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研究成果の概要（和文）：オプチニューリンノックアウトマウスの解析では、前角細胞が減少し、細胞内空胞が
増加し異常なオートファゴソームが形成され、TDP43陽性凝集体の出現を認めた。表現型には差はなかった。細
胞系での評価ではオプチニューリンのノックダウンにより細胞分化が阻害され、筋分化調節因子のmRNA・タンパ
ク発現が阻害され、筋分化の初期に関与していると考えられた。このように筋萎縮性側索硬化症の原因遺伝子で
あるオプチニューリンのモデル動物・細胞の解析により病態の一部が再現可能である。
ヒト筋肉での検討では、発症早期から筋内神経束にリン酸化TDP43が蓄積しており、早期診断のバイオマーカー
となりうることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We generated Optineurin knockout (OPTN KO) mice. Anterior horn neurons 
decreased. OPTN KO mice presented abnormal neuronal autophagic vacuoles, and showed TDP43 positive 
cytoplastic inclusions. We could not observe significant differences in survival time, body weight, 
and motor functions. In model cells, OPTN knockdown inhibited myogenic differentiation accompanied 
by reduction of mRNA and protein expression levels of myogenin and MyoD. OPTN may play a role in 
early stage of muscle differentiation. Model mice and model cells of OPTN could reproduce 
pathophysiology of amyotrophic lateral sclerosis (ALS). 
We evaluated histopathology of peripheral axons in the skeletal muscle of human. Axonal 
phosphorylated TDP43 accumulated from early stage of ALS. TDP43 in nerve bundles may be a novel 
diagnostic biomarker for ALS.

研究分野： 脳神経内科

キーワード： オプチニューリン　筋萎縮性側索硬化症　モデル動物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オプチニューリンのモデルマウス・モデル細胞は筋萎縮性側索硬化症の病態の一部を再現しており、病態モデル
として使用できることが明らかとなった。筋萎縮性側索硬化症発症メカニズムにおけるオプチニューリンの意義
を解明できたことにより、治療介入の手がかりを得ることができた。
中枢神経からの組織を生前に得ることは困難であるのに対し、筋生検での筋内神経束のリン酸化TDP43蓄積は検
体採取による生前の評価が可能であり、かつ病気の早期から出現していることより、筋萎縮性側索硬化症のバイ
オマーカーとして早期診断の手がかりが得られた。また発症に至る病態を考える上で、運動神経終末からの逆行
性進展機序を示唆する知見と言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々が筋萎縮性側索硬化症 (Amyotrophic lateral sclerosis: ALS)の原因遺伝子として同定した
オプチニューリンは、それまでは炎症や発がんとの関与が指摘されていたが、ALS との関連は
全く想定されていなかった。またオプチニューリン自体の機能としても当初は NF-B を介した
神経炎症との関連が主に想定されていた。オプチニューリン変異が原因の ALS 症例は少ないも
のの、ALS の細胞内封入体には孤発例や他の原因遺伝子変異を有する症例においてもオプチニ
ューリンが含まれていることが判明した。そのため ALS 発症に関して幅広いオプチニューリン
の影響が想定される様になった。 
その後の検討により、オプチニューリンは自然免疫に関係し、オートファジー受容体であること
が判明し、その他にもミトファジー・細胞分裂の調整・膜輸送や直鎖ユビキチンにも関連するこ
とが明らかになった。一方 2874 人の ALS 患者のエクソームシークエンスにより TBK1 (TANK-
binding kinase 1) が原因遺伝子として抽出された。オプチニューリンと TBK1 は四量体を形成
すること、TBK1 はオプチニューリンをリン酸化し、オプチニューリンは TBK1 の活性化・自
己リン酸化に関与することから ALS におけるオプチニューリン-TBK1 経路の重要性が判明し
た。この TBK1 とオプチニューリンはともに緑内障や前頭側頭型認知症においても遺伝子変異
が報告され、両者が神経変性疾患に関するコモンパスウェイを構成している重要な分子である
と想定されるようになった。 
これまでのオプチニューリンの遺伝子変異の検討の多くは培養細胞を用いてオプチニューリン
を強制発現させた系での検討であった。また従来の ALS 研究では SOD1 (superoxide dismutase 
1)モデルマウスを用いて病態解明が進められ、様々な治療法の検討により基礎実験において有望
な薬剤が報告され臨床応用が検討されてきたが、ヒトに対して症状を改善させるほど有効なも
のは未だ確認されていない。このことは SOD1 マウスでの検討の限界を示している。加えてオ
プチニューリンノックアウトマウスについて報告はなされているが、炎症に注目した解析にと
どまっていた。また別の報告でもアクソンや髄鞘といった末梢レベルでの解析にとどまってお
り、いずれも運動ニューロンの変化の解析は不十分であった。 
臨床面で見ると、ALS には有効な診断マーカーが存在しないため、症状が揃うまでは早期診断
ができない状況にある。このことは治療介入のタイミングが遅れることを意味する。また病理学
的評価においても ALS の病変の主体は中枢神経系のため生検が困難であり、可視化できる指標
が求められている。 
 
