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はじめに
運動ニューロンは骨格筋を支配している神経細胞であり、細胞体は主に大脳皮質の運動野と脊髄前角に存在する。運動ニューロン疾患は運動ニューロンの選択的変性・脱落により、進行性の筋力低下や筋萎縮をきたす。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）と球脊髄性筋萎縮症（SBMA）であり、いずれの疾患も主に呼吸不全により死に至る。運動ニューロン疾患の分子病態は未だ解明されていない点が多く、根本的治療法は見出されていない。SBMAは運動ニューロンと骨格筋の変性・脱落をきたす遺伝性の難病である。2017年にリュープロレリン酢酸塩が治療薬として承認されたが、副作用や効果が限定的であることからさらなる治療薬の開発が望まれている。SBMAの病態、治療法開発の過程、さらに今後の治療の可能性についてわれわれの最新の研究結果を交えて概説する。

SBMAの症状
SBMAは男性のみに発症する遺伝性の神経筋疾患であり、緩徐に進行する筋力低下や筋萎縮をみとめる。筋症状は四肢近位や顔面、構音筋にみられ、歩行障害や話しにくさ、飲み込みにくさ、鼻声を呈する1）（図1a）。日本の有病率は人口10万人あたり2人程度であり、人種や地域による差は明らかでない。手指の振戦や有痛性の筋痙攣が先行することが多く、30～60歳で筋力低下を初めて自覚する。下肢遠位優位に振動覚低下をみとめることがあり、随伴症状として女性化乳房、発毛の減少、睾丸萎縮などのアンドロゲン不応症状がみられる。知能や精神は正常であり、嚥下・呼吸機能低下による呼吸器感染が死因になることが多い。
[image: ]図1 SBMAでは四肢や舌の筋萎縮をみとめる。舌が薄く、舌縁に皺をみとめる（矢印）（a）。変異ARはテストステロンと結合し核内に移行すると、凝集体を形成する（b）。ポリグルタミンを特異的に認識する抗体（1C2）で患者脊髄を免疫染色すると、運動ニューロンの核内にARの凝集をみとめる（c）。


SBMAの検査所見
血液検査では、筋細胞の障害を反映して血清クレアチンキナーゼ（CK）が上昇（正常値～正常上限の10倍以上）する。血清クレアチニンは筋萎縮を反映し低値であり、運動機能などの重症度を反映するバイオマーカーとなる可能性がある2）。また肝機能障害や脂質代謝異常、耐糖能異常を伴う。内分泌学的検査ではアンドロゲン抵抗性がみられるが、血清テストステロンは正常ないし軽度高値である。針筋電図検査（細い電極針を筋肉に刺して筋線維の電気活動を調べる）では、進行性かつ慢性の脱神経所見がみられる。神経伝導検査（末梢神経を電気刺激して刺激が伝わる速さや程度を検査する）では、特に感覚神経である腓腹神経において活動電位の低下をみとめる3）。心電図では約10%でBrugada型異常がみられ、一部の患者で失神や突然死に至ることがある。嚥下造影では喉頭蓋谷や食道の入口にバリウム残留をみとめ、嚥下機能の評価に用いる。病理学的には脊髄前角、顔面神経核、舌下神経核、疑核のニューロンの変性・脱落をみとめ、骨格筋では神経原性変化（運動ニューロンが障害されて起こる変化）と筋原性変化（筋細胞が障害されて起こる変化）が混在する。2010年から遺伝子検査に保険が適応となり、診断に有用である。

SBMAの分子機序
SBMAの病因はアンドロゲン受容体（AR）遺伝子のCAG反復配列の異常伸長である。ARはX染色体長腕（Xq11-q12）上の第1エクソンに存在し、健常人ではCAGリピート数が11～36であるがSBMA患者では39～72である。リピート数が多いほど若年発症になるが、CAGリピート数と症状の進行速度は関連がないと知られている。グルタミンをコードするCAG塩基配列が原因遺伝子において異常に伸長する疾患は、ポリグルタミン病と総称される。ポリグルタミン病は、脊髄小脳変性症やハンチントン病など現在9つの疾患が知られている。これらの疾患では神経細胞内に変異蛋白が蓄積する。異常な折りたたみ構造を呈する変異蛋白が不溶性のオリゴマーを形成してニューロンの核内に集積し、転写障害やDNA損傷、軸索輸送障害などの細胞の機能低下を引き起こす可能性が示唆されている。ARは生殖器の他、中枢神経、心臓、骨格筋、腎、副腎、膵臓など多くの臓器に発現しており、多彩な症状に反映している。

