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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト及びヒトに類似性の高い霊長類の運動ニューロンを用

いて作製した ALS2タンパク質欠失細胞を用いて ALS2タンパク質の機能を明らかにし、ALS2

タンパク質機能喪失による神経細胞死や機能異常の分子背景を解明することを目的とする。 

そのための第一歩として、マーモセット ALS2 遺伝子を同定し、マーモセット ALS2 遺伝子を

発現抑制するマーモセット ES クローンのクローニングを行った。 

 

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular mechanisms underlying neuronal 

dysfunction and cell death caused by loss of ALS2, we tried to generate ALS2 deficient 

cellular model using marmoset ES cells. We succeeded in determining ALS2 sequence in 

marmoset, and cloned siRNA-mediated ALS2 down-regulated marmoset ES cells. By 

differentiating these ES clones, we will analyze the function of ALS2 in primate motor 

neuron. 
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１． 研究開始当初の背景 

ALS2 は、劣性遺伝形式をとる若年発症型の
ALS である。2001 年、ALS2 の原因遺伝子
（ALS2 遺伝子）が同定された。その後、一
連の生化学的及び細胞生物学的機能解析が
なされ、ALS2 タンパク質が細胞内膜動態調
節に関与する分子であることが明らかにさ
れた。さらに、ALS2 疾患の分子病態解析を
目的として Als2 ノックアウトマウスが作出

され、その病理・病態解析がなされた。しか
し、Als2ノックアウトマウスには、ヒトALS2

疾患に見られる運動ニューロンの機能変性
や細胞死は認められなかった。これまでに明
らかになった ALS2 タンパク質の生化学的・
細胞生物学的な基本には細胞特異性が認め
られず、運動ニューロンの生存・機能維持に
必須の ALS2タンパク質の分子機能は未だ明
らかにされていない。運動ニューロンに特異
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的な ALS2タンパク質の分子機能を迅速かつ
簡便に解析するためには、ALS2 疾患に見ら
れる運動ニューロンの機能異常を再現する
in vitro 細胞モデル系の構築が必要である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、マーモセット運動ニューロンを用
いて、家族性筋萎縮性側索硬化症 2 型(ALS2)

の原因遺伝子産物（ALS2 タンパク質）の運
動ニューロンにおける分子機能を解明する
ことを目的とする。本研究では、ヒトに類似
性が高く、実験動物としての利点が多いマー
モセットに着目し、マーモセット EScell 由来
運動ニューロンを用いて、RNA 干渉法
（siRNA 法）により、ALS2 タンパク質欠失
マーモセット運動ニューロンを作製する。そ
の ALS2タンパク質欠失マーモセット運動ニ
ューロンの細胞表現型やタンパク質分子の
発現変化を解析することによって、ALS2 タ
ンパク質の運動ニューロンにおける機能を
明らかにする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、マーモセット ALS2遺伝子のク
ローニングし、これまでに決定しているヒト
ALS2遺伝子にに対する特異的 siRNAの配列を
参考にして、マーモセット ALS2遺伝子に対
する siRNAベクターを構築する。次にマーモ
セットの由来の EScellに対して、ALS2遺伝
子に対する siRNA発現ベクターを挿入した ES
クローンを遺伝子挿入・クローニングによっ
て取得する。同時に、マーモセットの由来の
EScellから運動ニューロンへの分化誘導系
を確立する。確立した分化誘導方法によって
マウス及びマーモセットの由来の EScellク
ローンを運動ニューロンに分化誘導する。分
化誘導によって得た ALS2タンパク質欠マー
モセット運動ニューロンを用いて、その細胞
表現型とタンパク質分解に関与する分子の
発現挙動変化について解析する。必要に応じ
て ALS2タンパク質欠マーモセット運動ニュ
ーロンとその細胞表現型について比較する。 
 
４．研究成果 
① マーモセット ES細胞の培養方法の確立 
理化学研究所バイオリソースセンターより
入手したマーモセット ES 細胞を用い、先行
研究 [Sasaki et al., Stem Cells. 2005]に
従って、マーモセット ES 細胞の培養を行っ
た。これらの ES細胞から抽出・精製した mRNA
を用いて RT-PCR を行った結果、マーモセッ
ト ES 細胞は未分化マーカーを発現している
ことが確認した。また、ES細胞のアルカリフ
ォスファターゼ活性をアルカリフォスファ
ターゼを用いた染色で確認した結果、ES 細胞
のコロニーが染色された。 
② マーモセット ES 細胞の神経幹細胞及び

神経細胞への分化誘導方法の確立 
先行研究 [Zhang et al., Nat Biotechnol. 
2001;19(12):1129-1133., Li et al., Stem 
Cells. 2008;26(4):886–893.] を参考に、ES
細胞の神経幹細胞の方法を確立した。各種神
経細胞への分化誘導方法についても検討中
である。 
③ マーモセット ALS2遺伝子の cDNAクロー

ニング 
ES 細胞から得た mRNA を鋳型に、マーモセッ
ト ALS2遺伝子の cDNAクローニングを行った。
cDNAクローンの配列決定を行い、マーモセッ
ト ALS2 遺伝子のコーディング領域について
の DNA 配列を決定した結果、マーモセット
ALS2 遺伝子は、ヒト ALS2 遺伝子と同じく
1657アミノ酸残基をコードし、そのアミノ酸
配列は、ヒト ALS2 タンパク質のアミノ酸配
列と 98%一致していることが明らかとなった。 
④ マーモセット ALS遺伝子を発現抑制する

ノックダウンベクターの構築 

pSingle-tTet-shRNA vectorを基本骨格とし

たマーモセットALS2遺伝子を特異的に発現抑

制するノックダウンベクター及びpsiRNA-DUO

を用いてノックダウンベクターを構築した。

次に、このベクターが蛍光タンパク質EGFPを

発現し、さらには、ALS2の発現抑制効果を持

つことを、構築したベクターをマーモセット

ES細胞に導入した後に、回収した細胞から抽

出したタンパク質サンプルを用いたウエスタ

ンブロット解析によって解析した。その結果

、EGFPの発現及びALS2遺伝子の発現抑制効果

が認められた。よって、今回構築したプラス

ミドベクターは、ALS2遺伝子に対する発現抑

制効果を持つことが明らかとなった。 

⑤ ALS2遺伝子発現抑制マーモセットESク

ローンの選択と解析 

現在、pSingle-tTet-shRNA vectorを基本骨格

としたマーモセットALS2遺伝子を特異的に発

現抑制するノックダウンベクター及び

psiRNA-DUOを用いてマーモセットALS2遺伝子

をテトラサイクリン依存的に発現抑制するES

細胞株の選定とそれらの細胞を用いた機能解

析を行っている。 

今後、これらのESクローンを運動ニュー

ロンへと分化誘導し、ALS2疾患に見られる運

動ニューロンの機能異常を再現するin vitro 

細胞モデル系の構築を行う予定である。この

、霊長類運動ニューロンを用いたALS2疾患モ

デル細胞は、新規の疾患モデル細胞である。

ALS2疾患モデル細胞は、新たな疾患分子機構

研究の材料となるとともに創薬スクリーニン

グにも利用できるツールとなることが期待で

きる。 
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