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研究成果の概要（和文）： 筋萎縮性側索硬化症(ALS)は進行性に上位・下位運動神経細胞が変性脱落する神経難病であ
る。本研究では、我々が以前に同定したALS関連運動神経細胞死抑制因子であるBTBD10発現量が、ALS患者並びに、ALS
モデルマウス脊随運動神経細胞において低下する事を明らかとした。また、培養運動神家細胞株、線虫を用いた実験系
で、内在性BTBD10発現量を抑制することによって、運動神経細胞死が惹起される事を明らかとした。これらのことから
、運動神経細胞におけるBTBD10発現量低下がALS病態発症並びに進行の一因となる事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Amyotrophic lateral sclerosis(ALS) is a fatal neurodegenerative disease with both 
upper and lower motor neuronal death. We previously reported that BTBD10, an Akt activator, suppressed 
ALS-related neuronal cell death. In this study, we focused on the role of BTBD10 in ALS and observed that 
reduction of expression level of BTBD10 using siRNA leads to caspase dependent cell death in motor 
neuronal cell line. We also observed neuronal cell death and a locomotive defect in C. elegans lacking 
BTBD10 gene. Compared with wild type littermates, the expression level of BTBD10 in the surviving motor 
neurons in spinal anterior horn was declined in G93A-superoxide dismutase 1 transgenic mice. We compared 
the number of BTBD10-positive motor neurons in spinal cord between sporadic ALS(SALS) patient and non-ALS 
control. We also observed the number of BTBD10-positive motor neuron was significantly decreased in the 
surviving motor neurons in the lamina 9 of SALS cases.

研究分野：分子病態薬理学

キーワード： 筋萎縮性側索硬化症　BTBD10
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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 1869 年にフ
ランスの医師 Charcotによって初めて報告
されて以来、現在まで発症原因解明はなさ
れておらず、症状進行を止める治療薬も存
在しない神経難病である。これまでの ALS
研究の多くは家族性 ALS(FALS)原因タン
パク質の１つである superoxide dismutase 
1 (SOD1)に着目し、変異 SOD1の機能解析
を中心に進められて来たが、ALSに対する
理解は深まったものの、未だ完全な病態解
明には至っていない。近年、ALS 研究は
TDP-43、FUS/TLS など FALS、孤発性
ALS(SALS)共通して、タンパク質アミノ酸
変異が発見された分子に着目して研究が進
められている。我々は 2005 年に ALS 関連
神経細胞死が Rac1/PI3K/Akt3 経路を介し
て抑制出来ることを報告し(参考文献１)、さ
らにこの経路に寄与する分子同定を目的と
して Akt 結合分子の探索を行い、BTBD10
を新規 Akt結合分子として同定した(参考文
献２)。また、BTBD10が Aktの脱リン酸化
抑 制 に よ り FALS 関 連 変 異
SOD1(G93A-SOD1)誘導性細胞死を抑制す
ることも明らかとした(参考文献２)。さらに、
G93A-SOD1 トランスジェニック(Tg)マ
ウスの脊髄運動神経細胞において、
BTBD10の発現量が ALS症状依存的に減
少するという知見を得ていたが、BTBD10
の ALS 病態への直接的な関与を示唆する
知見は得られていなかった。 
	
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、BTBD10発現低下により運動
神経細胞に与える影響を明らかとすること、
並びに、ALS モデルマウス同様に ALS 患者
脊髄運動神経細胞においても BTBD10 発現
量が低下しているか検討し、BTBD10発現量
低下と ALS 病態との関連性を明らかとする
事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 細胞培養と遺伝子導入  
 運動神経細胞株である NSC34 細胞、HeLa
細 胞 は 、 10 % 牛 胎 児 血 清 添 加
Dulbecco-modified Eagle’s medium
（D-MEM）培地（Wako）を用い、神経前駆細
胞 で あ る NTERA2(NT2) 細 胞 は
D-MEM/Ham’s F-12 medium培地（Wako）
を用い、 37 ºC、 5 % CO2 で培養した。
BTBD10に対する siRNAをコードするプラスミ
ド DNA を 構 築 し 、 LipofectAmine
（Invitrogen）と PLUS試薬（Invitrogen）を用
いトランスフェクションによりNSC34細胞に発現
させ、72時間後細胞を回収しウエスタンブロット
法および、FACS 解析を行った。また、野生型
FUS をコードする組み換えアデノウイルス発現
ベクターを構築し、これらのベクターを用いて
HeLa細胞あるいは、NT2細胞に FUSを発現
させた。 

