
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 3月 14 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：  

筋萎縮性側索硬化症(amyotrophic lateral sclerosis: ALS)は、大脳と脳幹、脊髄の運動ニ

ューロンが選択的かつ進行的に変性・脱落する神経変性疾患である。本研究では、一塩基多型

(single nucleotide polymorphism: SNP)を用いて大規模ゲノム関連解析を行い、ALS と有意な

相関を示す SNP を発見した（P=7.6 X 10-10）。SNP 周辺の詳細なゲノム解析を行い、新規 ALS 感

受性遺伝子として ALSC1 を同定した。本研究で発見した SNP は、本邦のみならず、アジアで初

めて発見された ALS 関連 SNP である。 
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１．研究開始当初の背景 

筋萎縮性側索硬化症(amyotrophic lateral 

sclerosis: ALS)は、大脳皮質運動野と脳幹、

脊髄の運動ニューロンが選択的かつ進行的

に変性・脱落する神経変性疾患である。2-3

年の経過で四肢や顔面、舌などの筋肉の萎縮

と筋力低下が進行し、人工呼吸器を用いなけ

れば呼吸筋の麻痺により 2-4年で死に至ると

言われている。有病率は人口 10 万人あたり

5-6 人で、本邦の患者数は、約 7,000 人と推

定されている。 

ALS は、臨床的に家族性 ALS と弧発性 ALS

に分類される。疫学的研究から、ALS は遺伝

因子と環境因子の相互作用により発症する
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と考えられているが、現在まで発症機構は殆

ど何も分かっていない。近年、遺伝子解析に

より家族性 ALS において SOD1 をはじめ幾つ

かの遺伝子で遺伝子変異が同定されている

が、頻度は非常に低い。一方、ALS 全体の 90%

を占める孤発性 ALS については、候補遺伝子

アプローチが行われ、主に国外で 30 遺伝子

以上の結果が報告されてきた(Schymick et 

al. Hum Mol Genet 2007)。しかし、どれも

解析規模が小さく、その結果の再現性も否定

的なものばかりであった。また、最近、

GWAS(genome wide association study)が国

外行われ、現在までに９つの結果が報告され

た(Dunkley et al. N Engl J Med 2007； van 

Es et al. Nature Genet 2007, 2009 など)。

しかし、そのうちの 6つの報告は統計的有意

水準を満しておらず、残りの 3つの報告も同

定された SNP と ALS の相関が必ずしも再現さ

れない。国内における ALS の研究は、少数の

臨床検体を用いて行う既知遺伝子の変異解

析や、SOD1 変異モデル動物による解析が主体

で、ALS 遺伝子に対する戦略的、包括的なア

プローチは皆無である。 

 
２．研究の目的 

本研究の最終目標は、ALS 患者における負

担や苦しみを少しでも軽減できるような、も

しくは重篤化を防ぐような新しい治療法の

開発である。本研究では将来の ALS 治療に向

けての第一歩、つまり、ALS の原因を探るた

めに大規模ゲノム関連解析を行い、未知の

ALS 感受性遺伝子の単離・同定を目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) DNA 検体 

日本 ALS 協会の協力のもと、バイオバンク

ジャパンに提供された 703 例の DNA 検体につ

いて解析を行った。さらに、日本 ALS 研究コ

ンソーシアム（JaCALS）より分与された 278

検体について解析を行った。対照例について

は、日本人一般集団由来の３千以上の検体を

解析した。 

 

(2) 一塩基多型について 

本研究で使用する一塩基多型(SNP)は、東

京大学医科学研究所、科学技術振興機構、そ

して理化学研究所遺伝子多型研究センター

（現、ゲノム医科学研究センター）で単離し

た 20 万 SNP の中の 52,608 SNP であり、それ

らはすべて遺伝子領域内、もしくは遺伝子の

プロモーター領域にマップされる。これらの

SNP は、日本人標準多型データベース (JSNP

データベース)で公開されている。 

 

