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研究成果の概要（和文）：球脊髄性筋萎縮症（SBMA）はアンドロゲンレセプター（AR）遺伝子のCAGリピートの延長に
起因する運動ニューロン病である。ヒト変異ARを発現する培養細胞とトランスジェニックマウスモデル(SBMA-Tg)を使
用して、miRNA（micro-RNA）の関与を明らかにした。miR-196aを過剰発現させるAAVベクターをSBMA-Tgの筋肉に投与す
ると、血行性に神経系や他の筋に到達して、AR mRNAを安定化するRNA結合蛋白質であるCELF2の発現が低下して、変異A
RのmRNA発現量が低下した。さらに、変異ARのモノマー及び凝集体の蓄積が脊髄や筋肉で低下してSBMA-Tgの表現型が有
意に改善した。

研究成果の概要（英文）：Spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA) is an inherited neurodegenerative disord
er caused by the expansion of the polyglutamine (polyQ) tract of the androgen receptor. Recent functional 
studies have shown the potent activity of specific miRNAs as disease modifiers both in vitro and in vivo. 
Thus, potential therapeutic approaches that target the miRNA processing pathway have recently attracted at
tention. We demonstrated a novel therapeutic approach using the adeno-associated virus (AAV) vector;mediat
ed delivery of a specific miRNA for SBMA. We found that miR-196a enhanced the decay of the AR mRNA by sile
ncing CUGBP, Elav-like family member 2 (CELF2). CELF2 directly acted on AR mRNA and enhanced the stability
 of AR mRNA. Furthermore, we found that the early intervention of miR-196a delivered by an AAV vector amel
iorated the SBMA phenotypes in a mouse model. Our results establish the proof of principle that disease-sp
ecific miRNA delivery could be useful in neurodegenerative diseases.
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１．研究開始当初の背景 

miRNA（micro-RNA）は、細胞内に存在する

長さ 20 から 25 塩基ほどの 1本鎖 RNA で、他

の遺伝子の発現を調節する機能を有すると

考えられている ncRNA（ノンコーディング

RNA：タンパク質への翻訳はされない）の一

種である。その機能は遺伝子発現の抑制にあ

ると考えられている。miRNA は一部の mRNA

（大抵は 3'側非翻訳領域）に相補的な配列を

有する。この mRNA と miRNA との結合により、

翻訳が阻害される場合、また RNA 干渉のよう

に mRNA の分解を引き起こす。   

miRNA は標的遺伝子発現調節に特異的に関

与するだけでなく、その調節機構は多様性を

もつことが示されていた。特に、発生や細胞

死、細胞増殖、造血や神経経路形成といった

様々な生物学的プロセスへの関与や、腫瘍形

成やウィルス感染において重要な役割を担

うことも示唆されていた。さらに、miRNA 発

現パターンによる癌診断の可能性やmiRNAに

よるフィードバック制御に関する報告もあ

り、わずか 1つの miRNA の異常が細胞全体の

プロファイルを変化させ疾病につながる可

能性も報告され始めていた。 

神経科学の分野においても，神経細胞の発

生・維持に必須の miRNA が次々と同定され，

シナプスの形成にも重要な役割を担ってい

ることがわかっていた。またパーキンソン病

やアルツハイマー病など神経変性疾患と関

連する miRNA も報告されつつあった。Andrew 

H. Williams らは(Science 326:1549-1554, 

2009)、特定の miRNA が ALS の疾患モデルマ

ウスにおいて病態修飾因子として働くこと

を明らかにしていた。一方、ヒトを始めとす

る哺乳類の生体内に存在しうるmiRNAの総数

は約数百といわれ、その多くがデータベース

に登録され、標的となる個々の mRNA も明ら

かとなりつつあった。 

球脊髄性筋萎縮症（SBMA）は、成人期に発

症する緩徐進行性の下位運動ニューロン疾

患であり、ポリグルタミン病に含まれる。

SBMA の原因はアンドロゲン受容体（AR）遺伝

子の CAG リピートの異常延長である。ポリグ

ルタミン病では、特異的な神経組織が変性す

るが、原因遺伝子の CAG リピートが蛋白質に

翻訳され、異常伸長したポリグルタミン鎖に

なることで、変異蛋白質が新たな毒性を獲得

することに因っている。ポリグルタミン病で

は変異蛋白質からなる核内封入体(NI)とび

まん性核内集積が特徴的な病理所見であり、

異常延長したポリグルタミン鎖を含有する

異常蛋白質が生体の防御機構を凌駕して神

経細胞内で不溶性の凝集体を形成したり、あ

るいは蓄積する過程で細胞毒性をもたらし、

神経細胞が変性し細胞死に至ると考えられ

ている。また、この病因蛋白質の蓄積による

選択的な神経細胞変性死のメカニズムには、

核内の転写因子が枯渇することやユビキチ

ン・プロテアソームシステム(UPS)やライソ

ソームなどの蛋白質分解系の破綻など多く

の機序が関与していることが明らかになっ

てきていた。 

 

