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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症(ALS)と前頭側頭型認知症(FTD)に共通する遺伝子変異として
C9orf72(C9)第1イントロンのGGGGCCリピート異常伸長が同定されたが、神経細胞死の発症機序は明らかでない。
本研究ではC9変異を持つALS(C9ALS)の公共データを再解析して病態に関与している分子ネットワークを調べた。
C9ALS iPSC由来運動ニューロンでは細胞外基質(ECM)遺伝子群の発現低下を認め、C9ALS頸髄運動ニューロンでは
アクチン細胞骨格制御遺伝子群の発現異常が見られた。C9リピート異常伸長はECMや細胞骨格のホメオスタシス
の破綻を来して、神経細胞死を誘導している可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Expanded GGGGCC repeats located in the first intron of the C9orf72 (C9) gene
 represent the most common genetic abnormality of amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and 
frontotemporal dementia (FTD). To date, the molecular mechanism underlying neurodegeneration in 
C9ALS remains unknown. We studied molecular network of genes and proteins involved in C9ALS 
pathology from public datasets. We found that C9 repeat RNA-binding proteins play a key role in 
posttranscriptional RNA processing. Gene expression of extracellular matrix proteins (ECM) is 
reduced in C9ALS iPSC-derived motor neurons. Genes involved in the regulation of actin cytoskeletons
 are aberrantly expressed in C9ALS cervical motor neurons. We also identified NNA1 and Smcr8 as 
novel interactors of C9, linking C9 to autophagy regulation. These results suggest that C9 repeat 
expansions, which deregulate posttranscriptional RNA processing, disturb the homeostasis of ECM and 
cytoskeletal dynamics, leading to neurodegeneration in C9ALS.

研究分野： バイオインフォマテイクス
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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、中高年期に運動ニュー
ロンが変性脱落を来たし、筋萎縮や嚥
下障害・呼吸障害が急速に進行して死
に 至 る 難 病 で あ る 。 前頭側頭型認知症
（frontotemporal dementia; FTD）は、中高年期
に前頭葉と側頭葉を中心とする神経細胞変
性脱落と脳萎縮を来たし、認知機能障害・人
格変化・行動異常を呈する原因不明の難病で
ある。認知症疾患の中では、アルツハイマー
病の次に頻度が高い。ALS と FTD はしばし
ば 合 併 し 、 共通する遺伝子変異として
C9orf72(以下 C9 と省略)遺伝子 intron 1 の
GGGGCC リピートの異常伸長 (数百-千リピ
ート)が同定された。その結果、両者は臨床病
理遺伝学的に共通の発症機構に基づく疾患
単位 C9ALS/FTD として確立された。欧米で
は遺伝性 ALS の中で C9ALS の頻度が最も高
い。C9 遺伝子は、哺乳類を通じて良く保存さ
れており、ヒト C9 タンパク質はマウス C9
と 98%のアミノ酸配列相同性を呈するが、機
能ドメインは明らかではない。C9 ノックアウ
トマウスでは運動ニューロンの変性を示さ
ず、C9 の生理学的機能すなわち中枢神経系組
織発現分布、細胞内局在、発現制御機構、結
合タンパク質、標的遺伝子は十分に明らかに
されていない。また ALS/FTD 発症機構にお
ける C9 の病理学的役割(loss-of-function or 
gain-of-function)は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 
研究代表者は過去 20 年間以上、網羅的遺伝
子発現解析と分子ネットワーク解析の手法
を用いて、神経難病発症機構の基礎的研究に
従事して来た。研究代表者らはアルツハイマ
ー病脳の老人斑を構成する変性神経突起に
おける C9 の集積を国内外で初めて見出した
(Satoh et al. Alzheimers Res Ther 4: e33, 2012)。
これらの経験と実績に立脚し、「C9ALS/FTD
の神経細胞では、C9 遺伝子変異により惹起さ
れた標的遺伝子群の発現異常および結合タ
ンパク質群ネットワークの破綻により、細胞
死が誘導される」という独自の作業仮説を考
案した。この仮説を検証するために、初めに
運動ニューロン細胞を用いて、C9 発現抑制系
および過剰発現系を樹立して、C9 の生理学的
機能を調べ、次に C9ALS のオミックスデー
タを解析して、C9 の ALS/FTD 発症機構にお
ける役割を解明した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) C9 発現抑制系・過剰発現系マウス運動ニ
ューロン細胞株の樹立：マウス運動ニューロ
ン細胞 NSC34 に FlagC9, FlagGFP, C9 siRNA, 

