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研究成果の概要（和文）：近年のゲノム編集技術の著しい進展により、根治的治療法のない遺伝性神経変性疾患
に対する治療開発が期待されている。本研究では、アンドロゲン受容体（AR）のポリグルタミン鎖（CAGリピー
ト）の異常伸長により発症する球脊髄性筋萎縮症（SBMA）を標的に、ARのCAGリピート長を制御するゲノム編集
技術の開発を行った。その結果、培養細胞株において野生型ARの正常CAGリピートを伸長して表現型を再現する
こと、またSBMA疾患特異的iPS細胞において変異ARの異常伸長したCAGリピートを正常長に短縮することに成功し
た。本技術は、様々な遺伝性神経変性疾患における根治的治療開発に応用可能であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：With the recent advances in genome editing technology, the development of 
novel therapeutics for hereditary neurodegenerative diseases is expected. In this study, we targeted
 Spinal Bulbar Muscular Atrophy (SBMA), which is caused by abnormal expansion of the polyglutamine 
tract (CAG repeat) of the androgen receptor (AR) gene, and developed genome editing technology to 
control the CAG repeat length of the AR. As a result, we succeeded in expanding the normal CAG 
repeats of wild-type ARs in cultured cell lines to reproduce the phenotype, and in shortening the 
abnormal CAG repeats of mutant ARs to normal length in SBMA disease-specific iPSCs. This technology 
may be applicable to the development of curative therapies for various hereditary neurodegenerative 
diseases.

研究分野： 神経内科学　幹細胞生物学　分子神経生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの遺伝子性神経変性疾患では、リピート配列の伸長により発症することが知られており、リピート配列の制
御が根治的治療法の開発につながると考えられる。本研究の成果により、リピート配列の制御が可能になれば、
様々な神経変性疾患の根治的治療法の開発につながると考えられる。

※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 
多くの神経変性疾患では、ほとんどの場合は治療法がないか、あるとしても対症療法に限られ

ていることが多い。例えば、パーキンソン病では、レボドパやドパミン作動薬など、様々な治療
薬があり、明らかな症状の改善をもたらすが、その効果は永続的なものではなく、また疾患その
ものを治療するものではない。したがって、より根治的な治療法の開発が望まれてきた。 
近年、DNA を切断して任意のゲノム配列を削除、置換、挿入する新たな遺伝子改変技術（ゲ

ノム編集技術）が著しい進展をみせている。とりわけ CRISPR/Cas9 システムにより、ゲノム操
作が簡便に、かつ自在に行われるようになった。また最近になり in vivo におけるゲノム編集も
報告されたことから、これまで治療法のなかった遺伝性神経変性疾患に対する新たな治療開発
が期待されている。 
本研究で対象とする、球脊髄性筋萎縮症（Spinal bulbar muscular atrophy: SBMA）は、ア

ンドロゲン受容体（AR）のポリグルタミン鎖（CAG リピート）の異常伸長により発症する神経
変性疾患（運動ニューロン病）である。SBMA では、ポリグルタミン鎖の伸長した変異 AR が、
リガンドであるテストステロン依存的に核内に移行して凝集体を形成し、運動ニューロンの変
性をもたらすと考えられてきた（Katsuno et al., Neuron 2002）。この病態に着目した LH-RH
アナログ（リュープロレリン）による抗アンドロゲン療法は、特に発症早期の患者で有効性を示
すことが報告されているが（Katsuno Nat Med 2003, Katsuno et al., Lancet Neurol 2010）、や
はり根治的治療法とはいえず、また抗アンドロゲン作用による副作用により使用できない患者
も少なくない。したがって、真に有効な治療法の開発が求められてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、SBMA の根治的治療法の開発につながる変異 AR の伸長 CAG リピートを短縮

（正常化）するゲノム編集技術の開発を行う。本研究で開発する手法は、最終的には、様々な遺
伝性神経変性疾患における根治的治療戦略に応用可能であると考えられる。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト筋芽細胞株（Hu5/KD3）を用いた CAG リピート編集 
最もアプローチしやすい培養細胞株を用いて、AR の CAG リピートのゲノム編集を行う。

