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研究成果の概要（和文）：家族性ALS家系の集積により13家系のFUS遺伝子変異を同定した。2例のFUS変異ALS患
者より皮膚生検から初代培養線維芽細胞を樹立し、連携研究者の施設にてiPS細胞樹立を行った。運動ニューロ
ン分化後にRNAsequenceなどの解析を行ない、2016年にStemCell Reports誌に報告した。さらにゲノム編集技術
を用いたアイソジェニックラインの作出も行った。作出したiPS細胞を用いて、運動ニューロンの特徴的な長い
軸索突起を培養環境中で再現することを目的として新規マイクロ流体デバイスを活用しRNAseq解析により、細胞
体および軸索に発現している遺伝子プロファイルを同定した。

研究成果の概要（英文）：FUS gene mutation in 13 families was identified by accumulation of familial 
ALS families. Among them, skin biopsy of FUS-related ALS (FUS-ALS) in two families was carried out 
with consent in accordance with the procedure approved by the Ethics Committee of the University. 
From this, primary culture fibroblasts were established and iPS cells were established at a 
collaborating researcher's facility. We analyzed RNA sequence sequence after motor neuron 
differentiation and reported to Stem Cell Reports in 2016. We also produced isogenic lines using 
genome editing technology. In order to reproduce the characteristic long axon protrusions of motor 
neurons in the culture environment using the iPS cells produced, we also examined the condition in a
 novel microfluidic device. By RNAseq analysis, gene profiles expressed in cell bodies and axons 
were identified. 

研究分野：神経内科学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症
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１．研究開始当初の背景 
 
ALS は上位および下位運動ニューロンを選
択的・系統的に障害し、呼吸筋を含む全身の
筋萎縮をきたす致死性の進行性疾患である。
東北大学では superoxide dismutase 1 
(SOD1) 変異 ALSモデルラットを開発し、病
態の主座である脊髄運動ニューロンに対し
て髄腔内投与により肝細胞増殖因子(HGF)が
ALS 進行抑制効果を持つことを明らかにし、
ヒトでの第一相治験を実施中である。また家
族性 ALS 遺伝子バンクとして 100 以上の家
系の DNAを収集しており、ALSの原因遺伝
子としての optineurinの発見(Nature 2010)
にも寄与した。剖検例の蓄積も行っており
FUS変異が日本人の家族性ALSの 11％を占
めることを明らかにし、臨床・病理学的な検
討(J Hum Genet 2010、J Neuropathol Exp 
Neurol 2012)を行い病態解明に寄与してき
た。 
 
申請者は 2011 年から 3年間、ハーバード大
学幹細胞再生生物学分野の Kevin Eggan 教
授の研究室に留学し、運動ニューロンマーカ
ーであるHB9レポーターヒトES/iPSライン
を運動ニューロンに分化させFACSで純化し、
アストログリアと共培養させる病態モデル
を用いた研究を行った。プロスタグランディ
ン系の DP1 阻害剤がヒト運動ニューロンの
生存を促進させることを示し、薬剤の効果を
マウスでも証明した(Sci Trans Med 2014)。
また欧米で最も頻度の高い孤発性および家
族性 ALS の原因遺伝子である C9ORF72 の
発現解析や表現型解析をマウスを用いて行
い(Nat Neurosci 2013)、ヒト細胞・マウスモ
デルの両面から ALS の治療標的の探索を続
けてきた。 
 
モデル動物を用いた病態・治療研究において
は遺伝的背景が同一の系統を対照として多
くの成果を挙げてきたが、動物とヒトとの種
差が問題であった。ヒト iPS細胞の樹立は特
に神経疾患研究において大きなブレイクス
ルーとなったが、一方でヒト細胞・組織を用
いた研究に根源的に付随している個体の遺
伝的背景の違いによるノイズという問題は
残った。Eggan研究室ではゲノム編集技術を
用いた相同組み換えにより患者由来 iPS細胞
の変異箇所のみを正常配列に戻したアイソ
ジェニックラインを作成した。患者細胞とと
もに運動ニューロンに分化させ、細胞死や電
気生理学的異常という表現型を in vitroでも
見出した。同様のストラテジーでアイソジェ
ニックラインを作成し運動ニューロン・アス
トログリア・骨格筋へと分化させ、正常化し
た細胞とペアで比較することで、疾患遺伝子
による病態をノイズを抑えて検出すること
が可能になる。 
 
