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研究成果の概要（和文）：　筋萎縮性側索硬化症(ALS)は、運動ニューロンの選択的変性を特徴とする神経変性疾患で
ある。本研究では、ALSの発症要因の中から、グリアの活性化、酸化ストレス、タンパク質分解異常、及び細胞内物質
移送異常に焦点を絞り、遺伝子改変マウスを駆使することにより、生体レベルでの複数の疾患発症要因の相互連関を明
らかにすることを目的とした。作出した種々の遺伝子改変型ALSマウスモデルを解析した結果、脊髄神経細胞でのオー
トファジー・エンドソーム・リソソーム系の変調、中でもALS2とp62/SQSTM1機能連関が、疾患の発症及び進行を左右す
る重要な要因であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a heterogeneous group of fatal neurodegener
ative diseases characterized by a selective loss of motor neurons in the brain and spinal cord. Although m
ultiple toxicity pathways including oxidative stress, neural inflammation, protein misfolding and accumula
tion, and dysfunctional intracellular trafficking, are implicated in the pathogenesis of ALS, molecular ba
sis of the interplay between such multiple factors are largely unknown. To address this issue, we investig
ate a role of GFAP, Nrf2, ALS2, and p62/SQSTM1 , and their interrelationship in the onset and progression 
of ALS using mutant SOD1-expressing ALS mouse models. The results indicate that loss of either ALS2 or p62
/SQSTM1 exacerbates motor dysfunction in ALS mice. Importantly, a simultaneous inactivation of ALS2 and p6
2/SQSTM1 in ALS mice further accelerates the disease phenotypes. Thus, dysfunction in the autophagy-endoly
sosomal system might play a crucial role in motor neuron degeneration.
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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、上位及び下位運動ニュ
ーロンの選択的変性を特徴とする進行性運
動ニューロン疾患（MND）である。欧米にお
ける罹患率は人口 10万人につき 1〜2 人とさ
れており、我が国においても同等の高い発症
頻度を示す疾患である。ALS の本質的病因は
不明であり、未だ有効な治療法・治療薬は開
発されていない。ALS 患者の大多数は孤発性
であるが、5〜10％の患者は家族性と考えら
れている。近年の分子遺伝学の進展により、
家族性ALSの原因遺伝子が次々と発見されて
いる。一方、ALS マウスモデル等を用いた分
子病態解析により、これまでに酸化ストレス、
興奮性毒性、アポトーシス、ミトコンドリア
機能異常、小胞体ストレス、RNA 分子動態の
異常、グリア細胞活性化、脳血管系異常、凝
集タンパク質の集積、細胞内物質移送異常等、
様々な発症並びに疾患進行要因が提唱され
てきた。しかし、個別機構のみで ALS の発症
を説明しようとする 10 年以上にわたる世界
中での試みは全く成功していない。そのため、
ALS は多数の機能的異常が複雑に絡み合って
発症するものと想像されているが、実際には
そのような多因子間の相互連関及び各種要
因の発症への寄与率等の実態については全
く不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多因子の変調と疾患発症につ
いて未だ体系的な解析が全くなされていな
い現状を打破するため、ALS 発症要因の中か
ら、グリアの活性化、酸化ストレス、タンパ
ク質分解異常、及び細胞内物質移送異常に焦
点を絞り、遺伝子改変マウスを駆使すること
により、生体レベルでの複数の疾患発症要因
の相互連関を明らかにすることを目標とし、
次の 6点についての検討を行った。 
（１）変異 SOD1 遺伝発現 ALS マウスモデル
の発症に及ぼす遺伝的背景の影響を明らか
にする。 
（２）神経系内での主要グリア細胞の一つで
ある星状グリア細胞（アストロサイト）の活
性化がALS発症に及ぼす影響を明らかにする。 
（３）生体におけるオートファジー・エンド
ソーム・リソソーム系と運動ニューロン疾患
発症との関連を明らかにする。 
（４）生体における酸化ストレス系と運動ニ
ューロン疾患発症との関連を明らかにする。 
（５）Als2-KO マウス、Sqstm1-KO マウスを
それぞれ交配し、ダブルKOマウスを作出し、
その表現型を解析することにより各因子の
生体における相互連関を明らかにする。さら
に、ダブル KO マウスと変異型 SOD1 発現 ALS
マウスモデルとの交配により、ALS2 および
p62/SQSTM1の生体内機能の変調がALS/MND発
症に及ぼす影響を明らかにする。 
（６）孤発性の ALS 患者における SQSTM1 遺
伝子変異の解析を実施し、SQSTM1 遺伝子およ

