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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遺伝子におけるCAG繰り返し配列の異常延
長を原因とする神経変性疾患であり、変異ARが運動ニューロンの核内に集積して神経変性を惹起することが知られてい
る。本研究により、オートファジーが病態に寄与していること、およびシャペロンとオートファジーを活性化する低分
子化合物がSBMAにおける神経変性を抑制することが明らかになった。また、SBMAにおいて発現が亢進しているマイクロ
RNAを外因性に投与することにより、運動ニューロン変性が抑止されることが示された。

研究成果の概要（英文）：Spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA)is a motor neuron disease caused by an ex
pansion of CAG trinucleotide expansion with in the androgen receptor (AR) gene. Nuclear accumulation of mu
tant AR triggers the degeneration of motor neurons in SBMA. Our results indicate that autophagy plays a pr
otective role in SBMA, and that a small compound activating both molecular chaperones and autophagy suppre
sses the motor neuron degeneration in this disease. We also demonstrated that exogenous supplementation of
 miRNA that is up-regulated in SBMA mice attenuates mutant AR-mediated motor neuron degeneration.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： ポリグルタミン病　球脊髄性筋萎縮症　神経変性　細胞周期　JNK

内科系臨床医学・神経内科学



１．研究開始当初の背景 
 神経変性疾患は特定の細胞が機能障害お
よび死に至る難病であり、最近の基礎・臨床
研究の進歩により、細胞内への異常な蛋白質
蓄積が神経細胞の機能障害や細胞死を惹起
することが明らかとされてきているが、ほと
んどの神経変性疾患では有効な根本治療が
見出されず今日に至っている。ポリグルタミ
ン病はハンチントン病（HD）・球脊髄性筋萎
縮症（SBMA）・脊髄小脳失調症（SCA）など 9
つの疾患の総称であり、いずれも翻訳領域に
おけるCAG繰り返し塩基配列の異常伸長によ
る単一遺伝子疾患であり、変異蛋白質が神経
細胞内に異常凝集し、機能障害・細胞死を招
くという病態仮説が確立されており、異常蛋
白質の制御が根本治療（disease-modifying 
therapy）の鍵を握ると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は神経変性疾患の一群であるポリ
グルタミン病について、病態に根ざした根本
的治療法を開発し、臨床応用することにより、
本疾患の克服を目指すものである。とくに、
ポリグルタミンによる神経変性におけるオ
ートファジーの役割の解明、分子シャペロン
やオートファジーを活性化する低分子化合
物の探索・同定、新たな病態関連分子の探
索・同定とその機能を調節する分子標的治療
法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）SBMA におけるオートファジーの役割 
 SBMA の細胞モデルに対し、薬剤によるオー
トファジー阻害およびオートファジー調節
因子である p62 のノックダウンを行い、変異
AR の凝集や細胞毒性に与える影響を検討し
た。また、SBMA マウスモデルにおいて、p62
をノックアウトおよび過剰発現した系を作
成し、in vivo における効果について表現型・
病理所見・生化学的変化を解析した。 
（2）分子シャペロン・オートファジー活性
化治療法の開発 
 分子シャペロンであるHsp70を誘導する化
合 物 と し て 知 ら れ る ペ オ ニ 抽 出 物
Paeoniflorin（PF）を SBMA の細胞モデルに
投与し、変異 AR の分解および神経毒性に与
える効果について生化学的に解析した。また、
SBMA マウスにも同化合物を投与し、その効果
について表現型・病理所見・生化学的変化を
解析した。 
（3）マイクロ RNA を介した治療法の開発 
 SBMA および野生型マウス脊髄を用いて
miRNA の網羅的発現解析を行い、SBMA におい
て特異的に発現が変化しているmiRNAを同定
した。さらに、この miRNA を SBMA の細胞モ
デルに導入することにより、変異 AR 蛋白質
の代謝に与える影響を解析するとともに、標
的となる RNA を同定し、作用機序の解明を行
った。さらに、AAV ベクターを用いてこの
miRNA を SBMA マウスに投与し、その効果につ

いて表現型・病理所見・生化学的変化を解析
した。 
（4）SBMA の iPS 細胞モデルの確立 
 SMBA 患者から文書による同意を得て皮膚
生検を行い、得られた皮膚線維芽細胞を用い
て iPS 細胞を作成し、運動ニューロンに分化
し、AR 蛋白質の凝集や細胞毒性について解析
した。 
 
４．研究成果 
（1）SBMA におけるオートファジーの役割 
 変異 ARを tet-on で inducible に発現する
PC12 細胞にオートファジー阻害剤である
bafilomycin A1 を投与したところ、細胞質に
おいて変異 AR 蛋白質の凝集が誘導された。
この凝集体にはオートファジーマーカーで
ある LC3 や、ユビキチン-プロテアゾーム系
とオートファジーを連携するp62が共存して
おり、オートファジーの機能障害により変異
AR の凝集が亢進することが示された。 
 次に SBMA マウスモデルにおいて p62 をノ
ックアウトしたところ、変異 AR の高分子量
複合体とモノマーの両方が増加し、マウスの
運動機能・生存期間の悪化が認められた（図
1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. SBMA マウスにおける p62 ノックアウト
の効果 
脊髄・骨格筋において p62 の発現抑制により
変異 AR の集積亢進が認められた 
 
