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研究成果の概要（和文）：ゲノム内の異常伸長したマイクロサテライトリピートが転写され、細胞内にリピートRNAが
凝集蓄積するRNAリピート病は根本的治療法がない神経難病である。本研究では本邦で頻度が高い脊髄小脳失調症31型
の病態研究を通して、RNAシャペロンタンパク質がリピートRNAの凝集を抑制する」ことを発見した。さらにRNAシャペ
ロンの最小機能領域を同定し、治療応用可能な実用化のためのデザインに関する知見を得た。

研究成果の概要（英文）： Microsatellite expansion disorders are pathologically characterized by RNA foci 
formation. We report that expression of expanded UGGAA (UGGAAexp) repeats, responsible for 
spinocerebellar ataxia type 31 (SCA31) in Drosophila, causes neurodegeneration accompanied with 
accumulation of UGGAAexp RNA foci, consistent with observations in SCA31 patient brains. We identified 
the several RNA-binding proteins (RBP), which binds to UGGAAexp and induces structural alteration of 
UGGAAexp. Furthermore, co-expression of the mutant with RNA-recognition motif mutation failed to rescue 
UGGAAexp-mediated degeneration. These data sugesst that the RBP suppresses UGGAAexp-mediated 
neurotoxicity in Drosophila to function as RNA chaperones for proper UGGAAexp folding and regulation by 
direct binding to UGGAA repeat RNA.

研究分野：脳神経科学・神経内科学

キーワード： SCA31　RNA foci　RNAシャペロン　RNAミスフォールディング　マイクロサテライトリピート病　RNA結
合タンパク質　ショウジョウバエ
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１．研究開始当初の背景 
 近年 non-coding RNAの機能破綻が癌、神
経疾患、感染症などの様々な疾患の原因とな
っていることが相次いで報告されている。脊
髄小脳変性症は、小脳を中心とする神経系統
の進行性機能障害を来たす神経変性疾患の
総称で、根本的治療法がない致死的な難病で
ある。これまで我々は本邦で頻度が高い脊髄
小脳失調症 31 型の原因が 2 つの遺伝子
BEAN1およびTK2が共有するイントロン領
域に 2.5～3.8kb の 5 塩基繰り返し配列
(TGGAA)nが挿入されることであることを明
らかにした（Sato.et.al Americam Journal of 
Human Gnetics,2009）。そして SCA31の病
態には変異 DNA が転写されて(UGGAA)n 
RNA として患者小脳プルキンエ細胞核内で
凝集していること及び培養細胞モデルにお
いて毒性を有することを明らかにした
（Niimi.et.al Neuropathology 2013）。そし
てこの原因遺伝子同定の後、病態解明や治療
戦略への足がかりとして疾患モデル動物の
作成を試みている。ショウジョウバエは遺伝
学的解析に優れた特徴を有し、ライフサイク
ルが約 10 日という点からも各種スクリーニ
ングに適しており、神経変性疾患で広く有用
性が認められている。我々は(UGGAA)n RNA
を発現する SCA31 モデルショウジョウバエ
を樹立し、その表現形解析、RNA 凝集解析
などの基礎技術を確立した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、我が国で頻度が高い常染
色体優性遺伝型の脊髄小脳失調症 31 型
(SCA31)について、原因遺伝子に由来する「細
胞内異常 RNA/タンパク質凝集による細胞毒
性および RNA/タンパク質品質管理機構の破
綻」という現象に注目し、治療法開発を念頭
に基礎的病態を解明することである。 
 これまで UGGAA リピートに結合するタ
ンパク質群を培養細胞およびマウス脳を利
用し RNAプルダウンアッセイおよびMS解
析にてスクリーングを行い、およそ 80 強の
候補タンパク質を同定した。そのうち
UGGAAリピート筋萎縮性側索硬化症／前頭
側頭型認知症の病態の中核分子でもあるい
くつかの RNA 結合タンパク質が RNA シャ
ペロンとして機能し、リピート RNA の凝集
を抑制することを見出している。しかしこれ
らの RNA 結合タンパク質の発現量は厳密に
調節されており、過剰になれば細胞毒性をも
ち、治療安全性に影響を与える可能性がある。  
本研究ではこれらのシャペロン機能の最小
機能領域を同定し、RNA 結合タンパク質の
毒性を緩和した治療応用可能な最適化新規
RNAシャペロン開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 RNA結合タンパク質をRNAシャペロンと
して治療応用を目指す際に、自身のプリオン

ドメインによる凝集性および過剰量による
細胞毒性があるため、安全性を配慮する必要
がある。そこでモデルショウジョウバエを利
用し、以下の点に集約して課題解明を目指し
た。 
 