 
 定量的 PCR 
 FUS をコードする組み換えアデノウイルス発
現ベクターを用いて HeLa細胞に FUSを発現
させ、48 時間後細胞を回収し、ISOGEN（ニッ
ポンジーン ） を用い RNA を精製した 。
PrimeScript High Fidelity RT-PCR キット
(Takara)により逆転写 PCR を行い、cDNA を
作製し、目的遺伝子に対するプライマーセット
を 用 い リ ア ル タ イ ム PCR （ Applied 
Biosystems）を行い、各遺伝子の発現レベル
を定量した。遺伝子定量のコントロールとしては
G3PDH遺伝子を用いた。 
 
 組織染色  
 SALS 患者（n=6）あるいは非 ALS 対照例
(n=6)の腰椎あるいは胸椎の切片(各症例 3~5
切片)を抗BTBD10抗体を用いて免疫染色し、
ABC法を用いて増感した後 DABにより発色を
行った。染色後、脊髄前角運動神経細胞のうち、
周囲のバックグラウンドより細胞体の染色強度
が強いものを抗 BTBD10 抗体陽性細胞とし、
各切片の BTBD10 陽性運動神経細胞数を計
測 し 、 そ の 割 合 を 算 出 し た 。 ま た 、
G93A-SOD1-Tg マウスあるいは同腹野生型マ
ウス脊髄切片は 1次抗体として抗 BTBD10抗
体を、2次抗体として FITC標識 抗ウサギ IgG
抗体を用いて免疫染色を行った。 
 
 線虫  
 本研究では、N2 Bristol系野生株を用いた。
また、TMP/UV法により線虫 btbd-10遺伝子、
akt-1 遺伝子、akt-2 遺伝子を欠損させた株を
構築し、touch-receptor neuron(bzIs8)あるい
は運動神経細胞(evIs82)で GFP タンパク質が
発現するような線虫と交配し、GFP が発現して
いる神経細胞が１つ以上減少している線虫の
割合を算出した。また、線虫の運動機能評価は、
35 mm寒天培地にM9バッファーを１ ml加え、
バッファー中に線虫を入れ 1 分待ち、その後 1
分間に線虫がバッファー中で頭を左右に振る
回数を計測した。尚、頭を振る回数は片側に振
り反対側に戻って 1回とした。 
	
 
４．研究成果	
 
1）  BTBD10 発 現 量 低 下 に よ っ て

Caspase-3 活性化および細胞死が惹起
される  
 NSC34細胞に BTBD10に対する siRNA
を発現させ、72 時間後細胞を回収しウエス
タンブロット法により各種タンパク質の発現量
を検討した結果、BTBD10に対する siRNA
により内在性 BTBD10の発現量が低下する
事 で 、 Cleaved Caspase-3 、 Cleaved 
PARP の発現量が上昇する事を明らかとし
た。また、これらの細胞を用いて FACS 解析
を行った結果、細胞死の指標となる SubG1
に属する細胞の割合が siBTBD10 発現細
胞で上昇している事を明らかとした。これらの
ことから BTBD10 が細胞死の最終段階であ



