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研究成果の概要（和文）：球脊髄性筋萎縮症のモデルマウスにアンドロゲン受容体（AR）に対するアンチセンス
核酸を脳室内投与したところ、神経症状と病理所見が改善し、変異ARが中枢神経で毒性を発揮することが示され
た。その分子機構としてDNAメチル化異常が示唆された。SBMAの神経変性と筋変性に共通する分子機序として、
ミトコンドリア機能低下やNFkBシグナル異常などをみとめ、PPAGgammaアゴニスト投与によりこれらの分子異常
が抑制された。

研究成果の概要（英文）：We exploited antisense oligonucleotides (ASOs) to inhibit mutant androgen 
receptor (AR) RNA levels in the central nervous system and explored its therapeutic effects in the 
model mouse of spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA) that harbors mutant AR gene with 97 CAGs. 
Intracerebroventricular ASO administration in the SBMA mice efficiently suppressed the mutant gene 
expression in the central nervous system, highlighting the neurotoxicity of mutant AR in motor 
neurons. RG108, an inhibitor of DNA methylation suppressed motor neuron degeneration in the SBMA 
mouse, suggesting that the mutant AR-induced hypermethylation of DNA is implicated in the 
pathomechanism of SBMA. Both motor neurons and skeletal muscles of the SBMA mouse showed 
mitochondrial dysfunction, up-regulation of oxidative stress, and activation of NFkB signaling, all 
of which were mitigated by a PPARgamma agonist pioglitazone, suggesting common molecular pathways in
 the neuro-muscular degeneration in SBMA.

研究分野： 神経内科学

キーワード： 運動ニューロン　骨格筋　エピジェネティクス　ミトコンドリア　NFkB
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 運動ニューロン疾患は上位および下位運
動ニューロンの両方あるいはいずれかが障
害される神経変性疾患であり、進行性の筋力
低下・筋萎縮・呼吸筋麻痺・嚥下機能障害な
どを呈する致命的疾患である。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）および球脊髄性筋萎縮症
（SBMA）であるが、これらの疾患における
運動ニューロン変性過程の分子機構には依
然として不明な点が多く、いずれも根本治療
法はない。運動ニューロンの変性に伴い骨格
筋萎縮が誘導される一方、骨格筋は trophic 
factor を供給しており、両者は「神経筋シス
テム」として機能的に強く連関していること
が知られている。しかし、運動ニューロン疾
患において神経・筋システムがどのような分
子メカニズムにより変性に陥るかは不明で
ある。 
 
２．研究の目的 
 
 運動ニューロン疾患における神経・筋シス
テム変性に寄与する分子変化を同定し、運動
ニューロン・骨格筋クロストークの異常を標
的とした治療法を開発する。とくに運動ニュ
ーロン疾患における神経・筋システム変性を
惹起する細胞内シグナルおよび細胞間シグ
ナルを明らかにすることを目的とする。
SBMA マウスを用いた既報告において、アン
チセンス核酸（ASO）を用いて末梢組織（非
神経組織）においてのみ SBMA の原因遺伝
子である変異アンドロゲン受容体（AR）を抑
制すると、運動機能や病理所見が改善するこ
とが示されているため、本研究では別の ASO
を脳室内投与することで、神経組織において
のみ変異 AR を抑制した際の効果を検討する
ことで、変異 AR の中枢神経毒性を明らかに
しすることを試みた。また、ポリグルタミン
病ではニューロンにおける転写機能異常が
病態の中心と考えられていることから、変異
AR によるニューロンのエピゲノム変化を解
析した。また、治療法開発として、SBMA の
神経・筋変性に対する PPAGgamma アゴニ
ストおよびペオニ化合物の効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 変異 AR の中枢神経毒性 
 チキンbeta-actinプロモーター下でヒト変
異 AR を発現するトランスジェニックマウス
（AR-97Q マウス、以下 SBMA マウス）に対
し、AR をノックダウンする ASO を、5 週齢
時に 2.0-6.0 mg/kg、側脳室内(ICV)注射投与
を行い、症状と病理所見を解析した。症状に
ついては生存期間、体重、ロータロッドを評
価し、病理所見としては ChAT 免疫染色によ
り運動ニューロンの萎縮の程度を、GFAP 免
疫染色で反応性アストロサイトーシスの程

