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研究成果の概要（和文）：CANVASのRFC1イントロンACAGGリピート伸長例（患者1）とAAGGGリピート伸長例（患
者2）で、遺伝学的に診断した症例としては初めて後根神経節神経細胞(DRG)喪失とNageotte結節を確認した。両
例の病理所見とRNA fociを評価したところ、患者1でより重度の神経変性を認めたプルキンエ細胞、DRG、下オリ
ーブ核、脊髄前角の神経細胞では、患者1の方がfociのサイズが大きく、患者2 の方でより重度の神経変性を認
めた前庭神経核では患者2のfociが大きかった。本研究では、CANVAS剖検組織においてRNA foci形成を初めて証
明し、病態にRNA毒性が関与する可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In cases of CANVAS with RFC1 intronic ACAGG repeat expansion (Patient 1) and
 AAGGG repeat expansion (Patient 2), we identified for the first time dorsal root ganglia (DRG) 
neuron loss and Nageotte nodules as genetically diagnosed manifestations. Histopathological 
evaluation and RNA foci assessment revealed more severe neurodegeneration in Patient 1, with larger 
foci observed in Purkinje cells, DRG, inferior olivary nucleus, and spinal anterior horn neurons. 
Conversely, Patient 2 exhibited more pronounced neurodegeneration in the vestibular nuclei, with 
larger foci observed. This study provides the initial evidence of RNA foci formation in CANVAS 
autopsy tissues, suggesting involvement of RNA toxicity in its pathophysiology.

研究分野： 脊髄小脳変性症

キーワード： CANVAS　RNA foci　病理学的解析　FISH

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子の非翻訳領域のリピート伸長に基づく疾患が近年次々と発見され、脊髄小脳変性症のCANVASもその一つで
ある。これらの病態として、RNAやその機能タンパクの減少による機能喪失仮説、RNA foci(RNA凝集体)がRNA結
合タンパクを隔離してその機能を阻害するRNA毒性仮説、リピート部が翻訳され毒性ポリペプチドが産生される
RAN翻訳毒性仮説が提唱されている。しかし、CANVASでは、いずれを支持するデータも存在しなかった。本研究
により、患者組織でRNA fociが形成され、RNA毒性が病態に関与する可能性がはじめて明らかになったことは、
今後の疾患修飾療法の開発に寄与するものである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

1990 年代以降、遺伝子の翻訳領域または非翻訳領域に存在する繰り返しリピート配列の異常伸

長が様々な神経筋疾患の原因であることが明らかとなってきた。本研究で対象とする CANVAS は

非翻訳領域リピート病で、小脳性運動失調, 末梢神経障害, 両側前庭神経障害を 3 徴とする常

染色体潜性遺伝性の脊髄小脳変性症の一型である。CANVAS のリピート配列には、ホモ接合性の

AAGGG 配列や ACAGG 配列の他、これら両配列の複合ヘテロ接合体が存在する。CANVAS を含む非翻

訳領域リピート病は進行性の神経症状、重大な QOL 障害をきたし、病態解明に基づく効果的な疾

患修飾療法の開発が強く求められている。非翻訳領域リピート病の病態仮説としては、RNA およ

びその機能タンパクの減少による機能喪失仮説のほか、RNA foci と呼ばれる RNA の凝集体が RNA

結合タンパクを隔離してその機能を阻害する RNA 毒性仮説や、開始コドンに依存せずリピート

部が翻訳されることで毒性を持つポリペプチドが産生される RAN 翻訳毒性仮説が提唱されてい

る。しかし、研究開始時点において、CANVAS では、いずれの仮説を示唆する決定的なデータは

存在しなかった。 

 
２．研究の目的 

CANVAS では、これまで患者組織において AAGGG リピートによる RNA foci は同定されていない。

しかし、ペンタヌクレオチドリピートの延長を伴う mRNA は構造変化を来たし、RNA 結合タンパ

ク質との結合に影響を及ぼしている可能性は十分考えられる。そこで、本研究では、主として

CNAVAS の RNA 毒性仮説を検証すべく、培養細胞、剖検例を用いてこの仮説の傍証を得ることを

目的とした。 

 
３．研究の方法 

CANVAS の原因となる病的リピート(AAGGG)n, (ACAGG)n、非病的リピート(AAAAG)n を含むベクタ

ーを作成し、これらを発現させた Neuo2A 細胞において RNA 蛍光 in situ hybridization (FISH) 

