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研究成果の概要（和文）：本研究では日本人特有の疾患である脊髄小脳失調症31型(SCA31)患者脳と自作モデルマウス
脳で病態を解析した。初年度に自作モデルマウスで患者脳と同様のRNA異常構造物を認め、第2年度では、患者脳で対照
脳よりも上昇・低下する遺伝子を複数同定した。これらは、他の脊髄小脳変性症の原因遺伝子にもなることが知られて
いるものも含まれており、SCA31の病態には他の脊髄小脳変性症とある程度共通する機序がある可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We studied on human brain samples affected with spinocerebellar ataxia type 31 
(SCA31). By expression analysis using microarray and RNA-seq, we found groups of genes which have 
meaningful alterations in their expression levels. Among those, we confirmed several genes that are 
down-regulated in SCA31 samples. Some of them were known to be involved in intracellular calcium 
homeostasis. We also found that SCA31 human Purkinje cells possess abnormal RNA structures called RNA 
foci which contain (UGGAA)n repeat, the transcript of (TGGAA)n repeat exclusively found in the SCA31 
patients’ mutation locus. Such RNA foci were also found in cultured cells expressing SCA31 mutation 
constructs. These results suggest that the UGGAA repeat is involved in SCA31 pathogenesis.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 

脊髄小脳変性症は根本的な治療法が無い

神経難病の一つである。これには様々な疾患

が包含されており、常染色体優性遺伝型の遺

伝をする脊髄小脳失調症(spinocerebellar 

ataxia; SCA)の多くは原因が同定された。研

究代表者石川はこの分野の疾患の家系集積

から原因の同定、病態の探索、モデル動物の

開発を長年行ってきた。 

脊髄小脳失調症 31型(SCA31)は、本邦の SCA

中、第 3 または 4 位の頻度を占める疾患で、

高齢発症かつ小脳 Purkinje 細胞(PC)にほぼ

限定した異常を示す(Owada K. et al. 

Neurology, 2005)。石川らは全国多施設の神

経内科専門医のご協力を得て、2009年にこの

疾患の原因を同定することが出来た。それは、

第 16番染色体長腕に位置する 2つの遺伝子、

BEANおよび TK2が共有するイントロン領域に

2.5～3.8kbの 5塩基繰り返し配列が挿入され

ることである（Sato N. & Amino T. et al. Am 

J Hum Genet, 2009）。この 5塩基繰り返し

のうち、(TGGAA)nが発病に必須と考えている。

BEANと TK2は、脳ではお互いが反対方向に転

写されるために(図１)、senseおよび

anti-senseの転写産物が生じる。また、複雑

な alternative splicing が働いているため

に１つの遺伝子から多種類の転写産物(スプ

ライスバリアント)が生じる。 

SCA31患者 PC細胞には変異 DNAから転写さ

れた RNA が核内で凝集しているため、非翻訳

型 RNA(ncRNA)が病態に関与していることに

ほぼ間違いない。一般的に、ncRNA はターゲ

ットとする翻訳型 RNA の発現調節、転写後修

飾(post-transcriptional modification)、

染色体構造安定化など、多岐にわたる機能を

有していることが判明しており(Nat Rev 

Genet, 10:155-159, 2009)、知見は急速に増

えている。SCA31でも、BEAN,TK2 両責任遺伝

子の発現調節を担う ncRNAが BEAN/TK2 ゲノ

ム領域から転写されていることが充分考え

られ、さらに変異 ncRNAが未知のターゲット

遺伝子の発現を変化させて病態を起こして

いる可能性もある。これらの未知の内容を解

明することが SCA31の治療戦略を立てる上で

非常に重要である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、本邦で頻度が高く、原因が

ncRNA である SCA31 について、患者脳で RNA

発現解析を行い、患者でまず異常発現する

ncRNA を同定し、次に、自作モデルマウスな

どを用いてその意義を究明することである。

その成果をもって重要な関与をする ncRNAの

発現制御による治療法開発へ挑戦する足掛

かりとする。 

 

