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研究成果の概要（和文）：本研究は、上位運動ニューロン優位に変性する家族性2型筋萎縮性側索硬化症に注目
し、その原因遺伝子産物であるALS2の分子構造と機能およびALS2分子ネットワーク異常を中軸にした細胞機能解
析を行うことにより、ALS患者における上位運動ニューロン変性メカニズムの解明を目的とした。研究の結果、
ALS2と新規ALS2結合タンパク質Rab17の結合を介した新たなオルガネラネットワークの存在を明らかにするとと
もに、神経特異的なALS2高次複合体の存在を発見した。また、ALS2機能的複合体形成に必須なALS2天然変性領域
を同定し、その天然変性領域がALS2細胞内動態に必須な調節領域であることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：ALS is a fatal neurodegenerative disorder characterized by a selective loss 
of motor neurons. The aim of this study was to delineate molecular function of ALS2, a causative 
gene product of upper motor neuron-dominated motor neuron diseases, thereby clarifying molecular 
mechanism for upper motor neuron dysfunction and death. We conducted four sets of studies; 1) 
differentiation methods for upper motor neurons from patient-derived iPSCs, 2) organelle transport 
in the axon, 3) the structure-function relationship for the ALS2 complex, and 4) the intracellular 
ALS2 molecular network and their physiological functions. We demonstrated that 1) ALS2 plays a role 
in the regulation of Rab17-associated endosomal trafficking, 2) the intrinsically disordered region 
of ALS2 is implicated not only in the regulation of intracellular localization but also in the 
self-oligomerization of ALS2, and 3) the high-molecular weight ALS2 complex represents a unique form
 of ALS2-homophilic oligomers in the CNS.

研究分野：分子病態神経科学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　運動ニューロン　ALS2　細胞内オルガネラ動態　iPS細胞　マイクロ流体デバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALSは、上位運動ニューロンと下位運動ニューロンの両者がともに侵される疾患であるにもかかわらず、これま
での疾患発症メカニズムに関する研究は、ほとんど例外なく脊髄の下位運動ニューロンを対象としていた。ALS
の治療法や治療薬を開発するためには、発症メカニズムを正確に理解することが前提条件であり、よって下位運
動ニューロンのみならず上位運動ニューロンの変性メカニズムを解明することは極めて重要である。本研究によ
り、ALS2の分子機能の一端が明らかにされたことは、これまでほとんど研究の進んでいない上位運動ニューロン
変性メカニズムの解明にとって重要な一歩である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic Lateral Sclerosis; ALS）は、上位および下位運動ニュー
ロンの選択的変性・脱落を特徴とする進行性の神経変性疾患であり、発症後 3〜5 年で死に至る
極めて重篤な疾患である。疾患の名前にある「筋萎縮」については「下位運動ニューロン」の変
性・脱落が主な原因であるのに対し、「側索硬化」については「上位運動ニューロン」の傷害に
起因する病理的特徴である。ALS は、このように上位運動ニューロンと下位運動ニューロンの両
者がともに侵される疾患である。しかし、それにもかかわらず、これまでの疾患発症メカニズム
に関する研究は、ほとんど例外なく脊髄の下位運動ニューロンを対象としている。ALS の治療法
や治療薬を開発するためには、発症メカニズムを正確に理解することが前提条件であり、よって、
下位運動ニューロンのみならず上位運動ニューロンの変性メカニズムを解明することは喫緊の
研究課題であると言える。これまで我々は、上位運動ニューロン優位に変性する家族性 2型 ALS
に注目し、その原因遺伝子である ALS2 を同定するとともに[引用文献①]、原因遺伝子産物であ
る ALS2 タンパク質（以下 ALS2 と略）を介した細胞内分子ネットワーク機能を解析し、ALS2 が
オートファジーを含めた細胞内タンパク質恒常性維持調節機能を有することを明らかにしてき
た [引用文献②、③]。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの研究成果を発展させ、ALS2 の分子構造と機能、および ALS2 分子ネッ
トワーク異常を中軸にした細胞機能解析を行うことにより、ALS 患者における上位運動ニューロ
ン変性分子メカニズムの解明に挑むものである。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト iPS 細胞の上位運動ニューロンへの分化誘導と長期培養法の確立 
 これまでに我々が確立した手法[引用文献④]を用いて、健常者および ALS2 患者、ならびに FUS
変異を有する ALS 患者の iPS 細胞から上位および下位運動ニューロン様神経細胞へ分化誘導し
た。上位運動ニューロン様神経細胞については、これまでの手法を改良することにより、より分
化・成熟度の高い大脳皮質運動ニューロンへの分化方法の開発を目指した。 
 
