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研究成果の概要（和文）：アレキサンダー病の原因である GFAP 遺伝子変異がグリア細胞にあた

える機能変化やその修飾因子について、培養細胞モデルを用いたマイクロアレイおよびリアル

タイム PCR による解析、患者 DNA を用いたプロモーター遺伝子の多型解析にて検討した。結果、

シャペロン蛋白が変異 GFAP の異常凝集に重要な役割を果たす可能性、プロモーター遺伝

子多型による GFAP 発現量変化が臨床症状を修飾する可能性を示した。さらに新たな病態

モデルとして変異 GFAP 導入ショウジョウバエモデルを作成した。 

 
研究成果の概要（英文）：Alexander disease is a rare neurodegenerative disease caused by 
the mutations encoding glial fibrillary acidic protein (GFAP). To identify modified 
factors to clarify functional alteration of glial cells with mutant GFAP, we performed 
microarray analysis, real-time PCR or GFAP promoter gene analysis using cell models or 
patient’s DNA. These studies indicated αB-crystallin may play an important role in 
mutant GFAP cells and the alteration of GFAP expression controlled by GFAP promoter gene 
may modify the clinical course. We also prepared Drosophia model constructed by inducing 
GFAP gene as a new disease model. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

 2001年にアレキサンダー病の原因遺伝子

としてGFAPが同定された。それまで病理学所

見以外に診断ができず、乳幼児に認められる

まれな予後不良の疾患と認識されていたが、緩

徐進行性の延髄・頚髄症状を呈し、GFAP変異を

示す成人型アレキサンダー病が報告されるよう

になった。われわれの施設でも口蓋ミオクロー
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ヌスと著明な脊髄萎縮を示す家系例におい

て、アレキサンダー病では報告されていな

い新しいGFAP変異を報告し、さらに2002年か

らは他施設からの依頼も含めて成人型アレ

キサンダー病を中心に遺伝子解析を行い、G

FAP変異とその表現型の関係について報告し

てきた。また、2009年度には本邦におけるア

レキサンダー病の全国調査を行い、診断基準

に着手した。 

 また、基礎研究面では当施設で解析した変

異GFAP導入発現ベクターを作成し、アストロ

サイトーマ由来の培養細胞内で発現させ、細

胞レベルにおけるGFAP変異がグリア細胞に

与える形態的・機能的変化を免疫組織化学、

migration assayにより検討した。その結果、

変異GFAP発現細胞は形態的な変化を生じる

だけではなく、凝集体が形成される以前にグ

リア細胞の機能変化が生じることを示し、グ

リア細胞内外の修飾因子の存在を示唆した。

さらにGFPでタグを付した変異GFAPをグリア

細胞内に発現させ、実際の運動の様子につい

てタイムラプス解析を行った。結果、細胞質

に認められるGFAPの凝集過程は変異が存在

するドメインにより異なること、また凝集体

の存在する細胞では細胞分裂過程が阻害さ

れていることを見出した。 

 海外でも変異GFAP導入培養細胞や変異GFA

P導入トランスジェニックマウスから得たア

ストロサイトを用いた研究により凝集体の

可溶性低下やシャペロン蛋白の関連が報告

されたが、病態・臨床表現型を十分に反映さ

れるモデルの作成には至っていなかった。 

 

２． 研究の目的 

本研究ではアレキサンダー病の原因遺伝子

であるGFAP変異がグリア細胞に与える影響

と病態を修飾する因子をリアルタイムPCRや

DNAチップを用いて解明することを目的とす

る。また、新たな病態モデルとしてショウジョ

ウバエモデルを作製し、治療法開発の足掛かり

とすることを計画した。最終的にはターゲット

を定めて治療法を開発することを目的とする。 

 

３． 研究の方法 

 

(1)アレキサンダー病ショウジョウバエモデ

ルの作成：ヒト野生型と各ドメインの変異

GFAP(R70W・R239C・R416W)をショウジョウバ

エで過剰発現させるため GAL4 結合配列をプ

ロモーターに持つ TFWベクターへクローニン

グした。野生型または変異型ベクターをショ

ウジョウバエ受精卵へ微量注入し，P 因子法

により，遺伝子導入ショウジョウバエ系統

(Tg-DGFAP)を作製した。次に各組織特異的に発

現を制御できる GAL4 ドライバー系統と交配

させることにより，表現型に異常を生じるか

を解析した。また複眼や複眼原基、神経系に

おいて病理学的にアレキサンダー病で認め

られる Rosenthal fiber の有無を解析した。 

 

(2)変異 GFAP 導入培養細胞の網羅的遺伝子解

析：変異 GFAP (V87G,R88C,R416W)を導入した

アストロサイトーマ由来細胞より mRNA を抽

出し、Affymetrix 社のオリゴヌクレオチドア

レイを用いて、その発現パターンをヒト野生

型 GFAP 導入細胞と比較検討した。 

 

