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研究成果の概要： 

 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）は運動ニューロンの選択的変性に加え，運動ニューロン胞体内で

の神経細胞内封入体の出現を特徴とし，蛋白分解系の異常ならびに細胞骨格異常による神経細

胞死が注目されている．本研究より，ALS では，小胞体内で蓄積した異常変性蛋白が細胞死を

誘導し，封入体を形成することが考えられた．さらに ALSではカルパインの活性化が病態形成

に関与し，カテプシン Bが運動ニューロン死に対して神経防御的に作用していることが考えら

れた． 
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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）は運動ニューロンの選択的
変性所見に加え，運動ニューロン胞体内に変
性蛋白質の蓄積による神経細胞内封入体の
出現を特徴とすることから，蛋白分解系の異
常ならびに細胞骨格異常による神経細胞死
が注目されている．これまで申請者らは，ALS
の運動ニューロンにおける異常蛋白質の蓄
積と細胞骨格異常，さらには小胞体ストレス

に注目し様々な研究を行ってきた.これまで
変異 SOD１G93A遺伝子導入マウスにおいて，病
状の進行に伴い変異型 SOD1 蛋白質が特異的
に脊髄運動ニューロンの小胞体内で凝集し，
小胞体ストレスを引き起こすことで，細胞死
が誘導されることを証明した．さらに変異
SOD1 の 凝 集 に 伴 う ER-associated 
degradation（ERAD）によりユビキチン－プ
ロテアソーム系への蛋白分解経路が誘導さ
れることを報告してきた． さらに，フォー
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ルディングが不良な異常蛋白質の細胞質内
での蓄積に関する研究として研究者らは，
aggresome形成とmicrotubule orgaｎizing 
center (MTOC)での封入体形成に着目して
きた． 
 
２．研究の目的 

ALS の運動ニューロンにおける異常変性蛋
白質の蓄積に伴う神経細胞死を解明し，関連
するプロテアーゼにより ALSの治療法を開発
する．異常変性蛋白質の蓄積に関しては，(1)
ヒト ALS および ALS モデルマウスにおける，
小胞体内および細胞質内でのミスフォール
ディング蛋白の解析ならびに (2)ミスフォ
ールディング蛋白の代謝過程で ERAD に関連
するカルネキシンサイクルの機能解析を進
める．治療的アプローチとしては，(3)カテ
プシンおよびカルパインなどの異常変性蛋
白質の分解に関与するプロテアーゼの発現
解析を行い，運動ニューロンに対するその生
物学的作用を検証する．(4)プロテアーゼも
しくはプロテアーゼ阻害剤の ALSモデルマウ
スへの治療効果を検証することで ALSの治療
薬としての可能性を探る． 
 
３．研究の方法 

材料：ヒト ALS剖検脊髄ならびに ALSモデ
ルマウスである変異 SOD1 G93A遺伝子導入マウ
スの脊髄標本，ならびに in vitro の研究と
して，運動ニューロンの培養細胞系である
NSC34 細胞を使用した． 

方法： ヒト ALS 剖検脊髄ならびに ALS モ
デルマウスの研究では主に，免疫組織化学並
びにウエスタンブロット法による蛋白質の
解析，RT-PCT 法による遺伝子発現の解析を行
った．(1)ヒト ALS および ALS モデルマウス
における脊髄運動ニューロン小胞体内およ
び細胞質内でのミスフォールディング蛋白
の解析として，γ-tubulin，Pericentrin な
どの Mirotubule Organizing Center（MTOC）
関連蛋白質に関する免疫組織化学を用いて，
異常蛋白質の凝集を検索．(2)ミスフォール
ディング蛋白の代謝過程で ERAD に関連する
カルネキシンサイクルの機能解析に関連し
て，カルネキシン，カルレティクリンなどの
カルネキシンサイクル関連蛋白質の発現を
検証．（3）プロテアーゼによる異常変性蛋白
質の分解に関しては，カルシウム依存性プロ
テアーゼであるカルパインのｍRNA 発現亢進
並びに活性型カルパインの検証．さらにカル
シウム関連受容体である IP3 受容体，リアノ
ジン受容体（RyR）などの発現に関して検討
を行った．（4）プロテアーゼもしくはプロテ
アーゼ阻害剤の治療効果への試みとして、in 
vitro の研究を行い，酸化ストレス状態下で
NSC34 細胞を用い，無血清状態下でカルパイ
ン阻害剤（MDL-28170），カテプシン B阻害剤

