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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)は、運動ニューロンの選択的変性を特徴とする神経変性疾患であ
る。本研究では、細胞・個体レベルでのオートファジー動態の可視化を可能にする新たなツールを開発するため、 mKe
ima-RedとLC3Bの融合タンパク質を発現する新たなTGマウスの作出を試みた。その結果、神経系及び心筋・骨格筋にお
いてmKeimaRed_LC3Bを高発現する2系統のTGマウスを樹立するとともに、培養細胞実験によりmKeimaRed_LC3B動態観察
によりオートファゴソームの成熟過程をモニターすることに成功した。今後、これらのツールを用いて、治療候補化合
物のスクリーニングを継続する必要がある。

研究成果の概要（英文）：The autophagy-endolysosomal system is an evolutionally conserved degradation 
system that is tightly linked to a wide variety of physiological processes. Dysfunction of this system is 
associated with many neurodegenerative diseases including amyotrophic lateral sclerosis (ALS). In this 
study, we sought to generate a novel analytical tool for the autophagy-endolysosomal system in vivo. 
First, we generated the expression construct encoding mKeimaRed_LC3B chimeric protein, and successfully 
detected the bimodal excitation spectrum of mKeimaRed_LC3B in HeLa cells under starved conditions. Then, 
we microinjected it into fertilized eggs from C57BL/6 mice, and transplanted them into the oviduct of 
pseudopregnant recipient mice. As a result, we have successfully established 2 lines of transgenic mouse 
expressing mKeima-Red_LC3B, particularly in heart, skeletal muscle and the central nervous system. These 
mice could become useful tools for development of the new drug-screening systems.

研究分野：神経解剖学・神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
 筋萎縮性側索硬化症（ALS）を含めた多く
の神経変性疾患の病因は未だ不明であり、
その有効な治療法・治療薬はない。神経変
性疾患の発症・進行を防御するためには、
疾患要因を分子標的とした治療薬開発研究
の推進が極めて重要である。近年、異常タ
ンパク質の脳神経系組織における蓄積が、
神経細胞の機能障害ならびに神経細胞死に
関わっていることが明らかにされた。そし
て、遅発性・進行性という特徴を有する多
くの神経変性疾患では、異常タンパク質の
産生が上昇するというより、むしろ異常タ
ンパク質の分解系が十分に機能しないため、
徐々に異常タンパク質が蓄積するものと考
えられている。また、ALS では、神経細胞
の軸索における異常な形態の膜小胞および
細胞内小器官の蓄積、および軸索変性が、
細胞体自体の変性・脱落よりも先行して起
こるとされ、膜小胞・物質移送系と連携し
た異常タンパク質の蓄積、細胞内小器官の
異常が注目されている。これまでに、我々
は、家族性 ALS の原因遺伝子 ALS2 を同定し
（Hadano ら, Nat Genet 2001）、その遺伝
子産物である ALS2 が細胞における膜小胞
移送ならびにタンパク分解に関与すること
を示してきた（Hadano ら, PLoS ONE 2010, 
Otomo ら, FEBS Lett 2011）。特に最近、オ
ートファジー・リソソーム系の変調が、疾
患の発症及び進行を左右する重要な要因と
考えられるに至った。従って、膜小胞・物
質移送と連携したタンパク質分解系は、神
経変性疾患の発症及び進行に強く関連して
おり、よって、そのような細胞内調節系は
新たな治療標的系と捉えることができる。
しかし、これまでにその様な細胞内恒常性
維持機構の改善を目指した疾患治療薬の開
発研究はほとんど行われていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、未だ有効な治療法が無い ALS
の次世代分子標的治療薬の開発を目指すも
のである。そのために本研究では、新たな
治療標的としてオートファジー・リソソー
ム系に焦点を当て、「膜小胞移送と連携した
異常タンパク質の分解と細胞内小器官の恒
常性維持作用」の定量的計測に基づく薬剤
スクリーニング系を確立することを目的と
する。具体的には、細胞・個体レベルでの
オートファジー動態の可視化を可能にする
新たなツールを開発するため、 mKeima-Red
と LC3 の融合タンパク質を発現する新たな
TG マウスの作出を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）GFP-LC3 発現 ALS マウスモデルの作
出と解析 
 本研究では、神経変性疾患の中でも最も
過酷とされている神経難病 ALS のマウスモ
デルの中で、変異 SOD1 トランスジェニック