 一方、p62 の過剰発現マウスと SBMA マウス
を交配したところ、運動ニューロンや骨格筋
における変異 AR のびまん性核内集積が減少
し、細胞保護的と考えられる核内封入体の形
成が促進され、マウスの運動機能の改善が得
られた。以上から、SBMA においてオートファ
ジーは変異 AR の分解を促進し病態を抑制す
る作用を有していることが明らかとなった
（Doi et al., J Neurosci 2013） 
 
（2）分子シャペロン・オートファジー活性
化治療法の開発 
 正常 AR（AR-24Q）及び変異 AR（AR-97Q）
を含有する AR 安定発現 NSC34 細胞モデルに
PF を投与したところ、容量依存的に AR の発
現レベルが低下した。分子シャペロンである
Hsp70、Hsp40、ユビキチンリガーゼである
carboxyl terminus of Hsc70-interacting 



protein（CHIP）、転写因子である nuclear 
factor-YA （NF-YA）、transcription factor 
EB （TFEB）の発現レベルは PF の濃度依存的
に増加した（図 2）。また PF による ARの分解
はプロテアソーム阻害剤である Lactacystin、
オートファジー阻害剤であるBafilomycin A1
により抑制された。さらに、AR-97Q 安定発現
NSC34細胞でNF-YAやTFEBを強制発現すると
変異 AR の発現が減少した。以上から、PF に
よる AR の分解は UPS とオートファジーの双
方によるものである事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. PF による蛋白質分解系の誘導 
PF の投与により NF-YA、TFEB、熱ショック蛋
白質が誘導され、変異 AR の分解が促進され
た。 
 
 次に SBMA マウスモデルに PFを投与したと
ころ、体重変化、生存率、Rotarod、Cage 
activity の４つのパラメーター全てで PF 投
与により有意に改善した。また、PF 投与群で
は脊髄及び骨格筋において NF-YA の mRNA レ
ベルが増加し NF-YA、Hsp70、Hsp40、CHIP、
TFEB 各タンパク質の発現レベルも増加し、変
異 AR の核内集積が抑制された。これらの結
果から PF 投与による分子シャペロン、CHIP
と TFEB の増加が分子シャペロン−UPS とオー
トファジー分解を経て変異 AR の減少を促す
事が示唆された（Tohnai et al. Hum Mol Genet 
2014）。 
 
（3）マイクロ RNA を介した治療法の開発 
 AR-97Q マウス脊髄から抽出したマイクロ
RNA を用いて網羅的解析を行い、AR-97Q マウ
スにおいて高発現を認める miR-196a を同定
した。miR-196a を培養細胞モデルに過剰発現
させると ARの mRNA 及び蛋白質発現量が低下
し、そのメカニズムとして。miR-196a が AR
の mRNA を安定化させる CUGBP2, Elav-like 
family member 2（CELF2）の発現を抑制する
ことで ARの mRNA の分解が促進することが明
ら か と な っ た 。 miR-196a と Green 
fluorescent protein（GFP）を発現するアデ
ノ随伴ウイルスベクター（AAV-miR-196a）を
作成し、5週齢の SBMA マウス下肢の筋肉に投
与したところ、筋注された AAV は血行性に全
身へ播種し効率よく中枢神経系に感染し、
AAV-miR-196a を投与された SBMA マウスでは
運動機能の有意な改善がみられ、病理学的に

も異常 AR の蓄積や神経原性筋萎縮ならびに
反応性グリオーシスの有意な改善を認めた
（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. SBMA マウスモデルにおける miR-196a
の効果 
AAV ベクターによる miR-196a の投与により、
SBMA マウスの運動機能（左）および生存期間
（右）が改善した。 
 
以上より、miR-196a 投与により SBMA の原因
蛋白質の発現を抑制し、神経変性の病態を抑
止できるものと考えられた（Miyazaki et al. 
Nat Med 2012）。 
 
（4）SBMA の iPS 細胞モデルの確立 
 連携研究機関である慶応大学において4名
の SBMA 患者から文書による同意を得て皮膚
を採取し、線維芽細胞を得た。この繊維芽細
胞に、レトロウイルスにより Sox2, Oct4, 
Klf4, c-Myc を、またはエピゾーマルベクタ
ーにより Sox2, Oct4, Klf4, L-Myc, shp53
を導入することにより、SBMA 疾患特異的ヒト
iPS 細胞を樹立し、運動ニューロンへの分化
誘導系を構築した。SBMA 患者 iPS 由来運動ニ
ューロンではテストステロン依存性の細胞
毒性および TGF-βシグナル異常が観察され、
SBMA の病態を再現するモデルとしての妥当
性が確認された。 
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