度を評価するとともに、ニューロフィラメン
ト、synaptophysin、alpa-bungarotoxin の
三重染色による神経筋接合部における脱神
経の評価を行なった。 
 
(2) SBMA におけるエピジェネティクス異常 
 SBMA モデルマウス脊髄サンプルを用い
て DNA メチル化酵素（Dnmt1, Dnmt3a, 
Dnmt3b）の発現量を定量した。次に SBMA
モデル細胞を DNA メチル化阻害剤である
RG108 で処理し、WST-8 アッセイにて細胞
活性を解析した。さらに RG108 を、0.5mg/dl, 
2mg/dl の 2 段階の濃度で発症前の 6 週齢か
ら 2 週間持続的に SBMA モデルマウスの脳
室内に投与し、運動解析を行うとともに病理
学的、生化学的解析を行った。さらに DNA
メチル化解析を行い、異常メチル化を有する
遺伝子の同定を行った。 
 
(3) SBMA の神経筋変性に対する治療法開発  
 SBMA モデルマウスに PPAGgamma アゴ
ニストである pioglitazone（PG）を経口投与
し、運動機能や生存率、病理組織変化を解析
した。さらに PG の作用機序として、マウス
モデルと細胞モデルにおけるミトコンドリ
ア機能、グリア細胞の形態および NFkB シグ
ナルの変化などを解析した。 
 また分子シャペロン Hsp70 の発現を誘導
することが知られているペオニ化合物であ
る Paeoniflorin（PF）を SBMA モデルに投
与し、運動障害などの表現型への影響と、組
織における変異 AR とタンパク質分解機構に
関わる分子の発現を解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) ASO を用いた変異 AR の運動ニューロン
毒性に関する検討 
 ASOの ICV単回投与によるSBMAマウス
治療効果：定位脳手術及び ASO-AR1 投与の
生体忍容性が示され、ASO は効率的に脳、脊
髄に限局して変異 AR mRNA 発現を抑制し
た。効果は少なくとも 5 週間、減衰すること
なく持続した(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



しかし骨格筋、肝といった末梢臓器に対する
ノックダウン効果は得られず、本 ASO が中
枢神経系においてのみ変異 AR の発現を抑制
することが確認された。ASO-AR1 及び AR2
共、運動機能障害の発症及び進行を遅らせ、
体重増加、延命効果をもたらした(図 2)。組
織学的検討などにより、ASO-AR1 は脊髄運
動ニューロンの核内封入体形成及び、ニュー
ロン変性を抑制した。大腿四頭筋では凝集体
形成の程度に差はみられなかったが、神経原
性筋萎縮の抑制及び筋線維径の増大が認め
られ、さらに脱神経筋線維の減少が確認され
た。また神経筋接合部のアセチルコリン受容
体形態の断片化、節前神経の脱神経が有意に
減少した。ASO による血清テストステロン値
の変化はみられなかった。さらに野生型マウ
スに対する有害な影響はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) SBMA におけるエピジェネティクス異常 
 SBMA モデルマウス脊髄運動ニューロンに
おいて DNA の異常メチル化が起こっている
か否かを検証するために、免疫組織化学にて
DNA メチル化の指標である 5 メチルシトシ
ンの発現を解析したところ、野生型マウスと
比較して SBMA モデルマウスにおいて 5 メ
チルシトシンの発現量には差がないことが
示された。一方、DNA メチル化酵素のひと
つであるDnmt1の発現量はSBMAマウスの
脊髄運動ニューロンで増加していた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、SBMA の運動ニューロン