SBMAのホルモン依存性病態
SBMAの原因蛋白質であるARは核内受容体であり、熱ショック蛋白質（HSP）などと複合体を形成し細胞質に存在するが、リガンドである男性ホルモン（テストステロン）と結合するとこれらの蛋白質から離れて核内へ移行し、転写を制御する。変異ARは核内に移行すると凝集体を形成し、細胞死を引き起こす（図1b, c）。ARのCAGリピートが97個に伸長したSBMAマウスモデル（AR-97Qマウス）では雄のみに進行性の筋力低下や神経原性筋萎縮をみとめ、患者と同様の症状を呈する。一方去勢術を行い、男性ホルモンを低下させると、運動ニューロンなどにおける変異ARの集積が著明に減少し、表現型や寿命も改善する4）。またAR-97Qマウスに、テストステロン分泌を抑制するリュープロレリン酢酸塩を投与すると病態抑止効果をみとめる5）。一方雌マウスにテストステロンを投与すると、変異ARの核内集積が増加し筋力低下や筋萎縮が生じる。以上より変異ARがテストステロンの存在により核内に集積し、細胞障害をきたすことがSBMAの病態であると考えられている。

SBMAに対する抗アンドロゲン療法
上述の研究結果に基づいて行われた、SBMA患者50例に対する第II相臨床試験（ランダム化プラセボ対照化比較試験）では、リュープロレリン酢酸塩の投与により陰嚢皮膚における変異ARの核内集積の抑制、血清CKの改善が明らかになった6）。その後の第III相臨床試験では、リュープロレリン酢酸塩投与群100名、プラセボ投与群99名の計199名の患者に投薬が行われた。主要評価項目である咽頭部バリウム残留率の48週間の変化量はリュープロレリン酢酸塩群で−5.1%、プラセボ群で0.2%であった（p=0.063）。また発症10年未満の群におけるサブグループ解析を行うと、咽頭部バリウム残留率の変化量がリュープロレリン酢酸塩群で−6.4%、プラセボ群で3.4%となり有意に改善した（p=0.009）。陰嚢皮膚における変異ARの核内凝集の頻度や血清CKにおいても、治療群で有意に低下していた。以上の結果より48週間のリュープロレリン酢酸塩投与は、発症からの期間が短い患者において嚥下機能を改善する可能性が考えられ7）、2017年にリュープロレリン酢酸塩がSBMAの進行抑制に関して効能追加承認を取得した。しかし、四肢筋力低下に対する効果が限定的であること、性機能抑制や骨格筋のタンパク同化作用抑制などの副作用があることから、新たな治療薬の開発が望まれている。

SBMAの筋原性病態
SBMAではグリアや骨格筋など非神経細胞の動態が深く関与していることが明らかになってきている。中でも運動ニューロンと骨格筋のクロストークの異常（図2）が注目されている。SBMA患者では血清CK値が上昇し、筋病理で筋原性変化をみとめることから、骨格筋における一次性の病態が示唆されている。SBMAのノックインマウスモデルでは、骨格筋変性が運動ニューロン障害に先行する8）。また変異ARが惹起するミトコンドリア異常や酸化ストレス、NFκBシグナル異常による細胞障害は、ニューロンだけでなく骨格筋においてもみられることをわれわれが報告している9）。さらにマウスの筋のみに変異ARを発現させると運動ニューロン障害を引き起こすことが明らかになっており10）、逆に骨格筋のみで変異ARの発現を抑制するとSBMAモデルマウスの病態が改善することも知られている。クレアチンは骨格筋のエネルギー代謝に重要であるが、SBMAではクレアチントランスポーターであるSLC6A8の発現低下により骨格筋へのクレアチン取込みが低下していることが報告されている11）。骨格筋は栄養因子を供給する主な組織であるが、骨格筋障害に起因するグリア細胞株由来神経栄養因子、血管内皮増殖因子などの減少が、ニューロンの機能低下の一因となっている可能性が考えられている。こうしたことから、SBMAでは運動ニューロン変性と並行して、骨格筋においても変異ARによる一次的な病態が存在することが示唆されている。
[image: ]図2 SBMAの筋原生病態。SBMAは従来、運動ニューロン疾患と考えられてきたが、近年骨格筋の一次的な病態の存在が明らかになっている。


