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§１．研究実施の概要  

 

 孤発性 ALS患者運動ニューロンにおいて認められる dynactin-1の遺伝子発現低下を再現す

る線虫モデルを作成し、神経変性の証拠を確認するとともに、細胞周期抑制因子の発現による

治療効果を明らかにした。今後はマウスモデルでの解析も推進し、細胞周期異常、神経変性に

至る経路を解明し、新たな治療戦略を開拓する。 

 同じく患者で認められる GluR2 サブユニット Q/R 部位の RNA編集低下を再現する運動ニュ

ーロン選択的 ADAR2 ノックアウトマウスを作成し、選択的な細胞死経路に基づき緩徐な運動ニ

ューロン死が生じることを明らかにした。さらに、ADAR2 活性低下と孤発性 ALS の病因分子と

して注目されている TDP-43のプロセシング異常の関連を検討した。 

 一方、TDP-43をターゲットに、loss of function, gain of function、細胞内局在に基づくモデル

開発を行った。loss of function細胞モデルでは、神経障害の経路として、Rho familyの活性低下

を明らかにした。さらに、gain of functionの立場から、野生型および変異型TDP-43をユビキタス

及び神経特異的に発現するマウスモデルを作成し解析を進めている。また、TDP-43を核およ

び細胞質に局在させる細胞モデルを作成し、その毒性発揮部位が核内であることを明らかにし

た。 

 さらに、ALS で見られるグリア活性化の意義と病態解明を進めるために、SOD1 マウスの脊髄

病巣の遺伝子発現解析を行い、グリア由来の ALS病態分子を同定した。この結果に基づき、変

異 SOD1マウスと自然免疫経路を遮断するマウスの交配実験を行い、進行の加速、生存期間短

縮を明らかにした。今後の解析を通じ、疾患進行に関与する炎症関連分子の同定を目指す。 
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§３．研究実施内容  

（文中に番号がある場合は（4－1）に対応する） 

（１）dynactin1 を標的分子とする孤発性 ALSモデルの解析と治療法開発 

 これまでに我々は、孤発性ALS患者運動ニューロンにおいて認められるdynactin-1の遺伝子

発現低下を線虫において再現することによって、新しい疾患モデルの作成と解析を行ってきた。

このモデルでは、coiler uncと呼ばれるコリン作動性運動ニューロンの障害で見られる表現型を

示す一方、患者運動ニューロンでも観察される細胞周期関連因子cyclin Cの顕著な発現増加と

核内移行を認めた。今年度は、この線虫モデルにおいて、神経変性の証拠を得るため電子顕

微鏡による観察を含む検討を加え、さらに細胞周期抑制因子による治療を行った。 

 dynactin-1ノックダウン線虫では、ventral cordにおける軸索不整、シナプス小胞に発現するタ

ンパクであるシナプトブレビンの局在異常が認められ、電顕においては軸索に多数の渦状構造

物や空胞が細胞膜近傍に接して観察された。細胞体でも軸索に比して尐数ながらこれらの構

造物が認められたが、核の形態は保たれていた。これらのことより、この線虫モデルにおける神

経変性の直接的証拠が得られ、形態的には軸索主体の変性が生じることが明らかになった。 

 一方、cyclin Cの顕著な発現増加と核内移行は、神経変性過程において細胞周期が回転す

る方向に働いていると考えられ、これを抑止することによりdynactin-1ノックダウン線虫の治療を

試みたところ、coiler uncの表現型や首振り回数、ventral cordの形態異常の改善を認めた。 
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 dyanctin-1の発現低下から細胞周期異常、神経変性に至る経路の解明は今後の課題である

が、本モデルの解析により孤発性ALSの新たな病態解明と治療法開発が進展している。また、

マウスレベルへの展開も進捗しており、dynactin-1のfloxマウスを樹立することに成功した。 

 さらに、ユビキチンリガーゼDorfinによる治療研究や5) 、将来の臨床応用を見据えた孤発性

ALSの自然歴把握、バイオマーカー開発に向けての研究も推進した2,3)。 

 

