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研究成果の概要（和文）：MSAの免疫染色でリン酸化CRMP1/2はGCIにおいてαシヌクレイン，LC3と共局在を示し
た．凍結脳のtotal lysateはMSAでリン酸化CRMP1/2の低下を認める一方で、不溶分画ではコントロールと差を認
めなかった。CRMP2欠損マウスではLC3Ⅱ/Ⅰの低下、リソソーム輸送の亢進を認めたことから、CRMP2がオートフ
ァジー・リソソーム輸送を修飾し、GCIに蓄積すると考えられた．一方ALSではCRMP1リン酸化上昇を認め，CRMP1
の非リン酸化は，ALSモデルマウスの生存率延長，運動機能を改善した．これらの知見からCRMPのリン酸化阻害
がALSの治療ターゲットになると考えられた．

研究成果の概要（英文）：Immunostaining of MSA showed that phosphorylated CRMP1/2 colocalized with α
 synuclein and LC3 in GCI. Total lysate in frozen MSA brains showed a decrease in phosphorylated 
CRMP1/2 in MSA compared to disease control but not in insoluble fraction. In CRMP2-deficient mice, a
 decrease in LC3II/I and an increase in lysosomal transport were observed, suggesting that CRMP2 
modifies autophagy and lysosomal transport and accumulates in GCI. On the other hand, increased 
CRMP1 phosphorylation was observed in ALS, and the inhibition of CRMP1 phosphorylation prolonged 
survival and improved motor function in ALS model mouse. Based on these findings, it is thought that
 inhibition of phosphorylation of CRMP1 is a therapeutic target for ALS.

研究分野：神経内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，軸索ガイダンスプロテインであるセマフォリン3Aの下流分子であるCRMPのリン酸化変化が多系統萎
縮症、筋萎縮性側索硬化症で認められることを発見し，さらにその知見に基づき，CRMP非リン酸化マウスを作製
し，筋萎縮性側索硬化症モデルマウスと掛け合わせることにより，CRMPの非リン酸化が筋萎縮性側索硬化症の表
現型を改善することを示した．これらの研究をは，神経変性疾患におけるCRMPをターゲットとした治療法開発の
礎になると考えられる．

※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 

 
我々は，Collapsin Response Mediator Protein (CRMP)に注目し，研究を推進してきた．CRMP
は 1-5のサブタイプが存在する．CRMP2はアルツハイマー病での過剰リン酸化が報告されてい
るが，さらに多様な神経変性疾患で CRMP2の過剰リン酸化が生じていると考えた．我々は，多
系統萎縮症(MSA)の剖検脳の橋において， CRMP2 のリン酸化亢進を認めることを免疫組織学
的手法で示した．また，CRMP2は Glial Cytoplasmic Inclusion (GCI)のαシヌクレインと共局
在を示した．一方で，筋萎縮性側索硬化症(ALS)において，CRMP1のリン酸化が上昇している
ことを示した．これらの知見から，MSAでは CRMP2の過剰リン酸化が，ALSでは CRMP1の
過剰リン酸化が病態に関与している可能性が考慮された．これまでCRMP2欠損マウス，CRMP2
の 522番目セリンのリン酸化を阻害した CRMP2S522Aノックインマウス(CRMP2S522Aマウ
ス)の作製・解析を通じ，CRMP2の機能解明を行っており，CRMP2欠損マウスの大脳皮質神経
細胞では，リソソーム系の輸送が亢進していることを見いだした．また，CRMP2S522Aマウス
のプロテオミクス解析を行ったところ，KEGG パスウェイ解析でオートファジー関連経路を同
定した．これらの知見から CRMP2 がオートファジー・リソソーム輸送に関与していると考え
られた．そこで，過剰リン酸化 CRMP2が神経内輸送・オートファジー・リソソームの機能異常
を引き起こし，MSAの病態に関与していると考えた．一方で，ALSに関しては，CRMP1の過
剰リン酸化が，ALS の病態を修飾してる可能性が考えられ，CRMP1 非リン酸化マウスを作製
した．CRMP1非リン酸化マウスと，ALSモデルマウスである SOD1G93Aマウスのバイジェニ
ックマウスを作製し，ALSモデルマウスの表現型に CRMP1の非リン酸化がどう影響を与える
かについて検討を行った． 
 
