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研究成果の概要（和文）：球脊髄性筋萎縮症(SBMA)はアンドロゲン受容体(AR)のCAGリピート伸長による進行性
の遺伝性神経筋疾患である。本研究課題では、 シングルセル解析を用いてSBMAマウスモデル(AR-97Q)の脊髄に
おける細胞種ごとの遺伝子発現情報を発症前から経時的(3、6、9、13週齢)に取得し、SBMAの早期病態解明を目
指した。野生型マウスとAR-97Qマウスを比較すると、発症前の3週齢から特にオリゴデンドロサイトでの変化が
大きく、シナプスやイオンチャネル活性に関連する遺伝子の上昇をみとめた。細胞の興奮毒性がSBMAの病態に関
与しておりそれが治療標的となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA) is a progressive hereditary 
neuromuscular disease caused by the expansion of CAG repeat in androgen receptor (AR). We aimed to 
elucidate the early pathogenesis of SBMA using single cell analysis. We obtained gene expression 
profile of each cell type in spinal cords of mouse model of SBMA (AR-97Q) from four different 
disease stages (3, 6, 9, and 13 weeks of age). Comparing wild-type mice with AR-97Q mice at each 
week, we found significant changes in oligodendrocytes, from 3 weeks: before onset of disease. It is
 also revealed that genes related to synapse and ion channel activity were up-regulated in 
oligodendrocytes of AR mice, suggesting that cellular excitotoxicity is involved in the pathogenesis
 of early stage of SBMA and that it could be a therapeutic target for SBMA.

研究分野：神経内科学

キーワード： 球脊髄性筋萎縮症　シングルセル解析　オリゴデンドロサイト　イオンチャネル　シナプス　興奮毒性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
球脊髄性筋萎縮症（SBMA）はそのアンドロゲン依存性病態に基づき、治療薬として抗アンドロゲン療法であるリ
ュープロレリン酢酸塩が2017年に薬事承認されたが臨床における効果は限定的である。また性機能抑制などの副
作用から、発症前のSBMAキャリア男性への使用は困難であり、新たな治療薬開発が望まれている。本研究により
SBMAの発症前にニューロンよりもオリゴデンドロサイトにおいて遺伝子発現変化が大きいことが判明し、従来は
知られていなかった病態が明らかとなった。オリゴデンドロサイトの異常が運動ニューロンの変性の起始に強く
関わっていると考えられ、疾患に対する新たな治療アプローチを提案することができた。

※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 
  運動ニューロン疾患は運動ニューロンの選択的
変性と脱落により進行性の筋力低下をきたす難病
である。成人発症の運動ニューロン疾患の大多数
は筋萎縮性側索硬化症（ALS）と SBMA であり、い
ずれの疾患も呼吸不全などにより致命的な経過を
たどる。SBMA はアンドロゲン受容体（AR）遺伝子
の CAG 繰り返し塩基配列（CAG リピート）の異常伸
長により運動ニューロン変性を呈する遺伝性の神
経筋疾患である。変異 ARが運動ニューロンや骨格
筋細胞の核内に蓄積し、転写障害を惹起すること
が病態の中心と考えられているが、分子病態は未
だ不明な点が多い（Fig.1）。治療薬としてリュー
プロレリン酢酸塩が唯一薬事承認されているが、
その臨床における効果は限定的である。SBMA は従
来下位運動ニューロン疾患として知られてきたが、ニューロンと非神経細胞（グリアや骨格筋な
ど）の相互作用が病態の形成に重要であることが明らかになっており、有効性の優れた治療法開
発に向けて分子病態に対する多面的なアプローチが求められている。 
bulk RNA 解析は細胞集団の平均値を示しており、個々の細胞の状態とは異なる場合がある。シ
ングルセル解析では細胞集団内における非一様性の定量化、希少な細胞集団や新しい細胞型の
特定が可能となる。また細胞集団間の関連が明らかとなり、多種多様な細胞で構成される神経組
織の研究に有用である。これまでの報告の多くは、SBMA の病態について脊髄全体の bulk RNA 解
析や蛋白発現解析により検討している。脊髄ではグリア細胞が多くを占めており、蛋白発現に強
く影響していると考えられる。SBMA の病態の主座であるニューロンの変化および各細胞腫の変
化を同定するために、シングルセル解析を行う。 
 
 
２．研究の目的 
SBMA マウスモデル（AR-97Q）の脊髄を発症前から経時的に収集して、シングルセル解析により
1 細胞遺伝子発現情報を取得し、特に SBMA の超早期の病態を解明し治療を開発する。神経変性
疾患は発症後に治療介入しても病態の改善が難しいことが知られており、SBMA では運動症状が
明らかになる前の超早期からの治療介入が望まれる。また神経疾患では、表現型が出現する以前
に分子病態が大きく進行していることも近年明らかになってきている。各細胞群を超早期から
経時的に解析することにより、早い時期に変化する細胞種と遺伝子が、後にどのように表現型に
影響を与えているか解明することが可能となる。 
 
