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研究要旨 

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（280～4500 リピート）。

筋強直性ジストロフィーで明らかにされたように、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ものと考えられており、SCA10 患者由来リンパ芽球

の AUUCU 核内凝集体の存在は既に示されている。本研究では、AUUCU 凝集体の核内局

在について解析を加え、傍核小体との共局在を認めた。¥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 凝集体との共局在を認めた。その中の 1 つである PTBP1 においては、そのス

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。 

 

 

Ａ.研究目的 

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。 

 

Ｂ.研究方法 

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。 

(倫理面への配慮) 

文部科学省、厚生労働省、経済産業省告示第

1 号の「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関す

る倫理指針」に従って行った。 

 

Ｃ.研究結果 

Ｄ.考察 

Ｅ.結論 

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。 
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