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研究成果の概要（和文）：運動ニューロン疾患である球脊髄性筋萎縮症（SBMA）の超早期の病態を解明するこ
と、および本疾患が運動ニューロンを特異的に障害するメカニズムを明らかにすることを目的として、SBMA女性
保因者の解析とマウスモデルの脊髄を用いた解析を行った。その結果、女性保因者は頸部筋力低下を主とする軽
微な運動機能低下を有しており、血液や筋電図の結果から、運動ニューロンの障害を示唆する所見が得られた。
一方、モデルマウス脊髄スライス培養を用いた解析では、Mid1が本疾患の原因蛋白質である変異アンドロゲン受
容体の発現量を増加させ、運動ニューロン変性を惹起することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the very early pathogenesis of spinal and bulbar muscular 
atrophy (SBMA), a motor neuron disease, and to clarify the mechanism by which this disease 
specifically disrupts motor neurons, we analyzed female carriers and a mouse model of SBMA. As a 
result, the female carriers had minor motor dysfunction, mainly neck muscle weakness, and blood and 
EMG results showed findings suggestive of motor neuron damage. On the other hand, analysis using 
model mouse spinal cord slice cultures revealed that Mid1 increased the expression level of mutant 
androgen receptor, the protein responsible for the disease, and induced motor neuron degeneration.