CRISPR/Cas9 による遺伝子のノックインには、標的の配列を認識させるガイド RNA（sgRNA）、ゲ
ノム二本鎖切断酵素（ヌクレアーゼ）である Cas9、およびゲノムにノックインする目的配列を
含む Donor DNA（両端に 500bp-1kb の挿入部位の相同配列を含む）が必要である。まず、ヒト AR
遺伝子の CAG リピート近傍で化膿性連鎖球菌由来 SpCas9 の標的となる PAM 配列（NGG）を検索
し、非特異的切断をもたらすオフターゲット配列が少なく、高効率に二本鎖 DNA を切断できる、
最適な標的配列およびガイド RNA（sgRNA）を決定する。 
 

(2) Foot print-free システムを用いたヒト筋芽細胞株（Hu5/KD3）における CAG リピート編集 
本研究で編集を行う ARの CAG リピート配列は翻訳領域にあるため、ゲノム編集後にゲノム中

に余分な配列を残さないシステムを構築する必要がある。そこで、二つの TTAA 配列に挟まれた
領域を切り出せる PiggyBac transposase を活用し、クローン選択後にゲノム（Donor DNA）中に
挿入された薬剤選択カセットを跡形もなく取り除く Foot print-free システムを用いて行う。
また、本解析で用いるヒト筋芽細胞株（Hu5/KD3）の AR は正常の CAG リピート数（24回：AR24Q）
であることから、Multisite gateway による Foot print-free の Donor vector の構築システム
（Yoshimatsu et al, PLoS One 2019）を用いて、CAG リピート数が 55回（AR55Q）、または 97
回（AR97Q）の目的配列と、5’、3’側の相同配列（アーム）、薬剤選択カセットを連結した Foot 
print-free の Donor DNA を作成する。作成した Donor DNA を決定した sgRNA、SpCas9 とともに
ヒト筋芽細胞株（Hu5/KD3）に導入して CAG リピートの編集（伸長）を行う。CAG リピートの伸
長を確認できたら、筋芽細胞を分化誘導してその表現型を検討する。 
 
(3) SBMA 疾患特異的 iPS 細胞における CAG リピートの短縮 
SBMA の疾患特異的 iPS 細胞を用いて CAG リピート編集による遺伝子治療を行う。正常 CAG リ

ピート配列（24 回：AR24Q）を含む Donor DNA を作成し、前述の実験で決定した sgRNA、SpCas9
とともにエレクトロポレーションにより SBMA 疾患特異的 iPS 細胞に導入する。Donor DNA 中に
挿入した薬剤選択カセットを用いて、ノックインされた iPS 細胞クローンを選択する。また、非
特異的切断を起こし得るオフターゲット配列をウェブツールである CRISPR direct により推定
し、ゲノム編集後の iPS 細胞クローンの樹立後、候補領域のシークエンス、エクソーム解析、全
ゲノム解析などにより、非特異的切断を検討する。 
 

(4) ゲノム編集した SBMA 疾患特異的 iPS 細胞における表現型解析 



SBMA 疾患特異的 iPS 細胞から誘導した運動ニューロンでは、（1）早期病態関連分子（CALCA：
CGRP-1）の発現上昇、（2）小胞体ストレス誘導剤（Tunicamycin, Thapsigargin）による神経突
起伸長抑制（HB9e438::Venus レポーターを用いたタイムラプスイメージング）の表現型が明確に
みられることから、CAG リピート編集後の iPS 細胞を運動ニューロンへと分化誘導し、これらの
表現型がレスキューされるか否かを解析する。 
 
４．研究成果 
(1) Foot print-free システムを用いたヒト筋芽細胞株（Hu5/KD3）における CAG リピート編集 
まず、培養細胞株として用いるヒト筋芽細胞株（Hu5/E18）に CAG リピートの伸長した ARを導

