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研究成果の概要（和文）：本研究では、筋萎縮性側索硬化症（ALS）において、小胞体とミトコンドリア間の膜
接触領域（小胞体・ミトコンドリア膜間領域; MAM）の破綻が普遍的な病態であるという仮説の検証を行った。
我々はMAMtrackerと名付けた新規のレポーター分子を作製し、多くのALS原因遺伝子によってMAMが破綻すること
を明らかにした。さらに、MAMの破綻によって、ALSの原因遺伝子産物でもあるTANK結合キナーゼ1（TBK1）の活
性が著しく低下し、その原因はストレス依存的なMAM特異的ユビキチン化が障害されるためであることを明らか
にした。本研究は、今後MAMを標的としたALS治療法開発の基盤となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tested the hypothesis that disruption of the membrane 
contact region between the endoplasmic reticulum and mitochondria (ER-mitochondrial intermembrane 
region; MAM) is a general pathogenesis in amyotrophic lateral sclerosis (ALS). We generated a novel 
reporter molecule named MAMtracker and demonstrated that the MAM is disrupted by various ALS-causing
 genes. Furthermore, we found that MAM disruption significantly reduces the activity of TANK-binding
 kinase 1 (TBK1), which is also the causative gene product of ALS, and that this is due to impaired 
stress-dependent MAM-specific ubiquitination. This study will provide the basis for future 
development of MAM-targeted ALS therapies.

研究分野： 病態神経科学

キーワード： 小胞体・ミトコンドリア膜間領域　σ1受容体　TANK結合キナーゼ1　筋萎縮性側索硬化症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はこれまでにMAMの破綻がSOD1またはσ1受容体の変異に伴うALSで共通した病態であることを明らかにし
た。本研究では、これら以外のALS原因遺伝子によってもMAMの破綻が引き起こされることを明らかにし、MAMの
破綻がALSにおいて普遍的な病態であることが示唆された。特にTBK1活性化へのMAMの関与はMAMの新規機能とし
て興味深く、今後のALS治療における重要な標的機序となることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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、運動神経細胞の選択的な変性を特徴とする神経変性疾患であ
る。我々は以前の研究で SOD1 および SIGMAR1 遺伝子上の変異を原因とする ALS において、
小胞体とミトコンドリアの近接領域（MAM）の破綻が病態と深く関連していることを見出した。
MAM には脂質やイオンの受け渡しやタンパク質分解などに関わるオルガネラの恒常性を維持
するために重要な分子が集積しているおり、MAM の不調は小胞体とミトコンドリア、両者の機
能不全を同時に引き起こすことが想定された。しかし、ALS の原因遺伝子は既に 20 種類が同定
され、また ALS 患者の多くは遺伝的な背景を持たない孤発例であることから、MAM の破綻が
ALS において普遍的に重要な病態であるかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を踏まえ、本研究では ALS における MAM の破綻が普遍性をもつかどうか、現在
判明している ALS 原因遺伝子について網羅的に検討を行うこと、および MAM の破綻が神経細
胞死を引き起こす新規の分子機序を同定することを目指して検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 MAM の量や構造は動的に変化し、また MAM に関連すると報告のあるタンパク質も常に
MAM の形成に関与するわけではないため、我々は MAM の量を可逆的かつ定量的に評価でき
る実験系の構築が必要となった。そこで、本研究では MAM 特異的に蛍光または発光をする新
規の MAM レポーター分子である MAMtracker-Green/Luc を作製した（図 1）（MAMGreen, 
MAMLuc）。MAMGreen は Campbell 博士らの開発した二量体依存性緑色蛍光タンパク質
（ddGFP）を、MAMLuc は Promega 社の分割型ルシフェラーゼ（LgBiT/smBiT）を、それぞ
れ小胞体とミトコンドリアでバイシストロニックに発現するために P2A 自己切断配列でつない
で作製した。これにより、生細胞における MAM を定量的に評価することが可能になった。 
 

図 1 MAMtracker の作製 
 
A MAMLuc の模式図. LgBiT と
SmBiT が MAM で近接すると、
ルシフェラーゼが再構成されて
基質依存的に発光を生じる. な
お、 Promega 社の結果か ら
SmBiTの解離定数Kdは190 µM
であり、細胞内で十分に可逆的で
あると想定される. 
B MAMLuc の発現確認. P2A ペ
プチドにより自己開裂するため、
各サブユニットはほぼ等量が独
立に発現することを確認した. 
C MAMGreen の模式図. 基本は
Luc と同等であるが、蛍光観察の
ため ddGFP に置換している. 
D MAMGreen の 発 現 確 認 . 
MAMLuc 同様に各サブユニット
は自己開裂により、独立して発現
している. 
 