びオートファジー・リソソーム系タンパク質
分解系の変調がALS発症にどのように関わる
のかに関して明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝的背景の違いが ALS マウスモデル
の疾患表現型に及ぼす影響 
 本研究項目では、遺伝的背景の違いが変異
SOD1-TG マウスの疾患表現型に及ぼす影響に
ついて解析するため、2種類の遺伝的背景（B6
コンジェニック、FVB コンジェニック）を有
する 2 種類の SOD1-TG マウス（SOD1H46R、
SOD1G93A）を作出し、体重、寿命、及び運動機
能解析を行った。 
（２）GFAP の発現が ALS の発症及び病態進行
に及ぼす影響 
 本研究項目では、神経系主要グリア細胞の
一つであるアストロサイトの活性化がALS発
症に及ぼす影響を明らかにするため、
SOD1-TG マウスと Gfap-KO マウスを交配させ
ることにより、GFAP 欠損型 ALS マウスモデル
を作出し、それらの行動学的解析を行うとと
もに、生化学的・組織学的手法による解析を
行った。 
（３）オートファジー・エンドソーム・リソ
ソーム系と運動ニューロン疾患発症の関連
についての解析 
 本研究項目では、生体におけるオートファ
ジー・リソソーム系と ALS/MND 発症との関連
を明らかにするため、SOD1H46R-TG マウスと
Sqstm1-KO マウスを交配させることにより
p62/SQSTM1欠損型ALSマウスモデルを作出し
た。p62/SQSTM1 欠損型 ALS マウスモデルの運
動機能等の表現型を行動学的に解析すると
ともに、脊髄を中心とした中枢神経系の組織
学的手法による解析を行った。 
（４）酸化ストレス系と運動ニューロン疾患
発症との関連についての解析 
 本研究項目では、SOD1H46R-TG マウスと
Nrf2-KO マウスを交配させることにより、
Nrf2 欠損型 ALS マウスモデルを作出し、その
分子病態解析により、生体における酸化スト
レス系と運動ニューロン疾患発症との関連
を解析した。 
（５）複数の疾患発症因子を欠損するマウス
モデルの作出 
 本研究項目では、Als2-KO マウス及び
Sqstm1-KO マウスを交配することにより、ダ
ブル KO マウスを作出した。さらに、ダブル
KO マウスと SOD1H46R-TG を交配することによ
り、複数の遺伝子欠損状況下での ALS/MND 発
症への効果を生体レベルで検証した。 

（６）東アジア地域における ALS 関連遺伝子

変異のスクリーニング研究 

 本研究項目では、ALS 発症に関わる新たな
遺伝的要因を同定するため、ALS 患者におけ
る遺伝子変異スクリーニングを実施した。具
体的には、中国人孤発性 ALS 患者 306 名およ
び健常人 350 名における SQSTM1 遺伝子変異



