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研究成果の概要（和文）：C9orf72遺伝子のイントロン領域に存在するGGGGCCリピートの数百リピートにもおよ
ぶ異常延長は、常染色体優性遺伝形式でFTDや運動ニューロン病を引き起こす病原性遺伝子変異である。変異保
持者の細胞ではリピート領域を含むRNAの蓄積がみられ、このリピートRNAは開始コドン非依存性翻訳を受け、細
胞障害性を有するジペプチドリピートタンパク(DPR)へと翻訳される。本研究では、リピートRNAの分解に直接関
与する因子を明らかにし、その上で病態分子であるDPRが本因子の活性を阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：An intronic GGGGCC (G4C2) repeat expansion in C9orf72 gene was identified as
 a leading genetic cause of frontotemporal lobar degeneration (FTLD) and amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS).  The hexanucleotide DNA repeat is bidirectionally transcribed into repeat RNA 
accumulating within RNA foci.  We revealed the repeat RNA is even translated into five distinct 
proteins called dipeptide-repeat protein (DPR)s in the absence of the canonical translation 
initiation codon (AUG).  Since the identification of DPR, cytotoxic properties of DPR has been 
extensively shown in multiple disease models.  In the current study, we identified a factor directly
 involved in the metabolism of the repeat RNA. Moreover, pathogenic DPR inhibits the enzymatic 
activity of the factor.   

研究分野：精神神経科学、神経変性疾患、分子生物学

キーワード： C90rf72　RAN翻訳　DPR　RNA代謝　核小体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により、C9orf72変異における異常リピートRNAの代謝経路の一端が明らかとなった。本成果を応用
することでRNA代謝異常を標的とした新規治療法の開発にもつながる可能性がある。また将来的には
C9orf72-FTD/ALSのみならず脊髄小脳変性症やハンチントン病など他のリピート病の病態解明にも寄与する可能
性がある。研究成果は、学会発表や論文の出版を通じて学術界で知見を共有するとともに、一般社会に還元され
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。
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１．研究開始当初の背景 