 
 上記のレポーター分子を、我々が作製した ALS 原因遺伝子の発現ライブラリーと組み合わせ
ることによって各種の ALS 原因遺伝子のマウス神経芽腫細胞 Neuro2a における過剰発現が
MAM に与える影響を明らかにすることを目指した。 
 
 また、MAM の破綻が神経細胞死を引き起こす原因を明らかにするため、ALS 原因遺伝子産
物のひとつでもある TANK 結合キナーゼ 1（TBK1）に着目して解析を進めた。MAM が破綻す
るモデルとして、以前の研究でも使用したσ1 受容体欠損マウスおよび変異 SOD1 トランスジ
ェニックマウスの脳および脊髄につういて、免疫組織化学染色や生化学的な MAM の単離によ
って、MAM の破綻が TBK1 に与える影響を解析した。さらに、本研究ではヒト子宮頸がん細胞
HeLa やマウス胎児繊維芽細胞（MEF）において、亜ヒ酸処理が TBK1 の MAM 依存的な活性
化を引き起こす（後述）ことを見出し、亜ヒ酸処理をモデルにして細胞内の MAM 依存的な TBK1
活性化の分子機序を解析した。 



 
４．研究成果 
 MAMGreen/MAMLuc を用いて、約 20 種類の ALS 原因遺伝子で検討を行ったところ、およ
そ 8 割の遺伝子で MAM の減少が認められた（図 2）。一方、過剰発現により MAM を増加させ
た遺伝子は SIGMAR1, TBK1, FUS の３種類に限られ、また、これら 3 種類の遺伝子は機能喪
失（loss-of-function）によって ALS を発症することが知られていることから、いずれも MAM
の破綻を示唆する結果と考えられた。従って、MAM の破綻は特定の遺伝子に限定されるのでは
なく、多くの原因遺伝子によって共通して引き起こされる普遍性の高い現象であることが明ら
かとなった。また、本研究で作製したレポーター分子 MAMtracker は可逆的な MAM 量の変化
を追える点に大きな利点があり、これは今後の MAM 研究において有用なツールとして利用可
能であると考えられる。 

 
図 2 MAMtracker を用いた
ALS 原因遺伝子の過剰発現に
よる MAM 破綻スクリーニング 
 
A-D ALS 原因遺伝子を各機能
別（A, DNA/RNA 結合; B, 細胞
内輸送; C, タンパク質分解; D, 
細胞骨格）に分類し、MAMLuc
により細胞内 MAM 量の定量を
行った. 各遺伝子につき、既知
の ALS 関連変異の中から比較
的症例数の多いもの 2 種類を選
択して検証した. 結果、ほとん
どの遺伝子で MAM 量の低下を
認めた. 
E and F MAMGreen による
MAMLuc スクリーニング結果
の確認. FUS および VCP を対
象に MAMLuc の結果を蛍光観
察で確認したところ、MAMLuc
と一致して ALS 関連変異によ
る MAM 量の有意な変化を確認
できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 一方、MAM が破綻する ALS モデルマウス（変異 SOD1 マウス）の脊髄を用いてイムノブロ
ットや免疫組織染色によって検討したところ、我々は TBK1 の活性化が著しく低下しているこ
とを見出した（図 3）。このような MAM の破綻に関連した TBK1 の不活性化は、別の MAM 破
綻モデルであるσ1 受容体欠損マウスでも同様に観察されたことから、TBK1 の不活性化は
MAM の破綻に関連していると考えられた。一方、野生型マウスの組織を用いて TBK1 の通常
の組織における活性化レベルを検討したところ、TBK1 の活性化は中枢神経系に特徴的で、肺や
肝臓などの他組織よりも顕著に高かった。さらに ALS 患者脊髄組織を用いた検討を行った結果、
遺伝的背景をもたない孤発例のALS患者でもTBK1の活性低下が見られることが明らかとなっ
た。この結果は、上述の ALS において広範に MAM の破綻が引き起こされ得ることを示した
MAMLuc のスクリーニング結果ともよく一致している。従って、MAM 依存的な TBK1 の活性
が中枢神経系の機能維持に重要であると予想され、その破綻が孤発性も ALS 病態と関連するこ
とが強く示唆された。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 MAM の破綻によりマウス脊髄での TBK1 の活性が低下する 
A MAMが破綻する ALSモデルマウスである変異 SOD1 トランスジェニックマウス（SOD1G93A, 
SOD1G85R）の終末期脊髄を用いたイムノブロット. 活性型であるリン酸化 TBK1（pTBK1）が
野生型（nTg）と比較して顕著に低下していた. TBK1 の総タンパク質量に変化は見られず、TBK1
の分解ではなく、活性化の阻害もしくは不活性化が生じていることが示唆された. 
B 免疫組織染色による活性型 TBK1 の減少. 野生型（nTg）マウスの脊髄では、ChAT 陽性の脊
髄前角運動神経細胞において、高いレベルの TBK1 の活性が見られた. ALS モデルマウスでは
運動神経細胞における TBK1 の活性が顕著に減少していた. 
 