(1) UGGAAリピートに対する RNA結合タ
ンパク質の各種ドメインの欠損変異体や機
能喪失変異体を発現するショウジョウバエ
を樹立し、SCA31ショウジョウバエと交配し
た。そしてシャペロン機能の最小機能領域を
同定のため表現型の解析及び In situ 
hybridizationにより RNA fociを定量した。 
 
（2）プリオンドメインのアミノ酸配列を改
変し、凝集性を緩和した最適化 RNA シャペ
ロンを新規にデザインした。 
 
（3）SCA31 に対する新規 RNA シャペロン
を探索同定のため、類似構造を有する RNA
結合タンパク質群から(UGGAA)n RNA に対
する RNA シャペロン活性を検討した。その
検討のため候補タンパク質の過剰発現およ
びRNAiノックダウンショウジョウバエを利
用した。 
 
４．研究成果 
（1）RNAシャペロンの最小機能領域の同定 
 まず RNA 結合タンパク質の野生型を始め
として各種ドメインの欠損変異体や機能喪
失変異体を発現するショウジョウバエを樹
立し、遺伝学的解析及び分子機能解析を行っ
た。SCA31 ショウジョウバエは UGGAA リ
ピートを複眼や神経系に発現させるとその
組織内に RNA foci の蓄積を認め、著しい複
眼変性、神経変性を引き起こすことを見出し
た。  

このUGGAAリピートRNAの毒性はその発
現量、リピート長、RNA fociの蓄積量に相関
関係があることが判明した。 
 これに対し、RNAシャペロンである RNA
結合タンパク質の野生型を共発現させると
劇的に表現型が改善した（複眼変性の改善）。
さらにこの各種変異体を用い UGGAA リピ

 



ートと変異体を共発現させると RNA 認識配
列（RNA recognition motif, RRM）の機能喪
失変異体において表現型の改善が認められ
なかった。またこの RRM変異体の共発現で
は in situ hybridization を施行したところ
RNA fociの減少は認めなかった。このことよ
り RRMがシャペロン機能に必須であること
が推察された。さらに UGGAA リピートの
RNA 発 現 量 を 定 量 PCR や In situ 
hybridization により定量を行ったところ、
RRM が RNA シャペロン機能に必須である
ことが裏付ける知見を得た。 
 
 

 
（2）最適化 RNAシャペロンのデザイン 
 上記の遺伝学的解析の中、RNA 結合タン
パク質の凝集性の高いことが知られている
プリオンドメインの欠損変異体も樹立した。
この変異体は SCA31 ショウジョウバエをレ
ス キ ュ ー す る と と も に 、 In situ 
hybridizationにより RNA fociを著明に減少
させるデータが得られ、RNA シャペロンと
して機能する知見を得た。 
 また同様に 2量体形成に必要な領域欠損体
も RNA シャペロンとして機能し,この RNA
結合タンパク質は単量体でシャペロン能を
有することが推測された。また in vitro 
transcription にて合成した UGGAA repeat
を RNA シャペロンプリオンドメイン欠損変
異体と混合したのち原子間力顕微鏡にて観
察した。その結果、この変異体も RNA 凝集
に対して抑制的に機能することが判明した。 
このことよりこれらの 2領域の欠損変異体は
行このタンパク質の凝集性を抑えた最適化
RNA シャペロンとして機能する可能性が示

唆された。 

 
（3）UGGAA リピート RNA に対する新規
RNAシャペロンの探索 
 
 これまでスクリーニングした 80 強の
UGGAAリピートに結合する候補タンパク質
群の中から類似の構造を有する RNA 結合タ
ンパク質をいくつか同定した。これらのRNA
結合タンパク質を発現するショウジョウバ
エを樹立して RNA シャペロンとしての機能
を検討した。その結果これらの RNA 結合タ
ンパク質のうち２つは、ショウジョウバエ組
織において RNA foci を減少させ表現型を改
善させたことからUGGAAリピートRNAに
対する新規 RNA シャペロンと判明した。ま
たその他 6種類の候補タンパク質についても
ノックダウンで SCA31 ショウジョウバエの
表現形を増悪させその組織において RNA 
foci を増加させることが判明しており RNA
シャペロンとして機能する可能性が推測示
唆された。 
 

 次にこれらの RAN シャペロン群の相互の
補完性についても検討した。ある一種類の
RNA シャペロンをノックダウンした上で別
の RNAシャペロンを発現させ、UGGAAリ

 

 

 



ピートに対する効果をショウジョウバエに
て確認したところ、 それぞれ SCA31ショウ
ジョウバエの表現型は改善した。以上の結果
より RNA シャペロン間には相互に補完性が
あることが示唆された。 
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