入し、その表現型を確認した。Hu5/KD3 の AR は正常の CAG リピート数（24 回：AR24Q）であるこ
とから、55 回（AR55Q）、または 97回（AR97Q）へと伸長した変異 AR（AR55Q, 97Q）、および野生
型 AR（AR24Q）を PiggyBac vector を用いて Hu5/KD3 細胞に導入し、筋管へと分化誘導を行なっ
た。その結果、変異 ARを導入した Hu5/KD3 は、分化異常を示すことを見出した。 
次に、類似の筋芽細胞株（Hu5/KD3）を用いて、CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集により、変異

AR のノックインを行なった。Hu5/KD3 の AR も正常の CAG リピート数（24 回）であることから、
ヒト AR遺伝子の CAG リピート近傍で SpCas9 の標的となる PAM 配列（NGG）を検索し、非特異的
切断をもたらすオフターゲット配列が少なく、高効率に二本鎖 DNA を切断できる標的配列およ
びガイド RNA（sgRNA）を検索した。次に、培養細胞株を用いて、切断効率やオフターゲット効果
などを指標に最適な標的配列、およびそれに対する sgRNA を決定した。また、ゲノム編集の標的
遺伝子である ARに対して、Multisite gateway による PiggyBac transposase を活用した Foot 
print-free の Donor vector 構築システム（Yoshimatsu et al, PLoS One 2019）を用いて、CAG
リピートが 55回（AR55Q）、または 97 回（AR97Q）へと伸長した Donor DNA を作成した。作成し
た Donor DNA を決定した sgRNA、SpCas9 とともに細胞に導入し、限界希釈によりゲノム編集後の
細胞のクローニングを行い、ゲノム DNA を抽出して PCR とシークエンス解析により適切にノッ
クインされたクローンを選択した。さらに、Excision only transposase を用いて、Donor 配列
に含まれる薬剤選択カセットの除去を行ない、ゲノム DNA の PCR およびシークエンス解析によ
り、最終的に適切に薬剤選択カセットが除去されたクローンを得た。取得したクローンにおいて
CAG リピートの伸長を確認したところ、適切に CAG リピートの伸長を確認できたクローン
（Hu5/KD3-AR55Q、および-AR97Q）を取得することができた。また、取得したクローンを筋管へ
と分化誘導したところ、強制発現の場合と同様の分化異常を認め、表現型が得られることを確認
した。 
 
(2) SBMA 疾患特異的 iPS 細胞における CAG リピートの短縮と表現型のレスキュー 
次に SBMA 疾患 iPS 細胞を用いて CAG リピート編集を行なった。正常 CAG リピート配列（24

回：AR24Q）を含む Foot print-free の Donor DNA を作成し、前項と同じ標的配列の sgRNA を準
備し、SpCas9タンパク質とともにエレクトロポレーションによりSBMA疾患特異的iPS細胞（SBMA 
3E-10; AR の CAG リピートが 60回に伸長）に導入した。Donor DNA 中に挿入した薬剤選択カセ
ットを用いて、ノックインされた iPS 細胞クローンを選択した。ゲノム編集後の iPS 細胞クロー
ンからゲノム DNA を抽出し、PCR、およびシークエンス解析により編集後のゲノム配列を確認し、
適切に編集された（CAG リピートを 24 回に短縮された）クローンを選択した。さらに、Excision 
only transposase を用いて、Donor 配列に含まれる薬剤選択カセットの除去を行ない、ゲノム
DNA の PCR およびシークエンス解析による確認を経て、最終的に適切に薬剤選択カセットが除去
された 4 クローンを得た。さらに、染色体解析により、正常染色体であることを確認した。 
SBMA 疾患特異的 iPS 細胞から誘導した運動ニューロンでは、（1）早期病態関連分子の発現上

昇やシグナル変化、（2）神経突起伸長の抑制（HB9e438::Venus レポーター）などの表現型を確認
していることから（Onodera et al., in preparation）、現在、CAG リピート編集後の iPS 細胞
を運動ニューロンへと分化誘導し、これらの表現型がレスキューされるか否かを解析している。 
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Onoderea K, Ito T, Shimojo D, Ishihara Y, Doyu M, Katsuno M, Okano H, Sobue G, Okada Y.