研究分野：神経内科学

キーワード： 運動ニューロン　球脊髄性筋萎縮症　テストステロン　骨格筋　Midkine-1　軸索
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研究成果の学術的意義や社会的意義
女性保因者の解析からは、アンドロゲン受容体遺伝子変異を有していても男性ホルモンのレベルが高くない状態
では軽微な運動ニューロン変性は生じるものの骨格筋変性は生じないと考えられ、この状況は思春期前の未発症
男性に相当する可能性がある。マウス脊髄スライス培養の解析からは、Mid1が運動ニューロンに比較的特異的に
発現していることがSBMAの細胞特異性に関連していると考えられ、その機序は男性ホルモン依存的なアンドロゲ
ン受容体の翻訳の促進であると考えられる。以上から、Mid1を介した運動ニューロン変性はSBMAの早期予防治療
の標的として重要と考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 神経変性疾患は神経細胞の選択的脱落とそれを取り巻く非神経細胞の病的変化が年齢依存的
かつ不可逆的に生じることにより、進行性の運動・認知機能障害を呈する難病である。ほとんど
の神経変性疾患に共通する病態として、分子レベルの変化が臨床症状の発現に長期間先行して
出現することが明らかとなっている。例えばアルツハイマー病では認知症発症の 20 年以上前か
ら脳内にアミロイドβが蓄積していることが広く知られており、パーキンソン病や筋萎縮性側
索硬化症(ALS)においても、発症前の分子病理変化が知られている。これらの事実は、分子レベ
ルでのニューロン障害およびニューロンネットワークの破綻が生じていても一定期間は代償機
転により神経症状の出現を免れることを意味しており、この代償こそが治療法や予防法の開発
にとって極めて重要であると考えられる。現在までに報告されているメンデル遺伝性神経変性
疾患の早期病態に関する研究からは、遺伝子変異を有する例では出生後早期から蛋白質ないし
RNA の異常が存在すると想定されるにも関わらず、少なくとも 30 年以上はバイオマーカーにも
異常が生じていないことになる。 
 一方、神経変性疾患の種類を問わずみられるもう一つの現象は選択的ニューロン死である。す
なわち、アミロイドβやα-シヌクレインなど、神経変性疾患で中枢神経内に凝集沈着する蛋白
質は全身にユビキタスに発現しており、とくにメンデル遺伝を呈する遺伝性神経変性疾患では、
全身に異常蛋白質が発現していると考えられるが、変性に陥るニューロンの種類は疾患ごとに
決まっており、特定の細胞群のみがほぼ選択的に障害されることが知られている。このことは上
記の遅発性病態と並んで神経変性における本質的疑問であるが、これまでの研究では説得力の
ある回答は見出されていない。特定のニューロンに異常蛋白質の凝集を促進する分子が存在す
るという仮説や、ニューロンネットワークを伝って異常蛋白質が伝播するという仮説は魅力的
であるが、それだけではこの大きな謎を全て説明することは困難である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は運動ニューロン疾患における超早期変化および細胞選択性の病態解明である。
運動ニューロン疾患における超早期変化については、球脊髄性筋萎縮症（SBMA）女性保因者に焦
点を当てて研究を行った。SBMA は成人男性のみに発症する遺伝性運動ニューロン疾患であり、
通常 30歳から 60歳の間に四肢の筋力低下、筋萎縮、飲み込みの障害などで発症し徐々に進行す
る。筋力低下の出現の 10～15 年ほど前から、手の震えや有痛性筋痙攣といった、いわゆる前駆
症状があることも知られている。アンドロゲン受容体（AR）遺伝子の CAG 繰り返し配列の異常伸
長が SBMA の発症の原因であり、男性ホルモンの一種であるテストステロンの存在下で変異アン
ドロゲン受容体蛋白質が運動ニューロンなどの核に蓄積することが病態の本質と考えられてい
る。このことが、本症が女性で顕在化しない理由と考えられている。最近の検討では、SBMA の
病態には、これら神経原性変化に加えて筋原性変化（骨格筋の変性）も関与していることが報告
されている。これら運動ニューロン・骨格筋の変性が SBMA の超早期にどのように始まるかにつ
いては、十分に明らかになっていない。その理由は本疾患が X連鎖性遺伝形式をとるため、未発
症の男性保因者が患者の孫にあたるため、未発症者を対象とした臨床研究を行うことが困難で
あるためである。そこで、本研究では通常無症状とされる女性保因者で生じている変化が、思春
期前の男性保因者における変化に類似するのではないかと仮説を立て、女性保因者のバイオマ
ーカー解析を行った。 
 SBMA のもう一つの特徴は、病因蛋白質である変異アンドロゲン受容体が全身に広く発現する
にもかかわらず、運動ニューロンと骨格筋が選択的に変性することである。その理由については
ほとんど分かっていないが、変異アンドロゲン受容体蛋白質の凝集の分布と変性の分布はおお
むね対応することから、アンドロゲン受容体が凝集するか否かが障害細胞・組織の選択性に関与
していると考えられる。そこで本研究では、SBMA モデルマウス脊髄のトランスクリプトーム解
析で発現変動がみられた遺伝子のうち、胎生期から運動ニューロン特異的に発現する Midkine-
1（Mid1）に着目し、Mid1 が変異アンドロゲン受容体の凝集やそれによる運動ニューロン変性に
どのような影響を与えるかについて、マウス脊髄スライス培養を用いて解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）SBMA 女性保因者のバイオマーカー解析 
2011 年 9 月から 2020 年 6月にかけて、名古屋大学医学部附属病院および自治医科大学附属病
院において、SBMA の女性保因者、SBMA の早期男性患者、および健康な男女対照者を登録した。
女性保因者は、以下の条件を満たした： 1）遺伝子検査で SBMA と診断された患者の母または娘、
2）登録時の年齢が 20歳以上、3）20 歳未満の子供がいない。子どもを希望する女性保因者や重
度の合併症を持つ女性は除外した。男性早期患者の登録基準は以下の通りである： 1) 改訂筋
萎縮性側索硬化症機能評価尺度（ALSFRS-R）の総スコアが 48 点であることが遺伝的に確認され
た患者、2) 酢酸リュープロレリンを含む疾患修飾治療歴のない患者。早期男性患者は、健康診
断で血清クレアチンキナーゼ（CK）高値を指摘されたり、手の震えなどの微妙な自覚症状に気づ



