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研究成果の概要（和文）： 

異常延長した CAG リピートをもつヒトの全長のアンドロゲンレセプター（AR）遺伝子を

発現する球脊髄性筋萎縮症（SBMA）トランスジェニックマウス（SBMA マウス）を用い

てペオニ抽出物（PE）投与の効果を検討したところ、PE はストレス応答蛋白の発現レベ

ルを上昇させ、変異 AR の凝集体形成を有意に抑制し、ポリグルタミンによる筋力低下、

自発的行動減少などの表現型を改善し生存率を大きく向上させた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We administrated the peony extract to male spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA) transgenic 

mouse model (androgen receptor (AR)-97Q or AR-24Q) and examined various neurological and 

behavioral parameters. Administration of the peony extract markedly ameliorated motor impairments 

in AR-97Q mice without detectable toxicity, and reduced amounts of monomeric and nuclear 

accumulated mutant AR. Mutant AR was preferentially degraded in the presence of the compound in 

both SBMA cell and mouse models when compared with wild-type AR. It also significantly induced 

Hsp70 and Hsp40. These observations suggest that the compound is a promising therapeutic 

candidate for polyglutamine (polyQ)-mediated neurodegenerative diseases including SBMA.  
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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。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、ポリグルタミン鎖の延長した
病因蛋白質は折りたたみ異常を持ち
（misfold 蛋白）、3次元構造が変化して病
原性を発揮していることも想定されている。
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
る。 
 生体（細胞）を熱ショックに曝すと、熱
ショック蛋白質(heat shock protein、Hsp
と略)あるいは分子シャペロンと呼ばれて
いる蛋白質が合成されてくる。この熱ショ
ックによって分子レベルでは蛋白質の構造
変化が引き起こされる。変性した蛋白質は
その機能を失うとともに、疎水性領域が外
に露出して互いに凝集しやすくなり、細胞
にとって毒性を発揮する。個々の Hsp は、
変性した蛋白質を元どおりに折りたたむ、
あるいは修復不能の場合には分解する機能
を持っている。近年、Hsp 発現量が多い神
経細胞ではポリグルタミン鎖の延長した変
異蛋白への耐性が強く変性を起こさないこ
とが報告されており、個体レベルである
SBMAマウスモデルと剖検患者組織でHspの
発現の程度と病変組織の選択性の関わりの
有無を検討することは、Hsp 発現のポリグ
ルタミン病の病態形成への関与を明らかに
する意味で重要であると考えられる。さら
に、毒性のない低分子 Hsp 誘導剤および誘
導補助剤を探索することは、神経変性疾患
の治療や予防にとって有用であると考えら
れる。 
 

２．研究の目的 

 神経変性疾患の一つである SBMA のトラン
スジェニックモデルマウスに対して、新たな 
Hsp 誘導剤を探索していたところ、シャクヤ
クの主成分であるペオニ抽出物には、毒性の

ない用量で強いHsp誘導効果があることを見
い出した。そこで、シャペロンーUPS を分子
標的とし、Hsp 誘導による治療法の開発を視
野に入れて、SBMA の神経培養細胞とマウス
モデルに対してペオニ抽出物を用いた治療
的介入実験を行った。我々は、すでにペオニ
抽出物を用いて、神経培養細胞では分子シャ
ペロンとUPSが活性化されている現象を見い
だしており、神経変性疾患のモデル動物で治
療効果が見られるかどうかを表現型の解析
で検討した。さらに、ペオニ抽出物の分子シ
ャペロン発現増加効果を神経組織部位別に、
各臓器別に検討し、作用機序を解析した。 
 

３．研究の方法 

(1)神経培養細胞モデルにおける Hsp 高発現
による治療効果の検討 
 ヒト神経培養細胞モデルでは、Hsp 誘導剤
であるペオニ抽出物を様々な濃度で投与し
て、Hsp 高発現による変異したヒトアンドロ
ゲン受容体(AR)蛋白の発現量、ユビキチン化
やその分解課程における分子シャペロン及
びユビキチンリガーゼなどとの相互作用に
ついて調べた。SBMA 培養細胞モデルは、正常
および異常延長したポリグルタミン鎖を含
有する AR 遺伝子発現ベクターを恒常的に発
現するSBMAヒト神経培養細胞(SH-SY5Y)モデ
ルを使用した。これらの培養細胞モデルを用
い、様々な濃度のペオニ抽出物で、AR蛋白（正
常 CAG リピート及び異常延長 CAG リピート）
の発現量に及ぼす影響をウエスタンブロッ
ト法や免役沈降法などの分子生物学的手法
を用いて検討した。 
 
