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研究成果の概要（和文）：アレキサンダー病（AxD）はGFAP遺伝子に変異をもつ、唯一のmonogenic glial 
cytopathyである。臨床的には乳児型、若年型、成人型の亜型に分類される。我々は以下の３つの研究を行っ
た。
1）28例の神経変性疾患患者に遺伝子診断を施行したがGFAP遺伝子変異は同定されなかった。2）成人発症の白質
脳症をともなう痙性対麻痺を呈する１家系に対し、全エクソーム解析を行ったところ、66遺伝子にまで絞り込め
た。3）培養細胞を用いたGFAPの研究： SW13細胞を用いて、野生型および変異型GFAPを強制発現させたところ、
凝集体形成の割合と臨床重症度とに相関関係が確認された。

研究成果の概要（英文）：Alexander disease (AxD) is a unique monogenic glial cytopathy caused by 
mutations in GFAP, which is a specific marker of astrocytes. AxD is divided into three clinical 
subtype; 1) infantile type, 2) juvenile type, and 3) adult type. We performed the following three 
studies.
1. GFAP gene test: We tested 28 patients with neurodegenerative disorders for GFAP mutations, but in
 vain. 2. Identification of a novel disease-causing gene by whole-exome sequencing (WES): We 
performed WES in two members in a family with autosomal dominant transmission, adult-onset spastic 
paraplegia with leukodystrophy, and identified 66 candidate genes. 3. Cell biological study: We 
expressed wildtype and mutant GFAP with a tag-free vector in SW13 cells without intermediate 
filaments such as GFAP and vimentin, and observed the intracellular distribution of overexpressed 
GFAP. We found that more aggregations were formed in the mutation which would causes much severe 
clinical presentation.

研究分野：神経変性疾患の分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 

 アレキサンダー病（Alexander disease: 

AxD）はアストロサイト特異的マーカーであ
る GFAP 遺伝子に変異を持つ、唯一の
monogenic glial cytopathyである。臨床的に
は 1）乳児型（大脳優位型：1 型）、2）若年
型（中間型：3型）、そして 3）成人型（延髄・
脊髄優位型：2型）の亜型に分類される。 

 本邦での有病者数は約 50人、有病率は 270

万人に１人と推定される。現在までに全世界
でも遺伝子異常が同定された本症は 150例弱
で、加えて病理まで明らかにされている例は
数例しかない。ゆえにこの疾患は臨床的にも
未知な点が多く、更なる症例集積による臨床
像の解明が重要である。 

 また本症が脳内のアストロサイトの特異マ
ーカーである GFAP 遺伝子異常であること
も非常に興味深い点である。アストロサイト
は様々な神経疾患において重要な役割を果た
している。神経変性疾患のみならず、脳血管
障害、炎症性疾患、てんかんといった一般的
な疾患でもアストロサイトが重要な役割をし
ていることが判明しつつある。従ってこの稀
少疾患である AxD の研究により、各種神経
疾患におけるアストロサイトの関与を明らか
にし、画期的な治療法の開発に結び付く可能
性がありえる。 

 

２．研究の目的 

 我々は以下の３つの戦略で AxD および
GFAP機能解析を行うこととした。 

1). 神経変性疾患患者における GFAP 遺伝
子診断： 

AxD は稀少疾患であり、臨床像および遺伝
子型―表現型連関など未だ不明な点が少なく
ない。そのため臨床スペクトラムを拡大する
目的で、神経変性疾患において積極的に
GFAP遺伝子検査を施行する。 

2). 次世代シーケンサーを用いた新規遺伝
子同定： 

現在のところ臨床的に AxD に矛盾しない
ものの、約 1割程度の症例では GFAP遺伝子
変異が同定できない。この中には明らかな家
族歴のあるものもある。このような家系に探
索し、次世代シーケンサーを用いた全エクソ
ーム解析を行い、責任遺伝子を同定する。さ
らにそれが新規の遺伝子であった場合、その
遺伝子の機能解析を培養細胞系を用いて行う。 
3). 培養細胞を用いた GFAPの研究： 

AxD における責任 GFAP 遺伝子変異は、
そのほとんどがアミノ酸置換を起こすミスセ
ン ス 変 異 (non-synonymous missense 

mutation)である。しかしいくつかの SNPs 

(single nucleotide polymorphism) も知られ
ており、同定された変異が責任変異であるこ
とを確認するには①家系内の co-segregation

の確認、②進化上、保たれた場所での変異で
あること、③in-silico 解析により GFAP機能
に障害を与える部位であること、などにより
総合的に判断されてきた。また培養細胞への

強制発現では、変異型では凝集体を形成する
が、野生型 GFAPでも割合が低いものの凝集
体の形成がみられ、その割合で判定しなけれ
ばならない。そこで同定された GFAP遺伝子
変異が疾患責任変異であるのか否かを評価す
るシステムの確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

1). 神経変性疾患患者における GFAP 遺伝
子診断： 

脊髄小脳変性症(SCA)やパーキンソン症候
群といった神経変性疾患の患者をリクルート
し、はじめに最も疑われる疾患の遺伝子診断
を行う。特に SCA においては家族歴の有無
にかかわらず CAG リピート病である SCA1, 

SCA2, Machado-Joseph病(MJD), SCA6, 歯
状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症(DRPLA)は網
羅的に検索し、また不随意運動が目立つ場合、
Huntington 病(HD)も遺伝子検索を追加した。
このスクリーニング検査で異常がなかったも
ののうち、成人型 AxD に矛盾しない臨床像
をもつもののほか、痙性対麻痺や白質脳症を
呈する場合、発症年齢にかかわらず GFAPの
全エクソンおよび exon-intron boundary を
直接シーケンス法にて確認した。 

