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研究成果の概要（和文）：球脊髄性筋萎縮症（SBMA）は成人発症の神経筋変性疾患で，遺伝子内のCAG繰り返し配列の
異常伸長により形成された異常タンパク質が運動ニューロンに集積し様々な転写障害を起こすことが分かっている．本
研究はこの転写障害の原因として，エピジェネティックな修飾であるDNAメチル化の異常が遺伝子発現の不当な抑制を
来しているのではないかという仮説を検証するものである．その結果，SBMAモデルマウス脊髄運動ニューロンにおいて
DNAメチル化酵素１(Dnmt1)が異常発現していること，DNAメチル化酵素阻害剤であるRG108を細胞モデルおよびSBMAモデ
ルマウスに投与することで病態が改善することを見出した．

研究成果の概要（英文）：Spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA) is an adult-onset neuromuscular disease 
caused by the expansion of a CAG repeat within the first exon of androgen receptor (AR) gene. DNA 
methylation is the fundamental silencing machinery for several genes with a CpG-rich promoter. The 
hypothesis of this study is an abnormal DNA hypermethylation in the CpG island of several gene promoters 
contributes to the transcriptional dysfunction of SBMA. Immunohistochemistry analysis revealed that DNA 
methyltransferase 1(Dnmt1) expression level of spinal motor neuron in SBMA model mouse was up-regulated 
compared with that of wild type mouse. RG108, a DNA methyltransferase inhibitor, improved the cell 
viability of the SBMA model cells. Intraventricular injection of RG108 also mitigated the mortality and 
motor dysfunction of the model mice. These results indicate that pharmacological blockade of DNA 
methylation is a therapeutic candidate for SBMA.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 球脊髄性筋萎縮症（SBMA）や筋萎縮性側
索硬化症（ALS）などの運動ニューロン疾患
は成人以降に発症することから、その病態に
は環境因子が強く関わっていると考えられ
る。エピジェネティクスは遺伝子そのものの
変化を伴わずに遺伝子発現を制御する生体
に備わったメカニズムで、環境因子によりダ
イナミックに変化することが知られており、
その主体は DNA メチル化とヒストンアセチ
ル化である。近年、神経疾患の病態における
エピジェネティクスの役割が注目されつつ
あるが、運動ニューロン疾患におけるエピジ
ェネティクスの異常、特に DNA メチル化の
異常についてはほとんど未解明な点が多い。
DNA メチル化が遺伝子発現を制御する機序
は、遺伝子プロモーター領域に CpG アイラ
ンドという CG 配列の集まった部位がある場
合、この部位の C（シトシン）がメチル化さ
れると当該遺伝子の発現が強く抑制される
というメカニズムである。   

SBMA は成人発症の神経筋変性疾患で、神
経および筋肉が進行性に変性を受ける難病
である。運動ニューロン変性に関しては、ア
ンドロゲン受容体遺伝子内の CAG 繰り返し
配列の異常伸長により形成された異常タン
パク質が脊髄前角の運動神経細胞に集積す
ることが病態に重要な役割を果たしている。
SBMA では原因となる遺伝子変異があるに
もかかわらず発症までに数十年を要するこ
とからより環境因子やその介在点としての
エピジェネティクスが病態に強く関与して
いる可能性が考えられる。さらに過去の研究
において SBMA では異常タンパク質の集積
により神経細胞において様々な転写障害が
起こっていることが報告されているが、この
転写障害の原因として DNA の異常メチル化
が起こっているのではないかとの仮説を着
想した。 
 
２．研究の目的 
 SBMA における運動ニューロン変性の原
因のひとつである転写障害の起こるメカニ
ズムとして脊髄運動ニューロンにおいて
DNA メチル化異常が認められるか否かを検
証すること、また異常な DNA メチル化を是
正する薬剤による治療効果を解析すること、
さらには DNA メチル化異常やその治療薬の
ターゲットとなる遺伝子を同定し、実際に
SBMA の病態に重要な役割を果たしている
遺伝子であるかを確認することを目的に研
究を行う。 
まずは SBMA モデルマウスを用いて脊髄

