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研究成果の概要（和文）：運動ニューロン疾患では運動ニューロン死による進行性筋萎縮がおこるが、先行して
軸索萎縮が認められ、発生期の障害が想定されているが、詳細は不明である。我々はマウス脊髄を用い、発現異
常が明らかとなった遺伝子が運動ニューロンに限定して発現することを見出した。また遺伝子由来タンパク質が
疾患の変異RNAに結合し、モデルマウス組織の培養において軸索伸長障害をきたすことが明らかとなった。また
モデルマウス胎仔の運動ニューロンの遺伝子発現解析により、運動ニューロンの発生・分化に必須の遺伝子の発
現異常を同定した。さらに関連して軸索形態異常が確認されており、運動ニューロンの特異的脆弱性機序の解明
につなげた。

研究成果の概要（英文）：In genetic motor neuron diseases including spinal and bulbar muscular 
atrophy and spinal muscular atrophy, motor axon degeneration precedes the occurrence of motor 
neuronal death, although the underlying mechanism of motor neuron vulnerability remains elusive. Our
 gene expression analysis of spinal cords or motor neurons derived from the model mice identified 
developmental dysregulation of motor neuron-specific genes, in part, through interacting with the 
mutant RNA of the causative gene. Experiment using cultured embryonic motor neurons or spinal cords 
from the mice unveiled that these genetic perturbations lead to defective axonal pathfinding, 
indicative of a potential cell-autonomous process that directs motor neuron degeneration.

研究分野：運動ニューロン疾患

キーワード： 運動ニューロン疾患　脊髄性筋萎縮症　球脊髄性筋萎縮症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝性神経難病である運動ニューロン疾患において、原因遺伝子の解明に続き、有用なモデルマウスの開発など
につながっているが、運動ニューロン特異的な障害機序については十分な理解に至っていない。また各疾患に共
通したメカニズムを明らかにすることにより、根治治療法の確立への発展も期待される。本研究では、これまで
にない、マウス胎仔毎の脊髄の運動ニューロンの単離・解析、またマウス胎仔脊髄の組織培養も組み合わせ、網
羅的な遺伝子の発現解析を通じて、運動ニューロン死が起こる以前の、神経突起の発達障害をもたらす、分子レ
ベルでの原因を突き止めることに成功した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

球脊髄性筋萎縮症(SBMA)、脊髄性筋萎縮症(SMA)は脊髄や脳幹の下位運動ニューロン変性によ

る進行性筋萎縮をきたす遺伝性運動ニューロン疾患である。モデルマウスにおいて、運動ニュー

ロン変性に先行した運動軸索萎縮や神経筋接合部脱神経が認められ、発生期の軸索形成障害に

起因すると考えられているが分子機序は不明である。一方、生体マウスを用いた軸索動態の解析

は困難であり、新たな実験系が必要と考えられる。研究代表者らはマウス脊髄をスライス培養し、

運動ニューロン周辺の微小環境を維持した ex vivo組織モデルを構築しており、初代培養胎仔由

来細胞を組み合わせて活用し、神経変性初期の軸索病態にせまるという研究構想に至った。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究では、細胞自律的な運動ニューロン疾患病態に関し、発達期遺伝子発現制御や RNA

結合タンパク質の解析を通じ、運動ニューロン特異的変性を規定する、早期のメカニズムの解明

を目指していく。初代培養胎仔運動ニューロン、ex vivo脊髄培養系を用いて、軸索新生/伸長異

常の形態学的評価も組み合わせ、SBMA、SMAにおける、初期神経病態の起点理解を目指す。 

 

３．研究の方法 

マウス個体系と比し、軸索形態観察の面で優位性がある、運動ニューロン培養、ex vivo 脊髄培

養系を用いて軸索病態を解析する。その際、ウイルスベクターを用いた疾患修飾因子の解析系を

組み合わせる。また確立している SBMAあるいは SMAモデルマウスを活用し、個体毎のシング

ルセル網羅的遺伝子発現解析を行う。 

 

