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研究成果の概要（和文）：本研究はERBB4を介する筋萎縮性側索硬化症(ALS)発症機序解明と抗がん剤の標的であ
るリン酸化カスケードを、ALS患者人工多能性幹(iPS)細胞由来神経細胞や神経様培養細胞で検討する事を目的と
した。神経系細胞を用いた発現実験の結果、野生型と４種の変異型ERBB4の細胞内分布には大差がなかった。変
異蛋白のほとんどは不安定であったが、リン酸化能は様々であった。抗がん剤は、ERBB4のリン酸化は抑制した
が細胞障害性が強かった。患者iPS細胞由来通常神経細胞は、その維持が困難であったが、ラパマイシンやレチ
ノイン酸が一部細胞死を抑制した。運動ニューロンへの分化でも、患者由来細胞は細胞死が誘導された。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to clarify the pathomechanism of amyotrophic lateral 
sclerosis (ALS) via an ERBB4-related kinase pathway and the effectiveness of anti-cancer kinase 
inhibitors, using ALS-patient-derived induced pluripotent stem (iPS) cells and cultured neuronal 
SH-SY5Ycells. In SH-SY5Y cells expressing wild-type (WT) and mutant ERBB4, subcellular localization 
did not differ between WT and mutant proteins. Most mutants were unstable, but kinase activities 
varied considerably between mutants. Anti-cancer drugs reduced phosphorylation of ERBB4, but 
exhibited cellular toxicity. The maintenance of regular neurons induced from patient-derived iPS 
cells were difficult, but rapamycin and retinoic acid reduced cell death. Motor neurons from 
patient-derived iPS cells were unstable during motor neuron induction. 

研究分野： 臨床神経遺伝学

キーワード： リン酸化阻害剤　筋萎縮性側索硬化症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
変異ERBB4蛋白の性質、すなわち、不安定性あるいはリン酸化低下が示され、機能低下が示唆された。一方、強
制発現により、細胞が酸化ストレスへ脆弱となる傾向が判明した。別のALS原因蛋白SOD1のように機能低下と毒
性獲得の両面から研究を進める必要があると考えられる。今回用いた抗がん剤は、リン酸化を抑制することか
ら、いくつかの変異には逆効果である可能性がある。iPS細胞を用いた結果からは、ラパマイシンやレチノイン
酸による部分的細胞死抑制効果が認められ、ERBB4自身のリン酸化カスケードそのものでなく、別の機序も考え
る必要がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
2013 年に本邦にて常染色体性優性または孤発性 ALS の原因遺伝子として、ERBB4(蛋白
ErbB4)が同定された(Am J hum Genet 2013)。この遺伝子はメラノーマ、乳がん、肺がん細
胞の体細胞変異が発見されていた。Family 蛋白の ERBB1,2,3 を含め、膜蛋白で、リン酸化
を行うドメインを有し、がん治療の標的分子とされている。しかし、それら異なる病態が
どのように関連しているか、特に ALS における ERBB4 およびそのリガンド NRG1 刺激系との
関連は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
ERBB4 遺伝子による ALS に至る病態機序の解明と、ERBB4 蛋白のリン酸化阻害剤あるいは、
その他の薬剤による細胞保護作用の評価を行う。本研究の予備実験で、孤発性 ALS の 90
例中の３例に新規の遺伝子異常を見出し、１例では、がんの既往があった(未発表)。ALS
の原因変異は、リン酸化が障害されていると報告されていたが、自験例では、亢進してい
る場合があった。まず、野生型と変異型 ERBB4 蛋白の性質や、毒性を検証し、その結果を
踏まえて、治療薬として、リン酸化阻害剤投与を中心として、その他の薬剤の効果を検証
した。 
 さらに、患者由来人工多能性幹(iPS)細胞を神経に誘導し、その形態、その形態変化を改
善させる薬剤を探索した。当初の計画にはなかったが、一般的な神経への誘導のみならず、
ALS の病態をみるのに最適な運動ニューロンへの分化を行い同様の検証を行った。 
 
３．研究の方法 
 
野生型、変異型蛋白を神経系 SH-SY5Y 細胞に発現させ、それを用いて、ERBB4 の動向を観
察、変異 ERBB4 導入細胞を観察して、細胞死が生じるか、あるいは生じない場合には、酸
化ストレスをかけたのちに、リン酸化阻害剤などによる、細胞死抑制効果があるかを検討
した。神経変性疾患は酸化ストレスに関連していることは広く知られており、日本では、
活性酸素除去剤エダラボンが ALS 治療の保険適応となっている。また、患者由来 iPS 細胞
を用いて、神経への誘導、さらに、運動ニューロンへの誘導を行い、神経細胞の生死や神
経線維の進展を検討し、さらに薬剤による介入を行った。 
 
