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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症（ALS）の原因遺伝子SOD1を過剰発現するヒト胚性幹細胞を用いてALSモ
デル細胞を作製した。正常型、変異遺伝子に関わらずSOD1の過剰発現は、運動神経細胞やアストロサイトへの分化効率
に影響しない。しかし、ある変異型SOD1遺伝子を発現している神経細胞の神経突起の長さを調べたところ、野生型や他
の変異型遺伝子発現神経細胞と比べ有意に短くなっていることが分かった。この形態変化がALS発症・進行にどのよう
に関与しているのかは、今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：Overexpression of SOD1, a responsible gene of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 
did not affect differentiation of motor neuron and astrocyte from human embryonic stem cells. But we found
 that one mutant type of SOD1 affected the length of neuritis. In future, we will investigate whether this
 change is involved in the onset or progress of ALS.
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１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral 
sclerosis, ALS）は、運動神経細胞が選択的
に影響を受け、機能を喪失していく神経変性
疾患の一つであり、治療法のない難病である。
現在使用されている既存薬の治療効果は決
して満足のいくものではなく、根本的な治療
法、予防薬がないのが現状である。これは、
最適な疾患モデルの欠如による疾患発症メ
カニズムの解明や新薬開発が遅れているこ
とを示唆している。 
 モデル細胞作製において、変異遺伝子を強
制発現させる方法は、発現自体は自然に近い
とは言えないが、疾患発症や症状を早めるこ
とが可能である。これまでに我々はランダム
遺伝子導入法でALS原因遺伝子をヒト胚性幹
細胞（ヒト ES 細胞）に導入し、運動神経細
胞への分化誘導法（Wada et al.,2009, PLoS 
ONE 4(8): e6722）によって運動神経細胞へ
分化させたところ、ALS の特徴的な症状（運
動神経細胞死）を確認していた（Wada et 
al.,2012, Stem Cells Translational 
Medicine 1:396-402）。しかし、ランダムな
ゲノムへの遺伝子導入では、導入遺伝子の挿
入位置を決めることができないため、挿入突
然変異が起きている可能性を排除すること
ができない。そこで、この挿入突然変異の問
題を解決するために、我々は、ヒト ES 細胞
ゲノムの特定部位に遺伝子を導入する方法
を開発した（Sakurai et al, 2010 Nucleic 
Acids Research 38(7):e96, and Sakurai et 
al., 2010 In Embryonic Stem Cells: Basic 
Biology to Bioengineering, Ed. Kallos MS 
& Eng P, INTEC, p105-122）。 
 
２．研究の目的 
筋萎縮性側索硬化症（ALS）は、最近家族
性ALSの原因遺伝子が同定されてきており研
究の進展が期待されている。我々は、これま
でにALSで影響を受ける運動神経細胞をヒト
ES 細胞から分化させる方法を、またヒト ES
細胞を用いてゲノム特定部位への遺伝子導
入法を確立してきた。本研究では、これらの
成果をヒト ES 細胞からの ALS モデル細胞作
製に適応し、筋萎縮性側索硬化症（ALS）の
原因遺伝子 SOD1 の変異型を発現するヒト胚
性幹細胞（ヒト ES 細胞）を作製し、これら
を運動神経細胞やアストロサイトへ分化さ
せることで ALS モデル細胞とし、原因遺伝子
の異なった変異型を発現しているALSモデル
細胞間の比較研究を通して、ALS 発症・進行
機序の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 申請者らが開発したヒト ES 細胞ゲノムの
特定部位に遺伝子を導入する方法（Sakurai, 
et al, 2010）に用いる発現ベクター用いて、
ALS 原因遺伝子であるスーパーオキシドディ
スムターゼ１（SOD1）の発現ベクターを構築
した。その際、各遺伝子で複数の変異型を選

択した。導入遺伝子を発現させるためのプロ
モーターとしては恒常的に発現するプロモ
ーター（CAG プロモーター）を使用した。エ
レクトロポレーションによって上記で構築
した発現ベクターを部位特異的遺伝子導入
法で用いるヒト ES 細胞株（親株）に導入す
ると、Cre/LoxP による遺伝子置換反応によっ
て HPRT 遺伝子座に遺伝子が挿入される。 
 その後、SOD1 過剰発現ヒト ES 細胞の未分
化性維持の確認と核型解析（外注）、SOD1 過
剰発現を転写産物レベル、酵素活性レベルで
確認した。SOD1 変異型遺伝子を発現するヒト
ES 細胞を、運動神経細胞、もしくはアストロ
サイトへ分化させた。その後、分化誘導効率
や、神経突起の長さを測定した。  
 
４．研究成果 
ALS 原因遺伝子 SOD1 を過剰発現するヒト
ES 細胞株の作製する際には、我々が開発した
ヒト ES 細胞のゲノム特定部位（ヒポキサン
チングアニンホスホリボシルトランスフェ
ラーゼ 1 遺伝子：HPRT1）に遺伝子を導入で
きる方法を用いた。構築した発現ベクターを
ヒト ES 細胞へ導入したところ、変異型 SOD1
の過剰発現によるヒト ES 細胞の増殖、生死
に影響は見受けられなかった。発現ベクター
由来の SOD1 の発現は RT-PCR 法によって、そ
の発現を確認した。SOD1 発現ヒト ES 細胞で
の未分化マーカーの発現を RT-PCR 法と免疫
染色法によって確認し、また核型解析によっ
て、SOD1 発現ヒト ES 細胞の核型が正常であ
ることを確認した。このことは、SOD1 の過剰
発現は、ヒト ES 細胞の未分化性や染色体の
安定性に影響しないことを示している。 
樹立した SOD1 発現 ES 細胞株は、同一なゲ
ノム部位（HPRT1）に外来遺伝子が挿入され
ているため、理論上はクローン間で違いが見
られないはずであるが、ALS 原因遺伝子の
SOD1 を発現するヒト ES 細胞株のクローン間
に導入遺伝子の発現量などが同じレベルで
あるか確認した。遺伝子発現量、タンパク質
発現量、SOD 酵素活性を調べたところ、同じ
変異遺伝子を発現しているクローン間では、
それらの発現レベルや酵素活性に有意な差
は見られなかった。しかし、異なる変異遺伝
子間では、遺伝子やタンパク質発現量、およ
び酵素活性に明らかな違いが見られ、SOD1 遺
伝子の変異型による転写産物レベル、タンパ
ク質レベル、酵素活性に相違があることを明
らかできた。 
次にヒト ES 細胞を運動神経細胞へ分化誘
導させ、変異型 SOD1 を発現しているヒト ES
細胞が運動神経細胞への分化能を保持して
いること確かめた。神経分化誘導過程で神経
幹細胞が分化してくるが、SOD1 発現の有無に
よって、神経幹細胞マーカー分子の発現レベ
ルに違いは見られなかった。また、その後運
動神経細胞へも分化可能であり、SOD1 が過剰
に発現していることを確認した。また、アス
トロサイトへの分化能は、数継代したニュー



ロスフェアを播種した後、アストロサイトマ
ーカー分子の陽性細胞の検出によって確認
し、遺伝子変異型による分化効率に差がない
ことが分かった。これらの結果は、正常型、
変異遺伝子型に関わらず SOD1 過剰発現は、
運動神経細胞やアストロサイトへの分化誘
導に影響しないことを示している。しかし、
ある変異型遺伝子を発現している神経細胞
の神経突起の長さを調べたところ、野生型や
他の変異型遺伝子発現神経細胞と比べ有意
に短くなっていることが分かった。この形態
変化が ALS 発症・進行にどのように関与して
いるのかは、今後の課題である。 
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