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研究成果の概要（和文）：本研究により、球脊髄性筋萎縮症 (SBMA) モデルマウスの運動ニューロンでは、新生
仔期より変異アンドロゲン受容体 (AR) の核内集積が生じ、また転写抑制因子Restにより調節されるシナプス関
連遺伝子の発現上昇によるニューロンの過興奮がみられることが明らかとなった。またこれらの現象は変異ARが
Restのアイソフォームを変化させることにより生じており、新生仔マウス脳室内に変異ARを減少させるアンチセ
ンス核酸 (ASO)や、Restのスプライシングを制御するASOを投与することで、これらの転写障害が改善し、ニュ
ーロンの興奮が緩和され、疾患表現型が改善することを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated nuclear accumulation of mutant androgen receptor 
(AR) in motor neurons during the neonatal period in a mouse model of spinal and bulbar muscular 
atrophy (SBMA). We found that mutant AR induces hyperexcitability in neonatal motor neurons via 
elevation of synapse-related genes regulated by a transcription repressor, Rest. Further analyses 
revealed that mutant AR interferes with the repressor activity of Rest by altering its isoforms, 
resulting in the upregulation of synaptic genes. Furthermore, we showed that intracerebroventricular
 administration of antisense oligonucleotides that reduce mutant AR or regulate splicing of Rest 
ameliorates the transcriptional dysregulation, attenuating neuronal excitation and improved the 
disease phenotype. 

研究分野：神経内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、晩発性の疾患であるSBMAにおいても、新生仔期といった超早期に後の神経変性につながる運動ニュー
ロンの過活動が生じていることを明らかとした点、および同時期のASOを用いた治療可能性を示した点で意義が
ある。また、発達段階における短期間の治療により、成人期以降の神経症状を緩和させるといった本研究で得ら
れたproof of conceptは、SBMAなどのポリグルタミン病だけではなく、他の神経変性疾患にも応用可能であり、
これまで根治的な治療法が開発されていない難治性神経疾患に対する、新たな治療戦略につながることが期待さ
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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 中高年以降に発症する晩発性の神経変性疾患において、神経脱落症状が出現する数十年前よ
り異常蛋白が中枢神経系に蓄積していることが明らかとなってきており、発症前に長年にわた
る早期病態が存在すると考えられている。ポリグルタミン病はシトシン−アデニン−グアニン 
(CAG) リピート配列の異常延長により生じる遺伝性神経変性疾患群の総称であり、球脊髄性筋
萎縮症 (SBMA)、ハンチントン病 、脊髄小脳変性症などの 9疾患が含まれ、運動機能障害や認
知機能障害などの神経脱落症状が成人期以降に生じる。疾患原因遺伝子を標的とした核酸医薬
をはじめとした治療薬開発が精力的に行われているが、臨床応用には至っていない。近年の研究
により、異常蛋白の蓄積が生じるさらに前の胎児や新生児期といった神経系の発達段階よりす
でに、神経変性の超早期病態が始まっていることが示唆されているが、ポリグルタミン病の神経
症状の出現時期は中高年以降と遅く、治療を開始すべき時期や早期治療の有効性は明らかとな
っていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、SBMAのモデルマウスおよび iPS細胞由来運動ニューロンを用いて、中枢神経
系の発達段階において異常ポリグルタミン蛋白が神経毒性を生じる分子学的な機序を解明する
ことを目的とする。また同時に、発達時期のマウスにアンチセンス核酸 (ASO) による治療的介
入を行い、核酸医薬を用いた超早期治療の開発につながる、動物実験段階での proof of concept
の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) ポリグルタミン病における神経変性の超早期病態の解明 
① 運動ニューロンにおける遺伝子発現変化、形態的変化の時系列的解析 
 これまでの検討で、新生仔 SBMA モデルマウスの脊髄において RNA-seq による網羅的遺伝子解
析により、野生型マウスと比較し、シナプス関連遺伝子群の発現上昇を認めることが明らかとな
っていた。本研究ではまず、リアルタイム PCR やウェスタンブロット法を用いて新生仔期におけ
るシナプス関連遺伝子の発現上昇を確認後、発症前・発症早期・発症後期といった各ステージに
おける遺伝子発現変化を時系列的に検証した。さらに、蛍光免疫染色を用いて、運動ニューロン、
シナプスの形態評価、c-Fos 抗体を用いたニューロン活動の評価を行った。具体的には、発現上
昇がみられた後シナプス蛋白 GRIA1 と前シナプス蛋白の VGLUT1 を二重染色し、運動ニューロン
とそれに接続するシナプス形態を可視化し、c-Fos と ChAT を二重染色し運動ニューロンにおけ
る活動性の評価を行なった。 
② 変異 AR と神経特異的転写抑制因子 Rest の相互作用の解明 
 RNA-seq の結果をもとに、遺伝子発現を制御する転写因子の解析を行ったところ、SBMA モデル
マウス脊髄、iPS 細胞由来運動ニューロンでは、神経特異的転写抑制因子である Rest が結合す
る配列を持つ遺伝子群の発現が上昇していることが明らかとなっていた。また、SBMA モデルマ
ウスでは Rest の神経特異的アイソフォームである Rest4 の発現が上昇していることが明らかと
なった。本研究では SBMA の原因遺伝子である変異アンドロゲン受容体 (AR) と Rest のタンパ
ク相互作用、および変異 AR が Rest の転写抑制機能に与える影響を検討した。具体的には、運動
ニューロン様細胞である NSC34 に正常または変異 AR、および Rest を発現させ、免疫沈降法によ
り両者の結合を検証した。また、正常または変異 AR を NSC34 細胞に発現させた際の Rest4 の発
現を比較した。さらに、Rest 結合配列を含む Grin1 遺伝子のプロモーター領域をルシフェラー
ゼベクター (Grin1-Luc) にクローニングし、変異 AR, 正常 AR, または Rest4 と共発現し、そ
れぞれのプロモーター活性を検証した。 
③ 変異 AR が運動ニューロン活動に与える影響の検証 
 ヒトでの運動ニューロンの活動性の変化を検証するため、iPS 細胞由来運動ニューロンにレン
チウイルスを用いて正常または変異 AR、および RCaMP を導入し、AR のリガンドであるジヒドロ
ステロンの存在化で 1週間培養し、Incucyte®ライブセル解析システムを用いたカルシウムイメ
ージングによる神経活動の評価を行なった。また、リアルタイム PCR により変異 AR が運動ニュ
ーロンにおける REST のスプライシングに与える影響を検証した。 
 