scramble RNA を導入して安定細胞株を樹立
した。 
 (2)C9ALS オミックスデータの解析：(a)C9
リピート RNA 結合タンパク質プロテオーム
(Nature 2014;507:195)(Brain 2014;137:2040), 
(b)C9ALS iPSC 由来運動ニューロントランス
クリプトーム(Sci Transl Med 2013;5:208ra149), 
(c)C9ALS 運動ニューロントランスクリプト
ーム(Neuropathol Appl Neurobiol 2014;40:670)
のデータを再解析し、バイオインフォマティ
クス解析ツール KEGG, IPA を用いて、分子ネ
ットワークを明らかにした。また遺伝子発現
データベース COXPRESdb(coxpresdb.jp)を用
いて、C9 共発現遺伝子(結合タンパク質候補)
を同定し、その発現分布を解析した。 
(3)FlagC9 高発現 NSC34 細胞を用いて免疫沈
降法と質量分析(PMF 解析)により C9 結合タ
ンパク質を同定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) C9 の生理学的機能の解析：C9 siRNA 細胞
と scramble RNA 細胞から RNA を抽出し、
Mouse 1.0 ST array で遺伝子発現プロフィー
ルを比較した結果、C9 siRNA 細胞で神経突起
伸長制御因子 Fez1 の発現低下を認めた。ヒト
神経芽細胞腫SK-N-SHにMG-132を投与する
と C9 の発現が顕著に上昇した。C9 が神経突
起伸長制御に関与し、プロテオソーム阻害剤
により発現が上昇することがわかった。 
(2)新規 C9 結合タンパク質 NNA1 の同定: 
COXPRESdb を用いて、C9 共発現遺伝子とし
て nervous system nuclear protein induced by 
axotomy protein 1 (NNA1; AGTPBP1)を見出し
た。 HEK293 細胞で免疫沈降法により
HA-NNA1 と Flag-C9 の結合を確認した。
mCherry-NNA1とEGFP-C9は主として細胞質
で共局在を認めた。NNA1 と C9 は剖検脳前
頭葉と海馬で主として神経細胞で発現を認
め、qPCR では NNA1 と C9 の mRNA 発現量
は正の相関を示した。NNA1 は軸索損傷時に
運 動 ニ ュ ー ロ ン で 発 現 誘 導 さ れ 、
carboxypeptidase をコードし、ペプチドのアミ
ノ酸分解を介して、オートファジー制御に関
与していることがわかっている。NNA1 は
C9orf72 の正常機能を調節し、神経細胞生存
維持に働いている可能性が示唆された
(Kitano et al. Journal of Central Nervous System 
Disease 7: 15-26, 2015)。 
(3)新規 C9 結合タンパク質 Smcr8 の同定： 
FlagC9 高発現 NSC34 細胞を用いて、抗 Flag
抗体による免疫沈降法で C9 結合タンパク質
を濃縮した。泳動分離後に MALDI-TOFMS
による質量分析でタンパク質を同定した。そ
の結果、C9 結合タンパク質として DENN タ
ンパク質ファミリーに属するオートファジ



ー 制 御 因 子 Smith-Magenis syndrome 
chromosome region, candidate 8 (Smcr8)を同定
し た 。 そ の 後 他 の グ ル ー プ か ら
C9-Smcr8-Wdr41 の複合体形成が報告され、
本研究の結果が追認された。この複合体の機
能を解析するために、C9orf72, Smcr8, Wdr41
ノックダウンがオートファジーに及ぼす効
果を調べた。その結果、3 者はそれぞれが互
いに協調・対立しながら複雑なオートファジ
ー制御ネットワークを形成していることが
わかった(論文投稿準備中)。 
(4)C9ALS オミックスデータの分子ネットワ
ーク解析: C9 リピート RNA 結合タンパク質
には RNA recognition motif (RRM), prion-like 
domain (PrLD)が集積し、post-transcriptional 
RNA processing, protein synthesis パスウェイ
と関連していた。C9ALS iPSC 由来運動ニュ
ー ロ ン で は 、 extracellular matrix(ECM) 
remodeling 遺伝子群の発現が低下していた。
C9ALS 運動ニューロンでは、RNA processing, 
protein synthesis, actin cytoskeleton の遺伝子群
の発現異常を認めた。C9 リピート異常伸長は
post-transcriptional RNA processing の異常を惹
起し、ECM や細胞骨格のホメオスターシスの
破綻を来たして神経変性を誘導している可
能性が示唆された (Satoh et al. Journal of 
Central Nervous System Disease 6: 69-78, 2014)。 
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