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研究成果の概要（和文）：運動ニューロン特異的にdnc-1をノックダウンしたALSモデル線虫を用いた、薬剤スクリーニ
ング法の開発に取り組んだ。まずラパマイシンをポジティブコントロールにおいてスクリーニング方法を確立した。ラ
パマイシン投与によりモデル線虫の運動機能が濃度依存的に改善する事を示した。次に、神経変性疾患モデルに有効で
あることが確認されている薬剤50薬剤を用いてスクリーニングを行った。その中で、ALSの治療薬として認可されてい
るリルゾールは優位に治療効果が確認できた。その他ヒット化合物X（降圧薬）を検出できた。1日に約50種類の薬剤を
判定可能であり、数千単位のスクリーニングが可能となった

研究成果の概要（英文）：There has not been reliable method for in vivo high-throughput quantification of 
the drug effects. Recently our collaborator developed a real-time computer vision system, the Multi worm 
tracker(WMT), that can quantify the behavior of dozens of worms. Using this system, we explored the 
effective drug for the ALS model animals, dnc-1KD worm, in which the dynactin 1 is knocked down in the 
motor neurons. This model shows the motor neuronal degeneration, and it mimics a several significant 
features of ALS pathology. We first chose rapamycin as a positive control and showed the effect in a dose 
dependent manner. Next, we screened the 50 drugs and identified two compounds which significantly rescued 
the motor deficit of the worm. Interestingly, one of the drug was Riluzole, which is one of the only two 
drugs approved for ALS in Japan. The other drug X is an anti-hypertensive drug. This method allow us to 
complete a drug screen in a few weeks compared with a few years when using rodent models.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
筋萎縮性側索硬化症（Amyotrophic Lateral 
Sclerosis: ALS）は、運動ニューロンが特異的
に障害され変性脱落し、進行性の筋力低下を
きたす極めて予後不良の疾患である。ことに、
ALS患者のほとんどを占める孤発性ALSにつ
いては、現在もその病因は不明な点が多く、
また有効な治療法はない。我々は孤発性 ALS
における分子病態を明らかにし、その病態を
再現するモデルを作成し、治療法開発を行う
ことを目標にした研究に取り組んできた
（Ikenaka et al. PLOS ONE 2013; Iguchi et al. 
BRAIN 2013）。まずレーザーマイクロダイセ
クションにより運動ニューロンを単離し、孤
発性 ALS 運動ニューロン特異的遺伝子発現
プロファイルを作成することに成功した
(Jiang et al. Ann Neurol 2005)。これらの遺伝子
発現変化と神経変性マーカーの発現との関
係を詳細に検討することにより、特に
dynactin 1 の遺伝子発現低下が ALS における
神経変性過程の初期から生じていることを
明らかにした(Jiang et al. J Neuropathol Exp 
Neurol 2007)。 

Dynactin 1 の遺伝子変異は運動ニューロン
疾患を引き起こす事が知られており(Puls et 
al. Nature Genet 2003)、孤発性 ALS 運動ニュ
ーロンにおいて dynactin 1 の発現が神経変性
過程初期より低下していることは興味深い。
そこで我々はその発現変化を線虫、マウスに
展開し、孤発性 ALS の疾患モデルを開発した
（Ikenaka et al. PLOS ONE 2013）。これらのモ
デル動物は、進行性の運動神経変性と運動機
能障害を呈するとともに、その病態として軸
索輸送障害、軸索腫大と、リン酸化ニューロ
フィラメントの蓄積、オートファジーの異常、
ユビキチン陽性封入体の形成など孤発性
ALS 患者の病態の変化を再現していた。 
 
２．研究の目的 
我々は孤発性 ALS 患者の脊髄運動ニューロ
ン特異的な遺伝子発現プロファイルの結果
明らかとなった dynactin 1 の発現低下を再
現する線虫モデルの作成と病態解析を行っ
てきた。このモデル線虫は孤発性 ALS 患者
の運動ニューロンと共通する病態を示す。本
研究では我々が開発した ALS モデル線虫を
用いた大規模な新規治療薬スクリーニング
を行う事を目的とする。新規の線虫用ライブ
ラリーを用い、数千種類の低分子化合物を使
用する、in vivo では極めて大規模な薬剤スク
リーニングを目指しており、線虫の運動機能
を複数個体、グループで同時に定量すること
が可能なシステムを開発する。 
 
３．研究の方法 
一群数十個体で、同時に複数の群の運動機能

を解析するシステムを開発する。解析プログ

ラムは研究協力者の Andrew Giles らが開発し

た Multiple Worm Tracker（Swierczek et al. 