(2) ASO を用いたポリグルタミン病の超早期治療法開発 
① 変異 AR を標的とする ASO を用いた治療法開発 
 予備的な検討として、新生仔 SBMA マウスの脳室内に、変異 AR を標的とする ASO (AR-ASO)を
様々な濃度で投与し、忍容性が得られ、かつ投与 1週間後の脊髄における変異 AR の発現抑制が
可能な最大投与量 (5 μg) を決定していた。本研究では AR-ASO 2.5 または 5 μg を投与し、
生存解析および体重・握力・運動機能といった表現型解析を行なった。また、新生仔期の AR-ASO
の投与が成体期での異常ポリグルタミン蛋白の凝集や運動ニューロン変性、シナプス形態に与
える影響を、免疫組織学的手法や網羅的遺伝子解析を用いて検証した。 



② Rest スプライシングを制御する ASO の効果検証 
 Rest のスプライシング制御により Rest4 の発現を低下させる ASO を新たに作成し、同様に
SBMA モデルマウス新生仔の脳室内へ投与し、網羅的遺伝子解析やマウス表現型解析、および c-
Fos 抗体を用いた運動ニューロンの活動性評価を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) ① SBMA マウス新生仔脊髄において、野生型マウスと比較し GRIA1 や GRIN1 といったグルタ
ミン酸受容体の発現が mRNA (図 1a)、タンパクレベル (図 1b)で上昇していた。また、これらの
遺伝子の発現は発症前の 7〜9 週齢までは増加しているが、それ以降の週齢では低下し、シナプ
ス関連遺伝子の上昇には時期特異性があることが明らかとなった。さらに、新生仔 SBMA マウス
の脊髄では、運動ニューロンにおいて VGLUT1 と GRIA1 が共局在する領域が増加しており (図
1c)、c-Fos 陽性の運動ニューロンの割合も増加していた (図 1d)。これらの結果から、SBMA マ
ウス新生仔脊髄ではグルタミン酸受容体をはじめとしたシナプス関連遺伝子の発現上昇により、
運動ニューロンが過興奮の状態にあることが示唆された。 

