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研究成果の概要（和文）：本研究では、新たに若年発症型の家族性ALSの原因となるL95fsの変異をσ1受容体
（Sig1R）に見出した。変異Sig1Rは細胞内で極めて不安定で、本来の結合相手であるイノシトール3リン酸受容
体3型（IP3R3）とも結合できなかった。Sig1Rを欠損した変異SOD1-ALSモデルマウスを作製したところ、このマ
ウスでは顕著な発症時期の早期化を認めた。さらに、変異SOD1の発現、Sig1Rの欠損のどちらにおいてもMAMは構
造的に破綻し、Ca2+恒常性の破綻を介して神経細胞死を引き起こしていた。以上の結果から、MAMの破綻は孤発
性も含めた幅広いALSに関して普遍的な現象であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We identified a homozygous p.L95fs mutation of Sigma 1 receptor (Sig1R) as a
 novel cause of ALS16. ALS‐linked Sig1R variants were unstable and incapable of binding to inositol
 1,4,5‐triphosphate receptor type 3 (IP3R3). The onset of mutant Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1)
‐mediated ALS disease in mice was accelerated when Sig1R was deficient. Moreover, either deficiency
 of Sig1R or accumulation of mutant SOD1 induced MAM disruption, resulting in mislocalization of 
IP3R3 from the MAM, calpain activation, and mitochondrial dysfunction. Our findings indicate that a 
loss of Sig1R function is causative for ALS16, and collapse of the MAM is a common pathomechanism in
 both Sig1R‐ and SOD1‐linked ALS. Furthermore, our discovery of the selective enrichment of IP3R3 
in motor neurons suggests that integrity of the MAM is crucial for the selective vulnerability in 
ALS.

研究分野： 病態神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 筋萎縮性側索硬化症(ALS)は、運動神経細
胞が選択的に変性する神経難病である. 運
動神経細胞の変性には、ミトコンドリアや小
胞体などの細胞内小器官(オルガネラ)の不
調が関与することが報告されてきたが、その
詳しいメカニズムについては不明であった.
そこで本研究では、ALS におけるオルガネラ
不調の原因として、小胞体・ミトコンドリア
膜間領域(MAM)と呼ばれる、小胞体とミトコ
ンドリアの膜が近接する領域に着目した. 
近年の研究から、MAM には脂質やイオンの受
け渡しやタンパク質分解などに関わるオル
ガネラの恒常性を維持するために重要な分
子が集積していることが報告されており、
MAM の不調は則ち小胞体とミトコンドリア、
両者の機能不全を同時に引き起こすことが
想定された. 
 
２．研究の目的 
 
 上記の背景を踏まえ、本研究では ALS にお
ける MAM の機能不全の全容を明らかにし、神
経変性疾患におけるMAMの破綻の意義につい
て検討を行った. 
 
３．研究の方法 
 
 まず、MAM 特異的タンパク質であり、家族
性 ALS 原因遺伝子の産物でもあるσ1 受容体
（Sig1R）について、同定された患者由来の
変異をもつSig1Rを発現するプラスミドをマ
ウス神経系培養細胞 Neuro2a に導入し、細胞
内における変異型タンパク質の安定性と機
能について評価した．また、ALS モデルマウ
スとして確立している変異 SOD1 マウス
（SOD1G85Rtg マウス）と Sig1R 欠損マウス
（Sigmar1-KO マウス）を交配して、Sig1R を
欠損した変異SOD1マウス（SOD1G85Rtg/Sigmar1 
-KO マウス）を作製して、生存期間、運動機
能の経時的な変化を観察した．更に、それら
マウスの脊髄や脳について、免疫組織化学染
色や生化学的な MAMの単離によって MAM特異
的タンパク質の局在を観察したほか、電子顕
微鏡により MAM の直接的な観察も実施して
ALS 病態における MAM の変化を総合的に検討
した． 
 
４．研究成果 
 
 国際共同研究により、若年発症型家族性
ALS（ALS16）の原因となる SIGMAR1遺伝子上
の新規変異 c.259dupC/p.L95fs を同定した
(図 1A).これまでに報告のあった変異 
p.E102Q と同様、常染色体劣性の遺伝様式を
示し、患者は緩徐進行性の運動機能障害を示
した.この ALS16 の発症機序を明らかにする
ため、Neuro2a 細胞に野生型あるいは変異型
（L95fs, E102Q）の Sig1R を発現させたとこ

