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研究成果の概要： 

孤発性 ALS 患者脊髄運動ニューロンにおいて、神経変性過程の初期より発現が低下している

dynactin1 の発現変化を再現する線虫モデルを作成した。このモデルでは、進行性の運動機能

障害、運動ニューロン変性を認め、患者運動ニューロンで観察された cyclin C の発現増加、核

への局在変化を再現していた。これらのことより、dynactin1 ノックダウン線虫は孤発性 ALS

の病態、特に細胞周期関連因子の異常を反映する重要な疾患モデルであると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

 ALS は、運動ニューロンが特異的に障害さ

れ変性脱落するという特徴を有し、進行性の

筋萎縮と筋力低下をきたす極めて予後不良

の疾患である。約 10%をしめる遺伝性 ALS の

一部のものでは原因遺伝子が同定され、その

トランスジェニック動物モデルの作成を通

じ、病態解明および治療法開発が進められて

きている。しかし、ALS 患者のほとんどを占

める孤発性ALSについては疾患モデルが確立

していないことが主因となり、その病態解明

と治療法開発は大きく遅れている。 

 我々は、孤発性 ALS の病態解明にあたり、

まず患者脊髄運動ニューロンにおいて特異

的に発現変化をきたしている分子を網羅的

に解明すべく、遺伝子発現プロファイルを作
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成した。これにより、解析を行った 4845 遺

伝子中、コントロール例に比べ有意な発現上

昇を示す 52遺伝子(1%)、発現低下を示す 144

遺伝子(3%)を同定することに成功した

(Jiang et al. Ann Neurol 2005)。次に、こ

れらALS病態関連遺伝子の経時的発現状況を

明らかにするために、様々な病期の多数例の

孤発性 ALS 患者脊髄サンプルを用いて、これ

らの遺伝子とともに各種の神経変性マーカ

ーの運動ニューロンでの発現程度を定量化

し解析を行った。この結果、神経変性過程初

期から発現低下をきたしている遺伝子の一

つとして dynactin の主要なサブユニットで

ある dynactin1 を同定した(Jiang et al. J 

Neuropathol Exp Neurol 2007, 平成 17〜18

年度基盤研究(B) 孤発性ALSの病態関連標的

分子の探索と治療法開発 研究代表者 田中 

章景)。 

 
２．研究の目的 

 孤発性ALSの疾患モデル開発にあたっては、

神経変性過程初期から神経変性に至るまで

のなるべく多くの病態を反映するモデルが

理想的と考えられる。そこで我々は、神経変

性過程初期から発現低下をきたしているこ

とを明らかにしたdynactin1の遺伝子発現変

化を培養細胞、線虫、マウスに展開すること

によって孤発性ALSのモデル開発を目指した。

まず、dynactin1 の発現抑制により、線虫に

孤発性ALS患者に類似した表現型と運動ニュ

ーロン変性を引き起こし、モデル動物として

機能しうるかを検討した。さらに、この線虫

モデルにおいて、孤発性 ALS 患者で見られる

分子動態、特に細胞周期関連因子の動態が再

現されるかどうかを確認することを目的と

した。これにより、孤発性 ALS における神経

変性の分子メカニズムに迫ることを目指し

た。 

 

３．研究の方法 

 dyanctin1 の発現減少を再現する線虫モデ

ルの確立のため、コリン作動性運動ニューロ

ン特異的なプロモーターであるacr-2支配下

に、ヒト dynactin1 の相同体である dnc-1 を

標的としたshRNAを発現可能なベクターを作

成し、野生型線虫にマイクロインジェクショ

ンし変異体を作成した。コントロール群とし

て、線虫とは無関係な LacZ遺伝子を標的と

した shRNA を発現させた。線虫モデルの表現

型の解析は、一定時間内の首振り回数生存率、

首振り回数、水中でのむち打ち回数をパラメ

ーターとし、また運動ニューロンの形態変化

は蛍光顕微鏡にて評価した。 

 次に、孤発性 ALS 脊髄運動ニューロン特異

的遺伝子発現プロファイリングから得られ

た分子の中でも、有意な発現増加を来した遺

伝子の一つとして、細胞周期関連因子である

cylin C に着目した。患者運動ニューロンで

は cyclin C は、その発現を増すとともに、

局在が細胞質から核へと変化することを見

いだしている。 

 そこで、neuroblastoma cell 由来の

SH-SY5Y 細胞においてsiRNA による

dynactin1ノックダウン(KD)を行い、cyclin C

の発現、局在変化を蛍光免疫染色により評価

した。 

 さらに、dnc-1 KD 線虫運動ニューロンにお

ける内因性の cic-1(ヒト cyclin C の相同体)

