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研究成果の概要（和文）：脊髄小脳失調症10型（SCA10）の原因遺伝子変異は22q13.3上のATXN10イントロン9に存在す
るATTCT 5塩基リピートの不安定異常伸長である。RNAレベルで伸長AUUCUリピートがSCA10分子病態に寄与していると考
えられており、AUUCU 凝集体の核内局在は、傍核小体に認めた。また、伸長AUUCUリピート結合タンパクの検索を行い
、4種の核タンパクを同定した。これらのタンパクはいずれもAUUCU凝集体と共局在していた。その中の1つであるPTBP1
においては、スプライシング因子としての機能障害を生じていた。更に、SCA10剖検脳組織を用いて、これらの分子病
態を確認した。

研究成果の概要（英文）：Spinocerebellar ataxia type 10 (SCA10) is a dominantly inherited 
neurodegenerative
disorder caused by unstable expansion of ATTCT repeats in intron 9 of ATXN10 gene on chromosome 22q13.31. 
The mechanism by which the ATTCT expansion causes the SCA10 phenotype is still unknown. Here we present 
data suggesting that expanded AUUCU RNA triggers neuronal dysfunctions. We detected intranuclear AUUCU 
inclusions in SCA10 cells by RNA-FISH, similar to other non-coding repeat expansion disorders. 
Furthermore, we characterized their intranuclear localization and nucleic acid contents, demonstrating 
that the inclusions are located at perinucleolar compartments and enriched for the AUUCU expansion, but 
not intronic flanking sequences. Several RNA-binding proteins were found to bind AUUCU repeats, including 
splicing factor PTBP1, which regulates neuronal-specific PTBP2 splicing during neurodevelopment. SCA10 
cells showed aberrant splicing of PTBP2 and significantly increased PTBP2 protein levels.

研究分野： 遺伝性神経筋疾患の分子病態機構解明
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１．研究開始当初の背景 
 

研究代表者は、優性遺伝性脊髄小脳症の一つ

である SCA10 の遺伝子座（22q13.3）を連鎖

解析で明らかにした後 (Matsuura T et al. 

Ann Neurol 1999)、ただちにその遺伝子変異

を同定した (Matsuura T et al. Nat Genet 

2000)。その遺伝子変異は、既知のものとは

全く異なり、SCA10 遺伝子イントロン 9 に存

在する ATTCT 5 塩基リピートの不安定異常伸

長であった。また研究代表者は、欧米人にの

み存在すると考えられた筋強直性ジストロ

フィー2 型 (DM2) CCTG 伸長変異を Asian 

population に始めて同定し(Am J Hum Genet 

2003; Neurogeneticｓ 2008)、SCA31 遺伝子

変異 （TGGAA 伸長変異）発見にも寄与した 

（Am J Hum Genet 2009）。本邦中国地方に集

積している未同定優性遺伝性脊髄小脳変性

症の原因遺伝子変異として nucleolar 

protein 56 (NOP56)遺伝子イントロン 1 の

GGCCTG 6塩基リピート伸長変異を多くの共同

研究者らと同定した (*Kobayashi H, *Abe K, 

*Matsuura T, et al (*equal contribution). 

Am J Hum Genet 2011)。 

 
２．研究の目的 
 

非翻訳領域リピート伸長変異は、翻訳領域リ

ピート伸長に比べ遥かに大きく、その不安定

性も極めて強い。リピート長（遺伝子型）と

表現型との相関も弱く、その病態解明も不十

分である。本研究では、研究代表者がその遺

伝子変異同定に関わった脊髄小脳失調症 10

型 (spinocerebellar ataxia type 10: 

SCA10)、SCA31、SCA36、脆弱 X随伴振戦失調

症候群 (Fragile X-associated 

tremor/ataxia syndrome: FXTAS) のゲノ

ム・RNA 病態解析を行い、リピートインスタ

ビリティー機構とその複雑なRNA病態機構を

理解するとともに、合理的な分子治療戦略を

確立することを目的とする。 

 

