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研究成果の概要（和文）：ErbB4は運動神経細胞の生存に必須であり、ErbB4の機能低下がALS共通の病態である
という仮説をin vivoで検証する為に、タモキシフェン依存性運動神経特異的コンディショナルノックアウトマ
ウス(cKOマウス)を作製した。cKOマウスにおいては投与後5ヶ月後以降でクラスピングの出現を認めた。病理学
的解析では、投与後3ヶ月目で脊髄前角運動神経細胞数の40％程度の減少を認めた。残存神経細胞はErbB4の染色
性は保たれていた。ErbB4が成熟脊髄運動神経細胞の生存に必須であり、cKOマウスがALSの病態を再現したモデ
ル動物であることを支持する成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：It is hypothesized that ErbB4 is essential for the survival of motor neurons
 and dysfunction of ErbB4 is a common pathology of ALS. To test the hypothesis in vivo, we generated
 tamoxiphen-dependent motor neuron-specific conditional knockout mice (cKO mice). In cKO mice, the 
appearance of clasping was observed 5 months after administration of tamoxiphen. Pathological 
analysis showed a 40% decrease in the number of spinal motor neurons 3 months after administration. 
The residual neurons maintained the stainability of ErbB4. We have obtained results supporting that 
ErbB4 is essential for the survival of mature spinal motor neurons and that cKO mice are model 
animals that recapitulate the pathophysiology of ALS.

研究分野：臨床神経学、臨床遺伝学、分子生物学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　ErbB4　コンディショナルノックアウトマウス　運動神経細胞死
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、ErbB4が運動神経細胞の生存に必須であることが明らかになり、ErbB4の機能低下性変異・ErbB4
発現低下が運動神経細胞死の直接の原因になり得ることが示された。ALSの新たな病態機構の解明という学術的
意義と共に、根本治療の開発に向けた創薬シーズ候補分子の同定という社会的意義も有すると考えられる。

※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 
 
筋萎縮性側索硬化症(ALS)は、全身の運動ニューロン(Motor neuron: 以下 MN)の進行性脱落を来
す神経変性疾患であり、生命予後は 2~4 年で、現在に至るまで根本的な治療法は開発されていな
い。 
 研究代表者は 2013 年に、FALS の新規原因遺伝子 ERBB4 を同定し、ALS19 として報告した
(1)。ErbB4 は受容体型チロシンキナーゼであり、リガンドである Neuregulin(NRG)が結合すると
二量体化し自己リン酸化を介して下流のシグナリングを司る。ALS19 において認められた変異
では、NRG 刺激による自己リン酸化能の低下が認められ、NRG-ErbB4 シグナリング障害が ALS
における MN 変性を惹起することが示唆された。 
 ErbB4 は正常脊髄では MN にほぼ特異的に発現している。研究代表者は孤発性 ALS の剖検脊
髄組織を用いた免疫組織化学的検討を行い、発症超早期から一部の MN における ErbB4 の染色
性が低下し、病気の進展とともに進行すること、ErbB4 の染色性低下が TDP-43 の局在異常と関
連していることを見出した(2)。これらの結果から、ErbB4 は家族性 ALS だけではなく孤発性 ALS
の病態にも関連していることが示唆された。 
 ErbB4 の機能低下が ALS の共通病態であるという仮説を in vivo で検証するために、申請者は
モデル動物の構築を試みた。Erbb4 のホモ接合性ノックアウトマウスは胎生致死であるが(3)、
脳幹神経細胞の軸索伸長異常を来す。ヘテロ接合性ノックアウトマウスは生存可能であるが、運
動系の機能異常を来す。Nestin プロモーターによる脳特異的コンディショナルノックアウトマ
ウス（cKO マウス）では、自発運動の減少と後肢の握力低下を来すが、表現型の変化は軽微であ
り、代償機構が働いている可能性が想定される(4)。これらの先行研究を参考にし、成人発症の
ALS の病態を再現するためには、①MN 特異的である②発達過程の代償機構を回避する③成人発
症である の 3条件を満たす Erbb4 ノックアウトマウスの構築が必要と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）の病因遺伝子 ERBB4 の運動神経細胞特異的なノックアウトマウス
を作成し、ErbB4 の発現喪失が運動神経細胞変性の直接原因であるという仮説を in vivo で検証
する。 
 
３．研究の方法 
 
Chattm1(cre/ERT)Nat/J マウス(ChatCre-ERT マウス)と Erbb4tm1Fej/Mmucd マウス(floxed 
Erbb4 マウス)を掛け合わせて cKO マウスを作成し、生後 8 週マウスにタモキシフェン
100mg/kgBW を連続 5 日間腹腔内投与して、行動解析・神経病理学的解析を行い、孤発性 ALS
のモデル動物としての妥当性を検証した(図１)。脊髄切片は 10um 厚 100um 毎に計 10 切片採
取して、同一の運動ニューロンをカウントしないように工夫した、さらに、cKO マウス、コン
トロールマウスどちらか分からないようブラインドでカウントを行った。 
 
図１ Erbb4 コンディショナルノックアウトマウスの作成 
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４．研究成果 
 
①まず予備的検討として、F1 世代の cKO マウスにタモキシフェンを投与し、表現型を分析した。
コントロール(Cre-ERT-/-, Erbb4 floxed/floxed)と比較して、生存期間、体重に関して明らか
な差は認められなかったが、投与後 5ヶ月後付近からクラスピングの出現を認めた。病理学的解
析では、投与後 3ヶ月において脊髄前角運動神経細胞がコントロールの５〜6割まで減少してい
た。また同時期の投与 1ヶ月では細胞数の減少は明らかではなかったものの、細胞体が縮小し周
囲に間隙を認める細胞が散在していた。これらは孤発性 ALS の残存脊髄運動神経細胞でみられ
る所見と類似していた(図２)。 
 
図２ F1 予備実験の表現型・病理所見 

 
②F8 世代まで B6 系統へのバッククロスを進め、純系の cKO マウスの作製を完了した。実際に生
後 8週齢のマウスにタモキシフェン 100mg/kg を投与して、1年後まで追跡した。F1 における観
察と同様クラスピングの出現を認めた。病理学的には、コントロールに比して 40％程度の脊髄
運動神経細胞の減少を認めた(図３)。残存神経細胞は Erbb4 陽性であり、TDP-43 の細胞内局在
異常も認められなかった(図４)。 
 
図３ F8 における運動神経細胞脱落所見 

 
図４  脊髄運動神経細胞における Erbb4・TDP-43 の発現 
 

 
本研究により、脊髄運動神経細胞の生存には ErbB4 が必須であることを裏付ける結果が得られ
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た。特に、ノックアウトしてから 3ヶ月かけて徐々に運動神経細胞の脱落が進行している知見が
得られており、ALS の神経変性を再現している可能性があると考えられる。今後は変性過程にお
ける運動神経細胞に焦点を当て、Bunina 小体や TDP-43 の細胞内局在異常など ALS の病理学的特
徴の有無を分析すると共に、ErbB4 ノックアウトによる下流のシグナリング変化の分析から、
Erbb4 依存性の運動神経細胞死の分子機構を明らかにする。 
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