2). 次世代シーケンサーを用いた新規遺伝
子同定：  

 GFAP遺伝子異常が発見されなかった遺伝
性神経変性疾患の１家系の協力を得て、全エ
クソーム解析を施行した。対象は長男（発症
者）および父（健常者）である。イルミナ社
HiSeq2500を用いてDNAシーケンスを行っ
た。 

3). 培養細胞を用いた GFAPの研究： 

3)-1. 各種細胞における野生型および変異型
GFAPの強制発現系の検討 

 C 末に V5-tag を付加した pcDNA3.1 

vector に GFAP (αform)・の野生型全長を導
入し、mutagenesisにて変異型（p.R239C（乳
児型）および p.R276L（成人型））を作成し
た 。 変 異 型 は こ れ ら の construct を
lipofectamine で細胞内に導入、48 時間後に
V5 抗体で検出したのち、共焦点レーザー顕
微鏡にて細胞内局在を観察した。使用細胞は
astrocytoma 由来の Becker（内在性 GFAP

含有）および B2-17細胞（内在性 GFAP非含
有）を用いた。 

3)-2. SW13 細胞における野生型および変異
型 GFAPの強制発現系の検討 

 前実験と同様の手法により tag が付加して
いない vector に野生型と変異型を導入。48

時間後に GFAP 抗体にて検出し、観察した。 
 

４．研究成果 

1). 神経変性疾患患者における GFAP 遺伝
子診断： 

3 年間で 28 名の遺伝子診断を施行した。
GFAP遺伝子検索を施行した例は計 8名であ
ったが、いずれも遺伝子変異は同定されなか
った。 



一方でスクリーニング検査では SCA1 が 4

例、MJDが 2例、SCA6が 1例、DRPLAが
1 例、HD が 1 例、さらに球脊髄性筋萎縮症
(SBMA)も 1 例同定された。このうち SCA1

では橋にて十字架徴候陽性であり、報告した。
さらに同一患者において、SCA1 と MJD の
CAGリピートが延長(double expansion)して
いた（現在投稿中）。 

なお小脳失調に外眼筋麻痺を伴う症例が 2

例あり、CAG リピート病を除外した後、
PEOA1-4 (autosomal dominant-progressive 

external ophthalmoplegia type 1-4; それぞ
れの責任遺伝子 POLG, ANT1, twinkle, 

POLG2)の遺伝子検査を施行したが、2 例と
も責任変異は同定できなかった。 

2). 次世代シーケンサーを用いた新規遺伝
子同定： 

母（発端者）、長男、長女が発症者である常
染色体優性遺伝形式を取る神経変性疾患の家
系を発見した。それぞれ発症年齢は 30 代前
半、20 代前半、30 代前半であり、臨床症状
の中核は四肢および体幹失調、呂律緩慢とい
った小脳症状および認知機能障害である。頭
部 MRI では皮質直下優位の白質脳症および
びまん性大脳萎縮、さらに脳幹・小脳萎縮が
みられた。母は発症 10 年で寝たきり状態に
なり、その後植物状態で現在 60 代後半であ
る。長男は現在発症 15 年目で、車椅子レベ
ル。記銘力低下とともに易怒性が目立つ。長
女は長男より発症が 10 年近く遅く、現在も
独歩可能で高次脳機能障害はみられないが、
画像では大脳白質病変や小脳萎縮がみられる。
なお次男は無症状である。 

エクソーム解析により得られた結果を各種
フィルターにて選別し、最終的には 66 遺伝
子にまで絞り込むことができた。得られた結
果内には、既知の脊髄小脳変性症、遺伝性痙
性対麻痺、白質脳症の責任遺伝子は認められ
なかった。一方でアルツハイマー病、うつ病
や統合失調症で関連される遺伝子や、細胞骨
格の assembly に関与する遺伝子をはじめと
した遺伝子が含まれていた。以上のことより、
本家系は今まで知られていない遺伝子変異を
有する新規疾患であると考えられる。今後更
なる検討が必要である。 

3). 培養細胞を用いた GFAPの研究： 

3)-1. 各種細胞における野生型および変異型
GFAPの強制発現系の検討 

 内在性 GFAPの有無にかかわらず、強制発
現させた GFAP のみで細胞内にて線維状構
造を取りうることが判明した。変異型では凝
集体形成が多くみられたものの、野生型でも
程度は軽いものの同様な凝集体も観察された。 
 

 

 

 

 

 

 

以上から①内在性 GFAP の有無のみなら
ず、他の中間径フィラメントの関与も示唆さ
れ、中間径フィラメントを欠損した細胞系で
の実験が必要であると考えられた。また②tag

が影響を与えている可能性があり、tag を付
加しない実験系で、強制発現した GFAPタン
パクを GFAP 抗体で検出する系の事件が必
要であると考えられた。 

3)-2. SW13 細胞における野生型および変異
型 GFAPの強制発現系の検討 

3)-1. の結果に基づき、GFAP のみならず
vimentin を含む中間径フィラメントが欠損
している SW13細胞を用いた。すると野生型
ではすべてが線維状構造を保つのに対し、乳
児型変異 p.R239C では多くが凝集体を形成、
また成人型変異 p.R276L では凝集体の割合
が減少することが判った。 

これが確実な結果かさらに検討するため、
近接しながら、臨床像が異なる 3つの連続し
た点変異、p.D78N（成人型）、p.R79C（乳児
型）、p.F80S（新生児型）を追加して検討し
た。結果やはり同様の傾向、すなわち臨床重
症度と、凝集体形成の割合が相関しているこ
とが明らかになった。 
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