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研究成果の概要（和文）：非翻訳領域に存在するGGCCTGリピート伸長変異を原因遺伝子変異とする疾患である脊
髄小脳失調症36型(SCA36)を対象として培養細胞モデルを作成した。同モデルは伸長した(GGCCUG)exp転写物由来
のRNA fociやrepeat-associated non-ATG translation(RANT）由来蛋白を形成し、細胞死を誘導することを確認
した。転写伸長因子であるyeast Spt4/Spt5 orthologuesに対するsiRNAをSCA36培養細胞モデルに作用させたと
ころ、(GGCCUG)exp転写物の発現抑制を介して細胞毒性も減少させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed a cell culture model for spinocerebellar ataxia type 36 
SCA36), which is caused by a GGCCTG repeat expansion mutation located in the untranslated region of 
the causative gene. This model reproduced the RNA foci or the repeat-associated non-ATG translation 
(RANT)-associated proteins, which are associated to cell death. When siRNAs against the 
transcriptional elongation factor yeast Spt4/Spt5 orthologues were introduced to the SCA36 cell 
culture model, it was revealed that the cytotoxicity is reduced through the suppression of 
expression of (GGCCUG)exp transcripts through Spt4/Spt5 silencing.

研究分野： 脳神経内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脊髄小脳失調症36型(SCA36)の病態を再現する培養細胞モデルを確立し、これを用いてSpt4/Spt5に対するsiRNA
による細胞毒性減少効果を明らかにした。本研究による成果はSCA36に対する治療法を今後開発する上での重要
な基礎データになると考えられた。



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

遺伝性脊髄小脳変性症の一型である脊髄小脳失調症 36 型（spinocerebellar ataxia type 36: 

SCA36）は、本来タンパクには翻訳されないイントロン領域に存在する GGCCTG リピートの異常

伸長が原因であることが明らかにされた。この変異が SCA36 の病態にどのように関与している

のかについては、伸長リピートが存在する遺伝子の機能喪失(loss-of-function)よりも伸長リ

ピートが新たに病原性を発現する病的機能の獲得(gain-of-toxic function)についてのエビデ

ンスが多く報告されている。さらに興味深いことに、異常伸長したリピートを含んだ転写産物

は RNA レベルでは凝集体（RNA foci）を形成し、それぞれのリピート配列特異的な RNA 結合タ

ンパクと複合体を形成することが引き金となり、核内 RNA 結合タンパクの機能不全をもたらす

メカニズム（RNA gain-of-function）と、本来ならば翻訳されない領域にある異常伸長リピー

トを鋳型として、AUG スタートコドンを必要としない新たな翻訳の形式（repeat-associated 

non-AUG translation: RANT）を介した homopolymeric protein の形成を伴う神経細胞障害

（protein gain-of-function）といった、RNA レベルとタンパクレベルで形成される複数の病

的分子によるメカニズムが提唱されている。 

 

２．研究の目的 

SCA36 を主たる対象疾患として、伸長 GGCCTG リピートを単離し、それを導入した培養細胞モ

デルの確立を行い、この SCA36 培養細胞モデルを用いて病態解析および病態を修飾する治療候

補薬スクリーニングや標的タンパクに対する siRNA による病態改善効果を検討した。これによ

り、臨床的に有用性の高い新たな脊髄小脳変性症の治療法開発研究を推進することを目的とす

る。 

 

３．研究の方法 

 SCA36 における伸長 GGCCTG リピート領域を self-templating PCR の手法を用いて単離し、75

回まで伸長した GGCCTG リピート領域を発現ベクターへ導入し、RANT を生じた場合には V5 や

6xHis といったエピトープタグ付きの蛋白として発現するコンストラクトを作成した（図 1）。 

この伸長 GGCCTG リピート発現ベクターを Neuro2A 細胞へトランスフェクションし、その表現

型に関して、RNA foci 形成や RANT 蛋白形成といった病態マーカーを定量的に解析した。さら

にこの SCA36 培養細胞モデルを用いて治療候補化合物や転写伸長因子である Spt4/Spt5 (哺乳

類ではSupt4a/Supt5)に対するsiRNAを作用させた場合の病態抑制効果について検討を行った。 

 

図 1：伸長 GGCCTG リピート発現ベクターと

SCA36 培養細胞モデル 



４．研究成果 

SCA36 の病態を再現する培養細胞モデルを確立し、これを用いてエリスロマイシンおよび

Supt4a/Supt5 に対する siRNA による細胞毒性減少効果を明らかにした（図 2-4）。本研究による

成果は SCA36 に対する治療法を今後開発する上での重要な基礎データになると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

図 2：SCA36 培養細胞モデルにおける RNA foci 形成 

図 3：Supt4a/Supt5 に対する siRNA は、SCA36 培養細胞モデルにおける RNA foci 形成を抑制する 

図 4：エリスロマイシンおよび Supt4a/Supt5 に対する siRNA は細胞毒性を減少させる 
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