(3)アレキサンダー病における GFAP 遺伝子重

複の検討：アレキサンダー病を疑われ、当院

に遺伝子解析依頼のあった12症例(変異GFAP

陽性4例、GFAP多型4例(1例は変異もあり)、

臨床的に本病と矛盾しない変異陰性例 5 例、

コントロール 2 例)に対して、SYBR green を

試薬としてリアルタイム PCR を行い比較 CT

法による相対定量を行った。 

 



 

 

(4)アレキサンダー病患者におけるGFAPプ

ロモーター遺伝子多型解析：当施設で解析

した GFAP 変異を伴うアレキサンダー病患

者 11 名(大脳優位型(1 型)2 名、延髄・脊

髄型(2 型)5 名、中間型(3 型)4 名)に対し

て、直接シーケンス法にて GFAP 遺伝子上

流 2kb の塩基配列を決定した。さらに

-250bp遺伝子多型においてC/Aのホモ接合

体を認めた症例についてはさらにサブク

ローニングにより、プロモーター遺伝子多

型と GFAP 変異との遺伝子座の位置関係を

検討した。 

 

４．研究成果 

 

(1)スクリーニングにて変異GFAPを導入し

たショウジョウバエに赤眼がみられた

(wild-type、R239C、R416W)．赤眼を呈す

るショウジョウバエを 1匹ずつ回収し、バ

ランサー染色体をもつショウジョウバエ

系統と交配し、次世代で生まれてくるショ

ウジョウバエでline化を行い、野生型GFAP

導入ショウジョウバエを３系統、R239C 

GFAP 導入ショウジョウバエを５系統、

R416W GFAP 導入ショウジョウバエを 6 系

統樹立した。複眼原基特異的なGAL4 driver

系統(GMR-GAL4)と野生型 GFAP 導入ショウ

ジョウバエ系統および変異 GFAP 導入ショ

ウジョウバエをそれぞれ交配し、次世代に

ついて電子顕微鏡ならびに蛍光染色にて

観察した。免疫染色では各ショウジョウバ

エ系統において幼虫の複眼原基での GFAP

の発現がみられ、変異 GFAP ではコントロ

ール、野生型に比べて凝集体の出現を認め

た(図 1)。複眼構造においては野生型では

明らかな複眼構造の変化は見られなかっ

たものの、各単眼における剛毛の発現がみ

られなかった(図 2)。一方、変異 GFAP 導入

ショウジョウバエでは明らかな複眼構造の

破壊がみられた。 

 

 

図 1：GFAP 遺伝子導入ショウジョウバエ(幼

虫)の複眼原基。 

 

図 2：GFAP 遺伝子導入ショウジョウバエ（成

虫）の複眼構造。 

 

(2) 変異 GFAP 導入細胞では proteolipid 

protein 1 や S100B の down-regulation が認

められた。また、R416W ではαB クリスタリ

ンの up-regulation が認められた。αB クリ

スタリンについては GFAP 凝集抑制として重

要な役割を担うことが他の研究報告にてす

でに示されており、これを支持する結果とな

った。 

 

(3) 変異 GFAP 陽性例、GFAP 多型症例、臨床



 

 

的に本病と矛盾しない変異陰性例のいず

れにおいても GFAP の gene dose に有意差

は見られず、今回検討した症例群において

GFAP の multiplication は存在しないもの

と判断した。 

 

(4) -250bp GFAPプロモーター遺伝子多型

は 4 例が C アレル、2 例が A アレルのホモ

接合体、5 例が C/A のヘテロ接合体であっ

た。ヘテロ接合体症例においてはいずれの

アレルが GFAP 変異と同一遺伝子上に存在

するかにより臨床表現型の差は認めなか

った。また、C アレルをホモ接合体でもつ

症例では歩行不能例が多い傾向にあった。

プロモーター遺伝子多型は臨床病型を決

定する因子ではないが、臨床症状を修飾す

る因子である可能性が示唆された。 

 

図 3：アレキサンダー病患者 10 例の GFAP

遺伝子変異とプロモーター遺伝子多型の

関係 

 

本研究によりシャペロン蛋白が変異

GFAP を有するグリア細胞の機能に何ら

かの関与を示す可能性を示し、プロモー

ター遺伝子多型による GFAP 発現量増加

は臨床症状を修飾する可能性を示した。

以上の結果から変異 GFAP を有するアレ

キサンダー病の治療標的として分子シ

ャペロンや GFAP 凝集体そのものが候補

になりうることが示唆された。また、シ

ョウジョウバエモデルは遺伝子スクリ

ーニングや薬物スクリーニングを検討す

ることにより修飾因子の病態への関与や

治療法の開発に役立つものと考える。なお、

アストロサイトの重要な機能としてニュ

ーロンや血管との相互作用が知られてお

り、今後は分子シャペロンや GFAP 凝集体

がアストロサイトを中心とするネットワ

ークにどのような影響を与えるかを検討

することが病態解明に重要と考える。 
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