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研究成果の概要（和文）：われわれは当該研究で、オプチニューリンの機能異常によってNF-κBが過剰に活性化し、そ
れによるp53やTNFαの遺伝子発現増加、インターフェロンβ過剰産生がひきおこされ細胞死が誘導されることを明らか
にした。さらにこの細胞死はNF-κBの選択的阻害薬であるwithaferin Aによって抑制されることを見出した。さらに、
オプチニューリン遺伝子変異マウスにTDP-43が蓄積していること、孤発性・遺伝性ALS患者のTDP-43封入体にオプチニ
ューリンが共存していることも明らかにした。以上から、withaferin AがTDP-43蓄積を呈するさまざまな型のALSの治
療薬となる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We knocked down OPTN in neuronal cells and examined the resulting NF-κB activity 
and phenotype. First, we confirmed the loss of the endogenous OPTN expression after siRNA treatment and 
found that NF-κB activity was increased in OPTN-knockdown cells. Next, we found that OPTN knockdown 
caused neuronal cell death. Then, overexpression of OPTN WT or OPTN E50K with intact NF-jB-suppressive 
activity, but not overexpression of ALS-related OPTN mutants, suppressed the neuronal death induced by 
OPTN knockdown. This neuronal cell death was inhibited by withaferin A, which selectively inhibits NF-κB 
activation. Lastly, involvement of the mitochondrial proapoptotic pathway was suggested for neuronal 
death induced by OPTN knockdown. Taken together, these results indicate that inappropriate NF-jB 
activation is the pathogenic mechanism underlying OPTN mutation-related ALS.

研究分野： 神経内科学

キーワード： オプチニューリン　筋萎縮性側索硬化症　NF-κB　ゴルジ装置断片化　炎症性サイトカイン
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１． 研究開始当初の背景 
 われわれは 2010 年に FALS の新規原因遺
伝 子  optineurin (OPTN) を 報 告 し た 
(Maruyama H, Morino H, Ito H, et al. 
Nature 2010)。OPTN は NF-κB 活性化と炎
症性サイトカイン産生を抑制することが知
られており、OPTN-ALS では NF-κB の過
剰活性化とともに TNFα、I 型インターフェ
ロンを始めとする炎症性サイトカインの産
生が亢進していると予測される。OPTN-ALS
剖検例は現在、世界中でわれわれの所有する
２例のみである。 
 
２．研究の目的 
1) OPTN-ALS 患者 2 例の剖検脳、OPTN 遺
伝子を改変したモデル動物及び培養細胞、
OPTN-ALS 患者の末梢血から誘導した樹状
細胞を用いて、OPTN 変異による ALS 発症
のメカニズムを解明する。 
2) SALS 患者の剖検脳を用いて、SALS の
神経細胞変性過程における OPTN の役割を
解明する。 
3) OPTN 遺伝子改変モデル動物及び培養細
胞を用い、OPTN の機能を制御して ALS の
根本治療につながる候補化合物を発見する。 
 
３．研究の方法 
1) OPTN遺伝子をノックダウンした培養細胞
を観察し、細胞死を定量評価するとともに、
NF-κB の過剰活性化をルシフェラーゼアッ
セイ法により検索する。これらの変化が野生
型 OPTN 強制発現、および OPTN 機能制御薬に
より正常化するかどうかを検討する。 
2) OPTN遺伝子をノックアウトしたマウスの
行動および神経病理学的変化を解析するこ
とにより、OPTN 変異の in vivo における効果
を検証する。 
3) OPTN-ALS患者の末梢血から形質細胞様樹
状細胞を誘導し、二重鎖 RNA 刺激による炎症
性サイトカイン産生能を評価する。 
4) OPTN-ALS および SALS 患者の剖検脳にお
ける OPTN 関連蛋白の細胞内局在の変化を検
討する。 
 