る Caspase-3 を抑制することで細胞死に対
して抑制的に働く事が示唆された。 
 

2）  btbd-10 遺 伝 子 欠 損 線 虫 で は
touch-receptor neuron 細胞死が誘
導される  
 BTBD10 遺伝子は哺乳類から線虫まで保
存されている。本研究では TMP/UV 法によ
り作製した btbd-10 遺伝子欠損線虫
（tm3335、tm3607）を用いてその表現型を
解析した。btbd-10 欠損線虫は外見的には
発生、成長に野生型と比較して目立った異
常は観察されなかった。初めに、線虫の神
経細胞で BTBD10 発現量を低下させた際
に細胞死が惹起されるか観察するため、比
較 的 数 え 易 い ６ つ の touch-receptor 
neuronでGFPタンパク質が発現するbzIs8
株を用いた。また、線虫において BTBD１０
タンパク質は touch-receptor neuron を含
む神経細胞に発現している事を確認した。
bzIs8株と btbd-10欠損株を交配し、4日齢
の線虫で touch-receptor neuronの数を計
測し、touch-receptor neuronが１つ以上欠
損している線虫の割合を算出した結果、
btbd-10 欠損に よ り約 10%の線虫で
touch-receptor neuron が１つ以上欠損し
ているこ とを明らかとした 。また 、 この
touch-receptor neuron の欠損は、ヒ ト
BTBD10遺伝子あるいは線虫のbtbd-10遺
伝子を導入し発現させる事によって完全にレ
スキューされる事を明らかとした。さらに、
btbd-10 欠 損 に よ る touch-receptor 
neuron 減少は、線虫の Caspsae ホモログ
である ced-3 欠損株との交配により抑制され
た。このことから、線虫においても BTBD10
は Caspsae を介した細胞死を抑制している
事が示唆された。 
 

3）  線虫においても BTBD10 は Akt 上流
因子として細胞死抑制的に働く  
 我々は以前 ALS 関連運動神経細胞死抑
制に Akt ファミリータンパク質のうち Akt3が
重要である事を報告しており(参考文献 1)、
さらに BTBD10が Aktの脱リン酸化を抑制
する事でリン酸化を増強する事を明らかとし
た（参考文献 2）。また、ヒトやマウスでは Akt
には３つのアイソフォームが存在するが、線
虫では２つの Akt アイソフォームが存在する。
そこで、我々は線虫の akt-1、akt-2 遺伝子
欠損株と bzIs8 とを交配し、touch-receptor 
neuronが１つ以上欠損している線虫の割合
を算出した。その結果、akt-1 並びに akt-2
遺伝子欠損により btbd-10 欠損株同様に
touch-receptor neuron の数が減少する事
を明らかとした。また、akt-1 あるいは akt-2
と btbd-10 を 同 時 に 欠 損 さ せ て も
touch-receptor neuron を欠損している線
虫の割合が akt 遺伝子欠損線虫と比較して
増加しないことを明らかとした。さらに、恒常
活性型ヒト Akt１を akt-1、akt-2、btbd-10

欠 損 株 に 発 現 さ せ る 事 に よ り 、
touch-receptor neuron数の減少は抑制さ
れた。これらの事から線虫においても
BTBD10 は Akt の上流で細胞死に対して
抑制的に働く事が考えられた。 
 

4）  btbd-10 遺伝子欠損線虫では運動神
経細胞数が減少する  
 次に我々は、アセチルコリン作動性運動神
経である１４個の DA、DB 神経細胞で GFP
を発現する evIs82株と btbd-10欠損株を交
配し、GFP 発現神経細胞数に与える影響を
観察した。その結果、運動神経細胞が脱落
する線虫の割合が親株の evIs82では0％で
あるのに対して、２つの btbd-10欠損株では
約 7%に増加する事を明らかとした。さらに驚
くべき事に、btbd-10 欠損により DA、DB 運
動神経細胞の数には変化が無いものの、そ
の位置に異常が見られる線虫の割合が増加
する事も明らかとした。これらの事から
BTBD10 は線虫において運動神経細胞の
生存並び発生過程における神経細胞の配
置に関与していることが考えられた。 
 

5）  btbd-10 遺伝子欠損により線虫の運動
機能異常が惹起される  
 btbd-10 欠損により運動神経細胞脱落が
観察された事から、次に我々は btbd-10 欠
損線虫で運動機能異常が観察されるか検討
した。線虫を M9 バッファー中に入れ、1 分
間に頭を振る回数を計測した結果、野生型
と比較して btbd-10 欠損株では優位にバッ
ファー中で 1 分間に頭を振る回数が減少す
る事を明らかとした。さらにこの運動機能異
常は、線虫 btbd-10 遺伝子を導入し発現さ
せることにより完全にレスキューされる事を明
らかとした。これらの事から、線虫において
BTBD10 の発現低下により運動神経細胞
死並びに運動機能異常が惹起される事が示
唆された。 
 