(2) マイクロ流体デバイスを用いたオルガネラ動態の時間空間的解析 
iPS 細胞由来運動ニューロンに適したデバイス改良と画像解析方法を開発する予備実験とし
て、変異 SOD1 発現 ALS マウスモデルの大脳皮質初代培養神経細胞軸索におけるオルガネラの詳
細な時間空間的（spatiotemporal）動態異常について、マイクロ流体デバイスを用いて解析した。
具体的には、“酸性小胞”および“ミトコンドリア”の軸索内移送に注目し、細胞死や細胞恒常
性の破綻の基盤となる細胞内機能障害を解析した。 
 
(3) ALS2 分子複合体構造と細胞内での ALS2 活性化の分子メカニズム解析 
 未だ解決されていないヒト上位運動ニューロン変性分子メカニズムを解明するため、ALS2 分
子ネットワークに焦点を当てて研究を遂行した。具体的には、ALS2 のリン酸化を含めた翻訳後
修飾と ALS2 活性化の関連を生化学的、細胞生物学的、計算機学的手法を用いて解析し、さらに
ALS2 複合体構造ならびに細胞内局在制御機構の解明を目指した。 
 
(4) ALS2 結合分子群によるオルガネラ動態制御メカニズムの解析 
 ALS2 は、細胞内の様々なコンパートメントでの特定因子との結合を介して、種々の細胞内オ
ルガネラ機能の調節に関わっている。本研究項目では、これまでに明らかにされている Rab5 を
介するオートファジー・エンドリソソーム系調節に加え、Rab17、Rab30、および NEK1 等の ALS2
結合因子に注目し、ALS2 と細胞内オルガネラネットワークとの関連について分子レベルで解析
した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト iPS 細胞の上位運動ニューロンへの分化誘導と長期培養法の確立 
 これまで作製してきた大脳皮質興奮性ニューロンよりさらに大脳皮質錐体細胞の性質に近い
細胞へ分化誘導するために必要な候補因子を同定した[未発表]。 
 
(2) マイクロ流体デバイスを用いたオルガネラ動態の時間空間的解析 
 マイクロ流体デバイスを用いて、変異型 SOD1 遺伝子を発現する ALS マウスモデルの脳組織か
ら分離・調製した大脳皮質初代培養神経細胞を培養し、その軸索内の酸性小胞（オートファゴソ



ームおよび後期エンドソーム）とミトコンドリアの時間空間的動態のハイスループット解析を
行った。その結果、野生型に比べて変異 SOD1 発現している神経細胞においては、軸索内での酸
性エンドソーム輸送が活性化していることが判明した。一方、ミトコンドリア輸送についてはむ
しろ抑制されていることが明らかとなった。従って、ALS 患者の神経細胞において種々のオルガ
ネラの軸索輸送が異常を来し、その結果神経細胞の恒常性維持機構が破綻し、そのことが神経変
性の要因の一つであることが示唆された。 
 これらの結果に基づいて、次にヒト iPS 細胞から分化誘導した上位ならびに下位運動ニュー
ロンにおける軸索表現型の解析を行った。その結果、上記で使用したマウス神経細胞に比べてヒ
ト iPS 細胞から分化誘導した運動ニューロンはその細胞サイズが小さく、マウス神経細胞に最
適化したマイクロデバイスでは、細胞がマイクロ流路を通過するため、極性を分けた解析が出来
ないことが判明した。そこで、ヒト iPS 細胞由来の運動ニューロンの種々の表現型の解析に最適
化したマイクロ流体デバイスの設計ならびに最適化を新たに行った。その結果、ヒト iPS 細胞由
来の運動ニューロンの解析に最適化した新規マイクロ流体デバイスによるハイスループット軸
索オルガネラ移送計測系の開発に成功した[未発表]。 
 