では Dnmt1 の増加に伴う DNA メチル化の
亢進が病態に関与しているという仮説を立
て、Dnmt1 の発現を抑えることが SBMA に
治療効果を示すのではないかと考えた。培養
細胞を用いて siRNA を利用した解析を行っ
たところ Dnmt1 をノックダウンした SBMA
モデル細胞では有意に細胞活性が改善する
ことが判明した。同時に行った Dnmt3a およ
び Dnmt3b のノックダウン実験では細胞活
性は改善を認めなかった。さらに薬剤での同
様の機序の治療効果を期待して、DNA メチ
ル化阻害剤であるRG108で SBMAモデル細
胞を処理したところ、コントロールとして
DMSO で処理した SBMA モデル細胞に比べ
てRG108で処理したSBMAモデル細胞は細
胞活性が高いことが確認された。同様の治療
効果がモデルマウスにおいても示されるか
否かを検証するために SBMA モデルマウス
脳室内に RG108 を投与したところ、コント
ロールとして生理食塩水を投与した SBMA
モデルマウス群と比較して、RG108 を脳室内
投与した SBMA モデルマウス群（治療群）
では有意に生存率が改善し（図 4）、体重、握
力、およびロータロッド試験の結果も治療群
で有意に改善するなど運動症状の進行抑制
が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに治療群とコントロール群のモデルマ
ウスの病理組織学的、生化学的解析を行った
ところ、SBMA の病理学的マーカーである変
異 AR の脊髄における発現量とポリグルタミ
ンが集積した凝集体の量は両群に差がない
ことが判明した。しかし運動ニューロンのマ
ーカーであるChATの抗体を用いてウエスタ
ンブロット、免疫組織化学を行ったところ、
RG108 脳室内投与群で有意に ChAT の発現
量が多いことが分かった。このことは RG108
が異常タンパク質の凝集量に影響を与えず
に運動ニューロンの変性を抑制したことを
示唆している。 
 
(3) SBMA の神経筋変性に対する治療法開発 
 マウス運動神経株化細胞である NSC34 と
マウス筋芽細胞である C2C12 に対して変異
AR の一過性強制発現を行い、24CAG リピー
トを有する正常細胞モデルと 97CAG リピー



トを有する SBMA 細胞モデルを作成し、各
細胞モデルにおける PPARgamma の発現量
を検討した。SBMA 細胞モデルではコントロ
ールと比較して PPARgamma の発現量が低
下し細胞活性は低下していた。そこで各細胞
にPPARgammaを一過性強制発現させると、
細胞活性が改善し毒性の低下をみとめた。さ
らに SBMA 細胞モデルに PPARgamma 
agonist である PG を投与すると、PPARγの
発現は上昇し細胞活性の改善や細胞死の減
少をみとめた｡次に、SBMA マウスモデル
（AR-97Q）における PPARgamma の発現量
をウエスタンブロットにより測定すると、野
生型マウスと比較して SBMA マウスモデル
の脊髄と骨格筋において PPARγ の発現が低
下し、これは SBMA 細胞モデルにおける変
化と合致していた。運動解析では SBMA マ
ウスモデルの PG 投与群（n=20）では対照群
（n=21）と比較して体重・握力・ロタロッド
運動試験において有意な改善をみとめ、寿命
短縮を抑制した（図 5）。PG を発症後（8 週
齢）から投与開始した群においても、コント
ロール群と比較して運動機能の有意な改善
をみとめた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
組織学的には脊髄、骨格筋とも核内で異常に
凝集したポリグルタミンの量は治療前後で
変化はみとめなかったが、ニューロンの萎縮、
アストロサイトの数、筋萎縮は野生型と比較
して SBMA マウスモデルで悪化し、PG の治
療により改善した。そこで PG の作用機序に
ついて過去の文献を参考にして、SBMA 細胞
モデルとマウスモデルにおけるミトコンド
リア機能・NFkB シグナルなどについて解析
した。まず Mitotracker を用いてミトコンド
リア機能を測定すると、SBMA 細胞モデルで
はミトコンドリア機能が低下し PG 投与によ
り改善した。また SBMA マウスモデルの脊
髄と骨格筋では酸化ストレスのマーカーで
ある 8-OHdG や Nitrotyrosine の発現が上昇
し、さらに SBMA モデルマウスの尿中
8-OHdG は野生型マウスと比較して上昇し、
PG 投与により低下した。NFkB シグナルに