 
３．研究の方法（Fig.2） 
発症前（3週齢）、発症直前（6週齢）、発症前期（9週齢）、発症後期（13 週齢）において SBMA
マウスモデルと野生型マウスの脊髄を採取し、シングル核の RNA-seq 解析を行う。各条件につい
てマウス 4匹の脊髄を使用する。初期から大きく変化していた細胞種に注目し、その細胞種で大
きく変動している遺伝子を SBMA の初期病態に関わる key molecule として同定する。本研究課
題ではオリゴデンドロサイトが発症前から野生型と比較して AR-97Q マウスで大きく変化を認め
た。この結果に基づき、マウスのオリゴデンドロサイト前駆細胞である Oli-neu cell にレンチ
ウイルスを用いて AR-97Q もしくは AR-17Q を導入し、オリゴデンドロサイトへと分化させ、さら
に5α-dihydrotestosterone(DHT)を投与しSBMAオリゴデンドロサイトモデルならびにそのコン
トロールモデルを作成する。それらの遺伝子発現を解析し、シングルセル解析の結果と比較する。 
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Fig. 1 SBMAの病態



４．研究成果 
（1）マウス脊髄のシングルセル RNA-seq 解析 
 10×Genomics 社のキットを用いてシングルセル RNA-seq を行った。合計約 70,000 個の核のデ
ータを取得し、Quality Control の後、クラスタリング、発現変動遺伝子抽出、細胞種の同定を
行った（Fig.3A）。解析した全細胞のうち約 50%がオリゴデンドロサイトであり、既報告と一致
していた。また、オリ
ゴデンドロサイトは全
ての週齢で野生型マウ
スと比較して SBMA マ
ウスモデルにおいて全
細胞に占める割合が低
く、ニューロンは全て
の週齢で野生型マウス
と比較して SBMA マウ
スモデルにおいて全細
胞に占める割合が高か
った（Fig.3B）。 
 
(2) 各週齢における各細胞種の変化 
各週齢において各細胞種の変化を比較すると、3 週齢から特にオリゴデンドロサイトでの変化
が大きいことが明らかとなった
（Fig.4A）。オリゴデンドロサイ
トクラスターのサブクラスタリ
ングを行い、サブクラスター間
において GO 解析と KEGG パスウ
ェイ解析を行った（Fig.4B）。AR-
97Q マ ウ ス に お い て 特 に
population が高い OL_1 は、
channel activity に関わるサブ
クラスターであった（Fig.4C）。
また AR-97Q マウスと野生型マ
ウスにおけるオリゴデンドロサ
イトを比較し発現変動解析を行
うと、Asic2 や Kcnip4、DPP6 な
どのナトリウムもしくはカリウ
ムチャネルに関わる分子や、
Nrxn3 や Grip1 などのシナプス
に関わる分子が AR-97Q マウス
において上昇していた。 
同様の解析を他の週齢のオリ
ゴデンドロサイトでも行うと、6
週齢と9週齢においてもAR-97Q
マウスでシナプスやチャネル活
性に関連する遺伝子の上昇をみ
とめた。Asic2 や Kcnip4、DPP6
などの遺伝子は引き続き有意に
上昇しており、SBMA の病態にお
ける Key molecule と考えられ
た。一方、シナプスやチャネル
活性は進行期の 13 週齢で低下
していた。 
 
(3) SBMA 細胞モデルを用いた検討 
SBMA マウスモデルの脊髄を用いたシングルセル解析での結果を検証すべく、Oli-neu Mouse 
Oligodendroglial Precursor Cell Line にレンチウイルスで AR-17Q もしくは AR-97Q を導入し
SBMAオリゴデンドロサイトモデルを作成した。これらの細胞モデルのRNA-seqを行ったところ、
AR-97Q 細胞モデルでは AR-17Q 細胞モデルと比較してシナプスに関連する遺伝子が上昇してお
り、シングルセル解析で SBMA 初期のオリゴデンドロサイトで見られた変化と合致していた。ま
た、SBMA の病態における key molecule と考えられた Asic2 や DPP6、Grip1 は、AR-17Q 細胞と比
較して AR-97Q 細胞で上昇していた。 
 
本研究では SBMA マウスモデルの脊髄を用いて、経時的に各細胞の変化を解析した。発症前にニ
ューロンよりもオリゴデンドロサイトにおいて遺伝子発現変化が大きいことが判明し、従来は
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Fig. 3 Single cell解析の概要
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知られていなかった病態が明らかとなった。SBMA の神経病理所見における主要所見は脊髄運動
ニューロンの脱落であり臨床症状に大きく寄与していることから、オリゴデンドロサイトの異
常が運動ニューロンの変性の起始に強く関わっていることが推測された。また、SBMA の初期病
態におけるシナプスやチャネル活性の上昇は、SBMA の治療標的となり得ると考えられた。 
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