２．研究の目的 
我々が作成したオプチニューリン遺伝子改変マウスでの行動学的・病理学的評価を行い、このモ
デルが ALS 発症や治療介入のモデルとなりうるかについて検討する。 
細胞系の評価として、筋肉細胞のホメオスターシスでのオプチニューリンの関与を評価する。 
これらにより神経筋疾患におけるオプチニューリンの役割について検討する。 
また ALS 発症早期から出現し、かつ客観的で可視化できる診断マーカーについて検索する。 
 
３．研究の方法 
(1) C57/BL/6マウスにおいてオプチニューリンのエクソン 8から 10の間をネオマイシンカセッ
トに置き換え、オプチニューリンノックアウトマウスを作成する。本マウスの飼育を継続し、体
重・ロターロッドテスト・握力・生存曲線といった表現型を評価する。病理学的には大脳皮質・
海馬・脊髄前角の神経細胞の形態学的変化や坐骨神経について病理学的に評価する。オプチニュ
ーリン変異例 Q398X と E478G の剖検脳との病理学的異同について検討する。 
さらにオプチニューリンと TDP43 (TAR-DNA binding protein 43)遺伝子のダブル操作マウスお
よび ALS 原因変異導入マウスについても検討する。 
 
(2) 6 週齢の C57BL/6 マウスの左坐骨神経を麻酔下で 5mm 切除する。脱神経操作を加えた筋肉細
胞（前脛骨筋・腓腹筋）でのオプチニューリンの挙動を評価し、さらに関連したタンパク質の変
化を時間軸の評価も加えて行う。またマウス横紋筋由来 C2C12 細胞に siRNA 処理を加えオプチ
ニューリンの発現をノックダウンした影響について評価を行う。 
 
(3) 病理解剖筋肉および筋生検の検体を用いて ALS 患者の特徴的病理所見を見出す。病理解剖
によって ALS と診断された症例と非 ALS 症例の骨格筋組織の筋内神経束での TDP43 タンパクの
発現を病理学的に評価する。さらに筋生検実施症例のうち筋疾患と診断されなかった症例につ
いて TDP43 タンパクの発現と臨床症状・Gold Coast 臨床診断基準との関係について解析する。 
 
４．研究成果 
(1) オプチニューリンノックアウトマウス (CDB0949K, KO)では 3 ヶ月齢以降から wild type 
(WT)に比して前角細胞は減少を認め、以後継続的に減少した（図１）。しかし脊髄白質・大脳皮