（TG）マウス系統（SOD1H46R）を用いた。先
行研究の解析結果から、SOD1H46Rマウスでは
緩徐型 ALS 様表現型を呈するとともに、オ
ートファゴソーム等の異常膜小胞の蓄積を
伴う軸索変性を示すことが明らかとなって
いる。変異 SOD1-TG マウスとオートファゴ
ソームを可視化することができる既存の
GFP-LC3B-TG マウスを各々交配し、神経変
性疾患発症・進行に伴うオートファジー・
リソソーム系の異常を可視化できる評価系
動物（GFP-LC3;SOD1H46R）を作出した。その
上で、該当マウスの体重及び生存分析を行
うことにより、LC3 分子の過剰発現が ALS
マウスモデルの疾患症状に及ぼす影響につ
いて解析した。 
 
（２）mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現
コンストラクトの構築 
 ヒト LC3B をコードする MAP1LC3B 遺伝子
由来のcDNAをRT- PCR法により増幅し、CAG
プロモーター及び CMV プロモーター制御下
で mKeima-Red との融合タンパク質として
発現するコンストラクトを構築した。 
 
（３）mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現
コンストラクトを用いたオートファジー動
態解析 
 オートファジーを誘導した状況下での
mKeimaRed_LC3B の動態を観察するため、
HeLa 細 胞 に Effectene Transfection 
Reagent (QIAGEN)を用いて、mKeimaRed_ 
LC3B 融合タンパク質発現コンストラクト
をトランスフェクションした。FBS を含む
DMEM 培地で培養後、血清を含まない HBSS 
培地に交換してさらに培養した。その後、
レーザー共焦点顕微鏡、蛍光顕微鏡、及び
細胞ソーティング（FACS）を用いて
mKeimaRed_LC3B の動態を観察した。 
 
（４）マイクロインジェクションによる
mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現マウ
スの作出 
 pCAG_mKeima-Red_LC3B コンストラクト
の NotI 断片（ベクター部分を除去）を、
C57BL/6 マウスから採取した受精卵にマイ
クロインジェクションした。それらの中か
ら生存受精卵選び、偽妊娠させた仮親マウ
スの卵管に移植した。得られた仔マウスの
遺伝子型を PCR 法により解析し、さらに陽
性個体（F0）を野生型マウスと交配させる
ことにより、F1個体を得た。F1個体での遺
伝子型及び挿入 TG 遺伝子コピー数の分析
を定量的 PCR 法により行った。得られた F1
マウスからさらに F2 マウスを作出し、TG
マウス系統を樹立した。 
 
（５）mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現
マウスの発現タンパク質組織分布の解析 
 樹立した各系統のマウスの組織を採取し、
タンパク質を抽出した。タンパク質サンプ



ルは、SDS-PAGE により展開し、その後、PVDF
膜上に転写した後、抗 LC3 抗体（MBL）を用
いたWestern blot法により導入遺伝子に由
来する mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質の
発現を検出した。 
 
４．研究成果 
（１）GFP-LC3 発現 ALS マウスモデルの作
出と解析 
 GFP-LC3B-TG マウスと SOD1H46R 発現 ALS
モデルマウスとの交配実験を行った結果、
LC3B の過剰発現は疾患の発症及び進行自
体には影響しないことが明らかとなった。
また、GFP-LC3B タンパク質の解析により、
神経変性疾患症状の進行に伴って、オート
ファゴソームが蓄積することも明らかとな
った。従って、LC3B 分子は、ALS 疾患進行
時のオートファジー・リソソーム系の異常
検出に有効なマーカーであることが示され
た。 
 