(3) ALS2 分子複合体構造と細胞内での ALS2 活性化の分子メカニズム解析 
 ALS2 は、1657 アミノ酸残基からなるタンパク質である。ALS2 は、その C 末端側に存在する
MORN モチーフ/VPS9 ドメイン領域を介して低分子量 Gタンパク質 Rab5 を活性化し、細胞内での
マクロピノソーム、エンドソームおよびオートファゴソームの膜小胞動態を調節する作用を有
する[引用文献②、③]。そして、それらの作用により、細胞内での膜小胞移送系やタンパク質分
解系機能の調節を担っている。一方、ALS2 自体の細胞内局在は、細胞外からの成長因子等によ
る刺激により活性化する Rac1 の作用により、細胞質基質から膜ラッフルおよびエンドソームへ
と局在を変化させ、エンドソーム上で Rab5 を活性化する[引用文献⑤]。また、ALS2 の N 末端側
領域にはβブレードプロペラ構造を有する RCC1 様ドメイン(RLD）が存在し、その領域が ALS2 の
細胞内動態を調節している。しかし、この N 末端領域の一部の領域はブレード構造には含まれ
ず、その構造および機能は明らかにされていない。そこで、本研究ではまず計算機を用いたタン
パク質構造解析を行った。その結果、その領域は天然変性領域（IDR）であることが判明した。
次に、この IDR が ALS2 の局在および立体構造に及ぼす影響を解析した。その結果、IDR を欠損
した ALS2（ΔIDR）は、βプロペラ構造を有する RLD コア領域を有しているにも関わらず細胞内
での膜局在能が喪失していた。その一方で、ALS2（ΔIDR）は、液-液相分離（LLPS）に関連して
いる SQSTM1/p62-body と共存することが判明した。さらに、ALS2 の高次構造をゲル濾過クロマ
トグラフィーにより解析したところ、ΔIDR は正常な四量体ではなく異常な高分子複合体を形成
していることが判明し、凝集性が高まっていると推定された。以上の結果から、ALS2 の N 末端
に存在する IDR は ALS2 細胞内動態に必須の領域であり、その欠損により ALS2 はむしろ LLPS に
トラップされる可能性が示唆された。 
 これまでに我々は、数々の ALS2 変異体の高次構造を解析し、ALS2 の疾患原因変異によって、
四量体の構造がより高次化もしくは、二量体化、単量体化することを報告している[引用文献⑥]。
そこで、次にイタリア・トリノ大学グループと共同して AlphaFoldDB を用いた ALS2 の立体構造
を予測するとともに、その構造を基盤にミスセンス変異を持つ ALS2 疾患変異体（ALS2_R1611W）
の立体構造を予測した。その結果、ALS2_R1611W は、自己多量体化する際に必要な ALS の立体構
造が乱れ、特 C末端領域の VPS9 と N末端 RLD の自己結合能が高まっていると予測された。実際
に、ゲルろ過クロマトグラフィーによって ALS2_R1611W の高次構造を解析した結果、ALS2_R1611W
は野生型と比較して正常な四量体としての存在割合が少なく、より高次化しているか、あるいは
二量体化および単量体化しており、そのために Rab5 に対する GEF 活性が著しく低下していると
示唆された。次に、ALS2_R1611W の高次構造の正常化を目的として、ALS2_R1611W に結合し、そ
の立体構造を回復させる化合物を in silico スクリーニングした。その結果、ビタミン K の誘
導体である MK4 が候補として同定された。そこで、細胞に ALS2_R1611W を発現させ、MK4 を添加
した後にゲルろ過クロマトグラフィーによって高次構造を解析した。その結果、MK4 の添加によ
って、ALS2_R1611W の四量体の存在量が増加したことから、MK4 は細胞内において ALS2_R1611W
変異体の構造の正常化（四量体形成）を補助することが示唆された。 
さらに、生体における ALS2 複合体の機能についての解析を深めるために、末梢組織と中枢神
経系における ALS2 の高次構造を比較した。その結果、正常な脳組織において ALS2 は、四量体に
加え、さらなる高次化した構造体を形成することが新たに判明した。また、この高次構造は、神
経系譜由来の培養細胞においてもその存在が認められた。よって、神経組織においては、末梢組
織に存在する ALS2 複合体とは異なる神経特異的 ALS2 複合体が存在することが明らかとなった。 
 
