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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、ALS2及びSQSTM1を疾患制御系候補として選び、ALS2及びSQSTM1が担う細胞内システム制
御系の分子機構とその異常について解析し、最終的にALS発症に関わる運動ニューロン恒常性維持機構、及びそ
の破綻の分子基盤を明らかにすることを目的とした。本研究遂行の結果、ALS2欠損が変異SOD1誘導性ユビキチン
陽性凝集体及びSQSTM1凝集体の細胞外蓄積を加速させるのに対して、SQSTM1欠損はユビキチン陽性凝集体の運動
ニューロン内での選択的蓄積及び細胞外蓄積の抑制をもたらすことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：ALS is a fatal neurodegenerative disorder characterized by a selective loss 
of motor neurons. Multiple toxicity pathways, such as oxidative stress and misfolded protein 
accumulation, are implicated in the pathogenesis of ALS. We generated SOD1H46R mice either on a 
Nfe2l2-KO, Sqstm1-KO, or Sqstm1/Als2-double KO background. Loss of SQSTM1 but not NFE2L2 exacerbated
 disease symptoms. A simultaneous inactivation of SQSTM1 and ALS2 further accelerated the onset of 
disease. Absence of SQSTM1 accelerated motor neuron degeneration with accompanying the preferential 
accumulation of ubiquitin-positive aggregates in spinal neurons. Surprisingly, loss of SQSTM1 rather
 suppressed the accumulation of insoluble polyubiquitinated proteins, suggesting that the selective 
accumulation of aggregates in neurons might be more insulting than the insoluble proteins. 
Collectively, SQSTM1 and ALS2 have distinct but additive protective roles against mutant 
SOD1-mediated toxicity by modulating proteostasis.

研究分野： 総合領域・脳神経科学
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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、上位及び下
位運動ニューロンの選択的変性を特徴とす
る進行性の神経変性疾患であり、発症後 3
〜5年で死に至る極めて重篤な疾患である。
ALS 患者の 5〜10％は家族性と考えられて
いるが、大多数は孤発性である。現在、ALS
の発症機序は不明であり、有効な治療法・
治療薬はない。疾患に対する効果的な治療
法・治療薬を開発するためにも、ALS の発
症及び進行の分子機構を解明することは喫
緊の課題である。 
 運動ニューロンは多様な要因(遺伝子)に
よりその恒常性が維持されているが、ひと
たびその恒常性維持機構が不可逆的に破綻
した時、運動ニューロンは変性し、その結
果 ALS 発症に至るものと考えられる。メン
デル遺伝を示す家族性 ALS の場合には、影
響力の強い単独要因の異常により一挙に恒
常性が破綻するのに対し、孤発性の場合に
は多くの比較的影響力小さい異常の累積に
より恒常性維持が不能になると想定される。 
 近年のエクソーム解析等のゲノム解析技
術の著しい発展に伴い、現在 30 種類以上の
ALS 原因・関連遺伝子が同定されている。
また、これまで単一要因で発症するとされ
ていた家族性 ALS についても、複数の変異
遺伝子(oligogenic)により疾患症状が影響
されている可能性が指摘されている。一方、
運動ニューロンの恒常性維持を脅かす“シ
ステム異常”としては、酸化ストレス、興
奮性毒性、ミトコンドリア機能異常、ER ス
トレス、RNA 分子動態の異常、タンパク質
分解系異常、細胞内物質移送異常、グリア
細胞活性化等の発症・進行要因が提唱され
ている。ALS はこれら多数の機能的異常が
複雑に絡み合って発症するものと想像され
ている。しかし、実際にはそのような多因
子間の相互連関及び各種要因の発症への寄
与率等の実態については全く不明である。 
 