6）  SALS患者や ALSモデルマウス脊髄運
動神経細胞では、BTBD10 発現量が低
下する  
 我々は以前に、NSC34細胞を用いた実験
系 で G93A-SOD1 誘 導 性 細 胞 死 は
BTBD10 の高発現で抑制可能である事を
見いだした(参考文献 2)。さらに本研究で、
培養細胞や線虫を用いた実験結果から、運
動神経細胞での BTBD10 の発現量低下が
神経細胞死に繋がる事が十分に示唆された。
次に我々は、BTBD10 が ALS 病態に関与
することの直接的な証明を目指し、SALS 患
者、非ALS対照例それぞれ６症例の脊髄組
織切片を用い免疫染色を行い、運動神経細
胞における BTBD10 の発現に ALS と非
ALS 対照例で差があるか否か検討した。そ
の結果、非 ALS 対照例と比較して、SALS
患者の脊髄前角における残存運動神経細
胞では抗 BTBD10 抗体による染色性の高



い細胞の数が優位に減少している事を明ら
かとした。また、ALSモデルマウスの１つであ
る G93A-SOD1-Tg マウスは約 90 日齢で
ALS症状が現れ始め、寿命は約 150日であ
るが、我々は以前に、脊髄前角運動神経細
胞における BTBD10 発現量は、60 日齢で
は同腹野生型マウスと差は見られなかった
が、120 日齢、140 日齢と ALS 症状が進行
するにつれG93A-SOD1-Tgマウスでは、残
存運動神経細胞における BTBD10 発現量
が低下する事を明らかとしており、本研究で
得られた結果と合わせ考えると、SALS、
FALS に共通して脊髄運動神経細胞におけ
るBTBD10発現量低下がALS症状進行に
寄与している事が示唆された。 
 

7）  FUS は BTBD10 発現量低下の一因で
ある  
 FUSはDNA、RNAの代謝に関わる分子
で、FALS、SALS共通してタンパク質のアミ
ノ酸配列変異が報告されており、ALS 発症
に重要な役割を果たしていると考えられて
いる。そこで、我々は ALS 脊髄運動神経細
胞でのBTBD10発現減少にFUSが関与す
るか検討した。HeLa 細胞に野生型 FUS を
コードする組み換えアデノウイルス発現ベク
ターを用いて wt-FUS を発現させた。ウイル
ス感染 48 時間後に細胞を回収し、ウエスタ
ンブロットにより BTBD10 の発現量を検討し
た結果、wt-FUSにより BTBD10のタンパク
質発現レベルが低下する事を明らかした。ま
た、同時に細胞から RNAを回収し、リアルタ
イム PCRにより BTBD10のmRNA レベル
を定量した結果、FUS は BTBD10 の発現
量を転写レベルで減少させる事を明らかとし
た。さらに、NT2 細胞に同様に組み換えア
デノウイルス発現ベクターを用いて wt-FUS
を発現させた際にも BTBD10 タンパク質発
現量は低下し、リン酸化Aktレベルの低下も
観察された。これらの事から FUSは ALS運
動神経細胞における BTBD10 発現量低下
に寄与する一要因である事が示唆された。 
 
 
 これまでに同定されている ALS 原因遺伝
子は20種類を超えており、ALS病態の複雑
さは増すばかりである。BTBD10 はこれまで
の知見から家族性のみならず孤発性の ALS
における運動神経細胞死に関与している事
が考えられ、今後更に、BTBD10 発現調節
機構の詳細な検討を行うことで ALS 関連運
動神経細胞死機構の解明に繋がる事が予
測される。また我々は BTBD10 トランスジェ
ニックマウスを作製済みであり、今後は
BTBD10 トランスジェニックマウスと ALS モ
デルマウスを交配し、ALS症状が緩和される
か検討することで、ALS治療ターゲットとして
の BTBD10 の有用性を探る。さらに、現在
作製中である BTBD10 ノックアウトマウスが
ALS 様症状を呈するか観察し、BTBD10 ノ

ックアウトマウスが新規 ALS モデルマウスと
なるか検討する予定である。 
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