（CA-074me）などのプロテアーゼ阻害剤を添
加してその細胞死に対する作用を解析した． 
 
４．研究成果 

 (1)ヒト ALS および ALS モデルマウスにお

ける，小胞体内および細胞質内でのミスフォ

ールディング蛋白の解析では，免疫組織化学

的に ALSモデルマウスの運動ニューロンでは，

γ-tubulin が，病状の進行に従い運動ニュー

ロン細胞質に凝集する傾向があり，さらに，

ヒト ALS脊髄運動ニューロンの細胞質内封入

体では，γチューブリンおよび pericentrin

の集積像が見られた（図１，２）． 

 

（図 1）抗γ-tubulin 抗体と抗 Ubiquitin 抗

体による免疫組織化学．両者の局在は一致す

る． 

 
 

（図２）抗 pericentrin 抗体と抗 Ubiquitin

抗体による免疫組織化学．両者の局在は一致

する． 

 
 

以上の結果より，ALS の運動ニューロン内

での異常蛋白質の集積は，モーター蛋白であ

るダイニン等による MTOC への誘導によるも

のと考えられた．一方，(2)ミスフォールデ

ィング蛋白の代謝過程で ERAD に関連するカ

ルネキシンサイクルの機能解析では，これま

で ALSモデルマウスで EDEMの mRNA の発現亢

進を確認し，カルネキシンサイクルの異常が

考えていた．さらに今回の検討では，ヒト ALS

剖検脊髄の運動ニューロンではカルネキシ

ン，カルレティクリンの免疫染色性は低下し

ており，カルネキシンサイクルの機能低下が



 

 

考えられた．（図３） 

 

 

（図３）抗カルネキシン抗体による免疫組織

化学． 
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また，特に神経細胞内封入体部のカルネキ

シンの免疫染色性は著しく低下していた．

(3)カテプシンおよびカルパインなどの異常

変性蛋白質の分解に関与するプロテアーゼ

の発現解析では，ヒト ALS，ALS モデルマウ

スの脊髄ではカルシウム依存性プロテアー

ゼであるカルパインのｍRNA 発現亢進を認め，

さらにウエスタンブロット法で，活性型カル

パインの有意な発現亢進が見られた．また，

IP3受容体，リアノジン受容体（RyR）の発現

に関しては，ヒト ALS剖検脊髄の運動ニュー

ロンで，小胞体におけるカルシウム放出に関

与する RyRの亢進を確認した．これらの結果

は，小胞体に関連した Ca２＋流入異常の ALS

の病態への関与を示唆している．また，(4)

プロテアーゼもしくはプロテアーゼ阻害剤

の治療効果への試みとして，In vitro の治療

的研究では，これまで，変異 SOD1G93A遺伝子

導入マウスを用いた検討で，発病期にカル

シウム依存性プロテアーゼであるカルパイ

ンファミリーの活性化を確認している．本

研究では，無血清状態下でカルパイン阻害剤

により神経細胞死が抑制され，カテプシン B

阻害剤の添加により，細胞死が促進されると

いう結果を得た．  

本研究より，ALS では，小胞体内で蓄積し

たミスフォールディング蛋白が，細胞死を誘

導し，さらに細胞質内ではミスフォールディ

ング蛋白が MTOC に凝集し封入体を形成する

ことが考えられた．さらに ALSではカルパイ

ンの活性化が病態形成に関与し，カテプシン

B が，運動ニューロン死に対して神経防御的

に作用していることが考えられた． 
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