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研究成果の概要（和文）：我々は弧発性および家族性ALS患者（SOD1変異、FUS変異、MATR3変異）について、患者由来i
PS細胞を樹立した。これらのiPS細胞を用いて、運動ニューロンに分化誘導し、とくに小胞体ストレスの関与について
検討した。今回の検討では、小胞体シャペロン、小胞体ストレス関連転写因子、アポトーシス分子の一部は変異型FUS
発現細胞で発現が亢進していたものの、すべての変異に共通して変化した分子は一部で有り、再現性の確認が不可欠で
ある。疾患iPS細胞作成に当たってのクローンごとの特性、あるいは運動ニューロンへの分化条件などiPS細胞を用いた
実験ならではの限界についても考慮する必要がある。

研究成果の概要（英文）：We have established iPS cell lines derived from sporadic and familial ALS (SOD1, 
FUS, and MATR3 mutations) patients. We induced these iPS cells into motor neurons, and examined the 
expression of endoplasmic reticulum (ER) stress-related molecules. In this experiment, some of ER 
stress-related molecules including ER chaperones, transcription factors, and pro-apoptotic factors were 
upregulated in the mutant FUS-expressing cells. However, a few molecules were affected uniformly in the 
different types of the FUS mutations. A further examination would be required to confirm the results. We 
also needs to consider limitations under the experiments using iPS cells, such as variability among iPS 
clones and developmental condition into motor neurons.

研究分野： 神経内科
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１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症（ALS）は今日まで有
効な治療法はなく、大部分の患者は呼吸筋麻
痺のため３〜５年で死に至る。ALS の大多数
は弧発性であるが、残りの 10％は家族性の発
症である。弧発性 ALS の発症メカニズムは
未だ不明であるが、家族性 ALS の 15〜20%
は Cu/Zn superoxide dismutase（SOD1）遺
伝子の点変異によって発症することが明ら
かとなっている。この変異 SOD1 を過剰発現
する齧歯類モデルでは、弧発性 ALS と類似
の表現型と病理学的変化を呈することから、
発症メカニズムとして何らかの 
gain-of-function による毒性の獲得が示唆さ
れている。申請者は、変異 SOD1 による家族
性 ALS モデルでは、ミスフォールディング
を来した変異 SOD1 蛋白が運動ニューロン
の小胞体に蓄積し小胞体ストレスを誘導す
ることで、最終的に運動ニューロンがアポト
ーシスに陥ることを明らかにした。 
 近年の分子遺伝学の進歩に伴って、新規の
ALS の原因遺伝子が多数同定されてきてい
るが、これらの家族性 ALS や大部分を占め
る弧発性 ALS においても、病態に小胞体ス
トレスが関与しているかは未解明のままで
ある。 
 
２．研究の目的 
１）我々は非家族性および弧発性 ALS の病
態を明らかにするために、弧発性 ALS 患者
および家族性 ALS 患者（SOD1 H46R 変異、
FUS R514S 変異, G492Efs 変異各１例、
MATR3 S85C 変異 2 例）について、末梢血
リンパ球あるいは皮膚線維芽細胞を用いて、
運動ニューロン疾患由来 iPS細胞を樹立する。 
２）上記 iPS 細胞を用いて、運動ニューロン
に分化誘導し、とくに小胞体ストレスの関与
の有無を各種手法を用いて解明する。 
 
３．研究の方法 
１）ALS 患者由来 iPS 細胞の作成と運動ニュ
ーロンへの分化誘導 
 弧発性および家族性ALSや他疾患コントロ
ール患者より皮膚線維芽細胞や末梢血リン
パ球を提供していただき、運動ニューロン疾
患患者由来 iPS 細胞を樹立した。ヒト ES 細
胞から運動ニューロンへの分化方法（Wada et 
al. PLoS ONE, 2009; Chambers et al. Nat 
Biotechnol, 2009）に準じて、運動ニューロ
ン疾患患者由来iPS細胞から運動ニューロン
へ分化誘導した。 
 iPS 細胞の作製には、体細胞からのリプロ
グラミング過程が重要であり、より安全で、
効率的な iPS 細胞作製のため、ディナベック
社との共同研究によりセンダイウイルスベ
クターを利用した方法を用いた。センダイウ
イルスの特長として、細胞核内に遺伝情報が
入り宿主のDNA配列の中に組み込まれないた
め、発癌性などの好ましくない形質転換を考
慮する必要がなく、また感染効率も高く、本

