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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

球脊髄性筋萎縮症（Spinal Bulbar Muscular Atrophy: SBMA）は、成人男性に発症する緩徐進行性の下位

運動ニューロン変性疾患である。アンドロゲン受容体（AR）の CAG リピート伸長により発症すること

が知られており、これまでのモデルマウスを用いた解析により、ポリグルタミン鎖（CAG リピート）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凝集体を形成し、運動ニューロン変性を誘導

することが示されてきた。しかし SBMA モデルマウスは患者の病態を完全に再現しているとはいえず、

また病態における骨格筋の関与も示唆されるなど、神経変性の分子機構には依然として不明な点が多い。

また LH-RH アナログ（Leuprorelin）による抗アンドロゲン療法は、SBMA の症状を改善することが報告

されているが、その効果は必ずしも確実なものとはいえず、より確実で効果的な治療法の開発が必要と
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されている。したがって SBMA 患者由来 iPS 細胞から誘導した患者由来運動ニューロンや骨格筋による

詳細な病態解析、新規治療法の開発が望まれている。本研究では、SBMA 患者由来 iPS 細胞を用いた病

態解析や治療法開発を効率的に行うための解析システムの構築を目的に以下の解析を行った。 
１．iPS 細胞由来運動ニューロンを用いた病態解析の迅速化、効率化 

SBMA 患者由来 iPS 細胞から誘導した運動ニューロンを用いた病態解析や創薬研究を効率的に行うた

めの効率的分化誘導システムの構築を行った。まず、BMP 阻害剤、TGFβ阻害剤（Dual Smad inhibition）、
GSK3β阻害剤を用いることで、さらに分化誘導に用いる低分子化合物を特異性が高く細胞毒性の低いも

のに変更することで、より少数の iPS 細胞から簡便、迅速、高効率に運動ニューロンの分化誘導が可能に

なった。また、運動ニューロンの成熟促進法、およびイメージングサイトメーター（IN Cell Analyzer 6000）
を用いた一括定量解析するシステムの開発により、効率的に、かつ明確に運動ニューロンの病態が捉え

られるようになった。 
２．運動ニューロン特異的病態解析法の開発 

運動ニューロン特異的な病態を解析するために、運動ニューロンを可視化するレポーターレンチウイ

ルス（HB9e438::Venus）を作成した。このレポーターで標識することで、運動ニューロンの数、神経突起

伸長、細胞体の大きさ等の表現型をイメージングサイトメーターにより一括定量解析するシステムを構

築した。本システムを応用し、SBMA 患者由来運動ニューロンにおけるストレス負荷による病態促進を

検出した。また Venus 強陽性画分をフローサイトメトリー（FACS）により分取することで、運動ニュー

ロンの濃縮・純化に成功した。 
３．運動ニューロンと骨格筋との相互作用による病態解析システムの開発 

iPS 細胞由来運動ニューロンと骨格筋との共培養により、神経・筋相互作用を解析するシステムを構築

した。iPS 細胞由来運動ニューロンをヒト骨格筋細胞と共培養し、αBTX で標識される神経筋接合部（NMJ）
が形成されることを確認した。また、NMJ のタイムラプスイメージングや High content analysis を効率的

に行うための培養システムを構築した。 
また、変異 AR をヒト骨格筋細胞に発現させることで SBMA 骨格筋モデルを作成し、骨格筋や神経・

筋相互作用の病態を明らかにした。神経・筋の機能的相互作用や分子病態を解析するシステムの開発へ

と進めている。 
４．病態進行・治療効果の指標となり得る病態検出システムの確立 

ポリグルタミン鎖の伸長した変異 AR による凝集体形成は、SBMA において最も重要な病態一つであ

り、治療の指標にもなり得るものである。そこで、より安定的に、かつ高感度に変異 AR 凝集体形成を検

出するシステムの構築を進めている。iPS 細胞由来分化細胞を用いた病態スクリーニングや薬剤スクリー

ニングへの応用が期待される。 
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Spinal bulbar muscular atrophy (SBMA) is an adult onset, slowly progressive motor neuron disease, caused by 

abnormal expansion of CAG repeats in Androgen receptor (AR). The analyses of SBMA model mice have revealed 

mutant AR with expanded polyglutamine tracts (CAG repeats) form aggregation in testosterone-dependent manner, 

and induce motor neuron degeneration. However, SBMA model mice could not necessarily recapitulate patients’ 

pathology, and the involvement of skeletal muscles in neurodegeneration has been recently shown, thus, its 

pathogenesis still remains to be fully elucidated. Moreover, though anti-androgen treatment by LH-RH analogue, 

Leuprorelin, has been shown to rescue the phenotypes of SBMA model mice, it was shown to be only partially 

effective for patients of SBMA in clinical trials, indicating the necessity of developing more reliable and effective 

treatments. Therefore, detailed pathophysiological analysis and drug screening using SBMA disease specific iPSCs 

are expected. Here, we established efficient analysis system for pathophysiological analysis and drug discovery 

using motor neurons and skeletal muscles derived from disease specific iPSCs of SBMA. 

１． Establishment of rapid and efficient analysis system of iPSC-derived motor neurons 

For efficient pathophysiological analysis using iPSC-derived motor neurons, we established protocol of rapid, 

efficient and simple motor neuron differentiation from iPSCs, with dual Smad inhibition (BMP inhibitor, TGFβ 

inhibitor) and GSK3β inhibitor. The use of more specific and less cytotoxic reagents increased the number of motor 

neurons obtained from small numbers of iPSCs. Moreover, we developed motor neuron maturation protocol and 

high content analysis system using imaging cytometer (IN Cell Analyzer6000), with which we could successfully 

detected definitive phenotypes of SBMA iPSC-derived motor neurons. 

２． Establishment of analysis system of motor neuron specific pathology 

For the analysis of motor neuron specific pathology, we developed reporter lentivirus which visualizes 

iPSC-derived motor neurons (HB9e438::Venus). Pathological changes in motor neurons labelled by this reporter 

could be quantitatively analyzed by high content analysis, from the aspect of the number of motor neurons, neurite 

length, and motor neuron size. With this system, we detected enhanced phenotypes in SBMA iPSC-derived motor 

neurons by stress inducers. Moreover, we successfully purified iPSC-derived motor neurons by sorting 

HB9e438::Venus high-positive fractions. 

３． Establishment of analysis system of neuro-muscular pathology 

For the analysis of neuro-muscular interactions, co-culture system of motor neurons and skeletal muscles was 

established. When iPSC-derived motor neurons were co-cultured with human skeletal muscle cells, they formed 

neuromuscular junctions (NMJs) in vitro. We also established co-culture system for time-lapse imaging and 

high-content analysis (HCA) of NMJ. By using these systems, we clarified non-cell autonomous effects of mutant 

AR-expressing skeletal muscles on motor neurons. We are currently developing advanced analysis system to clarify 

underlying molecular pathophysiology of neuro-muscular interactions. 

４． Detection of disease progression for the assessment of the outcome of treatments 

Mutant AR aggregation is one of the most important pathological hallmarks of SBMA, which could be a marker 

of therapeutic effectiveness. We are establishing systems for detecting mutant AR aggregation stably and with high 

sensitivity. With this system, efficient pathological analysis and drug screening are expected. 
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