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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、運動ニューロンの選択的変性を特徴

とする神経難病である。本研究では、ALS 原因遺伝子産物の１つである ALS2 に焦点を当て、そ

の機能的調節因子を同定するとともに、ALS2 が制御する生理的機能を解明することを目指した。

その結果、ALS2 の上流活性化因子（Rac1）、ならびに ALS2 の細胞内での生理的役割（細胞内膜

小胞融合調節）を特定することに世界ではじめて成功した。	 

	 

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic	 lateral	 sclerosis	 (ALS)	 is	 a	 heterogeneous	 group	 of	 

progressive	 neurodegenerative	 disorders	 characterized	 by	 a	 selective	 loss	 of	 motor	 

neurons	 in	 the	 cerebral	 cortex,	 brainstem,	 and	 spinal	 cord.	 Currently,	 the	 mechanism	 for	 

the	 selective	 degeneration	 of	 motor	 neurons	 is	 unclear.	 We	 focus	 on	 the	 newly-identified	 

ALS	 causative	 gene	 product,	 called	 ALS2,	 and	 investigate	 the	 molecular	 function	 of	 ALS2	 

and	 its	 activators.	 We	 here	 identified	 Rac1	 as	 a	 novel	 ALS2	 activator,	 and	 revealed	 that	 

ALS2	 plays	 a	 role	 in	 macropinocytosis	 and	 endosome	 fusion	 in	 cells.	 Our	 study	 will	 

contribute	 to	 define	 the	 molecular	 mechanisms	 underlying	 the	 neuronal	 dysfunction	 and	 

degeneration	 in	 ALS.	 
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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、上位及び
下位運動ニューロンの選択的変性を特徴と

する進行性の神経難病である｡しかしながら
ALS の本質的な病因は不明であり、それ故に
その有効な治療法は開発されていない。本研
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究は、当研究グループにより 2001 年に同定
された新規の家族性劣性 ALS 原因遺伝子
「ALS2」（Nature	 Genet	 29,	 166-173,	 2001）
に焦点を当て、ALS2遺伝子の機能喪失変異が
何故運動ニューロン疾患を引き起こすかに
ついて、ALS2遺伝子産物（ALS2 タンパク質：
ALS2）の正常機能解明を通して明らかにする
ことを目指すものである。本疾患は劣性遺伝
形式を示すので、優性遺伝する神経変性疾患
とは異なり、ALS2 の生理的機能喪失による運
動ニューロン維持機構の破綻が運動ニュー
ロンの選択的変性をもたらすと考えられる。
従って、ALS2 の正常機能の解明は運動ニュー
ロンの維持機構を理解する上で非常に重要
である。既に我々は､ALS2 が低分子量 G タン
パク質 Rab5 の特異的活性化因子、すなわち
GEF（Guanine	 nucleotide	 exchange	 factor）
（Rab5GEF）であることを示している（Hum	 Mol	 
Genet，12，1671-1687,	 2003）。さらに ALS2
の Rab5GEF 活性には ALS2 の多量体形成が不
可欠であることを示した（J	 Bio1	 Chem	 279,	 
38626-38635）。このように ALS2 は Rab5 の活
性化を介してその機能を発揮すると考えら
れる。Rab5 シグナルは、エンドサイトーシス
（細胞膜、細胞膜に結合する因子、細胞外の
因子などを細胞膜と共に細胞内に取り込む
過程で、数種類の異なるメカニズムが知られ
ている）の過程自体､その結果生じる細胞内
の小胞であるエンドソーム膜の輸送、融合の
過程などにそれぞれ不可欠であることが知
られている。このように Rab5 は膜輸送過程
において多様な役割を有するので、ALS2 の具
体的な機能については現在のところ不明な
点が多い｡	 
	 我々は、非神経細胞では ALS2 の一部が初
期エンドソームに局在しエンドソームの肥
大化を誘導するが、大部分の ALS2 分子は細
胞質に局在すること、神経細胞では比較的エ
ンドソームに局在する ALS2 分子が多いこと
を示している。さらにアミノ末端の領域を欠
く変異 ALS2 は、神経系、非神経系細胞に関
わらず完全にエンドソームに局在し、異常に
巨大化したエンドソームを誘導することを
示した（Hum	 Mo1	 Genet	 12，1671-1687;	 J	 Biol	 
Chem	 279，38626-38635）｡これらのことは、
大部分の ALS2 はアミノ末端領域を介した機
構により細胞質に不活化状態で保持され、そ
の一部が何らかの機構により細胞内膜構造
に移動し、最終的にエンドソーム膜（種類は
不明）に達し、その融合を促進していること
を示唆している。このように ALS2 は少なく
ともエンドソーム膜の融合を促進する因子
であることから、細胞質に局在する ALS2 は
細胞内の膜構造（細胞膜や種々のエンドソー
ム膜等）に局在を変化させてその機能を発揮
する必要がある。従って、細胞質に局在する
不活化 ALS2 が、どのようなシグナル下でど

