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研究成果の概要（和文）： 

ALS の運動ニューロン死に蛋白合成系の異常が深く関連している事を明らかにした。すな

わち、「転写」から「糖鎖の修飾」に至る「蛋白合成系」を、一連の「流れ」として概観した場

合、その「上流域」と考えられる、リボゾーム(r)RNA 遺伝子の転写活性の減少と、その減少と

ヌクレオリンの減少とが相関していること、またこれらと TDP-43 のリン酸化が関連している

こと、を本研究で明らかにした。「下流域」では、「蛋白の折りたたみ」に関与する分子シャペ

ロンの凝集を初めて見出した。またその分子シャペロンの凝集に際してシスタチン C（Bunina

小体の構成成分）がシードになっている可能性を見出し、分子シャペロンとシスタチン C が相

互のシードである可能性も確認した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The present study elucidate the abnormalities in the protein synthesis system in the motor 

neurons in the spinal cords in patients with amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Those 

abnormalities are as follows: 1) decrease of ribosomal (r) RNA gene transcription activity, 2) 

correlation between rRNA gene activity and amount of nucleolin in the nucleus, 3) aggregation of 

the molecular chaperone, and 4) seeding each other in aggregation of molecular chaperone and 

cystatin C, which is a component of the Bunina body. 
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１．研究開始当初の背景 

ALSは大脳と脳幹、脊髄の運動ニューロン

が変性脱落して手足が麻痺し寝たきりとな

り、人工呼吸器がなければ患者さんは通常数

年で呼吸筋麻痺により死亡する神経難病で

ある。ALS 患者の約 9 割が孤発性であり現在
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も原因不明で根本的治療法は無い。 

(a) ALS と TDP-43： 

孤発性 ALS 運動ニューロンで見られるス

ケイン/ユビキチン化封入体と、前頭側頭葉

変性症のユビキチン化封入体の蛋白成分が

リン酸化した TDP-43（ TAR DNA-binding 

protein 43kDa）であることが、新井ら（BBRC, 

2006）、Neumann ら（Science, 2006）により

報告され、ALS と前頭側頭葉変性症の研究が

一気に進展した。しかしリン酸化 TDP-43 封

入体が「毒性」を持つのか、「核内から胞体

への TDP-43 シフト」が ALS 運動ニューロン

を変性させる（隅ら、J Neuropathol Exp 

Neurol, 2009）のか、TDP-43 の変化と運動ニ

ューロン死との関連は明確ではない。 

(b) ALS と RNA： 

孤発性 ALS の脊髄や脳幹の運動ニューロ

ンでは、細胞質 RNA と粗面小胞体の減少（ク

ロマトリーシス）が Mann, Yates（1974）、井

上、平野（1979）ら、をはじめ多数報告され

ている。私共も孤発性 ALSで粗面小胞体の断

片化と小胞体膜上のリボゾームの離解

（detachment）を報告した（Oyanagi, et al. 

J Neruopathol Appl Neurobiol, 2008）。リ

ボゾーム(r)RNA 蛋白は、rRNA 遺伝子の転写

から合成がスタートする。私共は、この rRNA

遺伝子転写活性の減少が細胞内 RNAの減少と

ニューロン死に直結していることを ALSモデ

ル顔面神経引き抜きラットで報告した

（Nagasao, Oyanagi et al. J Neurosci Res, 

2008）。 

(c) TDP-43と RNA： 

TDP-43 は正常ではスプライシング調節や

転写など、RNA の機能と深く関与している、

と言われている。現在の世界の ALS 研究者の

注目は「TDP-43と RNAの連関による運動ニュ

ーロン変性」に向けられている。2013 年見出

された家族性 ALS の一型の原因遺伝子 FUS

（fused in sarcoma）も RNA に関与すると言

われ、ALS における RNA 研究が加速されるの

は間違い無いと思われる。 

 

