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研究成果の概要（和文）： 良性成人型家族性ミオクローヌスてんかん1型（BAFME1）は、振戦様ミオクローヌス
とてんかんを主徴とする常染色体優性遺伝疾患で、SAMD12のイントロン4においてTTTTAリピートの伸長並びに、
TTTCAリピート伸長配列の挿入が同定された。
　本研究では、RNAに注目して本疾患の検討を行い、患者剖検脳でUUUCAリピートからなるRNA fociが存在するこ
と、患者リンパ芽球様細胞ではRNA fociは存在しないこと、abortive transcriptionを認めることを見いだし
た。またリピート配列をクローニングし培養細胞に強制発現させた。今後さらにRNAに注目した病態機序の解明
が望まれる。

研究成果の概要（英文）：Benign adult familial myoclonic epilepsy type 1 (BAFME1) is an autosomal 
dominant disease which is characterized by infrequent seizures and myoclonic tremor. The cause of 
the disease have been identified as TTTTA and TTTCA repeat expansion mutation in intron 4 of SAMD12.
We focused on RNA-mediated pathomechanism in BAFME1 in this study. We identified RNA foci in 
autopsied brain in patients with BAFME1. RNA foci were not found in lymphoblastoid cell lines from 
patients with BAFME1. RNA-seq using autopsied brains revealed differentially expressed genes (40 
downregulated and 44 upregulated). There seems no alternatively transcribed genes. In addition we 
found abortive transcription around the expanded repeats in SAMD12. We also cloned TTTTA, TTTCA, and
 TTTTA/TTTCA repeats in vectors and successfully expressed in HEK293 cells. Collectively, 
RNA-mediated toxicity is considered to play an important role in pathogenesis of BAFME and more 
investigation focusing on RNA metabolism should be paid.

研究分野： 神経遺伝学

キーワード： リピート伸長変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、イントロンなどタンパク質に翻訳されないと考えられている領域に存在するリピート伸長変異が様々な神
経筋疾患を引き起こすことが明らかとなり注目されている。このような疾患では、RNAを介した病態機序の存在
が考えられる。良性成人型家族性ミオクローヌスてんかんにおいても、これまでの検討からはRNAを介した機序
が想定されている。今後研究の発展に伴い、さらに効果的な治療法の標的が同定されることが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、神経筋疾患において、非コード領域のリピート伸長病が注目されている（図１）。非コ

ード領域におけるリピート伸長病として、古くは、DMPK の 3’ UTR に存在する CTG リピート

伸長による筋強直性ジストロフィーや FMR1 の 5’ UTR に存在する CGG リピートの伸長によ

る脆弱 X 症候群（FXS）などが知られてきたが、その後、脊髄小脳変性症の原因として、ATXN10

のイントロンの ATTCT リピート伸長による脊髄小脳変性症 10 型、BEAN のイントロンの

TGGAA リピート伸長による脊髄小脳変性症 31 型、NOP56 のイントロンの GGCCTG リピー

トによる脊髄小脳変性症 36 型が知られるようになっている。2011 年になり、家族性筋萎縮性側

索硬化症・前頭側頭型認知症においても C9orf72 のイントロンに存在する GGGGCC リピート

が伸長していることが発見され、非コード領域のリピート配列の伸長に伴う疾患は、従来考えら

れていたよりも、非常に広い表現型を呈することが明らかとなった。 

最近、我々の研究により、本邦に多い良性成人型家族性ミオクローヌスてんかん（benign adult 

familial myoclonic epilepsy type 1, BAFME1 型）において、新規の非コード領域のリピート伸

長がその原因であることを明らかにした（Ishiura et al. Nat Genet 2018）。本疾患では、SAMD12

遺伝子のイントロン 4 に存在する TTTTA リピートが短く存在する位置に、同一の TTTTA リピ

ートの伸長に加え、1 塩基異なった TTTCA リピート伸長して挿入されることが判明した。リピ

ート長はてんかんの発症年齢と逆相関することもさらに病原性を強く支持する所見と考えられ

た。対照者においては、TTTTA リピートが伸長することはあるものの、TTTCA リピートが伸

長する例はなく、TTTCA リピート伸長の病原性が疑われていた。 

 

２．研究の目的 

 良性成人型家族性ミオクローヌスてんかんにおける RNA の挙動について検討を行う 

 