ろ、変異型はいずれも極めて不安定でプロテ
アソームにより恒常的に分解されることが
判明した（図 1B）．更に、変異型の Sig1R は
細胞内のカルシウムイオン（Ca2+）チャネル
であるイノシトール三リン酸受容体 3 型
（IP3R3）との結合能を喪失しており、実際に
Ca2+のミトコンドリアへの流量を制御できな
かった．以上のことから、ALS16 は Sig1R の
機能喪失が原因でALSを発症することが明ら
かとなった. 
 次に ALS病態に Sig1R の機能喪失が与える
影響を解析するため、SOD1G85Rtg/Sigmar1 –KO
マウスを作製したところ、このマウスでは発
症時期が野生型と比較して 20%以上、早期化
し、これに伴って生存期間も短縮した（図 2）．
このことから、MAM における Sig1R の機能不
全は AL16 以外の ALS にも関与していること
が示唆された. 
 そこで、ALS モデルとして確立している変
異 SOD1 マウスの脊髄および脳から MAM を生
化学的に分画したところ、疾患の進行に伴っ
て変異 SOD1 の MAM への蓄積が見られた．興
味深いことに、肝臓もしくは初代培養アスト
ロサイトでは、ほとんど変異 SOD1 の MAM へ
の蓄積を認めなかったことから、この現象は
病巣の神経細胞に特異的であることが考え
られた.更に、変異 SOD1 マウス、Sig1R-KO マ
ウスの脊髄運動神経細胞を学内共同研究に
より電子顕微鏡で観察した結果、両者で共通
して MAM の構造が崩壊しており(図 3)、それ
に伴って本来は MAM 特異的である IP3R3 の局
在異常が生じることが明らかとなった．IP3R3
の局在異常は細胞質への無秩序な Ca2+放出と
ミトコンドリアのATP合成能の低下を伴って、
神経細胞傷害性に作用したことから、MAM の
崩壊に伴う Ca2+恒常性の破綻が 2 つのマウス
に共通した病態であると考えられた． 
 本研究から、変異 SOD1 に伴う ALS および
Sig1R の機能喪失に伴う ALS で共通して MAM
の崩壊が見出されたことから、MAM の機能破
綻はALS病態において普遍的な現象であるこ
とが示唆された．今後、引き続き、他の ALS
原因遺伝子が MAM に与える影響の検討や MAM
の維持を標的とした薬剤の探索を進めるこ
とで孤発性も含めた幅広いALSに対する治療
法の開発が可能になると期待される. 
 
 

 
図 1 ALS 関連 Sig1R 変異体の解析. (A)本研
究で新規に疾患関連変異として同定した
c.259dupC/p.L95fs 変異. 先行研究における
E102Q 変異と、黒字は遠位性遺伝性運動ニュ
ーロパチーの既報告変異を示す. (B) ALS 関
連 Sig1R変異体は細胞内で極めて不安定で易



分解性である. 野生型または変異型Sig1Rを
それぞれ強制発現させたNeuro2a細胞の破砕
物をウエスタンブロッティングで検討した. 
 

 
図 2 SOD1G85Rtg/Sigmar1-KO マウスの生存解
析. 発症時期（体重が減り始めた時点）と生
存期間について、各遺伝子型間で比較した．
Sig1R 欠損に関して、ALS16 の常染色体劣性
遺伝様式と一致して、ヘテロ欠損では影響が
無く、ホモ欠損でのみ顕著な発症時期の早期
化が観察された. 
 

図 3 MAM の構造的破綻が SOD1, SIGMAR1 の各
家族性 ALS で共通した病態である. (A)免疫
組織化学染色により、MAM 特異的タンパク質
であるSig1RとIP3R3の局在を解析した.矢印
で示すように ALS 病態では Sig1R の凝集と
IP3R3 の局在異常が見られた. (B) 電子顕微
鏡による MAM の構造観察. ALS モデルである
SOD1G85Rtg マウスでも、Sigmar1-KO マウスで
も共通して MAM の領域（両端矢印）が減少し
ていた. 
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