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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）は運動ニューロン変性疾患で，SOD1 は家

族性 ALS の原因遺伝子である。運動ニューロンと変異 SOD1 発現アストロサイトの共培養から、

コントロールと比較して発現量が増加する cDNA を同定し，特に脊髄運動ニューロンにおいて

発現量の多い遺伝子についてトランスジェニックマウスを作成した。脳と脊髄に導入遺伝子の

タンパクの発現増加を認めたが，病理では運動神経の変性死は認められなかった。変異 SOD1

発現により発現が増加するが、運動神経変性に関与しない遺伝子である可能性が考えられた。

今後その他の遺伝子群について運動ニューロン死への関与を検討する。 
 
研究成果の概要（英文）: Mutations in superoxide dismutase-1 (SOD1) cause a form of the 
fatal paralytic disorder amyotrophic lateral sclerosis (ALS), presumably by a 
combination of cell-autonomous and non-cell-autonomous processes. In this study, we 
identified the cDNAs that expression increased in the primary motor neurons with 
astrocytes expressing mutated SOD1 (G93A) compared to control. Then, we made the 
transgenic mice with the one of these cDNAs which expressed most in the spinal motor 
neuron of G93A mice. They did not show the motor neuron death, so this cDNA we used 
may not cause the neuronal death.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) 筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、進行性

に四肢および体幹の筋萎縮・筋脱力を来たし、

球麻痺・呼吸筋麻痺のため3-5年の経過で死

にいたる運動ニューロン変性疾患である。運

動ニューロンの特異的な変性がなぜ起こる

のか充分には明らかにされておらず、有効な

治療法は未だ確立していない。一部の家族性
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ALSはフリーラジカルスカベンジャーである

SOD1遺伝子の変異が原因であり，SOD1変異を

導入したALSモデル動物の解析により、分子

病態メカニズム解明は進展を見せている｡ 

 

(2) 一方正常の運動ニューロンと変異SOD1

発現アストロサイトを持つキメラマウス，マ

ウス胎仔脊髄から初代培養した運動ニュー

ロンと変異SOD1発現アストロサイトの共培

養の研究や逆にグリア細胞を正常化したマ

ウスの研究から運動ニューロン死にグリア

細胞が関与することが示唆されてきた。 

 
２．研究の目的 

ALSモデル動物においては、麻痺の症状を

呈する前、さらに運動ニューロンの数が減少

する以前から運動ニューロン周囲にグリア

の増生がある。本研究では、運動ニューロン

が形態学的に細胞死に至る以前にすでに生

じているアストロサイトーシスが病態に与

える因子を捉えることを目的とする。具体的

には変異SOD1（G93A）トランスジェニックマ

ウスを使ってG93A発現アストロサイトが運

動ニューロン死を誘導する物質，あるいは細

胞死が誘導される過程で運動ニューロンが

発現すること物質を同定することが目的で

ある。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス胎仔脊髄から初代培養した運動

ニューロンと変異型(G93A)あるいは野生型S

OD1発現アストロサイトの共培養からmRNAを

抽出し、サブトラクション法を用いて変異型

SOD1で発現量が増加するcDNAのリストを作

製し、BLASTで遺伝子を同定する。 

 

(2) 続いて2.5ヶ月のG93Aマウスおよびコン

トロールマウス脊髄からmRNAを抽出し，(1)

の候補cDNAをプローブとして、ノザンブロッ

ティングを行い、G93Aマウスの組織において

も発現量が増加しているcDNAを選択する。さ

らにALSマウス脊髄を用いてin situ hybrid

izationを行う。 

 

(3) (2)で同定したcDNAの全長を培養細胞に

導入し、変異SOD1蛋白と関係なく細胞毒性を

確認し、その機序を検討する。またトランス

ジェニックマウスを作製し新たな運動ニュ

ーロン病のモデルを確立する。 

 

４．研究成果 

(1) 生後 1-2 日の G93A トランスジェニック

マウスあるいは野生型マウスの脊髄からア

ストロサイトの初代培養を行った。アストロ

サイト単独の培養では細胞の生存率に差は

認めなかった。続いてアストロサイトの初代

培養上で，野生型マウス胎仔脊髄から分離し

た運動ニューロンを共培養した。運動ニュー

ロンは単独で培養するよりも共培養を行う

と軸索伸長・シナプス形成とも促進された。

また長期の培養ではコントロールのアスト

ロサイト上での生存率が高く軸索の伸長が

有意に認められた。運動ニューロンと G93A

発現アストロサイトの共培養から、コントロ

ールと比較して発現量が増加する cDNA を

134 個同定した。BLAST を用いて検索したと

ころミトコンドリア関連遺伝子，神経細胞の

構造蛋白関連遺伝子が含まれた。 

 

(2) G93Aマウスおよびコントロールマウス脊 

髄から mRNA を抽出し、(1)の cDNA をプロー

ブとして、ノザンブロッティングを行い、組

織で発現量が増加している cDNA を 4 つ同定

した。これらの cDNA は ①G93 アストロサイ

トとの相互作用において運動ニューロンか

ら産生が増加した cDNA，あるいは②G93 アス

トロサイトそのものから産生された cDNA で

ある可能性があると考えられたが，ALS マウ

ス脊髄を用いて in situ hybridization を行

ったところ、発現は運動ニューロンに認めら

れた。 

 

(3) (2)で同定した cDNA の中から特に脊髄運

動ニューロンにおいて発現量の多い遺伝子

について全長を RT-PCRを用いて取り出した。

タンパク発現ベクターにサブクローニング

を行い，トランスジェニックマウスを作成し

た。マウスは C57BL/6 を用い，299 個のマウ

ス受精卵に遺伝子を注入し，ファウンダーマ

ウスは 25 匹産まれた。15 匹が 1 ヶ月令まで

生存したため尾から DNA を抽出し PCR で解析

した結果，5 匹のマウスに遺伝子の導入が確

認された。新しく作製したトランスジェニッ

クマウスの脳と脊髄を用いてウェスタンブ

ロッティングを行ったところ、導入遺伝子の

タンパクの発現増加を認めた。しかし脊髄の

病理検索では運動神経の変性死は認められ

なかった。同定した遺伝子の中には、変異

SOD1 タンパク発現後に発現が増加するが、運

動神経変性に関与しない遺伝子である可能

性が考えられた。今後同定した他の遺伝子群

について運動ニューロン死への関与の検討

を進める。                         
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