）、エリスロマイシンには、異常 RNA
の毒性を低減させる作用があることもDM1細
胞モデル、マウスモデルで証明した（図３）。



こうした薬剤の一部はすでに他疾患で使用
されており、ドラッグリポジショニングとし
て、現在治療法のない DM1 に対して早期に適
応拡大が図れる可能性を示している。 
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