運動ニューロンにおける転写障害の原因と
して DNA メチル化異常が起こっているか否
かを検証する。DNA メチル化の指標である
5mC(5 メチルシトシン)や DNA メチル化酵
素である Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b の神経
細胞での発現を経時的に解析することで病
気のどの時期からどのような機序で DNA メ

チル化異常が発生するのかを明らかにする。
また DNA メチル化を制御する薬剤の治療効
果を検証するために、本研究では DNA メチ
ル化酵素阻害剤である 5-aza-dC および
RG108 の SBMA モデル細胞やモデルマウス
に対する治療効果を解析する。治療効果を認
めた場合は DNA メチル化阻害剤がどの遺伝
子のプロモーター領域の CpG アイランド内
の DNA メチル化を阻害したのかを同定し、
また実際に同定されや遺伝子の発現が
5-aza-dC や RG108 投与により回復するか否
かを検証する。さらに同定された遺伝子が
SBMA の病態にどのような役割を果たして
いるかを検証する。 
 
３．研究の方法 
 まず SBMA の主な病変部位である脊髄前
角運動ニューロンにおいて DNA メチル化が
過剰になっているか否か、また DNA メチル
化を誘導する各種 DNA メチル化酵素の発現
が過剰になっているか否かを検証するため
に、SBMA モデルマウスおよび野生型マウス
脊髄組織の病理標本を、抗 5mC、抗 Dnmt1, 
抗 Dnmt3a, 抗 Dnmt3b 抗体を用いて免疫組
織化学を行い、各週齢における脊髄運動ニュ
ーロンの DNA メチル化の程度および DNA
メチル化酵素の発現変化を比較解析した。さ
らに DNA メチル化測定キットを用いて、
SBMA マウスおよび野生型マウスから抽出
した DNA の DNA メチル化の程度を定量し
た。次に汎 DNA メチル化酵素阻害剤である
5-aza-dC および RG108 を段階的な濃度で
SBMA モデル細胞に投与し、WST−8 アッセ
イを用いて細胞活性を解析した。さらに細胞
実験でより効果の高かった RG108 について
は、2 週間持続投与が可能な浸透圧ポンプを
使用し、発症前の 6 週齢から 8 週齢にかけて
SBMA マウス脳室内へ持続投与した。マウス
の解析は発症前、脳室内投与前の 6 週齢から
1 週間おきに体重、握力、ロータロッドなど
のデータを取り評価した。RG108 治療実験で
得られたマウスサンプルについては，さらに
免疫組織化学やウエスタンブロット、定量
PCR を行い病理学的、生化学的解析を行うと
ともに、運動ニューロン疾患において転写障
害が起こることが知られている複数の既知
の分子について発現量の変化を確認した。ま
た、コントロール治療として生理食塩水を投
与した SBMA マウスと RG108 を投与した
SBMA マウスの脊髄組織から抽出したメッ
センジャーRNA を用いて cDNA マイクロア
レイを行い、網羅的に遺伝子発現の変化を解
析し、DNA メチル化阻害剤 RG108 により遺
伝子発現が上昇する遺伝子を同定した。 
 
４．研究成果 
 野生型マウスと比較して SBMA モデルマ
ウス脊髄運動ニューロン核において Dnmt1
の発現が亢進していることが分かった（図
１）。一方で Dnmt3a および Dnmt3b の発現



には有意な差は認められなかった。 

 
 
図１．SBMA モデルマウス(AR-97Q)脊髄前
角運動ニューロン核内では野生型マウス
（Wild）に比べて Dnmt1 が高発現している。 
 
 また、SBMA モデル細胞を 5-aza-dC およ
び RG108 で処理すると両薬剤ともある濃度
以上になると細胞活性が有意に改善するこ
とが示された（図２）。さらに RG108 を投与
した SBMA モデル細胞から抽出したタンパ
ク質サンプルを用いてウエスタンブロット
解析を行い DNA メチル化酵素のうち特に
Dnmt1 の発現が抑えられていることを確認
した。 
 
 