３．研究の方法 

 患者脳の検索については、生前の同意が在

り、規定の倫理審査の承諾を得てご説明した

結果、病理解剖にご同意があった患者の脳凍

結組織を用いた。対照と比較して小脳より抽

出した RNAを用いて RT-PCR 法および

microarray法、RNA-seq法を用いて検索した。

RNA-seq法は本研究のみでは資金的に困難で

あったため、別研究で行った成果をこの研究

で検証した。モデルマウスの研究では、別研

究で作製した自作モデルマウスを用いた。 

異常変動を起こしていると想定された遺

伝子の検証には、定量的 RT-PCRで確認した。

また、プルキンエ細胞から RNAを濃縮して抽

出する目的で、Leica社製レーザーマイクロ



ダイセクション機器を用いて、凍結脳組織か

らプルキンエ細胞の細胞体を濃縮して切除

し、RNAを抽出した。 

脳組織標本を用いた研究では、パラフィン

包埋切片を用いて、SCA31 の遺伝子変異部分

に対するプローブを作成し、それを用いて患

者脳組織における fluorescence in situ 

hybridization(FISH)法を行った。同様にモ

デルマウスでも FISH法を行った。 

 
４．研究成果 

まず初年度に、患者脳内では SCA31 の遺伝

子変異部分の UGGAAリピートが確かに異常な

RNA構造を形成していることを見出した 

(上の図；赤い点が RNA 異常構造物)。 

一方、同様の所見は対照症例には見られず、

SCA31 の小脳プルキンエ細胞に特異的な所見

であることを見出した。培養細胞に SCA31 遺

伝子の BEAN 方向の変異リピートや、TK2方向

の変異リピートを導入する実験を行ったと

ころ、BEAN方向での遺伝子配列 UGGAAリピー

トを発現させた場合に、RNA 異常構造が形成

され、さらにもっとも際立った細胞死が見ら

れた。以上より、SCA31 の病態には BEAN方向

の転写産物である UGGAAリピートが関与して

いる可能性が見出された。以上の内容を、日

本神経病理学会機関誌 Neuropathology より

発表をした(文献＃７)。 

また初年度は、自作モデルマウスでの RNA

発現異常の解析を進めた。これまで SCA31 の

モデルマウスとしては世界初の本マウスに

おいて、先の図に示した患者脳と同様の RNA

異常構造物を認めた（誌上発表準備中）。さ

らにこの時期の小脳における遺伝子発現解

析を進めた。 

初年度から第 2年度にかけて患者脳を用い、

対照脳よりも上昇・低下する遺伝子を多数

（200 以上）見出した。このうち、小脳変性

に意義を見出すことが予測できる遺伝子に

注目し、定量的 RT-PCRで異常変動を確認し

た。その結果、細胞内カルシウム代謝に関わ

る複数の遺伝子に異常変動を見出した。これ

らの遺伝子は、ヒトの小脳失調の原因遺伝子

でもあり、プルキンエ細胞に豊富に発現する

遺伝子であった。このため、これらの遺伝子

の発現異常が SCA31の病態に関係している可

能性が考えられた。ただし、SCA31 脳でのプ

ルキンエ細胞脱落の影響によって、これらの

遺伝子発現が低下している可能性も否定で

きない。また、他の遺伝子での発現変動が、

プルキンエ細胞以外の細胞から発現してい

る遺伝子を検出している可能性も考えられ

た。このような判断の困難さは、小脳組織が

多数の細胞の混在した組織であり、患者脳で

は既に病変の影響を受けて、目的のプルキン

エ細胞が減少してしまっており、逆に他の細

胞の相対的な密度が増加してしまっている

ことに立脚している。このため、レーザーマ

イクロダイセクション法を用いて、プルキン

エ細胞層のみから RNAを採取する条件検討を

行った。 

 最終年度では、プルキンエ細胞を単離して、

ＲＮＡを抽出しそれを発現解析に供する試

みを行った。6か月以上をかけて回収を試み、

ある程度満足できる質(quality)の RNA を抽

出できたが、量的には非常に少なく、長くこ

の試みを続ける必要が生じた。 

患者脳における異常発現蛋白の解析の一

つとして、免疫組織化学的な検索を第 2年度

と最終年度で行った。変異遺伝子の産物に対



する抗体を用いて、患者脳での染色を進めた

ところ、変異 RNAは ncRNA として発現して異

常な構造をとるだけでなく（前頁の図）、異

常な蛋白に翻訳されて局在していることを

発見した(誌上発表準備中)。モデルマウスで

も同様な変化を認める可能性を見出したと

ころで研究を終了し、今後の研究課題として

追及を続けることにした。 
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