図 1. 新生仔 SBMA マウスにおけるグルタミン酸受容体発現上昇 
および c-Fos 陽性運動ニューロン割合の増加 

 
② NSC34 細胞に正常または変異 AR、および FLAG タグを結合した Rest 遺伝子を共発現し、抗
FLAG 抗体を用いた免疫沈降法に両者の相互作用を検証した。その結果、これらのタンパクの相
互作用が明らかとなったが、正常または変異 AR と、Rest との相互作用は同程度であった。続い
て正常 (AR-24Q) または変異 AR (AR-97Q) の NSC34 細胞における Rest4 の発現に与える影響を
検証したところ、変異 AR を発現させた場合のみ、Rest4 アイソフォームの発現比率が増加した 
(図 2a)。また Grin1-Luc を用いたレポーターアッセイでは、変異 AR のみ Rest 結合領域のプロ
モーター活性を上昇させた (図 2b)。また、Rest4 自体は Grin1-Luc の活性に影響を与えないも
のの、Rest と共発現させた場合、容量依存的に Rest の転写抑制効果を打ち消すことが明らかと
なった (図 2c)。これらの結果より、変異 AR は Rest4 の発現比率を増加させることで Rest の転
写抑制作用を阻害しているものと考えられた。 

図 2. 変異 AR による Rest4 発現比率の上昇と Rest 結合領域のプロモーター活性の上昇  
 
③ iPS 細胞由来運動ニューロンに正常 (AR-17Q) または変異 AR (AR-97Q) を発現させ、カルシ
ウムイメージングにより神経活動の評価を行ったところ、活動を認めるニューロン数は同程度
であったが、変異 AR を発現させた場合に、RCaMP の蛍光強度、発火頻度が上昇した (図 3a,b)。
また iPS 細胞由来運動ニューロンにおいても、変異 AR が REST4 アイソフォームの発現比率を上
昇させた。これらの現象は、変異 AR が運動ニューロンの過興奮を引き起こすという仮説をさら
に支持する結果であった。 



図 3. iPS 細胞由来運動ニューロンにおける、変異 AR によるニューロン興奮性の増大 
 
(2) ① 新生仔 SBMA マウス脳室内に AR-ASO 2.5 または 5 μg を投与し、同僚のコントロール
ASO を投与した場合と比較した。その結果、2.5 μgを投与した場合はマウスの表現型は変化し
なかったが、5 μg を投与した場合、マウスの生存期間が延長し (図 4a)、ロタロッドテスト (図
4b)における運動機能や握力 (図 4c) が有意に改善し、また生存期間も延長した。また AR-ASO 
5 μg を投与した場合、新生仔期におけるシナプス関連遺伝子の発現上昇が抑制された。後期ス
テージ (13 週齢) においては、骨格筋や運動ニューロンにおける AR 凝集体には変化がなかった
が、筋細胞や運動ニューロンの変性が抑制された (図 4d,e)。また、後期ステージでみられる
Calca などの神経ペプチドの上昇も AR-ASO の投与により抑制された。以上の結果から、新生仔
期での変異 AR の減少はシナプス関連遺伝子の上昇を抑制し、凝集体形成とは関連せず、後の運
動ニューロン変性を抑制することが明らかとなった。 

図 4. SBMA マウス新生仔期における変異 AR を標的とした ASO の治療効果  
 

② NSC34 細胞を用いたスクリーニングにより、Rest4 アイソフォームの発現比率を減少させる
ASO の配列を同定した。その後、同定した ASO を新生仔 SBMA マウス脳室内に投与し、脊髄にお
ける RNA-seq による網羅的遺伝子発現解析を行なったところ、同 ASO によりグルタミン酸受容
体を含むシナプス関連遺伝子の発現が抑制されることが明らかとなった (図 5a)。また同 ASO に
より新生仔脊髄における c-Fos 陽性の運動ニューロンの割合が低下し (図 5b)、後期ステージに
おける運動機能の改善、マウス生存期間の延長を認め、神経ペプチドの上昇が緩和した。これら
の結果により、SBMA マウス新生仔において ASO を用いてシナプス関連遺伝子の発現を抑制する
ことにより、運動ニューロンの過興奮が抑えられ、後の疾患表現型や運動ニューロン変性が抑制
されることが示唆された。 

図 5. Rest スプライシン制御 ASO による新生仔 SBMA マウスのシナプス関連遺伝子の発現抑制 
および c-Fos 陽性運動ニューロン割合の低下 

 
 結論として、上記研究成果より、生後早期の神経系の発達段階において、異常ポリグルタミン
蛋白により運動ニューロンの過興奮を原因とした神経毒性が生じ、後の運動ニューロン変性に
つながっている可能性が示された。さらに、同時期での ASO を用いた短期間の治療介入により、
後の疾患表現型の改善が可能であることが示唆された。 
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