ついては SBMA 細胞モデルとマウスモデル
における核内 NFkBp65 と細胞質内 pIkB の
発現量をウエスタンブロットと免疫染色で
解析した。SBMA 細胞モデルとマウスモデル
では NFkB シグナルの活性化をみとめ、これ
らは PG の治療により改善した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
最後にモデルマウスの脊髄においてグリア
細胞の免疫染色を行った。SBMA マウスモデ
ルの脊髄では炎症を惹起する M1 グリア細胞
の数が上昇し、炎症に対して保護的に働く
M2 グリア細胞の数が低下していた。PG 投与
により M1 グリア細胞は減少し、M2 グリア
細胞は増加した。 
 
 Paeoniflorin（PF）については、SBMA マ
ウスモデルに生後 5 週令より 6.7mg/kg（PF 
× 1）または 13.4mg/kg（PF × 2）を毎日
腹腔内投与しその効果を検討した。SBMA マ
ウスの病態進行は Rotarod、生存率などのパ
ラメーターで解析し、PF 投与により有意な
改善が見られた（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、16 週令の SBMA マウスの脊髄及び骨
格筋で抗ポリグルタミン抗体である 1C2 を
用いて免疫染色を行うと 1C2 陽性細胞数は
PF 投与により減少した。ウェスタンブロッ
ト解析においてもマウス組織で PF 投与によ
り AR タンパク質の発現量が減少しており、



培養細胞と同じく NF-YA、TFEB、Hsp70、
CHIP 各タンパク質の発現量増加も見られた。 
 
 以上の検討により、変異 AR の中枢神経毒性
が示され、治療標的となることが明らかにな
った。また中枢神経に限局した内因性 AR の
ノックダウンの影響は、異常 AR 発現の影響
と比し軽微であることが示唆された。近年、
SBMA では、支配下骨格筋から運動ニューロ
ンへの逆行性の神経栄養因子の供給不足が、
運動ニューロンの非細胞自律的変性をきた
す病態が唱えられている(Cortes et al. 2014)。
しかし本研究の成果より、変異 AR の神経毒
性による細胞自律的変性が下位運動ニュー
ロン変性をもたらし、二次性に神経筋接合部
の脱神経、神経原性筋萎縮をおこす機序も示
された。また、DNA メチル化阻害剤である
RG108 が SBMA モデル細胞、モデルマウス
への治療効果を示したことから、DNA メチ
ル化異常が変異 AR の中枢神経毒性に関与し
ている可能性が示唆された。さらに、SBMA
の神経変性と筋変性に共通する分子機序と
して、ミトコンドリア機能の低下、NFkB シ
グナル活性化、グリア細胞の変化をみとめ、
PPAGgamma アゴニストである PG 投与に
よりこれらの分子異常が抑制された。SBMA
患者の脊髄と骨格筋の剖検組織においても、
PPARgamma の発現低下と NFkB シグナル
の上昇をみとめ、実験結果と一致していた。 
PG は糖尿病治療薬として使用され安全性が
示されており、SBMA に対する治療薬として
も期待されると考えられる。さらに NFkB シ
グナルは SBMA における新たな治療ターゲ
ットになりうると考えられた。また、PF が
タンパク質分解機構を活性化することで変
異 AR の分解を促進し、SBMA の病態を改善
することが示唆された。 
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