 そこで TBK1 の活性化がどのように引き起こされるのか検討するため、培養細胞を用いて各
種の検討を行った。予想外なことに Neuro2a、HeLa、MEF、ヒト神経芽主細胞株 SHSY-5Y の
各培養細胞では TBK1 の活性化がほとんど見られなかった。TBK1 の MAM 依存的な活性化を
引き起こす因子を探索したところ、亜ヒ酸処理などのタンパク質恒常性に影響を与えるストレ
スが該当することが判明した。TBK1 は自然免疫系における重要なプレーヤーとしても知られ、
確かに自然免疫系を活性化する刺激（リポ多糖など）は TBK1 を活性化したが、その活性化に
MAM の破綻は影響しなかった。従って、MAM を介した TBK1 の活性化は自然免疫応答とは独
立であると考えられた。MAM を介した TBK1 の活性化には、TBK1 のユビキチン様ドメイン
が重要であったため、TBK1 はユビキチン化タンパク質により MAM へリクルートされて活性
化されることが考えられた。そこで、その責任因子を同定するため、MAM の関与が指摘されて
いる小胞体関連分解（ERAD）に関わる E3 ユビキチンリガーゼを検討した結果、自己分泌運動
因子受容体（AMFR）を抑制することで亜ヒ酸処理に伴うユビキチン化と TBK1 の活性化を抑
制できることが判明した。 
 
 MAM が破綻したモデルでは、TBK1 の活性低下に相関して細胞のストレス顆粒形成に遅延が
見られた（図４）。この原因を検討したところ、TBK1 の活性化によりオートファジーが誘導さ
れ、リボソーム関連タンパク質の分解が促進されていることが判明した。ストレス顆粒形成にお
いては、翻訳装置を速やかに分解することで翻訳の停止と RNA の顆粒への誘導が行われるとい
う既報告が存在し、それを前提とすると TBK1 の活性化はオートファジーを介した迅速な翻訳
停止に貢献していることが示唆された。ストレス顆粒の形成遅延は HeLa 細胞において有意に
細胞死を増加させ、またマウスに亜ヒ酸を飲水投与したところ、σ1 受容体欠損マウスでのみ、
TBK1 の不活性化に相関して運動機能障害が見られることが判明した。以上の結果から、ストレ
ス依存的な TBK1 の活性化は細胞のストレス耐性を維持するのに重要であり、MAM の破綻が
ストレスに対する神経細胞の脆弱性を亢進して神経変性につながることが示唆された。 
 

 
図 4 TBK1 の不活性化はストレス顆粒形成を遅延させる 
HeLa 細胞を亜ヒ酸（As, 0.1 mM）で処理してストレス顆粒形成を誘導した. ストレス顆粒の形
成はマーカー分子である G3BP（図中緑色蛍光）の凝集で判定した. 通常、処理後 15 分でほと
んどの細胞にストレス顆粒が誘導されるが、σ1 受容体を抑制して MAM を破綻させたり、TBK1
の抑制を行うとストレス顆粒の形成が顕著に遅延した. また、亜ヒ酸を除いて回復させる際のス
トレス顆粒の解離には TBK1 の活性は影響しなかった. 
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