のような時にどのような膜構造に局在を変
え、最終的にエンドソームの融合を促進する
かを明らかにすることは、ALS2 の膜輸送過程
における機能を解明することに繋がる。	 
	 ALS2 活性化因子が働く環境（特定のシグナ
ル伝達系等）は、ALS2 自体の機能する生理的
環境を示唆する。さらに、活性化された ALS2
が局在するようになる細胞内の膜の種類（細
胞膜や種類の異なるエンドソーム等）は、
ALS2 の関わる具体的なエンドサイトーシス
の種類と過程を示唆することから、活性化因
子の同定は、ALS2 の生理的機能解明に大変重
要である。現在､我々以外の国外の研究グル
ープも ALS2 の膜輸送過程におけるご役割を
研究しているが、これらの研究グループは、
ALS2 分子が通常、不活化されていることを発
見していない｡従って、不活化された ALS2 の
発現する細胞でその機能を解析しており、
我々の ALS2 活性化分子シグナル系の同定に
より ALS2 が制御する膜輸送の種類や過程を
明らかにする研究戦略とは根本的に異なる。
我々は、Rab5 という細胞特異性のない一般的
な G タンパク質の活性化因子である ALS2 の
機能は、ALS2 上流因子が活性化時期や場所を
決定することにより特異的になり得ると考
えている｡	 
	 
２．研究の目的	 
	 本研究では､上記の研究背景に基づき、現
在のところ同定されていない ALS2 の上流の
活性化因子を同定し、ALS2 の制御するエンド
サイトーシスの種類と過程を明らかにする
ことで、ALS2 の膜輸送過程における機能さら
には生理的機能を明らかにし、運動ニューロ
ンの維持機構の実体を解明することを目的
とする。当該研究の遂行により、ALS2 の機能
的欠損により破綻する神経細胞維持機構が
解明され、ALS に対する新たな治療法確立に
寄与することができるものと期待される。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)	 ALS2 活性化因子の検索	 
	 本項目では、ALS2 の膜輸送過程における具
体的な機能を解明する目的で、ALS2 の局在を
細胞質から膜構造へ変化させる上流因子の
同定を行う。上流因子検索には、取り扱いが
簡便で鋭敏な感度を持つと考えられる HeLa
細胞の系を用いる。具体的には、完全長の
ALS2 分子と抗体認識部位タグを付加した
ALS2 活性化因子の候補（タンパク質の場合）
を HeLa 細胞にリポフェクション法で導入し
発現させた後、常法にて固定し、抗 ALS2 抗
体（数種類作製済み）ならびに抗タグ抗体で
染色する。共焦点顕微鏡を用いて観察し、
ALS2 の局在を細胞質から細胞内の膜構造に
変化させた候補因子を ALS2 活性化因子とす
る。	 ALS2 活性化因子の候補としては、現在



 

 

までにエンドサイトーシス誘導、膜輸送に関
わることが知られている分子群や我々が予
備実験により ALS2 との結合を確認している
分子等を考えている。例えば、RhoA，Cdc42，
Rac1，RhoG，RhoD，Trio，PI3K，Src 等（構
成的活性化型を含む）であるが、多くはすで
に発現プラズミドを作製済みである。またク
ラスリン依存性エンドサイトーシスやマク
ロピノサイトーシスを誘導する EGF、PDGF の
ような増殖因子の場合は、ALS2 のみ導入した
細胞の培地に添加し作用させて、同様に ALS2
の局在変化を観察する。既知のシグナル伝達
系に属す上流因子を同定した場合には、ALS2
上流因子のさらに上流因子を刺激し内在性
の ALS2 上流因子による ALS2 の局在変化も調
べる。	 
	 
(2)	 活性化 ALS2 が局在する細胞内膜構造の
解析	 
	 本項目では、同定された活性化因子の各種
エンドソームマーカーとの共存確認、または
特定のエンドサイトーシスの阻害剤や特定
のエンドサイトーシスを阻害する変異タン
パク質等を用いて ALS2 が活性化されて局在
する膜の性質を明らかにする。エンドサイト
ーシスには、クラスリン依存性エンドサイト
ーシス、マクロピノサイトーシス、カベオリ
ン依存性エンドサイトーシス等が知られて
いるが、それぞれの機構で特徴的にエンドサ
イトーシスされるマーカー分子が細胞内で
局在する膜構造と活性化された ALS2 分子と
の共局在等も調べる。さらにマウス初代神経
細胞において、ALS2 とマーカー分子との共存
を確認し､活性化された ALS2 が関与するエン
ドサイトーシスの種類と過程を決定する。	 
	 
