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研究成果の概要（和文）：われわれがALSの原因遺伝子として同定したOPTNは多様な分子機構に関連しており，オート
ファジーへの関与が重要であると指摘されていた．OPTNノックアウトマウスとノックインマウスを樹立し，胚性線維芽
細胞と胚性幹細胞を作製した．個体レベルでは今までのところ表現型でALSを思わせるような異常は認められていない
が，病理学的に脊髄前角細胞の脱落を認めた．培養細胞による検討ではオートファジーに関連する異常は認められなか
ったが，細胞内のオルガネラに重要な役割を果たしていることが確認された．さらに患者線維芽細胞由来のiPS細胞を
分化させて，神経細胞内におけるOPTNの病態への関与を詳細に明らかにしていく．

研究成果の概要（英文）：We identified novel mutations of optineurin (OPTN) as a cause of amyotrophic later
al sclerosis (ALS), and OPTN is involved in various molecular mechanisms. We created OPTN knockout mice an
d knock-in mouse, and established mouse embryonic fibroblasts and ES cells for experiments with cultured c
ell lines. At this moment, we have not obtained a pathological phenotype, but pathological analysis reveal
ed neuronal loss of the anterior horn of the spinal cord. There was not any significant change in the auto
phagy-associated molecules in the analysis using the MEF. However, it is indicated that OPTN plays an impo
rtant role in cellular organelle regulation. We are aiming at revealing the detail of pathogenesis caused 
by OPTN mutation by iPS-derived neuron induced from the patient's fibroblast.
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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，上位下位
の運動ニューロンの選択的脱落によって発
症後3年程度でほとんどの患者が人工呼吸器
のサポートなしには呼吸不全で死亡する神
経難病の 1つである．この疾患は運動ニュー
ロンの特異的な障害という点でも興味深い
が，病理組織学的に神経変性疾患一般に共通
する封入体形成を特徴とし，アルツハイマー
病における老人斑やパーキンソン病におけ
る Lewy 小体と同様に残存する運動ニューロ
ン内に Bunina 小体やユビキチン陽性封入体
を認める．このような細胞内封入体形成と神
経細胞死の関わりは以前から指摘されてい
たが，防御的に働いているという考えも根強
くある．その形成メカニズムはプロテアソー
ムに関連して研究されてきたが，最近ではオ
ートファジーの関与も示されている． 
 
 われわれはALSの原因遺伝子として全く新
規の Optineurin を同定した．この分子は炎
症や細胞内輸送など従来考えられていた ALS
の主たる発症機序とは異なる機能を有して
おり，これらのうち本研究では細胞内輸送機
構に注目し，この遺伝子異常を持つ病態モデ
ル細胞を用いて，将来的には治療法の開発に
も繫がるような細胞内分子機能を明らかに
できることが期待される． 
 
２．研究の目的 
 今回われわれが同定した OPTN の遺伝子異
常には，劣性遺伝形式で発症する Exon 5 の
欠失とQ398X，優性遺伝形式で発症するE478G
の 3種類があり，Exon 5 の欠失と Q398X では
OPTN の機能が消失し，E478G は種を超えて保
存されている DFxxER モチーフに位置するこ
とを確認している．われわれの発見以来，家
族性 ALS で OPTN の変異を認める家系が相次
いで報告されている（図 1）． 
 

 OPTN は NF-κB や TNFα といった炎症関連
分子との関連があるだけでなく，Huntingtin
や Myosin VI などを介して軸索輸送やメンブ
レントランスポートに関与しており，OPTN の
機能異常によってゴルジからライソゾーム
に至る輸送の経路が障害される可能性も考
えられる．このことから ALS の封入体形成に
OPTN が関与している可能性が強く示唆され，
OPTN の細胞内動態を明らかにすることによ
って本疾患の発症メカニズムの解明に繫が
るだけでなく，広く神経変性疾患一般におい
て封入体形成のメカニズムを理解する上で
重要な知見が得られるものと期待される． 
 