ALS は運動ニューロンの変性が病態の主座

であるが、申請者ら(Sci Trans Med 2014)も
含めグリア細胞も病態に関与することが明
らかになった。Valocin containing protein 
(VCP) や heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein (hnRNP)の変異例では運
動ニューロンに加えて蛋白凝集体の蓄積が
骨 格 筋 や 脳 に も 見 ら れ multisystem 
proteinopathy (MSP)という概念で捉えられ
るようになってきている。Eggan研究室は世
界で初めてヒト ALS 患者由来 iPS から運動
ニューロンを分化させて in vitroでの表現型
を報告した研究室であり、申請者は効率的な
運動ニューロンの分化・純化に精通している。
更にアストログリアや骨格筋への分化プロ
トコールの最適化も行ってきた。運動ニュー
ロン及びアストログリア・骨格筋といった
個々の細胞種特異的な変化に着目すること
でALSおよびMSPの病態の全体像を捉える
ことができる。 
 
ALS では DNA/RNA 結合蛋白質の細胞質内
異常蓄積が見られ RNA 代謝異常が病態の鍵
に な る と 考 え ら れ て い る 。 FUS は
hnRNPA2B1/A1 とともに hnRNP ファミリ
ーに分類され、RNA 代謝の主要な機能分子
である。また VCP は蛋白分解経路の重要な
分子であり異常蛋白質分解機構の破綻も
ALS 病態に共通した機序であると考えられ
る。申請者らは蛋白分解系のプロテアソーム
の骨格筋特異的欠損マウスを作成し、プロテ
アソームが骨格筋のホメオスタシスの維持
に必須であることを示してきた実績がある 
(J Cell Sci 2014)。RNA代謝異常や蛋白分解
異常は神経筋疾患に共通した重要な治療標
的になると考えられ、これらの経路に焦点を
当てて解析を進めることとした。 
 
２．研究の目的 
 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）の運動ニューロ
ンおよびグリアや骨格筋など病態関連細胞
の分子病態を明らかにする。日本で頻度が高
く我々が症例を蓄積してきている fused in 
sarcoma (FUS) 変異 ALS 患者および
Multisystem Proteinopathy (MSP) 患者由
来の iPS細胞およびゲノム編集により変異箇
所のみを修復したコントロール (アイソジェ
ニックライン) を各種細胞に分化させ、細胞
種特異的な病態関連因子をトランスクリプ
トームおよびプロテオーム解析で抽出する。
動物モデルおよびヒト剖検組織との比較に
より新規病態関連因子の検証を行う。運動ニ
ューロンと他の細胞種の差異に着目するこ
とで治療ターゲットとなる新規病態関連因
子を見出す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) FUS 変異例および MSP 患者由来 iPS 細胞
の樹立 



生検皮膚組織より初代培養線維芽細胞を樹
立し、OCT4・SOX2・KLF4・L-Myc・shP53 等を
エピソーマルベクターによって遺伝子導入
して iPS 細胞を樹立する。既に FUS 変異例の
iPS 細胞樹立に成功しており、東北大学で遺
伝子変異同定済みの 10 家系の FUS 変異例を
順次樹立する。  
 
(2) 樹立した疾患特異的iPS細胞の品質管理 
樹立した複数の iPS 細胞株において、外来遺
伝子ゲノム挿入部位の確認、未分化マーカー
の発現、多分化能を確認する。その結果によ
り各患者由来ヒトiPS細胞ごとに良質なクロ
ーンを数個ずつ選択する。マイクロアレイに
よる比較ゲノムハイブリダイゼーションや
一塩基多型を用いたゲノム異常の有無、染色
体解析、そして由来患者と同一の遺伝子変異
の確認も行う。 
 