(3) ゲノムスクリーニング 

JSNP データベースの 52,608 SNP をマルチ

プレックス PCR―インベーダー法でタイピン

グし、段階的スクリーニングで関連解析を行

った。すなわち、1次スクリーニングは、ALS92

例と対照群 239 例を用いて解析を行った。こ

こで P＜0.01 を示した 1,039 SNP について、

ALS 363 例、対照群 726 例を追加して 2 次ス

クリーニングを行った。 

 

(4) 候補 SNP の評価 

P＜0.001を示したSNPに関して追加セット

1（ALS 249 例 対 対照群 1,030 例)を用い

てスクリーニング結果の妥当性を検討した。

さらに、追加セット 2 (JaCALS278 例と対照

群 1,881 例）を用いて解析を行った。 

 
(5) ALS 感受性遺伝子領域の限局化 

国際ハップマッププロジェクトのデータ

をもとにして、有意な相関を示した SNP 周辺

のゲノム領域における連鎖不平衡ブロック

を決定し、ALS 感受性遺伝子領域を限局化し

た。 



 

(6) ALS 感受性遺伝子領域の構造解析 

当該領域をゲノムシークエンスして、遺伝

子地図に基づく SNP 地図の構築を行った。 

以下に、SNP地図に構築について概略を示

した。 

先ず、当該SNPを含むゲノム領域について

米国NCBIデータベースを用いて塩基配列を

抽出した。その後、当該遺伝子のcDNA配列と

ゲノム配列の比較により遺伝子構造を決定

し、候補SNPとの位置関係を明らかにした。

次に遺伝子領域から反復配列をデータベー

スで予測し除去した。残りのユニークな配列

にPCRプライマーセットを設計し、当該遺伝

子全領域を網羅するようなPCRアンプリコン

を整列した。順次、複数のDNAサンプルを用

いて、PCR法にて当該領域を増幅後、シーク

エンス法とコンピュータ解析によりSNPを同

定した。同定したすべてのSNPを先に構築し

た遺伝子地図上にマッピングし、SNP地図を

構築した。そして、それぞれのSNPについて

ALS候補SNPと連鎖不平衡があるか否かを解

析した。最終的に、ALS患者群と対照群で遺

伝統計学的解析を行い、最もALSと相関のあ

るSNPを同定した。 

 