岡田洋平

岡田洋平

AMED再生医療実現拠点ネットワークプログラム「疾患特異的iPS細胞の利活用促進・難病研究加速プログラム」研究拠点I疾患別ミーティン
グ（招待講演）

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

iPS細胞を用いた神経疾患研究

Pathophysiological analysis of spinal and bulbar muscular atrophy using disease-specific iPSCs

iPS細胞を用いたNMJ形成②

Controversy3 PDの病態はiPS細胞で再現できるか　―　Yes　－
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新学術領域「脳たんぱく質老化と認知症制御」第8回班員会議・第4回リトリート

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

ISSCR 2018 Annual Meeting（国際学会）

Okada Y， Onodera K， Ito T, Shimojo D, Okada R, Ishihara Y，Tanaka S, Katsuno M，Doyu M， Sobue G，Okano H.

Ito T, Tanaka S, Shimojo D, Doyu M, Okano H, Okada Y.

岡田洋平、小野寺一成、依田真由子、伊藤卓治、勝野雅央、道勇学、祖父江元、岡野栄之

伊藤卓治、田中智史、下門大祐、道勇学、岡野栄之、岡田洋平
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Pathophysiological analysis of Spinal-bulbar muscular atrophy using disease specific iPSCs.

Establishment of iPSC-derived neuromuscular models for the analysis of non-cell autonomousneurodegeneration in motor neuron
diseases.

疾患特異的iPS細胞を用いた神経変性疾患の早期病態の解明

iPS細胞を用いた神経筋接合部可視化システムおよび機能評価系の構築
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新学術領域「脳たんぱく質老化と認知症制御」第9回班員会議
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第18回日本再生医療学会総会
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疾患特異的iPS細胞を用いた神経変性疾患の早期病態の解明

疾患特異的iPS細胞を用いた球脊髄性筋萎縮症の病態解明と新規治療標的の探索

末梢神経損傷におけるヒトiPS細胞由来運動神経前駆細胞を用いた運動機能再建

疾患iPS細胞による神経・筋共培養を活用した新たな病態解析システムの構築

 ２．発表標題

 ２．発表標題



2019年

2017年

2017年

2017年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Society for Neuroscience Annual Meeting, Neuroscience（国際学会）
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新学術領域「脳たんぱく質老化と認知症制御」第６回班員会議
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岡田洋平
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山岡奈央、清水一憲、今泉裕、伊藤卓治、岡田洋平、本多裕之

Okada Y, Onodera K，Ito T, Shimojo D, Ishihara Y, Tanaka S, Katsuno M，Doyu M，Sobue G，Okano H

第18回日本再生医療学会総会

 ４．発表年

 ４．発表年
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疾患特異的iPS細胞を用いた球脊髄性筋萎縮症の病態解析と新規治療法の開発研究 (招待講演）

疾患特異的iPS細胞を用いた神経変性疾患の早期病態の解明

マイクロデバイスを用いたヒトiPS由来運動神経細胞と骨格筋細胞の三次元共培養

Pathophysiological analysis of spinal-bulbar muscular atrophy using disease specific iPSCs (シンポジウム）
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新学術領域「脳たんぱく質老化と認知症制御」第６回班員会議