２．研究の目的 

筋萎縮性側索硬化症（ALS）の運動ニューロ
ン死のメカニズムを、rRNA 遺伝子転写活性、
TDP-43 と RNA の連関から解明する。 
 

３．研究の方法 

計画 1（22年度）：rRNA 遺伝子転写活性、ヌ

クレオリンと核内 TDP-43の

co-localization の有無の確認：rRNA遺伝子

転写活性計測。およびヌクレオリンとリン酸

化非依存性またはリン酸化 TDP-43抗体によ

る二重免疫染色と共焦点顕微鏡観察。対象は

日本人孤発性 ALS、グアム島 ALS、SOD1遺伝

子変異家族性 ALSおよび顔面神経引き抜きラ

ット、SOD1Tg ラット並びに対照。 

計画 2（22年度）：計画 1の症例を用いた、

リン酸化非依存性およびリン酸化 TDP-43抗

体を用いた、TDP-43 の核内および胞体内の定

量、rRNA 遺伝子転写活性およびヌクレオリン

の定量。およびこれらの関連の検討：部位は

脊髄運動ニューロンまたは顔面神経核ニュ

ーロン。蛍光測光による。 

計画 3（22年度）：計画 1のヒト検索症例お

よび SOD1Tg ラットにおける運動ニューロン

の定量的検討（顔面神経引き抜きラットの所

見は報告済み [Nagasao, Oyanagi et al. J 

Neurosci Res, 2008]）：主としてパラフィン

包埋 5ミクロン厚切片のクリューバー−バレ

ラ染色標本を用いる。核小体を有する運動ニ

ューロンをカウントする。 

計画 4（22年度）：計画 1のヒト検索症例お

よび SOD1Tg ラットにおける運動ニューロン

胞体内 RNAの定量的検討（顔面神経引き抜き

ラットの所見は報告済み [J Neurosci Res, 

2008]）：主として 5ミクロン厚パラフィン切

片のピロニン染色標本を用いて計測する。 

平成２３年度以降 

計画 1（23年度以降）：22年度計画 1の症例

における、ユビキチンと TDP-43の連関の確

認：主としてパラフィン切片でユビキチンと

TDP-43（リン酸化または非依存性抗体）二重

免疫染色を行い共焦点顕微鏡観察して、ユビ

キチン化封入体がどの程度リン酸化または

リン酸化非依存性 TDP-43から構成されてい

るか、定量的に検討する。 

計画 2（23年度以降）：22年度計画 1 の症例

におけるヌクレオリンの in situ 

hybridization と定量的検討：何故 ASL 運動

ニューロンでヌクレオリンが減少するか検

索する。保存されている脊髄または脳幹の凍

結切片または新規剖検症例の凍結切片を用

いる。22年度計画 1 のデータと比較、解析す

る。 

計画 3（23年度以降）：22年度計画 1 の症例

におけるヌクレオリンのリアルタイム PCR:

保存されている脊髄または脳幹および新規

症例の凍結材料で運動ニューロン部分を用



 

 

いて定量的に検討する。上記 23 年度以降計

画 1のデータと比較、解析する。 

計画 4（23年度以降）：22年度計画 1 の症例

におけるストレス顆粒の描出への取り組

み：ヒト脊髄運動ニューロンでは、これまで

ストレス顆粒の存在は認められていない。こ

れが、本来存在しない物か、観察上の感度の

問題か、パラフィン切片のみならず、凍結切

片も使用し、免疫染色で考えられる限りの増

感の工夫を盛り込んで共焦点顕微鏡観察と

免疫電顕観察して、ALS とモデル動物での変

化を解析する。ストレス顆粒マーカーと言わ

れる TIA-1、TIAR、PABP-1等と TDP-43 との

二重免疫染色を行う。 

計画 5（23年度以降）：運動ニューロンにお

ける酸化ストレス、小胞体ストレスの有無を

検討する。酸化ストレス（8-OHdG、8-OHG、

4-HNE など）、小胞体ストレス（GRP78、カル

ネキシン、カルレティクリン、HSP70 など）、

アポトーシス（TUNEL 染色、カスパーゼ 3）、

カルシウムセンサー蛋白（hippocalcin）の

増減などを特異的免疫染色により解析する。

併せて細胞小器官の電顕観察を行う。 

総括：以上のデータをまとめ、孤発性日本人

ALS とグアム島の ALS、SOD1 遺伝子変異家族

性 ALS、また ALS モデル顔面神経引き抜き損

傷ラット、SOD1Tg ラットの運動ニューロン死

のメカニズムを、TDP-43 蛋白の変化（核から

細胞質へのシフトとリン酸化）とリボゾーム

RNA 遺伝子転写活性、その主たる関連因子ヌ

クレオリン、胞体内 RNA 量、ストレス顆粒と

の連関から明らかにする。 
 
４．研究成果 

ALS の運動ニューロン死に蛋白合成系の

異常が深く関連している事を明らかにした。

それはすなわち、「転写」から「糖鎖の修飾」

に至る「蛋白合成系」を、一連の「流れ」と

して概観した場合、その「上流域」と考えら

れる、rRNA 遺伝子転写活性の減少を見出し、

rRNA 遺伝子の転写活性に関連するヌクレオ

リンの減少も見出した。これらと TDP-43 の

リン酸化が深く関連していることも明らか

にした。「下流域」では、蛋白の折りたたみ

に関与する分子シャペロンの凝集を初めて

見出した。また分子シャペロンの凝集とシス

タチン C の凝集（Bunina 小体の形成）に際し

て、相互的にシードになっていることを見出

した。 
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