４．研究成果 
① ERBB4 変異導入神経芽腫 SH-SY5Y 細胞の解析と ERBB4 のリガンド刺激による局在変

化：ERBB4 遺伝子の野生型と新規３変異および既報告１変異を C端‐GFP‐ERBB4 とし
てプラスミドを作製、神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞に導入し、発現解析をおこなった。
共焦点レーザー顕微鏡では、野生型と変異型ともに細胞質での発現が確認された。一
部は、細胞膜に局在していた。リン酸化促進薬 NRG1 添加後数時間での細胞内局在は大
きく変化がないようであった。N 端-GFP-ERBB4 も作製し、SH-SY5Y 細胞での N 端
-GFP-ERBB4 の発現実験を行ったが、蛍光顕微鏡およびウエスタンブロットともに発現
を確認できなかった。C端にはシグナルペプチドがあり、GFP 融合シグナルペプチドは
速やかに分解されたと考えられた。以上から、以後の研究はＣ端‐GFP‐ERBB4 を用い
て実験を行うことにした。 

② 野生型、変異型蛋白の性質：野生型と変異型蛋白の安定性を検討する目的で、上記Ｃ
端‐GFP‐ERBB4 を SH-SY5Y 細胞に発現させ、シクロヘキサミドを用いたウエスタンブ
ロットにより検討した。ALS に関連する多くの変異蛋白はその半減期は野生型よりも
優位に短くなっていた。しかし、一部では、わずかに低下している程度であった。 

③ 酸化ストレスによる影響：上記の野生型・変異型 ERBB4 発現 SH-SY5Y 細胞に酸化スト
レスとして H2O2 や BSO を負荷すると、少なくとも一部で ERBB4 のリン酸化が促進され
た。また、酸化ストレスにより、野生型よりも変異型発現細胞の方が、優位に細胞死
が誘導された。 

④ 抗がん剤の神経系細胞に対する毒性の検証：抗がん剤は一般に正常細胞への影響が懸
念されているが、ERBB4発現-神経様SH-SY5Y細胞を用いて、抗がん作用のあるリン酸化
阻害薬の薬剤負荷を行った。ラパチニブはERBB1,2の、アファチニブは、ERBB1-3の阻
害剤であるが、ともにERBB4への作用も報告されている(Sci. Signal., 2014;7:ra116; 



Structure. 2008;16: 460)。抗リン酸化ERBB4抗体によるウエスタンブロットを行った
結果、ラバチニブではリン酸化蛋白の低下はなかったが、ERBB4の生理的切断は阻害さ
れていると考えられた。一方、アファチニブではリン酸化ERBB4が著減していた。ただ
し、細胞障害性が観察されたので、容量の調節を行った。残念ながら、酸化ストレス
による細胞死に関しては、薬剤の細胞毒性を上回る、細胞死抑効果は見られなかった。
一方、一部の抗酸化剤では、細胞死抑制効果は観察された。 

⑤ ERBB4変異を有するALS患者iPS細胞の確立および神経への分化誘導：ERBB4変異を有す
るALS患者の線維芽細胞由来のiPS細胞は２種の変異について確立できた。神経に分化
させたが、形態学的に正常細胞と似通っていたが、変異陽性と陰性のＡＬＳ患者細胞
では、細胞の維持が困難であった。抗酸化作用のあるレチノイン酸は一部そういった
細胞死を抑制できたが十分ではなかった。また、オートファジー促進作用のあるラパ
マイシンも同様の効果が軽度認められた。細胞内に様々な封入体に陽性となる、p62
陽性の凝集などは認められなかった。次に、近年比較的に速やかに正常対照のiPS細胞
から運動ニューロンヘ分化誘導する方法が開発されたが(Molecular Brain 2015;8:79)、
同様の方法にて自験正常細胞も運動ニューロンへの分化を試みた。分化のマーカーで
あるコリンアセチルトランスフェラーゼの発現を確認した。一方、患者細胞で同様に
分化誘導を行ったが、運動ニューロンへ誘導される際に、細胞死が生じた。 
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