３．研究の方法 

（1）モデルマウスの作成 
 前述したように，OPTN の変異には優生遺伝
形式をとるものと劣性遺伝形式をとるもの
があり，劣性遺伝のものでは正常の蛋白質が
合成されないことから機能欠失により発症
にいたると考えられる．そのため，劣性遺伝
形式の動物モデルとしてジーンターゲッテ
ィング法を用いてマウス ES 細胞にターゲテ
ィングベクターを導入し（図 2），キメラマウ
スからヘテロおよびホモの OPTN 欠失マウス
を得たのちにC57BL/6で戻し交配を行なって
いる．OPTN ノックアウトマウスの表現形を観
察するとともに，培養細胞系での検討を行う
目的でノックアウトマウスの胎仔からマウ
ス胚性線維芽細胞（MEF）を作製し T 抗原に
て不死化させた．これと並行して優生遺伝形
式をとる OPTN の E478G 変異を導入したトラ
ンスジェニックマウスの作製も試みた． 

 
（2）行動学的・病理学的評価 
 OPTNノックアウトマウスを2系統維持して
おり，遺伝型はサザンブロットおよび PCR に
て確認した．このうち#27 系統の野生型の雄
雌を 2匹と 3匹，ヘテロノックアウトの雄雌
を 6 匹と 5 匹，ホモノックアウトの雄雌を 4
匹と 3 匹の計 23 匹を対象に，身体的評価と
して体重測定，行動学的評価として rotarod
テストとfoot-printテストを行った．また，
病理学的検討として脊髄前角の神経神経脱
落を解析した， 
 
（3）培養細胞を用いた解析 
 培養細胞を用いた解析ではオートファジ
ーに関連する分子の変化やストレスグラニ
ュールの形成について検討した．また，患者
の同意を得て培養・増殖した皮膚由来の線維
芽細胞から Yamanaka 法によって iPS 細胞を
作製した．さらに，得られた iPS 細胞を運動
ニューロンに分化させる際にマーカとなる
蛍光タンパクをHB9プロモータの下流に組み
込んだベクターを遺伝子導入した． 
 
４．研究成果 
（1）モデルマウスの樹立 
 一昨年度までに OPTN ノックアウトマウス
及び変異マウスを作製し，それから得られた
線維芽細胞を不死化することによって OPTN
の細胞内機能を明らかにするためのシステ
ムを構築したほか，ノックアウトマウスの戻
し交配と変異マウスの遺伝的純化を進める



とともに，個体数の確保と行動学的および病
理学的評価のための準備を行った． 
 
 TALEN を用いたノックインマウスの作製で
は，649 個の胚に TALEN mRNA と相同組換えを
起こすための ssODN を注入し，55 匹の産仔が
得られ，そのうち 19 個体で遺伝子改変を認
めたが，目的の E478 変異が入っているもの
は 2個体だった．既に germline transmission
を確認しており，現在繁殖を行っている． 
 
（2）OPTN ノックアウトマウスの病理学的異
常 
 OPTN ノックアウトマウスについては，今の
ところ明らかな体重減少や運動機能障害の
兆候は認めれらていないが，体重に関しては
むしろ野生型の方が低値で，野生型，ノック
アウトともに 35 週齡まででは減少傾向はみ
られず，rotarod テストでは個体差に起因す
るグループ間の差が生じているものの遺伝
型による一定の傾向は認めなかった．病理学
的解析では脊髄前角の神経細胞は6ヶ月齢で
野生型に比べて減少していた（図 3）． 

 
（3）OPTN 変異による病態メカニズム 
 培養細胞を用いた検討では，OPTN とオート
ファジーやストレスグラニュール，細胞内輸
送などとの関連について解析を行い，オート
ファジーやストレスグラニュールに対する
影響は認められなかったが，細胞内のオルガ
ネラを調節する上で重要な機能を認めた．患
者由来の線維芽細胞から得られたiPS細胞は
神経分化への誘導まで行うことが出来てお
り，今後運送ニューロンへの分化を行い神経
細胞死を引き起こすメカニズムをさらに探
索していく予定である． 
 
 これらの研究の結果，OPTN の機能欠失が神
経細胞死を引き起こすメカニズムの一部が
明らかになり，ALS の病態形成における OPTN
の関与を解明することができた．本研究成果
は学会及び論文にて発表する予定である． 
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