システムを用いて誘導したiPS細胞は継代に
伴い、徐々にベクターが消失し、とくに 38
〜39℃で培養することにより、この消去を早
めることが可能となることから、病態解析に
有用と思われた。 
２）iPS 細胞由来の脊髄運動ニューロンにお
ける各種小胞体ストレスマーカーの比較 
 ATF-6、IRE1α、PERK、CHOP、caspase-12, 
9, 3、Bcl-2、Bax などの各種小胞体ストレス
関連パラメーターについて、免疫染色や
Western blot法等を用いて蛋白発現を比較し
た。 
  
４．研究成果 
１）弧発性 ALS 患者（球麻痺型、古典型、偽
神経炎型など）および SOD1 変異や FUS変異、
MATR3 変異を有する家族性 ALS 患者の皮膚線
維芽細胞や末梢血リンパ球からセンダイウ
イルスベクターを利用し、iPS 細胞を樹立し
た（図１）。これらの iPS 細胞の一部は、RIKEN 
BRC 細胞材料開発室の Cell bank
（http://cell.brc.riken.jp/ja/hps/hps_d
iseaselist）に寄託した。 

 
２）ALS 患者由来 iPS 細胞から誘導された運
動ニューロンにおいて、各種小胞体ストレス
関連パラメーターについて、Western blot 法
を用いて蛋白発現を比較した。 
 今回は、各種 FUS 変異を有する家族性 ALS
患者 iPS細胞由来の運動ニューロンについて
評価した。Western blot 法の結果を図 2およ
び 3、4に示す。カルネキシンおよび KDEL（小
胞体シャペロンの構造）は、R521C および
R514S、G492Efs 変異いずれにおいても、コン
トロール患者より高い発現量を示した（図 2）。 
 しかし BiP（小胞体シャペロン）の発現は、
R514S 変異を有する運動ニューロンでコント
ロール患者より高い傾向を示したが、R521C

図１ 弧発性 ALS 患者から樹立された iPS 細胞 

 

 



やG492Efs変異ではコントロール患者と同等
あるいはそれ以下の発現量であった（図 3）。 

 
 また CHOP（小胞体ストレスに関連するアポ
トーシス促進分子）についても、R514S およ
び G492Efs 変異では発現亢進していたが、
R521C ではその傾向は明らかではなかった
（図 3）。小胞体ストレス時の転写亢進に関わ
る活性型 ATF6 p50 についても、R514S 変異で
は発現亢進が示唆される一方、R521C および
G492Efs変異ではむしろ低下していた（図4）。 

 
＜考察＞ 
 今回の検討では、小胞体シャペロン、小胞
体ストレス関連転写因子、アポトーシス分子
の一部は変異型FUS発現細胞で発現が亢進し
ていたものの、すべての変異に共通して変化
した分子は一部で有り、十分な再現性が確認
された結果は導き出せなかった。可能性とし
て、非 SOD1 変異の家族性 ALS における小胞
体ストレスの関与が乏しい可能性もあるが、
疾患iPS細胞作成に当たってのクローンごと
の特性、あるいは運動ニューロンへの分化条
件などiPS細胞を用いた実験ならではの限界
についても考慮する必要がある。 
 弧発性 ALSや他の MATR3 変異を有する家族
性 ALS患者 iPS由来の運動ニューロンについ
ても現在検討中であり、早急に本実験結果と
比較する必要がある。 
 今回の研究成果として、iPS 細胞の一部を

RIKEN BRC 細胞材料開発室の Cell bank に登
録しており、他の研究者の ALS 病態および治
療研究に貢献できる可能性がある。 
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