の mRNA レベルを whole mount in situ 

hybridization 法にて評価した。 また、

dnc-1 KD による cyclin C の局在変化を検証

するため、TagRFP を融合した cic-1 

(TagRFP-cic-1) を acr-2 プロモーター下に

dnc-1 shRNA と共発現した。 

 さらに、核移行シグナル付き GFP を融合し

た cic-1(NLS-GFP-cic-1)を単独で高発現さ

せることにより cyclin C の高発現と核局在



 

 

をシミュレートする線虫モデルの作成を行

った。 

 

４．研究成果 

【dynactin1 ノックダウン線虫モデル】 

 dnc-1 ノックダウン線虫群は、コントロー

ル群に比して、生存率の短縮、首振り回数の

低下、水中でのむち打ち回数の低下が認めら

れた。さらにノックダウン群においては、よ

り運動機能障害が重篤な個体において

Coiler uncordinatedの表現型が認められた。

この表現型は、コリン作動性運動ニューロン

の VAニューロンの正常なシナプス形成に必

須であるunc-4遺伝子の種々の変異体で出現

し、運動ニューロンの機能障害と変性を示唆

する所見である。またノックダウン群におい

ては、ventral cord の形態異常が認められ、

運動ニューロンの変性を示唆する所見と考

えられた。 

【dynactin1 KD 培養細胞モデルにおける

cyclin C の解析】 

 われわれが構築した SH-SY5Y cells におけ

る dynactin1 ノックダウンシステムでは、内

因性の dynactin1 発現レベルを、タンパク質

レベルにおいてコントロール群の 30-40%に

まで抑制し、これにより神経細胞死が生じる

ことを確認している。 

 このモデルにおいて、cyclin C は、その発

現量が増加するとともに核成分の顕著な増

加が認められ、孤発性 ALS に類似した局在変

化を再現することができた。定量 RT-PCR に

よる検証においても、cyclin C の mRNA は

dynactin1 KDにより増加することが明らかと

なった。    

 【dnc-1 KD 線虫モデルにおける cyclin C

の解析】 

 孤発性 ALS 運動ニューロン、および

dynactin1 KD SH-SY5Y 細胞にて再現された

cyclin C の発現変化を dnc-1 KD モデルにお

いて in situ hybridization 法で検証した。

adult stage のコントロール群 (LacZ KD モ

デル)の運動ニューロンにおいては、

cic-1(ヒト cyclin Cの相同体)の mRNA の発

現は抑制されているが、dnc-1 KDモデルでは、

cic-1 の mRNA は顕著に増加していた。 

 dnc-1 KD による cyclin C の局在変化を検

証するために共発現した TagRFP-cic-1 は、

コントロール群では核外に局在したが、

dnc-1 KD モデルでは、一部の運動ニューロン

において、核移行が認められた。 

 さらに、cyclin C の高発現と核局在を線虫

で再現するために、NLS-GFP-cic-1 を単独で

高発現させると、dnc-1 KD に類似した coiler 

UNC の表現型と、進行性の首振り回数の低下

が認められた。 

【考察】 

 本研究の最も重要な意義は、dynactin1 KD

培養細胞モデルおよび dnc-1 KD 線虫モデル

は、孤発性 ALS運動ニューロンで認められた

cyclin Cの発現変化を忠実に再現していたこ

とである。 

 病変部位の神経細胞において、cyclin 等の

細胞周期関連因子の異常発現が認められる

ことは、アルツハイマー病やパーキンソン病

など、他の孤発性神経変性疾患においても報

告されている。しかし、その病態意義につい

ては必ずしも明らかではない。細胞周期の各

段階は、種々のサイクリンの発現量が変動す

ることで進行するが、cyclin C の mRNA は G1

期に最大となり、パートナーである CDK3 と

協調し、静止期(G0)からの逸脱に重要な役割

を果たすことが知られている。すなわち、孤

発性 ALS においては、本来なら終末分化した

G0 期の神経細胞において細胞周期の

re-entry が誘発されていることが示唆され、

dynactin1 ノックダウンモデルは、この現象



 

 

を忠実に再現していた。 

 特に、線虫における cic-1(cyclin C)の高

発現により、dnc-1 KD モデルに類似した表現

型を示したことから、孤発性 ALS 運動ニュー

ロンで認められた cyclin C の発現量増加や

核移行は単なる二次的な分子変化ではなく、

運動ニューロン変性の病態にとって重要な

イベントであると考えられた。すなわち、

dynactin1 は神経細胞の分化維持に直接的な

役割を果たす分子の一つである可能性があ

り 、 そ の発 現 低下 によ り 細胞 周 期の

deregulation が生じ、神経変性を生じている

可能性が推定された。 

 また、dynactin1 ノックダウンにより誘発

される細胞周期異常のメカニズムの解明、お

よびその下流で誘発される分子変化の同定、

および Cre-LoxP システムによる dynactin1

コンディショナルノックアウトマウスの作

成を推進した。 
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