(2) マウスモデルにおける Hsp 高発現 
 SBMA マウスモデルは、chicken β-actin
プロモーターの調節下で異常延長したCAGリ
ピートをもつヒトの全長の AR 遺伝子を発現
するトランスジェニックマウス（SBMA マウ
ス）を用いる。SBMA マウスは、表現形に性差
があり、進行性の運動障害を来たす。ペオニ
抽出物の治療効果を検討するために、モデル
マウスに対して、これまでの報告において短
期投与では毒性が問題にならないことが確
認されている量を薬剤吸収が確実な腹腔内
に連日投与する。Hsp 高発現の効果を、体重
変化、生存率、Rotarod 法(一定の速度で回転
する棒の上に，落下せずにつかまっていられ
る時間を測定)、Cage activity測定法(24 時
間のマウス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、抗
ポリグルタミン抗体などを用いた免疫組織
化学などの病理学的検索、ウエスタンブロッ
トなどを用いたタンパク発現解析および電
子顕微鏡による凝集体の形態観察などによ
り分子生物学的に検討した。特に、ウエスタ
ンブロットや病理学的解析により核内変異



 

 

蛋白の蓄積の程度を定量的に解析し、in 
vitro での効果との比較検討を行った。 
 
４．研究成果 
 培養細胞モデルにおいて、ペオニ抽出物の
投与により薬剤濃度依存性に 97 リピート数
の AR(AR97Q)の減少効果がみられた。人体で
は正常リピート数とされる 24 リピートの
AR(AR24Q)でも同様の効果を認めたが、AR 減
少効果は AR97Q でのほうに強くみられた。ま
た，薬剤投与により変異タンパクの分解に関
わる分子シャペロンの発現増加がみられた。
このときHSP の転写因子である NF−YA の発現
量に増加が見られた。またペオニ抽出物の投
与によりシャペロン依存性ユビキチンリガ
ーゼ（CHIP）の発現量も増加した。 
こうした培養細胞モデルの結果より，ポリグ
ルタミンが伸長した病的な AR は、ペオニ抽
出物により生体内でもその発現量を減少さ
せることが可能と考えられ、次にマウスモデ
ルにペオニ抽出物の投与を行った。コントロ
ール群は生理食塩水，治療群は PE×1（ペオ
ニ抽出物:6.7g/kg），PE×2(ペオニ抽出
物:13.4g/kg)で施行した。マウスの表現型の
変化は、体重、生存率、運動機能解析(Rotarod, 
cage activity)にて評価したところ、ペオニ
抽出物はポリグルタミンによる筋力低下、自
発的行動減少などの表現型を改善し生存率
を大きく向上させ、治療群でも生殖能力が保
たれ、その他に明らかな副作用は見られなか
った。このように，ペオニ抽出物投与群は非
治療群に比べて，すべての解析において投与
量依存性に有意な治療効果を認めた 

タンパクの発現量の評価をウエスタンブ
ロット法により SBMA マウスモデルの脊髄と
骨格筋にて行うと、ペオニ抽出物の投与によ
りポリグルタミン鎖が異常伸長した AR が減
少し、異常伸長したポリグルタミンを特異的
に認識する１C2 抗体を用いた免疫染色にお
いては、有意に治療群で 1C2 陽性細胞の減少
が認められた。Hsp70 などの分子シャペロン
の発現は脊髄、筋ともに強く上昇し、NF-YA
もモデル細胞と同様に治療群で発現量が増
加した。 CHIP の発現量も増加した。 
 このようにペオニ抽出物のポリグルタミ
ン病培養細胞モデルとモデルマウスへの投
与は、有意な治療効果を示し、モデルマウス
への長期連続投与に明らかな副作用が確認
されなかったことより、その他の異常タンパ
ク質によって引き起こされる神経変性疾患
においてもこれらの病因タンパク質の発現
量低下が認められれば、ペオニ抽出物の投与
は安全で有望な治療として応用が可能とな
ると考えられる。 
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