２．研究の目的 

 
神経変性疾患における CRMPの病態メカニズムを明らかにすることで，CRMPリン酸化阻害を
標的とした治療法の開発を行うことが本研究の目的である． 
 
３．研究の方法 

 
(1)免疫組織染色による CRMP2,リン酸化 CRMP1/2の染色性の検討 
MSA における CRMP2 の病理学的特徴を明らかにするために，total CRMP2,リン酸化 CRMP1/2
の発現を免疫組織学的手法で明らかにする．また，他の疾患コントロールとの発現の違いを比較
検討する． 
(2)凍結脳の brain lysateにおける CRMP2,リン酸化 CRMP1/2の発現の検討 
凍結脳(小脳)を図 2A のプロトコールに則り，S1-3,P1-3 に分け，それぞれの画分における total 
CRMP2,リン酸化 CRMP1/2の発現をWestern blottingにてMSAとコントロールで比較した． 
(3)CRMP遺伝子変異マウスにおけるオートファジーマーカーの検討 
CRMP2 欠損マウス，CRMP2 非リン酸化マウス(S522A)の脳におけるオートファジーマーカー
LC3の発現を western blottingにて検討を行った． 
(4)CRMP2欠損マウスにおけるリソソーム輸送の定量化 
CM-DiI 染色で認識される粒子はリソソーム関連蛋白である Lysosome associated membrane 
protein1(Lamp1)と共局在を示す．CM-DiI 染色の粒子の数をコンピューター解析により定量化す
る方法を確立しており, この方法を用いて CRMP2遺伝子変異マウス大脳皮質神経細胞における
リソソームの輸送の定量化を行った． 
(5)CRMP1非リン酸化マウス，ALSモデルマウス SOD1G93Aマウスとのバイジェニックマウス
の作製，および行動解析 
以前作製した CRMP1欠損マウスに加え，CRMP1非リン酸化マウスを作製した．ALSモデルマ
ウスである SOD1G93Aマウスとかけ合わせ，バイジェニックマウスをそれぞれ作成し，ALSの
表現型に与える影響を検討した． 
 
４．研究成果 
(1)免疫組織染色におけるMSAの total CRMP2,リン酸化 CRMP1/2の発現の検討 
頚椎症,進行性核上性麻痺の小脳では total CRMP2,リン酸化 CRMP1/2の染色性はほとんど認めら
れず，MSA の小脳では白質を中心に，頚椎症,進行性核上性麻痺と比較し，total CRMP2,リン酸
化 CRMP1/2 の染色性が上昇していた．一方，サルコイドーシス，嗜銀顆粒性認知症では total 
CRMP2, リン酸化 CRMP1/2の発現が小脳に認められたが，MSAと比較し，小脳皮質で特に顕著
だった(図 1A,B)． 
 
(2)MSAの小脳では CRMP2はリン酸化αシヌクレイン，LC3と共局在を示した 
蛍光組織染色では，リン酸化 CRMP2とリン酸化αシヌクレインが一部共局在を示した(図 1C)．



一方オートファジーマーカーである LC3ともリン酸化 CRMP1/2は共局在を示した(図 1D)． 
 

(3)MSAの凍結脳における western blottingによる total lysateでリン酸化 CRMP1/2の検討 
疾患コントロール（てんかん，嗜銀顆粒性認知症，サルコイドーシス）とMSA の小脳皮質，白
質の凍結脳を図 1Aのプロトコールに基づいて画分に分けた．P3ではコントロールとMSAで明
らかな発現の差はみられなかった(図 2C)．一方で，MSA では小脳皮質の S1 画分でリン酸化
CRMP1/2の発現が著明に低下していた．小脳白質については，明らかな差はみられなかった(図
2B)． 
 
(4)CRMP2欠損マウスでは，LC3Ⅱ/Ⅰ比の低下を認めた 
CRMP2欠損マウスでは，オートファジーマーカーである LC3Ⅱ/Ⅰの低下が認められた．一方で，
CRMP2非リン酸化マウスでは野生型と明らかな違いは認められなかった．(図 3A,B) 
 