４．研究成果 

はじめに SBMA モデルマウス脊髄を用いた網羅的遺伝子発現解析データより、アセチルコリ

ン作動性の運動ニューロン特異的に発現し、かつ SBMAにおいて発現変化する遺伝子、Mid1に

注目した。Mid1 発現上昇は脊髄を用いた qPCR でも示され、運動ニューロンに局在することが

判明した（図１）。Mid1 は微小管関連ユビキチン E3 リガーゼであり、また RNA 結合タンパク

質として CAG リピート配列にリピート長依存的に結合することが報告されている。Mid1 は

PP2Aのユビキチン化と分解を介し、mTORと S6Kを活性化し、CAGリピート RNA翻訳を促進

する。我々は RNAプルダウンで、Mid1が SBMA原因遺伝子 ARの正常 24リピートより、異常

97リピートにより結合することを確認した。また Hisタグを用いたMid1プルダウンでも同様に

異常 97 リピートの AR mRNA の方により結合することが示され（図２）、運動ニューロン様細

胞 NSC-34 の系では、Mid1 は男性ホルモンであるジヒドロテストステロン（DHT）依存的に異

常 ARタンパク質発現を上昇させるのに対し、正常 ARの発現には影響しなかった（図３）。Mid1

はマウス胎仔の脊髄運動ニューロンにおいても共局在し発現していることが分かった（図４）。

また SBMA マウス胎仔の脊髄運動ニューロンにて異常 AR の核内集積がみられており、この時

期で循環男性ホルモンの暴露下であることが示された（図５）。続いて我々はマウス胎仔脊髄を

用いたスライス培養系を立ち上げており、本プラットフォームは DHT依存的な ARタンパク質

の発現誘導と AR の運動ニューロン核内集積誘導を再現しており（図６）、グリアや細胞外マト

リックスといった運動ニューロン周囲の環境が保有された状態で、運動ニューロン及び軸索の

解剖学的評価を行った。脊髄スライス培養では、SBMAマウスの軸索伸長が DHT依存的に障害



されることが分かった。軸索伸長定量は既報告に習い、脊髄周囲の各同心円と交叉する軸索数を

定量し、その最大値 Nmax を指標とした（図７）。ニューロフィラメント染色により培養脊髄の

軸索は運動ニューロン由来であることを確認し（図８）、軸索障害とは対照的に、DHT添加条件

下では運動ニューロンの細胞死をもたらさないことが、アポトーシスマーカーCleaved caspase 3

の発現上昇がないことにより確認された（図９）。よって脊髄培養系では細胞体より、軸索が先

行し障害されることが示唆された。軸索伸長障害は DHT添加下でも、メスマウスと比べオスマ

ウスで強くみられることが判明し、定量は Nmaxと各同心円上の軸索数を評価した（図１０）。

脊髄培養系では、Mid1過剰発現により ARタンパク質発現が上昇し、Mid1ノックダウンにより

ARタンパク質発現が低下した（図１１）。次に、軸索障害が顕著でないメスの SBMAマウスの

脊髄培養系では、DHT添加により軸索障害が悪化し、Mid1過剰発現によりさらに軸索障害が著

明になることが認められた（図１２）。一方、SBMAオスマウス脊髄では ARノックダウンによ

り軸索障害がレスキューされ、また Mid1 ノックダウンでもレスキューされた。さらに AR と

Mid1 の同時ノックダウンでは単独 AR ノックダウン効果を上回らなく、この系では Mid1 ノッ

クダウン効果は ARを介すると考えられた（図１３）。尚、Mid1ノックダウンは野生型マウスの

軸索伸長に影響しなかった。以上得られた知見より、SBMAにおける運動軸索障害の機序のモデ

ルとして、男性ホルモンが低い状態では、異常 AR の核内移行はみられず、Mid1 の発現上昇も

なかったが、男性ホルモンが高いという SBMA にとってのストレス状態では、異常 AR の核内

集積と運動ニューロン特異的なMid1発現上昇がおこり、続いてMid1が異常CAGリピート RNA

と結合し、男性ホルモン依存的に異常 ARタンパク発現とその核内集積をさらに亢進させる。そ