(3)	 ALS2 と活性化因子の結合の解析	 
	 ALS2 活性化因子が ALS2 を直接活性化する
か否かを解析する目的で、in	 vitroで両因子
の結合実験を GST プルダウン法にて行う。
ALS2と活性化因子双方の一部をGST融合タン
パク質として発現させて両因子が相互作用
するのに必要な領域（ドメイン）を決定する。
さらに、細胞内での相互作用を解析するため
に、タグを付加した両因子を COS-7 細胞に発
現させて、その細胞抽出液を用いた免疫沈降
も行う。	 
	 
(4)	 活性化因子と ALS2 変異体を用いた活性
化の解析	 
	 活性化因子の情報、ALS2 と活性化因子の相
互作用部位等）をもとに作製する ALS2 の各
種変異体（例えば活性化因子との相互作用部
位に機能喪失変異を有する ALS2 等）を上流
因子と共に HeLa 細胞に発現させて、ALS2 の
局在変化が観察されるか否かを解析する。最
近、ALS2 アミノ末端領域の 1アミノ酸置換変

異がヒト運動ニューロン疾患の患者で発見
され、さらにこの変異 ALS2 は初期エンドソ
ームに局在し難くなっているとの報告がな
された。ここでは、この変異 ALS2 が上流因
子によって活性化されてエンドソームに局
在するか否かを解析することで、本変異 ALS2
が機能を喪失した機構を解析する。我々は、
Rab5GEF 活性を欠失した ALS2 変異体（1 アミ
ノ酸変異）をすでに発表しているが、この変
異体と上流因子を HeLa 細胞に発現させて、
ALS2 活性化に ALS2 の Rab5GEF 活性が必須で
あるか否かも調べる。	 
	 
(5)	 種々の初代培養細胞を用いた ALS2 存在
意義の細胞特異性の解析	 
	 我々は、すでに Als2遺伝子欠損（Als2-KO）
マウスの作出を終えており、当該マウス由来
の種々の初代培養細胞を得られる環境にあ
る。よって、ALS2 欠損または野生型 ALS2 を
発現する種々の初代培養細胞（神経細胞を含
む）を用いた比較実験が可能で、ALS2 が制御
すると予想される膜輸送過程が、ALS2 非存在
下で実際に影響を受けているのか否かを、細
胞種別に解析することが可能である。我々は
ALS2とその他のRab5GEFとの重複した機能を
想定しているので、ALS2 非存在下であっても、
ALS2 の関与する膜輸送過程は、多くの細胞種
で完全には崩壊せず、効率のみが減少する可
能性が高いと考えられる。このため、ALS2 非
存在下で生じる差異を解析するためには、細
胞生物学的な解析法以外に生化学的な解析
（例えばエンドサイトーシスマーカーの取
り込みの生化学的定量等）も必要と考える。
ALS2 と重複する機能を有する Rab5GEF（存在
は仮定の段階）の候補を、ALS2 と同時または
別々に RNA 干渉（RNAi）法で減少させること
により、ALS2 機能の重複を実証する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 ALS2 活性化因子の検索	 
	 ALS2 活性化因子の候補としては、現在まで
にエンドサイトーシス誘導、膜輸送に関わる
ことが知られている分子群や我々が予備実
験により ALS2 との結合を確認している分子
等、例えば、RhoA，Cdc42，Rac1，RhoG，RhoD，
Trio，PI3K，Src 等（構成的活性化型を含む）
が想定される。HeLa 細胞を用いた ALS2 活性
化測定を行った結果、Rac1 及び RhoG が特異
的に ALS2 を活性化することが判明した。ま
た、増殖因子である EGF を培地に添加した場
合にも、ALS2 の活性化が観察された。従って、
ALS2 は、EGF>RhoG>Rac1 シグナル伝達系によ
り活性化されることが示唆された。	 
	 
(2)	 活性化 ALS2 が局在する細胎内膜構造の
解析	 
	 ALS2 が活性化される過程で、ALS2 は経時



 

 