いたりして、名古屋大学病院または自治医科大学附属病院を受診した。また、年齢をマッチさせ
た健康な男女の対照者を、当院の健常者コホートおよび公募から登録した。運動機能は、SBMA 機
能評価尺度（SBMAFRS）、ALSFRS-R、握力、舌圧、徒手筋力テスト（MMT）、修正定量的重症筋無力
症（mQMG）スコア、15 フィート歩行テスト、ベッドからの立ち上がりテストといったいくつか
の評価項目で評価した。運動評価は、被験者の疾患状態について非盲検で行われた。 
（２）SBMA における運動ニューロン選択的病態の解明 
 Gene Expression Omnibus, GSE398654 に掲載された既発表のマイクロアレイデータは、
Robust Multichip Analysis of Bioconductor based on R (https://www.r-project.org) を用
いて正規化した。得られたデータは、Integrated Web Application for Differential Expression 
and Pathway analysis (iDEP)を用いて、遺伝子発現の差分解析に供した。候補遺伝子の細胞特
異性は、single-cell transcriptional atlas (http://spinalcordatlas.org)を用いてオンライ
ンで調査した。脊髄スライス培養については、胚性大脳壁および小脳原基について既述のように
脊髄の断面スライス（厚さ 250-300μm）を作成した。KE-103 と CAT-103 を混合してシリコンゴ
ムをシャーレで固め、DMEM/F12 を入れたシャーレで胚を解剖し、椎骨と髄膜をピンセットで取
り除いた。脊髄は、遺伝子型判定時に氷上で 2〜3 時間冷却し、あらかじめ固めたシリコンゴム
に移し、マイクロナイフ（V-Lance Ophthalamic corneal/scleral knife, 20 Gage）を用いて手
動でスライスした。スライスを約 200μLの濃縮培地［5％馬血清、5％FBS、N2（1：100）添加 DMEM
／F12］とともに 35mm ディッシュ（IWAKI）に移しタイプⅠコラーゲン溶液（蒸留水、5×DMEM/F12、
中和緩衝液で 1.5〜1.6mg/ml；Cell matrix IA）と混合し、使用まで氷上に保存した。培養開始
時（0日目）に、レンチウイルス（最終濃度 5.0×107 IU/mL）または DHT（最終濃度 50 nM）を
ディッシュに直接添加した。培養した脊髄スライスの画像は、IX71 倒立顕微鏡（オリンパス）
に組み込んだ ORCA-flash 4.0 v3 カメラを用いて取得した。 
 
４．研究成果 
（１）SBMA 女性保因者のバイオマーカー解析 
運動機能測定の値は、健康な女性と比較して、女性保因者で低かった（表 1）。特に、ALSFRS-
R スコア、SBMAFRS スコア、MMT の頸部屈曲スコア、mQMG スコア、タイムドウォークテストに統
計的有意差がみられた。運動機能指標のうち、定時歩行試験と SBMAFRS スコアは、CAG リピート
数と相関がみられた。男性早期患者については、SBMAFRS スコア、mQMG スコアに加え、握力、舌
圧の値も低下していた。 
 
表 1. SBMA 女性保因者および男性早期患者の運動機能 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 SBMA 早期男性患者では、CK、クレアチニン、ALST 量、骨格筋量指数などの筋原性マーカーに
変化が見られた（図 1）。女性保因者では、血清 CK 値のみが対照群よりわずかに高かったが、平
均値は正常範囲内（41-153 IU/L）であり、男性被験者よりはるかに低い値であった。  
テストステロン値は、女性保因者と健常対照者の間で同等であった（それぞれ 0.22±0.1 および
0.26±0.09 ng/mL）。逆に、血清テストステロン値は、早期 SBMA 対象者で健常男性対照者よりも
有意に高く、これまでの報告と一致し、部分的なアンドロゲン不感症の生物学的徴候を示唆した。
血清ニューロフィラメント L（NfL）値は、女性保因者では上昇しなかったが、男性早期患者に
おいては対照者よりもわずかに、しかし有意に高い値を示した（図 1）。 

  



 
図 1. SBMA 女性保因者および男性早期患者のバイオマーカー 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
電気生理学的解析においては、MUNE 値は振幅法および面積法において、女性保因者が対照群よ
り有意に低かった。最大 CMAP は両群でほぼ同じであったが、平均 SMUP は女性保因者よりもコン
トロールの方が有意に大きく、自覚的な脱力を伴わない運動単位のリモデリングが示唆された。
さらにインフォームドコンセントを得た女性保因者 12 名に対して針筋電図を実施した。急性脱
神経は観察されなかったが、高振幅運動単位電位や多相性電位などの慢性脱神経が 12 人の保因
者のうちそれぞれ 8人と 3人に観察され、慢性神経原性変化が示唆された。 
 