の結果、発達早期に、微小管障害による軸索伸長障害がもたらされ、最終的に運動ニューロン変

性に至る機序が想定された（図１４）。 

また SMN タンパク欠乏下の発達病態が想定される SMA に対し、モデルマウスと同胞コント

ロールマウス各胎仔の脊髄運動ニューロンを同時に単離し、RNA-Seq による遺伝子発現解析を

行い、有意な発現変動遺伝子群のうち、運動ニューロン分化・増殖に重要な Aldh1a2に注目した。

Aldh1a2はレチノイン酸合成に関わり、胎生期に発現上昇・活性化するが、SMAモデルマウス運

動ニューロン特異的な Aldh1a2発現低下が明らかとなった（図１５）。運動ニューロンの初代培

養系を用いて Aldh1a2発現低下が SMN 発現低下と相関することを見出し、Aldh1a2発現低下が

SMN 発現低下と同様に軸索形態異常（膨化）及び細胞生存能低下に影響することが認められた

（図１６）。また SMA運動ニューロン病態に対し、Aldh1a2によるレチノイン酸依存的な改善が

示された（図１７, １８）。軸索膨化機序について、p62集積によるオートファジーの異常の関与

が示され（図１８）、SMAにおける SMN欠乏下の発達期 Aldh1a2発現異常が、軸索運動ニュー

ロン脆弱性をもたらす機序が明らかとなった。 

以上、運動ニューロン疾患である SBMAと SMAに関し、軸索関連遺伝子発現制御解析を通じ

て細胞自律的な運動ニューロン変性を規定する発達異常病態を解明し、以下国際誌上での報告

につなげた。 

Ogura Y, Sahashi K*, Hirunagi T, Iida M, Miyata T, Katsuno M*. Mid1 is associated with androgen-

dependent axonal vulnerability of motor neurons in spinal and bulbar muscular atrophy. Cell Death Dis. 

13(7):601, 2022. 

Kataoka M, Sahashi K*, Tsujikawa K, Takeda JI, Hirunagi T, Iida M, Katsuno M*. Dysregulation of 

Aldh1a2 underlies motor neuron degeneration in spinal muscular atrophy. Neurosci Res. 194:58-65. 2023. 
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 図２. リピート長依存的なMID1の CAG  

 RNA結合 

図１. SBMA運動ニューロン特異的なMID1の発現上昇 

AR-97Q: 異常 97CAG リピートを有する SBMA モデルマウス. 

 

左: 図３. MID1 による変

異 AR発現亢進 

 

右: 図４. 胎仔脊髄運

動ニューロンにおける

MID1発現 

 

図５. 胎仔期のアンドロゲン暴露 

 図７. 男性ホルモン依存的な軸索障害 

 図６. 脊髄スライス培養系 

 

 

 

 

 

 

 図８. 運動ニューロン由来の軸索障害 図９. 軽度運動ニューロン細胞体障害 

 

 

 

 

 

 

左: 図１０. SBMA オスマウスにおける軸索伸長障害 

右: 図１１. MID1 による変異 AR発現増加 



図１４. SBMA における MID1依存的軸索障害 

 

 

上: 図１２. MID1過剰発現による軸索病態悪化 

下: 図１３. MID1 ノックダウンによる軸索障害改善 

 

 

 

図１５. 運動ニューロンにおける Aldh1a2低下 図１６. Aldh1a2低下による軸索・細胞体障害 

 

 

左: 図１７. Aldh1a2 による SMA軸索障害改善 

右: 図１８. Aldh1a2 による p62陽性軸索障害改善 
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