（２）mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現
コンストラクトの構築 
 マウス全身で導入遺伝子を発現する系統
を作出するため、遺伝子プロモーターとし
て CAG プロモーター制御下で mKeima- 
Red_LC3B を発現する発現コンストラクト
を構築した。また、各種動物細胞での
mKeima-Red_LC3B及びmKeima-Redの発現動
態解析を行うため、CMV プロモーター制御
下で発現するコンストラクトも同時に構築
した。 
 
（３）mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現
コンストラクトを用いたオートファジー動
態解析 
 培養細胞レベルでの検討については、既
にこれまでに利用されてきた EGFP-LC3B を
陽性対照群として、mKeima-Red 融合型 LC3B
の細胞内で発現及び経時的動態に関して検
討した。その結果、mKeima-Red 融合型 LC3B
は、EGFP 融合型のものと同等に飢餓培養条
件下でオートファゴソームへの局在化する
ことが確認された。さらに、栄養飢餓によ
りオートファジーが亢進することに伴って
引き起こされる mKeima-Red_LC3B 融合タン
パク質の pH 依存性励起スペクトルの経時
的変化を捉えることに成功した。従って、
mKeima-Red_LC3B 融合タンパク質は、経時
的オートファジー動態の変動を測定する新
たなツールとしての利用が可能であると考
えられた。 
 
（４）マイクロインジェクションによる
mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現マウ
スの作出 
 pCAG_mKeima-Red_LC3B コンストラクト
の NotI 断片（ベクター部分を除去）を、
C57BL/6 マウスから採取した 428 個の受精
卵にマイクロインジェクションした。それ

らの中から 369 個の生存受精卵選び、仮親
マウスの卵管に移植し、60 匹の仔マウスを
得た。PCR 法により、この中の 4 匹（F0マ
ウス）のゲノムに mKeima-Red_LC3B の DNA
配列が導入されていることを確認した。F0
個体を野生型マウスと交配させることによ
り F1個体を得た。生殖系列細胞での遺伝的
伝搬が確認できた3系統のF1個体での挿入
TG 遺伝子コピー数の分析を、定量的 PCR 法
により行った。その結果、Line #4、#12-1、
及び#21 におけるコピー数は、各々1 コピ
ー、80-100 コピー、及び 8-10 コピーであ
ることが判明した。 
 
（５）mKeimaRed_LC3B 融合タンパク質発現
マウスの発現タンパク質組織分布の解析 
 交配により得られた 3 系統の F1マウス
（Line #4、#12、及び#21）における導入遺
伝子のタンパク質レベルで発現を解析する
ため、各種臓器・組織を採取し、Western 
blot 法により発現解析を行った。その結果、
Line#1 においては、mKeima-Red_LC3B 融合
タンパク質の発現は検出されなかった。一
方、Line#12 及び Line#21 については、脳
神経系、骨格筋、及び心筋において mKeima- 
Red_LC3B を発現することを確認した。特に、
その発現量は、Line#21 で高いことが判明
した。本実験では、CAG プロモーターによ
り導入遺伝子の発現を制御するようにデザ
インしたが、結果として肝臓等の多くの末
梢臓器での発現は低く、神経・筋細胞にお
いて特異的に高発現するマウス系統が作出
された。 
 
（６）今後の展望 
 本研究では、神経系及び心筋・骨格筋に
おいてmKeimaRed_LC3Bを高発現する2系統
の TG マウスを樹立するとともに、培養細胞
実験により mKeimaRed_LC3B 動態観察によ
りオートファゴソームの成熟過程をモニタ
ーすることに成功した。今後、樹立された
mKeima-Red_LC3B TG マウスにおける個体レ
ベルでのオートファジー反応性、及び初代
培養細胞を用いたオートファジー・リソソ
ーム系の定量的計測に基づく新たな薬剤ス
クリーニング系の確立を目指す計画である。 
また、より幅広い臓器・組織で mKeimaRed_ 
LC3B 融合タンパク質を発現する系統を樹
立するため、現在、TG マウスの作出を継続
している。DBF1 受精卵へのマイクロインジ
ェクションを行うことにより、現時点です
でに新たな 20 匹の F0マウスの作出に成功
している。これらのマウスについても今後
解析を進める計画である。 
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