（２）ADAR2 を標的分子とする孤発性 ALSモデルの解析と治療法開発 

 孤発性 ALS 運動ニューロンに、疾患特異的、部位選択的に生じている AMPA 受容体 GluR2 

サブユニット Q/R 部位の RNA 編集低下、およびこの部位の特異的 RNA 編集酵素である

adenosine deaminase acting on RNA 2 (ADAR2)の活性低下を再現する運動ニューロン選択的

ADAR2遺伝子のコンディショナルノックアウト（以下 CKOマウス）の解析を進めた。 

 このマウスでは脊髄運動ニューロンの 40-50％に Cre recombinase が発現しており、その全て

で、ADAR2が欠損し、GluR2 Q/R 部位の RNA編集が全く行われていないことを明らかにした。

ADAR2 を発現しない運動ニューロンは神経細胞死に陥るが、そのスピードは Cre の発現がピ

ークに達する 5週齢から 8週齢で最も速く、4週齢では ADAR2 欠損運動ニューロンの 10％未

満の脱落に過ぎないが、8週齢では 50％以上に達した。他方、12ヵ月齢でも数％のADAR2 欠

損運動ニューロンが残存し、ADAR2 欠失が細胞死を決定する要因ではあるが、その時期に関

しては確率的であることが明らかになった。CKOマウスは 5週齢以降 6 ヵ月齢まで、週齢と共に

運動機能が低下した。病理学的には、運動ニューロン数の減尐と共に脊髄前根の変性、神経

筋接合部における運動ニューロン終末の変性、除神経骨格筋の増加、電気生理学的な

fibrillation、fasciculation 電位の出現が見られ、運動機能低下が運動ニューロンの変性に依るこ

とが明らかになった。 

 さらに、ADAR2 欠損による RNA 編集活性の低下が神経細胞死を引き起こすメカニズムを解

析するために、CKO マウスを、ADAR2 活性無しに編集型 GluR2 を発現する GluR-BR/Rマウス

との間での継代掛け合わせにより、CKO/GluR-BR/R マウスを作製した。このマウスは、ADAR2 

を欠失しているが、編集型 GluR2 を発現するので、様々な ADAR2 による編集部位の内 GluR2 

Q/R 部位を除く部位は未編集のままである。このマウスの運動機能は正常であり、脊髄運動ニ

ューロンでは ADAR2 を欠失した運動ニューロンにも脱落が見られなかった。このことから、

ADAR2欠失による運動ニューロン死は専ら GluR2 Q/R 部位の RNA編集活性の消失によるこ

とが明らかになった。すなわち、孤発性 ALS運動ニューロンにおける GluR2 Q/R 部位の RNA

編集異常は、運動ニューロン死の直接原因であることを示している 4,6)。 

 また、孤発性 ALS における特異的分子異常として同定されている TDP-43 のプロセシング異

常とADAR2 活性低下との間に分子連関が有るかどうかを、ALS剖検脊髄を用いた免疫組織化

学により検討した。正常対照群では全ての脊髄運動ニューロンが ADAR2 陽性であったのに対

し、孤発性 ALSでは ADAR2 陽性細胞と陰性細胞が混在し、約半数で ADAR2 免役活性を欠

いていた。また、螢光二重染色および隣接切片での検討で全ての ADAR2 陰性運動ニューロ
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ンではリン酸化TDP-43陽性の細胞質封入体が見られ、逆にADAR2 陽性運動ニューロンは封

入体が見られないことを明らかにした 7)。このことは ADAR2 活性低下と TDP-43陽性封入体形

成との間には分子連関が存在していることを意味している。患者組織に見出された二種類の特

異的分子異常の間に分子連関が存在することからは、ADAR2 活性低下が孤発性 ALSの病因

に深く関わり、そのメカニズムの解明がALSの分子病態の解明に役立つと考えられる。今後は、

分子連関のメカニズムを、培養細胞、CKOマウスを用いて検討するとともに、CKOマウスを用い

て神経細胞死の分子カスケードを解析する。 

 