(5)CRMP2欠損マウスでは，リソソーム輸送が亢進していた 

B 

図 1:MSAにおける CRMP2,リン酸化 CRMP1/2の免疫組織染色 

A:MSA case 1-4, 疾患コントロール（頚椎症，嗜銀顆粒性認知症，サルコイドーシス,PSP）の小脳の免疫組織染色 

B:MSAの橋，大脳基底核，小脳の免疫組織染色（矢頭：GCI） 

MSAの GCIにおいてリン酸化 CRMP1/2は，(C)リン酸化αシヌクレイン，(D)LC3と共局在を示した． 

A C 

D 



CRMP2欠損マウスの大脳皮質神経細胞を培養し，CM-DiIで染色し，live imagingを行ったとこ
ろ，リソソーム輸送を反映する CM-DiI陽性の粒子数が逆行性輸送にて増加を認めた．(図 4A,B) 

(6)CRMP1リン酸化阻害は，ALSモデルマウスの表現型を改善した． 
CRMP1 の 522 番目のセリンをアラニンに置換した CRMP1 非リン酸化マウス(Crmp1ki/ki)を作製
した．また，以前に作製した CRMP1欠損マウス(Crmp1-/-)を ALSモデルマウスである SOD1G93A

と交配し，バイジェニックマウスを作製した．Crmp1ki/ki/SOD1G93Aはロータロッド試験において，
落下潜時が延長した一方で，Crmp1-/-/SOD1G93Aマウスは落下潜時が短縮した．生存率に関しては，

図 2:凍結脳における CRMP2の発現の検討 

(A):凍結脳のサンプル調整 

(B)(C): (B)S1,(C)P3における total CRMP2, リン酸化 CRMP1/2の発現 

A B 

C 

図 4:CRMP2欠損マウスでは，大脳皮質神経細胞の逆行性輸送が亢進していた 

(A):大脳皮質神経細胞に EGFP-Lamp1を遺伝子導入し，CM-DiIで染色したところ，共局在を示した．(B)CM-DiI

の粒子をコンピューター解析で定量化したところ，逆行性輸送が亢進していた． 

A B 

図 3:CRMP2遺伝子変異マウスにおけるオートファジーマーカーの発現の変化 

(A)CRMP2KOマウス (B):CRMP2KIマウスの前頭前野における LC3の発現 

A B 



Crmp1ki/ki/SOD1G93Aで延長を認めた一方で，Crmp1-/-/SOD1G93Aでは影響はみられなかった(図 5)． 

 
【考察】 
今回我々は，MSAにおける CRMP2の発現について検討を行った．凍結脳の total brain lysateと
考えられる S1 におけるリン酸化 CRMP1/2 は、小脳皮質で疾患コントロールと比較し，明らか
な低下を認めた．不溶画分である P3では，S1と比較し，MSAでリン酸化 CRMP1/2の発現がみ
られており，MSAでは不溶画分にリン酸化 CRMP1/2が蓄積する傾向があると考えられた．免疫
染色において,MSA におけるリン酸化 CRMP1/2 は一部リン酸化αシヌクレインと共局在を示し
たことから，リン酸化 CRMP1/2 の一部はグリア細胞質封入体(GCI)に存在すると考えられた．
CRMP2遺伝子変異マウスでの検討では，CRMP2欠損マウスでは，LC3Ⅱ/Ⅰが低下し，リソソー
ム輸送は亢進していた．MSAの小脳において，リン酸化 CRMP2は LC3とも共局在することか
ら CRMP2 がオートファジー・リソソームの輸送を修飾し，GCI に蓄積する機序が考えられた．  
MSA における CRMP2 のリン酸化の役割に関しては，単純なリン酸化上昇というよりは，リン
酸化 CRMP2 の局在変化が病態に関与している可能性が示唆された．一方で，CRMP1 の非リン
酸化は，ALSモデルマウスの表現型を改善した．今後の展望として，CRMP1のリン酸化をター
ゲットとした ALSの治療法開発が望まれると考えられた． 

図 5:CRMP1リン酸化阻害は，ALSの表現型を改善した．Crmp1ki/ki/SOD1G93Aおよび，Crmp1-/-/SOD1G93A

マウスの表現型解析(A)(B)生存率，(C)(D)発症時期，(E)罹病期間，(F)ロータロッド試験，(G)体重 
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