の解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）遺伝的背景の違いが ALS マウスモデル
の疾患表現型に及ぼす影響 
 2 種類の遺伝的背景（B6 及び FVB）を有す
る変異 SOD1-TG マウス（SOD1H46R、SOD1G93A）に
ついての解析を行った。その結果、SOD1G93A-TG
マウスはSOD1H46R-TGマウスよりも重症化する
こと、その重症度は B6 系統よりも FVB 系統
の方が顕著であること、さらに FVB 系統の
SOD1G93A-TG マウスでは性差が見られ、雄が雌
より早期に発症し、死に至ることが判明した。
従って、変異 SOD1 に起因した疾患症候は、
ALS2 あるいは SOD1 以外の複数の遺伝的要因
により左右されることが明らかとなった。 
 なお、本研究では、ALS/MND 疾患症状にお
いて雌雄差を示さない B6 系統（コンジェニ
ック）の遺伝子改変マウスを以後の実験に用
いることとした。 
（２）GFAP の発現が ALS の発症及び病態進行
に及ぼす影響 
 コンジェニック系 Gfap-KO マウスを、変異
SOD1H46R-TG及びSOD1G93A-TGマウスと交配させ
る こ と に よ り 、 Gfap-KO;SOD1H46R 及 び
Gfap-KO;SOD1G93Aマウス系統を作出した。作出
されたマウスの解析を行った結果、GFAP 発現
の有無は、変異 SOD1G93A-TG マウスの発症時期
及び寿命に顕著な影響を及ぼさないが、変異
SOD1H46R-TG マウスにおいては有意に生存期間
を短縮させるとともに、脊髄におけるグリア
細胞の活性化を促すことが判明した。従って、
SOD1H46R-TG マウスにおいて、GFAP 欠損がグリ
ア細胞の活性化を促進することで疾患の進
行を早めることが示唆された。 
（３）オートファジー・エンドソーム・リソ
ソーム系と運動ニューロン疾患発症の関連
についての解析 
 本研究項目では、p62/SQSTM1 欠損 ALS マウ
スモデルを作出し、その表現型の解析を実施
した。その結果、p62/SQSTM1 欠損は変異型
SOD1発現ALSマウスモデルにおける疾患症状
を顕著に悪化させることが判明した。また、
p62/SQSTM1 欠損型 SOD1H46R-TG マウスでは、脊
髄における軸索変性、及び運動ニューロンの
変性が早期に進行することが判明した。さら
に、電子顕微鏡による超微形態的観察を行っ
た結果、p62/SQSTM1 欠損 ALS マウスモデルの
脊髄において、軸索の変性及び軸索内へのオ
ートファゴソーム様の膜小胞の異常蓄積が
顕著であることが明らかとなった。 
（４）酸化ストレス系と運動ニューロン疾患
発症との関連についての解析 
 酸化ストレス関連因子である Nrf2 と ALS
発症との関連を明らかにするため、Nrf2 欠損
ALS マウスモデルを作出し、それらのマウス
の運動機能等の表現型を解析した。その結果、
Nrf2の全身での欠損は、少なくとも変異SOD1
発現 ALS マウスモデルにおける疾患症状（発
症及び寿命）に影響を与えないことが判明し

た。従って、酸化ストレス因子である Nrf2
は ALS の発症に強く関与していない可能性
が示唆された。 
（５）複数の疾患発症因子を欠損するマウス
モデルの分子病態解析 
 本研究項目では、疾患発症の悪化に寄与す
ることが判明した 2 種類の分子、すなわち
ALS2 と p62/SQSTM1 が SOD1H46R-TG の疾患症状
に及ぼす相互連関を明らかにするため、
SOD1H46R-TG マウスと Als2-KO マウス及び
Sqstm1-KO マウスを交配することにより、
ALS2 及び p62/SQSTM1 の両分子を欠損した
SOD1H46R-TG マウスモデルを作出し、その疾患
表現型を解析した。その結果、p62/SQSTM1 単
独の欠損の影響は ALS2 単独欠損のものより
強いことが判明した。さらに、これら分子の
両者を欠損した場合には、いずれの単独欠損
の場合よりさらに疾患発症が加速し、早期に
死亡することが明らかとなった。p62/SQSTM1
と ALS2 はいずれも細胞内においてはオート
ファゴソーム上で共存を示すことから、
SOD1H46R-TG マウスモデルにおける疾患発症の
分子病態の背景には神経細胞におけるオー
トファジー・リソソーム系の機能的異常が強
く関与していることが示唆された。 
（６）東アジア地域における ALS 関連遺伝子
変異のスクリーニング研究 
 本研究項目では、四川大学との共同研究に
より、306 例の中国人孤発性 ALS 患者の遺伝
子解析を行った結果、これまでに報告のない
3 種類の SQSTM1 遺伝子変異（I99L、D337E、
L341V）を新たに同定することに成功した。 
（７）今後の展望 
 本研究により、ALS/MND の疾患症候は種々
の遺伝的要因により複雑に影響されている
ことが明らかとなった。中でも、オートファ
ジー・エンドソーム・リソソーム系の変調は、
疾患の発症及び進行を左右する重要な要因
と考えられた。また、本研究により ALS との
分子的関連性が見出された“p62/SQSTM1”は、
大多数の孤発性ALS患者脊髄に蓄積凝集体と
して観察されており、ALS 発症との関連に興
味が持たれる。今後、これらの発症因子・シ
ステム異常と病態との関連、及びその制御系
の分子基盤が明らかにされれば、運動ニュー
ロン恒常性維持機構の解明及びその治療的
調節に向けての大きな前進となり、新たな
ALS/MND の治療薬・治療法の開発への波及効
果が期待される。 
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