２．研究の目的 
 我々は、これまで家族性 2 型 ALS の原因
遺伝子を同定するとともに [引用文献①]、
その遺伝子産物“ALS2”の分子機能と 1 型
ALS 原因遺伝子産物である“変異 SOD1”の
細胞毒性との関連について検討してきた。
そして、ALS2 を欠損した変異型 SOD1-トラ
ンスジェニック（TG）マウスでは、単独の
変異型 SOD1-TG マウスと比較して脊髄にお
ける SQSTM1 の蓄積がより顕著になるとと
もに、疾患発症の加速と短命化が顕著にな
ることが明らかとなった[引用文献②]。ま
た、孤発性 ALS 発症の関連因子として同定
された SQSTM1 遺伝子の ALS 患者における
遺伝子変異スクリーニング[発表：雑誌論文
⑥、⑧]、及び SQSTM1 遺伝子産物である
SQSTM1 が有するオートファジー機能と ALS
発症との関連について検討してきた。本研
究では、これらの先行研究から得た知見を

基に、“ALS2 による膜小胞融合と移送”及
び“SQSTM1 シグナル系”に焦点を絞り、遺
伝子とシステム連携により成り立っている
運動ニューロン恒常性維持機構の破綻をよ
り多面的に解析し、その実体を明らかにし
てゆくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 
 本研究では、6 系統の遺伝子組換えマウ
スを用いた（SOD1H46R-TG、 SOD1G93A-TG、
Nfe2l2-KO 、 Als2-KO 、 Sqstm1-KO 、
GFP-LC3-TG）。これらの系統は、いずれも
C57BL/6N コンジェニック化系統である。2
〜3 系統のマウスを様々な組み合わせで交
配し、複数の遺伝子変異を有するマウス系
統を作出した。全ての動物実験は、東海大
学動物実験委員会の審査と学長の承認を経
て実施した。 
(2) 体重・行動・寿命解析 
 マウスの体重を週 1 回測定した。運動機
能については、バランスビームテストを用
いて計測した。また、疾患マウスの寿命に
ついては、自立的に餌を摂取出来なくなっ
た時点を人道的エンドポイントとして測定
した。 
(3) 組織採材・サンプル調製・解析 
 12 週齢、16 週齢、20 週齢、及び終末期
のマウスの各臓器（脳、脊髄、肝臓等）を
採取した。そして、各サンプルから RNA 及
びタンパク質を抽出し、RT-PCR 及び
Western Blot 法により、各種遺伝子及びタ
ンパク質発現を解析した。また、組織学的
解析を行う際には、マウスを灌流固定した
後に、各臓器を採取し、標準的方法により
組織切片の作製、染色あるいは免疫染色、
共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。
超微形態の観察については、透過型電子顕
微鏡を用いた。 
(4)統計計算 
 mRNA及びタンパク質の定量的発現データ
は、ANOVA 解析後に適切な post hocテスト
により有意差検定を行った.寿命解析は、
Kaplan-Meier 生存解析により行った。 
 
４．研究成果 
(1)平成 26 年度成果 
 研究初年度は ALS2 及び SQSTM1 欠損型変
異SOD1発現ALSマウスモデルの運動機能等
の表現型を行動学的に解析するとともに、
脊髄及び大脳皮質における遺伝子発現、オ
ートファジー関連因子の変動、及び組織学
的観察による神経細胞体・軸索変性の経時
的変化、オートファゴソーム等の細胞内小
器官の構造解析を行った。その結果、SQSTM1
機能喪失により、変異 SOD1 発現 ALS マウス
モデルにおける疾患症状が顕著に悪化する
とともに、脊髄運動ニューロン変性、軸索
変性及び軸索内へのオートファゴソーム様
の膜小胞の異常蓄積が顕著であることが明