（２）SBMA における運動ニューロン選択的病態の解明 
これまでの細胞株での研究から、Mid1 は CAG リピートを含むいくつかの mRNA に長さ依存的に
結合し、その翻訳を増加させることが示されている。Mid1 蛋白質はアンドロゲン受容体 mRNA の
CAG リピートに結合してその翻訳を調節することが報告されているが、CAG リピートが伸長した
病原性 AR の翻訳を同様に増加させることができるかどうかは不明であった。そこで、マウス神
経芽細胞腫と脊髄のハイブリッド（NSC）34 細胞株を用い、Mid1 の過剰発現が変異アンドロゲン
受容体蛋白質のレベルに及ぼす影響を検証した。24時間以内の短期培養を行ったため、DHT の投
与によるアンドロゲン受容体蛋白質レベルの上昇は中程度であった。Mid1 の蛋白質レベルは DHT
の投与により減少した。この条件下で、Mid1 を過剰発現させると、DHT の存在下で変異アンドロ
ゲン受容体（AR-97Q）の蛋白質レベルが上昇したが、野生型アンドロゲン受容体（AR-24Q）の蛋
白質レベルは上昇しなかった。したがって、Mid1 の過剰発現によるアンドロゲン受容体蛋白質
レベルの増加は、CAG リピートの長さと DHT レベルの両方に依存することが示唆された。 
 脊髄運動ニューロンの発達に対する変異アンドロゲン受容体の影響を調べるため、SBMA モデ
ルマウス（AR-97Q）から得た器官型脊髄スライス培養を利用した。この培養では、解剖学的に保
存された環境で神経変性に伴う軸索と運動ニューロンの表現型を評価することができる。脊髄
スライスをコラーゲンゲルに埋め込み、最大 2 日間培養した（図 2）。この系では、培養初期か
らデヒドロテストステロン（DHT）を投与すると、DHT を投与しない培養と比較して、アンドロ
ゲン受容体蛋白質のレベルが高くなった。さらに、DHT を投与して培養した脊髄スライスでは、
運動ニューロンにおいて、ナイーブ胚性脊髄で観察されたのと同様のアンドロゲン受容体の核
局在が見られた。これは、より少ない程度ではあるが、DHT なしで培養した脊髄スライスでも観
察された。 
 次に、アンドロゲンがこのシステムで軸索形成にどのように影響するかを調べた。AR-97Q マ
ウス胎児の脊髄スライスは、DHT で培養すると、軸索形成にかなりの障害が見られた（図 2）。こ
の脊髄スライス培養の軸索形成を定量化するために、既報の画像解析法を適用した。その結果、



DHT で処理した AR-97Q 脊髄スライス培養物では、軸索の数を表す指標（Nmax）が減少している
ことが明らかとなった。野生型同腹子の脊髄スライスでは、軸索形成は DHT の投与によって障害
されなかった。これらの結果は、AR-97Q マウスの脊髄スライスにおけるアンドロゲン依存性の
軸索形成の障害が、主として変異アンドロゲン受容体の毒性に起因することを示している。 
 
図 2. SBMA 脊髄スライス培養における男性ホルモン依存性運動ニューロン変性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 もし Mid1 が AR-97Q マウスの脊髄スライスにおけるアンドロゲン依存性の軸索形成障害を悪
化させるのであれば、Mid1 の過剰発現は軸索形成障害をさらに悪化させると考えられる。この
可能性を検証するために、レンチウイルスを介した導入により Mid1 を脊髄スライス培養に導入
した（図 3）。Mid1 を過剰発現させると、細胞モデルで観察されたのと同様の方法で、変異アン
ドロゲン受容体蛋白質量が増加した。AR-97Q 雄マウスの脊髄スライス培養液は軸索形成がほぼ
完全に欠如していたため、軸索形成の障害がより軽度であり、このため軸索の形態解析が可能な
AR-97Q 雌マウスの培養液を使用した。DHT を処理しない Mid1 の過剰発現のみでは、軸索形成の
障害は中程度にとどまったが、Mid1 の過剰発現では、DHT のみによる場合と比較して軸索形成の
障害が重度になることが軸索の定量化解析で確認された。これらの結果は、Mid1 が AR-97Q マウ
スの脊髄スライス培養において、特にアンドロゲン暴露下で軸索形成の障害を悪化させること
を示している。 
 
図 3. SBMA 脊髄スライス培養における Mid1 介在性運動ニューロン変性 
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