(3) アイソジェニックラインの作成 
樹立した iPS 細胞に対し、変異部位を相同組
み換えによって正常配列に置き換えたアイ
ソジェニックラインを研究協力施設との共
同で作成する。オフターゲット効果の有無も
次世代シークエンサーを用いて確認する。健
常者細胞に対する変異導入も試みる。 
 
(4) ヒト iPS 細胞から運動ニューロン、アス
トログリア、骨格筋細胞への分化誘導と表現
型の観察 
樹立したiPS細胞から運動ニューロンへの分
化方法を用いる（Nat Biotech 2011）。骨格
筋は胚様体を介した分化誘導法 (Cell Stem 
Cell 2012）を、アストログリアは Eggan 研
究室で開発したヒト細胞分化のプロトコー
ルを用いる。表現型を見出しにくい場合は蛋
白分解系の抑制剤やストレス誘導試薬を用
いて細胞内封入体形成や細胞死を定量する。
電気生理学的評価も行う 
 
(5) 純化した細胞を用いた次世代シークエ
ンサーおよびプロテオミクスによる病態関
連分子の探索 
細胞種特異的な病態を高感度に検出するた
め、疾患 iPS 細胞およびペアとなるアイソジ
ェニックラインから得られた運動ニューロ
ン、アストログリアおよび骨格筋細胞のトラ
ンスクリプトームを次世代シークエンサー
を用い、線維芽細胞を含めて比較解析する。
RNA 代謝や蛋白分解経路に着目しつつ病態お
よび組織特異的な標的分子を見出し、免疫染
色やウエスタンブロットなど蛋白レベルで
も検証する。さらに培養スケールを増やして
蛋白量を確保し、プロテオーム解析を行う。
見出した変化はノックダウンやレスキュー
実験により生物学的意味を解明する。 
 
４．研究成果 
これまで、家族性 ALS 家系の集積により 13
家系の FUS遺伝子変異を同定した。そのうち、

1家系 2例の FUS 関連 ALS（FUS-ALS）罹患者
より本学倫理委員会で承認された手順に則
り同意を得て、皮膚生検を行った。これより
初代培養線維芽細胞を樹立し、連携研究者の
施設にて iPS 細胞樹立に成功した。 
 
樹立した FUS-ALS 疾患特異的 iPS細胞株の品
質管理を行うため、外来遺伝子ゲノム挿入部
位の確認、未分化マーカーの発現、多分化能
の確認を実施、良質なクローンを選択した。
また、由来した罹患者と同一の FUS 遺伝子変
異確認も行った。運動ニューロン分化後に
RNAsequence などの解析を行ない、StemCell 
Reports 誌に報告した。 
 
独自の取り組みとして樹立した細胞を用い、
運動ニューロンの特徴的な長い軸索突起を
培養環境中で再現することを目的として新
規マイクロ流体デバイスの条件検討を行っ
た。RNAsequence 解析により、細胞体および
軸索に発現している遺伝子プロファイルを
同定した。さらに FUS 変異病態において変化
の見られる遺伝子に着目し、機能解析に進ん
でいる。機能解析での評価項目について、再
現性を見るために、酸化的ストレス負荷など
をかけて評価における最適条件を調整した。
またライブセルイメージングを用いて、FUS
が結合するRNAの動きについても評価を行っ
ている。注目した遺伝子の一つXについては、
siRNA や阻害剤実験により軸索形態異常が改
善することも見出している。ゼブラフィッシ
ュを用いた遺伝子 X の過剰発現実験も行い、
個体レベルでの表現型の変化も見出してい
る。 
 
新規マイクロ流体デバイスの利点を活かし、
プロテオミクスを含めたオミックス解析を
追求し、さらなる新規治療標的を見出してい
きたい。 
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