図２．WST−8 アッセイにて RG108 処理によ
り SBMA モデル細胞の細胞活性が有意に改
善することが示された。 
 
 次に浸透圧ポンプを用いて SBMA モデル
マウス脳室内へ RG108 を発症前である 6 週
齢から 2 週間持続投与したところ、マウスの
運動機能および体重減少の有意な改善を認
めた(図３)。また治療を行ったマウス脊髄か
ら抽出したサンプルのウエスタンブロット
によりRG108がDnmt1の発現を抑制してい
ることが確認された（図４）。さらに RG108
治療群の脊髄組織とコントロール SBMA マ
ウスの脊髄組織から抽出したタンパク質サ
ンプルを用いて、まずは SBMA マウスにお
いて発現の抑制が起こっていることが知ら
れている各種ヒートショックプロテイン
(Hsp)の発現変化を解析したところ、コント

ロール治療 SBMA マウスの脊髄に比べて
RG108 治療 SBMA モデルマウス脊髄では
Hsp70 の発現量が有意に上昇していること
が確認された。さらに確認のため本研究のサ
ンプルを用いて野生型マウス脊髄と SBMA
モデルマウス脊髄における Hsp70 の発現量
を比較したところ、SBMA モデルマウス脊髄
では野生型に比べ Hsp70 の発現量が低下し
ていることが確認された。以上の結果は
Hsp70 の発現が SBMA になることで抑制さ
れ RG108 治療を行うことで回復することを
示唆しており、本研究の仮説に合致する変化
であると考えられた。しかし、このデータを
もとにコントロール治療 SBMA マウスと
RG108 治療 SBMA マウスから抽出した
DNA を定量性の高い DNA メチル化解析で
あるパイロシーケンス解析にかけたところ、
Hsp70 および Hsp70 の発現を誘導する転写
因子である Hsf-1 のプロモーター領域の
CpGアイランドには有意なDNAメチル化変
化が無いことが判明した。この結果から
Hsp70 は RG108 治療により有意に発現が上
昇するものの、そのメカニズムは Hsp70 の
プロモーター領域CpGアイランドでのDNA
メチル化変化ではなく、他の遺伝子の DNA
メチル化変化の二次的な変化であると考え
られた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．RG108 を脳室内投与した SBMA モデ
ルマウス（右）はコントロール治療 SBMA
マウス(DMSO)に比べて体重減少が抑制され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4．RG108 を脳室内投与した SBMA モデ
ルマウス脊髄ではコントロール治療 SBMA
マウス(DMSO)脊髄に比べて Dnmt1 の発現
量が抑制されていた。 



次にコントロール治療群と RG108 治療群の
脊髄組織から抽出したメッセンジャーRNA
を用いて cDNA マイクロアレイを行い
RG108 治療により発現が有意に上昇する 16
の遺伝子を同定した。同定した 16 の遺伝子
について、野生型マウス、コントロール治療
SBMA マウス、RG108 治療 SBMA マウスの
３群の脊髄組織からメッセンジャーRNA を
抽出し定量 PCR を行い、野生型と比較して
コントロール治療 SBMA マウスで発現量の
低下、つまり転写障害を示唆する変化を認め、
さらに RG108 治療により cDNA マイクロア
レイの結果と同様遺伝子発現の上昇、つまり
転写障害の回復を示唆する変化がみられた
遺伝子を絞り込んだ。さらに各種データベー
スを利用して、絞り込んだ遺伝子のうち、実
際にプロモーター領域に CpG アイランドを
有することが確認された遺伝子を DNA メチ
ル化解析対象とした。 

cDNA マイクロアレイにて同定した 16 の
遺伝子から最終的に絞り込まれた複数の遺
伝子については、実際に遺伝子プロモーター
領域のCpGアイランドにおけるDNAメチル
化が変化しているか否かをメチル化 PCR お
よび、より定量性のある DNA メチル化解析
であるパイロシーケンス解析にて分析を行
った。また同時にプロモーター領域 CpG ア
イランドに DNA メチル化変化が確認された
遺伝子については SBMA モデル細胞を用い
たノックダウン実験および過剰発現による
レスキュー実験を行い SBMA の病態におけ
る役割を検証した。 
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