SBMAのSrc病態
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が明らかになってきている。また前述のように、SBMAでは運動ニューロンだけでなく骨格筋も治療のターゲットになりうることが示唆されている。われわれはSBMAの病態の本質に寄与する分子機序を明らかにし、より根本的な治療法を見出すことを目標として、AR-97Qマウスの脊髄と骨格筋のシグナル変化を運動機能障害が出現する以前から経時的かつ網羅的に解析した。まず、AR-97Qマウスの3つの病期（発症前、発症前期、発症後期）における脊髄と骨格筋からタンパクを抽出し、Bio-Plex™マルチプレックスシステムを用いて、主に生存や増殖に関わる様々なシグナルにおける代表的な分子（計17個）のリン酸化レベルを同時に測定した。野生型マウスと比較して、AR-97Qマウスの脊髄においてSrcのリン酸化が発症前（6週齢）から発症後期（13週齢）まで一貫して上昇し、さらにSrcの下流に存在するStat3のリン酸化が発症前に脊髄と骨格筋で上昇していた（図3）。マウスの神経幹細胞であるNSC34と、マウスの筋芽細胞であるC2C12を用いて作成したSBMA細胞モデル（AR-97Q）においてもSrcの活性化を認めた。またSBMA患者より樹立したiPS細胞由来運動ニューロン、SBMA患者の生検筋、ヒト剖検組織（脊髄と骨格筋）においてもSrcのリン酸化が上昇していた（図4）。これらの結果からSrcシグナルの異常活性化がSBMAの病態に強く関連している可能性が考えられた。
[image: ]図3 Bio-Plex™マルチプレックスシステムによる経時的かつ網羅的なシグナル解析。まずAR-97Qマウスの脊髄と骨格筋で、発症前からリン酸化が上昇している分子に注目した（a青枠）。その中でもAR-97Qマウスの脊髄において発症前から発症後まで有意にリン酸化が上昇しているSrcに着目した（a赤枠）。6週齢のAR-97Qマウス（AR）では野生型マウス（Wt）と比較して脊髄と骨格筋においてSrcのリン酸化が上昇している（b, c）。

[image: ]図4 SBMA患者におけるSrcの異常活性化。SBMA患者より樹立したiPS細胞由来運動ニューロン（a）、SBMA患者の生検筋（b）、剖検組織（脊髄と骨格筋）（c）においてSrcのリン酸化が上昇している。


Src病態を標的とした治療法
SBMA細胞モデルにSrc阻害薬（A419259）を添加することにより生存率が改善し、SBMA細胞モデルにSrcを過剰に発現させると細胞の活性が低下したため、Srcの活性化がSBMAの病態悪化に寄与していることが示唆された。またSBMAマウスモデルにA419259を腹腔内投与すると病態の抑止効果を認めた12）（図5）。A419259の投与は、SBMAマウスモデルの脊髄と骨格筋におけるARの発現量に影響を与えていなかった。Src阻害薬の作用機序を明らかにすべく、Src阻害薬投与群と非投与群のSBMA細胞モデル（神経細胞と筋芽細胞）とマウスモデル（脊髄と骨格筋）を用いてSrcのeffector moleculeである、p130Cas・Stat3・p38MAPK・Aktのリン酸化レベルについてウエスタンブロットを用いて評価した。その結果、Src阻害薬の投与によりp130Casのリン酸化が全てのモデルで有意に抑制されており、p130Casの活性化が病態に関与していることが示唆された。そこでSBMA細胞モデルにp130Casを一過性強制発現させると細胞の生存率は低下し、siRNAを用いてp130Casの発現を抑制すると細胞の活性が改善したため、p130Casのリン酸化がSBMAの病態に関与していることが明らかになった。その後われわれはSBMAにおいてSrcシグナルが活性化するメカニズムを調べた。前立腺がんの細胞モデルにおいてARとSrcが結合し相互に活性化させるという報告を基に13, 14）、NSC34にdeleted AR-97Q（ARとSrcの結合部位を欠損させたプラスミド）とSrcを一過性強制発現させると、full AR-97Q（ARとSrcの結合部位を欠損させていないプラスミド）とSrcを発現させた場合と比較してSrcの活性化が低下していることが明らかになった（図6）。これはSrcの活性化にはARとSrcの直接的な結合が重要であることを示唆する結果であった12）。
[image: ]図5 AR-97QマウスにおけるA419259の効果。A419259の投与により、AR-97Qマウスの体重・握力・ロタロッド試験・生存率の改善をみとめた（a–d）。またAR-97Qマウスの筋萎縮の改善をみとめた（e）。

[image: ]図6 SrcはARと結合してリン酸化され活性化する（a）。deleted AR-97Q（ARとSrcの結合部位を欠損させたプラスミド）とSrcをNSC34に一過性強制発現させると、full AR-97Q（ARとSrcの結合部位を欠損させていないプラスミド）とSrcを発現させた場合と比較してリン酸化Srcの低下をみとめた（b, c）。