（３）TDP-43 を標的分子とする ALSモデルの開発と解析 

正常では核に存在して機能する TDP-43 が、孤発性 ALS 運動ニューロン内のユビキチン陽

性封入体の主要構成蛋白として同定され、また、ミスセンス変異が一部の孤発性 ALSや優性遺

伝性 ALS家系で報告されている。このことより、ALSの病態機序に TDP-43の loss of function, 

gain of function、そして細胞内局在が深く関与していると考えられる。そこで、これらに基づく

ALSモデルの開発と解析を行った。 

 まず loss of functionの立場から、Neuro-2a細胞に対して siRNAにより TDP-43のノックダウン

を行った。これにより細胞の viability の低下、死細胞数の増加、神経突起伸張の阻害が生じた。

軸索伸長に深く関与する Rho family である RhoA, Rac1, Cdc42 に注目し検討したところ、

TDP-43 ノックダウンにより RhoA, Rac1, Cdc42の活性が低下した。その機序として、Rho family

の geranylgeranyl 化が著明に抑制され、これらの分子の細胞膜への移行が阻害されていること

を明らかにした 1)。 

一方、gain of functionの立場から、野生型および変異型 TDP-43をユビキタスに発現するトラ

ンスジェニックマウスを作成し、その founderの表現型を観察した。約１年を経過した個体におい

て、明らかな運動麻痺は見られていないが、十分な発現量を確保するため、現在ホモ接合体を

作成している。さらに、これらの TDP-43 を神経系特異的に発現するトランスジェニックマウスを

作成し、現在その観察を行い、ALSモデル動物としての樹立を目指している。 

 TDP-43 は核内移行シグナル(NLS)および核外移行シグナル(NES)を有しており、核—細胞質

間をシャトルしていると考えられる。本年度は、培養細胞を用いて TDP-43 の細胞内局在と毒性

の関係を検討した。NES、NLS を各々欠く TDP-43 変異体ΔNES、ΔNLS を培養細胞に導入し

たところ、TDP-43 タンパク質の切断が顕著に観察された。また、ΔNESでは核内で顆粒状の凝

集体様構造物の蓄積が、ΔNLS では細胞質に凝集体が観察された。この結果は、自身の切断

や凝集体形成を避けるために、核-細胞質間の移動が必要であることを示唆している。さらにこ

れら TDP-43 局在変異体が毒性を発揮する場は細胞質よりむしろ核内であることを明らかにし

た。 

 

（４）ALSにおけるグリア関連病態の解明と標的分子の探索・同定 

孤発性、遺伝性ALSに共通してみられる病理変化の一つとしてグリア細胞の活性化が挙げら



 5 

れる。これまでに、遺伝性モデルを用いて ALS疾患進行因子としてミクログリア、アストロサイトを

同定してきたが、これらグリア関連病態の解明を目指し、疾患進行期の変異型、野生型 SOD1

マウスの脊髄病巣から RNAを抽出し、遺伝子発現の異常を cDNAマイクロアレイで網羅的に解

析した。この結果、ミクログリアとアストロサイトに由来する 187 遺伝子を同定したが、樹状細胞に

発現する遺伝子が多く、自然免疫経路の活性化が示唆された。 

そこで、ALS モデルマウスにおける自然免疫経路の関与についてマウス交配実験により検討

した。具体的には、Toll-like受容体からのシグナル伝達に必須のアダプター蛋白であるMyD88, 

TRIF を欠失した変異 SOD1マウスでは疾患進行が有意に加速して、生存期間の短縮がみられ

た。現在、TLR の中で神経変性や神経損傷への関与が示唆されている TLR２、TLR４の検討も

あわせて行っている。 
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