３．研究の方法 

（１）剖検脳を用いた RNA foci の確認 

 ホルマリン固定パラフィン包埋切片をスライドグラス（マツナミクレストコートスライドグ

ラス）に薄切を行う。ベンタナを用いて、プロテアーゼ処理、HCl 処理を行った後、Cy3-

(TGAAA)12 プローブもしくは Cy3-(TAAAA)12 プローブ並びに Cy3-(TTTCA)12 プローブもしく

は Cy3-(TTTTA)12 プローブを 100 M/slides の濃度で加え、37 度で 12 時間のハイブリダイゼ

ーションを行った。その後 SSC バッファーで洗浄したのち、TOTO-3 で核染色を行い、共焦点

顕微鏡で観察を行った。BAFME1 患者 6 例、対照者 5 例で検討を行った。 

（２）培養細胞における RNA foci の確認 

 サザンブロットでリピート長の確認された、BAFME1 症例から取得したリンパ芽球様細胞を

培養し、スライドグラスに乾燥固定した。パラフォルムアルデヒドを用いて固定した後、上記と

同様の方法で RNA foci の存在について検討した。 

（３）RNA-seq の解析 

 BAFME1 症例の剖検脳（後頭葉、n=6）と対照例の剖検脳（後頭葉、n=8）を用いて、RiboZero 

Gold で rRNA 等を除去した後、ランダムプライマーで逆転写を行ってライブラリを調整した。

Illumina HiSeq を用いて 100 塩基ペアエンド法を用いて RNA-seq を施行した。TopHat を用い

てアラインメントを行い、Cufflinks を用いて発現量解析を行った。アラインメントされたデー

タについては Integrative Genomic Viewer を用いて観察した。リード数は SAMtools を用いて

解析した。 



（４）リピート配列のクローニング 

 Recursive directional ligation (RDL)法を用いて、リピート配列のクローニングを行った。

pUC19 ベクター骨格に、BglII, BtgZI, BsmFI サイトを付加した。BglII+BtgZI で切断したリピ

ート+骨格の配列に、BglII+BsmFI で切断したリピート配列を ligation させることで、約 2 倍

ずつリピート長を増大させることができる。Stbl3 もしくは SURE2 大腸菌株を用いてクローニ

ングを行った。 

（５）リピート配列の強制発現 

 リピート配列は、患者由来 DNA から PCR により取得し、pEGFP にクローニングを行った。 

 

４．研究成果 

（１）剖検脳を用いた RNA foci の確認 

 Cy3-(TGAAA)12プローブを用いることで、BAFME1 患者全例のみで、核内に RNA foci の存

在を確認した。本シグナルは DNase 処理では消失せず、RNase 処理では消失したことから、

UUUCA リピートからなる RNA foci が存在するものと考えられた。アンチセンス鎖の Cy3-

(TTTCA)12 プローブでは、BAFME1 患者で RNA foci は見いだせなかった。同様に、Cy3-

(TAAAA)12ならびに Cy3-(TTTTA)12プローブでは RNA foci を認めなかった。 

（２）培養細胞における RNA foci の確認 

 患者由来培養細胞（リンパ芽球様細胞）では RNA foci の存在を示すことは出来なかった。 

（３）RNA-seq の解析 

 Cufflinks を用いた解析では、患者で発現量が減少する遺伝子（40 個）、発現量が上昇する遺

伝子（44 個）を見いだしたが、明らかにてんかんの原因になるとわかるようなイオンチャネル

や神経伝達物質の受容体遺伝子はふくまれていなかった。明らかにスプライス異常となる遺伝

子は検出されなかった。 

 しかしながら、integrative genomic viewer による観察で、SAMD12 のリピート上流のイン

トロンのリード数が、リピート下流のイントロンのリード数に比べて、患者で増大していること

が判明し、abortive transcription が存在することが示唆された。これは、定量 RT-PCR 法を用

いて確認された。 

（４）リピート配列のクローニング 

 RDL 法により、TTTTA リピートならびに TTTCA リピートについては、14 リピート、24 リ

ピート、 リピートのクローンを得ることが出来た。 

（５）リピート配列の強制発現 

 患者由来の DNA を用いて long range PCR を行い、リピート伸長配列を増幅させることに成

功し、本配列のクローニングを行った。クローニングの途中で短くなってしまったが、約 700 塩

基の配列を得ることが出来た。本配列を pEGFP にクローニングを行い、配列について Sanger

シーケンスで確認を行った。培養細胞 HEK293 に強制発現を行い、その発現量について定量

PCR ならびに GFP に対する抗体を用いたウェスタンブロットで定量することを可能にした。 

 BAFME1 の原因は、SAMD12 のイントロンに存在する TTTTA ならびに TTTCA リピート伸

長変異であることが判明しているが、今後病態の解明が望まれている。これまでの研究により、

TTTCA が RNA へ転写されて生じた UUUCA リピートの細胞内における毒性が、本疾患の病態

ではないかと考えられている。今後、細胞内のリピート RNA の挙動についてさらに詳細に検討

を行っていくことが、本疾患の病態を理解し、効果的な治療標的を同定するために必要と考えら

れる。 
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