SCA10 の原因遺伝子変異は 22q13.3 上の

ATXN10イントロン 9に存在する ATTCT 5 塩基

リピートの不安定異常伸長である（280~4500

リピート）。この非翻訳領域リピート伸長が、

何故どのように優性遺伝様式で病気を発症

させるのかは十分に解明されていない。同じ

く非翻訳領域に CTG/CCTG リピート異常伸長

をもつ筋強直性ジストロフィー（DM）の RNA

病態が明らかになってきた。すなわち、伸長

CTG リピートが RNA に転写され、CUG 転写物

がその結合蛋白と核内凝集体(foci)を作る

ことがトリガーとなり、核内 RNA 蛋白制御不

全をもたらすというものである。SCA10 にお

いても ATTCT 伸長リピートが RNAレベルで転

写され、AUUCU foci を形成することを既に示

されている。そこで、本研究の目的は1) AUUCU 

foci の核内局在を明らかにすること、2) 

AUUCU 結合タンパクを同定し、3) その機能不

全を解析することで、SCA10 RNA 病態を明ら

かにすることにある。 

 
 
３．研究の方法 
 
1)  AUUCU foci 核内局在の解析 

SCA10 リンパ芽球を用いて RNA-FISH で

核内 AUUCU foci 検出後、その核内局在をよ

り明らかにするために免疫蛍光法（IF）を組

み合わせ、核膜（抗 Lamin B1 抗体）、核小

体（抗 nucleolin 抗体）、PML 小体（抗 PML

抗体）、Cajal 小体（抗 Coilin 抗体）、スペ

ックル（抗 SC35 抗体）、傍核小体（抗 CUGBP1

抗体）等との共局在を FISH-IF により共焦点

レーザー顕微鏡で観察した。 

2)  AUUCU 結合タンパク同定 

ヒトリンパ芽球と神経芽腫細胞から核抽

出物を精製し、AUUCU-pull down 法で質量分

析により同定した。更にウエスタン法（WB）

で確認した。 

3)  SCA10 細胞における AUUCU 結合因子の

発現解析 



SCA10 リンパ芽球を用いて、2) で同定さ

れた AUUCU 結合タンパクと AUUCU 封入体

との共局在を FISH-IF で検討した。更にそれ

らの発現量・スプライシングパターンを WB

と RT-PCR でそれぞれ対照と比較検討した。

さらに、その機能異常を検討した。 

4) SCA10 剖検例での検討 

SCA10 剖検例を用いて、AUUCU foci を検出

し、2)で同定された AUUCU 結合タンパクの

機能不全を実際の患者脳組織（大脳・小脳）

を用いて検討した。 
 
 
４．研究成果 
 

1)  AUUCU 封入体は傍核小体に局在していた。

疾患コントロールとして筋強直性ジストロ

フィー1 型・2 型（DM1、DM2）の CUG、CCUG

封入体等はその局在が異なった。 

2)  AUUCU結合タンパクとしてMATRN3、PSF、

p54nrb、PTBP1 の 4 種を確認した。 

3)  FISH-IF の結果、SCA10 リンパ芽球にお

いて上記の 4因子は、AUUCU foci と共局在し

ていた。SCA10 リンパ芽球の核抽出物を用い

た WB 法では、対照と比較して発現レベルに

差を認めなかった。しかしながら、PTBP1 が

スプライシング調節している遺伝子のスプ

ライシング異常が生じて、そのタンパクの発

現が著明に上昇していた。 

4) SCA10 剖検例において、核内 AUUCU foci

を認めた。PTBP1 との共局在を確認し、PTBP1

の機能不全による異常スプライシングを、リ

ンパ芽球と同様に確認した。 

 

以上の結果から、SCA10 RNA 病態の一端が明

らかにされた。 
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