２．研究の目的 

今回我々は、神経変性疾患の一つであるポ

リグルタミン病のモデルマウスを用いて、

miRNA の発現異常を探索し病態への関与を明

らかにし、病態関連標的分子に対する miRNA

を用いて、治療への応用も探索した。動物モ

デルとして、異常延長した CAG リピート

(AR97Q)をもつ、ヒト全長 AR 遺伝子を発現す

るトランスジェニックマウスを用いて miRNA

の発現解析を行い、病変の拡がりや病態の進

行に影響を及ぼす miRNA を同定した。これを

ふまえ、さらに、特定の miRNA を高発現させ

ることによるポリグルタミン病の治療法の

開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

miRNA アレイ解析によって、特定し得た疾

患関連性の高い miRNA が 2種類存在し、この



2 種類の miRNA（以下、固有の miRNA）に関し

て、特にその標的メッセンジャーRNA により

翻訳されるペプチドおよび蛋白質の解析に

焦点を当てて研究を進めた。うち miR-196a

は、SBMA 神経培養細胞モデルにおいて高発現

させることで変異ＡＲ蛋白質の発現低下を

起こしうることを見い出していた。そこで、

SBMA マウスモデルに対してＡＲ蛋白質の発

現を制御する miR-196a を高発現する AAV ベ

クターを作製した。AAV は病原性を持たない

ことからウイルス学的には大きな研究対象

とはならなかったが、遺伝子治療用ベクター

としては，非病原性で安全であることが大き

な利点となっている．また、AAV ベクターは、

非分裂細胞に効率よく遺伝子導入すること

ができ、そのような細胞では遺伝子発現が長

期間持続する。神経変性疾患の治療法開発に

は、このような AAV ベクターの特徴が活きる。

既にパーキンソン病については，平成 16 年

12 月に臨床研究が米国でスタートし、平成

19 年 5 月には日本の自治医大でも第1 例目

が実施された。 

 次に、SBMA モデルマウスにおいてどの病期

から固有のmiRNAが発現しているかを解析し

た。各週齢毎のSBMAモデルマウスを解剖し、

病変脊髄より Total RNA を抽出し、miScript 

PCR System（QIAGEN）により miR-196a の発

現を定量化した。次に、miR-196a の標的メッ

センジャーRNA をデータベース（miRBase 

http://www.mirbase.org/ など）から同定

し、病変脊髄より抽出された RNA から発現量

を病期毎に定量化した。この定量化には、標

的メッセンジャーRNA のプライマーを設計し

た上で RT-PCR によって行った。さらにその

標的メッセンジャーRNA から翻訳される蛋白

質の発現とそれに関わる他の転写因子活性

の解析を既存の装置を用いて行った。 

次に、miR-196a およびその標的となりうる蛋

白を利用した治療法の開発に引き続き取り

組んだ。まず、miR-196a の機能促進による病

態修飾を評価した。病態抑止療法の開発とし

て、SBMA モデルマウスに対して、miR-196a を

高発現する AAV ベクターを発症前に筋肉内

へ注射して全身に投与した。ベクター導入の

効果は、マウスの体重変化、生存率、Rotarod

法(回転する棒の上につかまっていられる時

間)、Cage activity 測定法(24 時間の動作の

回数の測定)の４つのパラメーターを用いて

解析した。 

 
さらに、マウス解剖組織標本において免疫組

織化学などの病理学的検索や蛋白発現解析

により病態修飾効果の判定を分子生物学的

にも行った。 

 

４．研究成果 

(１) miR-196a は、SBMA 神経培養細胞モデル

において高発現させることで変異ＡＲ蛋白

質の発現低下を起こした。 

 

(２) miR-196a を過剰発現させるアデノ随伴

ウイルス（AAV）ベクターを SBMA-Tg に投与

すると、AR もターゲットとする RNA 結合蛋白

質である CELF2 の発現が低下して、変異 AR



の mRNA 発現量が低下した。 

 

(３) 表現型を対照群と比較検討したところ、

miR-196a 投与群では、運動能、生存率、体重

減少が改善した。 

 
(４) また、miR-196a 投与群では、変異 AR の

核内蓄積が脊髄および骨格筋で減少した。ま

た、miR-196a は、変異 AR を正常 AR に比し

てより減少させた。投与群では肝機能、腎機

能などに異常はみられなかった。 

 

 

(５) miRNA は、細胞内に存在する長さ 20 か

ら 25 塩基ほどの 1 本鎖 RNA で、他の遺伝子

の発現を調節する機能を有すると考えられ

ている ncRNA の一種である。その機能は遺伝

子発現の抑制にあると考えられている。

miRNA は一部の mRNA（大抵は 3'側非翻訳領

域）に相補的な配列を有する。この mRNA と

miRNA との結合により、翻訳が阻害される場

合、また RNA 干渉のように mRNA の分解を引

き起こす。 

 

AR mRNA 発現量の減少によって、SBMA-Tg の

表現型および病理所見も改善した。 
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