ALSにおけるSrc病態
ALSは成人発症の運動ニューロン疾患であり、日本における有病率は1万人に1人である。約10%が家族性であり、その中の20%がSOD1変異を伴う家族性ALSである。われわれは、ALSのマウスモデルであるG93A変異SOD1マウスの脊髄と骨格筋を用いたBio-Plex™マルチプレックスシステムの解析を行った。その結果SBMAマウスモデルと同様に、発症前（9週齢）において脊髄と骨格筋でSrcのリン酸化が上昇していた。SOD1変異のあるALS患者由来iPS細胞から作成した脊髄運動ニューロンでは、Src/c-Ablシグナルの活性化が報告されている15）。また様々な変異を含むALS患者由来iPS細胞を用いて細胞死を抑制する薬剤をスクリーニングした研究では、Src/c-Abl阻害薬の1つであるボスチニブが運動神経細胞死と異常タンパクの蓄積を抑制することが見出されている15）。なおSrcと共に非受容体型チロシンキナーゼとして知られるc-Ablの阻害薬はG93A変異SOD1マウスの生存率を改善させたと報告されている16）。以上の知見より、Srcシグナル異常は運動ニューロン疾患に共通した病態である可能性が考えられる。

がんと運動ニューロン疾患の共通項
がんは細胞増殖が異常に進んでしまう疾患である。一方、運動ニューロンは通常増殖せず、運動ニューロン疾患に罹患すると細胞死が一方向性に進行することから、がんと運動ニューロン疾患は一見、逆の病態であると考えられる。今回注目したSrcは、種々の癌で活性化していることが知られており、癌の進行や転移に関連している。運動ニューロン疾患におけるSrc病態は、神経筋疾患と癌の共通項であるとともに、Srcシグナルを阻害する抗がん剤が神経難病治療薬となり得る新たな可能性が示唆された。

おわりに
SBMAの新規治療薬としてSrc阻害薬が有望であることが示唆された（図7）。Src阻害薬の中には、癌の治療薬として臨床応用されている薬剤もしくは治験中の薬剤が複数存在する。SBMAの病態改善におけるそれらの薬剤の有効性が期待される。
[image: ]図7 SBMAにおけるSrcの異常活性化。SBMAでは運動ニューロンと骨格筋においてSrcが活性化しており、Src阻害薬の投与により神経変性と筋変性が改善した。
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OEBPS/text/figure2.xhtml
[image: ]図2 SBMAの筋原生病態。SBMAは従来、運動ニューロン疾患と考えられてきたが、近年骨格筋の一次的な病態の存在が明らかになっている。



OEBPS/text/figure3.xhtml
[image: ]図3 Bio-Plex™マルチプレックスシステムによる経時的かつ網羅的なシグナル解析。まずAR-97Qマウスの脊髄と骨格筋で、発症前からリン酸化が上昇している分子に注目した（a青枠）。その中でもAR-97Qマウスの脊髄において発症前から発症後まで有意にリン酸化が上昇しているSrcに着目した（a赤枠）。6週齢のAR-97Qマウス（AR）では野生型マウス（Wt）と比較して脊髄と骨格筋においてSrcのリン酸化が上昇している（b, c）。



OEBPS/text/figure1.xhtml
[image: ]図1 SBMAでは四肢や舌の筋萎縮をみとめる。舌が薄く、舌縁に皺をみとめる（矢印）（a）。変異ARはテストステロンと結合し核内に移行すると、凝集体を形成する（b）。ポリグルタミンを特異的に認識する抗体（1C2）で患者脊髄を免疫染色すると、運動ニューロンの核内にARの凝集をみとめる（c）。
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OEBPS/text/figure6.xhtml
[image: ]図6 SrcはARと結合してリン酸化され活性化する（a）。deleted AR-97Q（ARとSrcの結合部位を欠損させたプラスミド）とSrcをNSC34に一過性強制発現させると、full AR-97Q（ARとSrcの結合部位を欠損させていないプラスミド）とSrcを発現させた場合と比較してリン酸化Srcの低下をみとめた（b, c）。
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OEBPS/text/figure7.xhtml
[image: ]図7 SBMAにおけるSrcの異常活性化。SBMAでは運動ニューロンと骨格筋においてSrcが活性化しており、Src阻害薬の投与により神経変性と筋変性が改善した。
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OEBPS/text/figure4.xhtml
[image: ]図4 SBMA患者におけるSrcの異常活性化。SBMA患者より樹立したiPS細胞由来運動ニューロン（a）、SBMA患者の生検筋（b）、剖検組織（脊髄と骨格筋）（c）においてSrcのリン酸化が上昇している。
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[image: ]図5 AR-97QマウスにおけるA419259の効果。A419259の投与により、AR-97Qマウスの体重・握力・ロタロッド試験・生存率の改善をみとめた（a–d）。またAR-97Qマウスの筋萎縮の改善をみとめた（e）。
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