法を行い、RNA foci 形成の有無を検証した。これによりプローブの条件を決定した。次に、遺

伝学的に確定診断された CANVAS の病理学的特徴を評価した。両アレル性 ACAGG リピートの異常

伸長を有し、三主徴に加え臨床的に運動神経障害を認めた 83 歳女性（患者 1）および、両アレ

ル性 AAGGG リピートの異常伸長を有し、典型的な三主徴を呈した 86 歳女性（患者 2）の 2 剖検

例を対象とし、脳、脊髄、後根神経節、末梢神経を含めた病理学的検討を行った。また、Neuo2A

細胞における FISH で検証した蛍光標識された(ACAGG)5 および(AAGGG)5 プローブを用いて RNA

蛍光 in situ hybridization 法により RNA foci の存在を評価し、次に病理学的変化と RNA foci

の比較検討を行った。 

 
４．研究成果 

異常伸長リピートは通常の PCR 法では検出困難であるが、申請者らは条件検討を重ねた結果、

160 リピートの AAGGG (CCCTT)160 、260 リピートの ACAGG (CCTGT)260、9 リピートの AAAAG 

(CTTTT)9を含むベクターの構築に成功した。そして、これらをNeuo2A細胞に発現させ、(AAGGG)5-

locked nucleic acid LNA)プローブ、(ACAGG)5-LNA プローブを用いて、FISH)法を施行した。そ

の結果、(ACAGG)5-LNA プローブにより(CCTGT)260 発現細胞において核周囲の RNA foci 形成を

確認した。同様に(AAGGG)5-LNA プローブは特異的に(CCCTT)160 発現細胞の RNA foci を同定し

た。また、各々のプローブが cross reactivity を示さないことも確認した。両プローブとも、

非病的リピートである(CTTTT)9 発現細胞においては RNA foci は見られなかった。 



病理学的解析では、両症例に共通する所見として、プルキンエ細胞の消失、後索の変性、腓腹

神経の大小有髄線維の消失、大腿神経の小線維を主体とする有髄線維の消失を認めた。また遺伝

学的診断された CANVAS 症例としては初めて後根神経節の神経細胞の喪失と Nageotte 結節が確

認された。前庭神経核の変性は AAGGG リピートを持つ症例でより顕著である一方、クラーク柱と

下オリーブ核の変性は ACAGG リピートを持つ症例でより重度であるなど、一部の神経細胞にお

いては、両症例間で障害部位の差が認められた。もっとも顕著な相違点として、ACAGG リピート

を持つ症例でのみ前根の萎縮と前角運動神経細胞の消失が観察された。 

次に、培養細胞の RNA foci 同定で検証済みのプローブを用い、患者組織での RNA foci の有

無を検討し、病理学的変化との関係を解析した。神経細胞喪失を認める組織の残存神経細胞の核

内に、それぞれ内因性の CCTGT および CCCTT を含む RNA foci を認めた。患者 1, 2 を比較する

と、患者 1の方がより重度の神経変性を認めたプルキンエ細胞、後根神経節神経細胞、下オリー

ブ核、脊髄前角の神経細胞では患者 1の方が RNA foci のサイズが有意に大きく、また患者 2 の

方でより重度の神経変性を認めた前庭神経核では患者 2の RNA foci が有意に大きかった。 

 本研究では、CANVAS 剖検組織において RNA foci 形成を初めて証明した。この結果は CANVAS

の病態に RNA 毒性が関与する可能性を示唆するものであった。 
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