(7) 候補 SNP の機能解析 

 本研究では、候補 SNPの機能解析について、

ルシフェラーゼアッセイやゲルシフトアッ

セイを用いて、アレル間での転写活性の違い

や各アレルに対する DNA結合因子の結合能の

違いを調べた。 

① ルシフェラーゼアッセイ 

pGL3 ベーシックベクターのレポータープラ

スミドに遺伝子のプロモーター領域を連結

し、当該 SNP を含むイントロン領域をクロー

ニングした。培養細胞にトランスフェクショ

ンして数日間培養後、細胞を回収して、ピッ

カジーンデュアル・シーパンジーキットを用

いてエンハンサー活性を測定した。 

② ゲルシフトアッセイ 

ゲルシフトアッセイ法を用いて、未知の

DNA 結合因子の結合能が SNP 間で違いがある

か否かを調べた。培養細胞から核抽出液を回

収後、蛍光ラベル標識したオリゴ DNA を混合

して、アクリルアミドゲル電気泳動を行った。

メンブレンにトランスファーしたのち、各ア

レル間での核タンパク質との結合能を解析

した。 

 
４．研究成果 

(1) 大規模ゲノム関連解析による ALS 関連

SNP の同定 

JSNP データベースの 52,608 SNP をマルチ

プレックス PCR―インベーダー法でタイピン

グし、段階的スクリーニングで関連解析を行

った。1 次スクリーニングは、ALS92 例と対

照群 239 例を用いた。ここで P＜0.01 を示し

た 1,039 SNP について、ALS 363 例、対照群

726 例を追加して 2 次スクリーニングを行っ

た。段階的スクリーニングにおいて P＜0.001

の SNP を 9 つ同定した。次いで、この 9 SNP

に関して追加セット 1（ALS 249 例 対 対

照群 1,030 例)を用いて候補 SNP の評価を行

った。その結果、SNP-5 について相関を認め

た。さらに、追加セット 2 として JaCALS 検

体 278 例と対照群 1,881 例を用いて解析を行

い、SNP-5 と ALS との相関を再確認した。最

終的に、すべての結果を Mantel-Haenszel 法

でメタ解析し、SNP-5 が ALS と有意な相関を

示すことを見出した（P=7.6 X 10-10）。 

候補 SNPを含むゲノム領域について連鎖不

平衡地図を構築し、候補領域を 111 kb まで

絞り込んだ。次に、その候補領域にマッピン

グされていた 5つの遺伝子座をゲノムシーク

エンス法で解析し、24 SNP を同定した。そし



て、新たに SNP 地図を構築した。それらの SNP

について再度関連解析を行い、SNP-5 が ALS

関連 SNP であることを確定した。 

 さらに詳しくゲノム領域の構造解析を行

った結果、SNP-5 は、機能未知の遺伝子のイ

ントロン 12 に存在することがわかった。そ

して、この候補遺伝子を ALSC1 と名づけた。

ALSC１は、ゲノムサイズ 13 kb の遺伝子で、

17 個のエキソンより構成されていた。ALSC1 

mRNA は、脳、心臓、肺、脊髄等のあらゆる組

織で発現していた。アミノ酸の一次構造より、

転写因子の可能性が示唆された。 

 ALS関連 SNPが ALSC1のイントロン12にあ

ったことから、SNP がエンハンサー活性に影

響を与えているのではないか、と考えて、先

ずルシフェラーゼアッセイを行った。その結

果、リスクアレル Cにおいて、ノンリスクア

レル T と比較して 10－20%エンハンサー活性

が低下することがわかった。さらにゲルシフ

トアッセイにより、同様にリスクアレル Cに

おいて、ノンリスクアレルTよりも未知のDNA

結合因子の結合能が低下することがわかっ

た。 

 以上の結果から、 

① SNP を用いた大規模関連解析により、ALS

感受性遺伝子を発見し、有意な相関を示す

SNP を同定した（P=7.6 X 10-10）。 

② 本研究で同定した SNP はアジア人で初め

て発見された ALS 関連 SNP であった。 

③ 二つの独立したサンプルセットでも相関

が確認され、遺伝統計学的に非常に確からし

いものであった。 

④ 機能解析の結果、SNP による ALSC1 の発現

低下が ALS の発症・進展に関与することが示

唆された。 

⑤ 今後、同定した ALS 感受性遺伝子の機能

解析により、関連する遺伝子及びそのシグナ

ル経路を解明することが可能になる。 

⑥ 今後、相互作用する遺伝子産物やその経

路の解析により、ALS に対する論理的な新た

な治療戦略を生み出すと共に、画期的な治療

薬創出への seed を提供することになるであ

ろう（以上、論文作成中）。 

 

(2)候補遺伝子アプローチによる解析 

大規模ゲノム関連解析において解析精度を

上げるため、既知の ALS 原因遺伝子について

解析を行った。以下に、概要を示す。 

① TDP-43 遺伝子の遺伝子変異の同定 

TDP-43 は、前頭側頭葉変性症および ALS の

神経細胞封入体に沈着する主要な構成成分

として同定され分子である。この遺伝子の寄

与度は日本人集団でどの程度かを調べるた

めに、700例のALS検体を用いて遺伝子変異、

遺伝子多型の両面から、ALS に対するこの遺

伝子の重要性を調べた。イントロンにプライ

マーを設計して、コーディング領域について

シークエンス解析を行った。その結果、3 例

の ALS 患者において 2種類のミスセンス変異

を同定した。共に過去の報告で遺伝子変異ホ

ットスポットと呼ばれる領域に存在し、遺伝

子産物の機能阻害が示唆された。以上の結果

より、TDP-43 遺伝子の変異は、日本人の ALS

症例では非常に頻度が低く、一部の ALS 患者

のみの原因になっている可能性が示唆され

た（論文投稿中）。 

② アンギオゲニン遺伝子領域の解析 

 アイルランド及びスコットランド人の ALS

患者から同定された遺伝子で、血管新生に関

連する分子と言われている。日本人 ALS 症例

について関連解析を行ったが、ALS と当該領

域の SNP での関連は認められなかった。少数

の患者で塩基置換を発見した。 
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