伊藤卓治、田中智史、下門大祐、道勇学、岡野栄之、岡田洋平

小野寺一成、下門大祐、石原康晴、道勇学、勝野雅央、祖父江元、岡野栄之、岡田洋平

伊藤卓治、田中智史、下門大祐、道勇学、岡野栄之、岡田洋平

田中智史、伊藤卓治、太田明伸、曽根岳史、下門大祐、今釜史郎、細川好孝、道勇学、岡野栄之、岡田洋平

第40回日本神経科学大会

第40回日本神経科学大会
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 １．発表者名

 １．発表者名

iPS細胞を用いた神経筋接合部可視化システムの構築

疾患特異的iPS細胞を用いた球脊髄性筋萎縮症（SBMA）の病態解析

神経筋接合部のライブセルイメージング

ゲノム編集を用いた骨格筋における球脊髄性筋萎縮症（SBMA）の病態解析
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第40回日本神経科学大会

第40回日本神経科学大会

第23回世界神経学会議・第58回日本神経学会学術大会（国際学会）

丹羽智史、新海宏明、小野寺一成、伊藤卓司、田中智史、李家?、栗本秀、中野智則、道勇学、平田仁、岡田洋平

岡田洋平、李家イ、岡田梨奈、小野寺一成、伊藤卓司、岡野ジェイムズ洋尚、勝野雅央、道勇学、岡野栄之、祖父江元

Okada Y, Ito T, Tanaka T, DShimojo D, Onodera K, Katsuno M, Okano H, Sobue G, Doyu D

Onodera K, Shimojo D, Ishihara Y, Doyu M, Okano H, Katsuno M, Sobue G, Okada Y
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 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

ヒトiPS細胞由来運動神経細胞移植による末梢神経における運動機能の再建

低酸素がヒトiPS細胞由来神経系前駆細胞の分化成熟に与える影響

The analysis of neuromuscular pathology of spinal-bulbar muscular atrophy using iPSC-derived disease model

Pathophysiological analysis of spinal and bulbar muscular atrophy using disease-specific iPSCs.

 ２．発表標題
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Society for Neuroscience Annual Meeting, Neuroscience（国際学会）

Society for Neuroscience Annual Meeting, Neuroscience（国際学会）

第40回日本分子生物学会年会・生命科学系学会合同年次大会

 ３．学会等名

Ito T, Tanaka S, Shimojo D, Doyu M, Okano H, Okada Y

伊藤卓治、田中智史、下門大祐、道勇学、岡野栄之、岡田洋平

Okada Y, Onodera K, Ito T, Shimojo D, Katsuno M, Doyu M, Sobue G, Okano H

Tanaka S, Ito T, Ota A, Sone T, Shimojo D, Imagama S, Hosokawa Y, Doyu M, Okano H, Okada Y

新学術領域研究「脳タンパク質老化と認知症制御」第2回国際シンポジウム（国際学会）

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

Establishment of iPSC-derived neuromuscular models for pathological analysis and drug screening

iPS細胞由来神経筋共培養モデルを用いた神経筋疾患の病態解析

Therapeutic approach for neurodegenerative diseases focusing on early pathogenesis and disease accelerating factors using
disease specific iPSCs

Pathophysiological analysis of skeletal muscles in spinal bulbar muscular atrophy by genome editing of CAG repeats
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第40回日本分子生物学会年会・生命科学系学会合同年次大会

田中智史、伊藤卓治、太田明伸、曽根岳史、今釜史郎、細川好孝、岡野栄之、道勇学、岡田洋平

岡田梨奈、李家イ、小野寺一成、伊藤卓治、勝野雅央、祖父江元、岡野栄之、道勇学、岡野ジェイムズ洋尚、岡田洋平

小野寺一成、下門大祐、伊藤卓治、石原康晴、勝野雅央、道勇学、祖父江元、岡野栄之、岡田洋平
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第40回日本分子生物学会年会・生命科学系学会合同年次大会

第40回日本分子生物学会年会・生命科学系学会合同年次大会

 ２．発表標題
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ゲノム編集を用いた球脊髄性筋萎縮症（SBMA）における骨格筋病態の解析

低酸素がヒトiPS細胞由来神経系前駆細胞の分化成熟に与える影響

疾患特異的iPS細胞を用いた球脊髄性筋萎縮症（SBMA）の病態解析

疾患特異的iPS細胞を用いた神経変性疾患の早期病態の解析
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