的に細胞内での膜局在を変化させることが
判明している。そこで、ALS2 活性化シグナル
の上昇に伴って変化する ALS2 局在を様々な
分子マーカーを用いて解析した。その結果、
ALS2 は活性化に伴い細胞表面のラッフル膜
に結合した後、Rac1 依存性マクロピノサイト
－シスの活性化により細胞内に膜小胞として
取り込まれ、その結果形成されるマクロピノ
ソームに局在化することが明らかとなった。
初期の段階では、ALS2 はアクチン陽性のマク
ロピノソーム上に局在したが、経時的にマク
ロピノソームの成熟が起こり、その結果 EEA1
陽性のエンドゾームに局在を変化させるこ
とも判明した。注目すべき点として、様々な
変異 ALS2 分子を用いた実験により、ALS2 の
有する Rab5GEF 活性がマクロピノソームと初
期エンドソームの融合の重要な調節因子と
して機能していることが明らかになったこ
とである。	 
	 
(3)	 ALS2 と活性化因子の結合の解析	 
	 GST プルダウン及び免疫沈降実験により、
各種の ALS2 活性化因子（Rac1 など）と ALS2
の直接結合について解析した。その結果、
ALS2 は Rac1 と直接結合すること、さらには
その結合は Rac1 が活性化された際により顕
著であることが判明した。上記の(1)及び(2)
の結果を考慮すると、ALS2 の活性化過程は以
下のように考えられる。すなわち、細胞外か
ら増殖因子（EGF）等のシグナルが入ると EGF
受容体が活性化され、その結果 RhoG さらに
はその下流分子である Rac1 が活性化される。
そして、活性化 Rac1 は細胞内不活性型 ALS2
と結合することにより ALS2 を活性化（ラッ
フル膜への局在化）し、さらに活性化された
Rac1 の作用により引き起こされるマクロピ
ノサイトーシスの活性化に伴ってマクロピ
ノソームに局在化し、最終的に ALS2 分子は
自体が有する Rab5GEF 活性により低分子量 G
タンパク質 Rab5 を活性化し、エンドソーム
とマクロピノソームの融合を促進すると想
定される。	 
	 
(4)	 活性化因子と ALS2 変異体を用いた活性
化の解析	 
	 近年患者において見いだされた ALS2 のア
ミノ末端 Rcc1-like	 domain	 (RLD)領域におけ
る１アミノ酸置換変異を有する２種類の変
異 ALS2 分子(ALS2C157Y、ALS2G540E)を用い、生
化学的解析ならびに細胞生物学的解析を行
なった。その結果、これらの ALS2 変異体は、
野生型と同様に ALS2 の上流活性化分子であ
る Rac1 に結合するとともに、Rab5	 活性化能
を有することが判明した。一方、細胞内での
Rac1 刺激反応性について解析した結果、ALS2
変異体は Rac1 への反応性ならびにマクロピ
ノソーム・エンドゾーム上への局在能が消失

していることが判明した。従って、細胞内に
おいて ALS2 分子が機能するためには、その
アミノ末端 RLD 配列が必須であることが明ら
かとなった。次に、ALS2 が選択的に特定の細
胞膜画分に局在するメカニズムを解明する
ため、ALS2 と種々のイノシトールリン脂質と
の相互作用について解析した。マクロピノソ
ーム及びエンドソーム上に存在するイノシ
トールリン脂質と ALS2 の相互作用について
PIP	 Strip	 Overlay アッセイを用いて解析し
た結果、ALS2 は PI(3)P、PI(4)P、PI(5)P、
PI(3,5)P2 に結合することが明らかとなった。
それに対し、マクロピノソームに局在できな
い疾患変異を有する変異体（ALS2C157Y、
ALS2G540E）は PI(3)P 及び PI(4)P に対する親
和性が低いことが判明した。	 
	 
(5)	 種々の初代培養細胞を用いた ALS2 存在
意義の細胞特異性の解析	 
	 エンドサイトーシスならびに膜動態に果
たす ALS2 の分子機能を明らかにするため、
Als2-KO マウス由来の初代培養細胞を用いて、
血清刺激依存性の HRP 取込み活性の定量的解
析を行なった。その結果、ALS2 の欠損により
培養神経細胞での HRP 取込み活性が有意に低
下したが、その活性の大部分は保持されるこ
とが判明した。従って、ALS2 と重複した分子
機能を有する分子が存在すると想定される。
そこで、そのような分子群（Rab5GEF:	 VPS9
ドメインを有するファミリー分子）を標的と
し、RNAi 法を用いて各々の遺伝子発現を抑制
し、重複した生理的機能を有する分子の同定
を試みた。その結果、RABGEF1 と RIN1 が ALS2
と協調的に神経突起伸長に関わることが示
唆された。	 
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