４．研究成果 
1) OPTN 遺伝子改変細胞を用いた解析 
培養細胞（Neuro2a 細胞）を用いて siRNA に
よる OPTN のノックダウン（OPTN KD）を行っ
た。結果、western blot で siRNA を導入した
細胞での OPTN の消失を確認したうえで、こ
の細胞では NF-κB パスウェイが亢進してい
ることを明らかにした。 

 
この OPTN KD 細胞の細胞死を検討したとこ
ろ、トリパンブルーアッセイにおいて、細胞
死が亢進していることを見出した。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
さらにこの細胞死は OPTN KD 細胞に野生型

OPTN あるいは ALS に関与しない変異 OPTN を
強制発現することで抑制されたが、ALS に関
与する Q398X および E478G 変異 OPTN の強制
発現では抑制されないことを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
この OPTN KD 細胞において mRNA の発現レ

ベルを測定したところ、NF-κBのターゲット
遺伝子である p53、TNFαの遺伝子発現が有意
に増加しており、BAX、Bcl21-1、MnSOD の遺
伝子発現が増加の傾向を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



この細胞に対し、NF-κBの選択的阻害薬で
ある withaferin A を投与したところ、細胞
死が有意に抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上の検討から、OPTN ノックダウン細胞は

NF-κB の過剰活性化によりアポトーシスに
よ っ て死滅 す ること 、 この細 胞 死 が
withaferin Aによって抑制されることが示さ
れ、withaferin A が ALS の新たな治療薬とな
る可能性を見出した。 
 
 
2) OPTN 遺伝子変異モデル動物の解析 
OPTN ノックアウトマウスは連携研究者で

ある川上秀史教授らのグループで作製した。
このマウスを研究期間終了までの1年半観察
し、神経病理学的に検索したが、病的な行動
異常・病理学的変化は見出されなかった。そ
こで研究期間を 1 年延長し、このマウスを 2
年間にわたり観察したところ、末梢神経に
TDP-43 の蓄積が観察された(未発表データ)。
この結果から、OPTN 変異が神経細胞における
TDP-43 の蓄積に直接関与していることが明
らかとなった。 
 
 
3) OPTN-ALS 患者における炎症性サイトカイ
ンの測定 

OPTN-ALS 患者から採取した fibroblast を
二重鎖 RNA(poly I:C)で刺激して培養して、
培養上清中のインターフェロンβをELISAで
測定して健常人と比較したところ、ALS E478G 
ホモ > ALS E478G ヘテロ > 健常人由来
fibroblast の順で IFN-βが誘導された。こ
の結果より、患者検体において IFN-βの産生
が亢進している可能性が示唆された(未発表
データ)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
4) OPTN 関連蛋白の局在異常の検討 
OPTN 変異 ALS 症例、孤発性 ALS 症例、OPTN

遺伝子改変細胞においてRIP-1, huntingtin, 
MyoVI, HAP1, dynactin などに対する抗体を
用いて免疫組織化学染色を行ったが、いずれ
も有意な所見が得られなかった。一方、NF-
κB のサブユニットである p65 の免疫染色に
よる検討を行ったところ、OPTN 変異の症例で
は、優性例（E478G）、劣性例（Q398X）の剖
検例ともアセチル化されたp65が細胞質に凝
集体を形成している像が観察された(未発表
データ)。さらに、SALS 患者においても、解
析したすべての TDP-43 封入体に OPTN と NF-
κB p65 subunit が病的に蓄積していること
を見出した(未発表データ)。この結果は SALS
の病態に OPTN, NF-κB が関与していること
を強く示唆している。 
さらに、われわれが新たに見出した VCP 変

異のある ALS 症例の剖検脳で OPTN の染色性
を確認したところ、脊髄前角細胞の細胞質で
OPTN が凝集しており、Golgi 装置が断片化し
ていることを発見した。これは OPTN が他の
遺伝性ALSの病態にも広く関わっていること
を示唆している。 
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