(4) ALS2 結合分子群によるオルガネラ動態制御メカニズムの解析 
ALS2とRab17の機能的関連を明らかにするために、ALS2のRab17に対する触媒活性の測定や、



ALS2 の機能喪失モデル細胞における Rab17 の細胞内動態について解析した。まず、ALS2 の Rab17
に対する触媒活性を測定した結果、ALS2 は不活性化型 Rab17 に結合するにもかかわらず、触媒
活性を示さなかった。次に、HeLa 細胞内において、ALS2 と Rab17 を発現させ、両者の細胞内局
在を解析した結果、Rab17 は ALS2 と共に、初期エンドソームマーカーEEA1 の局在する成熟した
初期エンドソームに局在していた。また、ALS2 をノックダウンし、細胞内の Rab17 の局在を観
察した結果、Rab17 は、EEA1 を持たない未成熟肥大化エンドソームに局在することが判明した。
また、同条件下で ALS2 を発現させることによって、Rab17 の EEA1 陽性エンドソームへの局在が
回復することが明らかとなった。よって、ALS2 は、Rab5 に加え、Rab17 の細胞内局在やその機
能を調節する機能を持つことが示された。Rab17 は、細胞内において初期エンドソームとリサイ
クリングエンドソームの両者に局在することが報告されている。現在、それら膜輸送経路で
Rab17 の担う機能は明らかにされていないが、ALS2 の機能喪失は、Rab17 が担う膜輸送経路の異
常を誘起すると示唆される。 
 
(5)今後の展望 
ヒト iPS 細胞の上位運動ニューロンへの分化誘導と長期培養法については、上位運動ニュー
ロン様神経細胞の長期培養を安定的に可能にする条件をさらに再現性の高い条件設定を目指し、
改良を加える計画である。また、マイクロ流体デバイスを用いたオルガネラ動態の時間空間的解
析に関しては、新たに開発したマイクロ流体デバイスを用いて、ヒト iPS 細胞由来の上位ならび
に下位運動ニューロンにおける軸索伸長能、軸索内酸性小胞およびミトコンドリア等のオルガ
ネラ移送の定量的解析を行い、疾患特異的異常表現型を同定する計画である。 
本研究での in silico のスクリーニングにより同定された MK4 は、ビタミン K の誘導体であ
り、骨粗鬆症の改善薬として、また止血剤として汎用されている。MK4 によって、ALS2_R1611W
変異体の立体構造の改善と GEF 活性の回復がなされれば、それは、ALS2_R1611W を有する患者に
対しての治療薬となると期待される。同時に、本研究の結果から、AlphaFoldDB を用いた立体構
造予測を基盤としたテーラーメイド創薬の足掛かりが示された。今後、ALS2 のみならず、ミス
センス変異がタンパク質の立体構造や機能に与える影響を解析することを目的とした研究に応
用可能である。また、本研究により明らかにされた中枢神経系特異的な ALS2 複合体については、
今後 CryoEM などを用いてその高次構造解析を進めると共に、中枢神経系における ALS2 の機能
を明らかにしたい。 
さらに、未だ未解決であるヒト上位運動ニューロン変性分子メカニズムを解明するため、ALS2
の分子構造と活性との関連を解析するとともに、これまでに明らかにされている Rab5 および
Rab17 を介するオートファジー・エンドリソソーム系、およびリサイクリング系調節に加え、
Rab30、NEK1、および C21orf2 等の ALS2 結合因子に注目し、ALS2 とミトコンドリア、ゴルジ体、
一次繊毛、中心体との関連について分子レベルでの解明を目指す。ALS2 の担う細胞内膜輸送経
路の全容が明らかにされることによって、これまでは想定していなかった ALS2 の細胞内機能が
明らかにされると期待される。また、それは 2型 ALS 発症の新規メカニズムの解明のみならず、
ALS に共通した上位運動ニューロンの変性メカニズム解明へと繋がるものと考える。 
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