Nature Methods 2011）を用いており、それを

今回の研究用に、連携協力者の森郁恵らと運

動機能解析用に改変した。申請者らの予備実

験では、神経筋接合部に作用し線虫に対する

麻痺効果が知られているLevamisoleの濃度依

存性の効果が確認できた。さらに本研究にあ

たっては、酸化ストレスを起こすパラコート

など複数の薬剤を用いた運動機能解析の予

備実験を行い、常に安定的で再現性のある結

果が得られるような薬剤投与方法、運動機能

解析のプロトコールを調整する。 

 スクリーニングのライブラリー作成に当
たっては、東レ株式会社と共同開発を行い、
化合物の骨格や立体構造から予想して、幅広
い作用機序網羅している低分子化合物約
2000 種類選択する。その際、その先にマウス
への応用、さらにはヒトへの応用を見越して、
毒性が強いと予想されるものや、極めて難溶
解性などの理由で製剤化が困難を予想され
るものを除く。化合物合成は、東レ株式会社
にて行い、各々１０ｍＭの濃度になるようジ
メチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）に溶解した
後、96 ウェルプレートに分注されて当研究室
に提供される。スクリーニングは、dynactin 1
ノックダウン線虫を用いて行い、運動機能改
善効果の高い化合物 10 種類を選出する。 
 
４．研究成果 
 dynactin 1 ノックダウン線虫を用いて、ま
ずは S/N 比の改善を目指した。当初本研究に
用いる予定であった線虫株は、染色体外に遺
伝子導入を行った株であった（ex 株）。ex 株
は継代方法によって表現型がばらつく。つま
り、プラスミドを多コピー保有している線虫
を選んで継代することで、S/N 比をより強く
することが可能である。まず我々はダイナク
チンノックダウン株の改善を試みた。
（Fig.1） 
Fig1 dnc-1 KD 線虫の S/N 比改善 
 

次に、陽性コントロールの確立のため、ラ
パマイシン投与による運動機能の改善効果
を評価した。ラパマイシン投与による神経保
護効果は我々が以前に報告している（PLOS 
ONE 2013） 
Rapamycin の効果は、野生型や Voltage 



gated Ca channel の mutant 線虫（これも
dnc-1KD と同様に運動機能障害を呈する線
虫）には効果が無いが、dnc-1KD(ex)線虫に
は効果があった。また、濃度依存性効果も確
認できた。（Fig. 2, 3） 
 
Fig2 Rapamycin の効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig3 Rapamycin の濃度依存性効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、薬剤投与の方法として、線虫のエサと
なる大腸菌と共に投与するのかを検討した
（Fig. 4）線虫は飢餓状態で飼育すると神経
変性が抑制される。そのため飢餓でラパマイ
シンを投与すると、ラパマイシンの効果は相
殺されてしまった。薬剤投与時には大腸菌液
内での投与が必要であった。 
 
Fig. 4 大腸菌の有無がラパマイシンの効果
に与える影響  
 
 

 
スクリーニングを始めるに当たり、まずは

神経変性疾患に対して既報告において効果
が確認されている薬剤 50 種類を用いて、本
スクリーニング系の妥当性を検証した。スク
リーニングにあたっては、各薬剤終濃度が
100uM となるように、48ウェルディッシュに
分注。大腸菌は終濃度 40 ㎎/ml で調整した。 
振盪を加えながら 16 時間培養し、薬剤及び
大腸菌をウォッシュしたのち、解析用プレー
トに移し、MWT で運動機能を解析した。 
 

Fig. 5 薬剤投与による dnc-1 KD 線虫の治
療効果 

 
これら約 50 種類の薬剤の中で、ALS に治療効
果のあるリルゾールと、既存薬である降圧薬
X が統計学的に有意に治療効果を示した。リ
ルゾールは1990年代にアメリカで発売以来、
ALS に対して唯一治療効果が認められてきた
薬剤であり、本スクリーニングによりリルゾ
ールがヒットとして検出できたことは意義
深い。 
 我々は、更にリルゾールの濃度依存性効果
を確認し、神経保護作用を形態的に確認した。 
（Fig. ５、６） 
Fig.5 リルゾールの効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 
6 リルゾールによる軸索形態変化 
 

 
これまで、線虫を用いた薬剤スクリーニング
や遺伝学的スクリーニングは、検者による半



定量スクリーニングか、もしくは定量性のあ
るデータは非常に限定的なスクリーニング
であった。本研究を通して、一日約 80 種類
の薬剤スクリーニングが定量性、再現性を持
って可能となった。 
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