質・海馬・視神経における変化は認めなかった。また筋力
や体重・生存曲線といった表現型には WTと差を認めなか
った。CHMP2B (charged multivesicular body protein 
2B)陽性の細胞内空胞が 8ヶ月齢以後に増加し、異常なオ
ートファゴゾームが形成されていた。本事項についてオ
プチニューリン遺伝子変異症例について検討したとこ
ろ、Q398X のホモ接合変異症例の前角細胞では認めたが、
E478G のヘテロ接合変異症例では認めず、変異による差が
確認でき、発症メカニズムの相違が想定された。またオ
ートファジー様空胞形成を伴った TDP43 陽性凝集体の出
現を認め、14 ヶ月齢以降に核から TDP43 が消失し、p62
陽性・ユビキチン陽性の凝集体が増加していた。さらに
24 ヶ月齢で坐骨神経は大径線維が減少し、小径線維が増
加し、軸索変性をきたしていた。これらのことからオプ
チニューリンノックアウトマウスはオートファジー異常
が関連した ALS のモデルマウスとして適切であることを示している。 
オプチニューリンと TDP43 ダブル操作マウスは体重・握力・ロタロッドテスト・生存期間などの
行動学的評価において TDP43 の影響は認めたものの、相乗効果は認められなかった。ALS の原因
変異をゲノム編集によって導入したオプチニューリン変異マウスにおいても、行動学的評価に
WT との差は認めなかった。これらマウスの病理学的検討を進めている。 
 
(2) 対照 (NON)と比較すると脱神経した萎縮筋 (DEN)に
おいてオプチニューリンのタンパク質・mRNA 発現が脱神
経操作の初期に増加し、NF-κB 活性も増加していた（図
２）。またその発現は筋線維膜で Pax7 と共局在し筋芽細
胞に存在していた。 
TWEAK (tumor necrosis factor-like inducer of 
apoptosis)による in vitro 筋萎縮モデルにおいてはオプ
チニューリンの挙動に変化を認めなかったが、筋原性分
化に関与していることが判明した。すなわち C2C12 細胞
分化に伴いオプチニューリンmRNAは変化しないがタンパ
クの発現は次第に減少し、オプチニューリンをノックダ
ウンすると細胞分化が阻害された。ノックダウンに伴い
MyoD や myogenin といった筋分化調節因子の mRNA・タン
パク発現は抑制された。 
これらのことからオプチニューリンは筋分化の特に初期に未知のメカニズムで関与しており、
神経筋疾患の発症に関与していることが考えられる。 
 
(3) 病理解剖症例での検討では、ALS 症例 10 例の骨格筋内
にある筋内神経束にリン酸化 TDP43 が蓄積しており、非 ALS
症例 12 例では TDP43 を認めなかった。TDP43 は抗ニューロ
フィラメント抗体と共局在し、軸索に存在することが判明し
た。舌・横隔膜・上腕二頭筋・腸腰筋で検討したところ筋肉
による陽性率の差は認めなかった。 
筋疾患を除外した筋生検症例 114 例では、71 例で筋内神経
束を含んでいた。このうちリン酸化 TDP43 を筋内神経束に認
めた 33 例は全例が最終的に ALS と診断されていた。筋内神
経束に TDP43 を認めなかった 38 例では ALS は発症しなかっ
た。生検筋内に筋内神経束を認めなかった 43 例では 3 例で
のみ ALS と診断されていた（図３）。そのほかの ALS 発症に
関与する FUS (fused in sarcoma)・p62・ユビキチンは軸索
への蓄積を認めなかった。筋生検時点で上位運動ニューロン
徴候を示さずALSの臨床診断基準を満たさない症例であって
も、リン酸化 TDP43 を認めた症例では最終的に ALS と診断さ
れていた。 
これらのことは筋内神経束でのリン酸化TDP43蓄積はALS早
期診断のための診断バイオマーカーとなりうることを示している。加えて ALS の運動神経細胞
死のメカニズムが運動神経のどの部分から始まっているのかという発症機序を考える上で、細
胞内輸送が関与することならびに運動神経終末からの逆行性進展機序を示唆する知見であると
いうことができる。 
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