らかとなった。さらに、ALS2 及び SQSTM1
の両者を欠損した変異SOD1発現ALSマウス
モデルは、ALS2 あるいは SQSTM1 を単独に
欠損した ALS マウスモデルよりもさらに早
期に発症し、運動機能障害により早期に死
亡することも明らかとなった。以上の研究
結果から、ALS2及び SQSTM1 の機能異常は、
ともにオートファジー・リソソーム系の変
調をもたらし、それにより変異 SOD1 遺伝子
発現により引き起こされる運動ニューロン
変性を悪化させるものと推定された。 
(2)平成 27 年度成果 
 平成 27 年度は、変異 SOD1 凝集体の蓄積
量を増大させるメカニズムを明らかにする
ために、脊髄におけるユビキチン化タンパ
ク質の存在量を解析した。その結果、ALS
マウスモデルでは脊髄の不溶画分において
発症後期から終末期にかけて顕著なユビキ
チン化タンパク質の蓄積が観察された。興
味深いことに、そのユビキチン化タンパク
質の蓄積は、SQSTM1 機能喪失によって抑制
されていた。また、免疫組織染色を用いて
脊髄におけるユビキチン化タンパク質を検
出した結果も矛盾なく、ALS マウスモデル
に見られるユビキチン陽性の凝集体が
SQSTM1を欠損させることによってその総量
は減少していた。しかし、運動ニューロン
細胞体でのユビキチン陽性凝集体は逆に増
加していた。これらの結果から、脊髄にお
ける SQSTM1 やユビキチン陽性凝集体の全
てが神経細胞死を誘起するものではなく、
むしろ神経細胞での選択的ユビキチン陽性
凝集体の蓄積が細胞死を誘起し、SQSTM1 機
能喪失は神経細胞への選択的蓄積ならびに
細胞死を加速させることが新たに明らかと
なった。さらに、神経細胞以外で観察され
るユビキチン陽性凝集体は、神経細胞を保
護するために有害物質を隔離すべく形成さ
れているものであり、SQSTM1 機能喪失は有
害物質の無毒化作用の減弱をもたらしてい
る可能性が示された。 
(3)平成 28 年度 
 研究最終年度は、これまでの変異型
SOD1-TG マウスと Sqstm1—KO マウスとの交
配、さらには SOD1-TG、Sqstm1-KO、及び
Als2-KO マウスの三重変異体マウスの解析
から、ALS2 欠損が変異 SOD1 誘導性ユビキ
チン陽性凝集体及び SQSTM1 凝集体の細胞
外蓄積を加速させるのに対して、SQSTM1 欠
損はユビキチン陽性凝集体の運動ニューロ
ン内（細胞内）での選択的蓄積及び細胞外
蓄積の抑制をもたらす事実の再現実験を行
い、前年度までのデータを裏付ける確証が
得られた。すなわち、ALS2 及び SQSTM1 は
共にオートファジー・エンドリソソーム系
に関連する ALS 疾患責任遺伝子産物である
が、中枢神経組織内では両者は異なるメカ
ニズムによりタンパク質分解を制御してい
ることが明らかとなった。そこで、次に個
体での SQSTM1 過剰発現の効果、ならびに神

経特異的な SQSTM1 喪失の影響を解析する
ため、変異型 SOD1-TG マウスと SQSTM1-TG
マウスとの交配、及び神経特異的 Sqstm1-KO
（SQSTM1-flox;Nes-Cre）マウスとの交配実
験を開始した。その結果、予想とは異なり、
SQSTM1 過剰発現 SOD1-TG マウスにおいては、
逆に疾患症状を悪化させることが判明した。
一方、神経特異的 SQSTM1 欠損-SOD1-TG マ
ウスは、全身性 Sqstm1-KO マウスと同様に
SOD1-TG マウスより短寿命であることを示
す予備的結果が得られた。 
(4)今後の展望 
 今後、ALS2 及び SQSTM1 過剰発現及び神
経特異的 SQSTM1 欠損の影響については更
なる分子病態解析を行い、ALS2 及び SQSTM1
が制御するタンパク質分解制御系の解明と
その機能喪失による運動ニューロン変性の
分子基盤を明らかにする計画である。 
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