 
前頭側頭型認知症（frontotemporal dementia：FTD）は、前頭側頭葉変性症（FTLD）やピック
病とも呼ばれる。FTD は前頭葉および側頭葉を中心に不可逆的な神経細胞死を生じる神経変性疾
患である。臨床的には、認知症のなかでも精神科医が診断や治療にあたることが多く、働きざか
りの 65 歳以前に多く発症し、前頭葉障害により、暴言、暴力、万引きや痴漢行為を呈するとい
った脱抑制的な行動障害、側頭葉の障害による失語症を呈する。長期的には自発性、活動性、意
欲の低下を来し、死に至る。FTD の一部は筋萎縮性側索硬化症（ALS）などの運動ニューロン病
（MND）を合併する。神経病理学的にも両疾患は多くの共通点を有する。 
分子遺伝学的研究の進展により家族性 FTD や ALS を引き起こす原因としていくつかの遺伝子
変異が同定されてきた。家族発症例の研究は疾患メカニズムの理解に重要な役割を果たす。なか
でも C9orf72 遺伝子のイントロン領域に存在する GGGGCC リピートの数百リピートにもおよぶ異
常延長は、単なる疾患リスク因子ではなく、常染色体優性遺伝形式で高い浸透率で FTD や MND を
引き起こす病原性遺伝子変異である。よって、C9orf72 リピート異常延長変異は FTD や MND の分
子病態を解析するのに好適なモデル疾患であると言える。変異保持者の細胞ではリピート領域
を含む RNA の蓄積がみられ、このリピート RNA は開始コドン非依存性翻訳を受け、細胞障害性を
有するジペプチドリピートタンパク(DPR)へと翻訳される。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
DPR タンパクは患者脳に大量に蓄積しているが、DPR タンパクは申請者らが見出したように開
始コドン非依存性の非定型的な機構で翻訳されるため、その産生効率は低い。そのため DPR タン
パクの発現には大量のリピート RNA が必要である。よってリピート RNA の蓄積を回避する手段
を明らかにすれば、C9orf72 関連 FTLD/ALS の新たな治療法となる可能性がある。 
実際に患者の脳においても RNA foci と呼ばれる RNA の凝集体としてリピート RNA の蓄積がみら
れる。 
リピート RNA の蓄積の原因として、 
１）リピート RNA の産生が増加している場合 
２）リピート RNA の分解活性が低下している場合 
の 2通りが想定される。C9orf72 のリピート延長変異では GGGGCC リピート配列が G-quadruplex
と呼ばれる特異な高次構造をとって転写を阻害すると報告されており、１）の RNA 産生増加は考
えにくい。よって申請者は、2)の「C9orf72 リピート延長変異例の病態ではリピート RNA の分解
効率が低下している」との仮説のもとに検証をすすめた。 
本研究では、申請者が確立した GGGGCC リピートを発現する新規細胞モデルを用いて、特に DPR
タンパクの源となる異常リピート RNA の蓄積機序を明らかにすることを目的とした。これによ
り、いまだ未解明の部分の多い FTD の分子病態の解明を試みるとともに、新たな治療標的分子を
探索する。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究課題は平成 28 年度のスタートアップ研究を発展的に引き継いだものである。申請者が
確立した C9orf72 のリピート延長変異の新規細胞モデルを用いて、特に異常 RNA の分解システ
ムに着目し、リピート RNA や申請者らの見出した DPR タンパクによる神経変性メカニズムを解
析していった。 
ジペプチドリピートタンパク（DPR）はリピート関連非 ATG（RAN）翻訳によりリピート RNA か
ら産生される。まず DPR 発現レベルを指標とした siRNA による予備的なスクリーニングによっ
て得られたリピート RNA 分解酵素の候補因子について、当該分子の siRNA 耐性に改変した野生
型分子を作成し、バリデーション実験（レスキュー実験）を行った。逆に当該分子の外的発現に
よりリピート RNA の蓄積低下および DPR タンパク産生の低下がみられた。siRNA による候補因子
類縁分子とのダブルノックダウンによっても DPR タンパクの蓄積レベルが一段と増加すること
を見出した。 
次に候補因子が単独で実際にリピート RNA 分解活性を有するのかについて、蛍光標識済みの
人工リピート RNA とリコンビナントタンパクの混合実験を実施し、本酵素のリピート RNA 分解
活性を in vitro 実験系においても実証した。コントロール実験としてリピート RNA は当該酵素
の非存在下や当該酵素の補因子の非存在下では分解されず、また同因子の 3’exoribonuclease
活性を反映して、基質であるリピート RNA の 3’側をブロックするとリピート RNA は分解されな
くなった。 
またリピート RNA 発現細胞において、同因子が実際にリピート RNA 分解に関与しているかど
うかを検証するため、リピート発現細胞に転写阻害剤であるアクチノマイシン Dを処理して、リ



ピート RNA の発現レベルの時間経過を観察したところ、当該因子ノックダウン細胞ではリピー
ト RNA の分解が遅延していた。 
さらに C9orf72 変異患者由来細胞に対し、当該分子の siRNA によるノックダウンを実施した
ところ、患者の細胞に含まれる内因性の GGGGCC リピート RNA が蓄積し、RNA foci が増加した。
このことから患者の細胞においても、当該 RNA 分解系がリピート RNA の代謝分解に関与してい
ることが示唆された。 
これらの結果は、当該因子が、病原性リピート RNA の分解、代謝に実際に関与している可能性
を示唆している。 
次に、病態分子である DPR と当該因子との間に物理的相互作用があることを免疫共沈法によ
り明らかにした。さらに DPR 発現細胞では、当該因子の内因性基質である核小体小分子 RNA 前駆
体の発現レベルが増加しており、DPR が当該因子の活性を阻害していることが示唆された。そし
て当該因子活性阻害を反映して、このときリピート RNA の発現レベルも増加していた。 
 
 
 
４．研究成果 
 
上記したように本研究ではリピート発現細胞、変異保持者由来の繊維芽細胞、in vitro RNA
分解系を用いて、まず当該因子がリピート RNA の分解に直接関与することを明らかにした。続い
て DPR が当該因子に及ぼす影響について検討したところ、DPR は当該因子と結合し、その内因性
基質を蓄積させた。すなわち DPR が当該因子の活性を阻害することが明らかとなった。実際に
DPR 発現細胞では共発現させた C9orf72 リピート RNA の発現レベルが増加していた。これらの結
果から DPR による当該因子活性の阻害が C9orf72 変異 FTLD/ALS におけるリピート RNA 蓄積の機
序となっている可能性が示唆された。 
これらの成果をまとめた英文論文をすでに投稿しており、現在最終改定中である。これらの研
究成果の一部はすでにいくつかの学会等で報告しており、また関連した論文がすでに出版され
ている。 
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